
Ⅰ．はじめに

　植物染色体は従来の肉眼に依る核型分析法によって識別するこ

とはかなり難しく，多くの経験が必要である。染色体の形態が比

較的似かよっていることもあり，経験の豊富さによって分析に要

する時間はもとより，分析結果が異なることさえもある。これら

の困難さを克服した分析方法が期待されてきた。近年コンピュー

タを利用した分析法がヒト染色体分析に応用されつつあり，分析

法の困難さも改善されつつある（3，4，5）。

　正確な核型分析結果を得るには形態的な方法だけでは難しく，

技術的な改良が提案されている。その一つの方法が染色体分染法

である。植物体の染色体に適用される分染法はC―バンド法，G―

バンド法，N―バンド法である（7，9）。しかしこれらの分染法は

すべての染色体を識別できるわけではなく，植物体の染色体の部

分的な識別に適用され，単一の方法として染色体分析に応用され

る方法ではない。この方法は従来の形態的分析法と併用し，識別

できない染色体を明確に識別するための補足的方法であり，基本

的な形態因子である染色体長やセントロメアの識別および計測の

困難さを避けることができない。

　核型分析プログラムは染色体長やセントロメアの位置を顕微鏡

画像の黒化度を基準にしてコンピュータを利用して判定する方法

であり，肉眼的な計測，識別の困難さを回避できると共に測定者

による判断基準のばらつきすなわち測定値のばらつきを少なくす

る点，形態計測が効率よく実施できる点に利点がある。

　本報告は，ヒト染色体核型分析プログラムをタマネギサンプル

の植物体の染色体核型分析に適用し，核型を分析した。

Ⅱ．　実験材料および方法

　核型分析は根端分裂組織中の分裂中期にある細胞核について

行った。実験試料は埼玉産の栽培されたタマネギ（Allium sepa）

を発根させ，根端を約１０mmの長さに切り取り試料とした。試料

は水洗した後に０．０１％のコルヒチン水溶液に２０℃で３時間浸漬処

理した（9）。水洗後にエチルアルコール：酢酸＝３：１の固定

液に２０℃で２０分間浸漬固定し（8），１N塩酸：４５％酢酸＝１：１

の混合液に６０℃で３０秒処理した。水洗後に清浄なスライドグラス

にのせ，酢酸カーミンを２－３滴添加した。２－３分間放置乾燥

させ，カバーグラスをかけた。指でカバーグラスを押し付け，核
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を押しつぶし，染色体を分散させた（10）。

　C ―バンド法はカバーグラス上で押しつぶした染色体を冷蔵庫

中で凍結させ，カバーグラスを取り除いた。固定の為に２０℃のエ

チルアルコールで１２時間処理した。室温で風乾し，２０℃の飽和水

酸化バリウムに７分間浸漬した後に水洗した。SSCで６０℃１時間

処理した（2）。ギムザ液を２－３適添加して３０分間放置し観察

に供した。

　観察は生物顕微鏡（Leica，）の倍率１０００倍で行い，デジタルカ

メラでパーソナルコンピュータに取り込み，画像の修正と適切な

画像処理を行い，染色体の画像を分析，解析した。染色体の命名

はAlbert　Levan ら（6）に依った。

　染色体核型はBattacharyya　R（1）の報告による２n＝１６に従

い，分析した。染色体の画像修正や区分は Leica 社のヒト染色体

分析ソフト“Chantal”を使用した。染色体画像をコンピュータ

に取り込み，染色体長および腕長比を自動的に測定した。染色体

長を基準に長い染色体から順番に番号を付し配列し，腕長比に基

づいて２本を１対に組み合わせ８対の染色体対を構成した。染色

体の動原体位置は輝度測定結果によって決定し，腕長比を修正し

た。

Ⅲ．　実験結果および考察

　最初にタマネギ染色体の分析ソフトによる染色体長，腕長比測

定値のばらつきを検討した。同一細胞の各染色体の染色体長と腕

長比を染色体画像読み込み段階から連続して４回測定し，測定値

間の有意差を検定した。表１に測定結果および測定値の t値を示

した。t検定により０．０１レベルの有意差を確かめたが，全ての測

定値に有意差は認められず，測定の再現性は高く，ばらつきはな

いと認められた。また同じ根端試料に含まれた１２細胞の染色体長

と腕長比について測定し，t値と測定値の標準偏差から９５％信頼

区間を求め測定値を検定した。この結果，染色体長の測定値は

９５％信頼区間内にあったが，腕長比は染色体の約７５％に９５％信頼

区間外の測定値が認められた。このことは“Chantal”ソフトに

よる動原体の位置判定が不安定であることを示し，測定値を修正

する必要性を暗示した。動原体は染色体中で最も明るいという特

性によりその位置が判定可能である。染色体幅の中心部輝度を画

像解析ソフトによりマニュアル測定し，この輝度測定による動原

体の位置と長腕長，短腕長の測定から腕長比を求め，ソフトによ

る腕長比測定値を修正することにした。染色体輝度分布測定の測

定例を図１に示した。

　タマネギ染色体は染色体長を基準にした８対の染色体対を

“Chantal”ソフト上で構成した。１２細胞の各染色体について染色

体長と腕長比を測定し，各染色体測定データを t検定により検定

した。全ての染色体で染色体長および腕長比は共に９５％の信頼範

囲にあることが確認された。従って細胞分裂中期にある核の選択

もほぼ妥当であった。平均値，標準偏差と共に検定結果を表２に

示した。

　核型分析では，染色体長の長さ順に配列し，染色体番号を付し，
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図－１．染色体の輝度
Fig. 1 Brightness intensity of  a chromosome

表－１．同一染色体の染色体長および腕長比の t検定
Table１　t-Test on chromosome length and arm ratio of the same chromo-
somes

腕長比（pm）染色体長

２１２１試料番号

０．１４３１．１２３５．３７６．９５測定値

０．１６１１．１１１５．２６６．２１

０．１４１１．３１５５．２６７．０５

０．１４３１．２８２４．７４６．９５

０．１４７１．２０１５０１５６．７９平均値

０．００８０．１０５０．２８３０．３８９標準偏差

３２．９４０２２．８２０３６．４３０３５．９８１t値

表－２．各染色体群内の染色体長および腕長比の t検定
Table２　t-Test on chromosome length and arm ratio of 8 chromosomes  in 12 cells

８７６５４３２１染色体番号

（pm）染色体長

７．２４０７．２４０７．２４０７．２４０７．２４０７．２４０７．２４０７．２４０平 均 値

０．８７８０．８７８０．８７８０．８７８０．８７８０．８７８０．８７８０．８７８標 準 偏 差

０．１２１０．１２１０．１２１０．１２１０．１２１０．１２１０．１２１０．１２１変 動 係 数

２３２３２３２３２３２３２３２３自 由 度

n.s.n.s.n.s.n.s.n.s.n.s.n.s.n.s.有 意 差

腕 長 比

０．８９３０．８９３０．８９３０．８９３０．８９３０．８９３０．８９３０．８９３平 均 値

０．０８６０．０８６０．０８６０．０８６０．０８６０．０８６０．０８６０．０８６標 準 偏 差

０．０９６０．０９６０．０９６０．０９６０．０９６０．０９６０．０９６０．０９６変 動 係 数

２３２３２３２３２３２３２３２３自 由 度

n.s.n.s.n.s.n.s.n.s.n.s.n.s.n.s.有 意 差

ns：９５％レベルで有意差無し　　no significant difference at ９５%



全ての染色体にサテライトが認められなかったので，動原体の位

置により染色体を識別した。識別した１２細胞の染色体対は染色体

長および腕長比の有意差検定を行い，識別した。表３に染色体番

号，染色体長および腕長比の実測結果と有意差の有無を示した。

染色体長は染色体１と染色体２，染色体２と染色体３，染色体４と

染色体５，染色体５と染色体６および染色体６と染色体７の間に

は有意差がなく識別できなかった。腕長比は染色体１と染色体５，

染色体２と染色体３，染色体４および染色体８，染色体３と染色体

４および染色体８，染色体４，染色体５，染色体６および染色体７

と染色体８の間に有意差がなく識別できない。しかし染色体８の

染色体長は他の全ての染色体と有意差があり，識別可能である。

染色体長と腕長比を組み合わせて検討すると，染色体３，染色体４，

染色体５，染色体６および染色体７の腕長比は前後の染色体と有

意差があり識別可能である。染色体２と染色体３は染色体長，腕

長比共に有意差が認められず，識別は不可能であるので，識別に

は他の方法を併用することが必要になる。本研究では，染色体分

染法のＣバンド法によるバンドのパターンによって識別した。バ

ンドは１８細胞の染色体について検出確認した。バンドの位置は同

一染色体の１８データについて，t検定を行い有意差がないことを

確かめ，バンド発現に細胞間および処理法による影響がないこと

を確認した。Ｃバンドの本数とセントロメアからの距離を計測し，

表４に示した。Ｃバンドは全ての染色体で確認され，染色体３，

染色体６と染色体８は２バンド，染色体７は４バンドが確認され，

その他の染色体は全て１バンドが確認された。染色体長と腕長比

により識別できなかった染色体２と染色体３は，染色体２に１バ

ンド，染色体３に２バンドが認められ，Ｃバンドの本数から識別

可能であることを確認した。Table４にはA．Levan ら（6）によ

る核型をあわせて表記し，染色体のイディオグラムを図２に示し

た。

Ⅳ．　結　論

　埼玉県で栽培されたタマネギの根端分裂細胞を採取し，核型分

析を行った。分析は染色体長と腕長比の計測およびＣバンド法に
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表－３．染色体間の染色体長と腕長比の t検定
Table３　t-Test on chromosome length and arm ratio

　　　　　　　　　 among 8 chromosomes

８７６５４３２１染色体番号

染色体長

＊＊＊＊＊＊n.s.－１

＊＊＊＊＊n.s.－n.s.２

＊＊＊＊＊－n.s.＊３

＊＊＊n.s.－＊＊＊４

＊＊n.s.－n.s.＊＊＊５

＊n.s.－n.s.＊＊＊＊６

＊－n.s.＊＊＊＊＊７

－＊＊＊＊＊＊＊８

腕長比

＊＊＊n.s.＊＊＊－１

n.s.＊＊＊n.s.n.s.－＊２

n.s.＊＊＊n.s.－n.s.＊３

n.s.＊＊＊－n.s.n.s.＊４

n.s.＊＊－＊＊＊n.s.５

n.s.＊－＊＊＊＊＊６

n.s.－＊＊＊＊＊＊７

－n.s.n.s.n.s.n.s.n.s.n.s.＊８

＊：９５％レベルで有意差あり　Significant at ９５% level
ns：９５％レベルで有意差あり　No significant at ９５% level

表－４．Cバンドの位置
Table４　C-band position on chromosome

セントロメアからの
バンド数染色体番号

（pm）距　離

１．７８０１．８３０２１

５．３６６１２

１．７０８４．５６９２３

１．５３１１４

３．１９０１５

２．６１３４．１４１２６

２．５８７３．７７５４７

０．３３１１．５４３

３．５３０２．５８４２８

染色体核型　Chromosome karyotype：７m＋１sm

図－２．染色体のイディオグラム
Fig. 2　Idiograms of somatic metaphase chromosomes



よるバンド検出により染色体を識別できた。サテライトは全ての

染色体で確認されなかった。核型は７ｍ＋１ｓｍであった。
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