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　 目的 ：近年 、 非ア イソ トープ系の プ ロ
ーブ

を用 い た in　situ ハ イ ブ リダイゼー
シ ョ ン

法の応用が数多く試 み られ て き て い る 。しか

しなが ら、骨をは じめ とする硬組織 におけ る
こ れ らの in　situ ハ イブリダイゼーシ ョ ン

法の応用は 、 組織切片の 作成上種々 の 問題が
あ り困難 と さ れ て きた 。 弛田 ら は非脱灰骨組
織における樹脂包埋切片 を用い た in　situ
ハ イブリダイゼ ーシ ョ ン 法を独 自に確立 し、
各種骨基質蛋白遺伝子 の 発現を明 らか に した

（J．Histochem．　Cytocheua　1992　in　press）。
本研究 では非ア イ ソ トープ系 in　situ ハ イ
プリダイゼーシ ョ ン法 を用 い て、骨組織の

成長 、 発育に著 し い 影響 を及ぼす と言われ て
い る下垂体除去 ラ ッ トの 骨組織に おけ る 、

骨基質蛋白遺伝子 発現の 変化に つ い て検討 し
た。
　材料と 方法 ：生後 4 週 令の 雄 Sprague−
dawley系ラ ッ トの 下垂体除去を行い 、 その

後 5週間飼育 した動物か ら大腿骨組織を摘出
し 、 4X　paraformaldehyde にて固定を行っ

た 。 対照と して同週 令の 正常ラ ッ トか ら大腿
骨を摘出 し同様に固定 した。固定後 、 組織 を
EI）TA に て脱灰 し 、 通法に従 い パ ラ フ ィ ン に

包埋 して切片を作成 した 。 D工G で標識 した
1型コ ラ

ーゲン とオ ス テ オカル シ ン の 剛 A
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 。
　結果 と考察 ：正常ラ ッ トの 骨組織におけ る
1型 コ ラ ーゲンとオ ス テオ カル シ ン の mR ）IA
の 発現は主に骨芽細胞に み と め られ た 。下垂
体除去ラ ッ ト骨組織にお ける骨芽細胞で の

mRNA の 発現は正常 ラ ッ トの も の に比べ て著
しい 減弱を示 した。こ れ らの 結果は骨芽細胞
における骨基質蛋白の 合成機能が下垂体 の 除
去によ り低下 した こ とを示 唆して い る 。 また

非ア イ ソ トープ系 in　situ ハ イブリダイゼ
ーシ ョ ン法が骨組織 にお い て 有用な 方法で あ
る と考え られ る。

細的】内軟骨性骨化過程 に おいて は、骨軟

骨型コ ラ
ーゲン （「コ 」）遺伝子の 空間的、

時間的発現 と調節がマ トリッ クス の 改築に 重

要性を示 して い る。分化 した肥 大軟骨細胞で

発現され る X 型 「コ 」遺伝子を中〔〉に、鶏胚

椎体 と幼鶏骨膜移植下の 骨形成過程に つ い て

in　situ　hybridization（ISH＞法に よ り検討

した 。 【方法】幼鶏椎体（stage 　35− 45）、お

よび生後 1 日目幼鶏脛骨骨膜 を大胸筋筋膜上

に移植 し、移植後 5 、 9日 目の 異所性骨組織

を材料 と した。 ISH法 （
3H

ラベ ル 1 ， H ， X

「コ 」cD甑 プm 一ブ）に よ り組織内 「コ 」

1 ， il，　X 　mRNA の局在を証明 した。

【結果】鰹 稚体で は 、stage 谿で肥 大軟骨

細胞の 出現 と一致 して X 型 「コ 」遺伝子の 活

発な転写活性 を認め、同時に R型 「コ 」訳 NA
の減少と血管の 侵入が相関 して い た。戸 方、

骨膜移植に お い て は境界が明瞭で 高い 1型

「コ 」ERM の発現を示す膜性骨化領域 と H ，

X 型 「コ 」醸 NAの高い シ グナル を持つ 内軟骨

性骨化の 領域を認め るが そ の ほか に早期 に

X型 「コ 」nh・NAの 強い 発現を示 す非肥大化軟

骨細胞の 増殖像が観察 され 、 1型 「コ 」nk　NA

を強 く発現する骨組織内に もX 型 「コ 」岨 M

を も到 ・型軟骨細胞を確認出来た 。
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