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Abstract 

A combination of enzyme histochemistry and immunology opened 'a new era of cyto-and 

histochemistry， i. e. enzyme immuno-histochemistry. With this newer technique， it became possible 

to visualize under the ordinary microscope a number of gene products as long as appropriate 

antibodies against these were available. 

In this review， the authors tried first to summarize the current knowledge on the molecular 

and cytologic events associated with cell proliferations. These included the chromatin changes 

during S and M phases， nucleolar alterations by the action of the nucleolar organizer region 

(NOR) ， and various growth factors， receptors and intracellular information transmitting systems 

for the cell proliferation. 

Secondly， various histo-and cytochemical methods for visualization of these molecules were 

reviewed with regard to their principles， advantages and disadvantages and technical feasibilities. 

The discussions and considerations were illustrated by the microsopic photographs by the alkaline 

phosphatase-labeled avidin-biotin method followed by hexazotized new fuchsin coloration 

technique developed by one of the authors. 

Thirdly， a combination of enzyme immunohistochemistry and recently developed techniques of 

molecular biology， i. e. DNA hybridization and DNA amplification with polymerase chain reaction 

(PCR) ， was discussed in theory and practice. The combination of DNA hybridization method and 

enzyme 即日unohistochemistryresulted in the in situ hybridization (ISH) method， and it was 

demonstrated that the method worked beautifully when used in conjunction with alkaline 
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phosphatase-labeling and new fuchsin coloration with methylgreen counterstain. 

The PCR method was superb for the in vitro amplification of a gene and its detection. For its 

application to ISH， however， there were several basic problems to be solved and these were 

discussed together with future prospects of its potential applicabilities. 

I.はじめに

動物のかたちと構造をより詳細に知りたいという欲求が，解剖学，組織学，細胞学への発展を

うながし，技術的にはルーペ，光線顕微鏡，電子顕彼鏡の開発をもたらした。他方，はたらきを

知りたいという欲求は，生理学，生化学，分子生物学への発展をうながし，それを可能にするさ

まざまな技術を生みだしてきた。

しかし，元来かたちとはたらきは一体をなすものであり，形態のなかに機能を見たいという欲

求は，時代を通じて常に存在した。それが生理解剖学，組織化学，細胞化学などと呼ばれる学問

である。

本稿では細胞の増殖という動的な過程について，それに関連する分子および遺伝子の変化につ

いて知見を要約し，このような機能的作用を形態学的にとらえるための方法とその具体例およぴ

将来的展望について述べる。

最初に細胞増殖に伴う細胞の形態的および分子レベルでの変化を要約し，ついで，これらの変

化を免疫反応を媒介としてとらえる免疫組織化学(immunohistochemistry，IHC)法，その発展

型である酵素免疫組織化学法について述べる。遺伝子の検出には，遺伝子プロープの

hybridization法と目標とする遺伝子の増幅が必要であり，その方法としての insiftt 

hybridization (ISH)法およびpolymerasechain reaction (PCR)法について原理と方法を述べ，

最後に IHC法， ISH法， PCR法の組み合せにより何が可能なのかを考察する。

この研究の三分の二については，著者らの技術は確立しているが，残り三分のーについてはま

だ未完成であることをあらかじめお断りしておきたい。

n.細胞増殖に伴う細胞の変化1.2，3)

A.細胞増殖とは

成人したヒトの体は，約60兆個の様々な形態を持った細胞から成り立っているが，これらの細

胞は，適切な細胞増殖の調節を受けながら身体全体を一定の状態に保っている。その増殖様式に

は，1)創傷治癒における繊維芽細胞や血管内皮細胞，部分切除後の残存肝の肝細胞などのよう

に，親細胞が二つの娘細胞に分裂し，その娘細胞がまた親細胞になって，増殖を続けるもの，

2)血球系細胞のように増殖しながら分化していくもの， 3)上皮細胞のように基底部の細胞が

分裂を繰り返し，補充を行っていくもの，などがある。まれには，組織や臓器の性状の形態限界

を超えて増殖するものもあり，これは良性腫蕩や癌としてヒトの体を蝕むようになる。

こういった増殖様式に違いはあるが，細胞は一定の段階をふんで増殖していく。それが細胞周

期であり，そこで重要なことは遺伝子の複製と分配の過程である。前者を細胞周期の S期

(synthesis) と呼ぴ，後者をM期 (mitosis) と呼ぶ。(図1)

M期を終えて次の S期までの聞を G1期と呼ぴ S期から M期までを G2期と呼ぶ。 Gは

ギャップの意味である。 M期以外の期間は，分裂から分裂までの問という意味で間期

(interphase) とも呼ばれる。これを Go期と称することもある。 M，G1， S， G2の各時期の

区分がはっきりしているのが，真核細胞の増殖の特徴である。真核細胞とは，核膜につつまれた

核をもっ細胞で，細菌のような核のない原核細胞と区別される。 M，S， G2を足した時間は，
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図l.細胞周期.増殖細胞は細胞周期とよばれるサイクルをまわっている。

体の大部分の細胞は増殖を停止し， Go期とよばれる状態になっている。

(文献3)より一部修正)

動物の種や臓器により一定しており，このため細胞増殖の調節においては， G1期が重要な役割

を果たしている。

1.細胞増殖のそれぞれの過程

S期

間期の DNAは，核内の塩基性タンパクであるヒストンと結合してクロマチン(染色質)と呼

ばれる数珠状構造(ヌクレオソーム)をなしている。 S期に入ると， DNA合成に関わる酵素群

(DNA polymerase) の働きにより， DNA合成が始まる。 DNA合成は，一つの DNA分子に数千

から数万ある複製単佐(レプリコン)毎に複製が始まる。このため超徴形態学的に複製の過程が

抱構造として観察できる。

DNA複製はまずユークロマチン(正染色質，転写活性の高い部位)から始まり s期後期に

なってヘテロクロマチン(異染色質，転写の不活性な部位)の複製が始まる。細胞学的にはヘテ

ロクロマチンは塩基性色素でよく染まり，光線顕徹鏡で頼粒状あるいは網目状に見えるので，俗

に核クロマチンと呼ばれている。

M期

M期は，便宜上，前期 (prophase)，前中期 (prometaphase)，中期 (metaphase)，後期

(anaphase) ，終期Ctelophase) の5つの段階にわけられている。
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前期 (prophase)

間期に分散していたクロマチンのヌクレオソームは，ゆっくりと凝縮し，染色質フィラメント，

染色質糸の段階をへて，形の定まった分裂期染色体を形成するにいたる。同期染色体のヌクレオ

ソームの長さは平均約 2cmあり，ヌクレオソームの圧縮により，染色質フィラメントのループ構

造をへて，もとの DNAの長さからすると 1万分の 1に凝縮されている。各染色体は，これに先

立つ S期に複製されて 2本の姉妹染色体となっており，姉妹染色体どうしはそれぞれの染色体の

中央部にある，セントロメアとよばれる領域でたがいに付着している。染色体が凝縮する問に核

小体が分散し始め，徐々に消失する。核小体は染色体の短碗に存在する核小体形成体 (nucleolar

organizer region， NOR)の集合により形成されているので，染色体の分散は必然、的に核小体の消

失をもたらす。ヒトの NORは第13，14，15，21，22染色体に位置し，合計10個存在する針。

前期のはじめに，細胞骨格(cytoskeleton) の一部をなしていた細胞質微小管 (microtubles)

が消失し，これを構成していたタンパク分子チュープリンの大量のプールが生じる。これらの分

子は分裂装置の主要因子，つまり紡錘体 (mitoticspindle) の形成に再使用される。紡錘体は主

として微小管からなる双極性の繊維状構造で，まず核の周辺で会合を始める。この紡錘体形成の

中心となるのは，中心小体 (centriole)で直径は約0.2μmである。細胞にはもともと 1対の中

心小体があり s期の直前に複製されて 2対となる。それぞれの対は分裂中心の一部となり，そ

こが星状体 (aster) の中心となって，放射状に並んだ微小管群を形成する。 2個の星状体は，

はじめは核膜のそばに並んで存在しているが，前期の終わりまでにこの 1対の星状体を結ぶ極微

小管の束(光線顕微鏡で見える極糸， polar fi bers)が急速にのびて，ふたつの星状体を核に

沿って急速に押し離していく。こうして，双極性の紡錘体が形成される。なお前期では核膜は残

存している。

前中期 (prometaphase) と中期 (metaphase)

前中期には，核膜の消失がおこり，それにつづいてはっきりした紡錘体が急速に出現する。核

膜はこわれて膜の断片となり，小胞体 (endoplasticreticulum)の小片と区別がつかなくなるが，

その断片は有糸分裂の聞をつうじて，紡錘体の周辺に残っている。核の外側にあった紡錘体は，

この時期になるともと核の存在した領域に入る。動原体 (kinetochore) とよばれる特殊な構造が

セントロメアの両側に生じ，そこに動原体糸または動原体微小管とよばれる特別な一群の微小管

が付着する。これらの繊維は，各染色体の両側面からたがいに逆方向に，紡錘体極に向かつて放

射状にのぴ，両極の紡錘体から発する微小管とスライデイング・タンパクの作用で相互作用し，

互いに中心体または動原体に到達するのを助ける。

前中期での動きの結果，染色体はセントロメアがすべて一つの平面上に並ぶように整列する。

この面を赤道面という。染色体は紡錘体極の中間に並び，染色体の長軸は紡錘体の長軸と直角に

配置する。各染色体には対になった動原体があり，そこに付着した繊維が紡錘体の両極に向かつ

て引っ張り，染色体は赤道面上に保たれている。(図 2)

後期 (anaphase)

分裂中期で赤道面に並んだ染色体は後期において一斉に両極に分離・移動する。後期はまたA，

Bの2つのステージに分けられる。後期Aには，染色体は動原体微小管が短縮することによって

中心小体にヲlっ張られるようにして移動する。この間，両極に位置する中心小体間の距離は一定

のまま動原体微小管が短くなり，その結果，染色体が中心小体側に分離・移行する。後期Bでは，

中心小体問の微小管が伸長することによって極問の距離が増大し，二極に分かれつつある染色体
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図2. M期の紡錘体の構造と凝縮染色体(文献3)より引用)

がさらに引き離される。この結果，ふたつの中心小体を長軸として細胞は楕円形を呈するにいた

る。(図 2)

終期 (telophase)

分離した娘染色体が極に到達すると，動原体糸が消失する。極糸(微小管の束)はさらにのぴ

続け，これまで細胞質内に分散していた核膜断片が娘染色体のまわりに再集合し，新しい核膜が

再形成される。各染色体の凝縮していたクロマチンの巻戻しと分散が起こり，核小体がふたたび

あらわれ始める。これは染色体上に存在する NORの共同作用の結果である。

細胞質分裂 (cytokinesis)

細胞質は普通，後期の後半(後期B) または終期のいずれかの時期に分裂する。 2個の娘核の

問で，細胞中央部の膜にそって収縮環 (contractilering)が形成され，紡錘体の長軸に垂直に内

側に向かつて陥入し，分裂溝(c1eavagefurrow) を形成する。この溝は徐々に深くなって，紡錘

体残存物の細い束に接するようになる。こうしてできたせまい橋部，つまり中央体 (mid-body)

はしばらく残っているが，さらにせばまって最後には消失し，完全に分離した 2個の娘細胞とな

る。

2.増殖時のオルガネラの形態的変化・オルガネラキネシス

ミトコンドリアなどの細胞内小器官には DNAや核をもつものがあり，独自の核分裂やオルガ

ネラキネシスか守子在する。比較的大きな器官である植物細胞の色素体や粘菌のミトコンドリアで

は，その形態やしくみがかなりよく調べられており，植物ごとに定まった，様々のタイプの増殖，

分裂様式が報告されている。しかし，動物細胞などのミトコンドリアは細胞分裂に際して，娘細

胞に引き継がれていくが，その数的配分は核遺伝子のように厳密にコントロールされていない。

ヒトのミトコンドリア DNAについては1981年にその全塩基配列が決定されている5)。ミトコン

ドリアは自己複製のための環状 DNAをもち，この複製過程は細胞の周期とは同期していない。

ミトコンドリアの複製は，中間期に個々のミトコンドリアに関してはランダムに行われる。しか



- 44一 難波紋二・松尾晃

し，結果として細胞分裂前には，その数は終期における数の 2倍になっている。

なお，細胞当りのミトコンドリアの数は細胞の種類により著しく異なる。

B.細胞増殖関連分子

組胞周期の概要については上述したが，これが実際に作動するにあたっては，細胞増殖因子が

密接にからんでいる。細胞の増殖や成長・分化に関わる因子について Gospodarawicz (1976) 6) 

は， r in vivo. in vitroにおいて動物細胞の成長を促進するものであって，栄養物質でないもの」

という定義を下している。細胞の増殖因子(成長因子)として，最初に発見されたのは， Cohen 

ら (1954)7.8)による神経成長因子 (NGF)である。その後，今日までに30種類を超える増殖因子

が発見され，そのほかにも受容体蛋白，情報伝達系物質，増殖細胞抗原などが同定されている。

大まかな分類をすれば，1)ホルモンなどを含む増殖因子， 2)受容体群， 3)情報伝達系物質，

4) その他(増殖関連抗原など)に分けられる。また，癌遺伝子産物も同様に同定されている。

それらの物質がどのような機序ではたらくかはここではふれないが 目的物質の性質を知ること

は，後述の免疫組織化学的法応用の成否に関わる重要なことである。(表1)

表1.癌遺伝子産物の機能的分類

c-cmc ヒト染色体座 機能・産物 関連疾患・特徴

増殖因子 c-su 22p12-13 PDGF-β 
hst/KS llq13 FGF 食道癌、胃癌、乳癌での培幅
int-2 llq13 FGF 4シ

レセプター erb B-l 7pll-13 TPK， EGF-R 扇平上皮癌状，神腺経穆芽腫
erb B-2 17q21 TPK， EGFR類縁乳癌，胃管 癌，卵巣癌での増

中高
c-fms 5q31-32 TPK. CSF-I-R 骨髄性白血病，繊毛癌

非受容体型 c-abl 9q34 TPK 慢性骨髄性白血病の Ph+染色体
チロシンキナーゼ 転座部位

c-src-l 20q12-13 TPK 
c-yes-l 18q21 TPK 
c-fgr lp34-36 TPK B細胞でEBV陽性の時，発現

セリン・スレオ c-mos 8qll-22 S/T-PK 精巣に発現、卵成熟に関与
ニンキナーゼ c-raf-l 3p25 S/T-PK 胃癌，肝癌，肺癌

ras遺伝子群 c-Ha-ras-l llp15 GTPase 消化管癌、白血病
(GTP結合蛋白) c-Ki-ras-l 12p12 GTPase 点突然変異による勝癌，大腸癌，

大腸腺腫など
c-N-ras lp22/1pll-13 GTPase 急性骨髄(性点白血病，異急性リンパ性|

白血病 突然変)

核蛋白 c-myc 8q24 DNA結合蛋白 肺小細胞癌胞腫，乳癌での増幅 | 

N-myc 2p24-23 神経芽細
L-myc lp32 
c-隅:yb 6q15-24 DNA結合 急性骨髄性白血病 B細胞リンパ

腫
c-fos 14q21-24 AP-lと共役
c-eγbA 17q21 甲状腺ホルモンレ

セプター
c-Jun AP-l 

未分類 bcl-l llq13 鴻胞性Bリンパ腫染色体転座部
bcl-2 18q21 小胞体膜タンパク Bリンパ腫染色体転座部
dbl ぴまん性Bリンパ腫
lca ヒト白血球 胎児肝 Bリンパ腫

共通抗原
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写真リンパ節凍結切片の Ki-67に対する反応.
増娘細胞の核は濃く染まっている.ヘマト
キシリン核染色 (X480)

写真 2 リンパ節凍結切片中のトランスフェリ
ン・レセプター陽性の組織球.多くは膜表
面にあるが，一部は細胞質内に取り込まれ
ている.ヘマトキシリン核染色 (X690)

写真 1はG1期以後の細胞核に出現する抗原と反応する Ki-67抗体(モノクローナル)9)を用い

て，リンパ節のリンパ球を切片上で染色したのものである。細胞分裂像は見えないが，濃く染

まっている核が10%程度みられ，これらは細胞増殖の過程にある。 Ki-67の認識する分子につい

ては，今日のところ不明で、あるが，この抗体はGo期以外の細胞核と反応するもっとも広いスペ

クトラムをもっ抗体であることが，経験的に確かめられている10)。

トランスフェリン・レセプターU)は， G1期に細胞質の増大，つまり S期に先行し細胞内小器

官等の合成の充進に伴い， トランスフェリン12)の取り込みの必要性が生じるとともに膜表面に

発現される。しかしマクロファージのように本来鉄代謝に関与している細胞では Go期におい

ても発現されている o (写真 2)

m.細胞増殖関連分子及びその遺伝子の形態学的可視化について

細胞の増殖に関わる分子(増殖因子やそのレセプター，増殖抗原など)とそのアミノ酸配列を

コードする遺伝子の存在を組織形態学的に可視化することは，生物学や医学の発展に重要な意義

を持っている。生物学的な増殖機構の解明だけでなく，特に医学的応用，病理組織診断の分野で

はかなり頻繁に行われるようになっている 13，14，15)。生体内でうまく調節されている細胞が異常

に増磁する場合，つまり腫蕩や癌において指標となり得る分子の存在が組織中にみとめられ，か

っ細胞形態の特徴が確認できることが，病理組織化学に大きな貢献をもたらしている。

前者の増殖因子や増殖関連抗原，癌遺伝子産物などを形態学的にその場所で (insitu)可視化

する方法には，抗原に対する抗体の特異的な結合，すなわち抗原抗体反応(免疫反応)を用いた

免疫組織化学的方法(immunohistochemicalmethod，以下 IHC法)が有効である。もちろん，本

法が有効な場合は 1)検出を目的とする物質が抗原性を有し， 2)それに対して良質の抗体をつ

くることが可能であること，さらに， 3)その物質が形態観察用標本の作製過程で失われること

なし十分最の抗原性が維持される場合に限られる。増殖関連分子のなかでも糖鎖を有する糖蛋

白質などは，綴鎖に特異的に結合するレクチン18)を用いた検出が可能であるが，レクチンとの

結合後の可視化にいたる反応法などは抗原抗体法とほぼ同様であり，詳細はここでは取り上げな
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し、。

また，特定の塩基配列をもった遺伝子の形態学的検索には insihl hybridization法が確立され

つつある。

A.免疫組織化学的検出法

1930年代に始まった抗原・抗体タンパクに可視的マーカーを結合させ，顕{鼓鏡下で見ょうとす

る試みは. 1942年に Coonsらの蛍光抗体法19)が成功を納めてから，今日までに各種蛍光色素，

アイソトープ，酵素，フェリチン，コロイド金なとeのマーカーが開発され，光線顕償鏡や電子顕

微鏡下での観察を可能にした14)。特に酵素抗体法の開発20)は，蛍光顕依鏡のような特殊な装置

を必要とせず，アイソトープのような取扱いの危険性もすくないために，今日の免疫組織化学の

隆盛を呼ぶ原因ともなった。

前述のように，本法が有効なのは目的物質の抗原性とそれに特異的な抗体か存在し，その物質

の抗原決定基の形態観察用標本の作製過程での流失や変性が起こらない場合に限られる。このこ

とは，本法の応用に際しては，その目的とする抗原物質と使用する抗体や反応法の性質をいかに

良く理解することが重要であるかを示している。

l.抗体について

目標分子の抗原構造と結合する抗体については，その結合反応の特異性 (specificity，近縁物質

との交叉反応性の程度).親和性 (affinity)および力価 (titer)のいかんが，免疫染色の成功の

カギをにぎる重要な要素である 13)。免疫染色で用いる抗体には大別すると，ポリクローナル抗

体とモノクローナル抗体 (MoAb) とがあり，それぞれ長所短所をもっている。ポリクローナル

抗体は一般には抗血清とも呼ばれ，マウスやウサギに抽出精製物質を免疫して得られる血清もし

くはその免疫グロプリン分画である。これは認識する抗原決定基が複数であり，したがって免疫

染色に用いた場合に，目的分子に結合する抗体の数も比較的多くなる(従って親和性と力価は高

い)が，切片上に似かよった抗原決定基を持つ物質が存在することによる交叉反応 (cross

reaction)が起こりやすい(従って特異性が低くなる)。

これに対して Kohler& Milsteinら (1975)21)によるハイプリドーマ技術の確立によってもたら

されたモノクローナル抗体は，認識する抗原決定基(エピトープ)が単一のために特異性は高い

が，感度(親和性，力価)の点で劣ることがある。そのために例えば酵素抗体法では，後述の

PAP法. ABC法などを利用して総合的な検出感度を上げる工夫がなされている。むしろ，

MoAbの場合でも抗体のスクリーニングがきちんと行われていないと，偶然にも他の物質に同じ

抗原決定基が存在すれば，完全な共通反応 (co-reaction) を生じ得る。また，通常のパラフィン

切片ではホルマリン等の固定剤，脱水剤あるいは熱処理の過程で，抗原によっては変性するもの

もある。そこで市販抗体では，逆にホルマリン等を用いて変性させた後の抗原を感作に用いて力

価を高めたものもある。したがって MoAbと従来のポリクローナル抗体の利用に際しては，抗

原と抗体の特徴をよくつかんで用いることが重要である。

また，特に市販ポリクローナル抗体の場合，ロットによって，力価などに差が認められる場合

があり，注意を要する。

2.標識法と未標識法

車断哉または細胞レベルにおける抗原抗体反応は，そのままではもちろん抗体の存在は見えない

ので，なんらかの標識マーカーを必要とする。主なものには，蛍光色素，酵素，フェリチン，コ
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ロイド金などがある。抗原と反応、させる前に抗体をマーカーで標識しておくのが標識法である。

標識法は直接標識した抗体を用いるために，マーカーが反応の途中ではずれない限り，その所在

は確実に抗原抗体反応の部位を示す。この点で特異性が高いが，標識による抗体活性の低下が少

なからずあり 1抗体当り標識できるマーカー量に限界があるために感度の点で劣る。一次抗体

を標識しておくのを直接法と呼ぴ，二次抗体以後に標識抗体を用いるものを間接法と呼ぶ。間接

法の変法として多段階法がある。直接法は一般的に感度が低いため，免疫電顕法など超徴形態を

観察する場合や蛍光抗体法を除いてはあまり用いられていなし、。

免疫染色に先だ、つであらかじめ標識抗体を用意せず，標本内の抗原と結合した抗体を何らかの

方法で，その場で標識するのが未標識法である。標識法よりも検出感度を上げることができ，標

識による抗体の活性低下を避けられるのが特長であるが，抗原と結合した抗体のみを選択的に標

識する過程での特異性が問題になる。

未標識法において用いられるマーカーは標識法の場合と変わりはなく，主な方法には PAP

(peroxidase-antiperoxidase)法22) プロテイン A (protein A)法23)およびピオチン・アピジン

法24)，ABC (avidin-biotin complex)法25)など治宝ある。

3.蛍光抗体法について

蛍光色素を標識マーカーとしたものが蛍光抗体法19)である。

主な蛍光色素には，緑色蛍光を発するイソチオシアン酸フルオレイセン (FITC) と控色蛍光

を発するイソチオシアン酸テトラメチルローダミン (RITC) の2種類があり，この両方を用い

た二重染色もよく行われている。蛍光は紫外線によって励起された電子がもとの軌道に戻る際に

発するもので，励起光を照射すると色素は一定の波長を持った蛍光を発するが，その光は目に見

えて減衰していく。この点が蛍光抗体法の 1つの弱点となっているが，他のマーカーにない特色

として，微量抗原などが高コントラストで検出できるという利点がある。また暗い背景に明るく

輝く蛍光は，きわめて印象的である。しかし，組織や細胞によっては自己蛍光を発する場合があ

り，フィルターの組合せによりこれをカットしなければならない，蛍光抗体法は蛍光顕微鏡とい

う高価な特殊光学装置を用いなければならない，また作製標本が永久標本として保存できないの

で，そのつど写真撮影をしておく必要がある，などの欠点がある。

4.酵素抗体法について

酵素タンパクを抗体標識のマーカーとして用いるのが酵素抗体法である。免疫染色に用いられ

る標識酵素にはおもにベルオキシターゼ (pox)26)やアルカリフォスファターゼ (ALP)27)，グ

ルコースオキシターゼ (GO)28)カfある。

酵素がマーカーとしての機能を発揮するのはその酵素活性によってであり，したがって酵素抗

体法による免疫染色法の特長は抗原抗体反応と酵素組織化学反応の 2段構えになることである。

酵素活性は最終的には発色性の不溶性沈着物として検出されるので，その後抗原と抗体の結合が

解離しでも，染色像は変わらず，標本の永久保存が可能となる(図 3)。さらに染色標本が通常

の光線顕微鏡を使って観察できることなど，簡便性にも優れている。

他方，酵素抗体法の問題点としては，組織内に含まれる内在性の poxやALPが非特異的染色

をもたらすことがあり，その活性を失活させなければならない。 GOは植物細胞のみに存在する

酵素で，動物細胞を対象とする場合には，このような問題は生じない。ただし発色カップラーと

して用いられるテトラゾリウム塩類は，粗大頼粒状沈着物を生じ，細胞レベルでの反応の局在性

はきわめて悪い。
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写真3: CD30が燦表面に陽性の反応性中皮絡砲.

ヘマトキシリン核染色 (X1200)

酵素抗体法

図3.蛍光体法と酵素抗体法における可視化の原

理の遠い(文献16)より引用)

写真 3は，肝硬変患者の腹水中に出現する反応性中皮細胞を CD30を認織する Ki-l抗体

(MoAb) を用い， ALP標識 avidin-biotin法29)で染めたものである。概純毛を含め中皮細抱の

細胞膜表面に限局した反応が認められる。周囲のマクロファージやリンパ球には全く共通反応が

みられない。

5.免疫電顕法について30)

電子顕微鏡を使えば，透過{象や走査{象において抗原物質の所在を超椴構造の上に捉えることが

できる。現在，行われている免疫電顕法は，

①4-6μmの固定後凍結切片上で抗原抗体反応を行う pre-embedding法，

②超薄樹脂切片上で抗原抗体反応を行う post-embedding法，

の二つの方法に大別される。①は IgGFabあるいは IgGFab'を用いた酵素襟識抗体法と組み

合わせて，②は POXをマーカーとして用いる PAP法や ABC法， protein A gold法31)などと組

み合わせて用いられている。

免疫電顕法は，特に細胞膜や細胞内小器官内の抗原局在の観察に優れている。

6.対照(コントロール)のとりかた

免疫染色の結果が陽性反応を示した場合，目的抗原の存在が直ちに証明されたと判断すること

はできない。それは，免疫染色に用いる免疫グロプリンあるいは酵素等の標識，架橋剤として用

いるピオチン，アピジンなどはいずれも抗原抗体反応によらずとも，組織や細胞標本と種々の機

序によって結合し得るからである。しかも酵素抗体法の場合は内因性酵素の阻害に失敗する可能

性もあり得る。また染色性が弱く特異的に染まっているのか，単なる・パックグラウンドすなわち

非特異的吸着によるものなのか判断ができない場合もある。そのために，その陽性像が確かに抗

原抗体反応の結果に基づくという証拠をそろえる必要が求められる。実験には必要に応じて，陰

性対照法 (negative control) もしくは陽性対照法 (positivecontroI)を加えて行うことが求めら
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れる。

陰性対照法の原理は，その反応系の抗体活性や抗原活性を意図的に低下あるいは消失させると，

それに相関して染色性が低下ないしは消失することを証明するものである。 PAP法やピオチン

ーアピジン法などの一次抗体が非標識である系では，一次抗体を除いた残りの段階を標本と反応

させ，それが標本と結合しないことを確認するというかたちでの陰性対照法がよく用いられてい

る。

陽性対照法とは，免疫染色の結果が陰性であった場合に，それが目的の抗原が存在しなかった

ためで，用いた抗血清や標識抗体には欠陥はなく，また反応条件や手技にも問題のないことを示

すために行われるものである。すなわち，あらかじめ検出を目的とする抗原と同じ抗原が確実に

含まれている標本に，同じ抗体で同一の条件下に免疫染色を行い，予測どおり陽性像が得られる

ことを確認する。実際には，各種抗原が含まれているのがはっきりした未染標本を作製・保存し

ておくという方法がとられている。

7.免疫組織化学の実際

ここでは，簡便性や汎用性の点から酵素抗体法を中心に，標本作製法，反応法，発色法につい

て大略を述べる。

7-1.標本作製法

組織化学では，組織の経時変化(自己融解)をさける，可溶性成分の拡散を防ぐ，露出哉形態を

保持する，などのために固定操作を要する。また.IHCでは特定の抗原構造に結合する抗体に

よってその局在を明らかにするので，標本作製の過程で目的とする物質の抗原性が失われてしま

うとその意味をなさなくなる。したがって最初の標本作製は最も注意が払われなければならない。

染色用標本には組織標本と細胞標本があり，前者にはパラフインや合成樹脂に包埋した組織切

片，凍結切片などがあり，後者には塗抹・捺印標本，培養細胞(単層培養細胞，浮遊細胞)など

がある。組織標本は固定→薄切→ガラススライドへの接着，細胞標本は，ガラススライドへの接

着→固定という操作を受けるわけであるが，目的物質にとって，適・不適の固定法があり，現在

までに様々な工夫が積み重ねられてきた。

(固定液)

固定液には，蛋白凝固剤と架橋剤の 2種類のものがあり，前者にはメタノール，アセトン，

5%酢酸/エタノールなどが，後者にはホルムアルデヒド (FA).グルタールアルデヒド (GA).

pーベンゾキノンなどがあり，両者を併用することも多い。小さな抗原などは架橋剤による固定

で最もよく保存される。 FAはGAより架橋力が弱く.IHCのためには GAよりよい架橋剤で，

細胞膜に浸透性を与え，制限された架橋のために免疫反応を阻害しにくい。市販のホルマリン液

(37% FA溶液)は IHCに有害と思われるメタノールを安定剤として含むので，解重合された

単量体のパラホルムアルデヒド (PFA)をもとにして FAを作製して使うべきである32)。架橋剤

による過度の固定は，抗原をマスクしてしまうので注意を要する。なおマスクされた抗原を掘り

出す(エッチング)のに， トリプシンやペプシン，プロテナーゼ Kなどが用いられることがあ

る33)。

(組織標本作製法)

パラフイン切片は包埋まではおろか抗体反応までの過程で様々な薬品や加熱の処理を受け，最

も抗原性を失い易い。また，脂溶性抗原には使用できない。したがって新たに免疫染色用標本を

作製する際には，抗原に応じた固定・脱水法を選択するなどの点に留意することが望まれる。一

般には10%ないし20%の緩衝ホルマリン中で，半日から 2日ほどの固定が行われているが，強度
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写真 4: C020陽性の B細胞の集合からなる悪性 写真 5:同一標本の拡大.リンパ経絡組撲の磁性
リンパ腫.ヘマトキシリン核染色 (X30) 反応がみられる.陰性のT紹胞がかなりま

の固定は抗原性の低下をもたらしやすい。

じっている.ヘマトキシリン核染色
(X300) 

写真4にホルマリン固定パラフィン包埋材料で波胞性リンパ腫を L26抗体で染めたものを示す。

陽性細胞が小結節を形成している。 L26抗体制oAb)は日本で開発されたのもので， PanB抗原

(C020)を認識するもっとも有用な抗体として世界的に評価されている。

写真5はその強拡大でB細胞の膜によく限局した反応がみられ，反応陰性のT細胞や組織球と

の鑑別は容易である。

凍結切片は，パラフィン切片に比べて形態の保存の程度はやや落ちるが，抗原の移動，流出，

失活は最小限に抑えられ，ある種のリンパ球表面抗原などはこの方法でないと同定できない。代

表的な作製法には，未固定凍結法， PLP固定凍結法， PFA固定凍結法などがある。いずれも o.
C.T. Compoundに包埋して，急、速凍結を行う。

AMeX包埋法は，ホルマリン固定パラフイン包埋切片と同様な形態を保ち，通常のパラフイン

切片では同定できない多くの抗原を検出できる包埋法である34)。

これら樹脂包埋試料は， ミクロトームで3-5μmの切片にした後，卵白などで処理したスライ

ドグラスに貼付した後，よく伸展させる。気泡ができた場合は，その部分に非特異的染色をもた

らすことが多いので気をつける。スライド用コーティング剤には卵白アルブミンの他にグルタル

アルデヒド (GA)，ゼラチンなどがあるカミパラフィン切片に対して，抗原性の斌活化のために

タンパク分解酵素処理を行うことが多く，これらの接着剤では剥離をきたす恐れがあるので，ネ

オプレンや poly心ーlysineなどが用いられる。アミノ酸ポリマーの場合，スライドは長期保存が

できない欠点がある。

(細胞標本作製法)

塗抹・捺印標本:末梢血等の場合には直接ガラススライドに塗抹し，急速風乾後，適切な固定

処理が行われる。組織や臓器の割面からの捺印襟本も同様に処理する。血液等の場合，比重遠心

法を利用して特定の細胞群だけを選別後，塗抹標本を作製することも行われている。

写真 6に捺印標本の C03染色の例を示す。 C03はT細胞表面に存在する分子 (T3)で T細

胞レセプターと共同して働き，抗原認識に必要な分子である35)。材料はT細胞性リンパ腫で大

型の腫蕩細胞と小型の正常T細胞が陽性だが，混在する B細胞は陰性である。

培差細胞襟本:接着性の培養細胞は必要に応じて風乾するか，あるいはすぐさま固定作業に入
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写真 6 リンパ節の捺印標本の CD3に対する反 写真 7 有毛細胞白血病の CD20に対する反応.
応.ヘマトキシリン核染色 (X900) 細胞遠心標本.ヘマトキシリン核染色

(x 1000) 

る。浮遊細胞等は PBSで、洗った後，コーティングしたガラススライドに Cytospinを用いて遠心

力で貼りつける。 Cytospinがない場合でも，浮遊固定後に自然沈澱を利用して接着させる方法

もある36)。また，遠心して適度に濃縮した細胞懸濁液を塗抹しでもよい。

写真 7は有毛細胞白血病の牌臓から比重遠心法で抽出した有核細胞を. Cytospinを用いてガ

ラススライドに貼つけたのち. L26抗体で染めたものである。白血病細胞表面の毛状突起に陽性

反応がみられ，混在する小型リンパ球は陰性である。

組織部位や目的物質において望ましい固定・処理法があるので，標本に応じた処理を確定して

マニュアル化しておくことが必要である。

7-2.抗体反応

図4に筆者らの用いている ALP標識 avidin-biotin法の模式図を示す。抗体の希釈率は抗体過

剰域でありうる限度内で出来るだけ希釈したものが用いられ，これによってその抗体に多少とも

混入している交叉反応性抗体による染色性が減弱し，また免疫グロプリン自体の非特異的な組織

結合性が減少する。

また，抗原との反応は反応温度にかかわらず，ほほ30分-1時間で飽和に達する37)。

正常動物忠清 各種抗体 ピオチン標識抗体 ALP標議アピジン ニューフクシン発色

l:Ld. d......d d......d l:Ld. 
1)マスキング操作 2)一次抗体の絡会 3)二次抗体の絡会 4) ALP傍議アピジン 5) ALPの発色

の結合

図4.ALP標識avidirト biotin法(難波法)の反応模式図(文献76)よりヲ|用)
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7-3.発色

マーカー酵素には，前述のように POXやALPが主に用いられている。前者は過酸化水素を基

質として用い，ジアミノベンチジン (DAB) を酸化させる反応(褐色産物を形成，発癌性の問

題あり 38)) で，後者は，ナフトーlレーAS-リン酸やナフトーJレーAS-BIーリン酸等のナフトール体

を基質として用い，ファースト レッド TR (赤色反応産物をつくる，ただし有提溶媒に溶け

る)，ニューフクシン(有機溶媒に溶けない赤色反応産物をつくる)や，ファースト ブルー

BBN (有機溶媒に溶ける青色反応産物をつくる)等のジアゾニウム系の発色剤が用いられてい

る。この論文で掲げた免疫染色の写真はすべて ALPを標識とし，発色にはナフトール-AS-BI-

リン酸とニューフクシンを用いてある。この方法の特徴はカラーコントラストがよく，局在性も

すぐれている点にあり，次第に POX法に代りひろく用いられつつある。

7-4.非特異的染色の防止

内因性酵素の阻害

組織によっては標識として用いる POXや ALPを内因性に保有している。例えば， ALPはあ

る種の腫蕩細胞だけでなく血管内皮ゃいくつかの上皮細胞で活性がみられる。これら内因性の酵

素活性を阻害するために， POX法では過酸化水素で， ALP法では L-レパミソールで処理を行う。

正常のマクロファージには若干の ALP活性があるが，写真3では， L-レパミソール処理のため，

これは完全に抑制されている。 POX法を用いた場合の難点は，固定後の一次抗体反応前に酵素

活性を阻害するために，少なからず抗原活性を損なうことである。この欠点を補うために基質液

にアジ化ナトリウム (NaN3)を加えて，内因性酵素を阻害する方法もとられている。 ALP法の

場合は，酵素反応を行うときに阻害すればよいので，それまでの抗体反応には何ら支障はない。

しかし，腸管上皮や子宮内膜に存在する腸型 ALPアイソザイムに対してはレパミソールは無効

である。その理由は標識用 ALPが仔ウシの腸管由来だからである。 L-フェニルアラニンは，腸

管型 ALPの阻害剤であるから，これを用い標識 ALPを例えば腸管型アイソザイムに変えれば，

この点はクリアできる。パラフイン切片の場合は，固定包埋処理の段階で熱により ALPが失活

しているので，内因性ALPの回害操作は必要ない。

8. 限界と問題点

lHC法は物質の検出，同定法として優れた方法であるが，決して万能ではなく，またいくつか

の問題点を内含している。例えば，未だすべての物質に対して特異抗体の作製が成功するにはい

たっていなし、。 IgMは分泌型と膜型では膜接着部の一次構造が異なっているが，後者に対する抗

体の作製は目下のところ成功していない。他方，感度の向上や，より広範な検索によりこれまで

特異的とされてきた抗体にも新たな交叉反応が明らかになる場合もある39，40，41)。例えば， CDl5 

を認識する LeuMlやCD30を認識する Ki-l抗体がそうである。また，すべての抗原物質につい

て標本内固定法が確立されているわけでもない。また免疫染色法によって検出し得ても，それは

あくまで物質の抗原構造(エピトープ)の一部を捉えているに過ぎないのであって，そこに完全

な生理活性をもった分子としての物質が存在することを保証するものではない。すなわち免疫染

色が陽性の時，物質そのものを証明したのではなく，正確にはその物質の抗原性

Ummunoreactivity) を検出したと表現すべきなのである。さらに言うと抗原性の存在証明はそ

の物質がその場で生産されたことを証明するものではない。アルブミンや IgGのような低分子タ

ンパクは固定時の二次的浮遊により体液中から細胞内に移行することが証明されている。言い換

えると，抗原性は物質によってはきわめて不安定であり，加熱や固定液の作用を受け，経時的に
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容易に変化し，抗原性を減弱，消失することが多く，物質の存在そのものと必ずしも平行しない

のである。さらに，たとえ抗原性が保持されていても，抗体が接近しにくいような位置あるいは

状態にあれば必ずしも免疫染色によって検出されるとは限らない。逆に invivoでは存在しない

物質が捻出されることもある。したがって，免疫染色が陰性の場合は陽性の場合ほどの説得性を

もってその物質の不在を主張するまでには歪らないし，陽性の場合でもその解釈には慎重を要す

る。

B. in situハイブリダイゼーション法

スライドグラスに接着した細胞試料の上で核酸一核酸ハイブリッドを形成させ，特定の塩基配

列の局在部位を明らかにする insituハイブリダイゼーション法(以下 ISH) は， 1969年， Gall 

とPardueによって初めて報告された43)。当初は細胞中のウイルスゲノムの証明44)や，染色体上

におけるリボゾーム RNA遺伝子座の決定など，単位細胞当り多数のコピーを有し，なおかつプ

ローブとなる DNAあるいは RNAが精製可能な場合にのみ可能な解析法であったが，その後，

細菌のプラスミドを利用した cDNAのクローニング技術の発達とともに，その応用範囲は次第

に広がり，現在では，生体に存在するさまざまな生理活性物質， 11多飾・分解酵素，受容体タンパ

クの mRNAの細胞内局在の検出をはじめ，ウイルスの検出や染色体上の遺伝子マッピング46)な

どに次々と応用されている。

IHC i去においてはしばしば偽陽性，あるいは固定その他の処置により偽陰性の結果が問題にな

るのに対して，核酸構造はきわめて安定で， ISHではそのようなことは見られない。また， IHC 

法によれば，もしもタンパクを産生していなければ，陰性になってしまうが， ISH 法では抗原を

発現していないプロウイルスなども検出できる，という利点がある。

写真 8: CMVに感染した牌臓の上皮細胞.HE 
染色 (X600)

サイトメガロウイルス (CMV) はヒト

にひろく感染する DNAウイルスの一種で，

写真8のように感染細胞の核内に巨大核小

体まがいの封入体を形成し，細胞も巨大化

する.興味深いことに， CMVの感染を受

けた細胞は正常には存在しない CD15

(hapten X) を発現する.写真 9はこれを

LeuM1抗体 (MoAb) を用いて証明したも

のである.封入体の部分は陰性で，細胞質

が陽性となっている.

1. ISH i:去における非アイソトープ+票i哉の

利点

これまで，感度の点からおもにアイソ

トープ標識プロープを用いて，オートラジ

オグラフィーによってハイブリダイゼー

ションを可視化させる方法が用いられてき

た。しかし，アイソトープは核種によって長短はあるが，飛程 eHで1-3μm，32pで10-15

μm) を有しているために，目的とする DNAや mRNAと現像銀粒子との聞に，不可避的に解離

をもたらす。また，感度については 3Hでは，約2-3カ月 32pでは数日間の乳剤曝露期間を必

要とする。したがってアイソトープ標識においては，感度か解像力のどちらかを犠牲にしなけれ
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lまならなくなる。

これに対して非アイソトープ標識の ISHは，分解能が優れており，ピンポイントにプロープ

の局在を示すことが可能である。これまでは感度が低いといわれてきたが，非アイソトープ標語

プロープを用いても，遺伝子が10コピー以上あれば検出が可能である，という報告もある向。

また，非アイソトープ標識を用いた場合の利点には，

①特異性の高い抗体が作製でき，非特異的ノイズの問題も少ないこと(標識マーカーの検出に

抗原抗体反応を用いる場合)， 

②標識による hybridization効率の低下が少ないこと，

③操作が簡便でかつ安全に取り扱えること，

④プロープに半減期はなく長時間安定で貯蔵がきくこと，

①プロープの可視化は，前述の免疫組織化学的方法が可能で，迅速にその結果が得られること，

などがあげられる。

2.原理(図 5)

DNAやRNAは 4種類の塩基すなわちアデニン (A)とチミン (T，RNAではウラシル(U))， 

そしてグアニン (G)とシトシン (C)との間の水素結合により相補鎖(ハイブリッド)を形成する。

この二本鎖結合は極めて特異的で，プロープとして用いる DNAやRNAの長さやその GC含量な

どの条件に応じて，溶液の pHや塩濃度， formamide濃度や温度を変えることによって，不必要

な雑種形成を抑え，目的とする遺伝子または cDNAにうまく結合させることが可能となる。

~~-ct 
/]¥ー(色ヘτーゑ(
徳本をガラススライドに固定 領本に存在する目的のDNA 目的のDNAに相補的な

@合法
加熱により.二本鎖DNAを変性

-Aぷ
結合しなかったプローブを取り去る

プローブを加える

@イム、

ース急会¥
プローブDNAが目的DNAと結合

一三段
ピオチンに対するアピジンの特異的

結合でプロープを可視化する

図5.in situハイプリダイゼーション法の原理
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3.一般的注意

ISHでの標的分子である DNAや RNAは，それぞれ DNaseとRNaseによって分解される。し

たがって，組織中に既に混入している DNaseや RNaseの活性をできるだけ抑えるとともに，こ

れらの酵素の実験系への不必要な混入を極力避ける必要がある。 DNase活性の阻害はオートク

レーブ(120'C，25min) や EDTAを添加するなどして， RNase活性の阻害は，ガラス器具なら

乾熱滅菌処理 (180'C，2-3hr) し，その他はジエチルピロカーボネート (DEP，0.1-0.2%， 

RT， 20min) なとeのエステル化斉IJ処理をおこなう。汗や唾液中には RNaseが含まれているので，

実験中は常時ゴム手袋を使用して無駄口を控える。実験室を常に清潔にしておくことはもちろん

である。また，ガラスなと寺へのプローブの吸着による損失を防ぐために，ピペット，カバーグラ

スなどはシリコナイズして，疎水化しておいたほうが良い。他方， DNAを標的とする場合には

細胞内の RNAは， RNaseにより除去する必要がある。

表2. 1 S Hに利用される非アイソトープ標識マーカー

標識物質 標識方法 特筆すべき点 参考文献

Biotin nick translation 法， randam primer 法 47) 

photo-biotin acetateによる光反応 48) 

polymerase chain reaction法 69) 

HRP 分子量大
DNP dinitrobenzaldehydeとの化学反応 49) 

AAF 2-acetyl aminofluoreneなどとの化学反応 発癌性 50) 

Sulfon o-metylyl hydroxylamineとbisulfiteによる化学反応 51) 

T-T dimer 紫外線照射による物理的反応 52) 

Hg/SH-hapten Hg， KCNの使用

4. プロープの作製・標識法

非アイソトープ標識法としては，スルホン化法，ピオチン化法，ジニトロフェニール (DNP)

法， 5・ーブロモデオキシウリジン (BrdU) 法， T-T dimer法などがある(表 2)。標識分子は，

出来るだけ小さいものの方がハイプリダイゼーションを阻害しなくてすむと思われる。その点で

はT-Tdimer法が最適だと考えられる52)が，現在， T-T dimerに対する市販抗体はなく，研究

室での作製が必要となる。現在，もっとも多く用いられているのはピオチン化プロープであろう。

ピオチン化プロープの標識法には，ニックトランスレーション法やプライマー伸長法，フォトピ

オチンを使った方法や po!ymerasechain reaction (PCR)反応を用いたものまである。用いるプ

ロープの至適長は，組織への浸透性や非特異的反応の有無から，数100baseから 1kb以下のも

のが一般的に用いられている。

5. in situハイプリダイゼーションの実際

5-1. ISH (DNA)法

ISH (DNA) の各操作でのポイントを述べる。おもに N-mycや c-mycなどの癌遺伝子増幅の

みられる腫蕩の例や特定のウイルス DNAの検出に用いられている。

5-2. 標本の作製および前処理

組織切片及び塗抹標本・培養細胞ともに，免疫染色の場合と同様な標本作製方法が用いられる

が，いくつか注意すべき点があるのでそれについて述べる。
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(接着)ISH法は，急激な温度変化を伴う操作を含んでおり，組織の膨張なども起こりやすく，

特にパラフイン切片ではスライドグラスからの組織剥離が起こりやすい。したがって，組段標本

の作製の際には，パラフィン切片・培養細胞ともにコーティング剤を塗布したガラススライドを

用いる必要があるが，免疫染色の場合に用いられる卵白アルプミンやゼラチンなどでは，蛋自分

解酵素による前処理の過程で同時に分解をきたすことがあり，そのために poly-L(D)ーlysine.

ネオプレン，水酸化ケイ素(シラン)等の接着剤で処理したガラススライドを用いる必要がある

57)。特にネオプレンやシランは，接着力もつよく非特異的染色などの少ないコーティング剤で

ある61)。

(固定)DNAは，核の中にあるので. ISHを行うには，核酸の露出・固定を行わなくてはなら

ない。固定法には，周囲の蛋白を変性・凝固させ，物理的に核酸を固定するか，あるいは核酸と

周囲の蛋白質とを架橋するかの二通りの方法がある。前者の固定法としては，エタノール/酢酸

(3 : 1)が，後者としてはパラホルムアルデヒド (PFA)やグルタールアルデヒド (GA)など

が使用されている。しかし.GAは強力な架橋を形成するためにむしろハイプリダイゼーション

を阻害する，と考えられている。

現在，もっとも良好な結果が得られ，広く用いられている固定液はは 4%PFA/PBSである。

(前処理)

蛋白架橋剤による固定標本では標的核酸の露出を促す目的で，塩酸処理・熱処理・酵素処理な

どの種々の前処理を必要とするが，固定の種類・強度などによって微妙なさじ加減を必要とし，

過度の処理はかえってシグナルの減少をまねくおそれもあり，標本に応じていくつかの固定条件

を使い分けることも求められる。

実際には，

①脱パラ後. 0.2N HCl (RT. 30min) の処理でヒストンをはじめとする塩基性蛋白質を除去

し，核酸を露出させる。

②PBSで軽く洗い.proteinase K (100μg/lml 1 X TE) (37"C .10min)処理する。この操作で

も核酸の周囲の蛋白質を消化・除去する。 proteinaseK溶液は，使用の30分前から37.Cにし

ておき，混入の疑われる RNaseやDNaseの消化をおこなっておく。

③ PBSで洗浄後. 100-200μtのRNase (DNase free)で (37.C.1hr.湿室)処理する。

④PBSで軽く洗浄後.4% PFA/PBSで後固定 (RT. 5min)する。これによって露出した核酸

分子を再び組織に固定させ，また損傷した組織そのものも再固定する。

⑤ 2mg/mlグリシン/PBSで洗浄し，余分なアルデヒド基を中和する。

⑤エタノール上昇系列で脱水，乾燥させる。

RNaseは. 10mg/mlの濃度で10mMTris-HCl (pH7. 6). 15mM NaClに溶かし. 100.Cのi弗騰

水中で15分間処理し，そのまま常温に下がるのを待って，小分けしてー20.Cで保存する。使用時

PBSで. 100倍希釈して用いる。

5-3.ハイプリダーゼション

①切片の載ったスライドグラス上にハイプリダイゼーション溶液をかけ，適当な大きさのカ

バーグラスをかける。その後，周囲をペーパーバンドで密閉する。

②92.C-95.Cくらいにした恒温漕で切片とプロープを同時に変性させる。

③氷上で急冷する。

④37-42.Cで 1昼夜反応させる。
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切片 1枚当り:

20 X Standard sodium citrate (SSC) 2μt 

10% dextran sulfat巴 2μt

formamide 10μt 

10mg/mlサケ精子 DNA 0.8μ 

2μg/mlピオチン化プロープ 2μt 

蒸留水 3.2μ 

サケ精子 DNAは，プロープDNAとともに混合相を形成し，プロープ同士の annealingをふせ

ぐ。市販のもの，もしくは蒸留水に溶かしてソニケーターで揃断化し，少量ずつエッペンドル

フチューブに分注し， -20'Cで保存しておく。 dextransulfateはプロープの局所的実効濃度を増

大するとともに network形成の促進に役立つ。同様の目的で，ポリエチレングリコールなども

用いられている。

ハイブリダイゼーションの温度は， DNAのハイブリダイズする速度が最大になる値を設定す

る。実際には， Tm50 (2本鎖 DNAの50%量が解離する温度;融解温度)をもとに決めるのであ

るが，溶液中における Tm50は， 50ヌクレオチドを越えるプロープDNAに対して，

Tm50=81SC +16.61ogM +0.41(% G + % C) -500/n -0.61(% folmamide) 

M;ハイブリダイゼーション溶液のイオン強度 (mol/e ) 
n;プロープの最小のものの鎖長

という経験的な実験式が得られており，混合相においては， Tm50より 25'C低い温度で DNAの

ハイプリダイゼーション速度が最大になることが知られている 53)。ただし，in situハイブリダ

イゼーションにおいては，この温度より， 5
0

C程度低い方が，ハイブリダイゼーション効率がよ

いという指摘がある60)。この Tm50は，プローブの標識率によっても変わってくるので，厳密な

実験を行うときや，研究室で標識を行ったプロープは，融解曲線を求めておくことが求められる。

5-4.洗浄

ハイブリダイゼーション後の洗浄は，非特異的な結合をしたプロープを除く重要な操作である。

洗浄液の塩濃度と温度が重要で，塩濃度が低いほど，また温度が高いほど形成されたハイブリッ

ドの解離がおこりやすくなる。ただし，過度の洗浄は，形態の損傷も引き起こす可能性を持って

いるので注意が必要である。

①ペーパーボンドを剥して 2XSSC中に30分間程放置し，自然にカバーグラスが剥がれるの

を待つ。

②50 % formamide (F A) / 2 X SSC中で3TC1時間洗浄

③50% FA!lX SSC中で3TC1時間洗浄

④1X SSC中で3TC1時間洗浄

上記の方法でも，まだ非特異的反応がみられる場合は，より厳しい条件で洗浄をおこなう。つ

まり，塩濃度を下げるか formamide濃度を上げるかの方法を取る。例えば④の後に0.1%SSCで

短時間洗浄するとよい。

5-5.発色

プロープに対する抗体反応または avidin-biotin反応などを用いて，プロープを酵素で標識し

酵素組織化学的手法で発色する。標識酵素の発色には， avidinもしくは streptavidinを介した反
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写真 9: CMV感染巨細胞の CD15に対する反応. 写真10: ISH法による CMVのDNAの証明.核
牌臓.ヘマトキシリン核染色 (X600) 内封入体が陽性.ヘマトキシリン核染色

(X720) 

応、を用いることができる。発色には DAB反応や ALP反応がよく用いられている。

写真10はCMV感染を受けた細胞中のウイルス DNAを. ENZO社のどオチン化プロープを用

いて ISH施行後. ALP-avidinを結合させ，発色したものである。写真 9と異なり，核内封入体

が陽性となっている。また HE標本である写真 9では封入体と核膜のあいだに明輸がみられるが，

写真10ではこの部分にもピリオンが散在していることがわかる。矢印のリンパ球の核には点状の

陽性反応がみられ，これは封入体形成の前段階と考えられる。

5-6. コントロールについて

ISH法においても，コントロールが必要である。陰性コントロールは用いるプロープと GC含

量が同様なものが良いが，実際にはむずかしいので，同じくらいの長さの各種プラスミドの

DNAなどが用いられている。陽性コントロールは確実に陽性となる切片を用いる。また，可能

ならばサザンプロット法やドットプロット法で，目的の DNAの存在・増幅などが確認できたら

よい。また，プロープの発色に酵素抗体法を用いた場合には，ハイプリダイゼーション溶液から

プロープのみを除いた陰性対照標本の作製も必要でらある。

6. ISH (mRN A)法

mRNAを検出する場合は，核酸の変性が不必要なこと，パラフィン切片では RNAが断片化さ

れていることが多いので凍結切片もしくは AMeX包埋切片を用いる必要があること. mRNAの

流失・分解などに気をつけて慎重な固定・標本作製をおこなうことなどが考えられる。その他の

操作はほぽDNAの場合と同様である。また，目的の mRNAによっては，断片化したプロープを

用いた方が特異性を保ち，不要な雑種形成を抑えるためにはよい場合もある。コントロールには，

シグナルがDNase処理で消えず，また RNase処理で消えることを確かめる必要がある。

7.免疫染色との二重染色

ISH (mRNA)法と IHC法を併用すれば，特定の組職・細胞の遺伝子の転写産物と翻訳産物の
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様態の比較が可能となる。すなわち ISHで転写をチェックし， IHCで翻訳をチェックするわけで

ある。この併用法を用いれば，両者の特異的染色結果の検定のみならず，細胞内に局在している

タンパク物質が，細胞への取り込みによる単なる貯留によるものか，実際にその細胞で産生され

たものかの検証ができる54)。この場合には，ハイブリダイゼーション過程でタンパク質の抗原

性失活が生じるので，免疫染色→ ISHの順で行わなければならない。これらの手法によって，

腫蕩化したリンパ球では，免疫遺伝子に再構成が生じているもの，転写が生じているもの，転写

は生じているが翻訳が起こっていないもの，転写・翻訳がおこなわれタンパクの産生を生じてい

るものなど，種々の場合があることが判明してきている。

CMV感染にともない細胞に新たに CD15が発現されることを写真 9に示したが，この部位に

ピリオンが存在しないことは写真10から確からしく思える。 CD15はオリゴ糖であり，この合成

はゴルジ装置で生じるが， CMV感染にともないこれが生じる機序は不明である。この点の解明

にも ISHとIHCの二重染色は有力な手段となりうると思われる。

上記の他にも 2種類の異なったプローブを用いての 2重染色も可能である。また，透過または

走査トンネル電子顕微鏡を用いた電顕的応用も考えられている62.63)。

8.問題点・欠点

非アイソトープ標識 ISHの欠点は，まだシングルコピーの DNAを検出するには至っていない

ことである。ヒト遺伝子の約半分はシングルコピー遺伝子からなっており，シングルコピー遺伝

子の変異による疾病には，s-サラセミア64.66) 嚢胞性繊維症 (cysticfibrosis) 70)などいくつか

が知られている。マーカーの標識率を高めすぎるとハイブリダイゼーションの阻害を生じやすく

なり，長いプロープを用いると組織への浸透性が低くなってしまうので，やはり感度には限界が

ある。したがって現在では，癌遺伝子などで遺伝子そのものの増幅 (amplification)がある場合

や，遺伝子の反復配列がある場合，あるいは量的に多いウイルス DNAやmRNAなどの検出にし

か，応用することができない。しかし人工的に目標とする遺伝子を増幅してやると，これを ISH

で検出することが可能となる。このための方法として次に述べる PCR法がある。

+strand 
-strand -プライマー 2

-・・h

-
--回a・・・・・・・
-

プライマー 1-DNA 

司J-Taqポリメラーゼ反応-.，M 性 (93'C・2-3分)

ポリメラーゼ反応 (7D-72'C，1.5-3分)

司'
司'

-・・・圃--一
-

2Dサイクルの絹り返し

-土掴幅された DNA(X1D5-1D・)

図6.PCR法の原理
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PCR法の応用と将来性

PCR法 (polymerasechain reaction) は. Saikiら (1985)叫が Int'Itroにおいて DNA断片を

2つのオリゴヌクレオチドプライマーと 4つのヌクレオチド，及び熱酎性ωqpolymerase
slを用

いて，DNAの変性 (denature)，DNAとプライマーのアニール (annealing). DNA 鎖の複製

(dupu!ication) を行い，その操作を30-50回繰り返すことによってプライマーで挟んだ部位の

DNA断片を数10万一数100万倍に増やすことを可能にした技術である(図 6)。これによってこ

れまでのようにプラスミドを利用してクローン化せずに，目的の DNA断片を迅速に増幅できる

ようになった。 1988年に Shibataら67)が，パラフイン切片をキシレンによる脱パラフイン，エタ

ノール遠沈後，細胞から DNAを抽出することなしに，エ 7ベンドルフチュープ内で PCRを行っ

たことは，組織化学的な応用の可能性をも示唆するものである。これまでにも Int'Itroで PCRを

用いて，癌遺伝子の増幅や点突然変異，転座，プロウイルスなどの有無が調べられているが

73，74) 組織切片上で PCR反応が行えるようになれば，標識オリゴヌクレオチドプロープに

よって ISHを行うことによって，これまで検出不可能であったシングルコピー遺伝子の可視化

も非アイソトープ法によって出来ることになろう。つまり，今まで主に Invitroで調べられてき

た，癌細胞や白血病細胞での遺伝子の転座・欠失などを，その細胞形態と同時に観察することが

可能になるだろう。

最近カリフォルニアの LawrenceLivermore研究所の Grayらはプロープ DNAをPCRで増幅し，

染色体上に多数ある反復塩基配列部に一括してハイブリッド形成させるというやり方で. PCR 

とISH法を結ぴつける方法を開発した69，75)。シングルコピー遺伝子の可視化にはその逆の方法

の開発が必要なのである。

w.おわりに

細胞形態学と機能学を結ぴつけようとする試みは，最近10年間の免疫組織化学法(IHC) と遺

伝子工学の進歩により，今やまったく新しい展開をみせようとしている。多種多様な抗体の作製

により，多くの細胞表面およぴ細胞内の分子を直接に光線顕微鏡下に観察することが可能となっ

てきたし，遺伝子それ自体を見る方法も原理的に可能となってきた。

本論文では実例に即して，免疫組織化学的手法の原理と応用法を ALP標識 avidin-biotinj去を

中心として展望し，ついで核酸の Insitu hybridization (ISH)法， PCR法による遺伝子の増幅の

原理と応用を概説し. IHC法. PCR法， ISH法の結合により，遺伝子とその発現過程を形態学的

に可視化できる見通しを述べた。
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