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論文内容の要旨

病理組織診断に汎用されているホルマリン固定ノTラフィン切片から蛋白を抽出する新しい手法を開発し， Western 

blotting と免疫組織化学染色を同一材料で行うことで診断的価値の高い蛋白発現の詳細な検討を可能にすることを目

的とした。

[材料および方法]

(組織材料) 大腸癌および腺腫の切除標本を10% リン酸緩衝ホルマリンで 4 0C ・ 24.-.__48時間の固定を行った後，パラ

フィン包埋した。

(蛋白抽出) 隣接切片の H-E 染色を観察しながら， 50μm 厚の切片 3 枚から 5111111 角の癌組織を切り出した。腺腫

および正常粘膜も同様に切り出した。さらにこれを細切し， 0.1% または2.0% SDS 含有 RIPA buffer を加え，様々な

条件下( 0 oC x 2 hr, 370C x 2 hr, 600C x 2 hr , 1000C x 20 min の後600Cx 2 hr) で incubation を-行った。 incubation の

後， tissue lysate を遠沈し，上清を回収，蛋白濃度測定を行った。

(SDS-PAGE および Western blotting) 5 111m 角・ 50μm 厚 1 枚分の lysate でポリアクリルアミド電気泳動を行

い， Coomassie 染色で抽出蛋白の分子量を調べた。

Western blotting では， polyvinylidene c1ifluoride membrane に転写後， 1 次・ 2 次抗体で incubation を行った。

さらに sensitivity を調べるために， lysate の sequential c1ilution を行い proliferating cell nuclear antigen (PCNA) 

に対する Western blotting を施行した。また，正常粘膜・腺腫・癌組織における cyclin D1 および CDK2 の発現量を

c1ensi tometry により比較した。



[成績]

(蛋白抽出) 0.1% SDS 含有 RIPA buffer では蛋白は抽出されず， 2 % SDS 含有 RIPA buffer では， 5mm 角・ 50

μm 厚 1 枚分の癌組織から ooC x 2 hr で平均13.6μg， 3rcx2 hr で14.3μg， 60ocx2 hr で15.2μg と微量の蛋白しか

抽出できなかった。これに対し600Cx 2 hr の前に 100
0

Cx 20 min の preincubation を加えることにより 121. 5μg と抽

出効率 (164.2μg/mg 乾燥癌組繊)が飛躍的に向上した。 Coomassie 染色の結果， 10 kD から 120 kD の分子量の蛋白

が確認された。

(Western blotting) 正常粘膜および癌組織での PCNA の発現を確認し，さらに sequential dilution では32倍希釈

まで検出可能であった。その他，核蛋白である p53 ・ cyclin D1 ・ cyclin E ・ CDK2 ・ CDK4，細胞質蛋白である βcatenin，

細胞膜結合蛋白である E-cadherin が検出された。

(手技の応用) 正常粘膜・腺腫および癌組織での cyclin D1 と CDK2 の発現量を比較した結果，正常粘膜に比べ腺

腫では cyclin D1 は2.1倍， CDK2 は1. 4倍の発現を示した。さらに癌組織ではおのおの3.6倍・ 3.3倍と発現量が増加し

ていた。

[総括]

ホルマリン固定標本では，ホルマリンによる化学的架橋のため蛋白抽出は不可能であると報告されてきた。標本を

高濃度界面活性剤で高温下に処理する本手法によってはじめて，ホルマリン固定標本からも新鮮凍結標本からと同様

に蛋白抽出・分析が可能となった。

PCNA の sequential dilution の結果では， Western blotting には 1mm 角・ 50μm 厚 1 枚分のパラフィン包埋組織

で十分であると計算された。この手法で種々の核蛋白や細胞質蛋白および膜結合蛋白が抽出可能であったが，これら

の中には，組織切片の免疫組織染色でも検出が難しい蛋白も含まれている。これは， 2 % SDS 含有 RIPA buffer を用

いて高温下に incubation することで架橋が解離し，抗原性が回復したためと考えられる。免疫組織染色では antigen

retrieval の目的で microwave の熱効果が頻用されているが，本手法もこれと同様の機序に基づくものと思われる。

この手技の有用性は，まず第ーに顕微鏡観察下に微小病変を分割的に切り出し， contamination を抑えることによっ

て精密な解析ができることである。第 2 に，これまで蓄積された膨大な量のホルマリン固定標本が利用可能となる点

である。

論文審査の結果の要旨

本研究は，微量のホルマリン固定パラフィン包埋組織切片から蛋白を抽出し， Western blotting にて解析する新し

い手法の開発を目的としたものである。ホルマリン固定ノfラフィン包埋切片から，目的とする病変を顕微鏡観察下に

microdissection を行い，細片化の後，高温下で高濃度の界面活性剤を用いて incubation することにより，高率に蛋白

を抽出することができた。 Western blotting では，核・細胞質・膜結合すべての分画の種々の蛋白が検出可能であっ

た。本手法は，形態を参照しながら微小な病変を個別に採取・解析することが可能である故，新鮮凍結標本が採取不

可能な病変，または contamination のため肉眼的に採取困難な病変に対し有用で、あると考えられる。本研究は，これ

まで定量的判定が不可能であった病変において，初めて詳細な蛋白発現の検討を可能にしたものであり，学位に値す

る業績と考える。




