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Abstract: Temperature conditions for preserving the unstained slide preparations of 

animal chromosomes were considered to improve reproducibilities of the C- and G-bands 

on the chromosomes after the differential stainings. Both mammalian and amphibian 

somatic cells were used for making chromosome preparations in vivo and in vitro. Dif-

ferential stainings were applied to the slide preparations which were preserved for up to 

6 months at r_ertain ternperatures as 4, -20, -70 and 36'C, respectively. Reproduci-

bilities of the bands on the chromosomes were compared after various preservation 

periods. 

The effective storage to prevent slide aging was much concerned with lower temperature 

under -20'C rather than low humidity or high temperature in dried condition. The 

chromosome specimens stored for 6 months at -20' and -70'C could produce nearly 

normal band patterns by the C-stains. In general, C-staining gave better reproducibility than 

G-staining in the same age of slides. No significant difference in producing the C-band~ 

was detected between human and amphibian chromosomes stored under the low tempera-

ture. Low humidity, under 257100/ of relative humidity, helped to prevent the slide aging 

when compared with the unconditioned storage, but it was not as effective as the low 

temperature of 4'C. From these results, we presume that ages of the slide proceed 

denaturation of chromatin substances, especially DNA and/or protein, and that the deep 

freezing of the slides effectively prevent such denaturation ; consequently, it makes good 

production of banding patterns 
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見当らない。しかし彼らも，ヒト染色体のGバンド法

で，標本作製後の目数（age　of　s1ide）とそれによって

変化する適正なトリプシン処理時問との関係を述べてい

るに留まっている。

　本研究では染色体分析をする材料の季節的な制約があ

ったり，染色体標本作製後直ちに分染処理を施すことが

困難で，長期にわたってスライド標本を保存する必要が

生じた場合，どのような保存条件がもっとも適切で，以

後のバンド出現の頻度を保ちうるかを検討し，分染法に

よるバンド生成の成否を左右する条件を考察しようとし

た。

　標本の保存の良否を左右する条件として，温度，湿

度，標本をとりまく気体の種類などが挙げられるが，今

回は比較的条件を設定しやすい温度と湿度に注目し，有

効な保存方法を調べた。

材　料　と　方　法

　本研究で用いた染色体標本は，Tab1e1に示したほ乳

類及び両生類の体細胞から作製したものである。分裂細

胞の獲得は，生体内に直接コルセミドを注入し，12ない

し17時問をおいて腎，牌組織あるいは骨髄細胞を摘出

する加伽0法と，組織あるいは血液細胞を，一定期

間初代培養して，ガラス器内での細胞増殖がおきてから

コルセミド処理を行う加o伽o法の2通りを試みた。

ほ乳類と両生類の体細胞培養の方法は，培養温度及び培

養液に違いがあるため（Seto＆Roundsユ968），本研

究での培養条件を併せて記した。

　肋伽0あるいは加0伽0で得られた各種の分裂細胞

Ta．阯e1．

を用い，染色体標本を空気乾燥法（Rothfe1s＆S1m1no－

vitch1958）により作製した。作製後数時間自然乾燥さ

せ，一部の標本をギムザ染色し，中期分裂像の有無を事

前に確認した。乾燥したスライド標本は，べ一クライト

製格納箱（オートラジオグラフ用感光1暗箱）にシリカゲ

ノレと共に入れ密封したのち所定の温度条件下においた。

　維持温度は，実験群に，4oC，一20oC，一70．Cの3種

類，C染色用の標本では37．Cも加え4種類，対照群に

は，室温（20～30．C）に置いたもの，および低湿度（相

対湿度20％）の室温に置いたものの2種類とした。スラ

イド標木は一定の保存期間をおいて順次取り出し分染処

理をおこなった。各材料別の保存期間，これらに施した

分染法およびその結果はFigs．ユ，2に示す。

　分染法はG染色（Wang＆Fedoroffユ972）とC染色

（Sumnerユ972）の二通りを行った。ほ乳類細胞にはG

染色を施し，G染色によってGバンドが生じない両生類

細胞にはC染色を試みた。またヒトにはG，C染色法を

試みた。それぞれの分染法によって現われるバンドの

可否の判定は染色体標本作製直後に処理して得られたも

っとも鮮明なバンドパターン（十十十）を最高に，バン

ドの検出ができなかったもの（一）まで4段階（十十十，

十十，十，一）でおこなった。

結　　　　　果

　1．G染色を施したほ乳類の染色体バンドの再現性

　染色体標本の作製後，G染色を施すに到るまでの標本

の保存日数と保存された温度条件は，Fig．1に示した。

保存条件を変え，一定期間後にG染色処理を行ったが，

L1st　of　mater1a1s　and．methods　for　acqu1r1ng　the　m1tot1c　chromosomes

Materia1s

1V［amma1s

Hu皿an，adu1t皿a1e
and　fema1e

Rat，Wistar

　Mouse，ICR
　（7－day－o1d）

Amphibians

Frog
（肋〃α〃敏o舳o〃肋α）

Toad
（肋∫0ろ．〃力0〃ク0〃3）

Ce11s

periphera1b1ood

tai1－tip　ce11s

kidney’and　sp1een　ce11s

bone　marrow　ce11s
b1ood

bone　marrow　ce11s
b1ood

Technique　for　Obtaining　the　Mitosis

72hrs　cu1ture肋o伽o　at37℃in　RPMI
ユ640血edium　p1us3％PHA－M

2weeks　cu1ture伽〃グo　at37oC　in　Eag1e’s

MEM
direct　observationク〃〃oo

direct　observation肋o〃0
6day，9u1ture肋　o〃プo　早t　26◎C　in
Amph1b1an　Culture1〉［ed－1um（GIBCO）

direct　obserYation肋〃o0
6day，9u1ture肋　〃〃o呈t　26oC　in
Amph1bτan　Cu1ture　Med1um（GIBCO）
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低温で保存された実験群は，いずれも十分な乾燥状態で

密封されていた。これに対し，対照群の標本は初夏から

秋までの間，室内の標本ケースに置かれ，温度変異は，

およそ20ないし30oCの範囲内であった。また湿度も調

節されていない。

　対照群では，染色体標本の作製後ユ週間以内にG染色

処理を行った場合には，バンドの再現性は失われない。

しかし，2週間後の標本ではバンドの鮮明さは劣り，4

週間以降ではバンドの再現性は殆ど失われ，バンドの数

の減少やコントラストの低下となってあらわれる。これ

に対し，実験群の低温保存された標本では，劣化を防ぐ

効果が認められ，とくに一20oCと一70．Cでは著しい

効果があり，長期にわたってバンドの出現をみることが

できる。ユ20日後のヒト標本では，僅かな劣化は認めら

れるが一20．Cと一70oCの間には保存効果に差異は認

められなかった（Fig．3）。

　また同一温度で保存された標本であっても，ヒトは，

マウスやラットよりも長期保存に耐え，バンドの鮮明さ

と出現するバンドの数からみると，マウスはヒトよりも

劣化の進行が早まる傾向がみられる（Fig．4）。しかしこ

の結果は・対照群の標本においてもヒトと他の2種で分

染法の成功率に差があることから，ヒトとマウス・ラッ

ト染色体標本の質的な違いと考えることは早計である。
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　2．C染色を施した両生類染色体のバンドの再現性

　両生類染色体標本にG染色を施してもGバンドは生じ

ないため，C染色によりCバンドの出現の成否から，良

好な保存条件を知ろうとした。また，冷血動物標本と恒

温動物との再現性の違いの有無を検討しようとした。ア

カガエル，ヒキガエルとヒトを用いた本実験では，対照

群の室沮保存（20～30．C）に加え，相対湿度20％以下の

室温で保存された標本と，実験群の4，一20，一70，37

◎Cで一定期間保存された標本とでCバンドの再現性を

比較した・Figs・2，5，6で明らかなように，実験群の標本

はいずれも対照群よりも良好な結果が得られている。低

温保存はいずれの条件よりも有効であり，殊に，一20，

一70oCでは長期にわたって標本の劣化を防ぐ著しい効

果がある。また同一条件で180日間保存された標本では，

動物種の問でバンドの鮮明度に明確な違いは認められな

かった。

　一方，37．Cで保存されたスライドは，対照群よりも

明らかに長期にわたってバンドの再現性が失われない。

しかし低湿度・室温での保存と有意な差は認められず，

高温によるよりも低湿度による保存効果とみるのが妥当

である。しかし，乾燥状態での高沮保存よりも，4◎C程

度の低温の方が有効であった。（Fig．2）
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考　　　　　察

　染色体標本の劣化が分染法によるバンドの形成の良否

を大きく左右することは；．経験的に知りうることであ

魂。し赤し，’標本作製後どれくらいの日数で標本の劣化

が鐘と卯台めるのカ㍉どのような条件で染色体標本を保

存するの如劣化を防ぐに有効であるのか，について検討

された報告はない。

　染色体分染法は，そもそもヒトの染色体分析のために

開発された技法で，その後，数々の種類の分染法が，多

くの動・植物染色体について開発されている。現在最も

広く行われるヒトの染色体にG染色を施しても，一定し

た結果を得ることの困難さはこれまでにも指摘されてい

る（Z1mmerman＆S1huonen1973，Ga111more＆R1－

chardsonユ973，Wiscovitch　et　a1．1974）。このうち，

Wiscovitch　et　a1．（1974）は，ヒト染色体で，標本作製

後の日数を十分考慮しない限り，バンドの再現性を高め

ることは出来ないことに初めて言及し，標本の古さ，あ

るいは加令要素（s11de　ag1ng　factor）がハントの成否

を決める重要なパラメーターであると報告している。

　本研究では，染色体標本を未染色のまま長期間保存す

る必要のある場合，バンドの再現性を維持できる有効な

保存方法を検討した。通常，標本作製後そのまま2週問

以上放置するとバンドの再現性が低下する。すなわち，

出現するバンドの数が減少するか，あるいはバンドの鮮

明さ，濃淡のコントラストが失われてゆく。このような

標本の劣化を防ぐための保存条件，方法として考えられ

るのは，温度，湿度，および標本を取り巻く気体の条件

を特定することである。そのうち，比較的条件が設定し

やすい温度と湿度を変えてスライド標本を保存し有効性

を比較した。その結果，低沮とくに一20oC以下で保存

した場合は，｛低湿度のみの保存よりは遙かに長期にわた

って標本の劣化を防ぎ，バンドの出現を保ち得ることが

知られた6また低温による保存効果は，ほ乳類，両生類

の染色体標本に共通して認められた。

　低温保存によって標木の劣化を遅らせ，長期にわたっ

てバンドの再現性を保ちうるという事実は，染色体物質

（chromosome　substances）の変性と分染縞の生成との

関係を示唆するものと考えられる。このことは，今後分

染の機構を考察する上で寄与するであろう。

　染色体分染の機構に関してはこれまで，各種の分染法

について多くの説明がなされた（Kato＆Moriwaki

ユ972，Com1ngs1978，水野ユ979，Macgregor＆Var1ey

1983）．Gバンドについては，細胞固定液中の酢酸に

よるクロマチンのタンパク質の部分的な抽出による
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（Sumner　et　a1．ユ973）とする見解や，染色体中の非ヒ

ストン性タンパク質の分布が不均一であるため，これら

タンパク質が分解，除去，抽出あるいは変性を受ける程

度の違いによるとの考え（Mckenz1e＆Lubsユ973，

Com1ngs1978）などタンパク質が原因とする説が一方

にある。他方，DNAを主原因とする証拠としては，G

バンドの濃染部に反復DNA塩基配列部分が顕著に存在

すること（Yunis　et　a1．1977）や，染色体への5－bro－

modeoxyur1d1ne（BrdU）の取り込みをHoechst33258

で染色してそのパターンを調べ，Gバンドパターンとの

一致をみたことから，DNAの複製単位（rep1icon）の

存在様式との関係を示唆するもの（Crossen　et　a1．1975，

など）まである。また，水野（1979）はDNAの，おそ

らくは非ヒストン性タンパク質の関与によってもたらさ

れる部分的な凝縮度の違いにもとづくとする，DNAと

タンパク質の両者の関連を主張している。

　また，Cバンドの形成に関しては，もともとC染色に

よって濃染する部位にはサテライトDNAの局在するこ

÷が分子雑種法によって確認されており（Pardue＆

Ga11ユ970，Arrighi＆Hsu1974），DNAがバンド形成

の主役になっていると一般的には考えられている。しか

しサテライトDNAをほとんど含まないチャイニーズハ

ムスターの性染色体にもCバンドが出現するという例

もあり，一種類のサテライトDNAのみの働きという

よりはむしろ特定のDNAとタンパク質の相互作用の

結果であるとする考えも出されている　（Macgregor＆

Var1ey1983）。

　分染縞をつくる機構についての多くの報告のうち，例

外的なものを除くと，分染処理によって反復DNAヌク

レオチド対の変性と再生（denaturation－reassociation）

がCバンドの形成に関わっていること，Gバンドの形成

には染色体縦軸に沿ったDNAとタンパク質，あるいは

DNAかタンパク質かのいずれかの差次的な排除（dif－

ferentia11oss）もしくは変性をともなうものであるこ

とは確からしい。であるとするならば，分染処理以前に

染色体物質の変質，すなわち標本の劣化が起きた場合

に，種特異的なバンドパターンを形成するはずの各染色

体部位でのクロマチン存在様式の差異が崩れて，ギムザ

染色液の色素との結合の度合いに不均一性が生じにくく

なるものと解釈することができる。低温保存はこの崩れ

をくいとめるのに寄与しているとみることができる。

要　　　　　約

染色体標本作製後未染色のまま放置すると，染色体は
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次第に鮮明な分染パターンが得られなくなる。この標本

の劣化（s1ide　aging）はどれくらいの日数で起こり始め

るのか，どのような条件で保存するのが分染法によるバ

ンドの再現性を維持するのに有効であるか，について検

討した。スライド標本の保存の良否を左右する条件とし

て考えられるのは，温度，湿度，および標本を取り巻く

気体の種類などが挙げられるが，今回は比較的条件が設

定し易い温度と湿度を特定し有効な保存方法を調べた。

その結果，染色体標本作製後そのまま2週間以上放置す

ると，バンドの再現性が低下する。すなわち，出現する

バンド数が減少するかあるいはバンドの鮮明さ，濃淡の

コントラストが失われてゆく。しかしスライド標本を低

温，とくに一20．C以下で保存した場合は，低湿度のみ

の保存よりは遙かに長期にわたって標本の劣化を防ぎ，

少なくとも6ケ月はバンドの再現性を保ち得ることが知

られた。また低温による保存効果は，C染色およびG染

色でともに認められ，ほ乳類，両性類の染色体標本に共

通して類似の効果があった。
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3. G-banding patterns of human chromosomes from cultured leucocytes in vitro. 
The slide preparations were preserved for various periods of days under different 

temperature before the G-staining. 

a, stored for 3 days at room temperature as control. 

b, 30 days at room temperature. c , 120 days at -20'C. 
d , 120 days at -70'C. Bar represents 10 um. 

4. G-banding patterns of mouse (ICR) chromosomes from kidney and spleen cells 
of the 7-day-old individuals. 

a, stored 3 days after the preparation, kept at room temperature. 

b, 30 days at 4"C. c, 90 days at -20"C. d, 120 days at -70'C. 
Bar represents 10 ,hm. 

5. C-banding patterns of human chromosomes from cultured leucocytes in vitro 
The slide preparations were preserved for various periods under different tem-
perature before the C-staining 

a, 7 days at room temperature. b , 20 days at room temperature. 
c , preserved under low humidity (the relative humidity was around 201('o,ol) for 

29 days. d, 29 days at 4'C. e, 180 days at -20'C. 
f , 180 days at -70'C. Bar represents 10 ,hm. 

6. C-banding patterns of toad (~ufo bufo japonicus) chromosomes from cultured 
leucocytes in vitro and bone marrow cells in vivo. 

a, preserved for 10 days at room temperature. b , 29 days at 37"C. 
c , 110 days at 4"C. d , 180 days at -70'C. Bar represents 10 fhm. 
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