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新鮮凍結切片を用い た in　situ　hybridization（ISH）
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【緒言】新鮮凍結切片とは、 組織を摘出後直 ちに ocr 　compound 等 に包埋 ・凍結 し

た ブ ロ ッ クか らの 凍結切片で ある。 現在 ISHで の 使用は頻繁で はない が 、 最 も高

い 感度 が得 られる標本 として 魅力的である 。 更に 未固定で あ るこ とか ら 、
DNA や

RNA の 抽出を含め他の手法へ の 汎用性 に富む 。 本発表で は 、 サル子宮並 びに卵管

に 於けるestrogen 　receptor （ER）mRNA の 局在証明を通 して 、 新鮮凍結切片使用上 考

慮されるべ き点並びに その 有効性を示す。

【材料 ・ 方法】Es恤 gen   とprogesterone（P）の 血中レベ ル の 異なるサ ルの 子宮と

卵管を摘出後直 ちに凍結 し、 液体窒素中或い は一80℃ に 保存 した 。
5−13μ m の 凍結

切片を作製 し風乾後 ISHを行 っ た 。 プ ロ
ー

ブとしては 、
　ER 　cDNA か らsense 及び

antisense オ リゴ ヌク レオ チ ド（45−me1 ）を合成 し、
　digoxigenin−dUT［pを用い て terminal

transferaseで標識 した 。 他の 遺伝子 に つ い て は 、
5’

並 びに 3跚 で TTA の 繰 り返 しを含

ん だ オ リゴ ヌ ク レオ チ ドを合成 しT−T 　dimer化 した もの を用い た。
　HybridiZationは

40％ fo  amide ，　e・5−1・0μ gfmlプロ
ーブ存在下で 37℃ ，

　overnigh 哘 い 、
ペ ルオ キ シ ダ

ーゼ標識抗体を用い て シ グナルを検出した。

【ISH条件の 至適化】固定は、　EtOHI酢酸 ，
　 acetone ，4％ paraf（mnaldehyde （PFA ）／PBS

等を用い て比較 した結果 、
PFA で 室温20　min 固定が 最適で あ っ た 。 前処理で は 、

0．2NHC1 処理 は非恃異的反応を除去す る上で大変有効であ っ た 。 子宮筋層等で は 、

o．29・
・Triton・x −100 もシグナル 上昇 に寄与 した 。 特に新鮮凍結切片か らはRNA の 消

失が容易に起こ るの で 、
RNA の保存度に注意を払 う必要があ っ た が 、

　 Methyl

Green／Pyronin　Y染色や28S　rRNA 　cDNA を用 い たISH を併用するこ とに より結果の

適 性化が可能で あ っ た 。

【染色結果】至適条件下 に於 い て、ER 　mRNA はサル 子宮内膜 に於い て 血管内皮

を除 く殆 どの 細胞 に検出され たが 、 Pに よる ER　mRNA 発現阻害は細胞種特異 的で

あ っ た 。 卵管上皮 に於 い て はseeretory　oellsはER 　mRNA 陽性であるが Ciliated・cellsは

陰性で あ っ た 。 又 これ らの 結果の 特異性は 、
sense プ ロ

ー
ブの 使用 、 競合実験 、

RNase前処理 、 陰性組織の 使用、 過剰stringent条件で の 洗浄等の 対照実験 によ り確

認 された。

【考察】新鮮凍結切片 は 、 適切に操作 される こ とによ っ てパ ラ フ ィ ン切片や 既固

定凍結切片 よりも高い シ グナルを与え 、 解像度につ い て も非放射性ISHを用い れ

ば細胞個 々 の レベ ル で の 陰陽判定に何等支障は なか っ た 。
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