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概要

免疫染色法は分子レベルで病理組織の検索を可能
にする点で、きわめて重要な技術である。今回私が
検討した免疫二重染色法は、組織切片上で複数の分
子の局在を同定できるので、特に有用性が高い。目
標とする分子（抗原）の存在を可視化するためには、
検出に用いる抗体を、酵素または蛍光物質で標識す
る必要がある。前者は酵素抗体法、後者が蛍光抗体
法である。本研究では、免疫二重染色について、酵
素抗体法と蛍光抗体法の長所と短所を検討した。
酵素抗体法では至適条件の設定に時間を要するが、
組織全体の把握に優れていた。一方、蛍光抗体法は
染色条件の設定が容易であり、また共焦点レーザー
顕微鏡を用いることにより、細胞内の微少器官レベ
ルで抗原の局在を精密に決定することが可能であっ
た。

１．はじめに

病気の原因を知るために、ある特定の細胞やタン
パク質が体内のどこに存在するか検索することは重
要である。小児科研究室では病的タンパクの存在部
位を病理組織学的に検討することで、先天性疾患の
診断に役立てている。
免疫染色法とは、免疫（抗原-抗体）反応を利用し
て、特定の物質（抗原）の存在部位を明らかにする
方法である。実際には組織切片に抗体をかけて抗原
と結合した抗体の存在部位を染め出し、顕微鏡で観
察する。この方法により、分子レベルで組織切片の
観察が可能になる。
抗体を目で見えるようにするために、種々の物質
で標識された抗体を使用する。ペルオキシターゼや
アルカリフォスファターゼ等の酵素で標識された抗
体を用いて、光学顕微鏡により明視野で観察する方
法を酵素抗体法と呼ぶ。蛍光物質で標識された抗体
を用いて蛍光顕微鏡や共焦点レーザー顕微鏡などで
観察する方法は蛍光抗体法である。重金属で標識す
れば、電子顕微鏡による観察も可能である。
さらに同一切片上で複数の物質を同定する場合に
多重免疫染色法が用いられる。この場合には異なる
標識物質や、酵素反応の基質を変えることによって、
２種類以上の抗体を識別し、複数の目的物質の存在
部位を染め分けることが可能になる。技術的な制約
から二重染色法が多用されている。

２．目的

光学顕微鏡レベルで免疫二重染色を行う方法とし
て、通常の光学顕微鏡で観察する酵素抗体法と、蛍

光顕微鏡で観察する蛍光抗体法がある。本研究では、
この両者を行い、その長所、短所を検討したので報
告する。

３．方法

　酵素抗体法（二重染色）
パラフィン切片を脱パラフィン後、内因性ペルオ
キシターゼのブロッキングを行い、一次抗体を反応
させた。洗浄後、ペルオキシターゼで標識された二
次抗体を反応させた後、ニッケル-ジアミノベンジジ
ン（DAB）で発色させた（１回目の染色、青色に発
色）。さらに別の抗原を検出するために、異なる特
異性を有する一次抗体、二次抗体と反応させ、DAB
で発色させた（二回目の染色、茶色に発色）。封入
後、顕微鏡で観察した。

蛍光抗体法（二重染色）
パラフィン切片または凍結切片を用い、二種類の
異なる動物種由来の抗体を混合した一次抗体と反応
させた。洗浄後、Cy3、Alexa488等で蛍光標識され
た二次抗体を混合して反応させた。洗浄後封入し、
蛍光顕微鏡や共焦点レーザー顕微鏡で観察した。
免疫染色法における条件設定には、まず陽性、陰
性コントロールを用意して、内因性ペルオキシター
ゼのブロッキング法や抗原賦活化法の選択、一次抗
体の希釈倍率、二次抗体の特異性の検討を行った。
さらに種々の切片を用いて、酵素抗体法と蛍光抗体
法の違いを検討した。

３．結果と考察

　染色法についての検討
酵素抗体法では、
１． 内因性ペルオキシターゼをブロッキングする
ために過酸化水素の濃度や反応時間を変えて
検討する必要があった。
２． パラフィン切片では、しばしば抗原性が低下
しており、このため抗原の賦活化が必要な場
合が多かった。抗原賦活化法には、マイクロ
ウエーブ処理とプロテアーゼ K 処理を用いた。
一次抗体の種類ごとにどちらが適切か検討し、
さらにその至適条件を決めるために、マイク
ロウエーブの温度や時間、プロテアーゼ K の
温度、反応時間を細かく検討する必要があっ
た。しかもこの条件設定は、標本ごとに変え
る必要があった。
３． 一次抗体の濃度は、陽性コントロールと陰性
　　コントロールを見比べながら、細かく検討し
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た。
一方、蛍光抗体法では１は不用で、２ではマイク 　
ロウエーブ処理のみが可能で、検討項目が少なく、
３の一次抗体の希釈濃度も、細かく検討する必要が
なかった。

顕微鏡観察での検討
酵素抗体法では、通常の明視野下での観察が可能
であり、組織の構築の全体像が容易に把握できた。
さらに対比染色を行えば、説得力の高い像が得られ
た。また、標本は長期間保存が可能であった。
蛍光抗体法では、見慣れていないと、組織の全体
像の把握が困難であった。しかし、抗原の局在を精
密に決定することが可能であった。特に、コンピュ
ーターを用いて異なるフィルターで撮影した写真を
重ね合わせることにより、二種類の抗原が同じ場所
に存在するのか、異なる場所に存在するのか明瞭に
示すことができた。さらに共焦点レーザー顕微鏡を
用いれば、細胞内の微小器官のレベルで、抗原の局
在を決定することが可能であった。

以上から、酵素抗体法は組織レベルでの観察に、
蛍光抗体法は細胞レベルでの観察に有用な免疫二重
染色法であることが判明した。
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