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要　　旨

　in　situ　hybridiza目on（ISH）法は，組織内（in　situ）で標的核酸配列を，核酸プローブのハイ

ブリダイゼーションにより検出する染色法である．ISH法は，組織内の抗原を抗体で検出する

免疫染色法と比べると，標的遺伝子発現を検出するRNAプローブの作製が比較的容易である，

すべてのプローブを同一の条件で使用できる，という利点がある．病理診断分野においては，ヘ

マトキシリン・ヱオジン染色など種々の染色法や免疫染色法が主に用いられている．ISH法は，

ウイルス感染を調べる，遺伝子の染色体上の位置を調べることなどに利用されているが，神経

病理分野での利用は限られている．本研究では，神経病理学におけるISH法の応用を目指して，
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脳の主要構成細胞であるニューロンとグリア細胞（アストロサイト，オリゴデンドロサイト，

ミクログリア）の細胞種特異的RNAプローブを作製し，ヒト脳のパラフィン切片においてこ

れらの遺伝子発現の検出および各々の細胞同定を試みた．ニューロン，アストロサイト，オリゴ

デンドロサイト，ミクログリアの特異的遺伝子として，ニューロフィラメント（Nの，グリア細

胞線維性酸性タンパク（GE4P），ミエリン塩基性タンパク（MBP），マクロファージコロニー

刺激因子1受容体（CSFIR）を使用した．3例のヒト側頭葉病理切片を用いてISHを行った結

果，全ての検体においてISHシグナルが観察された，　NF陽性細胞は大脳皮質全層において検出

され，錐体細胞の特徴的な形態をもつ興奮性ニューロンを含む細胞群が染まっている事が観察

された．また，グリア特異的分子の陽性細胞は，灰白質そして白質に特徴的なパターンを持って

検出された．退形成性血管周皮腫の周囲組織では非常に強いG姐P発現が検出され，反応性グ

リア細胞の存在が示唆された．以上の結果は，ヒト脳病理切片において，ISH法を用いて脳の主

要な構成細胞種が同定可能であることを示している．

キーワード：in　situ　hybridizadon，神経細胞グリア細胞，ヒト病理切片，神経病理学

緒 言

　in　situ　hybridiza60n（ISH）法は1980年代に開

発された手法で，検出用の核酸プローブを用いて，

組織中において特異的な核酸配列を検出する事が

できる1）．遺伝子発現を検出するRNAプローブ

を用いたISH法は免疫染色法と共に，医学生物学

の分野において必須の技術となっている．免疫染

色法は，組織中にある抗原の細胞内局在を詳細に

可視化する事が可能であり，また，操作ステップ

が少なく，比較的短時間で染色可能であるという

利点がある．一方，ISHは，抗体作製に比べて容

易に標的遺伝子検出用RNAプローブ作製ができ

る，全てのRNAプローブは一定の条件下で使用

できる，シグナルが主に細胞質で検出されるため

タンパク分泌細胞の同定が容易である，細胞体の

形態的な特徴や発現細胞数などの情報が容易に得

られる，などの利点がある．そのため両法を組み

合わせて使用する事で，組織内の詳細な遺伝子発

現，ひいては，病態の理解が深まり，より良い病

理診断を行うことができると期待される．病理診

断において，ヘマトキシリン・エオジン染色など

種々の染色法に加えて，免疫染色法は広く利用さ

れている2）．一方，ISHは，染色操作のステップ

が多いが幅広い応用範囲を持つ事から，主に基礎

研究分野で利用されてきた．臨床病理検査室では，

蛍光色素を利用してシグナルを検出するISH法

（nuorescence　in　situ　hybridizationl　FISH）を用い

て，細胞に感染したEBウイルスの細胞内増殖の

有無を調べる，遺伝子の染色体上での位置を調べ

ることが行われてきた3）．しかし，神経病理分野

ではISH法の利用は限られている4）．

　脳の病態を理解するためには，脳を構成する細

胞であるニューロンや各種グリア細胞の遺伝子発

現の動態を明らかにする事が重要である．そこで

本研究では，まず，脳の主要構成細胞であるニュ

ーロンとグリア細胞（アストロサイト，オリゴデ

ンドロサイト，ミクログリア）の細胞種特異的

RNAプローブを作製し，ヒト脳のパラフィン切

片において細胞種特異的遺伝子の発現を検出し，

各々の細胞同定を試みた．

材料と方法

ヒト病理標本

　本研究で使用したヒト病理標本は，新潟大学脳

研究所脳疾患標本資源解析学分野にて管理されて

いるパラフィン包埋脳組織検体3例を使用した

（表1）．本研究は，新潟大学医学部倫理委員会の

承認を得て実施された．
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パラフィン切片の作製

　パラフィン包埋した側頭葉組織ブロックを，滑

走式ミクロトーム（大和光機）を用いて薄切し，

10μm淳のパラフィン切片を作製したパラフィ

ン切片を、MASコー1・スライドガラス（S泌姐；

松浪硝子）に貼付し，伸展器（サクラファインテ

ックジャパン）を用いて37℃で一晩乾燥させた．

纈胞種特異的獄NAプローブの作製

　本研究で使橋した綱胞種特異的RNAプローブ

を褻2にまとめた5）一＄）．RNAプローヅは，

cDNAを含むプラスミドDNAから作製した．ヅ
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表3　使田した細胞種特異的抗体
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頗蹴e（UTP）を含むRNAラベリンダキット〔ぱ

シュ・ダイアグノスティックス）と適切なRNA

ポリメラーゼを用いてdigoxygen泌標識R内Aプ
ローブを作製した5）．

ISH

　細胞種特異的RNAプローブを爾いたヒト病理

脳パラ惚イン切片における欝Hは，以下の通りに

行った櫛．はじめに，パラフィン切片をキシレン

に漫漬して脱パラフィンした後，エタノール

（99．5％－70％），続いて，競PC処理水（］Diethyl－

pyrocポb提a挺によりRNa鷲除去処理を行った純

水）に浸漬して復水した．絹織中へのプローブの

浸透性を向上させるため，切片をタンパク質分解

酵素のプロテイナーゼK処理（5μg／藤，室温90

分）し，続いて，組織への標識ゴ嶽一ブの非特異

的結合を防1ヒするために無水酢酸（2．7μU翻）を

用いてアセチル化を行った．切片をDEPC処理水

で洗浄した後，RNAプローブの希釈用溶媒に浸

漬して，65℃で2時聞プレハイブリダイゼーショ

ンを行った後，各種RNAプローブを切片上に滴

下し，紡℃で…晩（13時間超）ハイブリダイゼ

ーションを行った．翌日，切片を50％ホルムアミ

ドを含むクエン酸ナトリウム緩働夜続いて，マ

レイン酸緩衝液で洗浄した後，アルカリフォスフ

ァターゼ標識抗dig職y禦uin抗体を滴下し，4℃

で一一晩反応させた．本研究で使溺した抗体の希釈

溶媒には，抗体の標本上の蜜ンパクへの非特異的

な結合を防ぐ掃的でα5％スキムミルクを含む

0。01Mリン酸緩衝液を用いた．翌［1，切片をマレ

イン酸緩衝液で洗浄した後，5一恒遮o⇒－

c田ぱo－3－md晦玉一phOSI｝柵賠（BCIP）とn撤o』

豆ue　tetr脇磯um（黛鵬丁）を含む発色液に浸し，暗

所室温にて青紫色に可視化した．可視化した標本

はNucle鍍Fa磯Redを爾いて対昆染色を行った

後，エタノール系列（70％－9轡．ξi％）およびキシ

レンでそれぞれ脱水，透徹し，ビオライト（応研

商事）を用いて封入した．

免疫染色法

　ISHで検出した組織中のmR料Aと細胞種特異

的な抗原タンパクとの共存性の有無を調ぺるた

め，同一切片上で，ISHと免疫染色の二重染色を

行った．賠臓を行った切片に表3に示した抗体希
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釈液を滴下し，4℃で一晩反応させた，翌日，切片

をリン酸緩衝液で洗浄した後，西洋ワサビペルオ

キシダーゼ（horseradish　peroxidase：HRP）標識

した抗ウサギまたはマウス抗体（それぞれ200倍

希釈MBL社）を滴下し，37℃で1時間反応さ

せた．切片をPBSで洗浄した後，0．01％ジアミ

ノベンチジン四酢酸塩（DAB）と0．001％過酸化

水素を含む50mMトリス塩酸緩衝液（pH　7．4）

で茶色に可視化した．

顕微鏡観察

　標本はオリンパス社製光学顕微鏡（BX53）で

観察し，顕微鏡用デジタルカメラ（DP72，オリン

パス）で画像を取得した．得られた画像は

Photoshop　CS3（アドビシステム社）を用いて，

明るさの調節および画像のトリミング等の編集を

行った．

結 果

成人側頭葉におけるニューロンおよびグリア細胞

種特異的分子のISH

　まず最初に，症例1側頭葉（退形成性血管周皮

腫の周囲組織〉の病理切片上で，N呪GFAP，

MBPおよびCsFI　Rの各RNAプローブによる

ISHを行った，　NFのシグナルは主として大型

（短径約9μm以上）の紡錘状の核を有する細胞

に大脳皮質全層的に観察された（図IA，　lA’）．

一方，白質中ではNFのシグナルは全く観察され

なかった（図IA”），　NF以外のG」醐．MBPお

よびCsFIRのシグナルは大脳皮質および白質の

それぞれにおいて小型（直径約7μm未満）の主

として球形の核を有する細胞で認められた（図

lB－D）．　GE4Pに関しては，大脳皮質全層およ

び白質中において，強いシグナルを呈する細胞が

多数検出された（図IB）．大脳皮質では白質に比

してよりシグナル強度の大きい細胞が多く認めら

れた（図1B’，　B’り．　MBPに関しては，大脳皮質

では浅層に比べて，深層の方により多くのシグナ

ルが検出された（図ICつ．また，白質中には

MBPシグナルが豊富に認められた（図IC”）．

CsFIRに関しては，白質に比べて，大脳皮質にお

いてより強度の大きいシグナルが検出された（図

lD，　D’，　D”），大脳皮質におけるCsFヱRのシグナ

ルは全層的にほぼ均一な分布を呈していた，一方，

白質におけるCsFIRのシグナルは大脳皮質より

も低密度で検出された．

成人側頭葉のパラフィン切片における各分子の

ISHと免疫染色による二重染色

　ISHで得られたシグナルが目的とする細胞種に

発現している事を確認するため，症例2の同一切

片上で，ISHと免疫染色の二重染色を行い，

mRNA発現とタンパク発現を比較した．その結

果，NF　ISHとSMI31抗体を用いたNFの免疫二

重染色では，青色に染色されたNF　ISHシグナル

と茶色に染色されたSMI31陽性シグナルが共局

在する細胞が観察された（図2A）．　GE4P　ISHと

抗GFAP抗体を用いた二重免疫染色では，　G斑P

ISHシグナル陽性の細胞体からGFAP陽性突起が

放射状に延びている様子が観察された（図2B）．

MBP　ISHと抗MBP抗体を用いた免疫二重染色

では，MBP　ISHシグナルとMBP陽性シグナルが

共局在する小型の細胞が観察された（図2C）．

MBPはミエリンタンパクであるので，　MBPの免

疫染色の陽性シグナルの多くは軸索に沿って観察

された．CSFIR　ISHと抗Iba1抗体を用いた免疫

二重染色では，CsFIR　ISHシグナル陽性の細胞体

からIba1免疫陽性の突起が放射状に伸びている

様子が観察された（図2D）．以上の結果から，本

研究で使用したISHプローブを用いることで，各

細胞種を同定できると考えられた．

ヒト側頭葉におけるアストロサイト特異的遺伝子

6FAPの発現解析

　細胞種の特異性が確認されたGE4Pプローブ

を用い，3つの症例の側頭葉におけるGE4Pの詳

細な発現解析を試みた．成人の症例1（図3A，　A’）

および症例2（図3B，　R）におけるGE4Pシグ

ナルは，いずれも灰白質全層および白質中に認め

られたが，症例1では症例2に比べて非常に強い

シグナルを呈する細胞が多数観察された．小児の
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　　　　　　図1　細胞特異的マーカーめin覇tu．h3アb謡d泌誠k）n解析

ANFプローブ，　B　6克邊Pプローブ，　C　MBPプロ・一プ、　D麗FZRプロープを用い．て，

蒲…例1のパラフィン切片上でISHを行った．点線憾，灰白質と白質の境界を示しで

い愚，A’，B’，C’，ぴは灰白質，A”，B”，び，D”は臼質．鋤eb胴：A・D．宜一D’，

AT’～D”25饗田

　　　　　　図2　1SHと免疫染色の．二重染色による特異性の検討

．A：NF　ISH－SMI31染色，　B：鍾冶P　ISH－GFAP染色，　C．岨ISH－MBP染色，

D：（灘」ヒ．ISH一工ba1染色の二重染色壱症弼2のパラフィン切片上で行った．矢頭は、

⊃重隣性細胞を示して．いる、SCale　ba怜：A－D25μm
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症例3の側頭葉では，G1孤Pシグナルは灰白質浅

層および白質中に症例2と同程度のシグナル強度

を持って認められたが，灰白質深層にはほとんど

検出されなかった（図3C，C）．次に，症例1にお

けるGE4P強陽性シグナルが，脳組織の固定条件

や保存条件などの二次的な要因で非特異的に起こ

っている可能性を除外するために，脳実質全体に

散在して存在するオリゴデンドロサイト前駆細胞

マーカー01ig2を用いたISHを行った．その結果，

01㎏2のシグナル強度は，いずれのサンプルでも

ほぼ全ての領域で観察された（図3D－F）．この

結果から，症例1におけるG泓Pの強陽性染色が

二次的な要因によるものではないと考えられる．

ヒト側頭葉におけるミエリン化オリゴデンドロサ

イト特異的マーカーMBPの発現解析

　次に，MBPプローブを用い，3つの症例の側頭

葉におけるMBPの詳細な発現解析を試みた．そ

の結果，すべての症例において，MBPシグナルは

大脳皮質及び白質中に認められた（図4A－C），

成体の大脳皮質（症例1，症例2）では，MBP陽

性細胞は深層により多く検出されるのに対し（図

4A，　B），小児の症例3の大脳皮質では，深層の

MBP陽性細胞数が少なく，浅層により多くの陽

性細胞が検出された（図4C）．白質中のMBPの

シグナルは成人症例1と小児症例3において同程

度の強度を持った陽性細胞が，同程度の密度を持

って検出されたが，成人症例2の白質中では，成

人症例1と小児症例3に比べて低密度でかつ，シ

グナル強度も低かった．

考 察

以上の結果より，ヒト病理脳切片において，ISH

法を用いて標的遺伝子のmRNAを特異的に検出

し，ニューロンおよびグリア細胞の同定が可能で

ある事が分かった．本実験で用いられた最も古い

病理検体は2007年にパラフィン包埋ブロックが

作製されたものであり，約6年経過したものであ

る．パラフィン包埋ブロック内での高い保存性を

考えれば，それ以前の病理標本についてもISHに

よる遺伝子発現解析を行う事ができると考えられ

る．また，新たな標的遺伝子に対するプローブを

作製することにより，任意の遺伝子発現を組織切

片上で観察できる．その際には，本研究で用いら

れたISHと免疫染色の二重染色は，遺伝子発現細

胞種を同定するのに役立つ．このように，本法は，

ヒト神経難病の病態研究に応用可能である．

病理検体の組織状態を検定する必要性と01192

1SHの有益性

　病理検体は，組織固定までの時間がそれぞれ異

なり，また，組織検体の大きさも異なるので，組

織の保存および固定状態を検定する必要があると

考えられる．01ig2は中枢神経系全体に均一に存

在するオリゴデンドロサイト前駆細胞に発現して

いる遺伝子である10）．0㎏21SHを用いてシグナ

ルが組織内で均一に出る事が確認できれば，

0互g2　mRNAの組織内の保存状態を検定する事に

つながり，他の遺伝子の発現を調べたときの内在

性コントロールとして使用できると考えられる．

ただし，α㎏2の遺伝子発現に影響の与える病態

（オリゴデンドログリオーマなど）11）12）では，

01冥g2と異なる遺伝子の発現を内在性コントロー

ルとして使用する必要がある．

ヒト脳病理標本におけるISH法の有益性

　本研究ではヒト脳切片において，細胞種特異的

な遺伝子発現をISHにより検出し，各種細胞の同

定を試みた．その結果，ISHシグナルの特徴的な

分布とその形状により，それらの細胞種特異性が

示唆された（図1）．また，ISH法と細胞種特異的

抗体を用いた免疫染色の二重染色により，各ISH

シグナルの特異性を確かめる事ができた（図2）．

退形成性血管周皮腫周囲の脳組織におけるGF4P

強陽性シグナル

　血管周皮腫は非常に稀な脳腫瘍で，中枢神経に

生じる腫瘍全体の1％以下の発生率である13），

退形成性血管周皮腫はその中でも，より侵襲性で

悪性度が高く，予後不良である14）．退形成性血管

周皮腫周囲の脳組織では，灰白質と白質共に

GE4P強陽性シグナルを多数検出した．これは腫
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瘍による圧迫等によりグリア細胞が反応し，反応

性アストロサイトにおけるGE4Pの発現上昇を

観察している可能性が考えられる．

側頭葉におけるグリア特異的遺伝子の発現と脳成熟

　症例3の小児側頭葉において，大脳皮質浅層

（灰白質）および白質ではアストロサイトマーカ

ーのGE4Pシグナルが多数見られたが，大脳皮質

深層（灰白質）ではほとんど検出されなかった

（図3C，　C’り，この事は，小児脳実質，特に大脳皮

質深層においては，GE14P陰性のアストロサイト

が存在することを示唆している15）．

　大脳皮質の髄鞘化は，大脳皮質の各領域によっ

てその完成時期が異なる事が知られている16）．

症例3のMBPの発現（図4C）から判断すると，

本症例の小児側頭葉の白質においては，ある成人

側頭葉の白質と遜色ない程度に髄鞘化が進んでい

ることが示唆される（図4A，　B）．また，本症例の

大脳皮質（灰白質〉深層における髄鞘化（図4C）

は，成人脳（図4A，　B）ほどに進んでおらず発達

途上である事が示唆される，

結 論

　ニューロンおよびグリア細胞特異的遺伝子の

RNAプローブを用いたISH法により，ヒト脳病

理切片において，脳の主要な構成細胞種が同定可

能であることを明らかにした，新潟大学・脳研究

所には，ヒト脳の病理検体の膨大な蓄積があり，

各種遺伝子プローブを用いたISH解析を行うこ

とにより，ヒト神経難病の病態研究や病理診断に

広く応用できることが期待される．
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