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凍結転写法の in situ

ハイブリダイゼーション法への応用



口

In situハ イプリダイゼーション法は組織における特定の遺伝子発現の局在を調べるた

めに非常に有効な方法であり、医学、生物学の分野で広範に活用されている 1｀ 2)。
特

に、個体発生、形態形成の制御に関わる特定の遺伝子の機能を明らかにするためには、

その遺伝子の部位特異的および時期特異的な発現パターンを調べることが必須である。

しかしながら、in situハイプリダイゼーション法は実験手法としては複雑であり、誰も

が簡単に行えるとは言い難い。同方法は多くの操作手順を含み、実験中にRNA分解酵素

(Ribonudease;RNase)に より組織切片中のメッセンジャーRNA(mRNA)が分解され

ないように細′いの注意をはらって実験する必要があり、技術的にも熟練を要する。また、

実験操作中に組織切片の断面から可溶性の― Aが溶液中に漏出するため、発現の微弱

な遺伝子ではシグナルの検出が困難である。さらに、歯科医学領域で取り扱うことの多

い骨、軟骨などを含む硬組織を試料とした場合、組織切片がスライドグラスから剥離し

やすい、プロープが豊富な細胞外基質に非特異的に結合してしまうためにバックグラウ

ンドシグナルが増大しやすい、などの問題点がある。したがって、軟組織だけでなく硬

組織においても遺伝子の発現状態を正確に把握するために、は、これらの問題点を解決し

たin stuハ イプリダイゼーション法が必要とされる。

一般的に、in situハイブリダイゼーション法は方法論上、
35sな

どの放射性同位元素標

識プロープを用いてハイブリダイゼーションを行い、オートラジオグラフィーでシグナ

緒



ルを検出する方法
3、 4)と

、抗原性を持つ物質 (例えばジゴキシジェニン,ビオチン等 )

で標識したプロープを用いて免疫組織化学的にシグナルを検出する方法
5～ 7)と

に大別

できる。非放射性標識プロープを用いた方法は、放射性標識プロニプを用いた方法に比

べて、RI廃棄物を生じないこと、RI施設を必要としないこと、高い解像度の結果が短時

間で得 られることなどの利点がある
8)。

しかしながら、検出感度という点に関しては、

放射性標識プローブを用いた方法と同程度であるという報告
9｀ 1° )も

あるが、一般的に

は低いといわれている
4)。

したがって、高い解像度で、しかも検出感度の高いin situハ

イプ リダイゼーション法を開発することができれば、非放射性標識プロープを用いた方

法で、微弱な遺伝子発現を容易に検出することが可能になると思われる。

最近、タンパク質の免疫組織化学的方法の一つとして凍結転写法が開発された
H)。

これは凍結切片をニ トロセルロース膜へ転写 した後、免疫組織化学的検出を行う方法で

ある。この方法では、タンパク質がニ トロセルロース膜に直接吸着するため、実験操作

中に可溶性タンパク質が切片から溶液中に漏出するのを防ぐことができる。その結果、

従来の免疫組織化学的方法では検出が困難であった受容体タンパク質を高感度に検出す

ることが可能になった。また、通常の組織化学的染色を行った後、ニ トロセルロース膜

をキシレン等の有機溶媒に浸漬して透明にすることで、組織切片を光学顕微鏡下で観察

することができる。この方法はタンパク質を対象としたものであるが、ノーザンハイブ

リダイゼーション法の例か らも明らかなように、核酸もニ トロセルロース膜に強い吸着

性を持っているので、この凍結転写法をin dmハ イプリダイゼーション法に応用するこ
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とで、従来の方法よりも高感度にin dtuハイプリダイゼーションを行えるのではないか

と考えられる。

そこで、本研究では凍結転写法をin situハイプリダイゼーション法に応用するために、

ニ トロセルロース膜の材質やハイプリダイゼーション、洗浄の条件などの実験条件の検

討を行った。また、従来の方法との検出感度の比較を行った。その結果、従来の方法の

問題点を解決 した、簡便で応用範囲が広い、新 しいin situハ イプリダイゼーション法が

開発できた。
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材 料 方 法

1.材料および試薬

ニ トロセルロース膜はSchleicher and SchueⅡ 社 (Keene,NH,USA)よ り購入 した。シ

ランコー トスライ ドグラスは松浪ガラス (大阪)よ り購入 した。ジゴキシジェニン (

Digoxigenin;DIC)標 識核酸検出キットはBoehHnger Mmmeim社 (Cerrnanypょ り購入

した。その他の試薬は特級のものをSum chemica社 (St.Louis,MO,USA)あ るいは和

光純薬工業 (大阪)よ り購入 した。

2.凍結切片の作製

妊娠14日 齢のマウスおよび妊娠16日 齢のラット (日 本動物、大阪)よ リネンプタール

_麻酔下で胎仔を取り出し、その四肢、頭部を試料とした。試料は0。 lMリ ン酸緩衝液 (

PB,pH 7.4)で希釈した4%パ ラホルムアルデヒド (PFA)溶液で2時間浸漬固定した後、

O.C.Tコ ンパウンド (Miles,Elkhart,IN,USA)に 包埋し、厚さ5μ mの凍結切片を作製し

た。

In situハ イプリダイゼーション

プロープの作製

と

３

　

　

　

１

ハイプ リダイゼーションプロープはDIG―UTPで標識 したRNAプロープを用いた。RNA



プロープは、あらかじめin宙廿0で転写可能なプラスミ ドに組込まれたcDNAを適当な制

限酵素で直線状にした後、RNAポ リメラーゼ (Promega,Madison,WI,USA)を 用いて

転写 して作製 した。ラットI型コラーゲンRNAプロープは、ラットα2(I)鎖のC―プロ

ペプチ ドをコー ドする部分のdDNA 12)の Pst I消化断片をpGEM-4にサブクローニングし

たものを用いて作製した。ラットH型コラーゲンRNAプロープは、ラットαl(II)鎖の

N―プロペプチ ドをコー ドする部分のcDNA13)の Pst I消化断片 (550bp)をpGEM-4にサ

ブクローニングしたものを用いて作製 した。ラットIX型コラーゲンRNAプロープは、ラッ

トαl(IX)鎖のエクソン6および7をコー ドするcDNA14)を pBluesc亘 ptにサブクローニ

ングしたものを用いて作製した。ラットX型コラーゲンRNAプロープは、ラットαl(X)

鎖のNCl部分をコー ドするcDNA15)を pBluescriptにサブクローニングしたものを用いて

作製 した。ラットアグリカンRNAプロープはラットアグリカンのC端部分をコー ドする

cDNAの Pst I消化断片 (870bp)をpGEM-3Zに サブクローニングしたもの
16)を

用いて作

製 した。なお、ラットⅡ型コラーゲンcDNAおよびラットアグリカンcDNAはY.Yamada

博士 (National lnstitutt ofDental Research)よ り供与された。

2)凍結転写法を応用したin situハィプリダイゼーション法

約 10× 70 rrmの大きさに切ったニ トロセルロース膜を0。 lM塩化カルシウム溶液中で90

℃で10分問処理した後に風乾し、クリップでスライドグラスに固定した。凍結切片をニ

トロセルロース膜上に通常のスライ ドグラスに対するのと同様の方法で転写し、 ドライ

-5-



ヤーで完全に乾燥させた後に切片の前処理を行った。すなわち10μ 脚 のプロテアーゼ

Kで 20分間処理 し、その後4%PFA溶液で10分間再固定 した。一部の実験においては、切

片をさらにO.2N塩酸で10分間処理 した後に無水酢酸にて10分間アセチル化を行った。

前処理された切片をドライヤーで完全に乾燥させた後にニ トロセルロース膜の切片以外

の部分を トリミングし、25m径マルチウェルプレー ト (Coming,NY,USA)に 移して

以後の実験操作を行った。切片をハイブリダイゼニション溶液 [10mMト リスー塩酸緩衝

液 (THs―HCl,pH 7.6)、 1× デンハル ト液
17)、 10%硫酸デキストラン、600mM塩化ナ

トリウム、0.25%ドデシル硫酸ナトリウム (SDS)、 lmMエチレンジアミン四酢酸 (

EDTA)、 200μ ま」 トランスファーRNA(tRNA)を 含む50%ホルムアミド溶液]中で65

℃、3時間プレハイブリダイゼーションを行った後、同溶液を交換しDIG標識プローブ

を加え65℃で16時間ハイブリダイゼーションを行った。ハイブリダイゼーション後、ニ

トロセルロース膜を新しいマルチウェルプレートに移して洗浄を行った。まず、2×標

準クエン酸ナトリウム溶液 (SSC)を含む50%ホルムアミド溶液中で65℃、10分間×3

回、続いて0.2× SSCを含む50%ホルムアミド溶液中で65℃、15分間×2回洗浄した。一

部の実験においては、切片をさらに20μ脚 のRNaseAで 20分問処理した後2× SSCで50

℃、15分間×2回洗浄した。洗浄後、アルカリフォスファターゼ標識抗ジゴキシジェニ

ン抗体 (AP標識抗DIG抗体)と反応させ、4-ニ トロブルーテトラゾリウムクロライド (

NBT)お よび5-ブロモー4-ク ロロー3-イ ンドリルリン酸 (BCIP)を 基質として発色反応を

行いシグナルを検出した。検出反応終了後、水洗、風乾したニ トロセルロース膜をキシ
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レンに浸漬 して透明にし、パーマウント (Fisher Scientinc,N」 ,USA)で封入した。

3)従来のin tttuハイブリダイゼーション法

凍結切片をシランコートされたスライドグラスにマウントした後、ニ トロセルロース

膜を用いたin tttuハイブリダイゼーション法と以下の点以外は同じ方法で行った。すな

わち、0.2N塩酸と無水酢酸による切片の前処理、洗浄時のRNaseA処理は必ず行い、ハ

イブリダイゼーションと洗浄の温度を65℃ではなく50℃で行った。

4.シグナルの定量解析

実験で得られた画像をコンピューターに取り込み、画像解析ソフトウェアーNIH

Image SOfttare lver.1.55)で メッケル軟骨におけるH型コラーゲン遺伝子発現の特異的シ

グナルの強さとその周辺組織の非特異的シグナル (バ ックグラウンドシグナル)の強さ

を測定した。その比をシグナル・ノイズ比として定量解析した。

5.転写した凍結切片の組織解像度の評価

マウス14日 齢胎仔の後肢の凍結切片をポアサィズo.2、 0.05、 0.025 μ mの各ニ トロセ

ルロース膜にそれぞれ転写して風乾した。続いて、切片を0.1%ヌ クレアーファースト

レッドで染色して十分に水洗した後に風乾した。キシレンに浸漬して透明にしたニトロ

セルロース膜を封入し、光学顕微鏡で観察して組織の解像度を調べた。
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果結

1.種々のポアサイズのニ トロセルロース膜へ転写した凍結切片の組織解像度の比較

ポアサイズ0.2、 0,05、 0.025 μ mの各ニトロセルロース膜に転写された凍結切片を0.1

%ヌ クレアーフアーストレッドで染色して、十分に水洗した後に風乾した。キシレンに

浸漬して透明にしたニトロセルロース膜を封入後、光学顕微鏡で観察して組織の解像度

を比較した (図 1)。 ニトロセルロース膜に転写されたいずれの切片も、組織・細胞構

造が比較的良好に保たれていた。特に0.05、 0.025 μ mのポアサイズのニトロセルロース

膜に転写された切片では、0.2μ mのポアサイズのニトロセルロース膜に転写された切片

よりも解像度が優れていた。したがつて、ポアサイズ0.05μ m以下のニトロセルロース

膜を用いた場合、転写された凍結切片内の個々の細胞の観察が高解像度で可能なことが

明らかになつた。

2.凍結切片のニトロセルロース膜あるいはシランコートスライドグラスヘの結合性

の比較

マウス14日 齢胎仔の後肢の凍結切片をニトロセルロース膜に転写、あるいはシランコ

ー トスライドグラスにマウントして風乾した。続いて、切片を55℃ 、65℃、75℃、の各

ハイブリダイゼーション液中で12時間インキュベー トした後、切片を0.1%ヌ クレアー
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ファース トレッドで染色して剥離 した切片の枚数を調べた (表 1)。 シランコー トスラ

イ ドグラスにマウントした凍結切片では、55℃でのインキュベーションでは剥離 した切

片は無かったが、
.65℃

では10切片のうち6切片が、75℃では10切片のうち9切片がそれぞ

れ剥離した。一方、ニ トロセルロース膜に転写し.た凍結切片では、55℃、65℃ の各温度

でのインキュベ,ションでは剥離した切片は無く、75℃で10切片のうち1切片が剥離し

ただけであった。したがって、ニトロセルロース膜はシランコートスライドグラスに比

べて、切片の保持が高温でも優れており、従来のin situハイプリダイゼーション法より

高い温度でハイプリダイゼーションなどの実験操作が行えることが分かった。

3.凍結転写法を応用したin situハ イプリダイゼーション法の条件の決定

従来のin situハイプリダイゼーション法では、プロープの組織切片への非特異的結合

によリバックグラウンドシグナルが増大するのを防ぐために、ハイブリダイゼーション

前に切片を0.2N塩酸 で処理したり
18)、

無水酢酸でアセチル化したり
19｀ 20)す

ること

が通常行われる。また、RNAプロープを用いた場合には、ハィプリダイゼーション後に

切片をRNaseAで処理して標的mRNAとハイプリッドを形成したもの以外のプロープを分

解して取り除く必要がある21)。 これらの実験操作は煩雑であると同時に過剰なRNaseA

処理は特異的なシグナルも減少させる。一方、RNAプロープを用いたノーザンハイブリ

ダイゼーション法では、in situハイプリダイゼーション法よりも高い温度でハイプリダ

イゼーションや洗浄を行うので上記のような実験操作は通常行う必要がない。そこで、
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凍結転写法を応用 したin situハィプリダイゼーション法における上記の実験操作の必要

性を検討 した。

マウス14日 齢胎仔の後肢をニ トロセルロース膜に転写したものを試料として、塩酸処

理を省く群、塩酸処理とアセチル化を省く群、塩酸処理、アセチル化およびRNaseA処

理の全てを省く群、これらの処理を全て行う群、の4群についてそれぞれII型コラーゲン

mRNAに対するプロープを用いてin situハイプリダイゼーションを行った (図 2)。 そ

の結果、凍結転写法を応用したin situハイブリダイゼーション法では、塩酸処理、アセ

チル化およびRNaseA処理の有無に関わらずバックグラウンドシグナルがほとんど検出

されないことが判明した。また、RNaseA処理を行わない方が、行った場合に比べて強

い特異的シグナルが得られることも明らかになった (図 2C)。

4.凍結転写法を応用したin situハ イプリダイゼーション法と従来の方法との検出感

度の比較

次に、本研究の方法と従来の方法との検出感度の比較を、メッケル軟骨におけるⅡ型

コラーゲン遺伝子の発現の強さを指標として行った。ラット16日 齢胎仔の頭部の前頭断

の凍結切片をニ トロセルロース膜に転写、あるいはシランコー トスライドグラスにマウ

ントした。続いて、H型コラーゲンmRNAに対するプロープを用いてそれぞれin dtuハイ

プリダイゼーションを行い、シグナル検出反応を経時的に停止してメッケル軟骨におけ

るH型 コラーゲン遺伝子の発現の強さを比較した (図 3)。
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凍結転写法を応用したin situハイプリダイゼーション法では、検出反応開始10分以内

に明らかなシグナルが得られたが (図 3A)、 従来の方法では、明らかなシグナルは検

出反応開始1時間前後まで得られなかった (図 3B)。 さらに、この実験で得られた画像

をコンピューターに取り込み、画像解析ソフトでメッケル軟骨におけるH型コラーゲン

遺伝子発現の特異的シグナルの強さと周囲組織のバックグラウンドシグナルの強さの比

をシグナル・ノイズ比として定量的に解析した (図 4)。 本研究の方法では検出反応開

始10分以内に明らかなシグナル・ノイズ比の上昇がみられ 30分で平衡状態に達したが、

従来の方法では、明らかなシグナル・ノイズ比の上昇は反応開始1時間前後までみられ

なかった。

また、同じ切片で種々の濃度のH型コラーゲンmRNAに対するプロープを用いてin situ

ハイプリダイゼーションを行った後、同じ条件でシグナル検出反応を1時間行い、メッ

ケル軟骨におけるⅡ型コラーゲン遺伝子の発現のシグナル・ノイズ比とプロープ濃度の

関係を本研究の方法と従来の方法とで比較した (図 5)。 凍結転写法を応用した本研究

の方法では30可述のプロープ濃度で十分に高いシグナル・ノイズ比が得られたが、従来

の方法では、同程度に高いシグナル・ノイズ比を得るのに300ng/mlの プローブ濃度が必

要であることが明らかになった。

5。 凍結転写法を応用したin situハ イブリダイゼーション法による種々のコラーゲン

遺伝子の発現の検出



これまでの実験で凍結転写法を応用したin situハイプリダイゼーシヨン法は、高感度

に、しかも簡便に特定遺伝子の発現を検出できることが明らかになった。そこで、実際

に本方法を用いてマウス14日 齢胎仔の後肢における種々のコラーゲン遺伝子の発現を検

出した。H、 X型コラーゲン遺伝子の発現については、検出反応終了後に風乾したニト

ロセルロース膜を実体顕微鏡で観察した (図 6)。 Sandellら の報告
22)に あるように、

Ⅱ型コラーゲン遺伝子の発現は全ての軟骨組織に検出され (図 6D、 X型コラーゲン遺

伝子の発現は骨幹部の骨髄に近接したいわゆる肥大軟骨層に検出された (図 6B)。 I、

lX型コラーゲン遺伝子の発現については、キシレンに浸漬して透明にしたニトロセルロ

ース膜を封入して光学顕微鏡で観察した (図 7)。 これもSande■ らの報告
22)にあるよ

うに、I型コラーゲン遺伝子の発現は軟骨以外の組織全域、特に骨組織に強く検出され

(図 7D、 IX型コラーゲン遺伝子の発現は軟骨組織全域に検出された (図 7B)。
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察考

本研究によつて、凍結転写法がin situハイプリダイゼ~シ ヨン法に応用可能であるこ

とが判明した。凍結切片を転写する支持体として用いたニトロセルロース膜は、比較的

良好に組織構造の解像度を保つたまま、従来のスライド・グラスより強固に組織切片を吸

着した。したがつて、凍結転写法を応用したin situハイプリダイゼーシヨン法では、従

来の方法よりも厳しい条件下でハイプリダイゼ~シ ヨン、あるいは洗浄操作を行うこと

が可能になつた。その結果、従来の方法ではバツクグラウンドシグナルを減少させるた

めに必要とされている切片の塩酸処理、アセチル化、およびハイプリダイゼーシヨン後

のRNaseA処理などの操作を省いても高感度に特定の遺伝子の発現を検出できた。また、

本方法による遺伝子発現の検出感度は、シグナル検出時間、あるいはプロ~プ濃度とシ

グナル・ノイズ比の関係の解析などの結果より、従来の方法に比べて少なくとも10倍以

上感度が高いことが示された。

細胞や組織内で免疫組織化学的手法により、あるタンパク質の局在が明らかになつた

場合、そのタンパク質が産生された場所を知るためには、そのタンパク質の嗣い隕の局

在をin situハイプリダイゼーシヨン法で明らかにする必要がある。また、多種の細胞よ

り構成される組織において個々の細胞の遺伝子の発現状態を明らかにするためにin situ

ハィプリダイゼーシヨン法は非常に有効である。しかしながら、耐い隕が局所に存在し

ていてもその発現が微弱な場合、シグナルの検出が困難であることが多い。この問題点
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を解決するために、in situハイプリダイゼーシヨン法の検出感度を増大させるための様々

な改良が行われてきた。従来より報告されている改良法を大別すると、ハイプリダイゼ

ーションの効率を改善して検出感度を増大させようとする方法と、標的劇跡眈にハイブ

リダイズした標識プロープの検出法を改良して検出感度を増大させようとする方法があ

る。前者の例では、切片をプロテアーゼKで前処理してプロープの組織内への浸透性を

高める方法
23)が報告されている。後者の例では、化学発光を利用して検出する方法

24)

やストレプトアビジンービオチン反応を利用して検出する方法
2め などが報告されている。

また、De Blockら はAPase反応を行う基質溶液中に高分子のポリビニルアルコールを添加

することによつて反応生成物の拡散を防ぎ、検出感度が加倍増大したと報告している
26)。

本研究では、従来の改良点とは異なり、標的dNAの切片からの漏出を減少させるこ

とにより検出感度の増大を試みた。従来の免疫組織化学的方法やin smハイプリダイゼ

ーション法では、可溶性のタンパク質やRNAが実験操作中に組織切片から漏出すること

は避けられない。これら標的物質の組織切片からの漏出が検出感度の減少をもたらすと

報告されている
27、 28)。 最近McGramら は、従来のスライドグラスを用いた免疫組織化

学的方法では模出が困難であつた上皮細胞増殖因子受容体 (ECFR)やHer-2な どの膜タ

ンパク質が凍結転写法を用いると高感度に検出することができると報告している
11)。

この結果は、凍結転写法をin simハ イプリダイゼーシヨン法に応用した場合でも標的

mRNAを高感度に検出できる可能性があることを示唆している。実際に応用を試みた結

果、従来のin shハイプリダイゼーシヨン法に比べて標的mRNAを高感度に検出するこ
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とが可能であつた。検出感度が増大した理由として次の二つのものが考えられる。まず

一つめの理由として組織切片を保持する支持体のRNAの吸着容量の違いが考えられる。

従来のin tttuハイプリダイゼーシヨン法では組織切片の支持体としてスライドグラスを

用いるが、スライドグラス自身はタンパク質やRNAを吸着しないので、スライドグラス

の表面をポリーL― リジン
29)ゃ

3-ア ミノプロピルトリエトキシシラン
30)で

処理しておく

必要がある。しかしながら、タンパク質は表面処理剤の極性や官能基を介して間接的に

スライドグラスと結合するだけであるため、組織切片の保持力は弱く、また、RNAもス

ライドグラスと直接的に結合することなく組織切片中に存在しているため、実験操作過

程での組織切片中からのRNAの漏出を防ぐことはできない。これに対して、ニトロセル

ロース膜は多孔性の構造を持ち、直接的にタンパク質やRNAを膜表面に強固に吸着する

ため、凍結転写法によって転写された組織切片では、組織切片中からのRNAの漏出を減

少させることができる。したがつて、標的劇い隕を組織切片中に多く保持することが可

能になった。

さらに、二つめの理由としてRNaseA処理を省くことができる点が考えられる。

RNaseA処理はRNAプロープを用いた場合に、余剰のプロープを分解してバツクグラウ

ンドシグナルを減少させるために、従来のin situハイプリダイゼーシヨン法においてハ

イプリダイゼーシヨン後に行われる。しかしながら、プロープの一部だけが標的制跡A

に結合してハイプリッドを形成しているような場合、同処理によつて結合していない部

分のプロープが除去され、特異的シグナルも同時に減少する (図 8)。 凍結転写法を応
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用したin situハイプリダイゼーション■では、前述したとおり組織切片がニトロセルロ

ース膜表面に強固に吸着するため、従来の方法では切片がスライドグラスから剥離する

ために不可能であつた高温 (例えば65℃)でのハイプリダイゼーシヨンや、激しく振盪

しながらのプロープの洗浄を行うことができるので、RNaseA処理を省略してもバック

グラウンドシグナルはほとんどみられない。したがつて、RNaseA処理の省略により、

特異的シグナルの減少を防ぐことが可能になつた。すなわち、凍結転写法を応用したin

situハイプリダイゼーシヨン法は、従来の改良点とは異なる理由で感度が増大している

ので、従来報告されている感度を増大させるための手段と組み合せることによつて、さ

らに感度を増大することが可能であると考えられる。

また、本研究の方法では、通常バックグラウンドシグナルを減少させるために行われ

る、切片の塩酸処理およびアセチル化などの操作を省くことができる点や、ハイプリダ

ィゼーション以後の操作をマルチウエルプレートで行える点などから、従来の方法より

実験手法が簡便になった。しかも、従来の方法では、スライドグラス上にマウントした

組織切片中のRNAが、RNaseに より分解されないように細心の注意を必要としたが、本

研究の方法では1-度ニトロセルロース膜上に転写された組織切片中のRNAは膜上に良

好に固相化されるため、RNaselFよ う分解が起こりにくく、実験中にあまりRNaseの汚

染を考慮する必要がない。

これまで、凍結転写法を応用したin situハイブリダイゼーシヨン法の優れている点に

っいていくつか述べてきたが、問題点もある。まず、スライドグラスにマウントした組
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織では容易に行える対比染色が、ニ トロセルロース膜に転写 した組織ではシグナル検出

反応後に行 うことが困難である点である。この点に関しては、シグナル検出反応前に通

常よ りも希釈した染色液で染色することによって解決できる。また、解像度に関しては、

従来の方法に比べるとやや劣るが細胞 レベルでの観察は十分可能である。解像度はニ ト

ロセルロース膜めポアサイズの大きさに影響されるが、現在市販されているものでは

o.02μ mのポアサイズが最小であり、現時点では細胞内における遺伝子発現部位の観察

には適さない。

本方法は、支持体であるニ トロセルロース膜の大きさを自由に変えることができるの

で、大きな組織全体を切片 としてin situハ イプリダイゼーションを行うことも可能であ

る。また、最近では、組織内で目的とする遺伝子をPCRで増幅した後に検出するin situ

PCRという新しい技術が開発されたが、PCRの過程で急激な温度変化と高温にさらされ

るため組織切片がスライドグラスから剥離しやすいという問題がある。しかしながら、

本方法では、組織切片が膜に固相化され、しかも高温でも良好に保持されるのでin situ

PCRに も十分応用できると考えられる。

本研究の結果、凍結転写法を応用したin situハイプリダイゼーシヨン法は従来のin situ

ハイプリダイゼーション法と比べて特定遺伝子 の検出を高感度に、しかも簡便に行え

ることが判明した。
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論結

本研究の方法lま、従来のin tttuバイプリダイゼ~シヨン法と比べて10倍以上の検出感

度を示した。また、本研究の方法では、ニトロセルロース膜に転写された組織切片が膜

と強く結合するので、従来の方法よりも高温でハイプリダイゼーシヨンやプロープの洗

浄が可能になり、従来の方法でバックグラウンドシグナリレを減少させるために必要であつ

た塩酸処理、アセチル化およびRNaseA処理などの操作が必要なくなったために実験操

作を簡略化できた。以上より、凍結転写法が、in situハイブリダイゼーション法に応用

できることが判明した。
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0.2μm

0.05μm

0.025μm

図1 種々のポアサイズのニトロセルロース膜に転写した凍結切片の組織解像度

_マウス14日齢胎仔の後肢の凍結切片をポアサィズ0・ 2,0。 95,0.025 μmの各ニトロセ

ルロース膜に転写後、0。 1%ヌ クレアーファース トレッドで染色した。 (倍率 :×

100)
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支持体
インキュベーション温度 (℃ )

55     65     75

ニ トロセルロー
0/10  0/10  1/10

ス膜

スライ ドグ
0ノ 10  6/10  9/10

ラス

表 1 凍結切片のニトロセルロース膜あるいはシランコートスライドグラスヘの結合性

の比較

マウス14日 齢胎仔の後肢の凍結切片をニトロセルロース膜に転写、あるいはシラン

コートスライ'ド グラスにマウントした後、55,65,,75℃ の各温度のハイプリダイゼー

ション液中で12時間インキュベートした。インキュベート後、0.1%ヌ クレアーフア

ーストレッドで染色して切片の状態を観察した。それぞれ10切片のうち剥離した切

片の枚数を示す。
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図2 塩酸処理、アセチル化およびRNaseA処理の特異的シグナルやバックグラウンド

シグナルに及ぼす影響

マウス14日 齢胎仔の後肢の凍結切片をニ トロセルロース膜に転写した後、H型コラ

ーゲンmRNAに対するプローブを用いてin situハイブリダイゼーションを行った。

い)は塩酸処理を省いたもの、 e)は 塩酸処理とアセチル化を省いたもの、 (C)

は塩酸処理、アセチル化およびRNaseA処理を省いたもの、 (D)は これらの全ての

処理を行ったものを示す。 (倍率 :× 100)
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図3 凍結転写法を応用した方法と従来の方法との検出感度の比較

ラット16日 齢胎仔の頭部の凍結切片をニ トロセルロース膜に転写、あるいはシラン

コートスライドグラスにマウントした後、H型コラーゲンmRNAに対するプローブ

を用いてin situハイブリダイゼーションを行った。シグナル検出反応をlo分後、30

分後、1時間後、2時間後の各時点で停止してメッケル軟骨におけるシグナルの強さ

を比較した。 (A)は本研究の方法でin situハイブリダイゼーションを行った場合

のシグナルの経時的変化、 (B)は従来の方法で行った場合のシグナルの経時的変

化を示す。 (倍率 :× 100)
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図4 シグナル検出時間とシグナル・ノイズ比の関係

ラット16日 齢胎仔の頭部の凍結切片をニトロセルロース膜に転写、あるいはシラン

コートスライドグラスにマウントした後、H型コラーゲンー Aに対するプロープ

を用いてin situハイプリダイゼーションを行つた。シグナル検出反応を10分後、30

分後、1時間後、2時間後の各時点で停止した。メッケル軟骨におけるH型コラーゲ

ン遺伝子発現の特異的シグナルの強さとその周辺組織の非特異的シグナル (バ ック

グラウンドシグナル)の強さの比をシグナル ,ノ イズ比として画像解析ソフトウエ

アーで定量化 した。各値は3点の平均値と標準偏差を示す。

10
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図5 プロープの濃度とシグナル・ノイズ比の関係

ラット16日 齢胎仔の頭部の凍結切片をニトロセルロース膜に転写、あるいはシラン

コートスライドグラスにマウントした後、種々の濃度のⅡ型コラーゲンmRNAに対

するプロープを用いてin situハ イプリダイゼーションを行い、シグナル検出反応を1

時間で停止した。メッケル軟骨におけるH型コラーゲン遺伝子発現の特異的シグナ

ルの強さとその周辺組織の非特異的シグナル (バ ックグラウンドシグナル)の強さ

の比をシグナル・ノイズ比として画像解析ソフトウエアーで定量化した。各値は3

点の平均値1標準偏差を示す。
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図6 マウス14日 齢胎仔の肢芽におけるH型、X型コラーゲン遺伝子の発現

マウス14日 齢胎仔の後肢の凍結切片をニ トロセルロース膜に転写した後、H型コラ

ーゲン (A)あ るいはX型コラーゲンmRNA(B)に対するプローブを用いてin situ

ハイブリダイゼーションを行った。検出反応終了後に風乾したニトロセルロース膜

を実体顕微鏡で観察したものを示す。
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図7 マウス14日 齢胎仔の肢芽におけるI型、IX型 コラーゲン遺伝子の発現

マウス14日 齢胎仔の後肢の凍結切片をニ トロセルロース膜に転写した後、I型コラ

ーゲン (A)あるいはIX型コラーゲンmRNA(B)に対するプローブを用いてin

situハ イブリダイゼーションを行った。 (倍率 :× 40)
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図 8 RNaseA処 理による特異的シグナル減少の機構

プロープの一部だけが標的mRNAに結合してハイプリッドを形成しているような場

合(RNaseA処理によって結合していない部分のプロープが除去され、特異的シグ

ナルが減少することを示す。
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