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要  約

ラット網膜においてソマトスタチンのmRNA を標的とし, これと相補的な32P標識mRNA オリゴマーを

hybridizeさせ, オートラジオグラフィーによりhybridization の形成された部位を可視化するin situ

hybridizationを行い, ソマトスタチンmRNA 陽性細胞を網膜内顆粒層最内層, 内顆粒層最外層, 神経節細胞

層に認めた. ラット網膜では, これらの細胞がソマトスタチン産生細胞であることが明らかとなった. 神経組

織細胞におけるmRNA の発現は, 神経組織のダイナミックな生理活性状態を直接反映している. In situ

hybridization組織化学法は, 細胞の活動状態を遺伝子発現のレベルで検出する方法であり, 神経網膜の機能

を解明する目的で今後さまざまな実験系に応用できると考えられた.( 日眼会誌 96 : 85-89, 1992)

キーワード: ソマトスタチン, mRNA,  In situ hybridization, 網膜

Localization of Somatostatin mRNA in the Rat Retina Detected

by in situ Hybridization Histochemistry

Katsuhiro Yamaguchi*  and Vinod P. Gaur**

*Department  of OphtJialmりわ舒, 夕hool が 訂edicine, Toho 加 び湎w 心な

**Department  of ぷじy 劭かlogy and  Ana 加my, The 召owman Gray School  of Medi・cine, Wake  Forest びniversi‘砂

Abstract

In order to determine the localization of the mRNA encoding somatostatin in the rat retina, we

studied Sprague-Dawley rats by in situ hybridization histochemistry. Radiolabeled oligodeoxyribonu-

cleotides complementary for rat somatostatin mRNA were used in this study. Among the layers of the

retina, we found specific labelling in the soma of some cells in the innermost and outermost laminae

of the innernuclear layer and in the ganglion cell layer. These results indicate the major site of

somatostatin synthesis within the rat retina. (Acta Soc Ophthalmol Jpn 96 : 85-89, 1992)
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I 緒  言

ソマトスタチンは網膜に存在する代表的神経ペプチ

ドであり, 網膜神経回路網における神経伝達物質とし

て作動していると考えられている1)̃8).これまで神経

網膜機構を解析する方法のひとつとして, 神経活性物

質に対する免疫組織化学的研究が進められて来た. し

かし, ラヴトの網膜におけるソマトスタチン免疫組織
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化 学陽 性細 胞の 存在 部位 に関し ては, 報 告者 に よる違

いが 見 ら れ 見解 の一 致 を 得 て い な い9'̃11).す な わ ち

ラ ット網膜 にお け るソ マト スタチ ンの 分布に 関し て,

Kirsh ら9肘 神 経節 細胞 層, 内顆 粒層 最内鳳 内顆粒 層

最外 層に ソマト スタチン 免疫 組織化 学陽 性細 胞が存 在

し, 内顆粒 層最 外層 の細胞 は 水平細 胞で あ ると報 告し

た. Lin らlo)は, 外顆 粒層 に ソマト スタ チン陽 性細胞 を

認め, Sagar ら11)は神 経節細 胞層 と内顆 粒 層最内 層 に

ソマ ト スタチ ン陽 性細胞 が存 在し, 内顆 粒層 最外 層に

は存 在し ない と報告し た. こ のよ うに細 胞内 の ソマト

スタチンを 検 出す る免疫組 織化 学 法の報 告結 果の 違い

が見 られ るこ とか ら, そ の遺 伝子を 発 現す る細胞 の局

在を 調べ るこ とが必 要 と考え られ た. 最 近, 既知 の塩

基配 列を 有す る標的 核酸 に対 して, 相 補的 な塩基 配列

を有 し, 放 射性 同位 元素で 標 識 された プp- ブ核 酸を

組織 切片土 や細 胞 標 本土 でhybridize さ せ, 形 成 され

た 分子雑種 に オ ート ラジ オグラ フ ィーを 行 うこ とに よ

り, 標的 核酸 の存 在を示 すin situ hybrydization 法が

開発 さ れ, 特 異的 遺伝 子の存 在を 組織 切片土 に観 察す

るこ と が可能 とな った. 今回, ラ ット 網膜 の ソー・ ト ス

タ チン産 生細胞 の 存在部 位を 明 らかに する 目的で, ソ

マ ト スタ チンmRNA に対 す るin situ hybridization

法を 行 った.

II 方  法

1. 凍 結切片 の作 製

実 験 に は12 時 間 明/12 時 間暗 の 室 内灯 下 で 飼育 さ

れた 体重200  g の雄 ラ ット(Sprague-Dawley strain)

を4 匹 使用し た. 実験 動物 をsodium pentobarbita 】の

腹腔 内 注射で 麻酔 後開 胸し, 約200 ml の緩 衝4% パラ

ホル ムアル デヒド 溶液 で心臓 か ら潅流 固定 を行 った.

潅 流固 定 後 直 ち に両 眼 球を 摘 出し,30 分 浸漬 固 定し

た. 前 眼部を 除去 し, さら に2 時 間浸 漬固 定し た. 次

いで リン酸緩 衝溶 液,5% シ 日糖 溶液 で組 織を 洗っ た

後, 30% シ 一糖 溶 液 に4 ℃で12 時 間 漬 潤 し, OCT

compound に凍結 包埋 した. 以上 に使 用し た各 溶液 に

は, 混 入RNase の活 性を抑 え る目的で, RNase 阻 害

剤 で あ るdiethylpyrocarbonate  (DEP: Sigma,  St

Louis) を, 0.02% 濃 度で 加え た. 生体 から のRNase の

混 入を 防ぐ ため に, ゴ ム手 袋を着 けた 土で 凍結 切片 の

作 製 をcryostat を 用 い て 行 った. 切 片 の 厚 さ は,10

μm とし, 3-aminopropyl trietho χysilone 処 理した ス

ライド グ ラスに載 せ, 室温 で30 分乾 燥し た後,-70 ℃

で 保存 した.
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2. プ ロ ーブ核 酸の 作製

プ ロソ ー・ト スタ チソmRNA の核 酸配 列 よ り ソー・ ト

スタ チソ28 の12̃19 番 ア ミ ノ酸を コードす る塩 基配

列 に 対 し て, 相 補 的 塩 基 配 列23 mer (5'

TTCTTGCAGCCAGCTTTGCGTTC 3') をApplied

Biosystems Automated DNA Synthesizer に より合

成 し, プ ロ ーブ核 酸 とした. プ ロ ーブ核酸 の5' 末 端に,

T 4 polynucleotide kinase の もとで,(y-32P)ATP を

反応 させ 放射 性同 位 元素(32P) 標識 プ ロ ーブ核酸を 作

製 した.32P 標 識 プ ロ ーブ核 酸 の放 射 活性 が107cpm/

μg 以上 で あ るこ とを 確 認 し, 標識 を 行っ た翌 日にin

situ hybridization を 行っ たj2).

3. In situ hybridization

乾燥 保 存 して おい た切 片 を0.02%DEP を 含 む リ ソ

酸 緩衝 液 で洗浄 し, はじめ にpre-hybridization を行 っ

た. Pre-hybrydization 溶 液は, 12  X standard saline

citrate (SCC),  10  mM EDTA,  4  x Denhardts,  100

mM Tris-HCl  (pH 7.0),  0.2%  sodium dodecyl

sulfate, 200 μg/ml denatured salmon testis DNA を

含む一 定量 の溶 液を 用意 し, こ れを2 分間 沸騰 浴し,

さ ら に急 冷 処理 し た 後, 等 量 の50%deionized for-

mamide を加 えて 作製 した. 溶 液を スラ イド グ ラス の

組 織 の上 に掛け,42 ℃で2 時 間pre-hybridize させた.

Pre-hybridization 後, 組 織を0.33 M ammonium ace-

tate を 含む50%,  70%,  95%,  100% エ タ ノールで脱 水

し,30 分間乾燥 さ せた. Hybridization 溶液 は,12 ×

SSC,  10  mM EDTA,  4xDenhardts,  100 mM Tris-

HCKpH 7.0),  0.2%sodium dodecyl sulfate, 200 μg/

ml denatured salmon testis DNA を 含 む一定 量の 溶

液を 用意 し, これに プ ロ ーブ核酸 溶液 を加 え, 100 ℃ で

5 分間 沸 騰 浴を 行っ た 後, 等量 の50%formamide を

加 えて作 製し た. 作製 後, 直 ち に スラ イドグ ラス上 の

組 織 にhybridization 溶 液 を ピ ペ ッテ ィン グ し, カ

バ ーダ ラスで 覆い,42 ℃ で24 時間hybridize させた.

hybridization は 乾 燥 を 防 ぐた め に 湿 箱中 で 行った.

Hybridization 後, 4XSSC 中 で カ バ ーグ ラ ス を は ず

し,37 ℃で4XSSC に2 時 間, 2XSSC お よ び0.1 ×

SSC に2 分間漬 け て洗 った. そ の後, スラ イド ダラ ス

を50%,  70%,  95%,  100% エ タ ノ ール で脱 水し, 乾 燥

さ せ た. 次 に, ス ラ イド ダ ラ スを 液 化 し た 感 光 乳 剤

(Kodak NTB 2) に浸 しゆ っ くり と引 き上げ, 乾燥 し

て から暗 箱 に入 れ,4 ℃で6 日間露 出し た. 露出後,

暗 室でKodak D-19 お よびKodafix を 用い 現 像し た.

最後 に, 組織 切片 を トル イジ ンブ ル ー染 色し た. コソ



平 成4 年1 月10 日 網膜 ソマ ト ス タチ ンmRNA 陽 性 細胞 ・山 口他

図1 ソマトスタチンmRNA に対するin situ hybridization組織イ匕学.

A: 内顆粒層最内層の陽性細胞( 矢印).( ×400)

B: 内顆粒層最外層の陽性細胞( 矢印).( ×500)

C: 神経節細胞層の陽性細胞( 矢印).( ×500)

D: コントp- ル切片では, バックグラウンドのみ見られる.( ×500)

(ONL: 外顆粒層,0PL: 外網状層, INL: 内顆粒層, IPL : 内網状層, GCL: 神経節細胞層)

トロ ール は, プ ロ ーベ核 酸溶 液を 加 えずに 同様 の過 程

を処理 した も の と, RNAase 処理 した も のの2 つ につ

いて検 討し た.

Ill 結  果

ラット網 膜 におい て ソマ ト ス タチ ンのmRNA を 標

的 とし て これ と相補 的 な32P 標識mRNA oligomer を

hybridize さ せ, オート ラ ジ オ グ ラ フ ィ ーに よ り

hybridization された 部位 を可 視化 する こ とに より, ソ

マト ス タチンmRNA の存 在 部位 が示 され た. 高濃 度

のsilver grain が内 顆粒 層最 内層( 図1A), 内 顆粒 層

最外 層( 図1B) と神 経節細 胞層( 図1C) に認 めら れ,
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コ ント ロ ール 切片( 図1D) で は バ ックグ ラウンド しか

認め ら れなか った こと から, こ れらはin situ hybridi-

zation 陽 性細胞 であ る と判 断さ れた. 神経 線維層 や,

外顆 粒層 には 陽性 細胞 は認 めら れなか った. オート ラ

ジ オグ ラフ ィ ーで 出現し たsilver grain は, 個 々の細

胞 によ り濃 淡 の差 とし て違い が見 れれ, ソマト スタ チ

ンmRNA 発現 の差を 反映 して い る と考 えら れた. 実

験 結果 に動 物 の 個体 差 に よ る ばらっ き は 認め ら れ な

か った. こ れ まで 飛程 の大 きい32P は, 解像 度の関 係上

光 顕 レ ベル で の 同定 には 適 さ ない と考 え ら れて い た

が, 細胞 密度 の高 い内 顆粒層 で も陽性 細胞 の同定 が可

能で あ った.
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IV 考  按

厳 密 には 特 異蛋 白を 細 胞 内で 検 出 し た こ とを もっ

て, そ の細胞 が特 異蛋 白を 産生 した と断定 す るこ とは

で きな い. その理 由 は, 他の細 胞で 産生 された 蛋 白を

そ の細 胞 が取 り込 み 細胞内 に蓄 積し てい る可能 性が あ

るか らであ る. また 細胞内 の蛋 白量 は, 合成や 取 り込

み と消費 の差引 とし て細胞 がそ の時 点 まで に蓄 積し て

きた結 果を示 し てい るに すぎ ない. とこ ろが特 異蛋 白

のmRNA を 細胞 内で検 出し た 場合 は, そ の細 胞 が特

異蛋 白を 産生 する ように 分化し てい るこ とが 断定で き

る. なぜな ら 凪 他 の細 胞で 作ら れたmRNA があ る細

胞 に取 り込 まれる とい う現象 は現在 まで 観察 さ れたこ

と が ない か らで あ る. し た がって 組 織細 胞 レ ベル で

mRNA の 発現状 態を 証明で き るin situ hybridiza-

tion 法 は, 特 異蛋 白の産 生細 胞を厳 密 な意味 で明 ら か

に するこ とが で きる. この方 法に よ り, ラット 網膜 に

おけ る ソマト スタ チ ンmRNA 陽 性細 胞 は, 内 顆粒 層

最内 層, 内顆 粒層 最外層, 神 経節 細胞 層に存 在 する こ

とが示 され, Kirsh ら9)の報告 を支 持す る結果 が得 ら れ

た.

神経組 織に おけ るペ プチ ドの生 合成過 程 は, まず 遺

伝 子DNA か らmRNA の㈲ 駆体 へ転 写 され, こ れ が

核 内で スプ ライ シン グ過 程 を 経 て, mRNA と なっ て

細 胞質 に出 る. 次 いでmRNA は リ ボ ソ ームで 翻 訳 さ

れ, 巨 大分 子の前 駆体 ペプ チド が産生 さ れる. この 前

駆 体 は 細胞 質 中 で 複 数の 蛋 白 質 分解 酵 素 に よ る プ ロ

セ ッシ ソダを 受け て, 目的 の生 理活 性を もっ ペプ チド

に 分解 され る. し た が って, 神 経 組 織 細 胞 に お け る

mRNA の発 現は, 神 経組 織 の ダイ ナ ミック な生 理 活

性状 態を 直接 反 映し て い るが, mRNA の 発現 は 必 ず

し も細 胞内 の最 終産物 の存 在 とは関 係が なく, 逆 に最

終産生 物の 存在 はmRNA の 発 現を 意味 して い ない.

今 回 行 ったin situ hybridization 組 織 化 学 の 結 果 で

は, 網膜 内 ソマ トス タチンmRNA 陽性 細胞 密度 は, 過

去の 免疫組 織化 学の報 告 で示 された ソ マト スタチ ン蛋

白陽 性 細 胞 密度 と較 べ て 明 ら か に 少 な か った. し た

がっ て, この 結果 は 網膜 内 ソマ ト ス タ チン のmRNA

と蛋 白の 分布 に時間的 お よび空 間的 な隔 た りが存 在す

る ことを示 唆し てい る と考え られ る.

In situ hybridization 組織化 学 法は, 細胞 の活 動状

態を 遺 伝子 発 現の レ ベルで 検 出 す る 方 法で あ る32p

を 用いた 今回 のin situ hybridization で は, 陽性 細胞

の 同定 か細 胞 密 度 の高 い 網膜 内 顆 粒 層で も可 能 で あ
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り, 今 後 さ ま ざ ま な 実 験 系 に 応 用 で き る と 考 え ら れ た.

網 膜 の 神 経 機 能 を 解 明 す る た め に, 細 胞 内 の 神 経 伝 達

物 質 の 存 在 を 検 出 す る 免 疫 組 織 化 学 法 に 加 え て,in

situ hybridization 組 織 化 学 が 重 要 な 役 割 を 担 う と 考

え ら れ る. さ ら に, こ の 両 方 法 を 組 み 合 わ せ る こ と は,

遺 伝 子 発 現 一 生 理 活 性 物 質 一 神 経 機 能 の 流 れ の 解 析 に

有 用 で あ る と 考 え ら れ る.

稿 を 終 え るに あ た り御 校 閲 を 賜 り まし た 東 北 大学 眼科 学

教 室玉 井 信 教 授 に 深 謝い た し ます.
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