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要 旨

シ ロイ ヌナズ ナ(Arabidopsisthaliana)の 減数 分裂期 の花 粉母細 胞 を共焦 点 レーザ

ー走査顕微鏡を用いて観察 した。Pl(propidiumiodide)で 染色 され た減 数第一 分裂 前

期 の レプ トテ ン期、ザイゴテン期、パキテ ン期、ディプロテ ン期、デ ィアキネシス期、

さらに減数第一分裂中期、後期、終期、減数第二分裂前期、中期、後期、終期の染色体

を観察することができた。得 られたデータを3次 元 的に再構築す るこ とによ って減数分

裂時の染色体の様子を立体的に視覚化することに成功 した。

序 論

減数分裂は一部の例外を除きすべての真核生物が行 う有性生殖に必須の過程で、2倍

体(2n)で あ る胞子体 が 半数体(n)の 配偶体 を形 成す る際 に染色 体 を半減 させるた

めに行 う特殊な細胞分裂であ り、通常の体細胞分裂 とは様々な点で異なる。基本的に体

細胞分裂では2nの 親細胞 と2n娘 細 胞は同 じ遺伝情報 を持 って お り、同 じ遺伝形質を

有する。減数分裂では親細胞が2nで あ るの に対 し、娘細 胞はnで 染色体 を半分 しか持

ってお らず、たとえそれが受精 して2nに 戻 った と して も、完全 な純 系 内で交雑 しない

限 り、組換えが起 こっているため親細胞と娘細胞の持つ遺伝情報は一致 しない。

減数分裂は一度のDNA複 製 に続 いて 、二度 の分裂が連続 して起こり、それぞれ減数

第一分裂、減数第二分裂と呼ばれる。それぞれには前期、中期、後期、終期があ り、減

数第一分裂の前期はさらに5つ のサ ブステ ー ジ、 レプ トテ ン期(細 糸期)、 ザ イ ゴテ ン

期(合 糸期)、 パ キテ ン期(太 糸期)、 デ ィプ ロテ ン期(複 糸期)、 デ ィアキネ シス 期(移

動期)に 分 け られ る。現在 、減数分裂 に関する研究は分子遺伝学的な解析が可能な酵母

やマウスを中心に して行われている。植物でも古くから減数分裂に関する突然変異体は

得 られていたが、その原因遺伝子の解析が困難であったことか らそれ らの変異体の解析

はあま り進展 しなかった。 しか し近年ではシロイヌナズナがモデル植物として注 目され

るようにな り、シロイヌナズナを用いた減数分裂の研究が行われるようにな ってきた。

シロイヌナズナ(Arabidopsisthaliana)は ゲ ノムサ イズが小 さい こ と、植物体の背

丈が低く室温で成長 し実験施設内での栽培が容易なこと、世代時間が短いことなどの理

由で植物のモデル生物 として採用された。実際に多くの研究者 に実験材料 として用いら
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れており、様々な研究が集中的に行われ、植物に関する先端研究の中心となっている。

2000年12月 にはゲノムの全塩基配列が決定され報告されている。また多くの突然変

異体が作成され、遺伝子の染色体上の部位の決定とその遺伝子産物の機能の同定に大き

く寄与している。 しかしゲノムの小ささは染色体の小ささに反映しており、シロイヌナ

ズナの持つ5組10本 を大きさやバンディングパターンで見分けることは難 しい。その

ため染色体の観察といった細胞生物学的な研究の進展はなかなか見られなかったが、

1996年 にRossら によって減数分裂期にある花粉母細胞の染色体のほぼ全ステージの

様子が報告された。これによって我々はシロイヌナズナの減数分裂期の間に染色体がど

のような挙動を示すのかを知ることができるようになった。この方法は細胞壁を消化 し

た花粉母細胞をスライドガラス上に平面的に展開したもので解像度が非常に優れており、

染色体の細部まで観察することができる。しか し立体的な細胞が平面上に展開されたも

のであるので、細胞内の構造物の立体的な位置関係が保持されているわけではない。我々

は減数分裂期の染色体のありのままの姿をより良く理解するために、立体構造を保持 し

たままの細胞を共焦点レーザー顕微鏡を用いて観察 し、立体的に視覚化することにした。

その結果、花粉母細胞の減数分裂全ステージの染色体の立体像を得ることに成功 した。

材 料 と 方 法

植 物 の 栽 培 バ ッ トに 吸 水 させ た培 養 土 を 広 げ 、シ ロイ ヌ ナ ズ ナ(Arabidops'sthaliana、

Landsbergerctra)の 種 子 を 蒔 き 、バ ッ トにカ バ ー を 被 せ て4℃ の 低 温 室 に三 日置 いた 。

そ の 後23℃ の 培 養 室 に移 し、 三 日後 にカ バ ー を は ず して230C連 続 光 下 で 育 て た 。 肥 料

と してMS培 地 とハ イ ポ ネ ッ クス(ハ イ ポ ネ ッ クス ジ ャ パ ン)を 適 宜 与 え た。

固 定Brendaら の 方 法(1997)に 従 い 、 花 序 を 集 め 、 固 定 液(5mMEGTA、4%パ

ラ ホ ル ム ア ル デ ヒ ド、1×PBS)に 移 し、5分 間 の 減 圧 を2度 行 った 後 、 室 温 で1時 間

保 温 し、1×PMEG(50mMPIPES,1mMMgSO4,5mMEGTA,1%グ リセ ロ ー ル)

で2度 洗 浄 して1×PMEG中 、4℃ で 保 存 した。

展 開 固 定 した 試 料 か ら適 当 な 蕾 を 選 抜 し、各 蕾 か ら繭 を 一 つ 取 り 出 してDAPI染 色

し、 蛍 光 顕 微 鏡 下 で 観 察 した 。 減 数 分 裂 を して い る事 を 確 認 した 後 、 残 りの,.・を ポ リー

L一 リシ ン コ ー トした カ バ ー ガ ラ ス の 上 で 解 体 し、 熊 谷 らの 方 法(1997)に 従 っ て 花 粉

母 細 胞 を展 開 した 。50℃ に温 め て お いた7%sucrose/0.7%ア ガ ロ0ス 溶 液 を か けて 被

い 、 ア ガ ロー ス が 固 ま って か ら酵 素 液(0.2%cellulase、0.2%cytohelicase、1.5%β

一glucuronidase
、7%sucrose)を か け 、37QCで 約20分 消 化 した。 消 化 後 、洗 浄 液(1

×PBS,0.05%Triton-X100)で5分 間4回 洗 浄 した。

染 色 染 色 液(O.05mg/mlPl、IOmMTrisHCIpH8.0、10mMNaCl、0.1%NonidetP-

40、10μg/mlRNaseA)を 試 料 にか け、30分 間 置 い て 核 酸 を染 色 し、1×PBS洗 浄 し

た 。 最 後 に、 ス ラ イ ドガ ラス に載 せ て 封 入 した 。Bio-Radの 共 焦 点 レ ー ザ ー 顕 微 鏡 ラ
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デ ィアンス2000を 使 用 しZ軸 方 向は0.5μm間 隔で データ を採 り、同社の レーザーシ

ャープ2000で 立体画像 を構 築 した。

結 果

シ ロイ ヌナズナの減数分裂中の花粉母細胞の染色体は、Albiniに よ って電子顕微 鏡 を

使 って観察 された例 もあるが(1994)、 一般 に最近で はRossら によ って開発 され た光

学 顕微 鏡 による観察法が利用 される(1996)。Rossら は この方法 によ って花粉 の 減数

分裂 の全ステージの鮮明な染色体像を得ており、減数分裂の時期を特定するためのスタ

ンダー ドとして頻繁に参照されている。また多くの研究者によってこの方法が利用され

ている。 しか しこの方法は3次 元 の立体構造 を もつ細 胞 を2次 元 のス ライ ドガ ラス の表

面 に展 開 したもの(展 開試料)で あるので細胞 内の立体 的は位置を忠実に反映 している

とは言い切れない。我々はより現実に近い減数分裂の様子を把握するため、立体構造を

保持 した細胞(共 焦 点用試料)を 共焦点 レーザ ー顕微鏡で解析 し、得 られたデータか ら

立体像をコンピューターを使って構築することに した。その方法 として、まず最初に花

序 をパラホルムアルデ ヒドで固定 した。その花序をシャー レ上に移 し、適当なつぼみを

選抜 して、実体顕微鏡下でそれ らのつぼみを開き、やくの一つを取 り出してスライ ドガ

ラス上 に移 した。DAPIで 染色 し蛍光顕微鏡 下で観察 して、減数分裂中であることが確

認されたつぼみの残 りのや くをポ リーL一リシンで コー トしたカバ ーガラス上に移 し、花

粉母細胞を解放 した。それをアガロースで被 った後、消化酵素で細胞壁を消化 し、Pl

で染色 した。 それ を共焦 点 レーザ ー走査顕微鏡で解析 した。Fig.1は パ キテ ン期 の花 粉

母細 胞を真上 か ら見たものである。Fig.2はFig.1を 回転 させた もので、Fig.3は 各

焦 点面 を並べ た もので ある。本報告では感覚的に捕 らえやすい各焦点面を並べた方法で

立体的な位置を示す。

花粉母細胞は1本 の雄 しべや くの中 に4つ の花粉母細 胞のふ さがあ り、Fig.4は その

一 つ を示 した もので ある。減数分裂 に入る前の花粉母細胞ではまだ核膜が残 っており、

その中に染色糸が分散 している様子がわかる。また核小体が存在することが確認された。

レプ トテ ン期(Fig.5):染 色 体は細 い糸状 に見 えて くる。 染色体の複製はすでに終

わっているので、細 いとは言えそれぞれの染色体は姉妹染色分体か らできている。

ザイ ゴテ ン期(Fig.6)=相 同染色体 同士が対合 を始め 、対合 した部分は太 い糸状 に

観察される。 この時期には核領域 と細胞質領域を区別する核膜はすで に見 られなくなっ

ている。

パキテ ン期(Fig.1,2,3):シ ナ プ トネマ コンプ レックス(synaptonemalcomplex)

と呼ばれ る構造 によ って 相同染色体 同士が端か ら端まで対応する部分で対合 し、染色体

全体が太い糸状 に観察される。

デ ィプ ロテ ン期(Fig.7)=染 色体 は長軸方向 に収縮 し始 め、 さらに太く短くなって
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ゆく。デ ィプロテ ン期に入るとシナプ トネマコンプレックスは急激に分解され、相同染

色体間の連結は相同染色体間の組み換えによって生 じたキアズマによって支えられてい

る。

デ ィアキネ シス期(Fig.8):染 色体 が さ らに凝縮 す るが、染色体は対合 した状態を

維持 している。

減数第一 分裂 中期(Fig.9):5組 の相同染色体 が赤道 面 に並ぶ。 シロイヌナズナの

場合、最高度に凝縮 している減数第一分裂中期には一対の相同染色体は完全 に一体化 し

一つの塊のよ うに見え、5組 の相同染色 体 を見分 ける こともできない。 この時紡錘体の

構成要素であるチ ューブ リンに対する抗体を用いて免疫染色を行 うと紡錘体が形成され

ているのがわかる(Fig.18A、B、c)。Fig.9で は染色体が極方 向へ少 し引 っ張 られ

て伸 びている様子がわかる。減数第一分裂中期になると核小体は観察されなくなる。

減 数第一 分裂後 期(Fig.10):そ れぞれ の対 の相 同染色体 は分れ てそれぞれ別の極

へと移動する。両方の極 には5本 つつの染色体 が存在す る。

減 数 第 一分裂終 期(Fig.11):染 色体 の極 への移動 は完 了 し、紡 錘体が消失する。

シロイヌナズナの場合、この時点では細胞質分裂は起こらない。

減 数第 二分裂 前期(Fig.12):核 膜 が形成 され 、その 中で凝縮 して いた染色体は一

度伸展する。核と核の間にオルガネラバ ン ドが形成されは じめる。

減数第 二分 裂 中期(Fig.13):オ ル ガネ ラバ ン ドによ って分 画 された二つの娘細胞

のそれぞれにおいて5本 の 染色体 が各 々の赤道面 に整 列する。 この時それぞれの染色体

グループの赤道面は平行ではない。それは減数第一分裂中期 と同様 にチューブ リンに対

する抗体で紡錘体を視覚化 した場合によ り明か となる(Fig.18G、H、1、J、K、L)。

減 数 第 二 分 裂 後 期(Fig.14)=そ れ ぞれ の染色体 は姉 妹染色 分体 に分れ、極へと移

動する。

減数第 二分裂終 期(Fig.15):染 色分 体は4つ の極 に集合 し、核 を形成す る。

四 分子 期=核 を中心 に細 胞質 分裂 が起 こ り、4つ の花粉 四分子 が1つ の花 粉母細 胞

内に観察 され る。

これ らの各ステージの観察像を1平 面 に投影 し、ま とめ た ものがFig.16で あ る。参

考 まで に消化展 開法 によ って観察される各ステージの染色体像(DAPI染 色)をFig.17

に掲 載す る。
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奪

パキテン期の花粉母細胞を真上から観察したもの。
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Figure2Fig.1の 立体画像 を水平方向 に5度 つつ回転 させた もの。
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Figure9減 数第一分裂 中期の花粉母細胞。
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Figure102つ の減数第一 分裂後 期の花粉母細胞。
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Figure14減 数第二分裂後期の花粉母細胞。
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Figure15減 数第二分裂終期の花粉母細胞。
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Figure17Rossら の消化展 開法(1996)に 従 って準備 された シロイ ヌナズ ナの減数分

裂中の花粉母細胞の染色体を蛍光顕微鏡を用いて観察 したもの。花粉母細胞の細胞壁を

サイ トヘ リカーゼ、ペク トリアーゼ、セルラーゼ及びaグ ル ク ロニダ ーゼ を用 いて消

化 し、 プロ トプラス ト化 したものをスライ ドガラス上に平面的に展開 し、染色体をDAP

lで染色 した。A:レ プ トテ ン期、B:ザ イゴテ ン期、C=パ キテ ン期 、D:デ ィプロテ ン

期 、Elデ ィアキネ シス期 、F:減 数第 一分裂 中期、G:減 数第 一分裂後期、H:減 数第
一分裂終 期、1:減 数 第二分裂前期 、J:減 数第二分裂 中期、K:減 数第 二分裂後期 、L:

減数第 二分裂終期。

_29



減数第0分 裂中期

減数第0分 裂後期

減数第二分裂中期

減数第二分裂後期

DAPI FITC Merged

Figure18シ ロイヌナズナ花粉母細胞の減数分裂時の紡錘体。0次 抗体 と して ラ ビッ ト

か ら準備 したマウスの β一チュ0ブ リンに対す る抗体 を、二次抗体としてFITCで 標 識 され

た抗 ラ ビッ トlgG抗 体を用 いて紡錘体 を視覚化 した。DAPIで 染色 された染色体 はA(減 数

第一分裂中期)、D(減 数第0分 裂後期)、G(減 数第二分裂 中期)、J(減 数第二分裂後

期)に 示す。B、E、H、Kは それぞれ の時期の紡錘体 を示 し、C、F、1、Lは それ ぞれの時

期の染色体像 と紡錘体像を重ね合わせたもの。
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考 察

我々は本研究において共焦点 レーザー走査顕微鏡を用いてシロイヌナズナの減数分裂

期にある花粉母細胞の染色体の様子を観察するのに成功 した。シロイヌナズナのゲノム

は約150Mbpと 非 常 に小 さ く、従 って染色 体 も非常に小 さく、特 に減数分裂期にあ

る染色体の観察は困難であった。そのためシロイヌナズナの研究に細胞生物学的な方法

を導入するに時間がかか っていたが、1996年 のRossら の研究 を境 にシロイヌナズ ナ

で もこの方面の研究が進むよ うになった。我々もRossら によ って開発 され た消化展 開

法 を使 ってシロイヌナズナの減数分裂期の染色体の解析を行 ってきたが、その研究によ

って得 られたノウハ ウをもとに、今回立体的な像を観察することに した。その結果、消

化展開法によって準備 された染色体像とは異なることがわかった。消化展開法によって

準備 された染色体はスライ ドガラスの表面 に広 く展開しているため、染色体の細部まで

観察することができる(Fig.17)が 、共焦 点 レーザ ー走 査顕微 鏡 で観察 した実際の染

色体はそれほど空間的に広が っているものではないことがわかる。共焦点 レーザー走査

顕微鏡 によって得 られた像は解像度においては消化展開法によって得られた像に劣ると

ころがあるが、細胞内での立体的な配置を保存 しているので、タンパ ク質その他の細胞

内での局在性を調べるには非常に有利な方法であると考え られる。Fig.18の よ うに β一

チ ューブ リンに対 する抗体を用いて免疫組織化学的な方法と組み合わせることによって、

この場合では、紡錘体の形態、消長する時期などを調べることができる。このように、

シロイヌナズナの染色体がいかに小さくとも、細胞内の立体構造を保持 したままで観察

することが可能であることが示された。

減数分裂 と体細胞分裂 とは様々な点で大きく異なっているが、まずは減数分裂では相

同染色体同士が対合 し、組換えが起 こることである。相同染色体同士のシナプ トネマコ

ンプ レックスを介 した対合に先立ち、相同染色体同士のベア リングは レプ トテン期に始

まっていると考え られている(ZicklerandKleckner,1998)。 酵母 で はテ ロメアが核膜

の内膜上で 集合 し、ブーケと呼ばれる状態になる。これが相同染色体同士のペア リング

を起こりやすくしているのではないかと考えられている。 しか しシロイヌナズナでは核

膜は減数分裂に入ると早い時期 に消失 し、テ ロメアは レプ トテン期に入る前か ら核小体

と結合 し、ある範囲内に集合 していると報告されている(Armstrongら 、2001)。 本研

究で も、テ ロメア部 分で あるかどうかは不明であるがシロイヌナズナの染色体は核小体

の存在する レプ トテ ン期か らデ ィアキネシス期の減数第一分裂前期においては核小体 と

なん らかの接触が保たれている様子が観察される。シロイヌナズナでは核小体が相同染

色体のペア リングに重要な働きをしているものと考え られ る。核小体はrDNAの 反復

した部分 に、転写産物 で あるrRNAが 蓄積 し、 リボ ゾームが形成 され ている小胞 と考え

られている。減数分裂期にはパキテンチ ェックポイン トに関わるTern1、Dot1、Pch2

な どの遺伝 子産物が核 小体 に一 時的に蓄積することが知 られている(Shouら 、1999;
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San-SegundoandRoeder、1999;San-SegundoandRoeder、2000)。 これ らの遺伝

子産物 は時期が くる と核小体から放出されてすばや く機能するのではないかと考え られ

てお り、これ らの ことか らも減数分裂期には核小体は単なる リボゾーム生産工場でと し

てだけではなく、相同染色体のペアリングやチェックポイン ト機能などの多くの役割を

果た しているもの と考え られる。

ペア リングをした相同染色体間にはシナプ トネマコンプ レックスが構成され、ザイゴ

テン期やパキテ ン期の対合 した部分の相同染色体は、共焦点 レーザー走査顕微鏡 レベル

(光学顕微 鏡 レベル)で は一体化 し、太 いひ も状部分 として見えるのみである。電子顕

微鏡を用 いた展 開試料の観察では相同染色体間にセン トラルエ レメン トとラテラルエ レ

メン トと呼ばれる構造体が作 られ、それによって相同染色体が結び付け られている様子

が うかが え る(Albini、1994)。 展 開 試 料 に対 して はFISH(Fluorescenceinsitu

hybridization)を 行 うことがで き、そ のよ うな実験を行 った場合には相同染色体が対合

している部分ではシグナルが並んで観察でき、染色体の一本一本を光学顕微鏡 レベルで

も識別することは可能である(Azumiら 、2001)。

デ ィプ ロテ ン期 とデ ィアキネシス期の共焦点 レーザー走査顕微鏡像か らシナプ トネマ

コンプ レックスが崩壊 し相同染色体は解対合 しても、キアズマによって相同染色体のペ

ア リングは維持されたままであることが展開試料の観察よ りも明確にわかる。減数第一

分裂中期には赤道面に染色体が整列する。展開試料においても赤道面に並んで いる様子

が観察 され、中期以降の染色体の様子を展開試料と共焦点用試料を比べてみても立体的

な配置 には重要な差異は存在 しないと考えられる。 しか し染色体の形状については、共

焦点用試料は展開試料と違 い全体にずん ぐりした形状を しているのがわかる。展開試料

では展開 した時にスライ ドガラス表面に引っ張 られ、形状が歪め られたと考えられる。

減数第二分裂では姉妹染色分体が分離する。酵母などを用いた研究により複製された

染色分体はコヒーシンと呼ばれるタンパ ク質複合体によってつなぎ止め られていること

が分かっている(Michaelisら 、1997)。 デ ィプロテ ン期 には シナプ トネマ コンプ レッ

クスは崩壊 し相同染色体間を物理的に繋 いでいるのはキアズマであると考えられるが、

コヒーシンも相同染色体間のペア リングを維持するのにも重要な働きを している(渡 辺、

2000;渡 辺 、2002)。 減数 分裂時 に特 異的な コ ヒーシ ンとしてRec8が 知 られ て お り、

この遺伝子 の産物 によ り染色体の体細胞的な均等分裂が起 こるか、減数分裂的な還元分

裂が起 こるかが決定 される(WatanabeandNurse,1999)。 減数 第一分裂 が終 了 した時

点で大部 分のコヒーシンは分解されるが、減数分裂に特異的なコヒーシンがセ ン トロメ

ア領域に存在 し続け、姉妹染色分体の結合を維持 している。減数第二分裂時にこのコヒ

ーシンが分解され、姉妹染色分体が分離する。シロイヌナズナでも減数分裂特異的なコ

ヒーシンの遺伝子SYN1が 単離 され 、その機能 が調べ られ ている(Baiら 、1999)。SYN1

に対す る抗 体 を用 いてSYN1タ ンパ ク質の局 在性 に関する研究 を抗 β一チューブ リン抗
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体を用 いた実験 と同様の手法で明 らかにするという研究を筆者 らはMakaroffと の共 同

研究で行 って いる。SYN1タ ンパ ク質の減数 分裂細 胞 内で の立体的配置やその消長の時

期を共焦点 レーザー走査顕微鏡を用いた実験により明らかにすることができれば、染色

体の還元的分離 と均等分離を制御する しくみをより詳 しく調べることができると考え ら

れる。

これまでシロイヌナズナの減数分裂中の染色体の解析は主に花粉母細胞を用 いて行わ

れてきた。Rossら の報 告(1996)に よ り花粉 母細胞 における減数 分裂中の染色体の全

貌を知ることができたが、本研究ではより実体 に近い染色体の様子を明らかにすること

ができた。最近ではArmstrongら によ って卵母 細胞の減 数分裂 中の染色体に対する解

析が進め られている(2001)。 将 来 、卵 母細 胞 と花粉 母細 胞における減数分裂中の染色

体の様子を、消化展開法、共焦点 レーザー走査顕微鏡を用 いた方法、さらには電子顕微

鏡を用 いた方法によって得 られた結果を基 に比較検討することができるようになれば、

我々の減数分裂 に関する知識をより深めていくことができるものと考え られる。

本研究は2001年 度神奈川大学総合理学研究所共同研究助成金の助成を受けて行わ

れた。
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