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Fluorescein　In　Situ　llybridizationの ホ ル

マ リ ン 固定標本 へ の 適 用 条件 の 検 討
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hybridization法 によ る コ クサ ッ キ
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Fluorescence　In　Situ　llybridization（FISII）
は 染色体数 の 異常 を検出す る の に 有 効な 手段

で あ り、ま た 、特定 領域 遺 伝 子 の 検 出 に も応

用 され つ つ ある 。 FIS｝1の 通常の ホ ル マ リ ン 固

定 パ ラ フ ィ ン 切 片へ の 適 用 は い まだ安定 し た

結 果 を得 る に 至 っ て お らず 、我 々 は至 適条件

の 設 定 を 検討 し た 。 方法 ： 染色体 （1，
　7，17）

セ ン トロ メ ア を認識す る DNAブ ロ
ーブ をビオ

チ ン 化 、ジオ キ シ ゲ ニ ン 標 識 し て 用 い た 。

3日間 ホ ル マ リ ン 固 定 した リ ン パ 節、メ ラ ノ

ー
マ 組 織 を 3，6．10 μ 切片 と し、ベ ブ シ ン

な い し プ ロ ナ ーゼ で 処理 し、そ の 後 50％ ホ ル

ム ア ミ ド中 に 4〜60℃ 、20分〜 Zヵ 月 間保 存

し、ハ イブ リ ダイズ し た。プ ロ
ーブ 検 出 に と

もな う非特異蛍 光除去 に 2種類の 界画活性剤

（ NP−40，
　 CHAPS ） を使用 し た 。 結果 ： リ ン

パ 球 で は 計算上 の シ グナ ル 検出 率 と実測値は

3および 6μ 切 片で は ほ ぼ一致 した が m μ 切

片で は 大 きく解 離 し た。酵素処 理時 間 は症例

毎 に 調 節が 必 要 で あ り、そ の 後 ホ ル ム ア ミ ド

に 浸潤す る，t シ グ ナ ル が明瞭 に な り、自家蛍

光が 減少 し安定 し た結果 を得 た 。 切片の 場合

核 の 部分観察 に な る が 、 リ ン パ 球で は核あ た

り シ グ ナ ル が お よそ 1で あ っ た が メ ラ ノ ー
マ

細胞で は 、 　 1か ら 2．7に わ た り 、 由来細胞 の

シ グ ナ ル 数 の 変化 を反 映 し た 結果 を得た。他

組織 で も検討を 試み た 。

　目的 ： マ ウ ス の コ クサ ・
ソ キ

ー B3 ウ イル ス

（CVB3）性心 筋炎モ デル にお い て ，
　 in　situ

hybridization法 に よ り、心 臓 に お け る ウ イ ル

ス ゲノ ム の 局在 を明か にする．方法 ： コ クサ

ッ キーB1（CVBI〕cDNA の CVB3と相同性の 高い 離

分が CVB3と hybridizationす る こ とを dotblot

法 に て 確認 し、こ の CVBIc］NAを ジゴキシ ゲニ

ン で ラペ ル して プ ロ ーブ と した 。 3週 齢雄 CH
3／Heマ ウ ス にCVB3を腹腔内接種、接種 後 3 〜

28日 に屠殺、心 筋凍結切片 を作成 し、上記プ

ロ
ーブで hybridizationし、免疫組織化学的手

法で 発色 した。コ ン トロ
ー

ル と して   RNase処
理 、  pBR322を ラ ベ ル し た プ ロ

ー
ブ、  ウ イ

ル ス 非 接種 マ ウ ス 心筋 標本 を用 い た 。 結果 ：

す べ て の CVB3接種マ ウ スが第 5 〜9 日急性心

筋炎を きた し、心病巣及び周囲の 心筋 細胞胞

体内及 び線維芽細胞 に陽性 シ グナ ル を認め た 。

14日以後 、心病巣は縮小 したが、第 21日まで

病 巣 部 に陽 性 シ グ ナ ル が み られ た。コ ン トロ

ー
ル は陰性で あっ た 。 総括 ： CVBIcDNAで CVB3

とho国010gy の 強 い 部 分 をジ ゴ キ シ ゲ ニ ン で ラ

ペ ル し たプ ロ
ーブを用い た ifi　situ 　hybridi−

zation 法に よ り、　 CVB3性心筋炎 マ ウ ス にお い

て 心 筋細胞及び線維芽 細胞 に ウ イル ス を検臨

し え た 。
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