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Abstract

Chromosomes of a hybrid between Lilium japonicum Thunb. and L. rubellum Baker, Liliaceae, were analysed

by the genomic in situ hybridization (GISH). The chromosomes of the hybrid were prepared by enzymatic

maceration. The total genomic DNA of the parental species was extracted and used as probes. The non-labelled

DNA of L. rubellum was hybridized, then, the labeled DNA of L. japonicum was hybridized on the chromosomes of

the hybrid. As a result, the somatic chromosome number of the hybrid was 2n-24. Twelve of a set of

chromosomes were stained brightly and showed strong FITC signals. The others stained darkly. In conclusion,

the somatic chromosomes consisted of twelve chromosomes which originated from L. japonicum and twelve from

L. rubellum.

緒　　看

Insituハイブリダイゼ-ション(in situ hybridizati

on, ISH　法によって,標識したDNA断片等のプロー

ブをこれと相補的に結合する組織や染色体標本上の

DNAに分子雑種形成させ,目的とする遺伝子等の組織

や染色体上での位置を顕微鏡下で検出することができる.

近年,細胞中の全ジェノミックDNAをプローブとする

方法はジェノミックin situハイブリダイゼ-ション

(Genomic in situ hybridization, GISH)法と呼ばれ,

植物の雑種染色体の由来の解析や染色体構造変異の検出

に用いられてきた.例えば, Leetal. 1989　はコムギ

とライムギの雑種における転座の検出を行い, Leitch

etal. 1990　はイネ科の異質倍数体内の異なるゲノム

を識別した　Mukai and Gill (1991), Mukai et al.

1993　は全DNAや特定の反復配列をプローブとして

コムギ等のゲノム組成の分析を行った.両親間のゲノム

の相同性が高い個体もしくは系統間の雑種では,標識し

た一方の親の全DNAがすべての染色体DNAに結合す

るため由来別の識別は困難であるが,標識した一方の親

の全DNAと標識しないもう一方の親の全DNAを1 : 2

から1:100の割合で混合しプローブとすることでゲノ

ム間の相違を識別することができる場合がある(Mukai

1997 .本研究ではユリ科ユリ属Lilium japonicum

2n-24)とL. rubellum (2n-24)の種間雑種において,

まず標識しない一方の親の全DNAを染色体DNAに対

して短時間分子雑種形成させ,その後これと同量のもう

一方の親の全DNAを標識して分子雑種形成させ,雑種
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個体の染色体の由来別の識別を試みた.

材料と方法

ユリ科ササユリL. japonicum Thunb.栽培品,新潟

県産ヒメサユリ(オトメユリ　L. rubellum Baker,お

よびこの2種を人為的に交雑した雑種第1代各1個体を

材料とした.材料の葉から抽出した標識していないヒメ

サユリL. rubellumの全DNAとビオテン標識したササ

ユリL. japonicumの全DNAを順に雑種個体の染色体

標本に分子雑種形成させ,蛍光in situハイブリダイゼ-

ション法(Fukui1994,宮本1996)を改変して以下の

ように検出を行った.

(1)ササユリL. japonicumとヒメサユリL. rubellum

の新鮮な葉0.5j　を凍結磨砕し, 2%CTAB[CH3 (CH2)

15N (CH3) 3]Br/100mM Tris-HCl (pH8.0), 20mM

NaCl, 1% polyvinylpyrrolidoneを加え65℃30分保温

した.

(2) Chloroform : Isoamylalcohol (24 : 1)を混和し

12000rpmで15分間遠心分離した｡

(3)液層に10%CTAB/0.7M NaClを加え, Chloro-

form : Isoamylalcohol (24 : 1)を混和し, 12000rpmで

15分間遠心分離した｡

(4)上層にl%CTAB/50mM Tris-HCl (pH8.0) 10

mM EDTAを加え, 20℃60分静置後8000rpmで10分間

遠心分離した｡

(5)沈殿にTEバッファーを加えた後,冷Ethanolに

よりDNAを沈殿させ乾燥後滅菌水に潜解した｡

(6) RNase処理を行った後,再度冷Ethanol処理によ

り沈殿させ, 0.lmg/mlになるように乾燥後滅菌水に潜解

した｡

(7) Hexanucleotide-primerとKlenow断片を用いた

ランダムプライマー法による標識試薬類　DNA

Labelling Kit, Nippongene, Japan)を用いて,ササ

ユリL. japonicumの全DNAにbiotin-ll-dCTPを取り

込ませ標識した.

(8)ヒメサユリL. rubellumおよびササユリL.

japonicumのDNAがそれぞれIOng/mlの濃度になるよ

うに別々に50% Folmamideの2xSSC溶液に潜解した.

(9) 90℃で10分間熱変性し,氷冷してハイブリダイゼ-

ション用プローブ溶液とした.

(10　分裂組織を含む長さ3mmの根端を15℃の0.1%

Colchicine溶液中で6時間前処理した後,蒸留水に数

分間浸潤した.

㈹ 4℃のAcetic acid-Ethanol (1 : 3)中で12時間以

上固定した.

20℃の70% Ethanolと蒸留水に各10分間浸潤した.

4% Cellulase Onozuka RS (Yakult. Japan), 1%

Pectolyase (Seishin Pharmaceutical Co. , Japan) ,

0.3% Macerozyme R-200 (Yakult. Japan)混合溶液

を用いて38℃において1時間解離した.

(14)洗浄後　Aceticacid-Methanol (1 : 3)を滴下し

ながら分裂組織をスライドガラス上に展開した.

個-20℃の冷凍庫内に保存し,使用時には解凍後,

70℃で2時間乾熱処理を行った.

(16)染色体が付着したスライドグラスにIOOmg/ml

RNase溶液を滴下し, 37℃で1時間保温した.

(17) 2XSSCで洗浄後, 67℃の70% Folmamide溶液,

-20℃の70%Ethanol, -20℃の95%Ethanol, -20

℃の99% Ethanolに順次5分間ずつ浸潤した後,風乾し

た.

18)(17)の染色体標本に(8)で熱変性した標識していない

ヒメサユリL. rubellumのDNAを含むハイブリダイゼ-

ション用プローブ溶液を滴下し, 37℃で30分間保温した.

2XSSCで5分間洗浄後, (7)で標識し(8)で熱変性し

たササユリL. japonicumのDNAを含むハイブリダイ

ゼ-ション用プローブ溶液を滴下しカバーグラスをかけ

てシールした.

70℃で2分加熱後, 37℃で18時間保温し分子雑種形

成させた.

fcl)カバーグラスを取り, 37℃において2xSSC, 50%

Folmamide, 2xSSC, 4xSSC中で10分ずつ順次洗浄し

た.

担2) 5% Bovine Serum Albuminを含むBT 0.05%

Polyoxiethylenesorbitan monolaurateを含むIOOmM

炭酸水素ナトリウムNaHCO3　溶液を滴下して37℃で5

分間保温した.

な3) 20mg/ml Avidin-FITC (Boehringer Mannheim,

USA　溶液を滴下し, 37℃の湿室内において1時間保温

した.

w 37℃のBT溶液中で30分間洗浄した.

但5 5%GoatSerum-BT溶液を滴下し, 37℃で5分間

保温した.

lmg/ml Biotinilated Anti-Avidin D (Vector Lab

oratories, USA)を滴下し37℃の湿室内において1時間

保温した.

37℃のBT溶液中で30分間洗浄した. 5%Bovine

Serum Albumin-BT溶液でを滴下し, 37℃で5分間保

温した.

臣　5mg/ml Fluorescein Avidin DCS (Vector Lab-
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oratories, USA)を滴下し37℃の湿室内において1時間

保温した.

37-CのBT溶液中で30分間洗浄した後, 2xSSC中

に浸潤した.

1, 4-diazabicyclo [2.2.2] octaneを含む蛍光退

色防止剤　Slow Fade TM-Light Antifade Kit

(Molecular Probes Inc. , USA)を添加した0. lmg/ml

Propidium IodideのGlycerol溶液を滴下し,カバー

ガラスをかけて封入した.

ei g励起フィルターを装着した蛍光顕微鏡(Optipho-

to, Nikon)にて観察し,高感度フイルム(Kodak, T-

MAX, ASA1600　を用いて撮影した.

02)染色体画像をパーソナルコンピュータMacintosh

Quadra840AV (Apple, USA)に取り込み,ソフト

ウエアImageを用いて染色体の輪郭を抽出した.各染

色体について白黒256階調の明暗の程度を調べた.

結果と考察

日本産のササユリL. japonicumの染色体数は2n-24

または36,ヒメサユリL. rubellum染色体数は2n-24

である(Ogihara, R. 1975, Royetal.　　　ササユ

リL. japonicumのDNAを標識プローブとする雑種の

体細胞染色体におけるGISHの結果を示した.体細胞染

色体は2n-24で,そのうち12本は黄緑色の強蛍光を示

し他の12本は弱蛍光を発した.白黒写真では前者が白く,

後者が灰色を呈した(図1).これをパーソナルコンピュー

タに取り込みソフトウエアImageを用いて染色体の輪

郭を抽出した.画像を白黒256階調で表示し各染色体の

明暗の程度を調べた.白を1,黒を256とすると,各々の

画素について23以上61以下の範囲の値を示す染色体と

168-193の範囲の値を示す染色体があった.前者を自

(自ヌキ),後者を黒で表示させたところ,白い染色体が

12本と黒い染色体が12本になった(図2).

方法の(18Hこおいて標識していないヒメサユリL.

rubellumの全DNAを雑種個体の染色体標本にまず分

子雑種形成させた.ヒメサユリL. rubellumのDNA断

片は雑種個体の染色体のうち,ササユリL. japonicum

由来の染色体のDNAより相同性が高いと考えられるヒ

メサユリL. rubellum由来の染色体のDNAにより強く

結合したと考えられる.方法の(7)ではササユリL.

japonicumの全DNAをBiotin-ll-dCTPを用いて標識

した.これを(19)において雑種個体の染色体標本に接触さ

せ, eo)での熟変性によってDNAを1本鎖にした後, 18

時間保温して分子雑種形成を行った.この時,標識した

図1 :ササユリL. japonicumxヒメサユリL. rubellum雑種
2n-24　の染色体に対して,無標識のヒメサユリ上.

rubellumのDNAと標識したササユリL. japonicumのDNA
断片を順に分子雑種形成させた.スケールは10〃m.

図2 :図1の画像を解析し,強蛍光を示した染色体を自(白ヌ
キ),弱蛍光を示した染色体を黒で表示した.白で表示した染
色体はササユリL. japonicum,黒で表示した染色体はヒメサ
ユリL. rubellum由来と考えられる.

ササユリL. japonicumのDNA断片はササユリL.

japonicum由来の染色体のDNAより強く結合したと考

えられる.ササユリL. japonicumとヒメサユリL.

rubellumに共通しているかあるいは極めて相同性が高

い遺伝子配列が存在した場合は,ササユーリL.

japonicum由来の染色体のDNAに無標識のヒメサユリ

L. rubeHumのDNAが,ヒメサユリL. rubellum由来

由来の染色体のDNAにササユリL. japonicumのDNA

が結合する可能性がある.しかし全体としてはプローブ

自身とより相同性の高い染色体部位に結合するプローブ

DNAが多い. (23HこおいてAvidinに蛍光色素FITCを

結合したAvidinをBiotinと結合させることでBiotin

を取り込んだプローブDNAの存在を蛍光顕微鏡下で可

視化することができるが, (26)(2鋸こおいて抗Avidin抗体

を用いて蛍光シグナルを強化し,蛍光の強弱のコントラ
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ストを高めた.結果として染色体によってFITCの蛍光

強度に差が現れた.これは染色体によって2種のDNA

断片の雑種染色体への結合に量的な差があることを意味

する.以上から強蛍光を発した12本の染色体はササユリ

L. japonicum由来,弱蛍光を発した12本の染色体はヒ

メサユリL. rubellum由来であると結論した.
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