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Abstract: The synaptonemal complexes (SCs)， the unique organelle of the meiotic 

prophase nucleus， play important roles in the meiosis-specific events of homologous chro-

mosome pairing， genetic recombination， and chromosome disjunction. Recently the SCs 

structure has been actively studied using immunohistochemical technique. However， it is 

still unknown whether nuclear skeleton in premeiotic interphase basically corresponds with 

SCs in meiotic prophase in spite of the resemblance of the shapes in these two structures. 

Therefore， 1 studied the meiotic prophase nucleus in rat testis after hypotonic treatment 

under the electron microscopy. Moreover， the male rat was infused continuously with a low 

dose bromodeoxyuridine (BrdU) from the tail vein， following a mod出if'白iedCoun江mce-Me町ye臼r'

microspreading procedure and immunogold labeling was performed in this study. The 

results were as following: (l)The SCs are composed of at least two different electron dense 

granules and chromatin fibers. These granules and fibers form a radialloop in lateral or 

central elements as hitherto assumed. (2)The replication patterns of autosomal chromatin 

were similar to those of sex chromatin. (3)Chromosome replications had a time lag between 

cross of SCs part and near the SCs part， indicating that SCs and nuclear skeleton is different 

structure organelle. These results suggest that continuous infusion of low dose BrdU is 

useful for DNA replication study. 
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けて観察され，染色体の軸に沿った連続構造物で 2木

の側方要素とその聞にある 1本の中心要素からなる.

減数分裂前期細胞に見られる特徴的な構造物には SCsの末端部はaUachmentplaquesで核膜に付着して

synaptonemal complexes(SCs)の存在が知られている. いる.減数分裂前DNA合成期(S期〉に複製さわした相同

SCsは減数分裂期の zygotene期から diploten巴期にか 染色体は，減数分裂前期に対合を開始して pachyten巴期
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で対合を完了して特異的な構造を持った SCsが形成され

る.SCsは相同染色体聞における対合の安定化，相同的遺

伝子組換えや染色体移動の制御に関与していると言われ

ている 1)-3).

一方，体細胞分裂細胞の中期染色体では核マトリック

スの存在が知られており，核DNAがノレーフ。状に核マト

リックスに結合しているとされている4)5).さらに，核マ

トリックスと染色糸との接合部には特殊な塩基配列を持

つ・た DNAが存在し， Scaffo!d-associated region DNA 

(SAR-DNA)文は Matrix-associat巴d region DNA 

(MAR-DNA)と呼ばれている 6).中期染色体に於て核マ

トリッグスと SAR-DNA;Q>DNA複製機序に関与して

いることが示唆されている6)-8).

減数分裂前S期染色体の DNA複製は体細胞分裂染色

体の DNA複製と類似しているとされているが，その後

の減数分裂前期への移行のメカニズムについては不明な

点が多い.その原因として殊に晴乳動物では減数分裂細

胞において，扱いの容易な invitro培養系が確立されて

いないこと，精母細胞と支持細胞であるセノレトリ細胞間

では細胞間相互作用を介していること，ホルモンの影響

をうけることなどが解析を困難にしており減数分裂細胞

での DNA複製メカニズムや形態学的な研究は少ない.

さらに核マトリッタスと SCsとの関係についての報告は

みられない.

今回著者はラット精巣を材料として低張処理法を用い

減数分裂細胞における SCsと染色体の関係を電顕的に検

討した.さらにDNA合成細胞核に取り込まれるチミジ

ンのアナログである Bromodeoxyur・idine(BrdU)を経

静脈的に微量持続投与し，減数分裂前S期に合成された

染色糸を免疫組織化学的に同定することにより染色体複

製様式を観察し，核マトリックスと SCsの関係について

考察を行なった.

材料と方法

A.低張処理法による精母細胞の電顕的検討

(1) 材料

オリエンタノレ酵母工業側の生後 20日令の雄Wistar

系ラットを使用した.

(2) 精母細胞粗分間の作製

ラットをエ「テノレ麻酔下に開腹して，精巣を手早く摘

出し，白膜を取り去った.以下の行程はすべて氷冷下で

行なった.曲精細管を冷Eag!巴'sMEM(ニッスイ社〉培

地中で切り刻んだ.針のついていない 1m!のシリコン処

理した注射器で、 PlP巴tingし，曲精細管から細胞を単離し

た.その結果得られた細胞浮遊液を吸い取り静沈した後，

先端部の細胞のかたまりを捨て，きれいな細胞浮遊液を

シリコン処理プラスチック試験管に移し精母細胞の粗分

画を作成した.

(3) 低張処理法による試料作製

さらに 75mMの塩化カリウム溶液で 15分間処理し

10mM塩化ナトリウム， 4mM塩化マグネシウム， 10 

mMトリス塩酸緩衝液(pH7.3)中に 0.5%の NP-40を

含む chromosomeiso!ation bufferで1時間処理した.

さらに 1mM塩化マグネシウムと 2mMトリス塩酸緩

衝液(pH7.0)中に TritonX -100が0.1%となるように

調製して低張処理を 10分間行なった.その後 1mM塩

化マグネシウムと 2mM EDTAを含む 10mMカコジ

レイト緩衝液(pH7.6)に0.04%の濃度になるようにグ

ノレターノレアノレデヒドを加えた溶液中に 1晩放置して固定

しTこ9).

(4) 精母細胞の超薄切片の作成

上述のごとく低張処理を行なった精母細胞を定法に従

い， さらに 1%四酸化オスミウムあるいは 2.5%グノレタ

ーノレアノレデヒドで後固定をおこない， アノレコーノレ上昇系

列(50%， 70 %， 90 %， 95 %および 100%)で脱水後，

Queto!-812又はLR-go!dに包埋した.ダイヤモンドナ

イフにて 150nmの超薄切片をミクロトームで作成し酢

酸ウラニウム，とクエン酸鉛による二重染色後に透過型電

子顕微鏡(JEL-1200，日本電子製〉で観察した.

対照として低張処理を行なわない精母細胞の粗分画を

用いた.

B. BrdU微量持続投与による精母細胞の免疫電顕的検

討

(1) 材料

30日令の雄Wistar系ラット 6匹の尾静脈から注射用

蒸留水で希釈した BrdU(Sigma Co.)をチューピングポ

ンプ(503S/R， Watson -Marlow Ltd.)を用いて

8. 2~ 13.6μg/g/hrで持続的に 24時間注入した.対照ラ

ット 1匹には0.9%生理食塩水を持続的に注入した9).

(2) 光顕免疫組織化学法

2匹のラットを BrdU投与後各々第 1週日，第2週目

そして第 3週目にエーテノレ麻酔下で、屠殺して精巣を取り

出した.対照として用いたラットは第 2週目に標本を採

取した.精巣の一部は 1%グノレタールアノレデヒドで 1時

間国定した後， OTCコンパウンド(Miles社製〉に包埋し

て液体窒素で急速凍結した.クリオスタットで4μmに

薄切後， APSコートしたスライドグラスに貼付し pH

7.4のO.lM燐酸緩衝液(PBS)で洗浄後， 0.07N水酸化

ナトリウム水溶液で 45秒間処理した. DAKO社の

SABCキットを用いて，精巣内への BrdUの取り込みを
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確認した.一次抗体には BioC巴II社のマウス抗 BrdU抗

体を用い，基質溶液として 0.03%過酸化水素を含む

0.05 % 3，3'-diaminobenzidine(DAB)を使用した.後染

色として hematoxylin染色を実施した.対照実験には一

次抗体に正常マウス血清を用いた.

(3) Counce-Mey巴r変法10)11)を用いた免疫電顕法

前述のごとく作成した BrdU投与後 2週目の精母細

胞の粗分画を 0.03M塩化マグネシウム， O.09M塩化ナ

トリウムになるように調節した溶液(pH7.3)中におい

たのち pH7.3の蒸留水上に全載展開した.展開した精

母細胞をホノレムパールの膜とカーボン蒸着で補強したニ

ッケノレグリッド(150mesh)に拾い 0.1%-0.05 %グノレ

タールアノレデヒド， 0.06 % SDSを含む 0.5mM Borate 

緩衝液(pH7.3)で3分間固定，あるいは固定の過程を除

いたものを 0.4% photoflo溶液でそれぞれ 15-30秒間

洗浄した.得られた標本を十分に乾燥した後，マウス抗

BrdUモノクロナーノレ抗体を用いた金コロイド標識間接

法を行なった.即ち，ニッケノレグリッドを parafilm

(Am巴ricancan Co.)上に滴下したマウス抗 BrdUモノ

クロナーノレ抗体に浮遊させ，室温で 1時間反応させた.

7 ウス抗 BrdUモノクロナーノレ抗体は， 1 %牛血清アル

ブミン(BSA)加 PBSにて 100倍希釈した. 1 % BSA-

PBSで洗浄した後， 1 % BSA-PBSで50倍に希釈した

Amersham社製 10nm金コロイド標識抗マウス IgG抗

体を室温で 30分反応させ，最後に酢酸ウラニールによる

電子染色を施し，日本電子 1200EX透過型電子顕微鏡で

観察した.

また Counce-Meyer変法に用いた細胞浮遊液を 1%

グノレタールアノレデヒドで 10分間固定，スライドガラス上

に滴下し十分乾燥させた後 0.07N水酸化ナトリウム水

溶液で 45秒間処理した後DAKO社の SABCキットを

用いて，精細胞内への BrdUの取り込みを光顕で確認し

に一次抗体には凍結切片試料と同じく BioCell社のマ

ウス抗 BrdU抗体を用い，基質溶液として 0.03%過酸

化水素を含む 0.05% DABを使用した.

成 績

A.低張処理法による精母細胞の電顕的検討

Fig. 1に低張処理を行なわない精母細胞pachytene

期の超薄切片ステレオ像を示す. SCsは径 50nmの二本

の側方要素(Fig.1のLE部〉と径 20nmの中心要素

(Fig. 2のCE部〉から構成されているのが観察された.

側方要素には20nmの分節状構造がみられ，ここから径

15-20 nmのクロマチン線維が延びているが，クロマチ

ン線維と SCsとの接合部は不明瞭であった.これに対し

てFig.2に示すように低張処理によって， SCsから 20

nmの等間隔で放射状に延びるクロマチン線維が明らか

になった.さらに低張処理でグロマチγ線維は径 10nm

のピーズ状のクロマチンにまで広げられていた.

次に性染色体の低張処理像を示す(Fig.3).性染色体

はX染色体とY染色体からなり，常染色体と異なる構造

を示し非対称であった. SCsの対合はsideby sid巴ある

いはendto endと様々で，非対合部分では中心要素を持

たない像であった.性染色体の SCsは常染色体と同様に

側方要素(coreaxis)から放射状にFロマチン線維が延

び，強拡像ではクロマチン線維は側方要素内で折れかえ

るループ構造をとっていた(Fig.3b， 0印).また側方要

素内に電子密度の高い直径20nmの穎粒が認められた

(Fig. 3a矢頭).さらに前述の穎粒とは異なる電子密度

を示す直径20-25nmの穎粒もみられた(Fig.3b矢印).

常染色体においても 2種類の穎粒が SCs内に観察された.

B. BrdU持続投与による精母細胞の免疫電顕的検討

BrdU投与群と対照群では体重と精巣の重量には差が

なく， BrdU投与による成長障害はみられなかった.Fig. 

4にBrdU投与後第 l週目から 3週目までの 1%グノレタ

ーノレアノレデヒド固定凍結切片の光顕免疫染色像を示す.

第 1週日ではBrdUの取り込みは精祖細胞にみられ，第

2週自には精母細胞，第 3週自には精子細胞にみられ，

減数分裂前S期に BrdUを取り込んだ細胞が周期性を

もって分化していることが確認された.生理食塩水を投

与した対照ラットでは精細胞内に BrdUの染色はみら

れなかった.さらに BrdU投与後 2週間の Counce-

Meyer変法時に得られた細胞浮遊液をスライドガラス

上に展開した精細胞の光顕免疫染色像では精母細胞の核

にびまん性に BrdUの沈着が見られた(Fig.5). したが

って Pachyt巴間期精母細胞のクロマチン線維と SCsの

関係を観察するために BrdU投与後第 2週目のラット

を用いて Counce-Meyer変法で免疫電顕を行なった.

Counce-Meyer変法による Pachyt巴ne期精母細胞の

電顕像を示す(Fig.6).常染色体の SCsで、は低張処理切

片像と同じく側方要素とそれから放射状に延びるクロマ

チン線維が観察された.!1ロマチン線維の太さは 10nm

であり，低張処理切片像と同じくピーズ状のクロマチン

に広げられていた.常染色体の SCs部の免疫電顕像(Fig.

7)ではその染色過程で SCsから延びるクロマチン線維は

多少不明瞭になっているが，金粒子の分布はSCs内部と

SCs周辺部の電子密度の高い部分に特異的に存在し !1

ロマチン線維に沿って BrdUが取り込まれていた.さら

に側方要素の終末部では根棒状の Attachmentplaque 

が観察された(Fig.7のAP部). BrdU持続投与で常染
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色体と性染色体の大部分の SCsが SCsとその周辺部に金 いる 9)19)ー25).しかしこれまでの報告では標識物質として

粒子のびまん性の分布を示したが，写真8の矢印に示す はDABを用いており !lロマチン線維と SC，の関係を

ように SCsから 500nm離れた領域に金粒子を認めない みるには不十分であった.本研究では標識物質として金

SCsも観察された(Fig.8). 粒子を用いており，両者の関係を一層明らかにしたもの

また，同一 Pachytene期減数分裂細胞での性染色体へ と考える.

のBrdUの取り込みは常染色体と同様にびまん性であ 減数分裂細胞における減数分裂前DNA複製は常染色

り，性染色体と常染色体ではDNA複製時期に違いはみ 体での DNA複製と異なり，所要時聞が約 24時間と長

られなかった(Fig.9 a， b， c). く，しかも周囲の細胞と同調して進行することが特徴的

考 察
である 26). BrdUは細胞周期のS期にある細胞に取り込

まれ， DNAの合成や複製の材料として用いられる.精母

減数分裂前期にみられる SCsは遺伝子組換え時に相同 細胞において染色体の形態を BrdUを用いて行なう場

染色体を安定に対合させるものであり，減数分裂にとっ 合，精細胞の減数分裂前S期に BrdUを取り込ませた後

て極めて重要なものである.近年精母細胞からの SCsの に精母細胞を観察することが必要になる.ところが精祖

単離が試みられており，ポリクロナール抗体やモノクロ 細胞から精子細胞までの invitro培養系が確立しておら

ナーノレ抗体が作成されている同一15)• ず， in vivoで実験を行なわなければならない.ラットで

H巴ytingら1町工ラット精母細胞から SCsを単離して の精祖細胞から精母細胞までの所要期間についての報告

SCsを抗原とする数種類のモノクロナーノレ抗体を作成し は現在までみられないが凍結切片(Fig.4)およびスライ

た.その中の II52 F 10モノクロナーノレ抗体を用いた免 ド展開標本(Fほのから pachyten巴期精母細胞に BrdU

疫電顕法により 30KD， 33 KDの蛋白質はzygoten巴期 が高率に取り込まれているので，その所要期間は約 2週

から diplotene期までの SCs倶u方要素に存在することを 間と思われる.

明らかにしている 15).さらにこの蛋白は減数分裂細胞に さらに BrdU投与法としては，腹腔内投与，錠剤の皮

のみ認められ， zygotene期に新たに合成される事が示唆 下移植あるいは静脈投与などの方法が用いられているが，

されている 15) 今回の低張処理法を用いた切片像では径 細胞周期を厳密に検討する際には BrdU微量を持続的

20-25nmと径20nmの電子密度の異なる 2種類の頼 に投与することが必要といわれている 9). 今回の方法で

粒が SCs側方要素内にみられ(Fig.3 a， b)，少なくとも 用いた BrdU24時間の尾静脈からの微量持続投与では

2種類の穎粒が SCsを構成していることが示唆された BrdUの血中濃度が微量でかつ一定に保たれることによ

一部のグロマチン線維は側方要素内で折れかえるノレープ り S期にある殆どの細胞に障害を与えることなく

構造を示し， SCsから放射状に延びていることが観察さ BrdUを取り込ませることができたと考えられる.

れた(Fig.3 b). Colemanら1川主核酸と親和性のある三 予備実験として行なった低張処理による固定，包埋標

塩化インヂウムを用いることにより DNAもSCsの構成 本の切片像では BrdUを取り込んだ細胞の同定は困難

成分の一部であることを示唆しており本研究はこの報告 であった.これは BrdUが固定，包埋等の操作過程で不

を裏ずけるものと考えられる. 活性化されたためと考えられた.従って本研究では従来

SC，に形態学上類似する構造物として近年，体細胞分 から行なわれている全載展開法を改良して BrdUの同

裂細胞の中期染色体にみられる核マトリッグスの存在が 定を行なった.

挙げられる.中期染色体は核マトリックスに結合して多 大部分の pachytene期精母細胞の SCsでは，BrdUの

数のノレープ状の構造を形成している川.この核マトリッ 取り込みはびまん性に SCsの周辺部のクロマチン線維上

クスとゲノム DNAの結合部には特定の DNA領域が関 にみられた(Fig目 7). しかし一部の SCsでは SCsから

与しており ，DNA複製は SAR又はMARを中心として 500 nm離れた領域に BrdUの取り込みがみられず，

レプリコン単位に進むとされている4)-6)18)，形態学上類 BrdUの染色様式に違いが観察された(Fig.8)，これは

似している SCsと核マトリックスとの関係を，チミジン 染色体複製が SCs隣接部では周期的にずれを生じている

のアナログである BrdUを用いて観察した.つまり， ことを示す現象と思われる.一般に前減数分裂細胞にお

DNA複製期に細胞核内に取り込まれた BrdUをpa. ける DNA複製様式は，体細胞分裂細胞の DNA複製様

chytene期精母細胞で免疫電顕法を用いて確認した.減 式に相当すると考えられている27).一方，減数分裂細胞に

数分裂細胞の細胞周期に関する研究では近年，チミジン おける DNA複製は減数分裂前S期でほとんどが複製を

のアナログである BrdUによる報告が多く行なわれて 完了するがごく一部の DNAは減数分裂期まで複製が遅



Pachytene期精母細胞の超徴構造と免疫電顕的検討 (81 ) 

れ，複製完了後もニツクやギャップがpachytene期まで

残っていることが知られている叫29). 今回の観察では写

真 7に示すように， BrdUを標識した金粒子が SCs近傍

に存在しな¥，、ものが認められ，その逆に SCs近傍だけに

限られたものは観察できなかった.従って，今回の成績

は，DNA複製開始時には SC，は存在しないのではある

が，後に SCsが出現する部位から DNA複製が開始する

ものではないことを免疫電顕法を用いて明らかにしたも

のと言えよう.さらに， SCsを構成する蛋白が減少分裂前

期の zygotene期から diplotene期で特異的に見られる

こと 15). S期での DNA複製は核マトリックスから開始

される 6)という報告があり，核マトリッ Fスと SCsとは

異なるものであると考えられる.

さらに Fig.9に示すように同一細胞で常染色体と性

染色体の聞では複製時期の違いはみられなかった.オス

の減数分裂細胞ではX7ロマチンは不活性化されている

と考えられている叫が，性染色体の複製時期については

多数の報告31)叫があり，統ーした見解は得られていない.

最近， Bielenskaら聞の報告によれば常染色体と性染色

体の真正クロマチンの複製はS期前期に同時期に始まる

としている.今回のわれわれの研究では常染色体と性染

色体では BrdUの取り込みはびまん性に見られその染

色様式に違いは見られず， Biel巴nskaら25)の報告を支持

するものと考えられた.

結 言寄

今回の観察によって以下の事が明らかになった.

1. 低張処理法による pachytene期染色体では，側方

要素から延びるクロマチン線維はノレープ構造を形成して

おり，その接合部の間隔はほぼ同じであった.さらにク

ロマチン線維はSC，側方要素に入り込み， SCs構成成分

の一部であることが切片像と BrdUを用いた免疫染色

像で明らかになった.

2. SCsの側方要素を構成していると思われる直径

20-25nmと20nmの電子密度の異なる 2種類の頼粒

がみられた.

3. BrdUの持続的微量投与によって精母細胞に

BrdUの取り込みが認められた.全載展開法とイムノゴ

ールド法を併用することで， SCs隣接部の減数分裂前S

期における DNA複製時期は周辺部より遅れていること

が明らかになった.従って減数分裂前期に出現する SCs

と減数分裂前S期に出現する核マトリックスとは異なる

ものであることが示唆された.

4. 性染色体と常染色体ではDNA複製時期に違いは

みられなかった.

稿を終えるに臨み，終始御懇篤なるご指導，御校閲を
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第 1内科学教室土肥和紘教授に深謝いたします.また本
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年 9月，松本〉において発表した.
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Fig目 2.Ultrathin section of rat pachytene spermatocyte prepared by a hypotonic treatm巴nt. The 
same structure as Fig. 1.， leteral element (L) and central element (C)， are observed. A s巴nes
of chromatin-loops， which stretch radial from the lat巴ralelement， are clearly seen. X 72，000 
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Fig. 3a. El巴ctronmicrograph of rat pachytene spermatocyte tr巴atedwith hypotonic solution 
X 80，000 

(85 ) 

Fig. 3b. Area within th巴 rectangl巴， at higher magnification of Fig 3a， shows the chromatin 
fibers creep into the X axis and make up a radial loop. X 100，000 
The heterog巴neousX axis is composed of at least two differ巴ntial巴lectrondense 
granul巴s(open arrows and open arrowheads) 
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Fig. 4. 1mmunohistochemical findings of rat testis treated with anti-BrdU monoclonal anti・

body. Positive staining is found in spermatogonia at 1 week after injection of BrdU. 
The primary spermatocytes ar巴 reactedat 2 weeks， whil巴 thespermatids are reacted 
with anti-BrdU at 3 weeks. The control rat， injected with sodium chloride solution， 

shows no ptsitive reaction. X 160 

Fig. 5. 1mmunohistochemical staining of spermatocyte nucl巴us，at 2 weeks after injection of 
BrdU， prepared by a modified Counce-Meyer's spreading. The primary sper-
matocytes， largest nucleus， show diffuse stainings. 1n some of them， dot-like staining 
pattern in observed. X 320 
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Fig. 6. Electron micrography of pachytene spermatocyte， at 2 weels after injection of BrdU， prepared 
by a modified Counce Meyer's spreading. Chromatin fibers and synaptonemal complexes are 
seen simi1ar toFig. 2. X 80，000 
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Fig. 7. Show th巴 typicalfindings of immunogold 
staining of pachytene spermatocyte with anti 
-BrdU monoclonal antibody. The chromatin 
fibers which incorporate BrdU are observed 
around and within th巴 synaptonemalcom. 
plexes. Attachment plaque CAP) is observed 
in the end of the lateral element. Bar=200 
nm X 50，000 

Fig. 8. Immunogold labeling of pachytene sp巴r
matocyte at 2 w巴巴ksafter injection of BrdU. 
The staining pattern is different from Fig. 7 
The gold particles are not detected within 500 
nm from the synaptonemal complexes 
Carrows). Bar = 200 nm X 32，000 

Fig. 9. Immunogold staining of the autosomal 
chromatin CFig. 9a， X 20，000) and XY pair 
CFig. 9c， X 4，500) in the same pachytene 
spermatocyte at 2 weeks after injection of 
BrdU. Fig. 9b shows th巴 highmagnification 
of Fig 9c CX 20，000). Th巴immunogoldlabe-
ling pattern of the XY chromatin CFig. 9b) is 
similar to that of the autosomal chromatin 
CFig. 9a). 


