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1 .
は じめに

核移植に よ っ て 個体を生 み出す こ とがで きる体

細胞ク ロ ー

ン技術で もわかるように , 細胞核が動

物個体形成の ほとん ど全て の 情報をも っ て い ると

言 っ て も過 言で はなかろう｡ もとは
一

つ の 細胞か

ら
, 発生 ･ 分化 の 過程を経て膨大な細胞数の 動物

個体が形成される ｡ 6 0 兆個にもおよぶ と言われて

いる私たちの 体を構成する細胞の
一

つ
一

つ に細胞

核があり, そ の 直径わず か数ミク ロ ン の 核 の 中に

は父母 そ れぞれか ら 3 0 億塩 基対を受 け継ぎ, 計

6 0 億塩基対に もの ぼる D N A が収納されて い る｡

染色体として 2 3 対 , すなわち 4 6 本, 細胞の 核を

野球の ボ
ー ル にたとえるなら,

一

個の ボ ー ル に実に

数百メ - トル の 細い 糸が 4 6 本も つ め こまれて い る

こ と になる ｡
一 個 の 細胞か ら個体に至 るす べ て の

過 程で , 細胞が倍加す るとき に は全 て の ゲノ ム

D N A が正確に コ ピ
ー

され, 絡まる ことなくそれぞ

れの 娘細胞に分配 されな ければならな い ｡ また,

ゲノ ム 上 に並ん で いる 2 万 数千とされる遺伝子は

適切なタイ ミ ン グで働かなければならない ｡ こ れら

の 過 程を秩序だ っ た制御を通 して うまく行うた め

に , ゲノ ム D N A はタ ン パク質との複合体としてク

ロ マ チ ンと い う形をとり, 様 々 な レベル で折りたた

まれて いる ｡ ゲ ノ ム の 複製や遺伝子の 転写の 際に

は, こ れを部分的に解きほ ぐす ｡ 種 々 の 因子や修
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飾 によ っ て 引き起 こ され るこ の ようなク ロ マ チ ン の

凝縮, 脱凝縮机 複製の 開始や遺伝子発現の スイ ッ

チ の オ ン ･ オ フ の 制御と密接に関係 して い るo
一

方, 個 々 の 染色体 D N A は細胞 核内で もある程度

まとまりをも っ て 空間を占有して い る 机 こ れはさ

らに 小さなゲノ ム機能 ドメ イ ンともい う べ きまとま

りから成り , 複製や転写はそ の 核内に おける配置

や折りた たみの 状態, 核 内に存在す ると考えられ

るネ ッ ト ワ
ー

ク構造との 相互作用な どに よ っ て 影

響を受ける ｡ 細胞分裂中期の 染色体と異なり, 坐

て 同 じよう に見え る間期核の 中で は ,
ゲノ ム の 複

製や遺 伝 子の 転写を はじめ, 様 々 なイ ベ ン トが ダ

イ ナ ミ ッ クで はあ るが厳密な制御~~F に進行して お

り, た とえ些細なこ とで も こ の 制御の 破綻が , 細

胞の 変異やがん 化 , 細胞死を導くと考え られる ｡

著者らは, 細胞 が健常に 発生 ･ 分化す るた め に

R N A FI S H 用
＼/ ＼/

は, 核内高次 構造 の 秩序か保たれる必要があり,

こ れ を知 る こ と れ ク ロ
ー

ン動物を含め , 山積す

る生物学的な諸問題 を解決す る鍵 となる と信じて

い る o そ の
一

端 で ある ゲノ ム の 複製や遺伝子の 転

写な どの 核内イ ベ ン トを, ｢ 見 る｣ と い う手段を

通じて 個 々 の 細胞で と らえ , 多数の 細胞集団の 平

均値と して 解析す るfE =_ 化
'

芋や分 子生物学的手法で

は見出す こ とが で きな い 現象を捉える こ とがで き

ると考えて い る ｡

本稿で は , 主と して 晴乳類細胞の 核内で お こ っ

て い る D N A の 複製や遺伝子 の 転写とL･ ､ っ た 様 々

な基本過程を, 個 々 の 核内,
あ る い は核か ら引き

出したゲノ ム D N A や ク ロ マ チ ン上 で捉え て , 質

光顕微鏡下に可視化す る手法に つ い て , 筆者らが

開発改良を重ね てき た技術を中心 に解説 し, そ の

EL.7: 用展開に つ い て も言及する ｡

i n s I
-

t u I ヽイ ブ リ ダイ ゼ ー

シ ョ ン

j ∈文コ ･ ･ ･ ー m
r - - ･

ジ ゴキ シゲ ニ ン プ ロ
ー

ブ の 変性

標識 プ ロ ー

ブ

R N A の 蛍光検出

【抗 ジ ゴ キ シ ゲニ ン
一 口 ー ダ ミ ン】

D N A FI S H 用

犬 汎 叉 _

J
ゝゝ ー

ビオ チ ン 標識プロ ー ブ プロ ー

ブの 変性

i n s I
'

tu ハ イ プ リ ダイゼ - シ ョ ン

D N A の 蛍光検出

【ア ピ ジ ン I A le x a F F u o r4 8 8]

核 内R N A とD N A

蛍光取 微鏡下 で 可 視化 , イ メ - ジ ン グ

(赤 = R N A ,
篠 = D N A

.
膏 = 核D N A)

図 1 三次元 R N A / D N A F I S H に よ る遺伝子と そ の転
'

亨物 の同時検出 の フ ロ ー

チ ャ
ー ト

ニ 本鎖 D N A プ ロ -

プ を 用 い て R N A . D N A を 同 じ細胞核標本 上 で 悦質的に 捉 え る こ と が で き る R N A /D N ^

F T Slて の 概略 を/jミし た ｡ 検出し た い 遺伝子 の 二 本鎖 D N A を 二 ･

プ ク ト ラ ン ス レー シ ョ ン 等に よ っ て ジ ゴ キ シ ゲ ニ

ン 化 ,
ビ オ チ ン 化 ヌ ク レ オ チ ドで 標識 し. そ れ ぞ れ R N ^

,
D N A 検 出川 ブ ロ ー7

'

と す る ( 逆 で も良 い)
｡ 細胞

を ス ラ イ ドガ ラ ス 上 に 立 体的に 固
'

ji: し . 界面活 性剤で月農の 透過 惟を r
･

. げ た 細川
'

d 核 に 対 し , ま ず R N A の 検,
l

H を 行

う D ジ ゴ キ シ ゲ ニ ン ラ ベ ル ブ ロ - プ を変性 し一本故に した 後, 核内で 一 本鎖 と して 存在す る R N A に 対 して ′ ､ イ

ブ リ グイ ズ さ せ る ｡ 掛 ､ て 蛍光物質i- ( ロ ー ダ ミ ン) が 結 合 した ジ ゴ キ シ ゲ ニ ン に 対す る抗体を結合さ せ , 以 F の

ス テ ッ プ で こ の
'

Bi
'

光抗体 が脱落し な い よ う にf年固定す る｡ R N a s e 処理 して R N A を 除去 し[ .: 後 に D N A をf剣l け

る た め . 標本を 変件処 理 し て 核内 D N A を 一 本鎚 と し , 同様 に 変惟処理 した ビ オ チ ン ラ ベ ル ブ ロ ープ を - イ ブ リ

グイ ズ させ , さ ら に
,
ア ピジ ンーA l e 又 a Fl u o r 4 舶 で 検出す る｡ 最後 に ,

D A P I な ど で 核令イ本を染色 し.

J

Bi
'

北 柏 微

銃で 観察す る ｡ 適 切な
r

B:l
'

光 フ ィ ル ターを 用 い れ は , ロ ーダミ ン は 赤色,
A l e x a F llI O r 4 8 8 は 緑色,

D A P I は 市 色で

･ rI 祝化 で き る
｡
這1云了

･

か-1･ 分転写 さ れ て い れ は 緑色 の D N A シ グナ ル と 赤色の R N ^ シ グ ナ ル が ほ ぼ 屯な っ た

状態 で と ら え る こ とか で き る .｡ ま た , l
r

L
l

; 感度 c c l) カ メ ラ
, 可変 z ス テ - i,p と 解析 ソ フ トウ ェ 7 か あ れ ば立 体的

に 核内 R N A , D N A を イ メ ージ ン グ, (f.f本再構 築 で き , 解析の た めの 付i純益 が増え る._
. ( カ ラ - ぺ - ジ 参照)
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2 . 可視化技術とゲ ノ ム D N A の核内動態

1) 1 個の遺伝子 を可視化で き る蛍 光i n s it u ハ

イプリ ダイ ゼ ー シ ョ ン ( F I S H ) 汰

まず, 本稿の 主体となる可視化技術に つ い て 解

説する c l コ ピ ー の 遺伝子を蛍光顕微鏡下に可視

化 で き る F I S H 法は, そ の 開発以来, 遺伝子や ゲ

ノ ム 断片の マ ッ ピ ン グを中心 に じ トゲノ ム 計画を

支える基本的技術と して そ の 有効性を い かん なく

発揮 して き た｡ ゲノ ム 解析に おける F IS H に対す

る ニ
ー ズかそ の 技術開発を促進 し, 標本作製法を

含め様 々 な改 良がなさ れて き た ｡ S K Y な ど ヒ ト

や マ ウ ス の 全染色体を染め分け , 転塵な どを マ ル

チ カ ラ
ー

で
一

挙に判定で き る手法か ら, 質 の 高い

個別染色体 ペ イ ン テ ィ ン グプ ロ
ー プを用い たゲノ

ム の 核内配置の ダイ ナ ミク ス を解析す る手法, ゲ

ノ ム を核か ら 引き出して D N A フ ァ イ バ
ー 上 で 高

解像度に 解析で きる手法, また 転写物や そ の プ ロ

セ シ ン グを検出す る手法,
さ ら に は こ れ らを タ ン

パ ク 質の 免疫染色と組み 合わせ る手法に至 るまで

多様に技術開発 ･ 改良が進 ん で き た ｡ Li v e c e ll

i m a g i n g 技 術が進 展す る中, F I S H は
一

見時代遅

れと考え て しまう研究者も い るかも しれな い 机

｣二夫次第で核ダイ ナ ミクス解析の 極めて有効な ツ
ー

ル と し て 利用 で き る ｡ 図 1 に 1 つ の 遺伝子 の

D N A と R N A を 同時に捉え る F I S H の 基本原理

の フ ロ ー チ ャ
ー

トを示した ｡ 詳細は図の 説明や プ

ロ ト コ
ー ル 集を参照 して い た だ きた い

1~コ
■

Q 応用編

と して
, 抗体を用 い たタ ン パ ク質の 検出と の 併用

や
, 検出したい 対象, 細胞種等で標本調製を含め

様々 な 工夫が必要で ある れ おおよそ こ の フ ロ
ー

チ ャ
- ト に従われ て い る ｡

2) ゲ ノ ム D N A の 核内動態

個々 の 染色体は細胞核内で , あ る程度ま とま っ

た 空間を占め て おり ,
ク ロ モ ソ

ー

ム テ リ トリ
ー

( c T ) と呼 ばれて い る ｡ さ らに小さ なま とま りを

ドメ イ ン と呼ぶ が ,
C T は I M b 程度の ク ロ マ チ

ン ドメ イ ン か ら ,
さ ら に こ の ドメ イ ン は 1 0 0 k b

程度の ク ロ マ チ ン ( ル ー プ) ドメイ ン から成り,

ドメ イ ン の 間隙部で 転写や複製が行われると考え

られ て い る
1 ■

｡ c T や個 々 の 遺伝子 は D N A を特

異 的 に 検出 で き る F IS H 法 で 可視化 で き る o

F I S H をもち い て ,
ゲ ノ ム の 核内配 置や凝縮度と

図 2 マ ル チ カ ラ
ー

F T S H に よ る ゲ ノ ム の 核

内配置 の ロr 視化

( A ) ヒ ト1 2 番染色体の 核内配I
r

毘の Itl車両構築イ メー

ジ と
.
( B) そ の 推碇模式†珂

7■

o
セ ン トロ メ ア (° e n .)

と短 晩 p の 数個 の ゲ ノ ム ブ ロ ープ を経 で , 良腕 q の

数個 を 赤で 検 札 t el , ば テ ロ メ ア .｡ ( C ) ヒ ト 1 5 番染

色体 c T ( オ レ ン ジ) , セ ン ト ロ メ 7 ( ピ ン ク) , イ ン

プ リ ン ト退伝子S N R P N ( 緑) の 核内配 置の 断面イ メ-

ジ ( 7 0 断面 の う ち の一部)
u)
と ( D ) そ の 核 内配置の

コ ン ビ 1 - タ グラ フ イ ク ス ｡ ( カ ラ
ー ぺ - ジ参照)

複製や転写が関連する例も示され て い る ｡ 例えば,

ゲ ノ ム サ イ ズが似て い る ヒ ト 1 8 番,
1 9 番染色体

の 比較で , 遺伝子密度の 低い 18 番と高い 1 9 番は,

そ れ ぞれ核の 周辺部と内部に配置され, しか もこ

れ は進化 的に 保存さ れ て い る こ とが示され て い

る
寸

･
与■■
｡ ま た .

二 本ある 女性の Ⅹ 染色 体間で , 不

活性化 され て い る方は核の 周辺 部に 配置され ,

c T の 形も表面積が小 さく , 複製される時期も遅

い
r･'

｡ 筆者らも ,

一

本の 染色体の 相対的な核内配

置を調 べ , S 期 に お い て 早く複製す る領域は核の

内部に , 遅く複製す る領域は核の 周辺 部に配置さ

れ る こ とを示した
7}

( 図 2 A B) ｡ ま た, ヒ ト 1 5 番

染色体の C T , セ ン ト ロ メ ア とそ の 近傍に存在す

る ゲノ ム ･ イ ン プ リ ン テ ィ ン グを受ける遺伝子 ,

核 の 4 種 をそ れぞ れ染め分 けて ,
それ ら の 核内配

置を解析 した ( 図 2 C D ) ｡ 国 は r R N A が転写さ

れる核小体の 周りに 存在す る こ と ( ヒ ト 1 5 番染

色 体の
一

端に は r R N A 遺伝子 が多 コ ピ
ー

並ん で

おり , 核小体で 転写 される) , 遺伝子 は強く染色

される
"

C T の コ ア
'

の 周囲に ,
セ ン ト ロ メ ア は

c T コ ア の 内部に あ る こ と を示 して い る
" ■

｡ 注意

す べ 書 こ とは
,

一

般的に 染色体ペ イ ン テ ィ ン グプ
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ロ
ー プ で検出して C T とし て 描かれる領域は , 染

色の 感度に依存する こ とで , 実際に は C T の 内部

に ある よう に見 えて も, 間隙部か入り込 んで い て

種 々 の 閃子 が接近しやすく な っ て い たり, ま た,

C T の 外 で も, ク ロ マ チ ン ル
ー プ が張り出して い

る と認 識す べ き で あるD C T の 表示は染色 体が核

内で占める大まかな全体像で , 遺伝子 は発現状態

にかか わ らず
, 小さな ドメ イ ン の 周辺部に配置し

て おり
,
発現状態にあ る遺伝子は

"

開 い た
"

ク ロ

マ チ ン状態に , 転写不活性な遺伝子は
"

閉じた
p

ク ロ マ チ ン状態にあ っ て , 転写や複製は
` `

開 い た
"

ク ロ マ チ ン やク ロ マ チ ン ドメ イ ン の 間隙部で 起こ

る と考え られ て い る
3 J '

o こ の よう に , 大ま かに

見て も複製や転写はゲノ ム の 核内構造や配 置と密

接に関係して おり, 以下 に個々 の 過程に つ い て さ

らに詳細に解説する ｡

3 . ゲ ノ ム 複製の可視化

1) 核内複雲部位の可視化

動物細胞の ゲノ ム の 複製は, 細胞分裂同期の S

期に 6 - 8 時間か けて お こ る ｡ 個 々 の ゲノ ム 領域

は こ の S 期 の 中で 決ま っ たタ イ ミ ン グで 複製す

る が
,
こ の 複製タイ ミ ン グは マ ク ロ に は染色体 レ

ベ ル の バ ン ド構造や ゲノ ム の 核内配置.
ミ ク ロ に

は ク ロ マ チ ン の 構造や遺伝子の 発現な どと密接に

関連して い る
t■-

o ク ロ マ チ ン の 凝縮度が低い R バ

ン ド領域は S 期の 前半に 複製し ,
ク ロ マ チ ン の

凝縮度が高い G バ ン ド領域は S 期 の 後半に 複製

するが, こ れ ら の 染色体バ ン ドが前述の 1 M b レ

ベ ル の核内ク ロ マ チ ン ドメ イ ン に 相当す ると考え

られ る｡ 筆者らは F I S H 法をもちい る個々 の ゲノ

ム 領域の 複製タイ ミ ン グの 単純な判定法を開発し,

組織特異的に 発現 する遺 伝子の 転写の 有無と複製

タイ ミ ン グか相関す る こ とを示 した
■̀い

｡
c e d a r の

グ ル ー プ は ,
こ の 方法をもちい て イ ン プリ ン ト領

域を解析し, 父母 から受け継い だ
一

対の 対立遺伝

子ア リル 間で複製タイ ミ ン グが異なる ことを示し,

さらに
, 複製タ イ ミ ン グ の ア リ ル 問 で の 非同調性

は 発生初期の 細胞です で に確立され て おり ,
イ ン

プ リ ン ト遺伝11 ･ の ア 1J ル 特異的転写制御より早 い

段階で 起 こる こ とを明 らか に した
L
]

.
L L ■

｡ 図 3 A B に

互 い に近接す る イ ン プ リ ン ト遺伝子 の 複製タ イ ミ

ン グ の 解析例を示す o 筆者ら も, こ の ようなイ ン

囲 3 ゲ ノ ム 複製タイ ミ ン グの可視化

( A , B) 核内 F I S H シ グ ナ ル に よ る 逝伝 子 の 擬 製1火

態の 判
I

jLf 例】ユ
■

｡
マ ウ ス 7 番染色体1二の 二 つ の 起 接す

る イ ン プ リ ン ト迫1i J - が ア リル 間 で 異な る タイ ミ ン グ

で 複製 す る こ と右 示す ｡ A で は 椋 赤と も に 左 か ダ ブ

ル トy 卜で 複製後, 右が シ ン グル ドッ トで 複製甜を ,jミ

すo B は 逆の パ タ
ー ン

D ス ケ- ル は 1 0 FL m c

( カ ラーぺ - ジ参照)

プリ ン ト領域 は, 数百 k b に およぶ 複製タイ ミ ン

グ ドメ イ ン を形成して い る こ と, ドメ イ ン レ ベ ル

の ク ロ マ チ ン構造が異な る こ と, また, こ の よう

なア リ ル 問の 非対称性は, ク ロ マ チ ン構造 の 修飾

に 影響する ヒ ス ト ン 脱ア セ チ ル化 酵素の 阻害に よ

り見 られなくなる こ とな どを示して い る
】 川

o

こ の ように
,
ゲ ノ ム D N A は ドメ イ ン レ ベ ル で

複製タイ ミ ン グの 制御を受けて い るよう に見える

が
,
そ れで は D N A 複製は ゲノ ム L で 実際,

どの

よう に進行して い るの で あろ うか ? 貞核Lf _ 物 の ゲ

ノ ム 上 に は多数 の 複製開始点 ( o ri) が散在 して

おり ,
こ れ らか適 切なタ イ ミ ン グ で 順次活性化さ

れて 短時間 の うちに長大な ゲノ ム が効率よく複製

を完 7 でき る ｡ 個 々 の o r i は S 期 の F(1 で も決ま っ

た時期に活性化され複製を開始す るが , 動物ゲノ

ム に つ い て は o ri に共通す る塩基配列 は同定され

て お らず ,
い く つ か の o ri が マ ッ プさ れて い る も

の の
, 何万もあると考え られる o Ti が ゲノ ム 上 の

ど こ に 存在し, どの よう に並ん で おり ,
どの よう

なタイ ミ ン グや頻度で 活性化され るの か に つ い て

は, よくわか っ て い な い の が現状で あ る｡ こ れ ら

を詳細 に解析する 手法と して 取り組まれ て き た

D N A フ ァ イ バ
ー を用 い る方法に つ い て 以下に 解

説する o

2) D N A フ ァ イ バ ー 上 で の 複製フ ォ ー

ク の解析

細胞を 市販の 特殊被遺して い な い ス ライ ドガ ラ

ス に 滴下し, 風･乾後 S D S 入り の 溶解液に浸 して

細胞を溶か し溶液から引き出して ス ラ イ ドガ ラ ス
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を傾け, 風乾する ｡ 核内 D N A は 溶解液の 流れ に

乗 っ て展開さ れ, はだかの 二重 らせ ん として ス ラ

イ ドガ ラス に 張り つ く｡ あと は通常の F IS H を行

い
, 変性させ て 二重 らせ ん を開き プ ロ ー ブを - イ

ブリさせ れば
, 染色体上 で はクリ ア な点状の 蛍光

シグナ ル として検出さ れたプ ロ ー ブ で もサイ ズに

応じた ライ ン状蛍光 シグナ ル として検出される ｡

こ れで 数百 k b か ら 1 M b ぐら い ま で の ゲノ ム 領

域が解析で きる ｡

一 方, 複製 フ ォ ー クを D N A フ ァ イ バ
ー 上 に可

視化 する試み は 1 9 6 0 年代 の フ ァ イ バ ー オ ー

ト ラ

ジオ グラ フ イ
- ( R I 標識チミ ジ ン を h o t ラ ベ ル ,

w a r m チ ェ イ ス の 二 段 階で 複製標識) に 始ま

る
1 4

,
1 5)

｡ そ の 後,
19 8 0 年代後半に B rd U を取り込

ませ
, 複製フ ォ ー ク の 進行方向はわか らない もの

の , フ ァ イ バ
ー 上 に複製部位を蛍光検出する方法

が報告され た
16)

｡ さ らに C ld U , I d U を染め分 け

る抗 B rd U 抗体 ( 親和力が異なる) の 開発で 複製

フ ォ
ー ク の 進行方向も判定で きる よう に な り,

R I で は検出に数 ヶ月 も要した の が数時間に短縮

さ れた｡ 留意点はあるも の の D N A フ ァ イ バ
ー

上

で複製部位と特定の ゲノ ム ク ロ
ー

ン の F IS H を マ

ルチカラ
ー

で併用 して検出すれば, フ ァ イ バ - オ ー

ト ラ ジオグラ フ イ
-

で はでき なか っ た特定部位の

複製フ ォ
ー

ク や複製起点の 解析が理論的に は可能

で ある
1 7)

｡

細胞 の 複製標識法として はブ ロ モ デオ キシ ウリ

ジ ン ( B r d U ) な どの - ロ ゲ ン化 ヌ ク レオ シ ドや

ビオチ ン等修飾ヌク レオチ ド, 生細胞で 観察でき

る蛍光標識ヌク レオ チ ドが用い られるが, こ れ ら

の ヌ ク レオチ ドは検出に D N A の 変性を必 要と せ

ず, フ ァ イ バ
ー 上 に寸断の ない 高質の 蛍光シ グナ

ル が得られる ｡ 筆者らは, 微細なガラ ス ビ
ー ズ で

細胞をス ク ラ ッ チして できる隙間から修飾ヌク レ

オ チ ドを細胞内に入れる ビ ー ズ ロ ー デ ィ ン グや,

細胞を
一 時的に低張状態に して ヌク レオ チ ドを移

入 する ハ イ ポト ニ ッ ク シ フ トを用 い て い る
1 8)

｡ 特

に後者で は, ほ ぼす べ て の 細胞に移入 でき, 細胞

内に入 るヌク レオ チ ド濃度も均
一 に近く ,

さ らに

浮遊系の 細胞に も用 い る こ とがで き使い やす い ｡

こ の 方法を用 い て 複製標識後 D N A フ ァ イ バ
ー 標

本を作製し, 複製フ ォ
ー

ク を検出した結果, 驚く

べ き こ と に 図 4 A に示す よう な流れ星様 の 蛍光

シグナ ル を観察し, 二段階の 複製標識を使わず と

も単色蛍光ラベ ルで 複製フ ォ ー ク の 進行方向を判

定出来る こ とがわか っ た
1 9)
｡ こ れ は核内に入 っ た

修飾ヌク レオ チ ドが複製の 進行に伴 っ て 消費され

るか, 拡散ある い は代謝され複製鎖に取り込まれ

る確率が下が るた めと考え られるが ,
い ずれ に し

ろこ の 方法に よれば D N A フ ァ イ バ ー 上 に高質の

蛍光シ グナル が検出で き, 二種の ヌク レオチ ドを

使い ,
ま たそれ らの 濃度を変えて 使う こ とで 複製

起点の 高解像度の 解析や フ ォ
ー

ク の ス ピ
ー

ドを見

る こ とがで きる ( 図 4 B C) ｡ 修飾ヌ ク レオチ ドに

よる複製標識と F IS H を併用 して特定ゲノ ム 領域

上 の 複製フ ォ ー ク の 進行の 様子を捉える こ とがで

きる
1 9~21)( 図 4 D ) ｡

細胞か ら D N A を 引き出す S D S フ ァ イ バ
ー 法

で 問題となる ポイ ン トは, D N A 鎖伸展の 均
一

性

とフ ァ イ バ
ー

の 重 なりで ある ｡ 顕微鏡の
一 視野内

で は伸展率はある程度均 一 で あるが視野を変えて

比較すると シ グナル の 長短関係は必ず しも
一

致 し

な い ｡ また ,
ス ライ ドガラ ス に塗布する細胞数が

多い 場合や, 少なくて も核か ら D N A が束に な っ

て 引き出される の で , 特に複製 フ ォ
ー クと F IS H

を組み合わせ る際に は同
一

D N A フ ァ イ バ
ー 上 の

シ グナ ル を見て い るか どうか注意を要する ｡ こ れ

らをある程度解決する手法として 登場した の が分

子コ ー ミ ン グで ある ｡

3) 分子 コ ー ミ ン グ

分子コ ー ミ ン グ [ D ァn a m i c M o l e c u l a r C o m bi n g

( D M C ) 後に 命名] の 最初 の 報告は, 19 9 4 年 に

遡る
22)
｡ D M C と は, 溶液中に D N A 分子を浮遊

させ , 溶液にカ バ ー ガ ラ ス を浸して
一

定 の 速度で

引き上 げ, D N A 分子を櫛状に均
一

な伸展率で 張

り つ ける と い う も の で ある ( 図 5 A ) ｡ こ の 方法

の 特に 重要な ポイ ン トは, D N A を張り つ ける顕

微鏡用 カ バ
ー ガ ラ ス の コ

ー テ ィ ン グ方法と D N A

溶液の 調製法,
さら に D N A 分子の 引き延ば し方

に ある ｡ 分子 コ
-

ミ ン グを用 い た研究報告は徐々

に出て き て い る が, 複製と F IS H を別々 に検出す

る場合に は大き な問題はな い で あろう ( 図 5 B) ｡

しかし, 両者を併用 し 3 - 4 色蛍光で 検出す る の

は困難で ある ｡ F IS H と複製標識を併用 した特定

ゲノ ム 領域上で の 複製解析例は, ゲノ ム 量 の 小さ

い 酵母や遺伝子増幅系が ほとん どで あるが , 重要

な方法と して 注目されて い る
2 3

,
2 4)

( 図 5 C) ｡
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図 4 ゲ ノ ム 上 の 夜襲 フ ォ
ー

ク の 可視化

( A ) マ ウ ス 匪 牲織姫芽細胞 m 5 S を ビオ チ ン _ d U T P

で 複製標識後, 界面括惟剤で 細胞を溶か して D N A フ ァ

イ バ ー標本を作製 し, 複製 フ ォ- ク を検 出し た. こ の

方法 に よ れ ば非変仲条件 で 質 の 高い 検出が で き るo 裡

製フ ォ ー ク は 矢印 の 方向 に 進 み, 両方 向に 進 む フ ォ -

ク の I-F
]
･ 山こ は 複製開蛤点 か存在す る と推定 さ れ るL "

･

, ,

( B ) レ プ
[) コ ン ク ラ ス タ

ー の 検 出例o m 5 S 細胞に ジ

ゴ キ シ ゲ ニ ンーd U T P を耳疋り 込 ませ, D N A フ ァ イ バ ー

を作製 し. 赤の
'

B i 光で 検出 した o 矢頭は 推定の 複製f調

始 点 o ri の 位 置, ス ケー ル バ ー

は 1 0 FL rr ) ｡ 4 つ の 複製

l劉台点か ほ ぼ 同様の タ イ ミ ン グで 複製を 開始 した こ と

を 示す c ( C ) 隣 り 合う 二 つ の レ プ り コ ン の 復製進行

過 程 を 'T( す ｡ m 5 S 細胞 に ジ ゴ キ シ ゲ ニ ンーd U T P ,
2 0

分後に ビ オチ ンーd U T P を取り込ま せ.
D N A フ ァ イ バ ー

を 作製し, そ れ ぞ れ を 泉 緑 の 蛍光 で 検.
1
1 = ノ た

｡ 国 中

の 欠頭 はff!=: 定の 複 製開始点 o ri の 位 置, ス ケ ー ル パ -

は 1 0 k b
⊂ 右側 の o ri が 少 し過 れ て 複 製を 開始 した こ

とを 示す ｡ イ メ ー ジ の 下 に 複 製運行過 程 の 模式図 を 示

し た
2{' ■

｡
( D ) B と 同株の 方法 で 進行速度をIiRIj 定 す る

例D 赤の 閲 軌克と緑の 開蛤点の 間の 距離 を測 り 〔矢印

周〕. 標識‖‡間 ( 分) で 割る と単位時間あ た り の フ ォー
ク の 遊行 速度 を抹出 で き るZ'

l 〉

｡ ( E ) A の 方法 で F I S H

を併用 した｡ 非変性条件下 で もそ の 領域か 複製す る 咋

胡に は F IS H 検[t
J
, か IIT 経 で , 特定領域 の 擬製岡軌ll: の

存/仁が推 定で き る1l
L

′

.
( カ ラ ーペー ジ 参照)

D N A 分子

図 5 分子 コ
ー

ミ ン グの 原理 と FIS H を 併用

し た ゲ ノ ム 上 の 複製部位可視化

( A ) コ ー テ ィ ン グ した カ バ - ガ ラ ス を D N A 溶液 に

浸 し, 一定の 速度 で 引き 上 げ るc D N A 分 子 は メ ニ ス

カ ス の 移動 に した か い 直鎖状 に 張 り つ く
.｡
~Fl 司石ほ 張

り つ い た D N A 分 子 の Y O Y O 架±色
L

Bi 光 顕 微 鏡像｡

( B 〕 D M C を 削 ､ た標本上 で の 複製 フ ォー ク の 検 .
L

h ｡

複製閲始点か ら フ ォ ー ク が進 ん で い る バ タ- ン の 例｡

2 樗類の - ロ ゲ ン 化 ヌ ク レ オ シ ドで 2 0 分ず つ 連 続 的

に 複製標識 し た細胞か ら D N A を 調 製 し, D M C 億 本

を作製 した｡ ~F
'

の 模式F
I

X ゆ よう に矢 印の) 1
'

It
'

g [ こ複製フ ォー
クか 選 み. 各フ ァ イ バ ーの 中 央に 複製閏晩ミ1r: が存在す

ると み なせ る
ごi

･
2 4 ､

｡
( C ) 特定 ゲ ノ ム 配列｣ 二の 複製 フ ォー

ク の uJr 祝化 例｡ D M C を 用 い た 標本 上 で の 複 製 フ ォ -

ク と特定 ゲ ノ ム 領域 の F IS II を 同時検出 した
｡
ス ケ

ー

ル バ - は 1 0 k b ｡. ( カ ラー
ペー ジ参照)
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4 . 遺伝子 の転写の 可視化と核の内部構造

1) 転写中ある い は転写直後の R N A の 可視化
一 個 の 細胞核内にお ける

一

道伝子 の 転写状態も

顕微鏡下に視覚的に 捉え る こ とが で き る ｡ F IS H

法 は遺伝子 マ ッ ピ ン グな どを通して D N A を可視

化す る手段として よく知 られて い るが, 核内で 転

写され る R N A や そ の プ ロ セ シ ン グを解析す る方

法として も有効で あ る
コヨ'

｡ 筆者らは ,
R N A / D N A

F I S H に よ っ て 転写中および転写直後の
一 次転写

産物 R N A と転写され る側の 遺伝子 D N A を同時

に可視化 して 転写状態を解析して い る｡ すなわち,

国 1 に示したよう にタ ー

ゲ ッ トとする遺伝子に つ

い て ジゴ キシ ゲ ニ ンお よび ビオチ ン標識した 二 種

の プ ロ ー ブ D N A を用意 す る｡ R N A が分解され

な い よう に細胞を注意深く ス ライ ドガラ ス 上 に固

定 し
, 核内 D N A の 変性処理 をせず に , プ ロ

ー プ

( 例え ば ジ ゴ キ シゲ ニ ン標識) を 一 本鎖状態の
一

次転写産物 R N A に - イ ブリ グイ ズさせ , ロ
ー ダ

ミ ン抗 ジ ゴ キ シ ゲ ニ ン抗 体で まず R N A を検出す

る ｡ 続L･ ､ て , 標本を再固定後 D N A 変性処理 し,

ビオ チ ン 標識 プ ロ ー プを ハ イ プリ グイ ズ させ ,

F I T C 一 ア ピ ジ ン で D N A を 検 出す れ ば , 赤 い

R N A の ス ポ ッ ト シ グナ ル と緑 の D N A の ス ポ ッ

ト シ グナ ル が核内で ほぼ 同じ位置に重な っ て 見え

る ( 図 6 A B) o 輔乳類の 細胞核内に はほとん どの

遺伝子に つ い て 父方, 母方由来の 一 対 の 対立遺伝

千 ( ア リ ル) か存在す る 机 両ア リ ルが転写され

る通常の 遺伝子で は二 つ の ス ポ ッ トが観察される｡

筆者ら は , 父母由来の 一 方 の ア リ ル の みか転写

されるイ ン プリ ン ト遺伝子を含め ,
い く つ か の 遺

伝子の 転写状態 を R N A / D N A F I S H に よ っ て 詳

細に検討 した.
J` 1 ■

o そ の 結果, 図 6 に 示すよう に,

両 ア リ ル か ら転写される もの ,

一 方 の ア リ ル の み

か ら転写され る もの が効率よく可視化 で き , 特に

イ ン プ リ ン ト遺伝子で は, 父 母どちらか
一 方 の ア

リ ル の みか ら高い 割合で 転写される こ とが示され

た ｡ そ の
一

方で ,
こ の 方法に よれ ば, 同じ細胞集

団で も遺伝子の 種類や個 々 の 細胞で 転写の パ タ
ー

ン が異なる こ とも観察で き たo ま た , イ ン プリ ン

ト遺伝子近傍に 存在す る反復 D N A 配 列 で , 個人

によ っ て コ ピ
ー

数が異なる多型 マ ーカ ー が利用 で

きる場合や
一

方の ア リ ル が欠失して い る場合な ど

は , 父母どち らの ア リ ル か ら転写 されて い るかも,

図 6 イ ン プ り ン ト遺伝子の ア リ ル特異的転写

( A
- D ) R N A / D N A F I S Ii に よ る S N R P N 追 伝子の

転写 状皆 の 検出
■

lri J
o 赤は R N A , 繰 は D N A の 蛍光 シ

グ ナ ル
｡ ( A ) は 一つ の ア リ ル か らの み, ( B) は 両7

1) ル か ら 転写 ｡ ( C ) は S N R P N の R N A ( 赤) と反 得

配 列 D N ^ マ ー カ- (緑) の 検Hj 例｡ s N J W N は 反 得

数の 多 い D N ^ を も つ 父方 ア 1) ル か らの み 転写 され て

い る
D ( D ) S N R P N 退 伝子 の 母方 ア り ル の 欠欠如胞 で

の 転 写状態o s N R P N 退1云子 は 欠失 し て い な い 父Ji ア

リ ル か ら転写 され て い る o ( カ ラ ー ペ ージ参照)

視覚的に決定で きる ( 図 6 C D )
■

∠G'

｡ s h g e r の グ ル -

プ は様々 な蛍光検出と コ ン ビ ュ - 夕処理 を組み合

わせ ,
1 1 種類 の 遺伝子を 一 個 の 核内 で 可視化す

る こ とに成功して い る
コ7 1

o

2) 核 マ トリ ッ ク ス と遺伝子の 転写

複製や転写な どの 様 々 な矧J tJ イ ベ ン ト の 遊行 に

は核の 内部構造が密接に関係する ｡ 動物細胞 の ク

ロ マ チ ン D N A は ル ー プ橋造をとり, ル ー プ の 起

点 と して ゲ ノ ム 上 の と こ ろ ど こ ろ に 存在す る

M A R ( m a t ri x a tt a c h m e n t r e g i o n) とよばれる配

列 を介して 核の 内部構造と相互 作用 して い る と考

え られ て い る ｡ す なわち, ク ロ マ チ ン の 凝縮度だ

けで はなく ,
ク ロ マ チ ン と核の 内部構造との 結合

状態も転写や複製に重要で ある こ とがわか る ｡ 図

7 A B に ヒ ト急性前骨髄性白血病細胞株 H L 6 0 の

細胞質を弱 い 界面活性剤で 除去して 核膜透過性を

よく し, さ らに高塩処理 に よ っ て 核内タ ン パ ク質

を抽出して 作製した - ロ ー 核 に 対する セ ン ト ロ メ

ア およ びテ ロ メ ア の F IS H 画像を示 した o テ ロ メ

アが核の 内部構造に し っ かり と結合し た小さい .轄
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図7 ゲ ノ ム と核 マ ト
l
ト ソ ク ス の 相互作用

〔A .
B) ヒ ト急性骨髄性自

.
rTTL 病 細胞 H L 6 0 か ら調 製

し た - ロ - 核標 本に 対 し て , ヒ ト 1 2 番染 色体セ ン ト

ロ メ ア お よ び全染色体 の テ ロ メ ア 右 そ れ ぞ れ F IS 7i 検

川 し た< , 破線 の と こ ろ ま で 核か ら D N A ル- プが と び

だ して 右 り ,
セ ン トロ メ ア は ル

ー プ上 に 広 が っ て 検出

さ れ る
2ヰ'

[
. ス ケ - ル バ -

ば l o /L m o ( C , D ) 核 マ トl) ッ

ク ス に 結 合 して い る S N R P N 避 伝子の 検Itt L , 赤は 称幅

法で 検Et
J

1 さ れ た S N R P N 道 伝子 の D N A シ グ ナ ル c 緑

は 核 マ トリ ッ ク ス を 構成す る L a m i n 73 の 免疫 穀也｡

( C ) は
一

方の ア リ ル の み , ( D 〕 は 両7 り ル か 核 マ ト

リ ッ ク ス に 結合 して い る こ とを 'j: して い る
2 bl

｡

( カ ラー ペ ー

ジ参照)

状 シ グナ ル で検出されるの に対し, セ ン ト ロ メ ア

はと こ ろ どこ ろ引 っ かかりなが らも核外 へ 引き出

された フ ァ イ パ
ー 状 シ グナ ル とな っ て い るが

,
こ

れ らはゲノ ム 領域に よ っ て 核の 内部構造との 相互

作用 が異なる典型 的な例で ある D 核内で ク ロ マ チ

ン は どの よう な状態で存在し, 転写や複製な どと

かかわ っ て い る の で あろうか ?

核の 内部構造として 核 マ トリ ッ ク ス とよばれる

概念が あ る ｡ 細胞を界面活性剤処理 し, さ ら に

D N a s e で 処 理 した 後, 高塩処理 で タ ン パ クを抽

出した あと に もなお残 っ て い る画分 で , 調製法に

よ っ て 核ス カ ッ フ ォ ー

ル ドともよ ばれ る｡ ク ロ マ

チ ン の う ち露出 した D N A 部分 が D N a s e で 切断

され除かれるの で , 図 7 の 核 ハ ロ ー の ル ー プ部分

か除かれた状態を想像して い ただき たい ｡ た だ し,

核 マ トリ ッ ク ス で は 核内 D N A の 8 5 - 9 0 % か 除

かれて い る の で D A P I で はほ とん ど染ま らな い
2 抄 ■

o

核 マ ト )) ッ ク ス の よう な核内構造が生埋的条件下

で 存在する かどうかの 議論もあ るが , 筆者は核 マ

トリ ッ ク ス が核内に張りめ ぐらされた し っ かり し

た ネ ッ ト ワ ー ク構造と い う より はむ しろ ,
ダイ ナ

ミ ッ ク に 動喜 得る , あ る い は 構造変換 し得る

D N A / R N A / タ ン パ ク 複合体 の ような もの と考え

て い る｡ 最近, 核マ トリ ッ ク ス 関連タ ン パ ク 質が

数多く報告され つ つ あり, 転写や 複製は核マ トリ ッ

ク ス に結合した転写 フ ァ ク トリ ー

, 複製フ ァ ク ト

リ ー で 起こ る とい うモ デ ル が支持されて い る
1' g■

｡

筆者 らはイ ン プリ ン ト遺伝子を例として , 転写を

R N A / D N A F I S H で
,
そ れ ぞ れ の 遺伝子 と核 マ

トリ ッ ク ス と の 結合を高感度 D N A F IS H で 可視

化して解析 した ｡ 図 7 C D に示す よう に , 緑で 検

出した 核 マ トリ ッ ク ス_ L に , 転写され て い る遺伝

子で は,
一 つ の 核当たり 一 点ま たは二 点の 赤の ス

ポ ッ ト状の シ グナ ル が検出され ,

一 方もしくは 南

ア リ ル が核 マ トリ ッ ク ス に結合して い ると推定さ

れた o
一

点の み検出され る核はイ ン プリ ン ト遺伝

子で多く観察さ れ こ れらの パ タ ー

ン の 割合は ,

図 6 A B の R N A / D N A F I S H の 結果と極 め て よ

く 一 致 して い た
Llr ' ■

o 以 上 の 結果は , 細胞 レ ベ ル で

転写さ れて い る遺伝子 は核 マ トリ ッ ク ス上 に検出

され, 転写されて い ない 遺伝子は検出されない こ

とを意味し, 転写が核 マ トリ ッ ク ス に結合した転

写 フ ァ クトリ
ー

を介して 進行す る とい うモ デル を

強く支持す る ｡

そ れ で は, 転写不活性の 退f云子の 転写を誘導さ

れた場合も核 マ トリ ッ ク ス か関与す る の であ ろう

か ? 筆者らは転写誘導可能な熱シ ョ ッ クタ ン パ ク

質 H S P 70 遺伝子領域を例として 解析し, 遺伝子

の 転写の 割合と核マ トリ ッ ク ス へ の 結合性の 割合

がきわめ て よく
一 致す る こ とを示した｡ つ ま り,

遺伝子 の M A R 以 外の 部分は ク ロ マ チ ン の ル ー

プ上 に あり, 転写時に核 マ トリ ッ ク ス 上 に形成さ

れ た転写 フ ァ ク トリ ー に 引 き込 ま れ る わ けで あ

る
3 0 ■

｡

3) 核 マ トリ ッ ク ス と複製

ク ロ マ チ ン D N A の 複製ら核 マ トリ ッ ク ス ヒに

形成さ れた 複製フ ァ ク トリ ー に ク ロ マ チ ン D N A

か引き込 まれて進行す ると考え られて い る｡ 筆者

らは
, 異なる 複製 タイ ミ ン グを も つ こ とがわか っ

て い る 3 つ の D N A 領域に つ い て , 複製依存的に

核 マ トリ ッ ク ス と結合性を示すか どうかを調 べ ,

そ れぞれ の プ ロ
ー ブ は複製タ イ ミ ン グと 一

致 し て
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核 マ トリ ッ ク ス 結合性を示す こ とを確認 したo つ

ま り, ク ロ マ チ ン ル - プ 上 の D N A は複製時に核

マ トリ ッ ク ス に 引き込ま れ, 複製後直ちに核 マ ト

リ ッ ク ス か ら離れ る こ とを意味して い る o

複製開始点と核 マ トリ ッ ク ス の 関係も同様 で あ

ろうか ? 詳細なデ ー タ は省くが, 筆者ら は ウ エ ス

タ ン プ ロ ッ ト
, 複製開始新生鎖の 定量に よる複製

開始点の 確認や , 核 マ トリ ッ ク ス 画分 に含ま れる

D N A の 定量 的 p C R な どを駆使し, S 期初期と

後期に活性化され る複製開始点の 核 マ トリ ッ ク ス

結合性を検討 したD そ の結果, 予備的で ほある が,

複製開始点は , まず 複製開始点認識タ ン パ ク質

( O R C ) に よ っ て初期お よび後期複製開始点と も

に裡製開始点と認識され, G l 期初期に核 マ トリ ッ

ク ス に結合し, 引き続く 複製開始前複合体 ( p r e-

R C ) の 形成, 複製装置の 結合に より核 マ トリ ッ

ク ス 上 に複製 フ ァ ク トリ
ー

が形成さ れる, S 期に

入 り複製した 初期複製開始点は, 核 マ トリ ッ ク ス

か ら離れるか , 後期開始点は核マ トリ ッ ク ス に結

合したまま で ,
S 期後期に な っ て 復興後に離れる

こ とを示すデ ー タを得て い る
2 'r '

o

4) エ ビジ ェ ネテ ィ ク ス

ゲノ ム はク ロ マ チ ン として 存在す る 机 そ の 構

造や凝縮度は 一 定 で はなく ,
ゲ ノ ム 上 の 個々 の 遺

伝子やゲノ ム 領域の 複製 ･ 転写は, D N A の メ チ

ル 化や ヒ ス ト ン の ア セ チ ル 化 ･ メ チ ル 化な どの 修

飾を通 して形成されたク ロ マ チ ン構造によ っ て 様々

な レ ベ ル の 制御を受ける o こ れら の 修飾は エ ビジ ュ

ネテ ィ ッ ク な修飾, エ ビジ ェ ネテ ィ ク ス と呼ばれ,

D N A の 配列 に 記さ れて い ない 制御と して生 命科

学研究の 一 大研究領域を形成するに至 っ て い る
3' '

o

ク ロ マ チ ン の エ ビ ジ ュ ネ テ ィ ッ クな修飾は核内ダ

イ ナ ミ ク ス の 重要な要因で あり , 筆者 らもイ ン プ

リ ン ト遺伝子の 複製や転写制御,
ヘ テ ロ ク ロ マ チ

ン の 形成な どとの 関連性に つ い て 研究 を展開して

い るが , 本稿で は可視化手法を主 とした絵言削こし

て おり, そ の 詳細に つ い て は他の 総説を参考に し

て い た だ き た い
1 2 ･ 竺i

L
3 0 ･ ユ1 '

｡ こ こ で は ヒ ス ト ン の 修

飾や 他の タ ン パ ク 質と上 述の F I S H の 併用例をあ

げる に と どめる o 図 8 ば マ ウ ス セ ン ト ロ メ ア領域

の ヘ テ ロ ク ロ マ チ ン の 形成に関与するタ ン パ ク質,

修飾 ヒ ス ト ン の 同時検出例を示す ｡ D N A の メ チ

ル化や ヒ ス ト ン 修飾の 変化に伴 っ て ク ロ マ チ ン構

造や そ の 形成に関与する と考え られるタ ン パ ク質

や R N A が変化する様子を マ ル チ カ ラ
ー で 捉える

こ とが できる ｡

5 . 今後の展開

1) 技術的側面

本稿で は D N A フ ァ イ バ ー 上 の 複製フ ォ
ー

ク や

F IS H 検出, 転写中ある い は直後の R N A や そ の

プ ロ セ シ ン グを観察で き る R N A ノD N A F I S H .

核 マ トリ ッ ク ス に つ い て 解説したが, 異なる遺伝

子か集ま っ て 巨大な転写フ ァ ク トリ ー を形成し転

写が起 こ る例もあ る
j2 ､

｡ ま た ,
C h r o m o s o m e C o n -

f o r m a ti o n C a
p
t u r e ( 3 C ) と い う方法を用 い て ,

塩基配列上か なり離れて い たり異なる染色体に あ

るか核内で は近接して協調 的に転写が行われる例

も示されて おり
う3 :

,
こ う した中で の 核 マ ト 1) ッ ク

ス
, 転写 ･ 複製フ ァ ク トリ

ー

が どの ような関係に

ある の かも興味深い ｡ テ ロ メ ア の 鎖特異的に検出

す る C O - F I S H や R e D F I S H
,
R N A ,

D N A
, タ

ン パ クを同時検出す る系な ども核ダイ ナ ミ クス の

解析に今後も有効な手段で ある こ とは変わりない

で あろう o ま た ,
D N A フ ァ イ バ ー で はなく ク ロ

マ チ ン フ ァ イ バ
ー 上 で タ ン パ ク同相互作用 や ヒ ス

_=

!

-

･

l

:: -

_
.

: _
_ = ∴ ∴i . . I

図8 マ ウ ス セ ン ト ロ メ ア ヘ テ ロ ク ロ マ チ ン 街域を梢成す る D N A . タ ン パ ク質 の マ ル チ カラ
ー

検出

m 5 S 細 胞に つ い て 修飾 ヒ ス ト ン な どの 局在 を 蛋 光検出 した｡ 左 か ら D A P I , M a S a l の F I S H .
ア セ チ ル 化 ヒ ス

ト ン fi ヰ. H P l a を そ れ ぞ れ 7
1 レ- , 各 級 赤で 検 出 した 同

.核 の イメ ー ジ に 続 い て , 二 種ず つ を 重ね 合わ

せ た D メ ジ ャ - サ テ ライ ト D N A ( M a S a り 筒域 ほ凝 縮 し, 低 ア セ ナ ル 仙J: 態 で H P l a が 局在 して い る c ス ケー

ル ′く- ば l o /J m ,
, ( カ ラ

ー ペ ー ジ 参照)
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ト ン 修飾,
さ らに は D N A F I S H と の 併用 を試み

てみるの もおもしろ い ｡
一

方, 浸透性の よ い プ ロ ー

ブと して 使える ペ プ チ ド核酸 ( P N A ) の 合成も

注文できる ように なり, さ らに次世代の 核酸と し

て L N A (l o c k e d N A ) が 注目を浴びて い る ｡ こ

れ に つ い て は次の 機会に検討結果を示した い ｡ 原

理 的 に 退色 しな い 微粒子 に よ る蛍光 q u a n t u m

d o t な ど, プ ロ
ー ブ側, 蛍光試薬側の 開発改良も

進んで , 今後さら に 一 般化 して選 択肢が増える こ

と になろう｡

2) 実用 的側面

F IS H を用 い る ゲノ ム 可視化技術は既 に遺伝病

の診断や, 染色体異常の 解析な どに利用されて き

た
｡

一 方 で , 例え ば遺伝子 の 転写応答を R N A

F IS H で捉えれば , より迅速で 高感度の 判定が期

待で きる ｡ す なわち, 食品中の 機能性成分や , 残

留農薬,
重金属等の 有害物質などは動物細胞に何

らかの 刺激を与える こ とが推定され ,
そ の 刺激を

細胞の ス ト レ ス 応答として 遺伝子の 転写を検出す

れ ば, 高感度の ス クリ ー ニ ン グシ ス テ ム を構築で

きる可能性が ある ｡ また , 脂肪細胞の 脂肪蓄積量

と遺伝子応答な どの 関係を調べ れば ,
生活習慣病

に関連する診断シ ス テ ム の 開発に応用で きるかも

しれな い ｡ R N A F I S H は核内で の 遺伝子の 直接

的なオ ン ･ オ フ を捉えて い る点で ,
マ イ ク ロ ア レ

イや他の方法とは異なる｡ こ う した分野で の 応用

は本法の新たな展開を導く こ とに なろう｡ 筆者ら

は, こ うした応用展開に つ い てす で に研究を進め

予備的な結果を得て おり, 次 の 機会に そ れらの 詳

細に つ い て紹介した い ｡

6 . おわ りに

本稿で は, 晴乳類細胞の 個々 の 核内で おこ る複

製や転写,
ク ロ マ チ ン修飾など様々 なイベ ン トを

蛍光顕微鏡下に可視化する手法に つ い て 筆者らの

グル ー プが開発改良を重ねて きた技術を中心 に解

説した｡ こ れ らの 技術は, 何も晴乳類に限 っ たわ

けで はなく, 他 の 動植物や微生物 にも十分適用可

能な もの で あ る｡ また組織や個体 レ ベ ル で の解析

に も応用で き ,
こ う した技術が, 多種多様な生物

を対象とする生物資源 学の 研究領域で 幅広く応用

される こ とを期待 した い ｡

和文要約

体細胞ク ロ ー

ン技術で もわか るよう に , 細胞核

が動物個体の ほとん ど全て の 情報をも っ て い ると

言 っ て も過言で はなかろう｡ 長大な D N A 分子が

ク ロ マ チ ン を形成し ,
1 つ の 核 に収納され て い る

が, 核内に おける D N A 複製や転写な どの 基本的

な核内イ ベ ン トは厳密な制御下に ダイ ナ ミ ッ ク に

進行し, そ の 破綻は細胞を変異やがん化 , 死に導

く ｡ 本総説で は核内で進行す る神秘的な過程を解

き 明かす た め の , 蛍光顕微鏡下 に - コ ピ -

の

D N A / R N A 分子を可視化す る方法を解説する ｡

D N A 複製タイ ミ ン グ, 複製 フ ォ ー

ク , 遺伝子の

転写, 核 マ トリ ッ ク ス の 役割等の 解析をはじめと

す る蛍光 i n sit u - イ ブリ グイ ゼ - シ ョ ン の 最新

の 方法とそ の 応用例を列挙した｡
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2 7) L E V S K Y , J . M .
,
S H E N O Y

,
S . M .

,
P E Z O

,
R . C . a n d

S I N G E R
,
良 . H . ( 2 0 0 2) Si n gl e

-

c ell g e n e e x p r e s si o n

p r o 丘1i n g . S ci e n c e 2 9 7 : 8 3 6 - 8 4 0 ･

2 8) P H I L I M O N E N K O , V . V .
,
F L E C H O N

, J . E . a n d H o z A K
,

P . (2 0 0 1) T h e n u c l e o s k el e t o n : a p e r m a n e n t s t r u c
-

t u r e o f c ell n u cl ei r e g a r d l e s s o r t h ei r t r a n s c r l p tl O n al

a c ti v lt y . E x p . C ell R e s . 2 6 4 : 2 0 1 - 2 1 0 .

2 9) C o o K , P . R . ( 1 9 9 9) T h e o rg a n i z a ti o n o f r e p li c a ti o n

a n d t r a n s c r l p tl O n . S ci e n c e 2 8 4 : 1 7 9 0 - 1 7 9 5 ･

3 0) 奥村克純. (2 0 0 5) 核内ク ロ マ チ ン構造と複製 ･

転写 の ダイ ナ ミ ク ス . 生化学 7 7 : 1 9 ト1 9 9 .

3 1) L I E B ,J . D .

,
B E C K

,
S .

,
B u L Y K , M . L .

,
F A R N H A M

,
P .

,

H A T T O R I
,
N A K A .

,
H E N IK O F F

,
S . L I U

,
X . S .

,

O K U M U R A
,
K .

,
S H I O T A , K .

,
U s H IJ I M A , T . a n d

G R E A L L Y
, ∫. M . ( 2 0 0 6) A p pl yi n g w h ol e

-

g e n o m e

s t u d i e s o f e p l g e n e ti c r e g u l a ti o n t o st u d y h u m a n

d i s e a s e . C y t o g e n e t . G e n o m e R e s . 1 1 4 : 1
- 1 5 .

3 2) O s B O R N E , C . S .
,
C H A K A L O V A

,
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,
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,
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,
D .

,
H o R T O N

,
A .

,
D E B R A N D

,
E .

,

G o y E N E C H E A
,
B .

,
M I T C Ii E L L

, J . A .

,
L o p ES

,
S .

,

R EI K
,
W . a n d F R A S E R

,
P . ( 2 0 0 4) A c ti v e g e n e s

d y n a m i c a11 y c ol o c ali z e t o s h a r e d si t e s o f o n g o l n g

t r a n s c r l p t lO n . N a t . G e n e t . 3 6 : 1 0 6 5- 1 0 7 1 .

3 3) L I N G , J . Q .

,
L I

,
T .

,
H u

, J . F .

,
V u

,
T . H .

,
C H E N

,
H .

L .
, Q I U , X . W .

,
C H E R R Y

,
A . M . a n d H o F F M A N

,
A ･

R . ( 2 0 0 6) C T C F m e d i a t e s i n t e r c h r o m o s o m a l

c ol o c ali z a ti o n b e t w e e n I g f 2/ H 1 9 a n d W s b l / N fl ･
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桶乳類細胞に おけ る核内ゲノ ム ダ イ ナ ミ ク ス の 可視化技術と そ の 応用展開を目指して 1 3
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核内R N A とD N A

図 1 三.次元 R N A / D N A F I S H に よ る遺伝子とそ の転写物の 同時検出の フ ロ
ー

チ ャ
ー ト

図 2 マ ル チ カ ラ
ー F I S H に よ る ゲ ノ ム の 核

内配置 の 可視化

BEE 3 ゲ ノ ム複製タイ ミ ン グの可視化 囲 4 ゲ ノ ム 上 の複製 フ ォー ク の 可視化
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図 5 分子 コ ー

ミ ン グの 原理と FIS H を併用

した ゲ ノ ム 上 の 複製部位可視化

園 6 イ ン プ リ ン ト遺伝子の ア リ ル特異的転写

園 7 ゲノ ム と核 マ ト リ ッ ク ス の 相互作用
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図8 マ ウ ス セ ン ト ロ メ ア ヘ テ ロ ク ロ マ チ ン領域を構成する D N A , タ ン パ ク質の マ ル チ カ ラ
ー

検出
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E ff e c t s o f T y p e s o f S o il s a n d G e o s y n t h e ti c s

o n P u ll o u t B e h a v i o r

M d . Z a k a ri a H o s s A I N

G r a d u a t e S c h o ol of B i o r e 5 0 u r C e S , M ie U n i ve r sity , 1 5 1 5 K a m i h a m a- c h o , T s u , M i e 5 1 4 - 85 0 7

A b s t r a c t

A n e x p e ri m e n t a l i n v e s tlg a ti o n w a s c o n d u c t e d w i th th e o bj e c ti v e t o fi n d o u t t h e e ffTe c ts o f t y p e s o f s oils

a n d g e o s y n th e ti c s o n p u ll o u t b e h a v i o r b e c a u s e o f th ei r c o n t e n ti o u s i s s u e s i n d e sig n l n g all s o r ts o f r ei n fTo r c e d

e a r th s t r u c t u r e s ･ A s e ri e s o r p u ll o u t t e s ts w i th t w o ty p e s o r g e o sァn th e ti c s s u c h a s fb r t r a c a n d s t a b il a n k a

u n d e r s i x n o r m a l s t r e s s e s w e r e c a r ri e d o u t i n o r d e r t o o b t a i n t h e p u ll o u t r e si s t a n c e s b o th i n s a n d y a n d

cl a y e y s o ils ･ T h e a n a l y s e s o f th e d a t a a n d i n f o r m a ti o n r e v e a l e d t h a t th e s t a b il a n k a h a s m o r e fr i c ti o n a l

r e si s t a n c e i n cl a y e y s o il t h a n t h a t o f t h e f o r t r a c w h e r e a s i t h a s l e s s f ri c ti o n al r e si s t a n c e i n s a n d y s oil a n d t
h e

c o h e si o n o f st a b il a n k a i s c o n s p l C u O u Sl y h ig
h e r a s c o m p a r e d t o fb rt r a c i n b o t h t y p e s o f s o il s . T h e u s u a

l

c h a r a c t e ris ti c i s t h a t th e r e i s a n i n c r e a s e i n p u ll o u t s t r e s s w it h t h e i n c r e a s e i n d i s p l a c e m e n t a s w ell a s w i th

th e i n c r e a s e i n n o r m a l s t r e s s fらr a n y c o m b i n a ti o n o f g e o s y
n th e ti c a n d s o il ･ T h i s fTe a t u r e a g r e e s th e r e s u l ts

o f o t h e r s t u d i e s fわu n d i n th e li t e r a t u r e .

K e y W o r d s : g e o s y n th e ti c s , r e i n f o r c e d s oil , p u ll o u t b e h a v i o r , f o r t r a c , s t a b il a n k a ,

e x p e ri m e n t , m u l ti p l e e ff e c ts

1 . I N T R O D U C T I O N

I t i s w e ll r e c o g n i z e d t h a t t h e t y p e s o f s o il a n d r e i n fo r c e m e n t i n e a r t h s t r u c t u r e s p l a y s a s l g n i fi c a n t r o l e

o n t h e o v e r a ll p e rfわr m a n c e o r r ei n fb r c e d s o il s t r u c t u r e s ( W illi a m s e t a l , 1 9 8 7) . p u ll o u t b e h a v i o r i s o n e o f

t h e m aj o r p h e n o m e n a f o r e x a m i n i n g th e s t a bili t y o f r ei n f o r c e d e m b a n k m e n t s a n d s o il s t r u c t u r e s ( M a d h a b

e t a l . , 1 99 8 , Z a n zi n g e r e t a l .

, 2 0 0 1) .
v a ri o u s ty p

e s o f
g
e o s y n t h e ti c s a r e w i d el y u tili z e d f o r t h e i m p r o v e m e n t

o f s t a b il it y o f e m b a n k m e n t s a n d s o il s t r u c t u r e s .
I n t h e

p
r e s e n t i n v e s tl g a tio n , t w o t y p e s o f g e o s y n t h e ti c s

s u c h a s f o r t r a c a n d s t a b il a n k a a r e u s e d o w i n g t O t h e i r e a s e o f a v a il a b ilit y l n t h e l o c a l m a rk e t a s w e ll a s t h ei r

w id e s p r e a d u s e a ll o v e r t h e w o rl d fわr s o il r e i n fわr c e m e n t a p p li c a ti o n s . T h e a v a il a bl e lit e r a t u r e r e v i e w

cl e a rl y i n d i c a t e s t h a t t h e p u ll o u t r e sis t a n c e s a r e s c a t t e r e d i n s t r e n g t h s d e p e n d i n g o n d iff e r e n t r e i n fo r c i n g

m a t e ri a l s a s w e ll a s s o il t y p e s ( K u w a n o e t a l . , 1 9 9 9 , I z a w a , e t a l . , 2 0 0 1 , M a h m o o d , e t a l . , 2 00 0 , G h i o n n a ,

e t a l . , 2 0 0 1) . I t i s , t h e r e f o r e , m o st i m p o r t a n t t o i n v e s ti g a t e t h e i n d i v i d u a l r e in f o r c e m e n t w it h v a r yi n g s o il

p r o p e r ti e s f o r c l e a r u n d e r st a n d i n g o f p u ll o u t b e h a v i o r a s w e ll a s t h e i r e ffe c ti v e n e s s a n d s u i t a bili t y f o r

p r a c ti c a l a p p li c a ti o n ･ U n f o r t u n a t e l y , t h e r e i s n o c o d e o r g u id e lin e a v a ila b l e o n t h e e ff e c t o f ty p e s o f

g e o s y n t h e ti c s s u c h a s f o r t r a c a n d s t a b il a n k a o n p u ll o u t s t r e n g t h o f r ei n f o r c e m e n t e v e n t h o u gh i t p r e s e n t s

a c o n sid e r a b l e v e r s a tili t y l n t h e d e v el o p m e n t o f r e i n f o r c e d s o il s t r u c t u r e s ･ M o r e o v e r
,
t o t h e k n o w l e d g e o f

t h e a u t h o r s
,
n o a tt e m p t h a s s o f a r b e e n m a d e t o i n v e s t i g a t e t h e c o m p a r a ti v e s t u d y o n p u ll o u t s t r e n g t h o f

g e o s y n th e ti c s t r e a t e d i n t h is p a p e r w i t h s a n d y a n d c l a y e y s o il s ･

T h e p r e s e n t i n v e st l g a ti o n l S , t h e r e fわr e , u n d e r t a k e n fらr c o m p a r l n g t h e o v e r a ll r e s p o n s e o f t y p e s o r

2 0 0 7 年 2 月 14 日受理
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g e o s y n t h e ti c s o n t h e p u ll o u t b e h a v i o r o f r e i n f o r c e m e n t e m b e d d e d i n t w o t y p e s o f s o il s . P u ll o u t t e st s o f t w o

t y p e s o f g e o s y n t h e ti c s n a m e l y f o r t r a c a n d st a b il a n k a a r e c a r ri e d o u t u s l n g S a n d y a n d c l a y e y s o il s o f M i e

p r e f e c t u r e , J a p a n . A s e ri e s o f p u ll o u t t e s t s u n d e r si x n o r m a l s t r e s s e s s u c h a s 6 k N / m
2

,
1 2 k N / m

2

,
1 8 k N /

m
2

,
2 4 k N / m

2

,
3 0 k N / m

2

a n d 3 6 k N / m
2

h a v e b e e n c a r ri e d o u t in o r d e r t o fi n d o u t t h e e f f e c t o f t y p e o f s o il

a n d g e o s y n t h e ti c s o n p u ll o u t b e h a v i o r . R e s u l t s o f t h e s e t e s t s a r e d e p i c t e d t o u n d e r s t a n d th o r o u gh .
1 y o f t h e

s t r e s s - d i s p l a c e m e n t r e l a ti o n s h ip s a n d u l ti m a t e s t r e n g t h s o f p u ll o u t t e s t s .

2 . P r o p e r ti e s o r m a t e r i a l s

l ･ 1 P r o p e r ti e s o f s a n d y s o i l

T h e p a
r ti cl e si z e d i s t ri b u ti o n c u r v e o f s a n d y s o il r e v e a l s t h a t n e a rl y 9 % o f t h e s o il i s c o a r s e c l a y , 7 % i s

fi n e sil t , 6 % i s c o a r s e sil t , 1 4 % i s fi n e s a n d , 4 4 % is m e d i u m s a n d a n d m o r e t h a n 2 0 % i s c o a r s e s a n d w h i c h

m e a n th a t m o r e t h a n 9 0 p e r c e n t o f t h e s o il b e i n g l n th e sil t a n d s a n d f r a c ti o n ･ T h e a v e r a g e s p e cifi c g r a v l t y

o f th e s a n d y s o il is c a l c u l a t e d a s 2 .6 4 ( F i g . 1) . T h e o th e r p r o p e r ti e s o f t h e s a n d y s o il u s e d i n t h e s e t e s t s a r e

g l V e n i n T a b l e 1 .

10 0

9 0

8 0
- ､

邑 7 0
bJ)

･

喜 6 0
く/ :

( 弓

1 5 0
O

b J )

B 4 0
⊂

q}

2 30
(D

FL <

0 .00 0 1 0 .0 0 1 0 ,0 1

P a rticl e s di a m e t e r ( m )

0 .1

F i g .
1 P a r ti c l e si z e d i s t ri b u ti o n c u r v e o r g a n d y s o il

T a b l e 1 P r o p e rti e s o r s a n d ァ s o il

D r y d e n sit y ( γd) 1 . 8 3 t/ m
3

o p ti m u m w a t e r c o n t e n t ( Ⅷ pt) 1 5 . 3 %

s p e c ifi c g r a v it y ( p s) 2 .6 4

C o h e si o n ( c) 5 .0 1 k N / m
2

A n gl e o f i n t e r n al fri c ti o n ( ¢ ) 3 2 .1 9
o

S a n d
,
> 7 5 〟 m

S ilt
,
5 - 7 5 〟 m

C l a y , < 5 F L m

1 . 2 P r o p e r t i e s o f c l a ァe ァ s o il

T h e p a r ti c l e si z e d i s t ri b u ti o n c u r v e o f c l a y e y s o il p l o tt e d i n F i g ･ 2 i n d i c a t e s t h a t n e a rl y 3 3 % o f t h e s o il

i s c l a y , 2 4 % is f in e s il t , 5 % i s m e d i u m sil t , 4 % i s c o a r s e silt , 1 2 % is f in e s a n d , 1 4 % i s m e d i u m s a n d a n d

6 % i s c o a r s e s a n d w h i c h m e a n t h a t m o r e t h a n 6 6 % p e r c e n t o f t h e s o il b e i n g i n t h e c l a y a n d sil t f r a c ti o n .



E ff e c t s o f T y p e s o f S o il s a n d G e o s y n th e t
i c s o n P u ll o u t B e h a v i o r 1 7

80
i ヨ

邑 70
eL O

･喜 60
こ′:

(勺

訂 50
bL)

召 40
O

呂 30
FL-

20

0 . 00 0 1 0 .00 1 0 .0 1 0 .1 1

P a rticle dia n E t e r( IT rm )

F i g . 2 P a r ti c l e si z e d i s t ri b u ti o n c u r v e o f cl a y e y s o il

L i q u i d li m i t , p l a s ti c li m i t a n d t h e p l a s ti c i t y i n d e x o f t h e s o il a r e 5 6 ･ 2 % , 2 9 ･3 % a n d 2 6 ･ 9 , r e s p e c tiv el y ･ T h e

a v e r a g e s p e c
i fi c g

r a v l t
y
O f t h e s o il i s c a l c u l a t e d a s 2 ･7 0 ･ T h e o t h e r p r o p e r ti e s o f th e c l a y e y s o il u s e d i n t h e s e

t e s t s a r e d e p
i c t e d i n T a b l e 2 ･

T a b l e 2 P r o p e r ti e s o f c l a y e y s o il

D r y d e n si t y ( γd) 1 .5 3 t/ m
3

o p ti m u m w a t e r c o n t e n t ( W . p t) 2 5 ･0 %

s p e ci丘c g r a v i ty ( β∫) 2 .7 0

c o h e si o n ( c) 6 4 .3 1 k N / m
2

A n g l e o f i n t e r n a l fr i c ti o n ( め) 1 6 .0 1
o

S a n d
,
> 7 5 〃 m

S il t
,
5 1 7 5 FL m

C l a y , < 5 FL m t

L i q u i d li m i t

P l a s ti c li m i t

P l a sti c l t y i n d e x

1 . 3 P r o p e r t i e s o f f o r t r a c g e o s y n t h e t i c

T h e p h y si c a l a p p e a r a n c e o f f o r t r a c g e o s y n t h e ti c o b t a i n e d c o m m e r c ia ll y i s m a n u f a c t u r e d f r o m p o l y e s t e r

y a m s ( F ig . 3 a) . T h ej u n c ti o n s o f t h i s m e s h a r e d i r e c tl y c o n n e c t e d a n d g r e a tl y i m p r o v e d b y i n t e r w e a v i n g

t h e y a m s a n d t h e n it i s c o a t e d w it h p r o t e c ti v e s h e a t h i n g ･ T h e st r e n g t h o f t h e j u n c ti o n s i s a d e q u a t e t o

t r a n s m it t h e e n v i s a g e d l o a d i n g s ･ T h e c r o s s
-

s e c ti o n o f g e o g rid s t r a n d i s 2 m m X 6 m m i n l o n g i t u d i n a l

d i r e c ti o n a n d 1 .O m m 丘1 a m e n t d i a m e t e r i n t r a n s v e r s e di r e c ti o n w i t h c e n t e r t o c e n t e r o p e n l n g S O f 2 4 m m i n

l o n g
i t u d i n a l di r e c ti o n a n d 2 0 m m i n t r a n s v e r s e di r e c ti o n ･ T h is m e s h i s c o m m e r c i a lly n o m e n cl a t u r e d a s

T
y p
e 1 5 0/3 0 1 2 0 w h i c h h a s t e n sil e s t r e n g t h 1 5 0 k N / m i n l o n g i t u di n a l d i r e c ti o n a n d 3 0 k N / m i n t r a n s v e r s e

d i r e c ti o n .

1 . 4 P r o p e r t i e s o f s t a b il a n k a g e o s y n t h e t i c

T h e s t a b il a n k a g e o
s
y
n t h e ti c i s m a d e o f p o l y e s t e r y a m s b y in t e r w e a v l n g e a c h o t h e r i n s u c h a w a y t h a t

t h e r e i s n o g a p a
m o n g

t h e fil a m e n t s ( F i g ･ 3 b) ･ T h u s , t h e s t a b il a n k a g e o s y n t h e ti c l o o k s li k e a s h e e t i n

n a t u r e ･
T h e J

u n c ti o n s a r e n o t s h e a t h e d n o r c o n n e c t e d w it h p r o t e c ti v e s h e a t h i n g ･ T hi s s h e e t i s
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c o m m e r ci a ll y n o m e n cl a t u r e d a s T y p e 8 0 0 / 1 0 0 , w h i c h m e a n s t h a t i t h a s t e n sil e s t r e n g t
h s 8 0 0 k N / m i n

l o n
g
i t u d in a l d i r e c ti o n a n d 1 0 0 k N / m i n t r a n s v e r s e d i r e c ti o n . T h e t h i c k n e s s o f t h e s h e e t i s 2 m m .

a .
F o r t r a c

+
∴ 早+ 十

･
十

下 ← + + + -
.
謎

b . S t a b il a n k a

F i g ･ 3 P h y s
i c al a p p e a r a

n c e D f g
e o s y n t h e ti c

2 . E Q U I P M E N T A N D M E T H O D O L O G Y

2 . I M a j o r p a r t s o f t h e t e s t i n g e q u i p m e n t

T h e a p p a r a t u s u s e d i n t h i s s t u d y i s c a p a b l e o f p e r f o r m in g b o t h p u ll o u t a n d d i r e c t s h e a r t e s t s ( F i g , 4) .

F o r c o n v e n i e n c e o f t h e r e a d e r s
,
t h e i m p o r t a n t c o m p o n e n t s o f t h e t e s tl n g e q u l p m e n t a r e n u m b e r e d

n u m e ri c a ll y s t a r ti n g f r o m t o p
-l e ft t o rig

h t - d o w n i n t h e i n c r e a si n g w a y s u c h a s , t h e n u m b e r f r o m [ 1] t o

[ 1 2] w h e r e t h e n u m b e r [ 1] i s t h e p u ll o u t s t r e s s m o n i t o ri n g d i s p l a y , [ 2] i s t h e n o r m a l s t r e s s r e a c t o r , [3]

i s t h e u p p e
r
p a
r t o f t h e p u

ll o u t b o x , [ 4] i s t h e e l e c t r i c a ll y o p e r a t e d p u ll o u t j a c k , [ 5] i s t h e p u ll o u t s t r e s s

m e a s u ri n g
d e v i c e

, [ 6] i s t h e r e in f o r c e m e n t c l a m p in g j a c k , [7] i s t h e r e i n f o r c e m e n t , [8] i s t h e cl e a r a n c e

s c r e w b e t w e e n th e u p p e r b o x a n d t h e r ei n f o r c e m e n t , [9] i s t h e l o w e r p a r t o f t h e p u ll o u t b o x , [ 1 0] i s t h e

h o r i z o n t a l d i s p l a c e m e n t m e a s u ri n g d i a l g a u g e , [ 1 1] i s t h e v e r ti c a l d i s pl a c e m e n t m e a s u ri n g d i a l g a u g e a n d

[ 1 2] i s t h e n o r m a l s t r e s s m e a s u ri n g d i a l g a u g e .

1 2

F i g . 4 P u tl o u L a n d s h e a r t e s t a p p a r a t u s

2 . 2 0 u t l i n e o f t h e t e s t i n g e q u l p m e n t

S o m e i m p
o r t a n t f e a t u r e s in c o r p

o r a t e d i n t h e t e s t l n g e q
u l
P m e n t a r e t h e m o n i t o r l n g O f s o il d il a t a n c y a n d

t h e t e s tl n g a
r r a l l g e m e n t W h e r e i n t h e cl a m Iブ. n g S y s t e m t

lO r P ul l o u t t e s t i s l o c a t e d o u t si d e t h e c o m p a c t e d s o il

t o e a s e o f c l a m
p
i n
g
th e r e i n f lD r C e m e n t ･ T h e p u

ll o u t b o x i s a r e c t a n g u l a r s h a p e o f si z e 1 5 0 m m i n l e n g t h .
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1 0 0 m m i n w i d t h a n d 1 0 0 m m i n h eig h t ･ T h e b o x i s d i v i d e d i n t o t w o p a r t s n a m e lァl o w e r a n d u p p e r b o x e s ,

b o t h a r e 5 0 m m i n d e p t h ･ T h e a p p a r a t u s i s d e sig n e d i n s u c h a w a y t h a t t h e u p p e r b o x c a n b e s e p a r a t e d

f r o m t h e l o w e r b o x t o e a s e in p o u r l n g t h e s o il i n t o t h e l o w e r b o x a s w ell a s g e o s y n t h e ti c s s e tt l n g a n d

c l a m p l n g ･ T h e l o w e r b o x i s 丘Ⅹ e d w h il e t h e u p p e r b o x c a n b e p u s h e d fわr w a r d r e l a ti v e t o th e l o w e r b o x

d u ri n
g
s h e a r t e st l n g ･ T h e f ri c ti o n b e t w e e n t h e u p p e r b o x a n d t h e g e o s y n t h e ti c s i s e li m i n a t e d w i t h t h e h el p

o f t h e v e r ti c a l s c r e w t h o s e h a v e b e e n s e t a t b o t h si d e s o f t h e u p p e r b o x ･
T h e n o r m a l s t r e s s a t th e b o tt o m

s u r fa c e o f t h e l o w e r b o x a p p li e d th r o u gh th e l o w e rj a c k in th e u p w a r d d i r e c ti o n i s b al a n c e d b y t h e o p p o si t e

s t r e s s e s o f t h e u p p e r b o x . T h e s t r e s s e s i n t o t h e s o il a r e u n if o r m l y d i s t rib u t e d b y a dj u s t i n g t h e s c r e w a t t h e

t o p s u rf a c e o f t h e u p p e r b o x ･
T h e l o w e r a n d u p p e r b o x e s a r e s e t i n s u c h a w a y t h a t t h e r e i s n o f ri c ti o n

b e t w e e n t h e b o x w a ll a n d t h e g e o s y n t h e ti c s ･ F o r t h e p u ll o u t t e s t , t h e u p p e r p a
r t i s s e t t o t h e l o w e r p a r t

w ith c l a m p l n g S C r e W ･
I t c a n b e f r e e d w h il e p e r f o r m i n g t h e d ir e c t s h e a r t e s t ･ T h e u p p e r b o x c a n t h e n b e

p u s h e d fわr w a rd r e l a ti v e t o t h e l o w e r b o x ･ A s fらr t h e i n s t r u m e n t a ti o n s , t h e p u ll o u t/ di r e c t s h e a r fわr c e c a n

b e m e a s u r e d b y m e a n s o f a n e l e c t ri c a l l o a d in g c ell , w hi c h i s s e t t o a d i s p l a y p a n e l ･ F r o n t d
i s p
l a c e m e n t s ,

v e r ti c a l d i s p l a c e m e n t s a n d t h e d i s p l a c e m e n t s a l o n g t h e r e i n f o r c e m e n t ( f o r p u ll o u t t e s t o n l y) c a n b e

m o n it o r e d u s l n g d i a l g a g e s ･ T h e w i d t h o f t h e g e o s y n t h e ti c s w a s t h e s a m e a s th a t o f t h e w id t h o f t h e p u
ll o u t

b o x (i n n e r si d e s) .

2 . 3 M e t h o d o f t e s t i n g

T h e g e o s y n t h e ti c w a s c u t t o o b t a in r e c t a n g u l a r p l e C e S O f 2 0 0 m m b y l o o m m i n si z e ･ T h e s p e ci fi e d

l e n g t h s o f t h e p l e C e S W e r e S el e c t e d i n o r d e r t o f a cilit a t e e a s e o f c
l a m p

l n
g W
ith t h e p u ll o u t a p p a r a t u s ･ T h e

g e o s y
n t h e ti c w a s cl a m p e d i n t o th e b o x i n s u c h a w a y t h a t t h e e m b e d d e d l e n g t h o f t h e g e o s y n t h e tic i s 1 5 0

m m in t h e l o a d i n g di r e c ti o n a n d 1 0 0 m m i n t h e t r a n s v e r s e di r e c ti o n ･ W a t e r w a s a d d e d g r a d u a ll ァ t o t h e

s o il a n d m i x e d u p t o o b t a i n d e si r e d w a t e r c o n t e n t u n if o r m l y t h r o u gh o u t t h e s o il a n d t h e n it w a s p o u r e d

i n t o t h e b o t t o m b o x ･
A 氏e r e m b e d d i n g th e g e o s y n t h e ti c s o n t h e s o il p o u r e d i n t h e l o w e r p a r t o

r t h e b o x ,

t h e u p p e r p a r t w a s fa s t e n e d t o t h e l o w e r p a rt a n d t h e n a d di tio n a l s o il w a s fill e d i n t h e u p p e r b o x ･ T h e t e s t s

w e r e c a r ri e d o u t i n t h e w a y o f p u lli n g o u t t h e g e o s y n t h e ti c f r o m t h e s o il w ith c o n s t a n t s p e e d o f l m m /
m i n

b y m e a n s o f s c r e w j a c k u n d e r el e c t ri c a ll y o p e r a t e d c o n s t a n t p r e s s u r e ･ T h e p u ll o u t f o r c e w a s m e a s u r e d

u s l n g a t e n si o n l o a d c e ll w i t h a l e a s t c o u n t o f 5 N ･ T h e l o a d c e ll w a s s e t b e t w e e n t h e g e o s y n t h e ti c a n d th e

c l a m p l n g j a c k t o f a cili t a t e d i r e c t l o a d m e a s u r e m e n t o n t h e c e ll a v o i di n g a n y f ri c ti o n a l d is c r e p a n c y o n t h e

m a c h in e c o m p o n e n t s ･ T h e d i s p l a c e m e n t s w e r e m e a s u r e d a t t h e f r o n t o f t h e m e s h b y m e a n s o f a di a l g a g e

w it h a l e a s t c o u n t o r O ･0 0 1 m m ･ A ft e r e a c h t e s tl n g , t h e g e o sァn t h e ti c p l e C e W a s r e m o v e d a n d r e p l a c e d w it h

a n o t h e r o n e t o a c c o u n t fo r t h e d a m a g e s i n t h e g e o s y n th e ti c
'

s t e x t u r e t h a t m i gh t h a v e o c c u r r e d a s a r e s u l t

o f p r e v i o u s t e st . T h e d il a t a n c i e s w e r e m e a s u r e d a t t h e l o w e r sid e o f v e
r ti c a l l o a d j a c k b y m e a n s o f a d i a l

g a g e w
i t h a l e a s t c o u n t o f O ･ 0 0 1 m m ･

T h e s o il w a s c o m p a c t e d i n t h r e e la y e r s f o r all t h e t e s t s a n d t h u s o b t a i n e d th e s a m e d e n s l t y O f t h e s o
il f o r

a ll t h e p u ll o u t t e st s . T h e t e s t s w e r e c a r ri e d o u t w it h 1 4 . 6 3 % w a t e r c o n t e n t o f s a n d y s o il a n d 2 6 ･ 5 4 % w a t e r

c o n t e n t o f c l a y e y s o il w h e r e a s t h e o p ti m u m w a t e r c o n t e n t s w e r e c a l c u l a t e d a s 1 5 ･3 % a n d 2 7 ･ 0 % f o r s a n d y

a n d c l a y e y s o il s , r e s p e c tiv e l y ･

3 . R E S U L T S A N D D I S C U S SI O N

3 . 1 P u ll o u t b e h a v i o r a s s t r e s s - d i s p l a c e m e n t r e l a t i o n s h i p s

T h e p u ll o u t b e h a v i o r a s s t r e s s
- d i s
p
l a c e m e n t r e l a ti o n s h i p s o f t h e fわu r c a t e g o ri e s s u c h a s f b r t r a c i n s a n d y

a n d cl a y e y s o il s , a n d s t a b il a n k a i n s a n d y a n d c l a y e y s o il s a r e p l o tt e d in F i g ･ 5
,
F i g ･ 6

,
F i g ･ 7 a n d F ig ･ 8 ,
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r e s p e c ti v el y .

3 ･ 1 ･ 1 S t r e s s - d i s p l a c e - e n t r e l a t i o n s h i p s f o r f o r t r a c i n s a n d y s o il

T h e r el a ti o n s h i
p
s b e t w e e n t h e p u lli n g s t r e s s a n d t h e di s p l a c e m e n t o f fb r t r a c g e o sァn t h e ti c u n d e r n o r m a l

s t r e s s e s o f 6 k N / m
2

,
1 2 k N / m

2

, 1 8 k N / m
2

,
2 4 k N / m

2

,
3 0 k N / m

2

a n d 3 6 k N / m
2

f o r s a n d y s o il w it h w a t e r

c o n t e n t o f 1 4 ･6 3 % a r e gi v e n i n F i g . 5 . I t c a n b e s e e n 丘･o m th i s fi g u r e t h a t t h e p u ll o u t st r e s s i s i n c r e a si n g

lin e a rl y w i t h t h e i n c r e a s e i n d i s pl a c e m e n t in t h e a m o u n t o f a b o u t 1 2 m m ･ A ft e r t h a t , th e p u ll o u t s t r e s s

i n c r e a s e s n o n li n e a rl y w it h t h e i n c r e a s e i n d i s p l a c e m e n t o f a b o u t 1 6 m m ･ T h e p u ll o u t s t r e s s fl u c t u a t e s w i th

di s p l a c e m e n t e x c e e d i n g 1 6 m m a n d c o n ti n u e s i n t h e s a m e f a s h i o n o f u p t o 5 0 m m ･ T h i s m a y
b e d u e t o t h e

v a ri a ti o n o f st r e s s d i st rib u ti o n a l o n
g
t h e r e in fわr c e m e n t i n t h e l o a d i n g d i r e c ti o n ･ B e c a u s e o f t h e r e c t a n g

u l a r

c r o s s s e c ti o n o f t h e f o r t r a c r e in f o r c e m e n t
, t h e r e m i gh t b e a n a c c u m u l a ti o n o f s o m e s o il s i n t h e f r o n t sid e o f

t h e fil a m e n t s e c ti o n w h i c h
g
iv e s a n i n c r e a s e i n s o il p r e s s u r e a n d a ft e r a c c u m u l a ti o n o f c e r t a i n a m o u n t o f

s o il i ･ e ･ w h il e t h e a c c u m u l a ti o n e x c e e d s th e li m i t t o c a u s e f a il u r e , t h e p u ll o u t s t r e s s b e c o m e s d e c r e a s e b y

sli
p p
a
g
e o f t h e s o il

p a
r ti c l e s ･ As e x p e c t e d , fo r a ll t h e t e s t r e s u lt s , t h e p u ll o u t r e si s t a n c e i s m o r e f o r h i g h e r

n o r m a l s t r e s s e s ･ I t i s n o t e d h e r e t h a t m o s t o r t h e s t r e s s - d i s p l a c e m e n t c u r v e s b e c a m e h o ri z o n t a l o r c h a n g e d

t h e i r u p w a
r d t r e n d t o d o w n w a r d t r e n d a t p u ll o u t di s p l a c e m e n t o f 1 5 m m i . e . a t l O % st r a i n f o r m o s t o f t h e

c a s e s ,
i n di c a tl n g t h e u l ti m a t e p u ll o u t s t r e n g t h s o f t h e s t r e s s

- d i s p l a c e m e n t c u r v e s . T h e r e fわr e , t h e p u ll o u t

d i s pl a c e m e n t i n t h e a m o u n t o f 1 5 m m i s c o n si d e r e d a s t h e k e y d i st a n c e f o r c a l c u l a t l n g th e u lti m a t e p u ll o u t

s t r e n g t
h s b y t a k i n g a c c o u n t o f th e m a x i m u m c a s e s o f r e s u lt s r e p o r t e d i n t h i s p a p e r . T h e u l ti m a t e p u ll o u t

s t r e n g t h s f o r f o r t r a c g e o s y n t h e ti c i n s a n d y s o il a r e c a l c u l a t e d a s 1 4 ･4 k N / m
2

, 1 2 ･ 4 k N / m
2

,
2 6 ･ 6 k N / m

2

,
3 0 ･8

k N / m
2

, 3 6 ･6 k N / m
2

a n d 5 8 ･4 k N / m
2

fらr n o r m a l s t r e s s e s 6 k N / m
2

,
1 2 k N / m

2

,
1 8 k N / m

2

,
2 4 k N / m

2

,
3 0 k N /

m
2

a n d 3 6 k N / m
2

, r e s p e c ti v el ァ･

0 5 1 0 15 20 2 5 3 0 35 4 0 4 5 5 0

P u llo u t dis p la c e m : n t , Ⅰ皿 l

F i g . 5 S t r e s s
-d i s pl a c e m e n t c u r v e (f o r t r a c , s a n d ∋ w

- 1 4 .6 3 % )

3 . 1 . 2 S t r e s s - d i s p l a c e m e n t r e l a ti o n s h i p s f o r f o r t r a c i n c l a y e y s o il

F i
g

･ 6 i n d i c a t e s a t y p i c a l s t r e s s -d i s
p
l a c e m e n t r e l a ti o n s h i p

o f t h e p u ll o u t t e s t s f o r f o r t r a c i n c l a y e y s o il

w i t h 2 6 . 5 4 % w a t e r c o n t e n t . A n i n s p e c ti o n o f t h e pl o t t e d r e s u lt s o r t h e st r e s s
- di s p l a c e m e n t r e l a ti o n s h i p s

i n di c a t e s t h a t t h e y a r e , i n g e n e r a l , a p p a r e n tl y b i
-li n e a r c h a r a c t e ri s ti c s . H o w e v e r , a r e s e m b l a n c e o f

li n e a r l t y l S S e e n f o r s m a ll e r p
a rt o f t h e r el a ti o n s h i p s b e t w e e n O ･O m m t o l ･ O m m d i s p l a c e m e n t i n w h i c h t h e

p u ll o u t s t r e s s i n c r e a s e s p r o p o r ti o n a t el ァ w it h t h e i n c r e a s e i n d i s p l a c e m e n t ･ T h e n o n lin e a r r a n g e a t t h e

l o w e r li m it s t a rt s w i t h di s pl a c e m e n t o f n e a rl y 2 ･O m m a n d t h e n g r a d u a ll y c h a n g i n g it s di r e c ti o n t o x
-

a x i s

o f u p t o
1 0 ･ O m m d i s p l a c e m e n t ･ A g r e a t e r p a r t o f li n e a r l t y O f t h e p u ll o u t s t r e s s c a n b e t a k e n f r o m 1 2 . 0 m m
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t o 3 5 ･ O m m d i s pl a c e m e n t a n d th e n i t s h o w s d o w n w a r d t r e n d u p t o t h e d i s p l a c e m e n t o r 5 0 m m e x c e p t fらr

t h e l o w e r n o r m a l s t r e s s e s s u c h a s o f 1 2 k N / m
2

,
1 8 k N / m

2

a n d 2 4 k N / m
2

, fo r w h i c h t h e s t r e s s
- d i s p l a c e m e n t

c u r v e s sli g h tl y fl u c t u a t e a n d s h o w u p w a r d t r e n d u p t o t h e e n d o f t h e t e s t ･ U n lik e t h e c u r v e s o f s a n d y s o il

i n F i g ･ 5 , a ll t h e g r a p h s o f cl a y e y s o il a r e a l m o s t s a m e t
r e n d o w i n g t O t h e e ff e c t o f e v e n di s t rib u ti o n o f

s t r e s s e s o n t h e f o r t r a c g e o s y n t h e tic ･ I t i s n o t e d h e r e t h a t t h e p u ll o u t s t r e s s -d i s p l a c e m e n t c u r v e s u n d e r

h i g h e r n o r m a l s t r e s s e s a r e sli gh tl y u p w a r d t r e n d f o r s a n d y s o il ( F i g ･ 5) w h e r e a s i t i s sli gh tly d o w n w a r d

t r e n d f o r cl a
y
e
y
s o il ( Fig . 6) . T h i s is t h o u gh t t o b e t h e c o m b i n e d e ff e c t o f f o r t r a c g e o s y n t h e ti c a n d

p a r t
i c l e s si z e o f t h e s o il ･ A s c o m p a r e d t o s a n d y s o il, t h e cl a y e y

s o il c o n t a i n i n
g
m o r e a m o u n t s O f s m a ll e r

p a r ti c l e s , a n d t h e r e f o r e , u n d e r g o e s m o r e d e f o r m a ti o n e a sil y a n d t h e
r e b y fa c ilit a t e s m o r e c o m p r e s si o n

e s p e ci a ll y u n d e r h i gh e r n o r m a l s t r e s s e s . M o r e o v e r , th e f o r t r a c g e o s y n t h e ti c w i t h t r a n s v e r s e fil a m e n t

c r e a t e s m o r e a c c u m u l a ti o n o f s a n d y s o il d u e t o it s c o a r s e r p a r ti c l e s t h a n t h a t o f t h e c l a y e y s o il i n fr o n t o f

t h e t r a n s v e r s e s t r a n d s a n d t h u s , s h o w e d m o r e p u ll o u t s t r e s s a t h ig h e r n o r m a
l s t r e s s e s ･ Si m ila r t o t h e

p r e v io u s c a s e , t h e u lti m a t e p u ll o u t s t r e n g th s f o r c l a y e y s o il a r e r e c o r d e d a s 1 7 ･ 6 k N / m
2

,
1 9 ･ 8 k N / m

2

,
2 4 ･ O

k N / m
2

,
2 9 ･ O k N / m

2

, 3 2 . 6 k N / m
2

a n d 3 4 ･O k N / m
2

c o r r e s p o
n d i n
g
t o n o r m a l s t r e s s e s 6 k N / m

2

,
1 2 k N / m

2

,
1 8

k N / m
2

,
2 4 k N / m

2

, 3 0 k N / m
2

a n d 3 6 k N / m
2

, r e s p e c ti v e ly ･
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F i g . 6 S t r e s s - d i s p l a c e m e n t c u r v e ( f o r t r a c , cl a y , w
- 2 6 ･5 4 % )

3 .
1

. 3 S t r e s s - d i s p l a c e m e n t r e l a ti o n s h i p s f o r s t a b il a n k a i n s a n d y s o il

T h e s t r e s s - d i s p l a c e m e n t r e l a ti o n s h i p s o f p u ll o u t t e s t s f o r s t a bil a n k a u n d e r si x n o r m a l s t r e s s e s f o r s a n d y

s

^

o il w i t h w a t e r c o n t e n t o f 1 4 .6 3 % a r e d e p i c t e d i n F ig . 7 . A ll t h e si x g r a p h s b el o n g t o t h e s a m e

c h a r a c t e ri s ti c a t t h e i n i ti a l s t a g e a n d c a n b e t a k e n i n a g r o u p w it h t h e li n e a r p o r ti o n r e st ri c t e d t o th e

d is p l a c e m e n t o f a b o u t 3 . 0 m m ･ A 鮎 r t h a t
,
a ll t h e c u r v e s b e c o m e n o n li n e a r w i t h t h e p u ll o u t d is p l a c e m e n t

o f 4 ･O m m t o 1 0 ･ O m m ･
A
g
r e a t e r p a r t o f lin e a r l t y C a n b e t a k e n f r o m l O ･O m m t o 4 5 ･O m m d is p l a c e m e n t

f o r h ig h e r n o r m a l s t r e s s e s s u c h a s 1 8 k N / m
2

,
2 4 k N / m

2

,
3 0 k N / m

2

a n d 3 6 k N / m
2

･
T h e fl u c t u a t l n g t r e n d o f

t h e p u ll o u t s t r e s s e s w it h t h e i n c r e a s e i n p u ll o u t d i s p l a c e m e n t fらr l o w e
r n o r m a l s t r e s s e s s u c h a s 6 k N / m

2

a n d

1 2 k N / m
2

i s c l e a 巾 e v id e n t 丘
･

o m t h i s 丘
g
u r e . T h i s p h e n o m e n o n m a i n lァ d e p e n d s o n t h e s o il t y p e a n d

g e o s y n th e ti c t y p e . U n lik e t o t h e p r e v i o u s t w o c a s e s , p u ll o u t s t r e s s e s a r e a l m o s t s m o o t h a t h igh e r n o r m a l

s t r e s s e s a n d fl u c t u a t e s r a p i d l y a t l o w e r n o r m a l s t r e s s e s o w l n g t O m o r e S m o o t h i n g s u r f a c e o
f s t a b il a n k a t h a n

t h a t o f t h e fo r t r a c g e o s y n t h e ti c ･ T h e s a n d y s o il w i t h m o r e c o a r s e p a r ti c l e s a ll o w e d a u n if o r m d i s t
ri b u ti o n

o f st r e s s e s o n t h e s t a b il a n k a g e o s y n t h e ti c w i t h h i gh e r n o r m a l st r e s s e s ･ S i m il a r t o t h e p r e v i o u s t w o c a s e s , t h e

u l ti m a t e s t r e n g t h s v a r y a p p a r e n t
l
y ; t h e y h a v e v a l u e s o f 1 3 ･6 6 k N / m

2

,
2 0 ･ 7 3 k N / m

2

, 2 1 ･ 2 k N / m
2

, 2 6 ･
3 3 k N /

m
2

,
2 6 .6 6 k N / m

2

a n d 2 9 ･ 5 3 k N / m
2

fらr t h e si x a p pl i e d n o r m a l s t r e s s e s ･
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F i g . 7 S t r e s s - d i s p l a c e m e n t c u r v e ( st a b il a n k a , s a n d , w
- 1 4 .6 3 % )

3 ･ l ･ 4 S t r e s s - d i s p l a c e - e n t r e l a t i o n s h i p s f o r s t a b il a n k a i n c l a y e y s o il

F i g ･ 8 d e p i c t s t h e s t r e s s - d i s p l a c e m e n t r e l a ti o n s h i p s o f p u ll o u t t e s t s f o r t h e s t a b il a n k a g e o s y n t h e ti c w it h

c l a y e y s o il h a v i n g 2 6 ･ 5 4 % w a t e r c o n t e n t . I t c a n b e o b s e r v e d f r o m t h is fig u r e t h a t th e a p p li e d p u ll o u t s t r e s s

i n c r e a s e s p r o p
o r ti o n a t e lァ w it h t h e i n c r e a s e i n d is p l a c e m e n t o f a b o u t 4 ･O m m ･ A 氏e r t h e di s pl a c e m e n t o r

a b o u t 4 ･O m m , it i s cl e a rlァ e v id e n t t h a t t h e p u ll o u t s t r e s s e s a r e g e tt l n g u p S W l n g a n d d o w n s w l n g

si m u l t a n e o u sl y f o r a n y n o r m a l s t r e s s c o n di ti o n ･ O b v i o u sl y , t hi s o s cill a ti o n d e p e n d s o n t h e fi n e r p a r ti cl e s

o f s o il a s w ell a s s u rf a c e r o u g h n e s s o f t h e s t a b il a n k a ･ U n li k e t o a ll t h e
p
r e v i o u s c a s e s

,
t h e s t a b il a n k a

g e o s y n t h e ti c w it h i t s r o u gh s u r f a c e a n d s m a ll e r g rid th a n t h e f o r t r a c a ll o w s c l a y p a r ti cl e s t o a c c u m u l a t e

a n d r e l e a s e si m u l t a n e o u sl y o n i t s s u r f a c e w it h t h e i n c r e a s e i n p u ll o u t d i s p l a c e m e n t c a u s l n g fl u c t u a ti o n o f

t h e p u ll o u t s t r e s s e s u n d e r a n y n o r m a l l o a di n g c o n d i ti o n ･
D u e t o t h e m o r e c o m p r e s si v e f e a t u r e o f cl a y e y s o il

t h a n th a t o f t h e s a n d y s o il , t h e c l a y e y s o il s h o w e d it s o s cill a t l n g C h a r a c t e ri s ti c s e v e n w i t h t h e h igh e r n o r m a l

s t r e s s c o n d i ti o n ･ T h e u l ti m a t e p u ll o u t s t r e s s e s a r e fわu n d a s 3 0 k N / m
2

, 3 4 ･7 3 k N / m
2

, 3 8 ･4 k N / m
2

, 4 6 ･3 3 k N /

m
2

,
4 8 ･O k N / m

2

a n d 6 1 ･ 1 3 k N / m
2

c o r r e s p o n d i n g t o th e n o r m a l s t r e s s e s 6 k N / m
2

,
1 2 k N / m

2

, 1 8 k N / m
2

, 2 4 k N /

m
2

,
3 0 k N / m

2

a n d 3 6 k N / m
2
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3 . 1 . 5 P u l l o u t b e h a v i o r a s u lt i m a t e s t r e n g t h s

F o r t h e s a k e o f cl e a r p e r c e p ti o n O f t h e b e a ri n g c a p a c lt y O f r e i n f o r c e d s o il u n d e r p u ll o u t t e st , t
h e u l ti m a t e

p u
ll o u t s t r e n g

t h s c o r r e s p
o n d i n g t o t h e d iff e r e n t o v e r b u r d e n p r e s s u r e s ( n o r m a l s t r e s s e s) o f p u ll o u t t e s t a r e

p l o tt e d a s b a r d i a g r a m i n F i g ･ 9 ･ I t i s e v id e n t th a t t h e u l ti m a t e p u ll o u t s t r e n g t h s a r e i n c r e a si n g w it h t h e

i n c r e a s e i n o v e r b u r d e n p r e s s u r e c o n t a i n l n g a n y ty p e O f s o il a
n d g e o s y n t h e ti c ･ F o r t r a c g e o s y

n t h e ti c s h o w s

m o r e p u ll o u t st r e s s
i n s a n d y s o il w h e r e a s s t a b il a n k a g e o s y n th e ti c h a s h i g h e r p u ll o u t s t r e s s in c

l a y e y s o il

u n d e r h ig h e r n o r m a l s t r e s s e s ･ T hi s m a y b e t h e e ff e c t o f s u r fa c e r e s
i s t a n c e a s w e ll a s c o h e si o n o f t h e s o il a n d

t h e g e o s y n t h e t
i c ･ T h e s u r fa c e r e si s t a n c e o f f o r t r a c g e o s y n t h e ti c i s m o r e i n s a n d y s o il a n d c o h e si o n

o f

s t a b il a n k a is c o m p a r a ti v el y m o r e f o r cl a y e y s o il . A sli gh t s c a t t e r i s o b s e r v e d i n t h e t e s t r e s u l t s t h a t t h e

u l ti m a t e p u ll o u t s t r e n g t h o f s t a b il a n k a i n s a n d y s o il w it h 1 2 k N / m
2

n o r m a l s t r e s s i s m o r e t h a n t h a t o f t h e

f o r t r a c g e o s y n t h e ti c i n c l a y e y s o
il

･
T h e u l ti m a t e p u ll o u t s t r e n g t h s o f fo r t r a c u n d e r n o r m a l s t r e s s e s 6

k N /

m
2

a n d 1 2 k N / m
2

a , e h i gh e r v a l u e s i n cl a y e y s o il t h a n in s a n d y s o il ･ T h e o t h e r f e a t u r e s a r e fo ll o w e d t
h e

u s u a l t r e n d s o r t h e u l ti m a t e p u ll o u t s t r e n g t h s ･
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F i g ･ 9 C o m p a ris o n o f u l ti m a t e st r e
n g th s o r p u ll o u t t e s t s

+ l

3 . 1 . 6 R e g r e s s i o n a n a l y s i s o f t h e u l ti - a t e s t r e n g t h s

F o r m o r e c l a rifi c a ti o n o f u lti m a t e s t r e n g t h s a m o n g t h e f o u r t y p e s o f c o m b i n a t
i o n s r e p

o r t e d i n t h i s p a p e r ,

l e a s t s q u a r e li n e a r r e g r e s sio n li n e s o f t h e u l ti m a t e p
u ll o u t s t r e n g t h s c o r r e s p o n di n g t o a p p li e d n o r m a l s t r e s s

a r e d e pi c t e d i n F ig ･
1 0 ･ T h i s 丘g u r e i n d i c a t e s t h e a p p li e d n o r m a l s t r e s s a s th e c o n t r o ll e d v a

ri a bl e a s g l V e n

i n a b s c i s s a a n d t h e u l ti m a t e p u ll o u t s t r e n g t h s a s t h e r a n d o m v a ri a b l e a s g l V e n i n o r d in a t e ･
A s i t c a n b e

o b s e r v e d fr o m t h i s fi g u r e t h a t th e r a t e o f i n c r e a s e o
f t h e u l ti m a t e p u l l o u t s t r e n g t h f o r fo r t r a c g e o s y n t h e ti c

i n s a n d y s o il i s m o r e t h a n t h a t o f t h e o t h e r c a s e s w i t h t h e i
n c r e a s e i n o v e r b u r d e n p r e s s u r e i ･ e ･ a p p

li e d

n o r m a l s t r e s s . T h i s f e a t u r e i s m a in l y a tt rib u t e d o w i n g t O t h e m o r e f ri c ti o n a l r e sis t a n c e o f t h e s a
n d
y
s o il

w i th l a r g e r g ri d si z e o f fo r t r a c t h a n t h a t o f t h e o th e r c a s e s ･ B e c a
u s e o f th e l a r g e r g ri d o f f o r t r a c , t h e s o il

p a
r ti c l e s i n t e rl o c k i n t o t h e g ri d a n d p o s s e s s h i gh e r s u r f a c e t r a c ti o n a n d t h u s , l t g l V e S m o r e f r

i c ti o n a l

r e si s t a n c e s a s c o m p a r e d t o o t h e r s ･ C l a y e y s o il h a v i n g fin e r p a rti cl e s m a y h a v e l o w e r f r i c ti o n a l r e sis t a n c e s

e v e n th e y g e t i n t e rl o c k i n t o t h e g rid ･ T h o u
g
h t h e r a t e o f i n c r e a s e o f s t a b il a n k a in c l a y e y s o il is s m a ll e r t h a n

t h a t o f t h e f o r t r a c i n s a n d y s o il , i t p o s s e s s e s h i gh e st u l ti m a t e s t r e n g th s a m o n g a ll t h e c a t e g o r i e s ･ T h i s m a y

b e d e p e n d s o n t h e b o n d i n g p h e
n o m e n a b e t w e e n c l a y e y s o il a n d s t a b il a n k a ･

F o r t h i s c a s e , t h e s u r f a c e a r e a

o f s t a bil a n k a i s t o o h ig h a s c o m p a r e d t o f o r t r a c a n d t h e r e b y f a c ili t a t l n g
m o r e b o n d i n g p r o p e r ti e s o f

s t a b il a n k a i n c l a y e y s o il ･ I t i s n o t e d h e r e t h a t t h e R
I

S q u a r e O r t h e c o e ffi c i e n t o f d e t e r m in a ti o n o f t h e

r e g r e s si o
n a n a l y si s h a s t h e v a l u e s o

f O ･8 8 6 , 0 ･ 9 7 8 9 , 0 ･ 9 1 8 1 a n d O ･ 94 8 1 f o r t h e c a s e s o f f o r t r a c I

S a n d V s) ,
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f o r t r a c I

Cl a y (f c) , s t a b il a n k a -

s a n d ( s s) a n d s t a b il a n k a -

c l a y ( s c) , r e s p e c ti v e l y , i . e . t h e R -

s q u a r e v a l u e f o r a ll

t h e c a s e s c l o s e t o 1 .0 i n di c a t e s t h a t t h e t e s t s d a t a a r e 丘tt e d w e ll a n d w e h a v e a c c o u n t e d fらr a l m o st a ll o f

t h e v a ri a b ilit y w i t h t h e v a ri a b l e s s p e cifi e d in t h i s p a p e r ･
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F i g ･ 1 0 L i n e a ri z e d c u r v e s o f u l ti m a t e s t r e n g t h s

3 . 1 . 7 P u l l o u t b e h a v i o r a s i n t e r a c ti o n r e s i s t a n c e s

I n c a l c u l a ti n g t h e in t e r a c ti o n r e si s t a n c e s u n d e r p u ll o u t t e s t , l t i s n e c e s s a r y t o cl a rif y t h e c o m m o n m e th o d

o f 丘n d in g o u t t h e s e i m p o r t a n t p a r a m e t e r s ･ I n g e n e r a l , th e m e th o d s o r F a il u r e E n v e l o p e a n d M o h r
- C i r cl e

a r e w ell k n o w n i n d e t e r m i n a ti o n o f c o h e si o n a n d i n t e r n a l f ri c ti o n al r e si s t a n c e s . I n th e fi r s t m e t h o d , f o r

o b t a i n i n g a f a il u r e e n v e lo p e , a n u m b e r o f id e n ti c a l s p e c i m e n s a r e t e s t e d u n d e r d iff e r e n t n o r m a l s t r e s s . T h e

s h e a r s t r e s s r e q u i r e d t o c a u s e fa il u r e i s d e t e r m i n e d fo r e a c h n o r m a l s t r e s s ･ T h e f a il u r e e n v e l o p e i s o b t a i n e d

b y p l o t tl n g t h e p o l n t S c o r r e s p o n d in g t o t h e s h e a r st r e n g t h a t d if f e r e n t n o r m a l s t r e s s e s a n d j o l n l n g t h e m b y

a s t r a i g h t li n e ･
T h e i n c lin a ti o n o f t h e fa il u r e e n v el o p e t o t h e h o ri z o n t a l g l V e S t h e a n g l e o r t h e s h e a r l n g

r e si s t a n c e s a n d it s i n t e r c e p t o n t h e v e r ti c a l a x i s i s e q u a l t o t h e c o h e si o n i n t e r c e p t ･ T h e M o h r
- C i r c le

m e th o d i s n e e d e d w h e n th e s t r e s s o n f a il u r e p l a n e s a r e n o t d i r e c tl y k n o w n ･ I n t h e p r e s e n t r e s e a r c h , t h e

p u
ll o u t t e s t i s c a r ri e d o u t b y p u lli n g o u t t h e r e i n f o r c e m e n t f r o m t h e s o il u n d e r d i ff e r e n t n o r m a l s t r e s s e s .

T h e p u
ll o u t s t r e s s e s a c t e d o n b o t h si d e s o r r e i n fわr c e m e n t a r e m e a s u r e d di r e c tly a n d pl o t t e d i n F ig ･ 1 0 w i th

t h e a p p
li e d n o r m a l s t r e s s e s a s a b s c i s s a a n d p u ll o u t o u t s t r e s s e s a s o r d in a t e ･ T h e l e a s t s q u a r e li n e a r li n e s

o b t a i n e d b y th e r e g r e s si o n a n a l y si s f o r t h e f o u r c a t e g o ri e s a r e si m ila r t o t h a t o f t h e m e th o d o f f a il u r e

e n v el o p e fo r d i r e c t sh e a r t e s t b u t h a v i n g t h e r e sis t a n c e a t t w o s u r f a c e s o f t h e r e i n f o r c e m e n t s . T w o s u r f a c e s

o f r e in fわr c e m e n t m e a n s t w o ti m e s o r
p
u ll o u t s t r e s s e s a s c o m p a r e d t o d i r e c t s h e a r t e s t w h i c h g i v e s d o u b l e

i n t e r c e p t a t y
-

a x i s b u t th e r e i s n o e ff e c t o n th e a n
g
l e o f t h e lin e a r li n e s b e c a u s e a ll t h e n o r m a l s t r e s s e s w ill

i n c r e a s e i n t h e s a m e f a s h i o n w h e n t h e r e si s t a n c e a c t e d o n t w o s u r f a c e s ･ T h e s e p o l n t S S h o u l d b e t a k e n i n t o

a c c o u n t i n c a l c u la t l n g t h e c o h e si o n a n d i n t e r n a l f ri c ti o n a l r e sis t a n c e s u n d e r p u ll o u t t e s t ･

T h e f o ll o w in g e q u a ti o n s a r e o b t a i n e d a s a r e s u l t o f p u ll o u t t e s t s f o r th e f o r t r a c -

s a n d (f s) , f o r t r a c - c l a y

(f c) , s t a b il a n k a - s a n d ( s s) a n d s t a bil a n k a -

c l a y ( s c) , r e s p e c ti v e l y f r o m th e s t r a ig h t li n e s a s pl o t t e d i n F i g ･ 1 0 .

Tf s
= 1 ･4 0 6 7 o f s

+ 0 ･4 4 8 9

Tf c
= 0 ･5 9 5 6 uf c

+ 1 3 ･6 9 3

T ss
- 0 . 4 8 7 0 u s5 + 1 2 .7 9 6

T sc
= 0 . 9 6 8 6 u sc + 2 2 . 7 6 0

り 1

( 2)

(3)

( 4)
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w h e r e , I i s t h e s h e a r r e si s t a n c e o f r e i n f o r c e d s o il o n b o t h s u r fa c e o f r e i n f o r c e m e n t u n d e r p u ll o u t t e s t i n

k N / m
2

a n d α i s t h e a p p li e d n o r m a l s t r e s s ( o v e r b u r d e n p r e s s u r e) o n r e i n fわr c e m e n t i n k N / m
2

･ T h e r efわr e , t h e

a n gl e s o f i n t e r n a l f ri c ti o n a r e c a
l c u l a t e d a s 5 5 ･ 4 2 , 2 5 ･9 7 , 3 0 ･7 8 a n d 4 4 ･ 0 9 d e

g
r e e s ･ T h e v a l u e s o f c o h e si o n

a s g l V e n i n t h e a b o v e e q u a ti o n s a r e o b t a in e d a s O ･ 4 4 8 9 k N / m
2

,
1 3 ･6 9 3 k N / m

2

,
1 2 ･7 9 6 k N / m

2

a n d 2 2 .7 6 k N /

m
2

,
r e s p e c ti v el y ･

4 . C O N C L U S I O N

I n d e si g n l n g e a r t h s t r u c t u r e s w h e r e c l a y p a r ti cl e s a r e m o r e , u tiliz a ti o n o
f s t a b il a n k a g e o s y n t h e ti c m a y b e

r e c o m m e n d e d f o r m o r e i m p r o v e m e n t o f s t r e n g t h s a n d s t a b ility ･ F o r t r a c g e o
s
y
n t h e ti c m a y b e r e c o m

-

m e n d e d in d e si g n l n g r e i n f o r c e d s o il s t r u c t u r e s w it h s a n d y s o il ･ T h e d e sig n c o h e s
i o n v a l u e s m a y b e t a k e n

a s t h e h a l f o f t h e p u ll o u t c o h e si o n v a l u e s w h e r e th e s o il s t r u c t u r e s t e n d s t o sli p o v e r t h e g e o s y
n t h e ti c li k e

a s a di r e c t s h e a r f a il u r e o n o n e s u rf a c e o f t h e g e o s y n t h e ti c ･ E q u a ti o n s f o r s t r e n g t h p a r a m e t e r s o f r e i n f o r c e d

s o il s u c h a s c o h e si o n a n d i n t e r n a l f ri c ti o n o f t h e i n di v id u a l c a t e g o ri e s p r e s e n t e d i n t h i s p a p e r m a y b e u s e fu l

t o a i d in d e si g n o r r e i n fわr c e d s o il s t r u c t u r e s ･

R E F E R E N C E S

W I L LI A M S
,
N . D . a n d H o u LI H A N

,
M . R . ( 1 9 8 7) : E v al u a ti o n o f i n t e r f a c e fri c ti o n p r o p e r ti e s b e t w e e n g e o s y n t h e ti c s

a n d s o il s
,
G e o sJ n th eii c 5 , N e w O rl e a n s ,

6 1 6-6 2 7 ･

M A D H A B , M . R . e t a l . ( 1 9 9 8) : A th e o r e ti c a l m o d el fらr th e p u ll o u t r e s p o n s e o f g e o s y n th e ti c r ei n f o r c e m e n t ,

G e o sJ n th eii c I n t e r n a ti o n a l , 5 ( 4) , 3 9 9
-4 2 4 ･

Z A N Z IN G E R
,
H e t a l . ( 2 0 0 1) : P r a c ti c al e x p e ri e n c e i n s m a ll

-

s c a l e p u ll o u t t e s t , L a n d m a rk s i n E a r th R ei nf o r ce m e n t , 1 ,

1 7 7 -1 8 2 .

K u w A N O
,J . e t a l . ( 1 9 9 9) : M e c h a n i c a l p r o p e r ti e s a n d p u ll o u t c h a r a c t e ri s ti c s o f g e o g ri d s u s e d i n J a p a n , G e o sy n th eti c s

E n g i n e e ri n g J o u r n al , 1 4 , 1 9 5
- 2 0 4 ･

I z A W A
,J . e t al . ( 2 0 0 1) : E ff e c ts o f g e o g ri d p r o p e r ti e s o n p u ll o u t r e si s t a n c e , L a n d m a rk s i n E a r th R ei nf w c e m e n t , 1 ‥ 5 5

- 6 0 ･

M A H M O O D
,
A

.
A . e t a l . ( 2 0 0 0) : S t u d i e s o n g e o t e x til e s/ s oil i n t e r f a c e s h e a r b e h a vi o r , E l e ct r o ni c J o u r n al of G e o te ch ni c al

E n g i n e e n n g , 1 3 : I
- 1 4

･

G H I O N N A
,
V . N . e t al . ( 2 0 0 1) : E x p e ri m e n t a l e v al u a ti o n o f t h e f a c t o r s a ff e c ti n g p u ll o u t t e s t r e s u lt s o n g e o g ri d s ,

L a n d m a rk s i n E a rth R ei nf o r c e m e n t , I : 3 11 3 6 ･


