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　In　situ 　hybridizationは染色体、細胞ある い は組織
ヒで 特定の 核酸 の 検出を行なう方法で あ り、 FISH法
で は 蛍光色素 を標識 に用 い る こ と に よ っ て 従来 の 方

法 に較 べ て 簡便 で高い 分解能が え られ る よ うに な っ

た 、t 現在 で は あ る種 の 造 血 器腫瘍 に お け る遺伝子転

座 の 解析 や 転移乳癌 に お け る 分子標的療法 の 適 応 を

きめ る た め の 必須 の 検査 と な っ て い る 。 我々 は、早

期 にこ の 技術に注 目 して 、 胃癌 に お け るP53 遺伝子

の 物 琿 的欠失 の 証明、c−erbB −2，　K −sam 、　 c −met お よ び

EGFR の 遺 伝 子 増 幅 を 明 ら か に し て き た 。
EGFR 　c−erbB12 ，　K −sam お よび c−met は い ずれ も、細

胞膜 上 に 存在す る 1 型 成長因子受容体蛋 白を コ ード

す る癌原遺伝子 で、遺伝了増幅に よ っ て癌遺伝子 と

して 働 くこ とが明 らか に なっ て い る 。 FISH法で は 増

幅遺伝子 の コ ピー
数 や 増幅 の タ イ プ を個 々 の 細胞 に

つ い て 明 らか に で きる 。 従っ て 、こ の 技術を固形癌

組織 切片に応用す る こ と に よ っ て 固形癌の gcnetic
heterogeneityと clonal 　evolution の 過程 を追 求す る が

可能 で ある こ と を しめ した 。

　．一
方、c−erbB −2 蛋白の 細胞外 ドメ イ ン に た い す る

ヒ ト化 モ ノ ク ロ ー
ナル 抗体 （trasuzumab ，商 品名ハ

ーセ プ チ ン ）が 乳癌 の 治療薬と して 登 場 し、そ の 適

応 を決定す る に 際 しFISH法に よ る遺伝子増幅の 証明

が 必 須 と な っ て い る。我 々 は 乳癌 に お い て c −erbB −2

蛋 自過剰発現が．c−erbB −2遺伝子 の 増幅に よ っ て お こ

る 事 を明確に した が 、 全 く同様の メ カ ニ ズ ム で 胃癌
の 約 8 ％、肺腺癌、大腸癌 お よ び 胆道癌 の 2 −8 ％ で

c −erbB −2の 過剰発現 が お こ る こ と を明 らか に し、
trasuzumab が こ れ らの 癌の 有力な化学療法とな り得
る こ と を提唱 して い る。さ ら に、FISH法 を用 い て肺

癌 、胃癌、大腸癌、胆道癌に お い て EGFR の増幅が

細胞膜 上 で の 蛋 白過剰発現 の 主 な機序で あ る事を明
ら か に し て い る。EGFR 蛋 白の 細胞外 ドメ イ ン に 対

す る モ ノ ク ロ ー
ナ ル抗体 （IMC −C225，　 cetuximab ）、

また EGFR の 細胞内 ド メ イ ン の チ ロ シ ン キ ナ
ーゼ 阻

害剤 （ZD1839 、　 Iressa）が 開発 され 、肺癌 に対 す る

治療薬と して 臨床応用 さ れ つ つ あ り、こ れ らの 分子

標 的療法の 適応 と治療効果の 判定に FISH法に よ る こ

れ ら癌遺伝子増幅の 検討 の 果 た す役割 は大 き い 。

　様 々 な病因を解析す る ヒで、病態組織を形成す る

細胞個々 の 表現形質の 変化を正確に 把握す る こ とが

必 要 と思 わ れ る。即 ち、こ の 異常 と して 認識 さ れ た

形態変化を、蛋 白質 ・糖質 ・脂質 ・核酸 とい っ た生

体高分子 の 物質変化と して捉え る こ とが 要求 されて

い る。殆どす べ て の 生体 高分 子 は酵素蛋白に よ り産

生 さ れ、また そ の蛋白発現 は 直接 的 に 遺伝情報 に よ

っ て 制御さ れ て い る こ とを考慮す る と、細胞単位 で

の こ の 遺 伝情報 の 流 れ とそ の 制御状態 の 理解が こ の

よ うな 先端的分野 に お い て 必須 で あ る こ とが明 らか

で あ る。最終産物とし て の 蛋白発現 は免疫組織化学

に よ り検討 され る が 、特 に 固 定 を含 む組織処理 を必

ず し も至適条件下 で行 なえる訳 で ない 臨床試料 で は、

試料問で の 発現 量 の 正確な比較 は 困難で ある 、，抗原

の 性状 に も よ る が、一一
般的 に は 固 定条件 に よ りそ の

抗原性が 変化する か らで あ る、，こ こ に、転写産物 で

あ る mRNA で特定の 遺伝子発現 を検討す る 意義 が あ

る。細胞単位 で の 特異的mRNA の 局在 と発現量 は 、
in　situ 　hybridization（ISH）に よっ て 検討 され るが、

特に我 々 は こ こ 20年に渡 っ て、解像力 に優れ 日．つ 簡

便 な 非 放 射性法 の 開 発 と改良 に 取 り組 ん で きた。そ

の結果、合成 オ リ ゴ DNA プロ ーブ を利用す る こ とに

よ り、各操作段階で の 標的分子 と検出系の 反応 の 直

線性 を 卩1能 な 限 り維持 しな が ら、最終的 にhorseradish
peroxidase 等の 反応産物 と して 沈着 した染色 シ グナ

ル を画像解析装置に よ り数値化する こ と が ロ∫能 と な

っ た。更 に、プ ロ テ ア
ー

ゼ 処琿 を含む種 々 の 前処理

条件の 至 適化 に は 、す べ て の 細 胞 に 存 在す る28S
rRNA をISHで の 普遍的陽性対照 と して 利用す る こ と

を提案 し、結 果 の 再現 性 の 確保 と高 い 感度をもた ら

し た，，実際、28S　rRNA の 発現量 で他 の 遺伝子mRNA

シ グ ナ ル 量 を補正する事に よ り、臨床検体間 で の 結

果 の 比 較 や 多少RNA の 保存等 に 問題 の あ る 試料 で も

か な り適正 に解析 口∫能 とな っ た 。 本講演 で は、臨床

検体で有効なISH の 応用条件 を提示す る と共 に 、更

にISH法 に 続 く発展的分子組織細胞化学的手法 と し

て開発 さ れ、遺伝子特異的転写調節因子 の 発現解析

を可能とす る Southwestern　histochemistryの 臨床検

体へ の 応 用 例 とそ の 有効性 に つ い て NF 一κ B や E2F を

例 に お示し したい 。
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