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(mi crowave 固定組織標本の in situ hybridization へ

の応用:スルホン化プロープを用いた大腸癌での CEA およ

び癌遺伝子mRNA の検出)
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論文内容の要旨

〔目的〕

lh situ hybridization 法は組織切片上で直接核酸配列を検出する手法であり， mRNA の量的

な変化を個々の細胞レベルで検討する乙とが可能である。しかし， mRNAは非常に不安定で容易に崩壊

するため，対象とする組織はできるだけ迅速に固定しなければならない。最近報告されたmicrowave

固定法は，生体浸透性の高い 2450MHz のmicrowaveを照射することによって極めて短時間内に組

織を固定する乙とが可能で，固定操作中のmRNAの崩壊も少ないと考えられる。本研究は， microwave 

固定した大腸癌組織のパラフィン包埋切片を対象に， carcinoembryonic antigen (CEA) と癌

遺伝子 ras および c-myc のmRNAをスノレホン化プロープを用いて検出し， microwave 固定法が in

situ hybridizationfé も有用である乙とを明らかにしたものである。

〔方法〕

大腸癌患者の新鮮切除標本を径 1 crn 以下にトリミングした後， 2%formaldehyde , 0.0 5% 

glutaraldehyde 存在下に 500Wの出力で;mi crowave を 2 0 秒間照射して迅速固定を行ない，パ

ラフィン切片を作製した。切片上のmRNAを露出させるために 2.5μg/m 1, 5 ,_, 1 0 分間の酵素処理

を行ない，次いで 1 0 分間の acetylation および 4 時間の prehybridiztion を施行した後， CEA 

のスルホン化 cDNAプロープ (3 8 0 bp) を用いて， 5 0 ~ぢ formamide存在下fé4 2 0C, 1 2 時間
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hybridization を行なった。切片を洗浄した後 シク。ナルをABC法にて検出した。

さらに大腸癌 2 6 例のmi crowave 固定パラフィン切片に対し，上述の方法で癌遺伝子Ha-ras (8 

8 0 bp) , Ki-ras (3 90 bp) , v-myc (990 bp) をプロープとする in si tu hybridiｭ

zation を施行するとともに，その隣接切片に対し癌遺伝子蛋白 p21 ras および.p62myc IC. 対する抗

体を用いた免疫染色を行なったD

〔成績〕

M i crowave 固定標本は光顕的観察にてホルマリン固定標本と遜色ない形態を示した。スルホン化

CEAcDNAフ。ローブを用いた in situ hybridization では塩酸による除蛋白操作は不要であり，

また従来に比較して低濃度，短時間の酵素処理を行なった切片でも大腸癌細胞の細胞質にほほと一様にCEA

の mRNAが検出され，隣接粘膜でも細胞質にシグナルが得られた。 Hybrid の特異性を確認するた

め，切片を 0.1mg Iml の RNase で 3 7 0C, 2 時間処理を行なったと乙ろ，細胞質のシク事ナノレは消失し

た。また. CEAcDNA probe の代わりに nonspecific vector probe を用いて in situ 

hybridization を行なったが，シク、ナルは検出されなかった。一方，ホルマリン固定標本では強力な

除蛋白操作が不可欠であるため，組織構築の破壊が著しく，また隣接粘膜のmRNAは検出されなかった。

大腸癌 2 6 例のmicrowave固定標本を用いた癌遺伝子の in situ hybridization では，Ha-ras 

6 例 (2 3 箔)， Ki-ras7 例 (27%) ， c-myc12例 (46%) にmRNAが確認され，癌遺伝子

蛋白の免疫組織染色では， p 2 1 ras 6 例 (2 3 労)， p 6 2 myc 1 7 例 (6 5%) に陽性所見が得ら

れた。 mRNA レベル蛋白レベルでの検索結果を個々の例で比較すると 多くの例で両者の聞に良好な

一致をみた。癌遺伝子の発現を蛋白レベルでさらに詳しく検討すると，癌組織の部位によってかなり不均

一な染色像を認める例があり，同ーの癌巣であっても癌遺伝子蛋白の蓄積量が大きく異なっている乙とが

示唆された。

〔総括〕

1. Microwave 照射による迅速固定は in situ hybridization fC適した固定法である乙とを明ら

かにしfこ。

2. M i cr owave 固定標本を用いた in situ hybridization では塩酸による除蛋白操作は不要であ

り， また低濃度，短時間の酵素処理でもシクゃナルの検出は可能であった。

3. 大腸癌 2 6 例のmicrowave 固定標本を用いてmRNA レベルと蛋白レベルの両面から癌遺伝子の

発現を検討し両者がよく相関することを示した。

論文審査の結果の要旨

本研究は， mi crowave (MW) 照射による迅速固定標本が， in situ hybridization 法による
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mRNAの検出に有用である乙とを，ヒト大腸癌組織における癌胎児性抗原 (C EA) と各種癌遺伝子

mRNAの検出を通して明らかにしたものである。乙の研究により MW固定法がmRNAの保存にも適

し， in situ "hybridization 法の手技の簡素化に貢献する優れた固定法である乙とが示された。今

後の細胞生物学的研究に資すると乙ろが大きく，学位に値する業績と考える。
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