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要 約 :細胞個々についての特異的遺伝子発現状態の検討は,細胞の生理状態を正確に把握するために必須な

ことと思われる.最終生産物の蛋白等の検索に関しては免疫組織化学が有効であるが,抗原性の固定による変化

辛,また蛋白の存在が必ずしもその場でのその時点での合成を意味しない事等問題点も多い.このような諸問題

の解決法の一つとして開発された新しい組織化学的方法論がinsituhybridization(ISH)法であり,細胞単位で
の特定の核酸分子を局在化するものであった.我々はここ15年,特に解像力と簡便さの点で優れる非放射性ISH
法の開発 ･改良に努力し,前処理条件の至適化や合成オリゴDNAプローブの導入などによる簡便化をもたらし
た.最近では,更にISH法によって検出されたmRNAの増減を転写 レベルで解析するためにサウスウェスタン
組織化学を独自に開発して応用に努めている.本稿ではこれらの分子組織細胞化学的方法論について概説したい.
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緒 岩

RobertHookによる細胞の発見8)以来,生物諸器官の生

理的 ･病理的変化の多くが組織学的形態情報として蓄積さ

れ,組織細胞生物学は形態学の重要な一角として脈々と発展

を続けてきた.一方で,近年の細胞生物学の大躍進により

in vitroでの一様な細胞集団を解析することによって,細胞

構造と機能更にはその生命体としての生活環 (細胞増殖,細

胞分化,細胞死)の調節機構に関する我々の知識は格段に向

上している.しかしながら,in vitroでの解析結果が生体内

での組織活動でも有効に作動しているものなのか培養条件下

での人為的産物かの検討には,組織細胞レベルでの検討が必

須であるのは自明であろう.

組織細胞形態学の基本は,組織切片を作製し,染料で着色

し,そして顕微鏡観察することである.しかも,客観的な結

果の理解の重要性から,現在では単純な形態変化の記載では

不十分で,その形態変化の基盤となる物質的な変化の理解が

求められている.その目的の為に,着色過程で特定の物質を

同定するのが組織化学であり,更に酵素と基質の特異性を利

用して酵素局在を視覚化するのが酵素組織化学,蛋白･糖質

･脂質を抗原として用い抗原-抗体反応を利用するのが免疫

組織化学と発展してきた.これらの方法論を礎に,更に核酸

一核酸及び核酸一蛋白の塩基配列特異的な反応を利用し,遺

伝子発現状態とその調節機構を細胞単位で検討するために開

発 ･改良されつつあるのが分子組織細胞化学であり,その中

心的方法論がinsituhybridization(ISH)12,18)法とサウスウ

ェスタン組織化学21)更にはDNA鎖切断を検出するin situ

nicktranslation22)法やTUNEL6)法である.
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我々は,特定のmRNAの発現状態を高解像力で視覚化 ･

解析するために非放射性ISHの開発に努力し,更に最近で

はそれらの結果を転写調節レベルで理解するための方法論と

してサウスウェスタン組織化学を開発してきた.本稿では,

我々のここ15年の研究結果を基に特にこれらの分子組織細胞

化学的方法論に関する最近の進歩を概説する.

ISH法の歴史的背景

1969年にGall& Pardue5)並びにJohn等9)の2つのグ
ループから独立的に染色体標本上でリボゾームRNA遺伝子

の存在箇所を同定する方法としてISH法が報告された,染

色体上での特異的な遺伝子座の検討やウイルス遺伝子DNA

等の特異的塩基配列を有すDNAの細胞内同定法として利用

された (chromosomalISH).1978年,Brahic皮 Haase2)に

より同様の原理が,ウイルスRNAの検出法として利用可能

なことが示されると,特異的なmRNA発現を細胞個々のレ

ベルで解析する手段 (histoISH或いはhybrido-histochemis-

try)として一躍注目を浴びるに至った12･18)

ISH法の意義

細胞特異的な現象の解析には,集団の平均値としての解析

では一般に不十分であり,細胞個々のレベルでの検討結果が

要求される.ここに,分子生物学的な手法であるサザンブロ

ット法やノザンプロット法とISH法との根本的な差異が認

められる.

DNAを対象としたISH法 .

染色体標本上で特定の遺伝子DNAの存在箇所を検討する

ことは,その数や位置に関して遺伝子に生じた種々の異常を

個体の一部を利用することにより簡便に検索する方法を提供
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する.特に,染色体レベルで生じた先天異常の早期検出には

臨床的意義も高い.また,潜伏感染しているDNA ウイルス

の検出には必須である.ヒトの全遺伝子配列を決定するヒト

ゲノムプロジェクトの中でも,重要な地位を占めている.

RNAを対象としたISH法

組織或いは細胞特異的遺伝子発現状態を検討する事は,細

胞の生理状態を正確に把握するばかりでなく細胞増殖 ･細胞

分化 ･細胞死といったような様々な細胞現象の調節機構を解

明する上で必須である.最終生産物の蛋白レベルでの検討に

は免疫組織化学が有効であるが,特にホルモン分子のような

分泌性の蛋白の場合,蛋白合成後に貯蔵 ･分泌 ･取 り込み等

によりその局在に変化を生じ得るため,免疫組織化学的に検

出されたある蛋白の存在が,必ずしもその細胞でのその時点

での合成を意味しないことが警告され,産生を確認するため

にはmRNAの発現の検討が要求される.また,免疫組織化

学の問題点として対象とする抗原性の固定操作による変化や

消失が指摘されており,たとえばステロイ ドホルモン受容体

等では,マイクロウエーブ28)やオートクレーブ3,24)を用い

ての "superheating''による抗原の固定或いは賦活化法の導

入により以前は陰性とされていたものが,実は陽性であった

と判明した例も相次いでいる.抗原性物質の化学的な多様性

の故に生じる問題であった.更に,非常に活発に分泌されて

しまう蛋白の場合には,例え産生されていても細胞内濃度が

検出感度以下である場合も知られる4). 従って,免疫染色結

果が陰性であった場合でも,必要に応じてISH法による再

確認が必要である.更にその塩基配列しか判明していない遺

伝子の細胞発現の検討が要求される先端的分野に於いても,

遺伝子発現状態の組織細胞検索方法としてISH法の利用が

不可欠である.

非放射性ISH法と種々の選択肢

ISH法の原理 (Fig.1)

雑種形成反応

DNAはアデニン (A),グアニン (G),チ ミン (T),シ

トシン (C)の四塩基から,またRNAはA,G,ウラシル

(U),Cから構成されている.核酸塩基間に於いては,Aに

対してT或いはUが,Gに対してはCが相補的であり,そ

れぞれ二本及び三本の水素結合によって複合体を形成する

(Fig.1).従って,標的とするmRNA等の塩基配列に相補

的な塩基配列をもつ核酸分子 (プローブ:探索子)と適切な

環境で反応させると両鎖は二本鎖の安定な分子雑種を形成す

る.分子雑種の安定性は基本的には塩基間に形成された水素

結合の総数に依存 している.安定性はいわゆる融解温度

(Tm値)で表され,一般的にはDNA鎖間で得られた次の

式で計算される.Tm-81.5+16.610g[溶液中の塩濃度]+

0.41×(GC含量 :%)-675/塩基数-0.61×(ホルムア ミド

濃度 :%)この計算式を基本にして,DNA-RNA雑種の場

合は5-8度加算し,RNA-RNA雑種の場合には10-15度加算

する.要は,Tm とは塩基の半数が一本鎖化し残 り半分が二

本鎮化している温度のことである.本式から明らかな様に,

Tmは塩濃度,GC含量,分子雑種の長さ,ホルムアミド濃

度等によって影響を受ける.そこでより厳しい条件,即ちよ

り相補性が高い雑種しか存在できないような条件をstringen-

cyが高いと呼び,より特異的な分子雑種を得る上で必要で

ある.高温度,低塩濃度,高濃度のホルムアミド存在下等が

相応する.尚,これらの計算式は,溶液中での反応に関する

もので,ISH法のような固層にあるmRNA と溶液中のプ

ローブ核酸との反応の場合には,Tm値は約 5oC下がると言

われている.雑種形成反応の速度に関しては,溶液中ではプ

ローブの塩基配列が単調で長く且つ高濃度である程速いこと

が知られているが,実際上は何れのプローブ核酸を用いる場

合でも,(Tm-30)から (Tm-15)oCで15-20時間-イブリ

ダイゼ-ションを行う.

PRINCIPLE OF NON-RADIOACTIVE IN SITU HYBRIDIZATION
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Fig.1.Principleofnonradioactiveinsituhybridizationwithanoligo-DNAprobe.(1)Thymine-thymine(T-T)dimerizedordigoxigenin

(Dig)-labeledoligo-DNAishybridizedinsituwithatissuesection.(2)Afterappropriatewashing,T-TdinerorDigisreactedwithhorseradish

peroxidase(HRP)-labeledanti-(T-Tdimer)oranti-Dig.(3)Finally,thesitesofHRParevisualizedenzyme-immunohistochemically.
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シグナルの視覚化

lSH法では,プローブとして用いる核酸を放射性或いは

非放射性物質で標識し,雑種形成反応後その標識物の特性或

いは活性を利用してその存在箇所を視覚化する.放射性法で

は,オートラジオグラフィーによりシグナルを銀粒子からな

る黒点として検出し,非放射性法の場合には最終的にhorse-

radishperoxidase(HRP)等の酵素や或いは蛍光色素で標識

した抗-ブテン抗体を反応させ主として免疫組織化学的にシ

グナルを視覚化するのが一般的である.

放射性法か非放射性法か?

ISH法は,かつて3H,32p或いは35S等の放射性同位元素

(RI)標識プローブを用いて行われていた.これに対し,近

年注目を集めている非放射性の免疫組織化学的ISH法の特

徴をまとめると以下のようになる.

長所

RI標識プローブを使用する場合と比較して, 1)半減期

が実質上なく一度標識したプローブ核酸は極めて安定に長期

間利用可能である.2)全ての行程が2-3日以内で完了し簡

便である.3)解像力が大変よく,細胞個々のレベルはもと

より,場合によっては細胞内局在の検討も可能である.4)

電顕的なアプローチが必要な場合,成功例は殆ど非放射性法

で,方法が確立している.5)ヒトへの危険度や廃棄物の処

理上,経済的で安全である.

批判と現状

1)免疫組織化学的ISH法への代表的批判は,感度がRI

法に比べて低いというものであった.しかしこれは,オート

ラジオグラフィーの銀粒子の一つ一つが特異的シグナルであ

るという誤った認識から由来する.どちらの方法にせよ,皮

応物の一定密度以上の局所的集積が陽性シグナルと見なされ

るので,signal/noise率の観点から考察すれば,両者の有効

なシグナル検出感度には本質的な差異は認められない.2)

定量性に関して,従来非放射性ISH法の結果は定量化出来

ないとされた.しかし,現在では画像処理装置が一般化し

RI法と同様にシグナルの定量化が可能になっている.3)

-ブテンとして選んだ標識が内在している場合,非特異的反

応の存在が指摘されるが,現在では動物 ･植物を通し天然に

は存在 しないthym ine-thym ine(T-T)dimer12･32)辛,動物

組織には存在 しないdigoxigenin(Dig)4･15,16)等の抗原性物

質の利用が開発されている.4)シグナル検出に用いた酵素

活性が組織細胞に内在する場合が指摘されるが,通常使用さ

れるHRP等の活性に関しては種々の阻害法が考案されてお

り,実際上殆ど問題にならない.

種々の選択肢

プローブ核酸

プローブとして用いられる核酸は,二本鎖のいわゆる

CDNA,一本鎮DNA或いは合成オ リゴDNAと一本鎖の

RNAである.二本鎮cDNA7,12)は,クローン化されたバク

テリアのプラスミドから切り出すかpolymerasechain reac-

tion(PCR)により作製される.二本鋳 DNAプローブは,
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使用時に一本鎖化する必要があり,又-イブ1)ダイゼーショ

ン中に両鎖間でre-annealingが生じるのでアンチセンス鎖の

実効濃度を一定に保つのは難しい.一本鎖DNAは,以前は

ウイルスベクターを用いて得られていた29)が,現在では

asymmetricPCR法や特殊なエクソヌクレアーゼを利用して

一方のDNA鎖のみ消化する方法により簡便に作製が可能と

なっている.センス或いはアンチセンス鎖しか含まないので

効率の良い-イブリダイゼ-ショソを行える.しかし作製が

最も簡便なのは合成オリゴDNA4･15,18,25,30)であ り,標的と

するmRNA配列が判れば任意の配列を直ちに合成して利用

できる.これも一本鎖DNAであるが,通常は25から60-mer

程度のものを合成する.DNA合成機があれば 1塩基当た り

5-6minで合成可能であるし,外注しても1-2週間以内にし

かも安価に入手可能である.RNAプローブは,特殊なベク

ターへcDNAを組み込み,RNAポリメラーゼを利用して作

成する.DNAに較べて組織成分-の非特異的吸着傾向が強

く,その特異性の検定法や特異的シグナルを残すための

RNaseの利用に問題点がある20)が,適切に利用されれば有

効である.本稿では,合成オリゴDNAの利用を中心に話を

進めろ.

非放射性標識物の選択

プローブ核酸の標識物としてほ,HRP等の酵素 (酵素組

織化学的方法),FITC等の蛍光色素,或いはbiotin,Digや

T-Tdimer等の抗原性物質 (免疫組織化学的方法)が知られ

ている.酵素組織化学的にシグナルを検出する方法では,酵

素活性を維持する必要から必ずしも-イブリダイゼ-ショソ

の至適条件での反応が行なえない点,分子サイズの大きなも

のを標識するためプローブの組織内-の浸透性が悪い点,立

体障害による雑種形成反応の阻害等の欠点があ り,実際上

ISHに使用される場合は極めて限られる.蛍光色素で標識

する方法は,特に共焦点レーザー顕微鏡と画像処理システム

の一般化に従って注目されており,実際染色体上での特異的

な遺伝子局在を証明する最も有効な方法 (FISH法)となっ

ている.しかし,組織内mRNAの検出に関しては,取 り分

け自家蛍光や高いバックグラウンド等の影響により画像処理

無しでは明確なシグナルは得られにくい現状がある.そこで

むしろ,FITCなどの蛍光物質をひとつの-ブテンとして利

用する方法が試みられている.免疫組織化学的ISH法は,

現在最も信頼性を獲得しているものであるが,それぞれの-

ブテンに特異的な利点と欠点が認められる.化学的な修飾法

は,一般に反応性の調節が難しく,また反応させる前駆物質

がしばしば不安定或いは危険物質であるため利用例は少な

い.Biotinは,biotin化核酸アナログを酵素反応を利用して

取 り込ませる.Biotinの-ブテンとしての有能さや検出系の

洗練度は群を抜 くが,内因性のbiotinの問題を避けること

が出来ない.DigやBrdU等の-ブテンも基本的にはbiotin

と同様にして核酸へ導入出来る.Digは現在広範に利用され

ているものの一つで,特に合成オリゴDNAとの併用で注目

される.但し,過剰なDigでの標識は,組織 ･細胞の疎水

性成分と非特異的な結合を増大することに留意する16).上記

の全ての化学的及び生化学的標識法に共通する欠点として,

実際上標識率の制御が困難である点と標識後の精製操作の必
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要性である.これらの問題点を意識して我々が独自に開発し

た方法がT-T dimer法12･18)である.標識法として他の方法

と最も異なる点は,DNAそのものを抗原化する点である.

DNAにはピリミジン塩基の一つとしてTが含まれるが,T

が隣接している所に紫外線 (UV:A-254nm)が照射され

ると,ピリミジン環の二重結合が解裂し両者間に安定なシク

ロブタン構造が形成され,T-T dimerとよばれる.従って,

この標識法は物理学的な修飾法と理解され,-ブテン化反応

中になんら不要な物質の混入は無く標識後のプローブの精製

も不要である.付け加えるに,Tの隣接箇所は100塩基中2-4

箇所あれば十分で,実際上殆どの遺伝子に利用可能である.

ISH試料としての特徴

試料としては,培養細胞からサイトスピン標本,新鮮 (未

固定)凍結切片,既固定凍結切片,パラフィン切片,樹脂包

埋切片まで必要に応じて何でも利用可能である.何れの場合

にせよ,mRNAの検出を目的とするならRNAの保存度の

検討を予め行ない,試料としての適切さを評価し取捨選択す

べきである.

ISH法の基本操作 (Table1)

全体的な操作手順をTablelに示した.各々の詳細20)は

ここでは避けるが,特にRNAを研究標的とする場合は,

RNaseの不要な混入 ･作用をいかに除くかが重要ある.

試料の作製と固定について

新鮮凍結切片の場合には,厚さ2-3mmで直径が 1cm以

下の試料をOCT compound(Miles)に包埋し直ちにエタノー

ル/ドライアイスやアセトン/ドライアイスにて凍結する.凍

結ブロックはできるだけ低温 (-80oC以下)で保存し,逮

やかに使用する.使用に際し,クリオスタットで5-6〃mの

切片とし,シラン処理グラススライドに拾い直ちに-7-ド

ライヤー (RT)で乾燥させる.ISHに際し,RNAの組織切

片への不動化並びに形態の維持を目的として固定を行なう

が,アセ トンやエタノール/酢酸 (3:1)に比べ,4%パラ

ホルムアルデヒド (PFA)/PBS固定が優れていた15,16). 既

固定凍結試料の作製法は他書を参照されたい10,20). パラフィ

ン切片の作製に当たっては,組織を4%PFA/PBSにて室温

で6hrから一晩程度固定した後,通常の操作に従ってパラ

フィンに包埋する.至適な固定温度や時間は組織の種類や大

きさなどで異なる.切片はシラン処理スライドグラスに拾い

室温で保存する.

前処理について

0.2NHCl処理は通常陽性電荷をもつ塩基性蛋白質を切片

から除去するもので,陰性電荷をもつプローブ核酸との静電

気的反応を下げるための処理である.PFAで強く固定され

Table1. Up-to-datedproceduresforinsituhybridizationuslngT-Tdimerizedsyntheticoligo-DNAprobesinpara凪nembeddedsections18).

1.Cutsectionsin5-6〃mthicknessandplacethemonsilane-coatedglassslidesinaroutineprocedurea).

2.Priortouse,warmat600Cforatleast30min,deparafhnizedthrouglltOlueneandthenrehydratedwithserialethanolsolutions.

3.Immersein0.3-3% H202inmethanolfor15mintoinhibitendogenousperoxidaseactivity,ifnecessary.

4.Afterabriefwashingwithdeionized,mili-qwater(DW),immersein0.2NHClfor20minandwashsuccessivelywithDW andPBS.

5.Immersein0.2%TritonX-100(Sigma)inPBSforlOminandwashwithPBSbrieny.

6.TreatwithproteinaseK(Wako)(10-200FLg/mlinPBS)at37oCfor15minandwashwithPBS(5min,3times).

7.Fixin4% PFA(Merk)/PBSfor5minandwashtwicewith2mg/mlglycine/PBSfor5mineach.

8.AfterbriefwashingswithPBSandDW,successively,immersein40% deionizedformamide(Nacalai)/4×SSCb)untiltobeusedfor
hybridization.

9.Put20-30FLlofthehybridizationmixturec)Oneachslideandkeepitinamoistchamberhumidifiedwith40% formamide/4xSSCat
37-42oCfor15-17hrs.Undertheconditions,nocoverstoavoidevaporationofthemediumareneeded.

10.Wash5timeswith50%formamide/2×SSCd)for1hreachtimeat37oCand2timeswith2×SSCfor15mineachtime.

ll.Put30-40illoftheblockingsolutionc)andleavetostandforIhrinamoistchamberhumidifiedwithPBS.

12.Reactwith30-40ploftheblockingsolutionincludingHRPlabeledanti-(T-Tdimer)monoclonalantibody(KyowaMedex)(1･'80)for
15-17hrsinthemoistchamber.

12.Wash4timeswith0.075% Brij35/PBSfor15mineach.

13.AfterabriefwashingwithPBS,visualizetheHRPsitesinachromogensolutioncontaining3,3'-diaminobenzidine-4HCl(DAB),
H202,mickelandcobalt.

14.Dehydratewithserialup-gradedethanolsolutions,clearedwithxyleneandmountedwithoutanycounterstalnlng.

a)Unlessotherwisespecified,allstepsareperformedatroomtemperature(RT).

b)1×SSC;0.15MNaClin0.015Msodiumcitratebuffer(pH7.0).

C)Theconstituentsofhybridizationmixture;10mMTris/HClbuffer(pH7.4),0.6MNaCl,1mMEDTA,1×Denhardt'ssolution(0.02%BSA,

0.02% Ficoll400,0.02% polyvinylpyrrolidone),250fig/mlyeasttRNA,125FLg/mlsalmonspermDNA,10% (W/V)dextransulfate,40%

deionizedformamideandト4〃g/mlT-Tdimerizedoligo-DNAprobe.lfnecessary,200U/mlheparinand0.01% (W/v)SDSareincluded.

Itisheat-denaturedbeforehybridization.

d)Ifnecessary,0.075% Brij35(Sigma)isincluded,andforamorestringentwashinglowerconcentrationsofsaltsuchas0.5×SSCand

O.2×SSCareused.

e)Theblockingsolutioncontains500pg/mlnormalmouselgG,5%BSA,0.3MNaCl,100FLg/mlyeasttRNA,100FLg/mlsalmonspermDNA
inPBS.
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た組織ではこれらの蛋白質の除去は困難であり,パラフィン Proteinase K処理は,mRNAを周囲の蛋白質を消化除去し

切片での有効性は低い.Triton Xl100処理は,特にPFAで て露出させ,プローブとの反応性を増大させる非常に有効な

強く固定された組織でシグナルの増大に寄与する場合があ 操作であるが,処理条件の至適化が必要である.パラフィン

る.プローブの組織-の浸透性の増大によると考えられる. 切片では特に必須な操作である10,32)が,新鮮凍結切片でも
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Fig.2.Anexampleofasetofcontrolexperiments15). Thesetwasperformedtoverifythespecificityofthesignalsforestrogenreceptor(ER)

mRNAinthefrozensectionsofmonkeyuterus.(a)Antisense:AsectionwashybridizedwithDig-ERantisenseoligo-DNA.Strongstaining

forERmRNAwasfoundinglandularepithelialcellsaswellasstromalcells.(b)Sense:Anadjacentsectiontothesectionhybridizedwiththe

antisenseprobewashybridizedwithDig-ERsenseoligo-DNA.Nostainingwasfound.(C)Competition:Anadjacentsectionwashybridized

withDig-ERantisenseprobeinthepresenceofanexcessamount(33-fold)ofnon-labeledERantisenseoligoIDNA.ThesignalforERmRNA

wasmarkedlyreduced.(d)Non-competition:WhenanadjacentsectionwashybridizedwithDig-ERantisenseprobeinthepresenceofanexcess

amount(33-fold)ofnon-labeledunrelatedoligO-DNA.TheintensityofERmRNAsignalwasnotchanged,comparedtothatof"competition

test".(e)RNase:AsectionwasdigestedwithRNaseAbeforehybridization,andthenhybridizedwithDig-ERantisenseprobe.Thesection

wasnotstainedessentially.(F)Negativetissue:Asectionofspleenwasusedasanegativetissue.G,gland;S,stroma.
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有効性は明らかである15･16).本操作は,オリゴDNA プロー

ブを用いてもやはり有効である11)

ハイブリダイゼーションと洗浄

-イブリダイゼ-ショソ混液の組成はTablelに示した.

混液は,使用前に沸騰浴に7-10分漬けプローブ等を一本鎖化

させる.この点は特に,二本鎖 DNAプローブでは重要であ

る.長い二本鎖,一本鎖DNAの場合には,予めDNaseIや

Slnuclease消化により200-300塩基程度の長さに切断する.

-イブリダイゼ-ショソの温度やホルムアミド濃度等は,予

想される分子雑種のTm値から算出される.通常は (Tm-15)

から (Tm-30)oc位で反応させる.洗浄では,雑種形成反

応に用いたStringencyよりもやや高い条件 (高温度 ･低塩濃

度 ･高濃度のホルムアミド等)で洗浄し,過剰のプローブ並

びに非特異的雑種を除去する.非特異的呈色が強いようなら,

0.075% Brij3515,30)を添加して洗う.免疫組織化学のステッ

プでは,通常の免疫染色と考えてよい.しか し,確かに

mRNA-DNA分子雑種は安定ではあるが,RNaseやDNase

に配慮するに越したことはない.我々は,競合阻害効果を期

待して抗体溶液には酵母tRNA並びにサケ精巣DNAを添加

してお り,また抗体も極力精製したものを使用している.

T-T dimer法の場合は,現在 HRP標識マウス抗T-Tモノク

ローナル 抗体 (協和メデックス)を用いている.

雑種形成可能なRNAの検索

RNAを標的とする場合,RNAの保存度の検討が必須で

あり,色々な方法が可能である.しかし,その簡便性と結果

の安定性から,我々はメチルグリ-ソ/ピロニンY染色

(MP)21,26)によりピンクの染色を観察することで全 RNA量

の保存度の評価を行っている.この方法は,永久標本の作製

が可能で且つ RNA染色の特異性が高いことが特徴である.

この染色法で呈色しないなら,その標本はmRNAのISH法

には不適当と評価され試料より除去される.更に,我々は

28S rRNAに対する相補的なオリゴDNAプローブを用いて

ISH法によるRNA保存度の検討も進めている18･32). この方

法によると,より直接的にISHによる雑種形成反応に参加

可能なRNAの保存度が検討できるため,陽性対照としても

有用である.過度の架橋性の固定により,MP染色では強陽

性にも関わらずそのRNAの雑種形成反応への参加は不可能

になっている場合がある.また,この方法はISHでの前処

理条件の至適化にも大変有効である32). またMP染色では不

適当と判断されるものでも使用せざるを得ない場合もある.

その様な場合には,28S rRNAの染色強度からどの程度の

RNAが保存されているかを測定し,保存度の良好な状態で

の発現量を予想することも可能となっている.

対照実験の重要性 (Fig.2)

雑多な物質が混在する組織 ･細胞標本での研究の場合,検

出シグナルの特異性を証明するための対照実験が必要であ

る.合成オリゴDNAプローブ等の場合の例をFig.2挙げた.

二本鎖 DNA プローブの場合の例は他書に詳しい16).何れに

せよ,得られたシグナルが本当に特異的なものであるのかど

うかの検証には種々の対照実験が必要である.合成オリゴ

DNA プローブの場合について説明すると,シグナルが

RNA由来であって,DNAあるいは蛋白質との反応による

結果でないことを,RNaseの前処理でシグナルは消失する

がDNaseでは影響 されないことにより示す.特異的な

mRNAによるのであってrRNAやtRNA との反応でないこ

PrincipleofISHSignalAmplificationwithBiotinylTyramide

Oligo-DNA Hapten

Fig.3.Principleofnonradioactiveinsituhybridizationmethodcombinedwithcatalyzedsignalamplificationuslngbiotinyltyramide.Firstly,

targetRNAishybridizedwithahaptenizedoligo-DNAprobe.Next,HRP-labeledanti-haptenantibodyisreactedwiththehaptenmolecules

oftheprobe.Then,biotinyltyramideisallowedtobeprecipitatedaroundthesitesofH良Pinthepresenceofhydrogenperoxide.After

successivereactionwithHRP-labeledstreptavidin,thesitesofHRParevisualizedbyprecipitationofchromogencompounds.
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とを示すために,そのmRNAを発現していないことが知ら

れている組織があれば陰性対照組織として用いる.得られた

シグナルが塩基配列特異的であることを示す必要があるが,

センス鎖をプローブとした時呈色しないことを示すのは決し

て最善の対照ではないことを強調したい.GC含量 (実際の

GとかCの数は異なる)がアンチセンス鎖と同じというだ

けのものである.塩基配列特異性を示す最も信頼できる対照

実験は,競合試験であると思われる.即ち,アンチセソスプ

ローブと同じ配列をもつ無標識のDNAの過剰量存在下でシ

グナルが消失するが,同一でないDNAの過剰量存在下では

呈色に変化がないことを示す.更に,Tmの計算上過剰に

stringentな条件での-イブリダイゼ-ショソ後の洗浄によ

り,シグナルが予想通 り激減することを示すのも一法である.

感度の増大法 (Fig.3,Fig.4)

前処理条件などの徹底的至適化により非放射性 ISH法の

感度は10年前に比較して格段に増大したが,劣悪環境で保存

された試料や発現量の極めて少ないmRNAを研究対象とす

る際,更なる感度が要求される場合がある.HRPを可視化

系として利用した時,種々のレベルでの感度増大が可能であ

る.我々はISHによる特異的mRNAの検討を行 う場合,

HRPの視覚化に3,3'-diaminobenzidine(DAB)とH202の

他にニッケルとコバル トイオンを加えて検出感度を約10倍高

めている1).しかし更に感度を必要とする場合,biotinylated

tyramineを利用したcatalyzed signalamplification (CSA)

(catalyzed reporter deposition (CARD))法が注目され

る19).その原理と応用例をそれぞれFig.3とFig.4に示した.

また,観察方法を変えることでもシグナルを増大できる.簡

単には位相差顕微鏡の使用16)であり,最近では共焦点レー

ザー顕微鏡を駆使していく方法も盛んである.

mRNA発現と転写調節因子 (Fig.5)

特定の細胞で,特定の遺伝子が存在しそのmRNAが存在

していることがISHによって確認されるわけであるが,そ

のmRNAの発現量はあくまでも産生と分解のバランスの結

果であって転写調節レベルでの制御状態を必ずしも反映して

いるわけではない.Fig.5に示したように,遺伝子の転写は

基本転写田子と遺伝子特異的転写調節因子によって調節され

ており,特定の遺伝子の転写調節レベルでの理解には遺伝子

特異的転写調節田子の細胞単位での解析が必要と思われる.

しかし,一般的にそのような転写因子の発現量は低く,精製

し抗体を作製するのはしばしば困難であり,その組織細胞化

学的な検索は極めて遅れている.一方で,分子生物学的な解

析により多数の転写因子が発見され,プロモーター領域の調

節領域にある反応エレメントやその塩基配列が同定されつつ

ある.

このような背景のもとで,我々は,特定の塩基配列を持つ

二本鏡のDNAをプローブとして切片と反応させると特定の

蛋白を局在化出来る事を兄い出し,この方法論にオリゴ組織

化学13,14)(後でサウスウェスタン組織化学17,21)と改名)と

いう名称を付した.この方法により抗体等を用いることなく
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Fig.4.Remarkableenhancementof28SrRNAsignalbycatalyzed

signalampli丘cation(CSA)19).ThefrozensectionsofratbrainaXed

with4%PFAinPBSwerehybridizedwithaverylowconcentration

ofT-Tdimerizedoligo-DNAcomplementarytorat28SrRNA.In

theimmunohistochemicalsteps,theslgnalwasdetectedbythe

diFerentmethods.Inanymethods,thesitesofHRPwerevisual-

izedaccordingtoAdams'methodl).Toppanel(Direct):Thesignal

wasdetectedbythedirectmethodwithH良P-labeledanti-(T-T

dimer).Thestainingfor28SrRNAwasbarelydetectable.Middle

panel(ABC):Afterhybridization,thesignalwasdetectedusingthe

HRP-labeledavidin-biotincomplex(ABC)method.Theintensity

of28SrRNAsignalwasincreasedsmallbutsigni丘cantly.Bottom

panel(CSA):Afterhybridization,thesectionwasreactedwith

HRPllabeledanti-(T-Tdiner),biotinyltyramideandHRP-labeled

streptavidin,successively.Nowthesignalwasveryclear.

特定の遺伝子の転写調節因子の発現状況を細胞個々のレベル

で検出することが可能となった.

サウスウェスタン組織化学への展開

サウスウェスタン組織化学の背景

かつて,ラット脳下垂体パラフィン包埋切片に於いて

proopiomelanocortin (POMC)mRNAの発現を非放射性

ISH法によって検討していた.その際に,陰性対照プロー

ブとして当時の慣例に従ってバクテリアのプラスミドである
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TranscriptionalContro一ofGeneExpression

---:--IL一二 ∴-

Transcriptionregulatoryfactor

Responsiyeelement TATA

GenecontrolregIOn
■

Fig.5.SchematicpresentationoftheregulationofgenetranscrlptlOn.TherearetwocategoriesintranscrlptlOnregulatoryproteins.Oneisa

groupofproteinsformlngtranSCriptionalmachineryandisinvolvedinthetranscriptionorgenesdirectlybybindingtoTATAboxorother

consensussequencesasgeneraltranscriptionregulatoryfactors.Anothergroupconsistsofgenespecifictranscriptionregulatoryfactors,which

bindtothespeci丘CresponsiveelementconsensussequenceinthegenecontrolreglOnOfthetargetgenesandareactivatedtocontroltheactivity

oftranscrlptlOnalmachinery.

pBR322を用いた.POMC mRNAのシグナルはproteinase

Kの前処理に依存しており,処理濃度を100FLg/ml(37oC,

15min)に上げると中葉細胞並びに前葉細胞の一部の細胞質

に染色を得た.一方,対照プローブのpBR322 DNAでは

proteinase K濃度が100〃g/mlの場合は染色は認められなか

ったが,プロテアーゼの濃度を下げていくとPOMC mRNA

と同様な染色を得た.このpBR322 DNAによる染色は,特

異的な蛋白成分との反応結果と解釈されたがその実体は不明

であった.1987年,Tully&CidlowskiはpBR322DNAには
グルココルチコイド反応エレメントDNA consensus配列に

一致する部分が5カ所あることを報告31)し,実際にサウス

ウェスタンブロット法27)により特異的にグルココルチコイ

ド受容体と結合することを明らかにした.これらの事実によ

り,pBR322 DNA シグナルがグルココルチコイ ド受容体の

局在を示すものと考えられ,この事は特異的塩基配列を持つ

二本鏡のDNAによりそのDNAに特異的に結合する蛋白を

組織切片上で局在化出来ることを示唆していた.

サウスウエスタン組織化学の原理 (Fig.6)と実際 (Table2)

二本鎖化したDNAはその塩基配列によって立体構造が若

干異なり,その差異が蛋白との特異的結合と密接に関係する.

そこで本法では,Fig.6に示したように特異的塩基配列を有

する二本鎖 DNA部位か或るいはその特定の塩基配列を持つ

一本鎖のオリゴDNA (+鎖と一鎖)を合成し,両者を二本

鎖化したものをT-T dimerや Digで末端標識しプローブと

する.プローブ核酸と蛋白との反応には塩濃度が重要な因子

となる.塩濃度が低すぎると非特異的な結合が増大し,塩濃

度が高すぎると両者の反応は阻害される.最終的にHRP等

SouthwesternHistochemistry

Dsoligo-DNA Hapten

i i -_書 - 1

e @

:::_i i ___璽
HRP Ab

DNA-proteincomplex

DNAbindingprotein

Fig.6. SchematicpresentationofSouthwesternhistochemistry21). (1)The(+)and(-)strandsofspecificDNAconsensussequenceintarget

responseelementaresynthesizedandannealedaftersynthesis.The3'endsofbothstrandsarelabeledwithahapteniccompoundsuchas

T-TdimerorDig. (2)Thedouble-strandedoligo-DNA withahaptenisreactedwithtissuesections.(3)Finally,HRP-labeledanti-

haptenantibodyisreactedwiththesectionsandthesitesofH良ParevisualizedwithDABandhydrogenperoxide.
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Table2. ProceduresforSouthwesternhistochemistryuslngfreshfrozensections21).
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1.FreezefreshtissuesamplesembeddedinOCTcompound(Mileslnc.)quicklyaspossibleusinganethanol/dryicebath.

2.Cutsectionsatathicknessof5-6/〝nandplacethemonsilane-coatedglassslidesaccordingtoroutineprocedure.

3.Fixwith4% PFAinPBS(pH7.4)at40CforlOmin.

4.Wash3timeswithPBSfor5mineach.

5.Immersein50mMTris/HClbuffer(pH7.4)containing5% non-fatdrymilk,50mMNaCland1mMEDTA(TMSE)for1hr.

6.Put20-30illoftheTMSEsolutionincludingT-TdimerizedprobeDNAat1-5fig/mloneachslideandkeepitinamoistchamber
overnight.

7.WashtwicewithTMSEsolutionandthreetimeswithPBSfor15mineach.

8.Put30140FLlofPBScontaining5% BSA,500fig/mlnormalmouseIgG,and100pg/mlsalmontestisDNAoneachslideandleaveit
standfor30min-1hrinamoistchamber.

9.Reactwith30-40illofHRP-labeledmousemonoclonalanti-(T-Tdiner)antibody(KyowaMedex,1:80)dissolvedinPBScontaining5%
BSAand100FLg/mlsalmonspermDNAfor30min13hrs.

10.Wash4timeswith0.075% Brij35inPBSfor15mineachandoncewithPBSalonefor5min.

ll.VisualizetheHRPsitesinachromogensolutioncontaining0.5mg/mlDAB,0.01%H202,0.02%NiSO4(NH4)2SO4and0.25% CoC12.

12.Dehydratewithserialup-gradedethanolsolutions,clearwithxyleneandmount.
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Fig･7･ LocalizationofERclinfrozensectionsofmouseuterusbySouthwesternhistochemistryandimmunohistochemistry21)･Afreshfrozen

sectionofmouseuterus(atthediestrusstage)was丘Xedwith4% PFAinPBSfor10minat40CandreactedwithT-Tdimerizedvitellogenin

estrogenresponsiveelement(VERE)oligo-DNAprobeat5fig/ml(A).Arrowsindicatepositivecells.As negativecontrols,anadjacentsection

tothesectionusedin(A)wasreactedwithmutatedERE(mERE)(B)orwithoutanyprobeDNA(C).Allthoseslideswerecounterstainedwith

hematoxylinlightly.(D)Afreshfrozensectionwasfixedwith4%PFAinPBSfor10minat4oC,preincubatedwith1%BSA/PBSfor30min

atRTandthenreactedovernightwithmonoclonalanti-ERαantibody(lD5,1:100,DAKO)dissolvedinl% BSA/PBSatRT.After

appropriatewashingwithPBScontaining0.075% Brij35,HRP-labeledgoatanti一mouselg(1:100,Chemicon)dissolvedinl% BSA/PBS

wasreactedfor1hratRT.ThentheslideswerewashedwithPBScontaining0.075% Brij35andthesitesofHRPwerevisualizedwithDAB

andhydrogenperoxideinthepresenceofnickelandcobaltionsl).Arrowheadindicatesthestalnlngforendogenousperoxidaseactivity.

Magnification;×300(forA,B,andC)andx150(forD).Inbothmethods,StromalcellnucleiwerepositiveforER.
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の酵素や或いは蛍光色素で標識した抗-ブテン抗体を反応さ

せ通常の免疫組織化学的にシグナルを視覚化する.Table2

に実験操作を示した.ここでは詳述しないが,本実験におい

ても種々の対照実験が必要である.

応用例 (Fig.7)

応用例として,cyclicAMPresponsiveelement結合蛋白を

ラ ッ ト小腸切片に於いて局在化 した例17)やepidermal

growthfactorreceptor(EGFR)遺伝子のエソ-ソサー蛋白

であるETFや抑制因子であるGCFの局在をサウスウェス

タン組織化学で検討し,ヒトA431細胞でのEGFR mRNA

の高発現の一つの理由としてETFの過剰発現を示した例が

ある23). ここではマウス子宮切片で,エス トロゲン受容体の

発現解析に於いてその有効性を免疫染色結果と比較した例を

示した (Fig.7)21).
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RecentAdvancesinMolecularHistochemicalTechniques

TakehikoXoji

DepartmentofHistologyandCellBiology,NagasakiUniversltySchoolofMedicine

1-12-4,Sakamoto,Nagasaki852-8523,Japan

TounderstandbetterthephysiologlCalstatesofcellsand

tissues,itisessentialtoanalyzetheregulatorymechanismof

cell-typeortissue-typespeciacgeneexpressioninindividual

cells.Forthispurpose,insituhybridization(ISH)hasbeen

regardedasapowerfulmolecularhistochemicalmethod.

Overthepastdecade,wemadelotsore飢)rtstoestablish

nonradioactiveISHprotocolwiththymine-thyminedimerized

ordigoxlgenin-labeledsyntheticoligO-DNAprobes,including

extensive optimization of pretreatment,evaluation of

hybridizableRNA andnewtrialsorslgnalampli丘cation.
●

■●
Furthermore,wehaveorlglnallydevelopedanewmethod,

Southwesternhistochemistry,whichlocalizesspeci丘ctran-

ScrlptlOnregulatoryfactorsandallowsustounderstandthe

fluctuationofmRNAlevelsdetectedbyISHatthelevelof

transcriptionregulationofthegeneinindividualcells.Here,

iwillreviewtheoutlinesofthesemethodswithrecentprogress

andwillseewhatwecanseebycombiningthem.

Xeywords:insituhybridization,nonradioactiveprobe,mRNA,

transcrlptlOnregulatoryfactor,southwesternhistochemistry




