
FISH 法による遺伝子の可視化  

 i n  s i t u  ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン（ I S H）法 は 、染 色 体 上 や 間 期 核 に お い て あ

る 特 定 の 塩 基 配 列 や 遺 伝 子 を 可 視 的 に 位 置 づ け る 方 法 と し て 、 分 子 細 胞 遺 伝 学

の 分 野 で は 不 可 欠 な 技 術 で あ る 。 プ ロ ー ブ D N A を 標 識 物 質 （ ハ プ テ ン ） で 標

識 し 、 こ れ と ハ イ ブ リ ッ ド し た D N A は 、 ハ プ テ ン に 対 す る 蛍 光 色 素 標 識 の 抗

体 を 用 い て 検 出 す る こ と が で き る （ F I S H 法 ； 蛍 光 i n  s i t u  ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー

シ ョ ン 法 ）。近 年 、 2 種 類 以 上 の プ ロ ー ブ に 対 し 、異 な る 標 識 － 検 出 系 を 組 み 合

わ せ る こ と で 一 度 に 数 種 の 異 な る D N A 配 列 （ 遺 伝 子 ） を 検 出 す る こ と が 可 能

に な り （ L i c h t e r  e t  a l .  1 9 9 0）、 こ の 方 法 は 多 色 F I S H 法 と よ ば れ 、 ヒ ト の 染 色

体 地 図 作 製 に 大 き な 成 果 を あ げ た（ R i e d  e t  a l .  1 9 9 2）。こ こ で は 、2 種 類 の D N A
配 列 を 2 色 で 同 時 検 出 す る 方 法 （ L e i t c h  e t  a l .  1 9 9 1、 M u k a i  e t  a l .  1 9 9 3） を

紹 介 す る 。  
 
1 .  染 色 体 標 本 の 作 製 、 変 性 、 脱 水  
 
【 材 料 】  

植 物 材 料 ： 植 物 全 般  
適 用 範 囲 ： 根 端 分 裂 組 織  

 
【 操 作 手 順 】  

1.  酢 酸 カ ー ミ ン 溶 液 を 入 れ た 管 び ん に 固 定 し た 根 端 を 入 れ 、 そ の ま ま 室 温

で 15 分 間 ほ ど 軽 く 染 色 す る 。  

2.  第 1 章 3 節 の【 操 作 手 順 】8.～ 18.に 従 い 、押 し つ ぶ し 法 に よ る 染 色 体 標

本 を 作 製 す る 。  

3.  染 色 か ご に プ レ パ ラ ー ト を セ ッ ト し 、68℃ の 2×SSC／ 70％ ホ ル ム ア ミ ド

へ 2 分 間 浸 す 。  

4.  － 20℃ の エ タ ノ ー ル シ リ ー ズ へ 順 に 5 分 間 ず つ 浸 し て い く 。  

5.  プ レ パ ラ ー ト を 染 色 か ご か ら 取 り 出 し 、 プ レ パ ラ ー ト 立 て に 並 べ 、 ブ ロ

ア ー を 使 っ て 表 面 の ア ル コ ー ル を 飛 ば し 、 風 乾 さ せ る 。  

 
注 釈 ）  
注 ２ ） プ レ パ ラ ー ト を 保 存 す る と き は 、 シ リ カ ゲ ル 入 り の 暗 箱 に 入 れ て － 2 0℃

に し て お く 。  
注 ３ ） 染 色 体 D N A が 1 本 鎖 に 変 性 す る 。  
注 ４ ） D N A の ア ニ － リ ン グ (再 結 合 )を 防 ぎ 、 脱 水 を 行 う 。  
 
 
 
 



2 .プ ロ ー ブ D N A の 標 識 と 変 性  
 
【 準 備 】  
 プ ロ ー ブ D N A（ 各 種 プ ラ ス ミ ド ・ B A C ク ロ ー ン D N A、 P C R 増 幅 D N A、 ゲ

ノ ミ ッ ク D N A）  
 D N A 標 識 キ ッ ト （ ロ シ ュ 、 D i g - N i c k  お よ び B i o - N i c k  L a b e l i n g  K i t）  
 ジ ゴ キ シ ゲ ニ ン 標 識 ヌ ク レ オ チ ド （ ロ シ ュ 、 D i g - 11 - d U T P）  
  ビ オ チ ン 標 識 ヌ ク レ オ チ ド （ ロ シ ュ 、 B i o - 1 6 - d U T P）  
 滅 菌 蒸 留 水  
 ｔ R N A / S a l m o n  D N A  

4 M 酢 酸 ア ン モ ニ ウ ム  
－ 2 0℃  エ タ ノ ー ル  
ホ ル ム ア ミ ド （ 和 光 純 薬 ）  
5 0％ 硫 酸 デ キ ス ト ラ ン （ シ グ マ 、 ろ 過 滅 菌 し て － 2 0℃ 保 存 ）  
サ ケ 精 子 D N A （ シ グ マ 、 煮 沸 処 理 し て － 2 0℃ 保 存 ）  
2 0×S S C（ 3 M  N a C l、 0 . 3 M  ク エ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 、 p H 7 . 0）  
氷 （ 0℃ ）  
 

【 操 作 手 順 】  
1 .  滅 菌 水 で プ ロ ー ブ D N A 1μ g／ 1 6μ l に し た 溶 液 を マ イ ク ロ チ ュ ー ブ に

入 れ 、 こ れ に D i g（ ま た は B i o） - N i c k キ ッ ト 4μ l を 加 え て 混 ぜ る 。  
2 .  1 5℃ で 9 0 分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。  
3 .  6 5℃ 、 1 0 分 間 処 理 し て 反 応 を 止 め る 。  
4 .  ボ ル テ ッ ク ス 後 、 室 温 に 1 0 分 間 置 き 、 エ タ ノ ー ル 沈 殿 （ サ ン プ ル 2 0μ l

に 対 し て 、ｔ R N A / S a l m o n  D N A 2μ l、 4 M 酢 酸 ア ン モ ニ ウ ム  2 . 5μ l、－

2 0℃  エ タ ノ ー ル  5 6μ l を 加 え 、 － 8 0℃ で 2 時 間 静 置 し 、 1 0 , 0 0 0 r p m で

1 5 分 間 遠 心 す る ） を 行 う 。  
5 .  沈 殿 を 乾 燥 さ せ て ホ ル ム ア ミ ド 2 0μ l に 懸 濁 す る 。  
6 .  プ レ パ ラ ー ト  1 枚 あ た り 1 0μ l に な る よ う 、プ ロ ー ブ D N A 混 合 液（ 5 0％

ホ ル ム ア ミ ド 、 2 0％ 硫 酸 デ キ ス ト ラ ン 、 2×S S C、 5μ g サ ケ 精 子 D N A、

滅 菌 水 、 0 . 1μ g 標 識 プ ロ ー ブ D N A） を マ イ ク ロ チ ュ ー ブ で 作 製 す る 。  
7 .  プ ロ ー ブ 混 合 液 の 入 っ た マ イ ク ロ チ ュ ー ブ を 1 0 0℃ で 1 0 分 間 ボ イ ル す る 。 
8 .  直 ち に マ イ ク ロ チ ュ ー ブ を 0℃ （ 氷 中 ） に 移 し 、 5 分 間 急 冷 す る 。  

 
注 釈 ）  
注 ５ ） 1 0 0 回 程 度 ピ ペ ッ テ ィ ン グ し て 、 沈 殿 を ホ ル ム ア ミ ド に 完 全 に 溶 か す 。

保 存 は － 2 0℃ で 行 う 。  
注 ７ ） プ ロ ー ブ D N A が 1 本 鎖 に 変 性 す る 。  
注 ８ ） ア ニ － リ ン グ （ 再 結 合 ） を 防 ぐ 。  
3 .蛍 光 i n  s i t u  ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 法  



 
【 準 備 】  
 定 温 恒 温 庫 （ 東 京 理 科 器 械 ）  
 恒 温 水 槽 （ タ イ テ ッ ク ）  
 落 射 式 蛍 光 顕 微 鏡 （ ツ ァ イ ス 、 A k i o s c o p）  

蛍 光 フ ィ ル タ ー カ セ ッ ト （ B２ 、 G、 U V 励 起 フ ィ ル タ ー ）  
 冷 却 C C D カ メ ラ ユ ニ ッ ト （ 浜 松 フ ォ ト ニ ク ス 、 C 4 8 8 0）  
 画 像 解 析 ソ フ ト （ P h o t o s h o p  v e r. 5 . 0 以 上 ）  
 チ ャ ン バ ー ボ ッ ク ス （ 湿 箱 ）  
 染 色 用 ガ ラ ス び ん  
 染 色 か ご  
 カ バ ー ガ ラ ス （ マ ツ ナ ミ 、 1 8×1 8 m m お よ び 2 4×3 2 m m）  
 滅 菌 蒸 留 水  
 2 0×S S C（ 3 M  N a C l、 0 . 3 M  ク エ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 、 p H 7 . 0）  

  Tr i t o n X - 1 0 0  
  ア ビ ジ ン － F I T C（ ベ ク タ ー 、 1 m g / m l）  
 抗 ジ ゴ キ シ ゲ ニ ン － ロ ー ダ ミ ン （ ロ シ ュ 、 滅 菌 水 で 0 . 1 m g / m l に 調 整 ）  
 蛍 光 染 色 液 （ 1％ B S A／ 4×S S C、 1％ ア ビ ジ ン － フ ル オ レ セ イ ン 、 1 %抗 ジ ゴ

キ シ ゲ ニ ン － ロ ー ダ ミ ン ） 用 事 調 整  
マ ウ ン ト 液（ D A B C O；抗 退 色 剤 、2 n g /μ l  D A P I；4 ’ , 6 - D i a m i n o - 2 - p h e n y l i n d o l e、
シ グ マ ） 用 事 調 整  

 
【 操 作 手 順 】  

1 .  変 性 後 の 染 色 体 標 本 1 枚 あ た り 、 1 0μ l の プ ロ ー ブ D N A 混 合 液（ 変 性 済

み ） を か け る 。  
2 .  カ バ ー ガ ラ ス（ 1 8×1 8 m m）を か け 、精 製 水 で 湿 ら せ た ろ 紙 を 敷 い た チ ャ

ン バ ー ボ ッ ク ス の 中 に プ レ パ ラ ー ト を 並 べ る 。  
3 .  3 7℃ の 定 温 恒 温 庫 に 入 れ て 1 6 時 間 静 置 し 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 反

応 を さ せ る 。  
4 .  2×S S C 中 で プ レ パ ラ ー ト に の っ て い る カ バ ー ガ ラ ス を は が す 。  
5 .  室 温 の 2×S S C に 5 分 間 浸 し 、 プ レ パ ラ ー ト を 洗 浄 す る 。  
6 .  4 0℃ の 2×S S C／ 5 0％ ホ ル ム ア ミ ド に 1 5 分 間 浸 す 。  
7 .  室 温 の 2×S S C で 1 5 分 間 、室 温 の 1×S S C で 1 5 分 間 そ れ ぞ れ 洗 浄 す る 。  
8 .  室 温 の 4×S S C に 5 分 間 浸 す 。  
9 .  蛍 光 染 色 液 （ 1％ B S A／ 4×S S C、 1％ ア ビ ジ ン － f l u o r e s c e i n、 1 %抗 ジ ゴ

キ シ ゲ ニ ン － ロ ー ダ ミ ン ）を プ レ パ ラ ー ト 1 枚 あ た り 6 5μ l ず つ 滴 下 し 、

3 7℃ で 3 0 分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。  
1 0 .  そ れ ぞ れ 室 温 の 4×S S C、 0 . 1 % Tr i t o n X - 1 0 0／ 4×S S C、 4×S S C で 各 1 0

分 間 ず つ 、 プ レ パ ラ ー ト を 洗 浄 す る 。  
1 1 .  室 温 の 2×S S C に 5 分 間 プ レ パ ラ ー ト を 浸 す 。  



1 2 .  軽 く 水 気 を き っ て 、 プ レ パ ラ ー ト あ た り 2 0μ l の マ ウ ン ト 液 を の せ 、 カ

バ ー ガ ラ ス （ 2 4×3 6 m m） を か け る 。  
1 3 .  蛍 光 顕 微 鏡 を 用 い て 蛍 光 シ グ ナ ル を 観 察 す る 。 フ ル オ レ セ イ ン は B２ 励

起 フ ィ ル タ ー を 用 い て 緑 色 で 観 察 で き 、ロ ー ダ ミ ン は G 励 起 フ ィ ル タ ー

に よ っ て 赤 色 に 、 D A P I は U V 励 起 フ ィ ル タ ー で 青 色 に 見 ら れ る 。  
1 4 .  冷 却 C C D カ メ ラ で 3 種 類 の フ ィ ル タ ー そ れ ぞ れ の 観 察 画 像 を 取 り 込 む 。

得 ら れ た 画 像 は す べ て 白 黒 の た め 、 画 像 解 析 ソ フ ト （ P h o t o s h o p） を 用

い て F I T C、 C y 3、 D A P I の 検 出 画 像 へ 緑 、 赤 、 青 の 擬 似 カ ラ ー を ほ ど こ

し 、 合 成 カ ラ ー 画 像 を 作 製 す る 。  
 

注 釈 ）  
注 ２ ） カ バ ー ガ ラ ス は 、 ア ル コ ー ル に 浸 漬 保 存 し て い る 清 浄 な も の を 用 い る 。

プ レ パ ラ ー ト が 直 接 ろ 紙 に 触 れ な い よ う 、 ガ ラ ス 棒 な ど の 上 に の せ る 。  
注 ５ 、 ７ ） 染 色 か ご ご と プ レ パ ラ ー ト を 軽 く ゆ す っ て 洗 う 。  
注 1 0） 遮 光 し 、 染 色 か ご ご と プ レ パ ラ ー ト を 軽 く ゆ す っ て 洗 う 。  
注 11） 遮 光 す る 。  
注 1 2） 染 色 体 が D A P I に よ っ て 青 色 蛍 光 色 に 対 比 染 色 さ れ る 。  
 

 


