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Ⅰ RNAプローブを用いた in situ ハイブリダイゼーション 
 

In situ ハイブリダイゼーション (ISH) 法とは、RNAまたはDNAのある"原位置 (in situ) "での存在をRNA-RNA、RNA-DNA、

DNA-DNA ハイブリダイゼーションにより、形態像の上で検出する方法で、組織切片を用いて特定遺伝子を検出する技術を

示す。現在、この方法はすでにかなりの研究者によって使用され、重要な結果が得られてきている。特に、発生分化、形態形

成の研究においては、必要不可欠な方法となっている。 

 ここでは、RNAプローブを用いた方法に限定するが、RNAプローブを使用すると、次のような特長がある。 

①  RNA-RNAハイブリッドはRNA-DNAハイブリッドに比べ、Tm値が高く安定である。このため高いstringencyでの

洗浄が可能である。 

②  RNA分解酵素 (RNase A) は二本鎖RNA (RNA-RNAハイブリッド) を切断しない。このため過剰プローブや非特

異的に吸着したプローブを分解することにより、バックグラウンドを低下させることができる。 

③  ハイブリダイゼーションにはアンチセンス RNA を使うが、ネガティブコントロールとしてセンス RNA を用いること

ができるので、結果の判定が容易である。 

④  プローブの長さをアルカリ加水分解により短くできる。 

⑤  放射比活性の高いプローブの調製が可能である。このため検出感度が高い。 

 

以下にRNAプローブを用いた ISH法の各工程について説明する。概略を図1に示した。 

 

1) 組織の固定 －mRNAを細胞内で保存する－ 

 各細胞には様々な種類のmRNAが存在しているが、それらのmRNAの寿命は比較的短いと考えられている。タンパク質

が必要な時に必要な量だけmRNAは合成され、目的が達成されるとRNA分解酵素により速やかに分解される。現在の技

術では細胞が生きたままの状態で mRNA を検出することはできないので、細胞が死んだ状態で検出するしかない。細胞

が死んでしまうと、mRNAの合成は当然止まってしまうがmRNAの分解は継続されると考えられ、したがって死んだ細胞内

のmRNAは急速に分解され消失してしまう。 

 そのため、ISH 法を行う場合は、細胞内や組織などをなるべく自然の状態に保存することが非常に重要であり、この操作

を固定と呼んでいる。細胞や組織の形態を観察するための固定法は、目的などに応じて様々な方法が開発されている。 

 

2) 前処理 

 ハイブリダイゼーションを行う前に、固定した組織の前処理を行う。主な目的は、タンパク質分解酵素などを用いて結合組

織などを分解しプローブの浸透性をよくするためと、プローブの非特異的な吸着を防ぐための処理である。特にタンパク質

分解酵素処理時間などは、組織の種類、固定法とも関連し、ISH法の結果を左右する重要な因子である。 

 

3) 標識したプローブの調製 

 目的のmRNAを検出するためにはそのmRNAと特異的にハイブリダイズする、つまり、目的のmRNAと相補的な配列を

持ったRNAまたはDNAプローブが必要である。プローブとして、 

① 化学合成したDNAを用いるオリゴヌクレオチドプローブ 

② DNA合成酵素により in vitroで合成したDNAプローブ 

③ RNA合成酵素により in vitroで合成したRNAプローブ 

の3種類がよく用いられている。 

 また、プローブの存在を可視化するためにプローブに必要なラベルを結合させる。可視化には主に次の2つの方法があ

る。 

①  酵素抗体法または蛍光抗体法：適当な抗原の結合した核酸を用いてプローブを標識し、その抗原に対する抗体を

用いて発色または蛍光により可視化する。 

②  放射性同位元素(RI)を用いる方法：放射性同位元素(RI)を用いてプローブを標識し、オートラジオグラフィー法によ

り可視化する。 
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4) ハイブリダイゼーション 

 DNAの二重らせん構造は、塩基対A=Tに形成される2つの水素結合と塩基対G≡Cに形成される3つの水素結合によ

り安定に保たれている。この二本鎖を一本鎖にする方法の一つとして、熱変性がある。二重らせん DNA 溶液の温度を高く

しながらDNA溶液の260 nmの吸光度A260を測定すると、次第にA260は高くなる。これはDNAの二重らせんが壊れ一本鎖

になるためで、この曲線を DNAの融解曲線と呼んでいる。この現象は、らせんが消失し塩基間の相互作用が少なくなるた

め、塩基の光吸収の効率が変化 (深色効果) し、各塩基の分子吸光係数が高くなるために生じる。温度が低い時の DNA

をヘリックス 100％とし、高温での吸光度が一定になる状態をヘリックス 0％と仮定すると、ヘリックス 50％になる温度、融

解温度 (Tm) を決定することができる。 

Tmは二重らせんの安定度の目安になる。非常に安定ならせんであればTmは 80～90℃になる。逆に不安定であれば

30～40℃になる。TmはDNA溶液のイオン強度 (塩濃度) や組成にも依存し、また、GC塩基対の含量、DNAの長さ、DNA

の塩基対のミスマッチなどにより変化する。 

Tm の温度では全体の 50％ほど二重らせんが形成されていることになる。ハイブリダイゼーションの温度 (Th) は、Tm

から5～10℃低い温度で行う。どの程度の塩基対のマッチまで許容するかをstringencyという。(Tm － 5)℃でハイブリダイ

ズさせると、stringencyが高くなり、完全マッチしたDNA-DNAしかハイブリッドを形成しない。既知の塩基配列を持った一本

鎖のmRNAが、高い stringency の条件では相補的な配列を持つDNAあるいはRNAプローブに特異的に結合することを

利用して、多くのDNAあるいはRNAの中から、目的のDNAあるいはRNAを識別し、検出することができる。しかし、ハイ

ブリダイズする温度を (Tm － 20)℃と低くするとstringencyが低くなり、ミスマッチを持ったハイブリッドも形成される。 

 ISH法では、RNAプローブを使用する場合、50％ホルムアミド中50℃で12～14時間ハイブリダイゼ－ションを行うとほぼ

良い結果が得られる。もし、プローブとして 50塩基以下のDNAを用いる場合などは、低stringency の条件でハイブリダイ

ゼーションを行う。 

 

5) 洗浄 

非特異的に結合したプローブを除去するために組織切片を洗浄する。洗浄の条件を厳しくするとバックグラウンドが低下

するが、同時にシグナルも弱くなる。RNAプローブを用いた場合は、RNase処理によりバックグラウンドを低下させることが

できるが、同時にシグナルも弱くなるので、いずれにしても最適な条件を検討する必要がある。 

 

6) プローブの検出 

① 酵素抗体法 

標識プローブ単独では発色することができないため、プローブの中に取り込まれている抗原に対する抗体を用い

て検出を行う。検出に用いる一次抗体には、通常の抗体とは異なりアルカリホスファターゼ (ALP) などの酵素が

結合 (conjugate) している。一次抗体に ALP が結合している場合、X-りん酸 (5-Bromo-4-chloro-3-indolyl 

-phosphatase : BCIP) などを用いると、ALPがX-りん酸の結合を切断することによりXが遊離し、発色がおこる。

この発色により検出することが可能となる。蛍光色素の場合には、蛍光顕微鏡で検出することが可能である。 

② 放射性同位元素 (RI) を用いる方法 

ISH法においてはRIとして 35S (または 33P) 標識された核酸を用いてプローブを合成する。RIはβ線を放射して

いるので、オートラジオグラフィー用の乳剤を用いて検出することができる。 

 

7) 観察と記録 

 組織の細胞を色素で染色することにより、形態学的な観察ができる。結果を顕微鏡で観察し、さらに写真として記録する。 

 

 RNAプローブを用いた ISH法は、どのような組織にも広く分布しかつ非常に安定なRNaseにより、組織切片のmRNAだ

けでなく RNA プローブ自身も分解されやすく、そのために注意深い実験操作が要求される。さらに、形態学の手法に加え

てDNAやRNAを取り扱う分子生物学的な手法も必要である。そこで、ISHを最小限のステップで満足な結果が得られるよ

う工程を改良し、ISH用専用試薬として、ISHR Starting Kit [Code No. 314-02611] と In situ Hybridization Reagents (ISHR) 

[Code No. 316-01951] の 2種類を用意した。 

 



 
 

- 4 - 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

スライドグラス 

組織切片 

2） 前処理 

(脱パラフィン、Proteinase K処理、アセチル化等) 

DIG標識プローブプラスミド 

RNA polymerase

3) RNAプローブ合成 

4) ハイブリダイゼーション 

6) 検出 

図1. RNAプローブを用いたISH法の工程 

1) 組織切片 

ｍRNA 

RNA合成 

ＤＩＧ   DIG 

ＤＩＧ   DIG  ＤＩＧ   DIG  

ＤＩＧ   DIG  

(抗体反応) 

アルカリホスファターゼ 

標識抗DIG抗体 

NBT/BCIP発色 

(発色反応) 

ＤＩＧ   DIG  

ALP   ALP  ALP   ALP  

ＤＩＧ   DIG  

5) 洗浄 
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Ⅱ 製品の内容 
 

ISHR Starting Kit  [Code No. 314-02611] スライドグラス～20枚×2回分 (パラフィン包埋組織切片の場合)*  

 ISHR Starting Kitは、初めて in situ hybridization (ISH) を行う研究者のためのパラフィン包埋組織切片専用の練習用キットで

ある。このキットには、RNA プローブ調製用試薬、コントロール用組織切片、組織切片の前処理 (脱パラフィン) からハイブリ

ダイゼーション及び洗浄までの試薬が含まれている。ポジティブコントロールとして、RNAプローブを用いてマウス (雄) アダ

ルト顎下腺の組織切片上でマウス神経成長因子 (NGF) 遺伝子の mRNA を検出する系を使用している。NGF mRNA は顎下

腺の顆粒導管に特異的に発現するので、結果の判断が容易である。 

* 凍結組織切片に使用されると、試薬ISHR1およびISHR2の量が不足します。 

 

＜組織切片およびRNAプローブ調製用試薬＞ 

 □ コントロール用組織切片 

マウス (雄) アダルト顎下腺 4枚

2～10℃保存  

 □ コントロールプローブ調製用鋳型DNA 

マウス神経成長因子(NGF)遺伝子 (1μg/μl) 各2μl×1本

-20℃保存  

 
アンチセンス (AS ) プローブ用 

プラスミドpAM18に組み込まれているものを 

Hin d Ⅲ により直鎖状にしたもの 

 

 

 

センス (S ) プローブ用 

プラスミドpAM18に組み込まれているものを 

Bam H Ⅰにより直鎖状にしたもの 

 

 

 

 □ RNA Synthesis Set 

5×RNA Polymerase buffer 

250 mM NaCl 

10 mM rATP 

10 mM rGTP 

10 mM rCTP 

10 mM rUTP 

RNase Inhibitor 

SP6 RNA Polymerase 

T3 RNA Polymerase 

T7 RNA Polymerase 

DNase (RT-Grade) 

d.d.H2 O 

20 μl×1本

10 μl×1本

5 μl×1本

5 μl×1本

5 μl×1本

5 μl×1本

5 μl×1本

5 μl×1本

5 μl×1本

5 μl×1本

5 μl×1本

500 μl×1本

-20℃保存  

 □ アルカリ加水分解バッファー 

0.1 M 炭酸ナトリウム (pH 10.2) 800 μl×1本

室温保存  

 □ Ethachinmate 

Ethachinmate 

3 M 酢酸ナトリウム (pH 5.2) 

10 μl×1本

100 μl×1本

2～10℃保存  

 

 

0       0.5kb
Hin d Ⅲ                                      Hin d Ⅲ  
5’                                                  3’ 

342 bases
N G F遺伝子 

Hin d Ⅲ          Bam H I     SP6 Promoter 

0       0.5kb
Bam H Ⅰ                                   Bam H Ⅰ  
5’                                                  3’   

342 bases
N G F遺伝子 

T7 Promoter    Hin d Ⅲ         Bam H Ⅰ   
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＜in situ ハイブリダイゼーション用試薬＞ 

試薬名 組成 容量 保存 

□ ISHR 1 PBS buffer 0.1 M NaCl 

10 mMりん酸ナトリウム(pH 7.4) 

800 ml×2本 室温保存  

□ ISHR 2 PBS(Glycine) buffer 0.1 M NaCl 

10 mMりん酸ナトリウム(pH 7.4) 

2 mg/ml Glycine 

400 ml×1本 室温保存  

□ ISHR 3 Acetylation buffer 0.1 M Triethanolamine (pH 8.0) 800 ml×1本 室温保存  

□ ISHR 4 Acetic anhydride  1 ml×2本 室温遮光保存 特麻原 

□ ISHR 5 4 × SSC 0.6 M NaCl 

0.06 M Sodium citrate 

1 L×2本 室温保存  

□ ISHR 6 Proteinase K solution 10 mg/ml Proteinase K 200μl×1本 -20℃保存  

□ ISHR 7 Hybridization buffer 50％ Formamide 

2 × SSC 

1μg/μl tRNA 

1μg/μl Salmon sperm DNA, 

1μg/μl BSA 

10％ Dextran Sulfate 

93μl×8本 -20℃保存  

□ ISHR 8 1.2 M DTT solution 1.2 M DTT 100μl×1本 -20℃保存  

□ ISHR 9 NTE buffer 0.5 M NaCl 

10 mM Tris-HCl (pH 8.0) 

1 mM EDTA 

800 ml×1本 室温保存  

□ ISHR 10 RNase A solution 10 mg/ml RNase A 0.4 ml×2本 -20℃保存  

□ ISHR 11 0.1 × SSC 15 mM NaCl 

1.5 mM Sodium citrate 

600 ml×2本 室温保存  

 

◇ ISHR Starting Kitには、以下の試薬は含まれておりません。 

  ジゴキシゲニン(DIG)標識及び検出用試薬、固定用試薬、組織包埋用試薬、スライドコーティング用試薬、エタノール、 

キシレン、ホルムアミド、染色試薬、オートラジオグラフィー用試薬 

 

＜略字記号＞ 

特麻原：特定麻薬原料及び向精神薬原料に指定されています。 
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In situ Hybridization Reagents (ISHR)  [Code No. 316-01951]  

スライドグラス～20枚×5回分 (パラフィン包埋組織切片の場合) * 

 

 In situ Hybridization Reagents (ISHR) は組織切片の脱パラフィンからハイブリダイゼーション及び洗浄までに必要な試薬の

みが含まれている。試薬の容量が多いので、多数の組織切片を処理する場合に便利である。 

*凍結組織切片プロトコールの場合、一部の試薬が不足することがあります。不足分については単品（関連製品p.8参照）でご購入ください。 

 

試薬名 組成 容量 保存 

□ ISHR 1 PBS buffer 0.1 M NaCl 

10 mMりん酸ナトリウム(pH 7.4) 

1 L×4本 室温保存  

□ ISHR 2 PBS(Glycine) buffer 0.1 M NaCl 

10 mMりん酸ナトリウム(pH 7.4) 

2 mg/ml Glycine 

1 L×1本 室温保存  

□ ISHR 3 Acetylation buffer 0.1 M Triethanolamine(pH 8.0) 1 L×2 室温保存  

□ ISHR 4 Acetic anhydride  1 ml×5本 室温遮光保存 特麻原 

□ ISHR 5 4 × SSC 0.6 M NaCl 

0.06 M Sodium citrate 

1 L×5本 室温保存  

□ ISHR 6 Proteinase K Proteinase K (Powder) 

溶解用滅菌水 

5 mg×1本 

500μl×1本 

2～10℃保存  

□ ISHR 7 Hybridization buffer 50％ Formamide 

2 × SSC 

1μg/μl tRNA 

1μg/μl Salmon sperm DNA, 

1μg/μl BSA 

10％ Dextran Sulfate 

465μl×5本 -20℃保存  

□ ISHR 8 Hybridization buffer用 

DTT 

DTT (Powder)  

溶解用滅菌水 

93 mg×1本 

500μl×1本 

2～10℃保存  

□ ISHR 9 NTE buffer 0.5 M NaCl 

10 mM Tris-HCl (pH 8.0) 

1 mM EDTA 

1 L×2本 室温保存  

□ ISHR10 RNase A solution 10 mg/ml RNase A 0.4 ml×5本 -20℃保存  

□ ISHR11 0.1×SSC 15 mM NaCl 

1.5 mM Sodium citrate 

1 L×3本 室温保存  

 

◇In situ Hybridization Reagentsには、以下の試薬は含まれておりません。 

   ジゴキシゲニン(DIG)標識及び検出用試薬、RNA プローブ調製用試薬、コントロール用組織切片、固定用試薬、組織包埋用試薬、

スライドコーティング用試薬、エタノール、キシレン、ホルムアミド、染色試薬、オートラジオグラフィー用試薬 

 

＜略字記号＞   

特麻原：特定麻薬原料及び向精神薬原料に指定されています。 
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関連製品 

 

 

製品名 容量 Code No. 希望納入価格 

ISHR 1   PBS buffer 

ISHR 2   PBS (Glycine)  buffer 

ISHR 3   Acetylation buffer 

ISHR 4   Acetic anhydride   特麻原 

ISHR 5   4 × SSC 

ISHR 7   Hybridization buffer 

ISHR 8   Hybridization buffer用DTT 

ISHR 9   NTE buffer 

ISHR 10   RNase A solution 

ISHR 11   0.1 × SSC 

 

Ethachinmate (3 M 酢酸ナトリウム添付)  

 

SP6 RNA Synthesis Set 

T3 RNA Synthesis Set 

T7 RNA Synthesis Set 

1 L×1本 

1 L×1本 

1 L×1本 

1 ml×5本 

1 L×1本 

465μl×5本 

93 mg×1本 

1 L×1本 

0.4 ml×5本 

1 L×1本 

 

0.2 ml 

 

50回分 

50回分 

50回分 

311-02741 

318-02751 

315-02761 

312-02771 

319-02781 

316-02791 

319-02801 

316-02811 

313-02821 

310-02831 

 

312-01791 

 

313-02441 

310-02451 

317-02461 

9,000円 

9,000円 

9,000円 

16,000円 

9,000円 

21,000円 

9,000円 

9,000円 

21,000円 

9,000円 

 

15,000円 

 

50,000円 

45,000円 

40,000円 

 

 

＜略字記号＞ 

特麻原：特定麻薬原料及び向精神薬原料に指定されています。 
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Ⅲ RNAプローブの調製 
 

*使用する器具、試薬は、RNase freeのものを使用する。 

（滅菌を行う場合：オートクレーブ 121℃, 40分以上または乾熱滅菌 200℃, 4時間以上） 

 

 

1. RNAプローブの調製 

 

① 実験者が用意したアンチセンス(AS) およびセンス(S) RNA プローブの調製に必要な鋳型DNA*1) を 5'突出末端を形成する制限

酵素*2) で直鎖状にする。 

コントロール用鋳型DNAは既に直鎖状になっているので、この操作は必要ない。 

 

② ①で調製した直鎖状鋳型DNA と、添付のマウス神経成長因子 (NGF) アンチセンス (AS) 用およびセンス (S)用の直鎖状鋳型

DNAを用いて、RNA Synthesis Set*3) により以下のフローチャートに従ってそれぞれのRNAプローブを調製する。 

鋳型DNA (1μg /μl)  1μl 
  
     ← 5 × RNA Polymerase Buffer    4μl 

     ← 250 mM NaCl    2μl (T3またはT7 RNA Polymeraseの場合のみ添加) 

     ← 10 mM rATP    1μl 

     ← 10 mM rGTP    1μl 

     ← 10 mM rCTP    1μl 

     ← 1 mM rUTP    6.5μl*4) 

     ← 1 mM DIG-11-UTP    3.5μl*5) 

     ← RNase Inhibitor    1μl 

     ← RNA Polymerase    1μl*6) 

       37℃ (T3, T7) または40℃ (SP6) , 60分間 

       電気泳動によるプローブ合成の確認*7) 

     ← DNase (RT-Grade)    1μl 

       37℃, 15分間 

     ← 3 M Sodium Acetate (pH 5.2)    2μl 

     ← Ethachinmate    1μl*8) 

     ← エタノール    50μl 

       -20℃, 1時間 または -80℃, 30分間*9) 

       12,000 × g, 4℃, 15分間 
  
沈     殿 

       80％ エタノール*10) 洗浄 

       風乾 

RNAプローブ (沈殿) 

 

 

③ ②で合成されたRNAプローブの長さが500 bp以下の場合は、RNA Synthesis Setに添付しているd.d.H2O (RNase free) 20μl

で溶解する*11)。500 bp以上の場合は、d.d.H2Oで溶解せずに「2. RNAプローブのアルカリ加水分解」へ進む。 
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*1) RNA プローブを合成する際に鋳型として使用するプラスミドは、塩化セシウムを用いた密度勾配による精製もしくはカラム（Qiagen

社により販売されている）を用いた簡便法による精製を行ったものを使用する。アルカリ-SDS 法により調製したプラスミドは、

genome DNAの混入により、polymerase反応が阻害される場合があるので避けたほうがよい。 

*2) 3'突出末端または、平滑末端を形成する酵素(ApaⅠ, KpnⅠ, PstⅠ, SacⅠ, SphⅠなど)で直鎖化すると不要な配列を転写することが

ある。 

*3) RNA Synthesis Setは In situ Hybridization Reagentsには含まれていない。SP6 RNA Synthesis Set (Code No. 313-02441), T3 RNA 

Synthesis Set (Code No. 310-02451), T7 RNA Synthesis Set (Code No. 317-02461) を利用できる。 

*4) 製品に含まれている10 mM rUTPを添付のd.d.H2O(RNase free)で10倍に希釈(1 mM)して使用する。35S標識の場合はrUTPを加え

なくてよい。 

*5) DIG-11-UTPは製品に含まれていない。ロシュ・ダイアグノスティクス社(旧ベーリンガーマンハイム社)より販売されているものが使

用できる。ロシュ・ダイアグノスティクス社(旧ベーリンガーマンハイム社)製DIG-11-UTPは濃度が10 mMなのでd.d.H2O(RNase free)

で10倍に希釈(1mM)して使用する。DIG標識したRNAをフェノール抽出した場合、DIG標識したRNAの部分的なロス(約20％)が起

こる。このDIG標識RNAのフェノール相への分離は塩を加えることによってさらに増加する。35S標識の場合は［α-35S］rUTP 10μl 

(400～800 Ci/mmol) を加える。 

*6) 合成するプローブに適したポリメラーゼを使用する。製品添付のNGF-ASの場合はSP6 RNA Polymeraseを、NGF-Sの場合はT7 

RNA Polymeraseを用いる。プローブの合成量が少ない場合は、添加するポリメラーゼの量を増加すると改善されることがある。 

*7) インキュベート後、チューブを氷上に移し反応を止め、チューブから1μlとり、電気泳動によりRNAが合成されていることを確認す

る。 
 

RNAプローブの電気泳動結果の例 

 

 

 

 

鋳型DNA → 

 

  

合成された → 

RNAプローブ 

(AS, S) 

 

M M
AS S

+  - +  -

 

 

 

 

 

 

 

 

501 bp 

404 bp 

 

 

サンプルは各レーン2μlずつアプライした。 

DIGで標識されたRNAプローブは、電気泳動した場合に予想されるサイズより大き

いサイズで現れる。 

AS : コントロールプローブ用鋳型DNA（アンチセンス用）を用いて合成した 

   アンチセンスRNAプローブ 

S  : コントロールプローブ用鋳型DNA（センス用）を用いて合成した 

   センスRNAプローブ 

+  :  RNA polymerase添加 

-  : RNA polymerase不添加 

M :  Marker 11(pUC19/MspⅠ digest) 0.5μg 

2％ Agarose S  ミューピッドゲル 50 V 

 

*8) Ethachinmate は核酸(DNA 及び RNA)をエタノールまたはイソプロパノール沈殿させる際に使用するキャリアーである。

Ethachinmateを加えた後ボルテックスを十分行い、試料中で均一にすることにより、微量のRNAでも定量的に回収することができ

る。Ethachinmateを使用する場合、チューブの材質によって (例えば、エッペンドルフ社のSafe-Lock tube) 沈殿がはがれやすくな

ることがあるので注意する。 

*9) Ethachinmateを加えた場合には、冷却せずに遠心できる。収量が微量であると予想される場合には、冷却を行った方がよい。 

*10) 80％エタノールを調製する際にはd.d.H2O(RNase free)を使用する。 

*11) 沈殿が溶けにくい場合には、時々ボルテックスしながら37℃に加温する。 
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2. RNAプローブのアルカリ加水分解 

 プローブの組織切片への浸透効率を上げるため、RNAプローブの長さを150 bases程度に分解する。 

 

① 「1. RNAプローブの調製」で調製したRNAプローブ(沈殿)にアルカリ加水分解バッファーを200μl加え、タッチミキサーで撹拌す

る。 

② NGF-AS、NGF-Sプローブを60℃で34分インキュベートする。 

実験者が用意した AS プローブおよび S プローブについては、インキュベート時間 (T) を下記の計算式または表より求め、

60℃でインキュベートする。 

 

Li ‐ Lf 
  

インキュベート時間 (T) = 
  k × Li × Lf 

 

 

Li = 

Lf = 

k = 

分解前の (合成された) RNAプローブの長さ (kb) 

分解後のRNAプローブの長さ (kb) 

0.11 (cuts /kb /min.) 

分解前のプローブ

の長さ(kb) 
0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7 0.8 1.0 1.5 2.0

インキュベート 

時間 (分) 
15 30 38 42 46 48 49 52 55 56

 

例) 添付のNGF-ASまたはNGF-Sプローブの場合 

鋳型DNAのマウスNGF遺伝子の長さが342 basesなので、Li = 0.342 (kb)、最終的に約150 baseにしたいのでLf = 0.150 (kb) 

Li - Lf 0.342 - 0.150 
インキュベート時間 (T) ＝ 

0.11 × Li × Lf 
＝

0.11 × 0.342 × 0.150 
＝ 34.02  ≒  34分 

 

③ 酢酸1μl (終濃度0.5％) を加え、反応を止める。 

④ Ethachinmateに添付してある3 M 酢酸ナトリウム (pH 5.2) を 20μl加え、タッチミキサーで撹拌する。 

⑤ エタノールを500μl加え、転倒混和した後、-20℃で1時間または-80℃で30分以上放置する。 

⑥ 12,000 × g, 4℃, 20分遠心後、上清のエタノールを捨てる。 

⑦ 80％エタノールを1 ml加え、数回転倒混和した後、12,000 × g, 4℃, 5分遠心する。 

⑧ 上清の80％エタノールを除去した後、沈殿を風乾する。この時、乾燥しすぎると、沈殿が溶けにくくなるので注意する。 

⑨ 沈殿をRNA Synthesis Setに添付しているd.d.H2O (RNase free) 20μlに溶かす*11)。ここで約1週間-80℃保存できる。RIラベル

の場合は保存できないため、用時調製する。 

*11) 沈殿が溶けにくい場合には、時々ボルテックスしながら37℃に加温する。 
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Ⅳ 組織の固定と切片の作製  
 

ここで使用する試薬は、ISHR Starting Kit及び In situ Hybridization Reagentsには含まれていない。 

* 使用する器具、試薬は、RNase freeのものを使用する。 

(滅菌を行う場合：オートクレーブ 121℃, 40分以上または乾熱滅菌 200℃, 4時間以上)  

 

 

1. 固定 

 

1 ‒ 1 原理 

細胞や組織をできるだけ生きたままの状態で観察するためには、固定を行わなければならない。組織学においては様々

な固定法が知られているが、固定法の一つにアルデヒドを用いてタンパク質間の架橋により固定する方法がある。ISH 法に

おいて、初めは4％パラホルムアルデヒドによる固定を行うとよい。 

固定は、強すぎるとプローブや抗体の浸透性が悪くなり、弱すぎると細胞や組織が処理の間に壊れてしまうので、研究対

象に応じて最適条件を検討しなければならない。ISH法の場合はさらに、組織中のmRNAなどの転写産物を検出する必要が

あるので、組織中の転写産物が分解されないように固定を行う必要がある。また、RNA の分解が生じないようにすばやく固

定することが非常に重要である。動物の血流が停止してからすぐにRNAの分解が始まると考えておいた方がよい。したがっ

て、動物実験であれば、動物を潅流固定することを勧める。ヒト組織の場合は、できるだけ早く固定する。 

 

1 ‒ 2 固定の実際 

組織固定は ISH 法において重要なポイントである。シグナルが検出できない場合、固定に原因があることが多い。固定法

については、別冊実験医学 ザ・プロトコ－ルシリ－ズ 「免疫染色・in situ ハイブリダイゼ－ション」(羊土社) 第３章形態学的

基礎技術 固定法に詳細が記されているので参考にするとよい。また、潅流固定を行う場合には、一度専門家の技術を見学

することを勧める。 

 

 

＜試薬＞ 

□ ジエチルエーテル 

□ 4％ パラホルムアルデヒド 

4％パラホルムアルデヒドの調製方法 : 使用直前に、20％パラホルムアルデヒドを0.1 M りん酸ナトリウム (pH 7.4) で4％に希釈する。 

20％パラホルムアルデヒド* 10 ml 

0.1 M りん酸ナトリウム (pH 7.4)** 40 ml 

* 20％パラホルムアルデヒド : パラホルムアルデヒド10 gにd.d.H2Oを加えて40 ml程度にする。10N NaOHを100μl加え、45分から1時間の間、

50～60℃で温めながら溶かす。その後氷冷し、d.d.H2Oで50 mlにメスアップする。パラホルムアルデヒドはドラフト内で量り、調製後1週間以内

に使用する。冷蔵保存。NaOHは新しいものを使用する。溶液調製、保存の際にはガラス製の容器は使用しない。 

** 0.1 M りん酸ナトリウム (pH 7.4) : A液23 ml、B液77 mlおよびd.d.H2O 100 mlを加えて調製する。 

A液 : 0.2 M NaH2PO4 (NaH2PO4·H2O  27.6 g/l) 

B液 : 0.2 M Na2HPO4 (Na2HPO4·2H2O  35.6 g/l) 

□ PBS buffer 

組成：0.1 M NaCl, 10 mM りん酸ナトリウム(pH 7.4) 

ISHR 1 PBS buffer (Code No. 311-02741) を使用できるが、固定操作で使用する分はISHR Starting Kitに含まれていない。 

 

＜器具＞ 

□ 23G翼状針 

□ ピンセット 

□ ハサミ(動物実験用など) 
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1)  アダルトマウスの潅流固定 

① 動物を空瓶の中でジエチルエーテルにより麻酔する。 

② 動物が動かなくなるまで待つ (約2分間)。 

③ 頚骨を脱臼する。 

④ 腹部に70％ EtOHをきりふきでふきつける。 

⑤ 腹部を肋骨の両側から内胸動脈を切らないように縦に切開し、肋骨を裏返して心臓を露出させる。 

⑥ 右心耳にハサミを入れる。 

⑦ 50 mlの注射筒に4％パラホルムアルデヒドを入れ、23G翼状針を付け、左心室より潅流固定する。 

うまく固定できれば、四肢は硬直し、目や肝臓の色が変化する。 

⑧ 潅流固定の後、組織を取り出し、組織のまわりについている余分な脂肪膜をピンセットなどで除去し、3 mmくらいのブロックにす

る。組織によって (例えば皮膚など) は、必ずしも潅流固定の必要はなく、浸透固定で十分である。 

⑨ すばやく目的組織を摘出し、大きい組織であればさらになるべく薄い切片にし、氷冷した固定液に入れ、そのまま 3 時間放置す

る。固定時間は材料の種類と大きさや温度に関係する。2 × 3 × 3 mm大ならば3～5時間でよい。3 × 5 × 5 mm大のもので

一晩を標準とする。 

⑩ 滅菌済PBS bufferで 5分間、3回洗浄する。組織1 gに対して1回あたり10～20 mlで洗浄する。 

この操作は過剰の固定液を除去するのに必要である。 

 

 

2)  潅流できない試料の場合 

 ヒトバイオプシー (biopsy) の場合、組織を小さく切り (3～5 mm厚)、できるだけ早く組織の10倍以上の量の固定液に浸し、

氷上(または 4℃)で 2～3 時間固定する。固定時間は組織の大きさ、種類により多少異なるので調節する。手術により得られ

る試料の場合、遅くても切除後数分以内に固定しなければならない。 

 

＜組織片を切り出す際の注意＞ 

・ mRNAが分解しないように、組織片を1秒でも早く固定液に入れる。 

・ 固定液が均一に浸透し、組織が均一に固定されるように、組織片をなるべく小さな切片 (3 mm以下) にする。 

・ 組織の方向を考える。組織を切り出す際には、あらかじめその組織の形態学を勉強し、どの方向に切れば、後で観察しやす

いかを考えておく。 

・ 目的の組織の周囲にそれ以外の組織などが付いていると、後の処理や観察において邪魔になる場合があるので、目的の

組織だけにする。 

・ 組織片をピンセットで強くつまんだり、激しく振とうしたりすると、組織が傷むので、極力丁寧に扱う。 

 

＜固定組織の整理＞ 

・ 種類の異なる組織を一度にいくつも処理する場合には、目印を付けなければならない。方法はいろいろあるが、組織の種類

などを鉛筆で紙に記入しておき、組織片を固定液に入れる時に、紙片も入れておくとよい。 

 

 

 

2. 切片の作製 

 

 

2 ‒ 1 原理 

 目的とするmRNAがどのような器官・組織・細胞に存在しているかを知るためには、固定した組織・胚を薄切りにする必要が

ある。そこで、パラフィン包埋するかあるいはOCTコンパウンドの中で凍結して、ブロックを包埋剤ごと薄切りにする。 

 パラフィン切片及び凍結切片作製において、包埋を行う際に包埋剤と試料の堅さがなるべく等しいことが重要である。包埋

剤と試料の堅さが極端に異なる場合、薄切りしたときに試料だけ離脱することがある。 
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2 ‒ 2 スライドグラスのコーティング 

 組織切片を作製する前に、切片を貼り付けるスライドグラスをコーティングしておかなければならない。以下にコーティング

方法を示す。コーティングの材料はpoly-L-lysin、3-aminopropyltriethoxysilane (APS) のどちらでも使用できる。また、コーティ

ング済みのスライドグラスが市販されており(マツナミ社やシグマ社)、これらを購入してもよい。 

 

＜試薬＞ 

□ poly-L-lysinまたは3-aminopropyltriethoxysilane (APS) 

□ d.d.H2O (RNase free) 

□ エタノール (APSコーティングの場合のみ) 

 

＜器具＞ 

□ スライドグラスホルダー 

□ 染色バット 

 

1)  poly-L-lysin コーティング 

① 新品のスライドグラスを洗浄し、ホルダーにセットして乾燥させる。 

② d.d.H2O (RNase free) を用いて0.05％ poly-L-lysin水溶液を調製し、①を30分間浸す。 

③ 空気中で乾燥させる。数カ月間、室温にて保存可能である。 

 

2)  3-aminopropyltriethoxysilane (APS) コーティング 

① 新品のスライドグラスを洗浄し、ホルダーにセットして乾燥させる。 

② APSを2％になるようにアセトンに溶かし、①を5分浸す。 

③ スライドグラスを蒸留水(RNase free) に 5分浸す。 

④ スライドグラスをエタノ－ルに5分浸す。 

⑤ 清潔なインキュベ－ター中にて37℃で約1時間乾燥させる。 

4℃で保存し、１ヵ月以内に使用する。 

 

 

 

2 ‒ 3 パラフィン包埋組織切片の作製 

 切片の作製は、できればルーチンに行っている研究室などのシステムを使用することをお勧めする。以下は、そのようなシ

ステムがない場合に最低限の設備で行う方法である。 

 自動包埋装置を使用する場合は数時間～24時間にセットする。 

 

1)  脱水～包埋 

 

＜試薬＞ 

□ エタノール（試薬特級） 

□ キシレン 

□ パラフィン 

 

＜器具＞ 

□ ガラス製サンプル瓶*1)  

*1) ①～③の操作に使用する。試料の 20～50 倍容積のガラス製サンプル瓶が適している。プラスチックチュ－ブでもよいが、ガラス製は透徹した時に

試料が透明になるのが肉眼でわかるので便利である。 

□ パラフィン用容器 

□ ピンセットまたは薬さじ 
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① 以下のよう要領で振とうしながら脱水する。*2) 

(1) 50％エタノール 氷上 15分間 振とう 

(2) 70％エタノール 氷上 15分間 振とう 

(3) 80％エタノール 氷上 15分間 振とう 

(4) 90％エタノール 氷上 15分間 振とう 

(5) 95％エタノール 氷上 15分間 振とう 

(6) エタノール 室温 15～30分間 振とう 

(7) エタノール 室温 15～30分間 振とう 

(8) エタノール 室温 15分間～一晩 振とう 

*2)  脱水が不十分だと最終的に試料内の水分がパラフィンに置換できず、良い切片を作製できない。また、切片がはがれる原因となる。 

組織に応じて時間を調節する。大きな組織で液の浸透性の悪いものは時間を長くする。 

② 以下の要領で透徹する。*3) 

(9) キシレン 室温 15～30分間 振とう 

(10) キシレン 室温 15～30分間 振とう 

(11) キシレン 室温 15～30分間 振とう 

*3)  組織に応じて時間を調節する。組織に均一な透明感が出たら、脱水が十分に行われた目安である。 

③ 以下の要領でパラフィンに置換する。パラフィンはパラフィン溶融器を62℃に設定し、溶かしておく。 

組織を移す際には、ピンセット、薬さじなどを使用する。 

(12) キシレン：パラフィン (2 : 1) 62℃ 1時間 

(13) パラフィン 62℃ 1時間 

(14) パラフィン 62℃ 一晩 

④ 62℃のパラフィンで包埋する。新しいパラフィン液をパラフィン用容器*4) に注ぎ、パラフィンに置換した組織を必要に応じて方向

を定めて包埋し、固化させた後、4℃で保存する。 

*4)  専用の容器がない場合、直方体のもの (OD測定用のキュベットなど) を型にして、アルミホイルまたは紙で器を作製することができる。 

 

 

2)  切片の作製 

① パラフィン包埋用容器から組織を包埋したパラフィンブロックを取り出し、切片を作製する方向を考え、必要に応じてカミソリなど

でトリミングする。 

② トリミング時に出た屑パラフィンを薬さじの上にのせ、アルコールランプの火にかざして融解させ 1 cm角の木製ブロックの上に

注ぐ。その上に底面を熱した薬さじで溶かしたパラフィンブロックを置き、適切な方向になるように注意しながらパラフィンブロッ

クを木製ブロックに接着させる。*5) 

*5)  専用のパラフィン包埋用容器を使用した場合には、試料ブロックを木製ブロックに接着せず、そのまま③のミクロトームに取り付けることができる。 

③ ブロックが完全に冷めたら、ミクロトームの試料台に取り付ける。 

④ 必要な部分が出てくるまで、厚めの切片 (20μm位) を切り、必要に応じて光学顕微鏡で方向や傷の有無を確認し、試料の方向

合わせをしておく。 

⑤ 5～10μmの切片を切り、適当な長さの連続切片のリボンを作っていく。 

⑥ 必要に応じてリボンをメスで切って、いくつかの切片を含む断片にする。コーティング済みのスライドグラスに滅菌済みのパス

ツールピペットなどを用いて滅菌蒸留水 0.5 ml を滴下した上に、ピンセットを使って、切片を表裏や順番に注意しながら置き、

スライドグラスをパラフィン伸展器*6) の上に置いて、切片が伸展するのを待つ。 

*6) パラフィン伸展器の温度が高すぎると、切片に亀裂が入り、切片があっという間にパラフィンとともにバラバラになってしまうので注意する。 

⑦ 切片が十分伸展したら、スライドグラスを傾けながら、余分な水をディスポ－ザブル注射器 (1 ml針付) で吸い取る。*7) 

*7) 切片とスライドグラスの間に水が残ると、そこだけ切片が貼り付かずはがれる原因となる。 

⑧ さらにパラフィン伸展器の上で数時間乾燥させ、一晩放置しておく。スライドグラスに貼り付けた切片は室温で長期にわたって保

存できる。 
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2 ‒ 4 凍結組織切片の作製 

* 使用する器具、試薬は、RNase freeのものを使用する。 

(滅菌を行う場合：オートクレーブ 121℃, 40分以上または乾熱滅菌 200℃, 4時間以上)  

 

＜試薬＞ 

□ シュークロース 

□ HBSS* 

*10×HBSS (500 ml) の組成 :  

NaCl 

KCl 

G l ucose 

Na2HPO4 · 12H2O 

Hepes 

Phenol red 

1N NaOH 

40 g 

2 g 

5 g 

0.6 g 

12 g 

0.03 g 

24 ml 

 

 

 

 

 

 

to pH 7.4 

121℃, 20 min. オートクレーブを行う。 

□ Tissue-Tek OCT Compound 

 

＜器具＞ 

□ 15 mlまたは50 mlチューブ 

□ 薬さじ 

□ クリオモルド 

□ クライオスタット 

□ カミソリ (片刃) 

□ ドライヤー 

 

 

① 固定済みの試料を15 ml チューブあるいは50 ml チューブの中で順次12％、15％、18％シュークロース in HBSSに置換する 

(溶液量の目安は試料体積の20～50倍) 。この時、回転培養器を用いると便利である。 

それぞれのシュークロース in HBSS で試料が沈んだら置換がほぼ完了したとみなす。最後の 18％溶液中で試料が沈んだら

もう一度18％溶液で交換し、30分間処理する。*8)   

以上の処理は4℃で行う。 

*8) ここで置換が完全でないと美しい切片が切れない。 

② Tissue-Tek OCT Compound をクリオモルドに泡が入らないよう静かにそそぎ入れる。 

そこに①の試料を移し、ピンセットで方向を整えた後、液体窒素で凍結する。 

なお、液体窒素は発砲スチロール容器の底に少量入れる程度にし、急速に凍結させないようにする。液体窒素が手に入らな

いときはドライアイス上において凍結させる (Tissue-Tek OCT Compoundの上液面が白くなればほぼ凍結完了) 。 

ここで -80℃保存可能である。 

③ ②で凍結させた試料をあらかじめ適切な温度に設定し、冷やしておいたクライオスタット庫内に移し*9)、包埋方向を見失わない

ようにクリオモルドから取り出し、切りたい方向に応じて Tissue-Tek OCT Compound でサンプル台に固定する。不必要な部分

は庫内で冷やしておいたカミソリ (片刃) でトリミングする。 

*9) きれいな切片を切るには、クライオスタット庫内温度、サンプル台の温度、アンチロールプレートの設定が大切である。さらに部屋の湿度や温度も切

片の切れ具合に影響を与えるので、空調によりこれらの条件が行って一定に保たれている環境にクライオスタットを設置した方がよい。 

④ 8～12μmの切片を切り、適当な長さの連続切片のリボンを作っていく。 

⑤ スライドグラスに試料を貼り付け、ドライヤーの冷風モードでよく乾かす。*10)  

ここで-20℃または-80℃で保存可能である。 

*10) 乾燥が不十分だと切片が剥がれる原因となることがあるので注意する。 

 



 
 

- 17 - 

Ⅴ ハイブリダイゼーション 
 

1. 前処理 

パラフィン包埋組織切片作製の場合は1 ‒ 1 、凍結組織切片作製の場合は 1 ‒ 2の手順に従い実施する。 

* 使用する器具、試薬は、RNase free のものを使用する (滅菌を行う場合：オートクレーブ 121℃, 40 分以上または乾熱滅菌 

200℃, 4時間以上)。また、器具はできるだけ専用のものを用いる。 

* 脱パラフィンからハイブリダイゼーションまでは、RNaseの混入を防ぐため、必ず使い捨ての手袋を着用する。 

また、スライドグラスやホルダーを扱う際にはピンセットを使用し、絶対に素手で触れないようにする。 

* 実験台を使用前に清潔にしておく。 

 

1 ‒ 1 パラフィン包埋組織切片の場合 

＜試薬＞ (スライドグラス～20枚分 / 1回分) 

 

 

 

 

 

*1) In situ Hybridization Reagentsでは、Proteinase K (Powder) 

5mgおよび溶解用滅菌水500μlが含まれている。使用前に

Proteinase K (Powder) 5 mg入りのチュ－ブに添付の溶解用

滅菌水500μlを加えて溶解する (濃度10 mg/ml) 。溶解後

は-20℃で保存する。 

 

＜RNAプローブ＞ 

□ 「Ⅲ RNAプローブの調製」で調製したもの 

マウス神経成長因子アンチセンスRNAプローブ (NGF-ASプローブ) 

マウス神経成長因子センスRNAプローブ (NGF-Sプローブ) 

実験者が用意したアンチセンスRNAプローブ (ASプローブ) 

実験者が用意したセンスRNAプローブ (Sプローブ) 

 

＜組織切片＞ 

□ マウス (雄) アダルト顎下腺組織切片 (添付)  2枚 

□ 「Ⅳ 組織の固定と切片の作製」で調製したもの (用意できる場合) 

・目的遺伝子が発現していると思われる組織切片 (未知の組織切片)  

・目的遺伝子の発現部位が既に明らかである組織切片 (ポジティブコントロール用組織切片)  

・目的遺伝子が発現しないことが明らかである組織切片 (ネガティブコントロール用組織切片) 

 

＜器具＞ 

□ 使い捨て手袋 

□ ピンセット 

□ ホルダー 

□ 染色バット*2)   

□ 500 mlビーカー  

□ テフロン撹拌子  

□ スターラー 

□ クランプ 

□ パスツールピペット 

□ アスピレーター 

□ パラフィルム 

□ キムワイプ 

□ 200 ml メスシリンダー   

□ ウォーターバスインキュベーター

 

*2) 染色バットの外側に、水200 ml を入れた時の水面の位置に印を付けておくと便利である。印を付けた場合には、実際にスライドグラスをセットしたホ

ルダーを染色バットに入れた時、スライドグラスの組織切片の部分がバッファーに確実に浸ることを確認しておく。 

スライドグラスの枚数が少ない場合、50 mlディスポーザブル遠心チューブ (スライドグラスを背合わせすることにより、2枚まで扱える) やスライドグ

ラス5枚用染色壺でも代用できる。これらを使用する場合にはホルダーは必要ない。 

 

□ ISHR 1 

□ ISHR 2 

□ ISHR 3 

□ ISHR 4 

□ ISHR 5 

□ ISHR 6 

PBS buffer  

PBS (Glycine) buffer  

Acetylation buffer  

Acetic anhydride  

4 × SSC  

Proteinase K solution (10 mg/ml) *1)   

800 ml

200 ml

400 ml

1 ml

850 ml

□ エタノール 

□ キシレン 

□ ホルムアミド 

□ d.d.H2O (RNase free) 

1,180 ml

600 ml

450 ml

220 ml
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① 染色バット18個、500 mlビーカー1個、スターラーバー、クランプを用意する。下記の (1)～(15)、(17)～(19) の溶液*3) は染色バッ

トに200 ml (目盛り) まで入れておく。(19) は42℃ (35S標識の場合は50℃) に保温しておく。(16) の溶液は500mlビーカーに

400 ml (目盛りまで) 注ぎ、ビーカーにスターラーバーを入れておく。各溶液を番号順に並べておく。 

*3) (7)～(10) エタノール希釈方法 : 滅菌済d.d.H2O (RNase free) を使用して指定の濃度に希釈する。 

(19) 50％ホルムアミド / 2 × SSC調製方法 :  ホルムアミド450 mlと ISHR 5（4 × SSC） 450 mlを混合する。残りのバッファーは、ハイブリダイゼー

ション後の洗浄などで使用する。 

② ハイブリダイゼーションの際に組織上にのせるプローブがすぐわかるように、スライドグラスのフロスト部に、フロストマーカー

で、組織切片とRNAプローブの名前を書き込む 

③ ②のスライドグラスをプローブの種類ごとにホルダーにセットする。 

切片を4℃で保存していた場合には、脱パラフィンを行う前に室温に戻しておく。 

④ 脱パラフィンを行う。 

(1) にスライドグラスをホルダーごと浸し、ピンセットでホルダーを10回程度上下に動かした後、溶液中で指定の時間静置する 

(図 1) 。その後、ピンセットでホルダーを溶液から取り出し、染色バットの内壁でホルダー内に溜まっている溶液を切って次の

染色バットに移す。(1)～(11) まで同様に処理する。 

(1) キシレン 室温 5分間 

(2) キシレン 室温 5分間 

(3) キシレン 室温 5分間 

(4) エタノール 室温 5分間 

(5) エタノール 室温 5分間 

(6) エタノール 室温 5分間 

(7) 90％エタノール*3) 室温 5分間 

(8) 80％エタノール*3) 室温 5分間 

(9) 70％エタノール*3) 室温 5分間 

(10) 50％エタノール*3) 室温 5分間 

(11) ISHR 1  PBS buffer 室温 10分間 

⑤ タンパク質分解酵素処理を行う。(結合組織などを分解し、プローブの浸透性をよくする。プローブの非特異的吸着を抑える) 

以下の溶液で④と同様に処理する。(12) の処理時間および Proteinase K の濃度と時間は、組織切片の種類によって異なるた

め、予め条件検討をしておく。添付のコントロール組織切片を使用する場合はProteinase Kを終濃度5μg/mlになるように加え、

室温で10分間処理する。 

(12) ISHR6 Proteinase K (終濃度5μg/ml) / ISHR1 PBS buffer   室温 10分間 (コントロール組織切片の場合) 

(13) ISHR2 PBS (Glycine) buffer 室温 10分間 

(14) ISHR1 PBS buffer 室温 3分間 

(15) ISHR1 PBS buffer 室温 3分間 

⑥ アセチル化する。(組織への標識プローブの非特異的な吸着によるバックグラウンドを防止する) 

(16)のビーカーをスターラーにのせ、スライドグラスをホルダーごと浸す。 

スターラーでよく撹拌しながら、ISHR4 Acetic anhydrideをパスツールピペットなどを

用いて5分間かけて1 ml滴下し*4) 、さらに15分間撹拌する (図2)。 

*4) I SHR4 Acetic anhydrideを加えると加水分解が起こるので、少量ずつ加えていく。 

(16) ISHR3 Acetylation buffer 室温 15分間 

⑦ 洗浄する。(Acetylation bufferを洗い流す) 

④と同様に (17) 、(18) で処理する。 

(17) ISHR5 4×SSC 室温 10分間 

(18) ISHR5 4×SSC 室温 10分間 

⑧ プレハイブリダイゼーションを行う(プローブの浸透をよくする。プローブの非特異的な吸着

を抑える) 

④と同様に(19)で処理する。 

(19) 50％ホルムアミド / 2×SSC*5)  42℃ 30分間 

*5) 35S標識の場合は50℃で30分間行う。 

図1

図2 

スライドグラスをホルダーごと右図のようにクラ

ンプに吊り下げて溶液に浸し、ラックの周りに 

ISHR4  Acetic anhydrideを 

滴下する。 

図1

10回
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1 ‒ 2 凍結組織切片の場合 

凍結組織切片プロトコールの場合、ISHR Starting Kitでは一部の試薬が不足します。In situ Hybridization Reagentsでは組織切

片の枚数によっては一部の試薬が不足することがあります。不足分については単品でご購入ください。 

 

＜試薬＞ 

 

 

 

 

 

*1) In situ Hybridization Reagentsでは、Proteinase K (Powder) 5 

mg および溶解用滅菌水 500μl が含まれている。使用前に

Proteinase K (Powder) 5 mg入りのチュ－ブに添付の溶解用滅

菌水 500μl を加えて溶解する (濃度 10mg/ml) 。溶解後は

-20℃で保存する。 

 

 

 

 

＜器具＞ 

□ 使い捨て手袋 

□ ピンセット 

□ ホルダー 

□ 染色バット*2)  

□ 500 mlビーカー 

□ テフロン撹拌子 

□ スターラー 

□ クランプ 

□ パスツールピペット 

 

□ パラフィルム 

□ キムワイプ 

□ 200 ml メスシリンダー 

□ ウォーターバスインキュベーター

 

*2) 染色バットの外側に、水200 ml を入れた時の水面の位置に印を付けておくと便利である。印を付けた場合には、実際にスライドグラスをセットしたホ

ルダーを染色バットに入れた時、スライドグラスの組織切片の部分がバッファーに確実に浸ることを確認しておく。 

スライドグラスの枚数が少ない場合、50 mlディスポーザブル遠心チューブ (スライドグラスを背合わせすることにより、2枚まで扱える) やスライドグ

ラス5枚用染色壺でも代用できる。これらを使用する場合にはホルダーは必要ない。 

 

 

① -20℃または-80℃からスライドグラスを出した後、室温にて風乾する。 

② 滅菌済染色バット21個と滅菌済み500 mlビーカー1個を用意する。 

(1)～(12)、(14)～(21)、(23)～(25) の溶液 *6) は染色バットに200 ml (目盛りまで)、(22) の溶液は500 mlビーカーに400 ml (目盛

りまで) 注ぎ、ビーカーにスターラーバーを入れ、番号順に並べておく。 

*6) (6)～(9) エタノール希釈方法 : 

滅菌済d.d.H2O (RNase free) を使用して希釈する。 

(10) TritonX-100 (終濃度0.3％) / ISHR1 PBS buffer調製方法 :  

ISHR1 (PBS buffer) にTritonX-100を終濃度0.3％になるように加える。TritonX-100は粘性が高いので、ISHR1 (PBS buffer) で一旦希釈

してから加えるとよい。 

(17) パラホルムアルデヒド (終濃度4％) / ISHR1 PBS buffer調製方法 :  

ISHR1 (PBS buffer) 160 mlに20％パラホルムアルデヒド40 mlを加える。 

(25) 50％ホルムアミド / 2×SSC調製方法 :  

ホルムアミド450 mlと ISHR5 (4 × SSC) 450 mlを混合する。残りのバッファーは、ハイブリダイゼーション後の洗浄などで使用する。 

③ スライドグラスのフロスト部に、フロストマーカーで、ハイブリダイゼーションの時、組織上にのせるプローブがすぐわかるように

組織切片とRNAプローブの名前を書き込む。 

④ ホルダーにプローブの種類ごとにスライドグラスをセットする。 

 

□ ISHR 1 

□ ISHR 2 

□ ISHR 3 

□ ISHR 4 

□ ISHR 5 

□ ISHR 6 

PBS buffer  

PBS(Glycine)buffer  

Acetylation buffer  

Acetic anhydride  

4 × SSC  

Proteinase K solution (10 mg/ml) *1)   

1,600 ml

600 ml

400 ml

1 ml

850 ml

□ エタノール 

□ キシレン 

□ ホルムアミド 

□ クロロホルム 

□ TritonX-100 

□ 20％パラホルムアルデヒド 

1,380 ml

600 ml

450 ml

200 ml

0.6 ml

40 ml
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⑤ 前処理を行う。 

(1) にスライドグラスをホルダーごと浸し、ピンセットでホルダーを 10回程度上下に動かした後、溶液中で5分間静置する(p18:

図1) 。その後、ピンセットでホルダーを溶液から取り出し、染色バットの内壁でホルダー内に溜まっている溶液を切って次の染

色バットに移す。(1) ～ (11) まで同様に処理する。 

(1) エタノール 室温 5分 

(2) クロロホルム 室温 5分 

(3) エタノール 室温 5分 

(4) エタノール 室温 5分 

(5) エタノール 室温 5分 

(6) 90％エタノール*6) 室温 5分 

(7) 80％エタノール*6) 室温 5分 

(8) 70％エタノール*6) 室温 5分 

(9) 50％エタノール*6) 室温 5分 

(10) TritonX-100 (終濃度0.3％) / ISHR1  PBS buffer *6)  

室温 5分 

(11) ISHR1 PBS buffer 室温 5分 

⑥ タンパク質分解酵素処理を行う。(結合組織などを分解し、プローブの浸透性をよくする。プローブの非特異的吸着を抑える) 

以下の溶液で⑤と同様に処理する。(13) の処理時間および Proteinase K の濃度は、組織切片の種類によって異なるため、予

め条件検討をしておく。 

(12) ISHR1 PBS buffer 室温 5分 

(13) ISHR6 Proteinase K (終濃度Xμg / ml) / ISHR1 PBS buffer 

室温 Y分 (濃度・時間は、組織により異なる) 

(14) ISHR2 PBS (Glycine) buffer 室温 5分 

(15) ISHR1 PBS buffer 室温 10分 

(16) ISHR1 PBS buffer 室温 10分 

⑦ 再固定を行う。（除タンパク操作で緩んだ組織を再固定し、RNAの保存度を上げる） 

以下の溶液で⑤と同じ操作をする。 

(17) パラホルムアルデヒド (終濃度4％) / ISHR1 PBS buffer *6) 

室温 5分 

(18) ISHR2 PBS (Glycine) buffer 室温 10分 

(19) ISHR2 PBS (Glycine) buffer 室温 10分 

(20) ISHR1 PBS buffer 室温 3分 

(21) ISHR1 PBS buffer 室温 3分 

⑧ アセチル化する。(組織への標識プローブの非特異的な吸着によるバックグラウンドを防止する) 

(22) のビーカーをスターラーにのせ、スライドグラスをホルダーごと浸す。スターラーでよく撹拌しながら、ISHR4  Acetic 

anhydrideを滅菌済パスツールピペットまたはシリンジを用いて5分間かけて1 ml滴下し(p18:図2) *4)、さらに15分撹拌する。 

(22) ISHR3 Acetylation buffer 室温 15分 

⑨ 洗浄する。(Acetylation bufferを洗い流す) 

⑤と同様に (23)、 (24) で処理する。 

(23) ISHR5 4×SSC 室温 10分 

(24) ISHR5 4×SSC 室温 10分 

⑩ プレハイブリダイゼーションを行う。(プローブの浸透をよくする。非特異的な吸着を抑える) 

(25) 50％ホルムアミド /  2×SSC 42℃ *5) 30分 

*5) 35S標識の場合は50℃で30分間行う。 
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図4

図5

2. ハイブリダイゼーション 

＜ハイブリダイゼーション時の組織切片とRNAプローブの組み合わせ＞ 

ハイブリダイゼーションは、以下の組み合わせで行う。 

プローブ 
組織切片 

NGF - AS NGF - S AS S 

マウス(雄)アダルト顎下腺 (添付) a b - - 

ポジティブコントロール用 - - c d 

ネガティブコントロール用 - - e f 

未知 - - g h 

 

＜試薬＞ 

□ ISHR7 Hybridization buffer *7) プローブの種類と同じ本数 

*7) ISHR Starting Kitではチュ－ブ1本あたり93μl、In situ Hybridization Reagentsでは465μl入っている。 

 

RI標識プローブの場合、さらに以下の試薬が必要である。 

□ ISHR8 1.2 M DTT solution *8) 34μl 

*8) In situ Hybridization Reagentsでは、ISHR8としてDTT (Powder) 93 mg及び溶解用滅菌水500μlが含まれている。使用前にDTT (Powder) 93 mg入り

のチュ－ブに添付の溶解用滅菌水500μlを加えて溶解する。溶解後は-20℃で保存する。 

 

＜器具＞ 

□ 使い捨て手袋 

□ 棒 *9)  

□ 角型シャーレ  

□ マイクロピペット及びチップ (1 ml及び200μl用) 

□ アスピレーター 

□ パスツールピペット 

□ 密閉できる箱 (ミニデシケータ－など) またはビニールテープ 

*9) 角型シャーレ中でスライドグラスをのせておくために使用する。割り箸でも代用できる。 

 

 

① ISHR7 (Hybridization buffer) をⅢで調製したプローブの種類と同じ本数用意する。*10) 

42℃に保温しておく。 

*10) RNAプローブが35Sで標識の場合には、ISHR8 (1.2 M DTT solution) を加え、タッチミキサーで混合する。 

加える量はISHR Starting Kitの場合8.5μl、ISHRの場合42.5μlである。 

② ①のチューブに混合するRNAプローブの名前を記入し、Ⅲで調製したRNAプローブを 

それぞれ加える。 

終濃度0.1～1μg/ml *11) になるようにする。粘性が高いので、タッチミキサーで十分撹拌 

する。 

*11) 35S標識の場合は、終濃度5 × 10,000 dpm/μl。 

③ ピンセットでスライドグラスを「Ⅴ1 ‒ 1⑧ (または1 ‒ 2⑩)の50％ホルムアミド/ 2×SSC」 

から取り出し、スライドグラスに付着しているバッファーの水滴を滅菌済パスツール 

ピペットを付けたアスピレーターを用いて除去する。 

④ スライドグラス上の組織切片に、②で調製したハイブリダイゼーションバッファーを、 

切片一つ一つを覆うようにマイクロピペット (滅菌チップ) で滴下する。 (図3)  

⑤ 空気が入らないようにピンセットを用いて、切片にパラフィルム(2.5×3.0 cm) を注意 

深くかぶせる。(図4) 

⑥ 角形シャーレにキムワイプを敷き、パラフィン包埋組織切片の場合1-1①、凍結組織切片の 

場合1 ‒ 2 ②で調製した50％ホルムアミド/ 2×SSCを4～5 mlをしみこませる。 

その上に棒を2本セットする。 

⑦ ⑥の棒上に⑤のスライドグラスを4枚のせ、蓋をする。(図5) 

図4 

図5 

図3図3 
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⑧ 乾燥を防ぐため、密閉できる箱 (ミニデシケーターなど) に入れるか、または角シャーレの周囲をビニールテープで巻いて密封

する。 

⑨ 42℃ *5) で 16 時間インキュベートする。バックグラウンドが高くなったりする場合には、サンプルによって温度を若干変えると効

果が得られることがある。 

*5) 35S標識の場合は50℃で30分間行う。 

 

 

3. 洗浄 

* 「1. 前処理」、「2. ハイブリダイゼーション」で使用した器具 (ピンセット、ホルダー、染色バットなど) は、 

RNaseのコンタミを避けるため以後の操作では使用しないようにする。 

 

＜試薬＞ 

□ ISHR 9 

□ ISHR 10 

□ ISHR 11 

NTE buffer 

RNase A solution 

0.1 × SSC 

400 ml

0.4 ml

600 ml

 

＜器具＞ 

□ 使い捨て手袋 

□ ピンセット 

□ ホルダー 

□ 染色バット 

□ 500 mlビーカー  

□ キムワイプ 

□ 200 ml メスシリンダー 

□ ウォーターバスインキュベーター

 

① 以下の (1) ～ (8) は洗浄の処理方法である。 

染色バットを8個用意し、(1)～(8) を染色バットに200 ml (目盛りまで) 注ぎ、番号順に並べておく。保温の必要なものについて

は、あらかじめ、42℃で保温しておく。なお、(1)～(3) ついては、「1 ‒ 1 ① (または1 ‒ 2 ②) で調製した50％ホルムアミド / 

2×SSC」を使用する。(5) については ISHR9 (NTE buffer) を正確に 200 ml 入れ、保温しておき、スライドグラスを浸す直前に

ISHR10 (RNase A solution) を 0.4 ml (終濃度20μg/mlになるように) 加える。 

② 新しい角シャーレに「1 ‒ 1 ① (または1 ‒ 2 ②) で調製した50％ホルムアミド / 2×SSC」

の残り (約100 ml) を入れ、ピンセットでスライドグラスを浸す。 

スライドグラスにかぶせてあったパラフィルムが、完全にはがれて浮かんできたら*12)  

(図6)、スライドグラスをピンセットでホルダーに移す。 

*12)  無理にはがさないこと。 

③ 洗浄する。(ハイブリダイズしなかったプローブを除去する) 

(1) にスライドグラスをホルダーごと浸し、保温したまま毎分90回転位のスピードで 

20分振とうする。(2)、(3) でも同様に処理する。 

(1) 50％ホルムアミド / 2×SSC 42℃ *5) 20分 

(2) 50％ホルムアミド / 2×SSC 42℃ *5) 20分 

(3) 50％ホルムアミド / 2×SSC 42℃ *5) 20分 

④ RNase A 処理する。(非特異的な結合によるバックグラウンドを低くする) 

(4) にスライドグラスをホルダーごと浸し、5分放置する (ホルムアミドを洗い落とす) 。 

ホルダーを (5) に移し、正確に30分放置した後、(4) に戻し、同様に3分間処理する。 

(4) ISHR9 NTE buffer 37℃ 5分 

(5) ISHR10 RNase A (終濃度20μg/ml) / ISHR9  NTE buffer        37℃        30分   

(4) ISHR9 NTE buffer 37℃ 3分   

⑤ 洗浄する。( RNase Aによる分解産物を取り除く ) 

(6) ～ (8) の溶液で、③と同様に処理する。 

(6) ISHR11 0.1 × SSC 42℃ *5) 20分 

(7) ISHR11 0.1 × SSC 42℃ *5) 20分 

(8) ISHR11 0.1 × SSC 42℃ *5) 20分 

図6
図6 
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Ⅵ 検出  
 

ここで使用する試薬は、ISHR Starting Kit及び In situ Hybridization Reagentsに含まれていない。 

 

 

1. RNAプローブをDIG標識した場合の検出 

 

1 ‒ 1 抗体反応と発色反応 

＜試薬＞ 

□ Buffer 1 800 ml 室温保存 

 組成 : 100 mM Tris-HCl (pH 7.5 at 20℃) , 150 mM NaCl 

□ Buffer 2 200 ml -20℃保存 

 組成 : 1％ (w/v) blocking reagent 

 Buffer 1で50～70℃にて穏やかに撹拌して溶解する。 

□ 抗DIG-AP標識抗体 400μl × スライドグラスの枚数 4℃保存 

 抗DIG-AP標識抗体をBuffer 2にて500倍希釈する。 

□ Buffer 3 200 ml 室温保存 

 組成 : 100 mM Tris-HCl (pH 9.5 at 20℃) , 100 mM NaCl , 50 mM MgCl2 

□ NBT / BCIP溶液 400μl × スライドグラスの枚数 用時調製 

 使用直前にBuffer 3で0.4 mM NBT , 50 mg/ml BCIPの混合液を調製する。 

□ Buffer 4 200 ml 室温保存 

 組成 : 10 mM Tris-HCl (pH 8.0 at 20℃) , 1 mM EDTA 

□ 90％グリセロール 

 

* Blocking Reagent、抗DIG-AP標識抗体、NBTおよびBCIPは、ロシュ・ダイアグノスティクス社 (旧ベーリンガーマンハイム

社) より購入できます。これらの試薬がキットになっている「DIG核酸標識キット」を用いることもできます。詳細については

ロシュ・ダイアグノスティクス社のDIG説明集やユーザーガイドを参照してください。 

 

＜器具＞ 

□ 染色バット 

□ マイクロピペット 

□ カバーグラス 

□ マニキュア 

□ パップペン 

□ 暗箱 

 

 

① 下記の (1)、(3)、(5) ～ (7)、(9) の溶液を染色バット7個に200 ml (目盛りまで) 注ぎ、番号順に並べておく。 

② 「Ⅴ3. 洗浄 ⑤ (8) 」まで処理したスライドグラスの切片の周りをパップペンで囲

み (図1) 、70％エタノールをきりふきでふきつける。*1) 

*1) エタノールをふきつけることにより、ハップペンが消えにくくなる。 

③ スライドグラスをホルダーにセットし、ホルダーごと (1) の溶液に浸す。ピンセッ

トでホルダーを持ち上げ、10回上下に動かした後、1分間静置する。「p18: 図1

（Ⅴ 1 ‒ 1 ④）」参照。  

(1) Buffer 1 室温 1分 

 

④ スライドグラスをホルダーから取り出し、パップペンで囲まれた部分に Buffer 2 をマイクロピペットでスライドグラス 1 枚当たり

400μlずつのせる。泡立たないように、またパップペンで囲まれた部分から液がこぼれないよう注意する。 

室温で30分間放置する。 

(2) Buffer 2 室温 30分 

⑤ スライドグラスをホルダーにセットし、ホルダーごと (3) の溶液に浸す。③と同様に処理する。 

(3) Buffer 1 室温 1分 

図1 
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⑥ スライドグラスをホルダーから取り出し、パップペンで囲まれた部分に、(4) の溶液をマイクロピペットを用いてスライドグラス 1

枚当たり150μlのせる。溶液を均一に広げて室温で60分静置する。 

(4) 抗DIG-AP標識抗体 室温 60分 

⑦ スライドグラスをホルダーにセットし、(5) ～ (7) で処理する。 

(5) Buffer 1 室温 15分 

(6) Buffer 1 室温 15分 

(7) Buffer 3 室温 2分 

⑧ スライドグラスをホルダーから取り出し、パップペンで囲まれた部分にNBT / BCIP溶液をマイクロピペットを用いてスライドグラ

ス1枚当たり150μlのせる。暗箱中で12～24時間静置する。 

(8) NBT / BCIP溶液 室温 12～24時間 (暗箱) 

⑨ ⑧の反応中シグナルの状態を数回確認し、最もバックグラウンドが低く、かつシグナルの強い、クリアーな状態になったら、スラ

イドグラスをホルダーにセットして、(9) の溶液に10分間浸し、反応を停止させる。*2) 

(9) Buffer 4 室温 10分  （反応停止） 

*2) ここで、一晩保存できる。 

⑩ スライドグラスをホルダーから取り出した後、水滴を除去し、90％グリセロールで封入する。カバーグラスをかぶせ、カバーグラ

スが動かないようにマニキュアなどで縁を固定する。組織染色する場合は、水滴除去後「1 ‒ 2 組織染色」へ進む。 

⑪ 検鏡する。 

ノマルスキー微分干渉装置または位相差顕微鏡で観察する。 

 

 

1 ‒ 2 組織染色 

ノマルスキー微分干渉装置や位相差顕微鏡が無い場合は、組織染色をすることにより、組織のきれいな像が得られる 

 

＜試薬＞ 

□ メチルグリーンまたはサフラニンO *3) 

□ クロロホルム (メチルグリーンを使用する場合)  

*3) 組織染色にはメチルグリーンまたはサフラニンOを用いる。 

メチルグリーン溶液調製方法 :  

1.  メチルグリーンを0.2％になるようにd.d.H2Oに溶かす。 

2.  分液ロートに入れ、クロロホルムと混和させた後静置し、クロロホルム層のみを落とす。クロロホルムにメチルグリーン液中のメチルバイ

オレッドが溶出するので、メチルバイオレッドの色が出なくなるまで2 ～ 3回繰り返す。 

3.  2～10℃で遮光保存する。 

サフラニンO溶液調製方法 :  

1.  サフラニンOを0.2～0.25％になるようにd.d.H2Oに溶かす。 

2.  2～10℃で遮光保存する。 

3.  使用時に濾過する。 

 

＜器具＞ 

□ 染色バット 

□ 分液ロート (メチルグリーン調製用) 

 

① 染色液 (メチルグリーンまたはサフラニンO溶液) を染色バットに200 ml (目盛りの所まで) 入れ、スライドグラスをホルダーご

と、メチルグリーンの場合は10秒～1分、サフラニンOの場合は1～10秒浸す。 

② 洗浄する。 

染色バットに水道水をオーバーフローさせ、そこにスライドグラスをホルダーごと入れ、5分間流水水洗する。 

③ ホルダーを染色バットから取り出し、水滴を除去し、90％グリセロールで封入する。 

カバーグラスが動かないようにマニキュアなどで縁を固定する。 

④ 検鏡する。「Ⅶ 検出例」参照。 
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2. RNAプローブを 35S標識した場合の検出 

 

2 ‒ 1 脱水 

 

＜試薬＞ 

□ エタノール         920 ml 

□ キシレン          200 ml 

 

＜器具＞ 

□ 染色バット          6個 

 

① 下記の (1) ～ (6) の溶液を染色バット6個に200 ml (目盛りまで) 注ぎ、番号順に並べておく。 

② 脱水する。 

スライドグラスをホルダーにセットし、ホルダーごと (1) の溶液に浸す。ピンセットでホルダーを持ち上げ、

10回上下に動かした後、3分間静置する (Ⅴ 1 ‒ 1④ 参照)。(1) と同様に (2) ～ (6) で処理する。 

(1) 70％エタノール 室温 3分 

(2) 90％エタノール 室温 3分 

(3) エタノール 室温 3分 

(4) キシレン 室温 3分 

(5) エタノール 室温 3分 

(6) エタノール 室温 3分 

③ 自然乾燥する。 

 

 

 

2 ‒ 2 オートラジオグラフィー 

 

＜試薬＞ 

□ NTB2  

□ シリカゲル  

 

＜器具＞ 

□  暗箱 [ 暗箱を用意できない場合：スライドグラスケース, 黒のビニール袋2枚, 黒のテープ ]  

□ ウォーターバス 

□ 乳剤入れ 

 

 

① 乳剤入れに、NTB2(乳剤)を等量の蒸留水に溶かしたものを準備し、ウォーター

バス中で42℃に温めておく。 

② 42℃の乳剤の中へ、スライドグラスを2枚背合わせにして数秒浸す。(図1) 

③ 室温で20分、風乾させる。 

④ 暗箱にスライドグラスを入れ、シリカゲルを入れて黒のテープで密封する。これ

を黒のビニール袋の中に入れ、袋の口から光が入らないようにテープで止め

る。これをさらにもう一枚の黒のビニール袋の中に入れ、密封する。 

⑤ 4℃で7 ～ 14日露光する。 

 

 

図1 
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2 ‒ 3 現像、定着 

 

＜試薬＞ 

□ Kodak D-19  

□ Fuji fix  

 

＜器具＞ 

□ 染色バット 3個 

 

① スライドグラスをホルダーにセットする。 

② 染色バットにFuji fix、Kodak D-19 (現像液) 、水道水を入れて並べておく。 

③ Kodak D-19を用いて、スライドグラスを20℃で3分現像する。 

④ 水道水で1分洗浄する。 

⑤ Fuji fixで 5分固定する。 

⑥ 30分流水水洗する。 

 

 

 

 

2 ‒ 4 染色、検鏡 

 

＜試薬＞ 

□ ヘマトキシリン (Derafield) *4)   200 ml  

□ エオジン     2 g  

□ エタノール  1,210 ml  

□ キシレン   600 ml  

□ Entellan New 

*4) 溶液状のものを使用すると便利である。粉末状のものを使用する際には、以下の通り調製して使用する。なお、製品によっては、乳剤の銀粒子を溶

かしてしまうものもあるので注意する。 

ヘマトキシリン調製方法 :  

① 粉末状ヘマトキシリン4 gを100％エタノール25 mlに溶かし、よく撹拌する。 

② アンモニウムミョウバン40 gを蒸留水400 mlに溶かし、よく撹拌する。 

③ ①と②を透明なガラス瓶に入れ、混合した後、ガーゼまたはキムワイプで口をふさいで、日のよく当たる窓辺に3～4日置いておく。 

④ 上部に個体が浮いてくるので、これをガーゼで濾過した後、保存用の瓶に入れる。 

 

 

＜器具＞ 

□ 染色バット 13個 

 

 

① 染色バット13個に、以下の(1)、(3)～(13)の溶液を200 ml(目盛りまで)分注し、番号順に並べておく。 

② ヘマトキシリン染色をする。 

(1) にスライドグラスをホルダーごと浸し、室温で3分処理する。 

(1) ヘマトキシリン (Derafield) 室温 3分 

③ 洗浄する。 

染色バットに水道水をオーバーフローさせ、そこにスライドグラスをホルダーごと入れ、60分流水水洗する。 

(2) 流水水洗 室温 60分 (オーバーフロー) 

④ スライドグラス裏面の余分な乳剤をプラスチック製の定規などでこすり取る。 
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⑤ エオジン染色をする。 

(3) にスライドグラスをホルダーごと浸し、②と同様に室温で 7 分処理する。エオジンは水に溶けやすいので、エオジン染色を

薄くしたいときは溶液に浸す時間または回数を少なくする。また、より赤く染めたいときは、エオジン溶液の pH を下げると良

い。 

(3) 1％エオジン 室温 7分 

⑥ 脱水する。 

(4) ～ (7) は、スライドグラスをホルダーごと室温で 2 秒浸したら、ピンセットでホルダーを溶液から引き上げて、染色バットの

内壁でホルダー内に溜まっている溶液を切る操作を 5～10 回繰り返す。その後、(8) ～ (13) にスライドグラスをホルダーごと

室温で15分ずつ浸す。 

(4) 50％エタノール 室温 2秒× 5～10回 

(5) 70％エタノール 室温 2秒× 5～10回 

(6) 90％エタノール 室温 2秒× 5～10回 

(7) 95％エタノール 室温 2秒× 5～10回 

(8) エタノール 室温 15分 

(9) エタノール 室温 15分 

(10) エタノール 室温 15分 

(11) キシレン 室温 15分 

(12) キシレン 室温 15分 

(13) キシレン 室温 15分 

⑦ スライドグラスにEntellan New (封入剤) をのせ、カバーグラスを空気が入らないようにかぶせる。 

⑧ おもり(30 g程度) をのせ、少なくとも3時間以上乾燥させる。 

⑨ 暗視野コンデンサーのついた位相差顕微鏡または生物顕微鏡を用いて、明視野と暗視野にて検鏡する。(図2) 

 

 

明視野 暗視野

光源からの光を乳剤中の
銀粒子が遮るために、銀粒
子が黒く見える。

コンデンサーを取り付けて
光源からの発光角度を変
えると、光束は直接見え
ず、乳剤中の銀粒子に当
たって回折、反射した光線
だけが目に入るため、暗い
視野の中に銀粒子が白く
光って見える。

直接照明光束

図2

o：対物レンズ　c：コンデンサー　d：絞り　ｓ：スライドグラス回折または反射による結像光束  
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Ⅶ 検出例  
 

マウス (雄) アダルト顎下腺組織切片をマウス神経成長因子 (NGF) アンチセンスおよびセンスRNAプローブを用いてin situ

ハイブリダイゼーション法でシグナルを検出した。 

 

 

 

マウス顎下腺の中には右図のような構造が多重に存在している。 

NGF mRNAは、男性ホルモンに依存してマウス(雄)アダルト顎 

下腺の顆粒導管において特異的に発現している。 

 

 

 

 

 

 

＜DIG標識＞ 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ポジティブコントロール    ネガティブコントロール 

【NGF-ASプローブ】                           【NGF-Sプローブ】 

 

最も濃くなっている部分が抗DIG-アルカリホスファターゼ標識抗体反応にて得られたシグナルである。 

 

＜RI［35S］標識＞ 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

明視野                暗視野 

【NGF-ASプローブ】               【NGF-ASプローブ】 

 

明視野において銀粒子は黒い点として見える。暗視野では銀粒子は白く光って見え、シグナルのみを鮮明に確認できる。 

介在部

線房

顆粒導管(NGF)

線条部
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Ⅷ トラブルシューティング  
 

 

ト ラ ブ ル 原  因 対   策 

鋳型DNAの純度が低い 

・ 鋳型DNAをフェノール/クロロホルム抽出あるい

はエタノール沈殿により再精製する。必要であ

ればProteinase K処理を行う。 

ポリメラーゼに問題がある 

・ ポリメラーゼが失活している場合、新しいポリメ

ラーゼを用意する。 

・ ポリメラーゼの種類を間違えていないかを確認

する。 

RNAが合成されない 

操作中RNaseがコンタミした 

・ 使用する器具、試薬はRNase freeのものを使用

する。 (滅菌を行う場合：乾熱滅菌 200℃  

4 hr.以上, オートクレーブ 121℃ 40 min. 以上) 

・ 実験中、使い捨て手袋を着用する。 

鋳型DNAの純度が低い 

・ 鋳型DNAをフェノール/クロロホルム抽出あるい

はエタノール沈殿により再精製する。必要であ

ればProteinase K処理を行う。 

ポリメラーゼが失活している ・ 新しいポリメラーゼを用意する。 

合成されたRNAの量が少ない 

DIG標識したRNAをフェノール/クロロホ

ルム抽出した 

・ DIG標識したRNAをフェノール/クロロホルム抽

出すると、DIG標識したRNAの部分的なフェノー

ル相へのロス(約 20％)が起こるため、通常はフ

ェノール/クロロホルム抽出を行わない。フェノ

ール相へのロスは塩を加えることにより増加す

る。 

鋳型DNAが完全に直鎖状になっていな

い 

・ 鋳型 DNA が完全に直鎖状になるように制限酵

素による消化を行う。アガロースゲル電気泳動

により、鋳型 DNA が直鎖状になっていることを

確認する。 
誤ったRNAが合成された 

鋳型DNA を直鎖状にする際、3' 突出末

端または平滑末端を形成する制限酵素

を用いた 

・ 3' 突出末端または平滑末端を持つ鋳型DNAか

らは、プロモーターに司令された転写物が作ら

れることがあるため、5' 突出末端を形成する制

限酵素により消化を行う。 

古いパラホルムアルデヒドを使用した 

刺激臭が弱い 
・ 新しいパラホルムアルデヒドを使用する。 

古いNaOH溶液を使用した 
・ 空気中の炭酸ガスにより中和されているおそれ

がある。新しいNaOHを使用する。 

NaOH溶液をガラス容器で調製または保

存していた 

・ ガラス製の容器を使用した場合、ケイ素が

NaOHに溶け出しているおそれがある。 

20％パラホルムアルデヒド溶液

を調製する際、パラホルムアル

デヒドが溶けない 

溶解させる時の温度が低い ・ 50～60℃で溶解する。 

組織切片がスライドグラスからは

がれる 
組織の脱水が不十分である 

・ 組織を十分に脱水する。大きい組織で液の浸透

性の悪いものは脱水時間を長くするなど、組織

により時間を調節する。 
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ト ラ ブ ル 原  因 対   策 

切片とスライドグラスの間に水分が残

っている 

・ 切片とスライドグラスの間に水分があるとその部

分だけ切片が貼り付かない。パラフィン包埋組織

切片の場合、十分に伸展した時点で余分な水分

を除去し、その後、十分に乾燥させる。凍結組織

切片の場合は、ドライヤーの冷風モードで十分に

乾かす。 

スライドグラスのコーティングに問題が

ある 

・ スライドグラスを十分に洗浄した後、適切にコー

ティングする。 

・ 市販のコーティング済みスライドグラスを使用す

る。 

切片に問題がある ・ 質の良い切片を使用する。 

組織切片がスライドグラスからは

がれる 

チップの先などで切片に損傷を与えた ・ 切片に損傷を与えないよう注意深く扱う。 

プローブがRNaseにより分解した 

・ 使用する器具、試薬は RNase free のものを使用

する。(滅菌を行う場合：乾熱滅菌 200℃  

4 hr., オートクレーブ 121℃ 40 min. ) 

・ 実験中、使い捨て手袋を着用する。 

添付のポジティブコントロール(マ

ウス雄アダルト顎下腺組織切片

/NGF-AS プローブ)の結果がネ

ガティブである 標識酵素あるいは標識抗体が失活し

ている 
・ 新しい標識酵素あるいは標識抗体を使用する。 

プローブに問題がある 

・ 鋳型DNAの純度が低い場合、鋳型DNAをフェノ

ール/クロロホルム抽出あるいはエタノール沈殿

により再精製する。必要であればProteinase K処

理を行う。 

・ プローブの濃度を再検討する。 

組織の固定が良くないために、組織内

のmRNAの保存度が悪い 
・ 組織の固定を適切に行う。 

添付のポジティブコントロール(マ

ウス雄アダルト顎下腺組織切片

/NGF-AS プローブ)はポジティブ

であったが、研究者が用意した

ポジティブコントロールはネガテ

ィブである 

Proteinase K処理に問題がある ・ 濃度、時間などの条件を再検討する。 

プローブの有無に関

わらず高い 
標識抗体が変性している可能性がある ・ 新しい標識抗体を使用する。 

プローブを入れた場

合のみ高い 
プローブに問題がある 

・ 鋳型DNAの純度が低い場合、鋳型DNAをフェノ

ール/クロロホルム抽出あるいはエタノール沈殿

により再精製する。必要であればProteinase K処

理を行う。 

・ プローブの濃度を再検討する。 

組織全体に(細胞以

外の部分も)バックグ

ラウンドが出ている 

DIG 標識したプローブが結合しやすい

組織である可能性がある 

・ プローブの濃度を薄くする。 

・ 他の標識 (R I, Fluoresceinなど)で ISHを行ってみ

る。他の標識でも同様のバックグラウンドが出る

場合は、RNA が非特異的に結合する組織である

可能性があるので、DNAプローブを用いてみる。

細胞のみバックグラ

ウンドが高い 
プローブが非特異的に結合している 

・ 前処理、洗浄工程に問題があるので、洗浄の条

件を厳しくする。 

バックグ

ラウンド

が高い 

センスプローブでは

バックグラウンドが

低い 

プローブの配列に問題がある ・ プローブの配列を変える。 
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