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論文内容の要旨

遺伝子工学の進歩によって各種の細胞増殖因子やレセプター，ホルモン，酵素等をコードする遺伝子

が次々と分離同定され，細胞の遺伝子レベルにおける解析が急速に進みつつある。本研究は，こうした

細胞生物学的研究の成果を臨床病理学の分野に導入することを目的として，免疫組織学的に検出可能な

非放射性スルホン化DNAをプローブとした組織内mRNA-D N A in situ hybridization法について

検討を加えたものである。

[方法ならびに成績]

1 .スルホン化DNAプロープの作製

Budowsky (1972) らに従い， O.lmg/mlに調整したDNAをheat-denature の後， 1M 0 -methylhyｭ

droxy lamineおよび 2 M bisulfite の混合液と室温で12時間反応させることにより， DNAの cytidine

残基に hapten としての sulfone基を化学的に結合させた。ニトロセルロース膜上でのdot blot hybridｭ

izationでは，膜上に固着させた約1.25pgの標的核酸の検出が可能であった。

2. ヒト醇および顎下腺組織におけるアミラーゼmRNAの検出

外科的に切除されたヒト醇および顎下腺をただちに各種固定液にて固定し，パラフィン包埋の後， 3 

，....... 4μ の切片とした。これらの切片に対し， O.2N塩酸処理， 650C加熱，蛋自分解酵素等による種々の前

処理をおこなった後，種々の長さ(1.3kbp，.......50bp) に調整したヒト唾液腺型アミラーゼ、cDNA をフ。ロー

ブとして， 42
0

Cの条件下でhybridization をおこなった。特異的hybrids の検出は，スルホン化DNA に

対するモノクローナル抗体( Orgenics社)を第一抗体とする酵素抗体法 (AB C法)でおこなった。
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プロープの長さを100.-..， 1000bp としたときに醇の腺房細胞および顎下腺の紫液細胞の細胞質に特異的

な signalが得られた o signal は主に，粗面小胞体の豊富な核膜周囲および基底膜側に認められた。組織

の固定は10%冷緩衝ホルマリンが最も良好で，パラホルムアルデヒドがこれに次ぎ， Carnoy 固定では

特異的シグナルは減弱した。一方，非特異的核酸をフ。ローブとした場合やRNaseで切片を前処理した

negative controlでは，反応は認められなかった。

3. 培養細胞における癌遺伝子mRNAの検出

Ha-ras gene (T24) にて transform したNIH/3T3 細胞をスライドガラス上に付着培養の後，

冷緩衝ホルマリンで固定した。この標本に対し，スルホン化 v -Ha -ras (800bp) をプロープとして

in situ hybridization をおこなったところ，細胞質全体に強い反応が得られた。また，正常のNIH/

3T3 細胞に対しては，反応は得られなかった。一方， C -myc遺伝子の転写充進が知られているヒト

前骨髄球性白血病細胞 (H L -60) のホルマリン固定パラフィン切片に対し， V -myc (900bp) をプ

ローブとして hybridization をおこなったところ，約半数の細胞に myc遺伝子のmRNAが検出された。

4. ヒト大腸癌，および胃癌組織における癌遺伝子mRNAの検出

ヒト大腸癌新鮮切除標本を直ちに冷緩衝ホルマリンで短時間固定後，パラフィン切片を作製した。こ

れらに対し， v -Ha-rasおよびV-mycをフ。ロープとした in situ hybridization をおこなったところ，

大腸癌33例中10例に Ha -ras , 13例に myc遺伝子のmRNAが検出されたが，これらの転写冗進は癌巣

に一様にみられるのではなく，部位によって強弱のあることが示された。また，これらの転写活性の冗

進は同時におこなった Northern blot法でも確認された。一方，胃癌組織では，検索した10例中 1 例に

のみmyc遺伝子の転写充進がみられた。

[総括]

非放射性スルホン化DNAプロープによる組織内mRNA-D N A in situ hybridization法の検討を

おこない，以下の結論を得た。

1 .組織の固定は冷緩衝ホルマリンが良好で，パラフィン切片でも十分にmRNAの検出が可能である。

2. 本法に用いる至適フ。ロープ長は100.-..， 1000bp である。

3. 病理標本において癌遺伝子mRNAの検出も可能であり，本法は臨床病理学の分野に応用可能であ

る。

論文の審査結果の要旨

本研究は，ヒト勝および唾液腺組織におけるアミラーゼ、mRNA を対象として，非放射性スルホン化

プロープを用いた histo-in situ hybridization (H 1 S H) 法の基礎的検討をおこなったものである。

その結果，用いるプローブの長さ，組織調整法， hybridization における至適条件がしめされ，また，検

出感度も明らかにされた。著者らによって開発された本法は，現在もっとも優れた非放射性HISHで

あると考えられ，癌遺伝子mRNAなどの組織発現の研究に幅広い応用が期待される。学位に価する論
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文として高く評価したい。
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