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【目的 】Bcasl （PMES2 ，　Band83）in　situ　hybridization〔iSH ） 陽 性 細胞 ば

ラ ッ ト脳 ・脊髄 に 散在 す る グ リ ア 様細 胞 で あ る．小型 ・球状 の 細 胞体 を

有 し ，灰 白質の み な ら ず白質に も分 布す る が ，GFAP ・SIOObeta・正bal な

ど主 要 グ リア マ
ー

カ ーを 共存 し ない 。今 回 BcaslISH 陽 性細胞 の 突起 を

含 む 形態の 描出を 目的 と し て Dil 注 人 を行った。
【方 法 】成 熟 雄性 SD ラ ッ 】・脳 組織を L5 ％ P 鉦 蜘   aldchyde か らな る 固定

液で 灌流固定。切片をマク ロ顕 微鏡に セ ット した H，明視 野 で Bcas　1陽

性 細 胞 を同 定。微小 ガ ラ ス 管に 0．25％ Di 【を 充填 し ，先 端 を Bcasl 陽 性

細胞 に 刺入 した 。30 分 後 に 微 小 ガ ラ ス 管 を抜 去 し た の ち Dil 蛍 光 を観

察 し た 。一
方，未 固 定薄 切 切片 を 用 い て Laser　Micro　Dissection （LMD ）

に よ っ て ，Bcasl　ISH 陽性 細 胞 を採 取 した 上 で ，グ リ ア マ ーカ ーな ど共

存 物 質 の 発現 の 有無 を調 べ た 。
【結 果 1細胞 に 注 入 した Dilは Bcasl　ISH 陽 性 細胞 の 数本 の 主要突起を描

出し た 。DiI が BcasHSH 陽性産物 を有す る細胞 質か ら細胞 外 組 織へ漏

出す る こ とはほ とん どなか っ た 。t 要 突起 で は 突起軸か ら ラ ン ダ ム に 派

生する 突起棘を DiI で 描出 で きた。　 DiRl 入細胞 は ，洋 人後 2 週 問 の 冷 蔵

保 存 の の ち に も，なお 強い Di1蛍 光を 発 した 。コ ソ フ ォ
．一カ ル 蛍 光顕 微

鏡を 用 い て DiI 染色細 胞 の 立 体構 築像 を作 製す る こ とが で ぎた 。
【結 論】新規 に 同定 さ れた 細胞 の 形 態を 詳細に 描出す る 日的 で ，脳 組織固

定切廾 を用 い る Di1 細胞 内注 入法 を考 案 した 。　LMD との 組 合 せ が可 能

で あ り，こ れ らを 同時進 行す る こ と で ，未 同 定 の 細胞 の 形 態 とバ ．イ オ マー一
カ ーの 解明が 期待で きる 方法 と考 え られ る 。

　ln　situ近 接 ラ イ ゲ ー
シ ョ ン ア ッ セ イ 〔proximity　］igation　assay ：PLA ）法

は タ ン パ ク質問の 相互 作用 ，リ ン 酸化 な どの タ ン パ ク 質の 翻訳後修 飾を

観察 す る た め に 近 年開発 された 免疫組 織 化学 的手法 で あ る。シ グ ナ ル が

dot と し て 検出 さ れ ，分 子 レ ベ ル で の 局在の 検出，並 び に 定量 的 な 解析
が 可能 とされ る．、PLA 法 に は 蛍光法 と可視光法があ り，一般的に 蛍光法
が よ く用 い られて い る．今回，ラ ッ ト，マウ ス の 組 織を用 い て ，蛍 光法

と可 視 光法 そ れぞ れ の長 所 と短 所 を 比 較検討 しt 。
　 蛍 光法 は ，操 作 が 可視光 法 よ り簡 便 で ，反応 時 間 に よ る シ グ ナ ル の dot
サ イ ズ の ば ら つ きが少 ない ．しか し，腎臓 の よ うな 自家蛍光 を発 す る組

織で は ，蛍光 法が 使 えな い 場合 が ある 。こ の 場合 に は 蛍光 法 に 代 わ って

可視光 法 を適 用す る こ とに よ り 自家 蛍光 の 問 題 を解 決 す る こ と が可 能で

あ る。可 視光 法 の 欠点 は ，HRP を 基質 とす るた め 発 色時 間に よ り dotサ

イ ズ に ば らつ きが 生 じた り，核に 茶褐色の 非特異的染色が 生ずる こ とで

あ る。蛍光 法 あ るい ば 凵∫視 光法 で 検 出 した シ グナ ル をそれ ぞれ通 常 の 蛍

光顕微鏡，光学顕微鏡で 観察す る時，焦点面を どこ に 設定するか に よ り，
シ グ ナ ル の dotの 分 布や 数 に か な りの ば らつ きが 出て ，定量 的 な解 析が

因難 で ある 。こ の 問題 は ，蛍光 法 で ば ，レ
ーザ ー

顕 徴 鏡で 断層像 を 取得

し，z−stack に よ り画像 を重 ね あわ せ る こ と に よ り解 決 で きる 。一・方，可

視光法 で は ，フ ル フ ォ
ー

カ ス 機 能 を備 えた 顕 微鏡 で 画像 を合 成す る こ と

に よ っ てす べ て の シ グ ナ ル の dotを鮮 明に 観 察す る こ とが可 能 で あ る。
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　In　sitU　hybridizatiDn〔正SH）is　a　po−
’erfu］technique 　uscd 　to　detect　specific

mRNA 　at 血 e　cellu ］ar　level．　In　general，　a　specifi じ mRNA 　is　detected　in　single
section 　due　to　 sQme 　limitations　Df 　detection　system ．　In　biomedical　field，　it　is
impDrtant　 to　 evaluate 　different　 mRNA 　expressions 　in　 the　 samo 　 section ．
Theref〕re，　 we 　have　desi即 ed 　fluorescence　resonance 　energy 　transfer（FRET ）

based　molecular 　beacon　fluorescent　probes 　fbr【SH 　to　detect　multiple 　mRNAs

simultaneously 、　ln 面 s　study ，　C57BL 〜6J　mQuse 　uterus 　tissue　was 　fixed　in　4％

parafbrmaldehyde　in　phDsphate　buffered　saline 　and 　then 　embedded 　in　paraffin．
Molecular　beacon　fluorescent　probe　fbr　ER α　mRNA 　was 　labeled　with 　Cy3　and

BHQ −2　 at　 the　3’−end 　 and 　5脚一end ，　 respective ］y．28S　 ribosomal 　 RNA （rRNA ）

probe　was 　labeled　with 　6−FAM 　and 　DABCYL ．　Competition　and 　neutralization

assays　 and　RNase 　 treatment　 were 　 perfbmled 　 as 　 a　 contro 且 experiments ．
Digexigenin　tabeled　ERa 　rnRNA 　and 　28S　rRNA 　probes　were 　used 　as　a　positive
control．　ISH　results　revealed　that　fluorescent　signal　fbr　ER α mRNA 　was 　clearly

detected　in　luminal　and 　glandular　epithelium 　of 　the　uterus，　 FTuoTescent 　 siglaI

f‘〕r28S 　rRNA 　was 　fd）und 　in　cytoplasm 　as　well 　as 　nucleolus 　in　the　same 　section ．
No 　 staining 　 was 　 revealed 　 in　control 　 experiments ，　 such 　 as　 sense 　 prDbe，
competition ，　 neutralization 　 assay 　 and 　RNase　 treatment，　The　 staining 　pattern
was 　 simnar 　to　 digoxigenin　 labeled　28S　rRNA 　probe　 in　山e　 utems ．　 In
conclusion ，　FRET 　based　mo 且ecular 　beacon　fluorescent　probe 　may 　be　useful 　to

detect　the　simu ］taneous　evaluatien　ofdifferent　mRNAs ，
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　近年，生 命現 象に 対す る タ ン パ ク 質糖鎖修飾 の 機能関与が注 目を 集め

る 。塘鎖は タ ン パ ク 質の 高次構造 に影響を与え，また ，内在性 レ ク チ ン

との 相 互作 用 を通 じ，タ ン パ ク 質 の活 性，局在 などを 調節す る。糖鎖 修

飾の 異常ば タ ン パ ク質機能の 破綻 に つ な が る。よ っ て ，糖鎖修飾の 生物

学 的機能を理解す るた めに は ，糖鎖の み な らず，タ ン パ ク 質部分 の 差異

を 含 め た
“
糖タ ン パ ク質

”
と し て ，そ の 発現分布を 明 らか に す る 必 要が

あ る。こ れ まで ，糖鎖 の 組織 ・細 胞 内局在，また，生命 現象 ・疾 患 に 伴

う時空 間的 変化 が レ ク チ ン 染色 に よ り明 ら か に され て きた 。しか し，そ

の タ ン パ ク 質部 分 （コ ア タ ン パ ク 質） に 関 す る情報 は 多 く不 明 で あ る。
　糖 タ ン パ ク質 とし て 発現 分布を明 らか に す る た め に は ，着 目す る糖鎖
が 付加 され た コア タ ン パ ク 質 の 同定，さらに は ，特 定 の 糖 鎖 が 付 加 され

た コ ア タ ン パ ク 質分予種を特異的に 検出す る こ とが必要で ある 。我 々

は，こ の よ うな実験技 術 を確立 し，糖タ ン パ ク 質の 組織 ・
細胞 分 布を明

らか に す る こ とを 同的 に 研究を進 め た 。本 発表で は ，マ ウ ス 腸 管に お け

る フ コ シ ル 化糖 タ ン パ ク 質 の 多様性 と，その 分布 に 関す る検 討結 果 を報

告 す る。種 々 の レ ク チ ン 及 び抗体を用 い た 検討の 結果，小腸 ・大 腸 上皮

に は 様 々 な 7 コ シ ル 化糖 鎖 が 発現 し，細胞 種，また そ の 分化段 階 に 応 じ

て ，特 徴的 な 発現 を示 す こ とが分 か り，細胞 機 能 ・分化 制御 へ の 関与が

示 唆 された。さ らに ，同 じ糖 鎖 で あって も細胞 種
・
分化 段階 に よ リ コ ア

タ ン パ ク質が異な り，その 機能が異な る こ とも考えられ た 。フ コ シ ル 化

糖 鎖の 機能 を さ らに 検討 す るた め，レ ク チ ン と質量 分析装置 を用 い た グ

ラ イ コ プ ロ テ オ ミ クス 解析を実施 し，コ ア タ ン パ ク 質同定を進め た。同

定結果 を も とに ，特定の 糖タ ン パ ク 質を in　situ　PLA 法 に よ り腸 管組織切

片 ヒ，検 出す る こ とに 成 功 した 。コ ア タ ン パ ク 質 に 着 目した 糖 タ ン パ ク

質 の 分 布検 討 か ら，そ の 機能 理解が 進 む こ と が 期待さ れ る 。
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