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論文 

染色体微細構造上における特定遺伝子可視化 
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Abstract   As a milestone to investigate the relationship between gene expression and the local fine structures 

of a chromosome or chromatin in a nucleus where the genes are located, nano FISH technique that utilizes a 

scanning near-field optical/atomic force microscope (SNOM/AFM) was applied to human chromosomes 

hybridized with fluorophore-labeled p53 gene probe following moderate decondensation of the chromosomes. 

Signals from the probe and fine structures of the chromosomes were imaged simultaneously using SNOM/AFM. 

The data suggest that the technique may applicable to the research field regarding the relationship between fine 

structures of chromosome/chromatin and gene expression including the study on the mechanisms of malignant 

transformation of cells. 
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１．はじめに 

 ヒトを含む高等生物の遺伝子の本体である DNA は，タ

ンパク質と共に高度に折りたたまれて繊維（クロマチン）

を形成し，この繊維が細胞の分裂期に最も凝縮したものが

染色体である。非分裂期の核内では，この繊維が弛緩して

いる部分（真性クロマチン）と密に凝縮している部分（へ

テロクロマチン）とが不均一に分布する。この不均一性は，

そこに存在する遺伝子発現（活性）の有無もしくはその程

度に影響し，一般的に高凝縮部分の遺伝子は発現しにくい

とされる。ところでわれわれの体には多数のがん関連遺伝

子（促進・抑制のいずれも）の存在が知られ，それらの発

現のバランスは細胞の正常・がん化を決める重要な因子で

ある。例えば細胞の自爆（アポトーシス）を誘導する遺伝

子でもあるがん抑制遺伝子 p53 は，すべてのヒトのがんの

ほぼ半数で変異（不活性化）していることが知られている

１）。その分子機構については近年かなりよく調べられてき

ている２）が，そのような変異をもたらすと思われる構造

的背景についてはまだよくわかっていない。がん化に向か

いつつある細胞において，そのような遺伝子が染色体また

は核内でどのような位置に存在し，またその部分の局所構

造には何らかの特異性があるのかを知ることは，発がんの

メカニズムを知る上でも重要である。そのための第一歩と 
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して，着目する遺伝子の染色体上における位置を特定し，

その周辺の微細構造を可視化できるかどうかについて検

討した。 

 

２．実験方法 

2.1 細胞 

 10%ウシ胎児血清添加 RPMI1640 培地中に生育するヒト

リンパ球由来 RPMI1788 細胞の対数増殖期（3-5×105細胞

/ml）に，0.05μg/ml のコルセミド（和光純薬）添加 2 時

間後のものを染色体試料調製に用いた。 

2.2 凝縮制御染色体試料作製法 

2.2.1 低張処理法 

 コルセミド処理後の細胞に以下の 5 種いずれかの処理

を施した。また低張処理後の試料はすべて，定法に従って，

カルノア液 （メタノール:酢酸＝3:1）による固定を行っ

た。 

① 75mM-KCl，37℃，20 分 

② ①の処理－カルノア固定後，さらに 37℃，100%温酢

酸処理 10 分 

③ 75→50→25→0ｍM（各 5 分）-KCl 連続処理 

④ Ohnuki の方法３）（用いる低張液は各 55mM の KCl，

NaNO3，CH3COONa を 4:2:1 の比率で混合したもの）

による処理 

⑤ Ohnuki 法による処理後，界面展開法４，５）（図１）を

適用 
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図１．界面展開法 

 

2.2.2 未成熟染色体凝縮法（PCC 法）6，7） 

 対数増殖期の細胞に，コルセミドの代りに 500 nM のオ

カダ酸（Okadaic acid；和光純薬）を添加 1 時間後，

75mM-KCl による低張処理または界面展開法を適用した。 

 なお，低張処理，PCC 法処理いずれの試料についても，

処理後カルノア液による固定を行った。 

2.3 蛍光標識 p53遺伝子プローブの染色体への 

交雑（FISH 法） 

 通常の光顕観察用にコルセミド処理後低張処理を施し

た染色体試料，または PCC 法による処理後，界面展開法

により調製した染色体試料をカルノア固定後，これにスペ

クトラム・オレンジで蛍光標識した p53 遺伝子プローブ

（VYSIS）を，同プローブの販売元から提供されたテキス

ト８）の手順に従って染色体上に交雑した。16 時間の交雑

後， DAPI による対比染色を施した標本を G 励起

TRITC-Cy3 狭帯域用フィルター（励起波長 545nm， 蛍光

波長 625nm）を装着した蛍光顕微鏡（Zeiss Axiophot2）に

より観察した。 

2.4 走 査 型 近 接 場 光 学 / 原 子 間 力 顕 微 鏡

（SNOM/AFM）による FISH 処理染色体の

観察 

 図２は，SNOM/AFM による試料観察の概念図９）である。

装置はセイコーインスツルメンツ社の SNOAM，またプロー

ブステーションは同社の SPI3800 を用いた。すなわち，ま

ず先端に可視光の波長より短い直径（100nm 程度）の開

口部を持つ光ファイバープローブ（MORITEX 社）内にレー

ザーを通しつつ，これで試料のある範囲を走査する。光フ

ァイバープローブの中を通ってきたレーザーがこの開口

部に到達すると，開口部の外側に，その到達距離が 100nm

程度の光（近接場光）がにじみ出る。この近接場光が試料

中の蛍光物質（この場合はそれで標識した p53 プローブ）

を照射（励起）し，これにより生じた蛍光がシグナルとし

て対物レンズを経由して光検出器で検出される。次に同じ

視野を通常の原子間力顕微鏡（AFM）のプローブで走査

し，得られた同一視野の蛍光像と試料の凹凸像とをコンピ

ュータ上で重ねてモニター上に出力すると，目的とする遺

伝子の位置情報とその位置の構造情報とが一体のものと

して画像化される，というものである。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図２．SNOM/AFM の概念図（参考文献９による） 

 

３．結果と考察 

3.1 凝縮制御法の検討 

3.1.1 各種低張処理による染色体の画像 

 図 3a は各種低張処理（具体的には各画像内に記載）後

の染色体を AFM で観察した像，また図 3b は，a の低張処

理のうちの 1 つ（Ohnuki 法）に界面展開法を組み合わせ

たケースである。a ではいずれも脱凝縮が十分でないか，

または染色体の辺縁部分に偏るという傾向が見られた。こ

れに対し，低張処理に界面展開法を施したケース（図 3b）

では，染色体によっては，特に下の拡大像にみるように，

凝縮部分の特長をよく残しつつ，全体として適度に脱凝縮

していると思われる像が観察された。しかしそれがすべて

の染色体で生じているわけではないことを示すのが上の

光顕像で，まったく脱凝縮していない染色体が，1 個の細

胞に由来する染色体の間に不均一に共存していることが

わかる。 

 

 

 

 

 

 

      

 

 

 

 

 

図３a．各種低張処理による染色体の脱凝縮程度の差 

75mM-KCl 75mM-KCl+温酢酸

75→0mM-KCl 連続処理
 

Ohnuki 液 

光ファイバープローブ試料

蛍光シグナル

透明基板

対物レンズ

光検出器

パソコン

X-Y 走査
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図３b．低張処理（Ohnuki 法）に界面展開法を組み合わせ

た場合の染色体像 

 

3.1.2 PCC 処理染色体の画像 

 図４は，PCC 処理後界面展開法により調製した染色体の

光顕像および AFM 像である。上の 2 葉の光顕像は，細胞周

期の異なる時期由来の染色体であり，M 期（分裂期）以外

の時期由来の染色体については脱凝縮というよりむしろ，

原理的には“向”凝縮過程の像といえる。この 2 葉の他に

も多様な凝縮程度の像が観察されたが，この場合界面展開

処理後であっても，1 個の細胞に由来する染色体の間では，

個別の凝縮程度の差異は低張処理の場合ほど顕著ではな

かった。下は G1 期由来 PCC 染色体１本の AFM 観察例であ

る。恐らくは，G1 期の初期，すなわち M 期にまだかなり

近い凝縮度の高い時期に PCC が誘導されたものと推測さ

れるが，染色体の長軸に沿った繊維の凝縮程度の不均一性

が顕著である。 

 以上の結果から，現時点では PCC を誘導後界面展開した

染色体試料が多様な凝縮度の染色体像を得る上で最も適

切な方法と判断され，今回の SNOM/AFM 観察用の試料とし

て，この方法による試料を用いることとした。 

 

 

 

分裂中/後期由来 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図４．PCC 誘導後界面展開した染色体 

3.2 p53 プローブを交雑した染色体の FISH または

ナノ FISH 像 

 図５は，用いた試料への FISH の可否を確認するために 

予備的に行った，通常の光顕用調製（75mM-KCl 低張処理

－カルノア固定）を施した試料に p53 プローブを交雑した

蛍光顕微鏡像である。プローブの存在位置が輝点として識

別される。通常は２本の相同染色体（ヒトでは 17 番染色

体の短腕末端）にみられるが，本実験で用いた細胞

（RPMI1788）では株化されたものの常として染色体数が

増加し，この画像でも少なくとも 4 箇所（矢印）に，同遺

伝子の存在を示す輝点が認められる。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図５．P53 プローブを交雑した染色体の FISH 像 

 

 図６は PCC－界面展開後の試料にプローブの交雑を行

い，SNOM/AFM で観察したナノ FISH（ナノレベルの

FISH）像である。下の像は上の像の p53 遺伝子のシグナ

光学顕微鏡像 

ＡＦＭ像 

 

G1 期由来の１本（AFM 像） 

 
20μm 20μm

G1 期由来 分裂中/後期由来

20μm 
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ル部分（矢印）を拡大したものである。これらの像から，

遺伝子の染色体上における存在位置と，その周辺の繊維微

細構造とが同時に画像化されていることが明瞭にわかる。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図６．SNOM/AFM で観察した PCC－界面展開染色体微細

構造内の p53 遺伝子シグナル（スケールはμm） 

 

 しかしながらその構造には，FISH の手順を踏まずに調 

製した試料で得られた従来の像に較べ，基板からの部分的

な試料の剥離を含めたかなり大規模な変形がみられた。恐

らくは FISH の手順の中に含まれる，プローブおよび染色

体の加熱（73℃，10 分）に起因するものではないかと思

われるが，この点については，構造に影響を与えない範囲

でFISHが可能な温度や時間条件を追求することをはじめ，

その軽減策を含めたより詳細な検討が必要であろう。 

 本研究で試みた技術を，上記問題点を解決した上で非分

裂期の細胞核にも適用し，さらに正常細胞およびがん化を

含めた染色体の不安定化した細胞との間における，がん関

連遺伝子の位置と周辺構造の変動に関する画像情報を蓄

積することが今後の課題と考える。 

 

４．まとめ 

 生体にとって重要な遺伝子の発現と，染色体上における

その存在位置および周辺の微細構造との関係を知るため

の第一歩として，がん抑制遺伝子 p53 プローブのヒト染色

体上へのナノ FISH を試みた。そのために必要な，適度に

凝縮を解いた染色体試料を得るために試みた試料作製法

のうち，未成熟染色体凝縮（PCC）法と界面展開法とを組

み合わせた方法が適切であることがわかった。この試料に

p53 プローブを交雑して近接場光学/原子間力顕微鏡

（SNOM/AFM）で観察したところ，同遺伝子の存在位置

と，その周辺の微細構造とが同時に可視化されることが確

認された。ただし FISH の手順に含まれる，熱処理による

と思われる試料変形の問題が，解決を要する技術的課題と

して残った。 
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