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ABSTRACT 

Formalin is a main fixative in the field of pathology. Molecular biological analysis of formalin-fixed samples was

difficult because formalin fixation decreased the quality of isolated DNA. Therefore, we compared the quality of DNA

obtained by using DNA extraction kit (Sepa Gene®) to that using proteinase K. Using proteinase K, it was possible to

extract high quality DNA, and obtain DNA from samples of 3 months fixative. Moreover, by proteinase K method, it

was also possible to analyze aprataxin gene exon 5 in DNA extraction from formalin-fixed human brain tissues from a

suspected case of early-onset ataxia with ocular motor apraxia and hypoalbuminemia (EAOH). The aprataxin gene

exon 5 DNA sequences were obtained following in vitro gene amplification using nested-PCR. Mutation on aprataxin

gene exon5 was not observed in the suspected case of EAOH; however, it was possible to perform sequence analysis of

aprataxin gene exon5. This method was more useful for DNA extraction and direct sequencing of formalin-fixation

samples than the kit method.
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原著

1 緒 言

遺伝子疾患に対する分子生物学的解析において，DNA

の塩基配列を決定することは一般的に行われており，その

分子生物学的解析を行うにあたって，種々の試料から，よ

り純度が高く，より高濃度のDNAを抽出することは非常
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に重要である．中でも，ホルマリン固定は病理学の分野に

おいて試料の保存の為に汎用されている方法である．また，

保存されている試料数も膨大であると考えられ，ホルマリ

ン固定組織の分子生物学的解析は疾患の疫学的研究やレト

ロスペクティブな研究において意義のあるものと考えられ

る．

新鮮試料からの DNA抽出方法および，Polymerase
Chain Reaction（PCR）法を用いた遺伝子解析について
は，数種類のキットが販売され，高純度，高濃度のDNA
を簡便に抽出し，遺伝子解析に応用できる．しかし，ホル

マリン固定組織からのDNA抽出方法は幾つかの報告 1 － 6）

がみられる程度である．ホルマリンがDNAを構成する塩基
と核内タンパク質との間にクロスリンクを形成し，アデニ

ンやグアニンなどのプリンを切断するという化学的性質を

有すること 7）から，ホルマリン固定組織を用い，遺伝子疾

患における遺伝子解析に応用した報告は少ない．

より有効なDNA抽出方法を，DNA抽出に多用されてい
る一般的な簡易DNA抽出キットであるSepa Gene®（三
光純薬）とProteinase Kを用いた方法の2種類について，
ホルマリン固定ラット肝組織を用いて検討した．Sepa
Gene®はチオシン酸グアニジンによる蛋白質の変性と，吸
着剤による蛋白質の凝集を起こし，酢酸ナトリウム溶液に

より核酸の水層抽出を可能にする簡易DNA抽出キットで
ある．Sepa Gene®はチオシン酸グアニジンによる化学反
応により蛋白質を分解し，Proteinase Kは酵素反応により
蛋白質を分解する．また，遺伝子解析を行う目的で，低ア

ルブミン血症をともなう早発型遺伝性小脳失調症（early-
onset ataxia with ocular motor apraxia and hypoalbu-
minemia；以下，EAOH）疑いの剖検ホルマリン固定脳組
織からのDNA抽出と，その原因遺伝子であるaprataxin遺
伝子の解析を行った．EAOHは常染色体劣性遺伝の形式を
とり，腱反射の低下，下肢筋力の低下，深部感覚障害，精

神発達遅滞，眼振，心電図異常，低アルブミン血症，高脂

血症などの臨床症状を示す 8）．原因遺伝子は，9番染色体
長腕部に存在する aprataxinである．aprataxinは7つのエ
クソンよりなり，本邦ではエクソン 5の点変異（point
mutation）と一塩基挿入が報告されている 9）．

本研究では，まず基礎実験としてホルマリン固定ラット

肝組織から有効なDNA抽出法を見出し，EAOH疑い剖検
ホルマリン固定脳組織からDNAを抽出し，塩基配列を解
析した．

2 試料および対象

2・ 1 ホルマリン固定ラット肝組織試料

Sprague-Dawley（SD）ラットの肝組織を用いた．ラッ
ト肝組織はラットから取り出した直後に，10％中性緩衝ホ
ルマリン液（ホルムアルデヒド含量 4％，pH7.4）（和光純
薬）にて，1時間（以下，1h），1日間（以下，1d），1週
間（以下，1w），1ヶ月間（以下，1m），3ヶ月間（以下，

3m）の期間それぞれ室温にて固定し，実験に用いた．組織
のホルマリン固定期間の設定は，2週間から 3週間を上限
とするものが多い 3，5，6，10 － 12）が，今回は，2年間のホルマ
リン固定組織のDNA解析を行うために，上記期間のホル
マリン固定を行った．なお，実験に際し，ラットの苦痛軽

減の為に吸入麻酔剤にてラットを眠らせた後，致死量のネ

ンブタールを腹腔内に注入し，十分な麻酔深度であること

を確認した後に肝組織を取りだした．

2・ 2 EAOH疑いホルマリン固定脳組織試料
症例は，出生後にEAOHと診断され，肺炎にて死亡し，
死亡後約 3時間程度霊安室にてドライアイスで冷却安置さ
れた．その後，脳組織を剖検し，10％中性緩衝ホルマリン
液にて 2年間室温で保存されていたものを実験に用いた
（以下，EAOH疑い症例）．また，正常対照として，同様に
肺炎で死亡し，死亡後（死亡後の処置および詳細な時間は

不明）に剖検された脳組織を10％中性緩衝ホルマリ溶液に
て2年間常温にて保存した試料を用いた（以下，NC）．
なお，剖検ホルマリン固定脳組織試料からのDNAの抽
出および遺伝子解析の実施については，家族に十分な説明

を行い，同意を得た．

3 方 法

3・ 1 ホルマリン固定ラット肝組織からのDNA抽出方
法

まず，ホルマリン固定されたそれぞれの試料（1h，1d，
1w，1m，3m）を 70％エタノール，80％エタノール，
90％エタノールのそれぞれに1時間浸した後に，100％エ
タノールに8時間以上浸し，ホルマリンを除去した．エタ
ノールから取りだした試料を十分乾燥させ，200mgを以下
に述べる2種のDNA抽出方法に用いた．
【方法1】 簡易DNA抽出キット（Sepa Gene®（三光純

薬））を用いた方法．

非フェノール性試薬と蛋白質凝集剤を使用し，相分配に

基づいて比重の違いにより中間に凝集層を形成させる凝集

分配法（Agglutination Patition method; AP法）を抽出原
理とした簡易DNA抽出キットを用いて，手順 13）に従い，

DNAを抽出した．
【方法2】 Protenase Kを使用した方法（Fig.1）

200mgの試料を Proteinase Kの濃度が 0.5µg/µlの
TNES 8M Urea buffer（10mM Tris-HCL; 10mM EDTA;
1％SDS; 8M Urea buffer）200µlで37℃にて，24時間
消化した．その後，Proteinase Kを最終濃度が1.0µg/µlと
なるように添加しさらに37℃で，72時間消化し，遠心分
離（500rpm，5 分間，室温）した．沈殿物は更に
Proteinase Kの濃度が1.0µg/µlのTNES 8M Urea buffer
で37℃にて，72時間以上消化し，先に抽出した上清と同
様に以下の手順でそれぞれ別に処理した．先に抽出した上

清および 72時間消化された沈殿物に phenol-chloroform-
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シアバイオテック）を用いて，10倍量に希釈したDNAを
2回測定した．DNA濃度は 260nmの吸光度を 260nmの
吸光度が1の時のDNA濃度である50で乗し，その平均値
を希釈率である10で乗したものをそれぞれの試料のDNA
濃度とした．OD比は得られた値の平均値とした．

3・ 2 EAOH疑い症例ホルマリン固定脳組織からの
DNA抽出とnested PCR法

Fig.2の結果から，DNA抽出は方法2．Proteinase Kを
使用した方法が有効であることを確認した（結果は後述）．

よって，方法 2．Proteinase Kを使用した方法を用いて，
EAOH疑い症例ホルマリン固定脳組織よりDNAを抽出
し，1段階目の PCR（以下，first PCR）と first PCRの
PCR産物を鋳型DNAとして，2段階目の PCR（以下，
nested PCR）を行い，本邦で変異が報告されている
aprataxin遺伝子エクソン5の増幅を行った．first PCRに
用いるprimerはMoreiraら 9）が報告しているprimerを用
い，nested PCRに用いるprimerはDNASIS Pro Ver.2.0
（HITACHI）を用いて新たに設計した（Table1）．反応溶
液は DNA； 500ng，dNTP Mixture（TAKARA）；

isoamylalcohol（以下，PCI）を添加し室温で 3時間以上
振盪した後，遠心分離（10,000rpm，10分間，室温）し
た．その上層（水層）を2度，同様にPCIで処理し，3度
PCIで処理した後の上層に chloroform-isoamylalcohol
（以下，CIA）を加え室温で 1時間以上振盪し遠心分離
（10,000rpm，10分間，室温）する．CIA処理も3度行い，
その上層を次の手順に用いた．この時点で上清を処理した

ものと，沈殿物を処理したものを混合する．混合したもの

に，1/10量の 3MNaClと 2.5倍量の 100％エタノールを
加えて，－20℃で24時間静置し，遠心分離（12,000rpm，
20分間，室温）を行う（エタノール沈殿）．液体を破棄し，
70％エタノールを加え，軽く洗浄した後，遠心分離
（12,000rpm，20分間，室温）を行い，上清を破棄し，ペ
レットを十分乾燥させた．

2種類の方法より抽出したDNAはそれぞれ，50µlのTE
バッファー（10 mM Tris-HCl, 1mM EDTA, pH 8.0）に
て溶解し，DNA濃度と波長 260nmと280nmの吸光度の
比（optic density，以下，OD比）を求めた．DNA濃度お
よびOD比の測定は吸光度計（Gene QuantⅡ，ファルマ

ホルマリン固定標本のホルマリンを捨て，細切し，70％，80％，90％，100％エタノールを用いてホルマリンを充分に除去する 

 

エタノールを捨て，TNEA 8M Urea bufferを加える（室温） 

 

Proteinase Kを添加（最終濃度が0.5   g/   lとなるように調節） 

　Incubation（37℃，24h） 

さらにProteinase Kを添加（最終濃度が1   g/    lとなるように調節） 

　Incubation（37℃，72h） 

 

　遠心（5,000rpm，5min，室温） 

それぞれの水層を同じチューブに集め，エタノール沈澱法によりDNAを回収し，50   l の TEにて溶解する 

µµ

µµ

µ µ

上清 

PCI処理を3回行う 

 

CIA処理を3回行う 

沈殿物 

Proteinase K最終濃度が1   g/   l の TNEA 8M 
Urea bufferで沈殿物を消化（37℃，72h） 

 

PCI処理を3回行う 

 

CIA処理を3回行う 

µ

Fig.1 Protocol of proteinase K method
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8µl， 10× Ex Taq BufferTM（ Mg2 ＋ 20mM含 有 ）
（TAKARA）；10µl，forward primer；最終濃度0.5µM，
reverse primer；最終濃度0.5µM（Table1），TAKRA Ex
TaqTM（TAKARA）； 0.5µlを，超純水で合計 100µlと
し，PCR反応は first PCR，nested PCRともに94℃で1
分加熱した後，94℃で1分，60℃で1分，72℃で1分30
秒の反応サイクルを30回行い最後に72℃で7分反応させ，
4℃で保存した．

3・ 3 電気泳動

PCR後の反応液 5µlおよび，サイズマーカーとして
100bp DNA Ladder（TAKARA）約50ngを1.5％アガロ
ースゲルにて100V，30分間電気泳動を行い，エチジウム
ブロマイド溶液にて染色した．染色されたアガロースゲル

にトランスイルミネーター（DUAL-INTENSITY TRAN-
SILLUMINATOR，フナコシ）で紫外線を照射し，増幅さ
れたDNA断片をバンドとして確認した．

3・ 4 塩基配列解析

塩基配列の決定に用いるシークエンスプライマーはnest-
ed PCRの forward primerを用いた．反応溶液はシークエ
ンスプライマー；3.2pmol，テンプレートDNA；500ng，
プレミックス（ABI）；7µlを超純水で20µlに調節したも
のを用いた．シークエンス反応は96℃で1分加熱した後，

96℃で10秒，50℃で5秒，60℃で4分の反応を25サイ
クル行い，4℃で保存した．その後エタノール沈殿により得
られたシークエンス反応後の試料をTemplate Suppression
Reagent（ABI）； 25µlで溶解し，95℃で 2分加熱した
直後に on iceで急冷させたものを，ABI PRISMTM 310
Genetic Analyzer（ABI）を用いて解析した．

4 結 果

4・ 1 ホルマリン固定ラット肝組織からのDNA抽出
（Fig.2）

方法1の結果は，DNAの濃度が，1hでは244ng/µl，1d
では 184ng/µl，1wでは 73ng/µlであり，1ヶ月間以上固
定したものは1ng/µl以下であり測定機器の測定限界を下回
っていた．OD比は 1ｈが 1.93，1dが 1.97，1wが 1.94
であり，1ヶ月以上固定されたものはOD比が2.00を超え
ていた．

一方，方法2の結果は，DNA濃度が，1hでは516ng/µl，
1dでは417ng/µl，1wでは414ng/µl，1mでは290ng/µl，
3mでは269ng/µlであり，3ヶ月間の固定でもDNAの抽
出が可能であった．また，OD比は1hが1.84，1dが1.87，
1wが1.89，1mが1.88，3mが1.87であった．

4・ 2 EAOH疑いホルマリン固定ヒト脳組織由来DNA
のnested PCR

抽出されたDNAの濃度はEAOH疑い症例，NCともに
34ng/µlであり，OD比はそれぞれ1.68と1.67であった．
また，再現性を検討するために方法 1でのDNA抽出も行
った．その結果，抽出されたDNA濃度はEAOH疑い症
例，NCともに1ng/µl以下であり，機器の測定限界を下回
っていた．OD比は2.00を超えており，1ヶ月以上ホルマ

Fig.2 Concentration of DNA extracted by using DNA extraction
kit and proteinase K method
The concentration of DNA extracted by using proteinase K
was higher. The DNA concentration decreased as fixative
time became longer.

Fig.3 Agarose gel electrophoresis of first and nested PCR prod-
ucts
Amplification products were electraphoresed on 1.5%
agarose gel, stained with ethidium bromide and pho-
tographed with UN light. Lane M was a 100bp size marker.
Lanes 1 to 4 were amplification products of aprataxin
exon5 by first PCR and lanes 5 to 8 were amplification
products of aprataxin exon5 by nested PCR. The DNA
from normal human peripheral leukocytes was used as the
positive control (lanes 1 and 5). Lanes 2 and 6 were ampli-
fied under the same PCR conditions, except distilled water
was used instead of genome DNA (negative control). Lanes
3 and 7 were amplification products of aprataxin exon5
from the suspected EAOH sample. Lanes 4 and 8 were
amplification products of aprataxin exon5 from Normal
Control (NC).

Table 1 Primer sets of aprataxin exon5

first PCR
forward primer 5'-gtctgtttccttctcttgt-3'
reverse prime 5'-ggagccagcagcactacc-3'

nested PCR
forward primer 5'-agcactacccacctggctta-3'
reverse prime 5'-cgttaccattggctggtctt-3'
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リン固定したラット肝組織と同様の結果を示した．電気泳

動による，目的部位の増幅の結果，first PCRでは10％ア
ガロースゲルの電気泳動とエチジウムブロミド染色による目

的部位の増幅はみられなかった．nested PCRでは，189bp
付近に目的部位の増幅が確認された（Fig.3）．

4・ 3 シークエンス（Fig.4）
遺伝子解析の結果はEAOH疑い症例およびNCともに，
解析可能であった．本研究対象のEAOH疑い症例におけ
る，aprataxin遺伝子エクソン5には，過去に本邦で報告さ
れている617番目のCのTへの点変異（以下，617C→T），
689番目のTの1塩基挿入（以下，689ins T）の変異 9）は

みられなかった．また，エクソン5全体において，変異は
みられなかった．

5 考 察

本研究ではまず，ホルマリン固定ラット肝組織より，高

濃度，高純度のDNAを抽出する方法を検討した．3ヶ月

間ホルマリン固定したラット肝組織からのDNA抽出では，
proteinase K，PCIおよびCIAを用いたDNA抽出方法で
ある方法 2の方が，簡易DNA抽出キットを用いた方法 1
よりも，より高濃度のDNAを抽出することができた．そ
の原因として，簡易DNA抽出キットを用いた方法では，
ホルマリン固定によるタンパク変性のため，チオシン酸グア

ニジンによる，DNAを含むラット肝組織タンパクを十分に
破壊することができなかったことが考えられる．proteinase
Kの消化反応時間と，DNAの回収率を比較した研究では，
proteinase Kの消化反応時間が長いほど，DNAの回収率
が高かったことが報告されている 14）．また，Kim3）はホルマ

リン固定組織に対し凍結と融解を繰り返し，繰り返しの数

が多いほどホルマリン固定組織からのDNA抽出が高かっ
たことを報告している．つまり，ホルマリン固定組織から

のDNA抽出を考えた場合，充分に時間をかけて，ホルマ
リンにより変性したタンパクを消化しなければならない．方

法 2では，proteinase Kの消化反応時間を合計 96時間と
比較的長く設定し，更に，遠心分離された沈殿物に対して

Fig. 4 Results of sequence of aprataxin exon5
Electropherograms of the case with suspected EAOH (top panel) and control (lower panel) sequences. Arrows point to 617C and
689T. The reported mutations9) were not identified.



44 菊池真，舘延忠，小塚直樹，二宮孝文，小林正裕，堀本佳誉，内田英二，佐々木公男，辰巳治之，武田秀勝

もproteinase Kの消化を行った為，DNAを含む肝組織タ
ンパクが十分に破壊され，DNAの回収率が方法 1と比べ，
高かったものと考えられる．また，OD比は方法 1が1.93
から2.00以上であり，DNA以外の不純物が多く存在して
いる事が考えられた．方法 2のOD比は1.84から1.87の
範囲であり，DNAのOD比とほぼ一致した．
しかし，本実験結果も過去の報告と同様に，ホルマリン

の固定期間が長いほどDNAの回収率が低かった．特に，
EAOH疑い症例の剖検ホルマリン固定脳は2年間ホルマリ
ンにより固定されていたため，回収量が極度に少なく，ホ

ルマリンのDNAに対するホルマリン毒性 4）の影響を完全

に除去することはできなかった．

今回の実験では，proteinase Kを用いた方法 2で，2年
間ホルマリン固定された脳組織から，分子生物学的解析に

可能なDNAを回収し，nested PCR法でのDNAフラグメ
ントの増幅も可能であった．前述した通り，ホルマリンは

DNAのプリンを切断することから，ホルマリン固定組織か
ら高分子DNAを抽出することは困難である．ホルマリン
は1週間ほどで，DNAの破壊を開始し 5），特に数年間ホル

マリン固定された試料から抽出されたDNAは，増幅が困
難であることが報告されている 6）．本研究でも，first PCR
では，目的部位の増幅確認が困難であった．この原因とし

て，長期のホルマリン固定によるDNAの切断が，PCR法
における完全な鋳型DNAの量を減少させ，その結果，first
PCRよる目的部位の増幅を困難にしていることが考えられ
た．また，first PCRよりも狭い範囲のプライマーセットを
用いたnested PCRでは，first PCRにより増幅された目的
領域を含む部分を鋳型DNAとして用いたため，アガロー
スゲルでの電気泳動とエチジウムブロマイド染色により，

目的領域の増幅の可視的観察が可能であったと考えられた．

本研究において塩基配列の解析を行ったEAOH疑い症例
では，aprataxinエクソン5の領域において変異は観察され
なかったが，塩基配列決定の結果は，充分に解析可能であ

った．現在のところ，ヒトホルマリン固定組織からDNA
を抽出し，塩基配列の解析を行った報告は少ない．本実験

の結果は，変異を同定することはできなかったが，今後，

ホルマリン固定組織を試料とした塩基配列の決定に役立つ

可能性があるものと考えられる．
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