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　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　よる総ての染色体のセントロメアー，1，9，16番染

　　　　L緒言　　　　　　　齢の2次狭欄，Y染色帳腕遠位側など構齪異
　ヒト染色体の研究はこの20年間に長足の進歩を遂　　　質染色質を分別染色するもの，Sumnerら（】971）u）

げ，特に1970年代に入ってからの成果は目覚ましいも　　　による染色体長軸に沿ってパソドを染め出すASG

のがある。本邦では染色体研究史について多くの綜説　　　法，Seabright（1971）12）によるASG法と酷似したバ

が見られる1）－4）・　　　　　　　　　ン陸染めlliすトリプシン分別染色法，　D・t・ill…

　1956年，ヒト染色体数に関する70余年に亘る長い論　　　ら（197D13）によるASGバンドやトリプシンバソド

争の末，Tjio及びLevan5》によって2n＝46である　　　とは濃淡が逆のバンドを生ずる分別染色法などであ

事が確認され，これを機に多くの染色体異常が染色休　　　る。

分析によって実証された。1960年，Moorheadら6）に　　　　1971年のパリ会議14）では，　Caspersonらのキナク

よって末櫨i血｛培養による極めて簡便な染色体分析法が　　　リン螢光染色によるものをQ染色法，Arrighi及び

確立され広く，用いられるようになった。　　　　　　　　HSu，　YtinlsらのものをC染色法，　Sumner及び

　1961年頃，3H一チミジンによるオートラジオグラフ　　　SeabrightらのものをG染色法，　Dutrillauxらのも

イーが染色体圃定に用いられるようになった7）が，後　　　のをR染色法と1二乎ぶように提案された。

期観製するX染色体及び一部の常染色休を除く半数近　　　　その他の主な分別染色法（分染法）には，仁形成休

くは同定不能のままであった。1971年，CaSperSOI、ら　　　を分染するとされるN染色法15），染色体端部を螢光分

呂）によってキナクリンマスタードによる螢光染色法が　　　染するT染色法16），附随体を分染するSatellite分染

開発応用され，総ての染色体を螢光縞模様（バンド）　　　法17），姉妹染色分体を分染する姉妹染色分体分染7kis）

によって同定する事が可能になった。1司じ頃，全く　　　19），雑種細胞におけ’る親染色体を分染するG－11法

別の方面から，やはり染色体にバンドを染め出す事に　　　20），同じ目的のセソトロメアー螢光分染法21）など数多

よって同定する力法が相次いで発表された。即ち，　　　くの分染法が考案されており，総ての染色体のみなら

Arrighi及びHsu（1971）9），　Yllnisら（1971）10）に　　ず，小さな染色体断片の同定や姉妹染色分体間の交換
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の検索などもでき，更に1本の染色体内部を細かく区　　　dr三ed　slide）とし，一部は60～65°Cの熱板上でL5

別する事も可能となった。　　　　　　　　　　　　　　～2分乾燥させて熱乾燥標本（heat　dried　slide）と

　規在残されている識別同定に関する重要な課題の1　　　した。

つは，正常な相同紺に就いて父母由来を識別する事で　　　　D，トリプシンG染色（Wangらの方法28）を改変）

あろう。そのためにはC染色法，Q染色法，　Okaら22）　　　　1．トリプシン処理：0．025％bリプシv，30C。，

及びNakagomeら23》によって詳細に検討されつつあ　　　2～3分前後の処理後直ちに70％エタノール5分ずつ

るLBA法（螢光法）などにより染色体異形を検索し　　　2回，100％　・／”ノール5分ずつ2回によって脱水し，

てゆけば父母由来を知る事ができる。C染色法はQ染　　　室温で風乾した。

色法やLBA法に比べて異形について得られる情報量　　　　2．染色：ギムザ原液（メルク社製）1mlを1／lsM

は少いが・通常の顕微鏡を用いて，長時間観察できる　　　リン酸緩衝液（pH　6．8）50m1で稀釈した染色液（以

という利点があり親子鑑定・卵性診断など特に法医学　　　下1／5。ギムザと略す）で5～1Q分染色。水道水で軽

的な利用価値は益々増えるものと考えられる。しかし　　　く洗って風乾。

C染色法では，他法と異り染色体同定ができないの　　　　尚，原法ではギムザ原液（Fisher　Scientific　Co，

で・QあるいはG染色法で予め個々の染色体を同定し　　　製）5ml＋蒸留水50ml＋0，1Mクエン酸1，5ml（O，2

なければ，正確を期し更にC染色法での情報量を増や　　　MNa2HPO4でpH　7に調整）を用いて1～2分染

す専はできない。　　　　　　　　　　　　　　　　　　　色するとされている。

　ヒト，その他の動物におけるC異形に関する報告は　　　　3．検鏡，写真撮影，分裂細胞の位置記録：バルサ

かなり見られるが，C単独染色，　Q℃二元染色，　ASG一　　　ム封入後検鏡，必要に応じて写真撮影した。分裂細胞

C二元染色のいずれかによるもののみで，著者の知る　　　の位置は顕微鏡のメカニカルステージの縦横両目盛に

限りではトリプシンG－C二元染色を施した例は認め　　　よって記録した。分裂細胞の消失率を箕出するために

られない。Lubsら24）はG－・C二允染色にはトリプシ　　　1枚の標本につき30箇前後の分裂細胞の位置を記録し

ンG分染法は用いない事を明示している。しかし1・リ　　　た。

プシンG染色法はLubsら24）や加藤26）も指摘するよ　　　　E．脱色：C染色を行うための脱色は，封入したス

うに，迅速簡便で惰報量も多く，再現性がよい事から　　　ライドグラスをキシロールに5分浸して針棒により力

信頼できる分染法として広く利用されているため，著　　　バーグラスを滑べらせて取り除き，別のキシロールに

者はトリプシンG－C二元染色法を確立す可く系統的　　　5分ずっ2回浸した。その後はLubs22）らの記載した

に検討した結果浪撒cバンドの1浮られ破定した　方法に従って，ア・レ・一ルシリーズ，塩酸．アル・一

トリプシンG－C二元染色法を見出し得たので報告す　　　ル，アルコール脱水を経て風乾。

る。　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　EC染色：代表的な3法，即ちCraig－Holmes

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　and　Shaw29），　McKenzie　and　Lubsso）及びSumner，

　　　　ll　・材＊9NV’h法　　　　　　Evan、、。d　Bucklandli）の方法に従。てC染色を施

　A．材料：肘静脈からlmlの血液を採取。　　　　　　した。各法の詳細は表1に示した如くである。ただ

B・培養・著者らの改良した製造法による農隊製　L，最終段階のギムザ染色は，考察の項で述べる如

PHAを用いて別著27）の如く培養した。　　　　　　　　く，原法では煩雑なため総て1／50ギムザ90分染色を

　C・漂本作製　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　行った。

　Lharvesting：培餐661専間目に50，・9／m膿度の

コルヒチンを培養液5mlにつき1滴々下して4時闘　　　　　　　皿・実験成績

後に次の処理を行った。　　　　　　　　　A．各種C染色法の比較
　2．低張液処理：0．075MI（Cl，37℃，15分。　　　　　　トリプシソG染色ではなく通常ギムザ染色の後脱色

　3・！碇・〃ノール・酢酸（3・1）を用いて　風乾しC染色法として代表的な3法俵1）につい

4°C30分，4℃15分の2回固定。　　　　　　　　　　　て風乾漂本及び熱乾燥標本に対するCバンド形成を検

　4・乾燥：約20°に傾けた冷湿スライドグラス上に　　討した。その結果（表2），Carig－Holmesらの方法

固定細胞浮游液を1滴々下し直ちに呼気を強く吹き　　　では，いずれの標本も総ての分裂細胞が消失してい

付け，一一部はそのま瓦室温で韓燥させて風乾漂本（air　　た。　McKenzieらの方法では風轄標本の分裂細胞は総
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ヒト染色体に於けるトリプシンG及びC二元新染色法について

Table　1．　　’　　　PrQcedures　of　typical　three　C－staining　methods．

Method　of

Craig－Holmes　and
Shaw

McKenzie　and　Lubs

Orig量nal　slide

pr夢paration

flame　dried

heat　dr…ed

Sumnerl　Evans　and
　　　　　　　　　　　　　　　　　　air　dried
Buckland

劉HCI　i・…e｝Alk・1・・e・・e・…nt

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　f「f
　　15mh、…　　．＿ン　〆…0・07N　N・OH，
　　　　　　　　L＿＿＿＿〆〆F．　　　　　　　　　　　　　i　25°C，　1m董n

一馳｝皿 @　　　　　　　　　1　　　　　　　　　　　－‘一’．一．一一　　　　　　　「　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　，

1

15… ?F：：：1認獅n…。／／　
　　　　　　．　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　〆
　　　　　　〕　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　1’
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　’　tt　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　’

　　　　　　L60mi。　l　d，w．　　　・5％B・（OH）’2，
　　　　　　！　　　　．　　　　　　　　　50℃，10－＊ユ5min
　　　　　　l　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　l

Rinse

．〆

〆

．／「
’

2×SSC＊＊

65°C，24h

Rinse

　　　　　　　　　　　　　　　　　”」／
　　　　　　　　　　　　　一．！”
　　　　　　　　　　　　【ノ　　　　　　　　Fra－！

／／…’

ﾑ71．・2－・65°61．一1・・％・t・an・・5m…t・・ce・

　〆／　　　　i　18－＊・＊＊＊24h　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　95％ethanol，5min，　twice
ごゴ＿．．．．．、．

d．w， 60℃，1h
　　．〆

／
　　曜！

／

　　　　　　　ノ　　　ー／1！‘1

Drying

〆

ノ「
／／

air　drying

’

／／ノ〆．

”．．一／

Staining

see　text

（1／50Giemsa，＊＊＊＊90min）

　　＊：used　conditions　in　this　study

　＊＊：2×SSC：abbreviation　of　Standard　Saline－Citrate，　mixture　of　O，3M　NaCI　and　O．03M　Sodium

　　　　citrate　solution　（1　：　1）

＊＊＊：new　2×SSC　was　used　for　Lhe　last　6　hours　　　　　　　　　　　　　．

＊＊＊＊：1ml　Giemsa　stock　solution十50　mlユ／15M　phQsphate　buffer（pH　6．8）

Table　2．　The　comparison　of　C－band　format圭on　among　typical　three　C－staining　methods

　　　　　on　air　dried　and　heat　dried　slides　in　the　case　of　the　conventional　Giemsa－C

　　　　　dual　staining．

Method

Craig－Holmes　and
Shaw

McKenzie　and　Lubs

Sumner，　Evans　and
Buckland

Air　dried　silide Heat　drieCl　slide

all　m圭totic　cells　were　lost　　　　　　　all　m．　cells　were　lost

all　mitotic　cells　were　lost

8L　3％of　mitotic　cells　were　lost

C－－bands　appeared

many　m．　cells　were　nloved

C－bands　appeared

　no　m．　cells　were　lost　　　　　　　　　　　　　　　噛

　good　C－bands　apPeared

て消失していた。熱乾燥標本ではかなりの分裂細胞が　　　法を施したところ，正／50ギムザ90分染色ではCバン

残っておりCバンドも形成されていたが，多くの分裂　　　ド，背景の染色体ともに染色性が著しく低下してい

細胞は前の位齪から．ずれていた。Sumnerらの方法で　　　た。更に90分追加染色したら辛うじて油漫レンズで観

は風乾標本での分裂細胞の消失は8．3％と少く，Cバ　　　察できる程度に染色されたが，染色体の変形が署し

ソドも形成されていた。熱乾燥標木では消失は認めら　　　く，Cバソドも不良であった。

れず，且つ良好なCバシドが得られた。　　　　　　　　　　C．Ba（OH）、処理時間の．トリプシソG－C二

　B．トリプシンG染色処理のSunmerらの　　　　　　　　元染色に及ぼす影響

　　　C染色に及ぼす影響　　　　　　　　　　　　　　　　アルヵリ処理は染色体の形態に大きな影響を及ぼ

　トリプシンG染色後脱色してSumnerらのC染色　　　す11）30）ので；50°C　5％Ba（OH）2処理時間の染色体
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形態，染色性及びCバンド形成に及ぼす影響を風乾及　　　標本では良いCバンドが得られた。しかし，Cバンド

ぴ熱乾燥標本を用いて検討したところ，表3に示すよ　　　の質は熱乾燥漂本、5％Ba（OH）25分の紺合せの方

うに，Sumnerらの原法（5％Ba（OH）2，50°C　10　　　が優れてU・る。この震験では1分処理より5分処理の

～15分）では良好なCバンドを得る事は困難であっ　　　方が細胞の保持がよいという矛盾した数値が得られた

た。　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　が良好なCバソドの得られない条件での繰り返し実験

　即ち，5％Ba（OH）250°C　15分及び10分処理を施　　　は行わなかった。

した場合，いずれの標本でもCバソド及び染色体の染　　　　D．2xSSC後脱水風乾処理の二元染色に及

色性が著しく低下しており，消失細胞数は算：出できな　　　　　ぽす影響

かった。90分追加染色したところ，いずれの標本でも　　　　スライド間でのギムザ染色条件を一定にするために

Cバソドの出現しない核板や同一一核板内でも一部の染　　　は，McKenzieらの方法30）に従って，2×SSC（i菱1

色体にしかCバンドが認められないものが多かった。　　　脚註参照）処理後アルコールで脱水，風乾（以後2x

5分処理の場合，いずれの標本でも消失する分裂細胞　　SSC後脱水風乾と略す）して保存し同時に多数のス

は認められず，染色体の形態保持も良好であったが，　　　ライドをギムザ染色するのが望ましい。そこで5％

風乾標本では背景の染色体が濃染し，Cバンドの境界　　　Ba（OH）2の時間を変えて，2xSSC後脱水風乾し室

に明瞭さを欠きコントラストが低かった。熱乾燥標本　　　温に1日放置したXライドについて1／50ギムザ90分

では，背景が淡く，境界明瞭でコントラストのよい優　　　染色を施したところ，表4のような結果を得た。即

れたCバンドが得られた。1分処理の場合，背景は更　　　ち，2×SSC後脱水風乾処理を施すと背景の染色体及

に濃く染まり，風乾標木ではCバンドの毛羽立ちが多　　　びCバソドの染色性は向上し，特に熱乾燥標本では5

く，＝ントラストの低いCバンドであったが，熱乾燥　　　％Ba（OH）210分処理で極めて良妊なCバンドが得

Table　3．　The　effects　of　time　of　Ba（OH）2　treatment　on　air　dried　and　heat　dried　slides

　　　　ill　the　case　of　trypsin　G－C　dual　staining．

5％Ba（OH）2，50°C

15min

10　min

5min

1min

Air（lried　slide

not　stainecl　with　1／50　Giemsa

gO　min　staining

nO　mitOtiC　CellS　Were　IO9．　t

Poor　contrasted　C－bands

8．8％of　mltotic　cells　were　Ios亡

poor　contrasted　C－bands

Heat　dried　slide

same　as　air　dried　slides

nO　m．　cells　were　lOSヒ

excellent　C－－bands

2．9％of　m，　cells　were　Iost

good　C－bands

　　　Table　4．　The　effectsユ川C－－bands　of　the　dehydration　with　alcohol　serles　and　air　dryillg

　　　　　　　subsequent　to　2xSSC　in　the　case　of　trypsin　G・℃dual　staining．

　　　　　　　　　　　　　1　　　　　　　　　　　　　　　　　　　！
　5％Ba（OH）2・50℃　　ト　　　　　　Air　dried　slide　　　　　　l　　　　　Heat〔1ried　slide

－一一t－一一
¥　　一一一　＿．，．一十一一一．一一一一一一7ジ・一

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ゴttt．　　　　　　　15111in　　　　　　　i　　　　　　　　．．．　　一　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　＿．　　一’『1－t．t

．　175．・％・f・・・…ccel1・w・・e　l・・［。。　m，　cell、　w。，，1。、・

1－一一一、＿－t @　　　　　L＿一一・
10　mln

5min

good　C－bands

23．5％of　mitotic　cells　were　lost

Poor　centrastecl　C－bands

1　min

excellent　C－bands

llo　m．　cells　were　IQst

good　C－bands

　1↓3％of　nlitotlc　ce11s　were　lost　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　llo　m，　cells　were　lostl，・・rc。n・，a，・。dC伽・，　i，。．・C椥ds
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TabIe　5．　The　effects　of　the　dehydration　and　alr　drying

　　　　subsequent　to　2×SSC　in　the　case　of　the　con＿

　　　　ventional　Giemsa－C　dual　staining．

　　　　　　　　　　　　　Ratios　of　the　lost　lnitotic　cells
5％Ba（OH）2，50℃　　！一一一一　　　　　　　　，・一…一　　　　一一一

　　　　　　　　　　　　　i・i・d・i・d・1三d・rh・atd・i・d・lid・

　　　　　15mi。　　1　131．8％　　。　％
　　　　　10mln　　　i　　4．3　　」　　0

　　　　　5mi・　　1　°　　　⑪
　　　　　1nlin　　　　　　！　　　　O　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　o
＿　　　　　　　　　　　　　　　i　　　　　　　　　　　　l

られた。風乾標本でも10分処理で良いCバンドが得　　　多い事などの理由によりトリプシンG染色法が広く用

られたが，分裂細胞の消失率が激増した。この著しい　　　いられている。しかし，トリプシンG－C二元染色法

消朱率の増加は蕊としてトリプシンによるものか，　　　を用いた報告例は見当らない。特にLubsら24）はG－

2xSSC後脱水風乾によるものかを検討するため，通　　　C二元染色にはト1）プシンG染色は用いない事を明示

常ギムザ染色標本について，2XSSC後脱水風韓した　　　している。しかし｝・リプシンG染色法とC染色法の組

後∀50ギムザ90分染色を施して消失率をみた（表5）。　　　み合せは，既に述べた緒点から重要な染色法であり，

その結果，熱乾燥漂本では消失率は0であったが，風　　　著者はこれについて検討を行った。

乾標本では5％Ba（OH）215分で31．8％，10分で　　　　トリブシソG染色後C染色を施すと，一一maに細胞の

4．3％の消失をみた。　　　　　　　　　　　　　　　　　　消失，染色体及びCバンドの染色性の低下，染色体の

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　変形などが著しく，これらを避けるためC染色過程の

　　　　IV・考　　察　　　　　　　　　　　　　　　　アルカリ及び2×SSCによる処理条件を緩めると，　C

　総てのヒト桐同染色体対及び染色体内部の詳しい位　　　ベソド形成が不十分であったり，Cバンドと背景の染

置の同定が可能となった現在，染色体興形性は正常相　　　色体とのコントラストが低下するなどの問題点があ

同対内での」難油来の積極的な識別に利用できる唯一　　　り，既成のトリブシソG染色法とC染色法とをそのま

のものである事から重要な研究課題である。染色体異　　　X組み合せる事は園難である事が判った。

形研究にはC染色法，Q染色法，　LBA法などがあり，　　　標本作製過程でバンド染色に特に重要な段階は低

これらを綜合すれば18番及びX染色体を除く総ての染　　　張液処理と標本乾燥である。低張液として希釈食塩水

色体に異形をみる事ができると雷われている23）。現　　　を用いた場合，トリプシンGバンドは殆んど得られ

在，C染色法による情報量は他法に比べて少いが，比　　　ず35），　Tyrocle液やHanks液などの生理塩類溶液も

較的簡便である事から，法医学的には親子鑑定や卵｛生　　　不向きである。最も良いのは1％クエン酸及び0，075

診断に応用されている。松永によれば，親子鑑定に利　　　MKCI溶液であると言われている24）。標本乾燥法に

用した場合，父権否定の確率はQ染色法では3，4，　　　は処理温度の高い順に，着火乾燥（ignition　drying）　　　　　’

13．14、15，21，22番の染色体を綜合して59％C染　　　，炎乾燥（f！ame　drying），熱乾燥（hea亡dryillg）

色法では，1，9，16番の染色体を綜合して30％，両　　　及び風乾（窒気乾燥，自然乾燥，air　dryillg）などが

蕾を併用すると71％となり，主な血液型であるABO，　　　ある。一一一．nt／に乾燥温度が高い程染色体の拡りがよく，

MN，　Rh，　Q，　Duffy，　Kidclを綜合した約60％に匹　　　且つC染色に際しては穏かな処理でよい24）。反面，温

適すると見られている31）。しかし，C異形の測定・記　　　度が高すぎるとG染色に際してはトリプシンを強く作

載法には未だ異論があり32）－34），これらを工夫改良す　　　用させねばならないが，これは染色体形態に悪影響を

ればC染色法によって更に多くの異形を検出しえ，利　　　及ぼす。頻用されているトリプシンG染色法のうち，

用価値をより高める宴ができると考えられる。　　　　　　Seabrightらの原法12）では風乾，　Wangらの原法28）で

　既述したように，C染色法はQ－C，　G－Cなどの二　　　は炎乾燥が用いられている。

元染色によらなければ染色体の同定はできないが，Q　　　　そこで著指は，加熱条件をかなり一定に制禦しうる

及びG染色法の中でも迅速，簡便，信頼性1情報壁の　　　熱乾燥標本と，加熱という余計な操作を要しない風乾
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標本について，先ず通常ギムザ染色後脱色して，代表　　　た35）。2xSSC処理時間に関しては，24時間処理を採

的な3つのC染色法を比較してみた（表1，2）。尚，　　用しているC染色法がある29）30）ので，60分処理ならば

C染色法最終段階のギムザ染色は，原法の染色液調整　　　長すぎる事は無いと考えられる。2xSSC処理時間が

法が煩雑である事，Lubsら24）や加藤ら26）も必ずしも　　　長い程Cバソドが強調されるが，処理温度が低かった

原法通りの染色液を用いなくてもよい事を示唆してい　　　り，時間が短い場合及びpHが低い場合（2×SSC量

る事などの理由から，総て頻用されている1／50ギム　　　に比べて標本数が多過ぎる時，同一の2×ssc中に標

ザを用いて90分染色を施した。この実験（表2）か　　　本を長時間置いた時などにpHの低下が起る30》。表1

ら，原法より低い温度で乾燥した標本では分裂細胞の　　　脚註＊＊＊参照）はGバソドのみを生じたり，或いはパ

消失，或いは原位置からの移動が著しい事が判った。　　　ソドは全く形成されず単一色に染色されると言われて

Sumnerらの原法では風乾標本が用いられ，高木30）も　　　いる24）36》。尚，60°C　2　x　SSC　60分の単独処理はASG

自然乾燥標本のみ有効としているが，意外にも熱乾燥　　　法と呼ばれ，風乾標本を用いて行うG染色法の主要な

標本を用いた方が良好なCバソドが得られた。これ　　　1法である11）。5％Ba（OH）2処理時間を短くする

は，Lubsら24）が或程度までは標本作製温度が高い程　　　事にょって，染色性を保ち，細胞の消失を防ぐ築がで

G及びCバンドの質が向上すると述べている事と一致　　　きる。

すると思われる。G及びCバンドの形成機構について　　　　2×SSC後脱水風乾を施すと，衷4に示したように

は，未だ諸家の意見の一致をみないが，Comingら25）　　染色性及びCパソドの質の向上が見られたが・風乾標

は広汎な実験からトリプシソの作用時間の長さを変え　　　本では分裂細胞の消失率が著増した。前段階の実験

る事によってG，Cいずれのパソドも得られる寧，及　　　　（表3）でBa（OH）215分及び10分処理によって染

び，DNA一非ヒストソ蛋白がG，　C両・ミンド形成に　　　色性が著しく低下したため，この実験ではBa（OH）2

関与している事を指摘している。McKenzieら3。）もC　　　の最長処理時間についての実験は省いたが，風乾標本

バソド形成はDNAの変性よりもDNA一蛋白の相互　　　ではBa（OH）215分処理によって75．8％以上の消失

作用によるものと推論している。G及びCバンド形成　　　が起るものと推定される。しかし，熱乾燥標本では分

に与る或種の非ピストン蛋白の，60～65°Cという比　　　裂細胞の保存性がよく，Cバソドの質も優れていた。

較的低温ではあるが，熱による何らかの変性がトリプ　　　風乾標本での細胞消失は，トリプシン処理を施さない

シソ，アルカリ及び2×SSC処理に対して微妙に影響　　　で2×SSC後脱水風乾したものに於いてもかなり起る

するのであろう。　　　　　　　　　　　　　　　　　　（表5）事から，2xSSC後脱水風乾処理，特にアル

　実験に供した3法のうち，SumnerらのC染色法は　　　コールにょる脱水処理が細胞消失の主な原因であろう

所要時間が極端に短いという利点があり，通常ギム　　　と考えられるが，2×SSC後脱水風乾処理とトリプシ

ザーC二元染色法では，熱乾燥標本とSumnerらの　　　ン処理の相乗作用によって細胞消失が激増するものと

C染色法との組み合せが簡便で且つ良好なCベソドの　　　推定される。

得られる方法であると考えられる。　　　　　　　　　　結局，トリプシン処理は主として染色体の染色性低

　次に，トリプシン処理を施した風．乾及び熱乾燥標本　　　下を招き，2xSSC後脱水風乾処理は著しい細胞消失

について，SumnerらのC染色法を試みた所，染色　　　の主な原因となるが，熱乾燥標本を用いれば細胞消失

体の染まりが悪く，追加染色をしても所謂ghost一　　の危惧はなく，　Cバンドも極めて良好である事が判っ

likeを呈し，満足すべき結果は得られなかった。　C　　　た。標本乾燥時tc　60～65℃，1．5～2分の加熱によっ

染色法にはQ2N　HCI，5％Ba（OH）2，2xSSCの　　　て，或種の蛋白質（おそらく非ヒストソ蛋白と考えら

3処理が含まれているが，このうち染色性の低下を招　　　れる）が僅かではあるが変性し，そのため10分以上の

く要因としては第1にBa（OH）2のf乍用時間が考え　　　Ba（OH）2処理を施しても，細胞はガラス面に強園に

られる。C単独染色に於いて，　O．・2N　HCI処理は白血　　　附着していて脱落せず，又染色性も低下しないものと

球染色体の如く細胞質の少いものでは省略できるとも　　　推測される。

言われているが26），McKenzieら30）eよ15分以上の処理　　　　以上の実験成績及び考察から，著者は実用性に富む

を要すと言っているので，この過程を雀略するのは望　　　トリプシソG－C二元染色法を確立し得たものと考え

ましくないと思われる。著者の経験では，0．2N　HCI　　る。その手技は次の如くである。

60分処理のみを施した標本でも染色性は低下しなかっ
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　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　得たと信ずるが各位の追試と御指摘を期待するもので

　　　　トリプシンG－C二元染色法手技　　　　　　　ある。

　a．標本作製（MeKenzieらの方法30）に従う）

　（1）　圃定細胞浮游液を約20度に傾けた冷湿スライ　　　　　欄筆に当り，懇切な御指導ならびに御校閲を賜

ドグラx上に嫡。下隠を強く吹き鮒て細胞を拡　・た法医学纏搬野醗次郎先生｛こ淵致しま
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　す。
げ，60～65°Cの熱板上で1．　5－－2分放置して熱乾燥標

本を作る。

　b．トリプシンG染色（Wangらの方法28＞を改変）　　　　　　　　　　　　　文　　献

　（2）0．025％トリプシン溶液，30℃，2～3分前　　　　1）牧野佐二郎：研究の過去と今日　一哺乳動物染色

後。　　　　　　　　　　　　　　　体研究発達の史的暴観遺伝，27（7）；2－　10・

　（3）70％エタノール5分ずつ2回，100％エタノ　　　　　1973

一ル5分ずつ2回，風乾。　　　　　　　　　　　　　　　2）Makino，　S．：Human　chromosomes、　pp，　7　一一　21　．

　（4）　1／50ギムザ染色液（1／15Mリン酸緩衝液（pH　　　　　Igaku　shoin，　Tokyo，1975

6．　8）50m1＋ギムザ原液1ml）にて5～10分染色，蒸　　　　3）佐々木本道：染色体異常，外村晶編，　p．1－11，

留水で軽く洗い風乾。バルサム封入。　　　　　　　　　　　朝倉書店1東京，1978

　c．検鏡，写真撮影，分裂細胞の位置記録。　　　　　　　4）吉田辿弘：染色体分染技術のその後の発展．遺

検鏡，写真撮影の後，顕微鏡のメカニカルステージの　　　　　伝，29（6）：5－12、1975

縦横両目盛で撮影した細胞の位麗を記録する。　　　　　　5）Tjio，　J．　H．　and　Levan，　A．：The　chrQmosome

　d．脱色（Lubsらの方法24）を改変）　　　　　　　　　　　number　of　man．　Hereditas，・12　；1－6、1956

　（5）　キシレンに浸し，針棒でカバーグラスを横に　　　6）Moorhead，　P．　S．，　Nowel1，　P．　C．，　Mellman，　W．

滑べらせて取り除く。別のキシレンに5分ずつ2剛D　　　　　J．，Battips，　D，　M・and　Hungerford，　D・A・：

　（6）　アルコールシリーズを通し，塩酸アルコー一ル　　　　　Chromosome　preparations　of　leukocytes　cul－

（70％エタノールに濃塩酸を1％の割に混合）30秒，　　　　　turecl　from　human　peripheral　blood，　Exp，

アルロールシリーズで脱水，風乾。　　　　　　　　　　　　　Cell　Res。，20：613－616，1960

　e，C染色（Sumnerらの方法11）を改変）　　　　　　　7）German，　J．　L．：Asynchronous　thymidine

　（7）　0．2N　HCI，室温60分。　　　　　　　　　　　　　　　uptake　by　human　chromQsomes，　J．　Clin・

　（8）　5％Ba（OH）2。8H20，50℃，10分。　　　　　　　　Invest．，40：1041　一　1042，1961

　（9）　蒸溜水で軽くすすぐ。　　　　　　　　　　　　　　8）Casperson．　T．，　Lonlakka　G．　and　Zech，　L．：

　（10）　2xSSC（0，3M　NaC1十〇．03Mクエン酸ナト　　　　　Tlle　24　fluorescence　l）atterns　of　the　human

リウム，1：1），60℃，60分。　　　　　　　　　　　　　　metaphase　chromosomes　－〔listinguishing

　（11）　直ちに70％エタノ・一ル5分ずつ2回。95％eエ　　　　　characters　and　variability．　Hereditas，67：

タノール5分，100％エタノール5分，風乾。　　　　　　　　89－102，1971

　（12）　1　／fioギムザ，90分染色。蒸留水で軽く水洗，　　　9）Arrighi，　F・E・anP　Hsu・T・C・：Localization

風乾，バルサム封入。　　　　　　　　　　　　　　　　　　　of　heterochromatin　in　hutnan　chromosomes．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Cytogelletics，10：81－86，1971
　　　　V’結　　語　　　　　　　　　　　　　　　　10）Yunis，　J．　J，，　Roland，　L，　YasminehJ　W．　G，

　染色体異形検索に箪要な方法の1つであるC染色法　　　　　and　Lee，　J．　C，：Staining　of　satellite　DNA　in

では染色体同定のために同一標本について予めG叉は　　　　　metaphase　chromosomes．　Nature．231：532　－

Q染色を施さねばならない。トリプシンによるG染色　　　　　533，1971

法は他法に比べて多くの利点があり広く胴いられてい　　　11）Sumner，　A，　T．，　Evalls，　H．　J．　and　Bucklancl，

るが，トリプシソG－C二元染色は行われていない。　　　　　R．’A．：New　technique　for　disモinguishing

著者はその重要性に鑑み，標本作製条件及びバンド染　　　　　between　human　chromos。mes．　Nature　New

色過程の諸条件について検討を加えた結果，信頼性及　　　　　BioL、232：31－32，1971

び実用性に富むトリプシンG－C二元染色法を確立し　　　12）Seabright，　M。：Arapid　banding　technique
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