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オートラジオグラ　フ　イ　ーと　は

一般の組織学や組織化学的な方法では,組織の構造や化学物質の局在を知る

ことではできますが,時間的経緯における変化,現象を知るIことは困難です。生

体内での化学物質がたどる代謝経路あるいは細胞の増殖や動きを時間的,かつ形

態学的に追跡するのにオートラジオグラフイーが威力を発揮します。方法と原理

を模式図にしたのが図1です。放射性同位元素を生体内に投与し,時間を追って,

目的の組織を取り出し,組織標本を作製し,その上に感光材料をかぶせて,放射

性同位元素によって感光させ,還元銀を現像し,それに重なった故紙像とを同時

に観察することによって標織された物質あるいは細胞を同定することができま-す。

おもに多く用いられる放射性同位元素(ラジオアイソトープ)は3H (トリチ

ウム),14c(炭素),32p(りん),35s (硫黄125j131j-　ヨウ素),

4c　ヵルシュウム)などがあります。これらは主にβ線を放射するものです。

放射線のエネルギーと放射線の半減期を表1に示しました。目的に応じてこれら

の放射性同位元素を選択いたします。

今回私たちは3H (トリチウム)を使用しました。 (トリチウム)についても

う少し説明いたします。トリチウムは水素の同位体の∵つで,三重水素ともいい,

放射最大エネルギーは0. 018MeV (メガエレクトロンボルト)で,半減期

は12. 3年と長く大気中の水素や雨水の中にも含まれているものです。

放射性同位元素を使っての研究は数多く行わ.れています。具体的には放射性同位

元素をアミノ酸などにくっつけて使用.します。 (標織するという)例えばロィシ

ンにトリチエウムを標識し,生体内に投与し,肺臓で蛋白合成に際してこれが組

み込まれていく経路を見ることができます。放射線というと何かこわい感じがし

ますがこのトリチエウムはβ線を放肘するもので) β線はィオン化が弱く,堆く

て分子にぶつかる庶に曲がる電子の流れで,乳剤に当たると感光させます。エネ
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コH　　　β線　　　　0.018　　　　　　　　　　ユ.3年

ll c　　　β組　　　　o.155　　　　　　　　　5568年

32p　　　β組　　　　1.710　　　　　　　　　14.3日

35s　　　β誼　　　　o.167　　　　　　　　　87.1日
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ル ギ - が 小 さ い の で 放射 線 の 散ら ば り が 少な く ､ 局 在を 正確 に示 す と い う 利 点 が

あ り ます ｡ と は い え 放 射 性 で す の で 当 然使用 に 際 し て は 新 潟大学放 射 線障害 予 防

規則 に も車ず き医学部動物実験施設 R I 施 設 で 動 物 を 管理 し ､
ト リ チ エ ウ ム サ イ

ミ ジ ン (
3
H

-

T h y) に つ い て も 同施 設 内 で 取 り 扱 い ま し た o 組 織 標 本 作 製 に つ

い て は脳 研 究 所 R I 施 設 を使 わ せ て い た 7t
.'
き ま し た o 私 た ち の 実 験 は サ イ ミ ジ ン

に ト リ チ エ ウ ム を 標 結 し ､ マ ウ ス に 投 与 しま す . サ イ ミ ジ ン は D N A 合成 の た め

に 利 用 さ れ ますの で 細 胞分 裂 の 盛 ん な 臓 器 に お い て D N A 合 成 細 胞 ､ 増 殖 細月包を

つ き と め る 土 と が で き ま す ｡

上+ ⊥ 血 _ ヱ ⊥ ニ 旦 息 監 ユ 旦 良 風

私 た ち は マ ウ ス の 肝臓 の マ ク ロ フ ァ
ー ジ を ク ロ ド ロ ネ

- ト封 入 リ ポ ソ
ー ム を

注 射 す る こ と で 枯 渇 さ せ ､ そ の 後 の 肝 組 織 内 に お け る マ ク ロ フ ァ
ー ジ の 回 復 過 程

を 検 討 し て い ます ｡ こ の 際 に ､ トリ チ ュ ウ ム サ イ ミ ジ ン (
3 H -

T h y) を 用 い た

光 顕 オ
ー ト ラ ジ オ グ ラ フ イ -

で 増 殖 細 胞 をみ て い ま す o 図2 は 感 光 ､ 現像 し ま し

た 銀 粒 子 を 模 式図 に し たも の で す ｡
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ク ロ ドロ ネ - ト投与 後3 ､ 5 ､ 7 ､ 1 0 日 目 にサ イ ミ ジ ン を 投 与 し1 時 間 後 に 屠

殺 ｡ マ ウ ス は8 週 令体 重3 0 グ ラ ム 前 後 に 対 し て 1 メ ガ ベ ク レ ル を投与 ｡ 1 時

間 く ら い で 不 要 な サ イ ミ ジ ン は お し っ こ と し て 体外 に 流 れ 出 て し ま い ま す ｡

肝 臓 を 採 取 し ､ P L P 液 で 固 定 ､ o . C . T コ ン パ ウ ド で 包 塩
-

7 0 ℃ で 凍結 ( 保 存) . ク リ オ ス タ ッ ト で 薄 切 ､ 組 織 標 本 作 製
･

3 . 酵 素 抗体 反 応 ( 免 疫 染 色)

4 ･ 感 光 乳剤 塗 抹 ､ 乾焼 ( 暗室 内操 作)

5 ･ 1 - 2 週 間 後現 像 ､ 定着 ､ 水 洗 ｡ こ れ も 暗 室内操作

6 ･ 核 染 ( メ チ ル グ リ ー

ン) ､ 水 洗 ､ 脱水 ､ 透徹 ､ 封 入 ､ 観 察

今回 は免疫染 色 の 過 程 は省 き ま して
,
オ ー ト ラ ジ オ グラ フ イ の 部 分 の 行程 を

主 に お 話 し い た し ま す ｡

-
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乳 剤 は ア ル ミ 缶 の ま ま 4 0
- 5 0 ℃ に 加 温 ( 恒 温浴 槽を使用 し ま す)

乳 剤 を 蒸 留 水 で 1 . 5 - 2 倍 に 希 釈 し テ ィ ッ ピ ン グ壷 に 入 れ る .

標 本 を 乳 剤 に 5 秒 ぐ ら い 浸潰 し ､ 引 き 上 げ 液 紙 の 上 で 垂 直 に 立 て ､ 2
- 3 回 ノ

ッ ク し て 余 液を取 る ｡

乾 燥暗箱 に 垂 直 に 立 て 1 昼 夜乾燥 ( 遮光する ｡ )

5 . チ ェ ン バ ー

に 入 れ 替 え 乾燥 剤 を 敷 い た 箱 に 入 れ 密 封 包 装 ( 遮 光 す る ｡ )

こ こ で 感 光 ､ 露 光 し ます ｡

6 . 1 週 間 o r 2 週 間 後 に 現 像 ( 感 光不 足 の 場 合 は さ ら に 日 数 を延 ばす こ た が で き

ま す ｡

? . 後 免 色 ( 核 典) メ チ ル グ リ
ー ン

8 . 脱 水 ､ 透 徹 ､ 封 入 ､ 観 察

6 番 ま で は す べ て 暗 室 で 行 い ま す o 図 3 は デ イ ツ ビ ン グ方 法を 図式 し た も の で す ｡

※ 感 光 乳 剤 の 取 り扱 い 方 ･ ･ ( N R - M 2) は 紙 の 箱 の 中 に ア ル ミ 缶 が 入 っ

て お り ､ そ の 中 に ポ リ の 春着旨が あ り ､ そ の 中 に 感 光乳 剤 が ゲ ル 状 に 入 っ て

い ま す ｡ 保 存 ( 有 効 期 間5 ℃ で 3 ケ 月 間

※ 感光乳剤 の と か し方 ･ ･ 4 0 ∵5 0 度 に 温 め て 液 状と し て ､ 注 肘 器 を使 っ

て 必 要 量 を 取 り 蒸留水 で 1 . 5 - 2 倍 に 希釈 し ます ｡ 私 た ち は 4 3 ℃1 . 5 倍 で

使 用 ､ だ い た い 6 -

8 ミ ク ロ ン の 膜 が 出 来ま す ｡

※安 全光 ･ ･ サ ク ラ 暗室 ガ ラ ス N O 3 に 2 0 W の 電 球 で 距 舵1 m で 約 1 5 分 位 で

し た ら カ プ リ も で ま せ ん ｡ 私 た ち は安全 を期 し て 1 0 ワ ッ ト の 前 に 凍 を

置 き 直 接 ､ 光 が 届 か な い よ う に し て 行 い ま し た ｡

※ デ イ ツ ビ ン グ 法 の 特 徴 ･ - 大 量 の 標 本 を 短 時 間 で 処 理 で き る ｡ 解 像 力 も

良 い ｡ デ イ ツ ビ ン グ 法 の 他 に 組 織 標 本 に レ ン ト ゲ ン フ イ ル ム を 直 接 張 り 合

わ せ て す る 方 法 も あ り ま す ｡
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凍 結切片 .( パ ラ フ ィ ン 切 片 も 可)

切片 は で き る だ け薄く し た ほう が 解 像 力 も 上 が り ま す ｡

注 意 と い た し ま し て 固定液及 び使用す る 溶 液 で ラ ジ オ ア イ ソ ト
ー プの 流 失 ヤ ､

移動 し な い も の を使 用 し な けれ ぼ な りま せ ん ｡

染 色 ､ こ れ は H . E 耗 色 や 特 殊染 色 の こ と で ま ず こ れ ら の 漁 色 を し た 標 本 に 乳

剤 を 塗 布 す る か ､ 感光 ､ 現 像 ､ 定着後 に 典 色 す る か の ど ち ら で も 出 来 る と 言

う こ と で す ｡

盈 像 ･ ･ 写真 現 像 と 同様 で す ｡

現像 液 コ ニ カ ド ー

ル X
- 温度 2 0 ℃ 時間

.
7 分

ダ ッ ク の 現像 液 も 可能

他 に も フ ジ や コ

定着 コ ニ フ ィ ッ ク ス で1 0 分 フ ジ の ス ー パ ー

フ ジ フ イ
.

ツ タ ス も 可能

( 停 止 液 は不 用) 酸性 停止 液 は 乳 剤 膜 中 に気泡を発生す る こ と が あり ま す ｡

水洗 3 0 分

ま と め オ ー ト ラ ジ オ グ ラ フ イ -

施 行 上 の 注 意

1 , 正 確 な R I の 投 与

2
. き れ い な 標 本 の 作 製

3 . 乳 剤 の 取扱 い 上 の 注 意
■

保 管 上 の 注 意

4 ･ 現 像 で の 注 意 ･ ･ ポ ジ コ ン 標 本を 入 れ て お く と 良 い で す ｡

5 ･ 結 果 の 評価 上 の 注意 細胞内 に銀 粒 子 が2
.
0 個 以上 有 る も の だ け を カ

ウ ン トす る ｡

6 ･ そ の 他 の 標 識 法 と の 比較 ( B ∫ d U ､ 蛍 光抗 体綾な ど)

現 在 R I を 用 い な い 物 質､ 細 胞 の 標 識 法 が 広 く 利 用 さ れ て い ます が ､ オ
ー ト ラ ジ

オ グ ラ フ イ - は免 疫組織化学とあ わ せ て 施行す る の に適 し て お り ､ 私 ども は 重 宝

し て お り ます ｡

おわりに

以上 , オ ー トラ ジオグラ フ イ -

の 活用例につ い て手技を略述 い たしました. 瑞 を終える にあたり新泊大学病理学敬重

第2 教室内藤 長教授をはじめ教室の方々 の ご指導を い ただき狭く感謝申し上 げますo
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