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―基礎研究から学ぶ―

2．組織細胞化学シリーズ（若手研究者へのヒント）

光学免疫組織化学の基礎：固定と凍結切片を用いた蛍光免疫組織化学（1）

瀧澤 俊広
日本医科大学大学院医学研究科分子解剖学

2. Histocytochemistry Series

Light Microscopic Immunohistochemistry: Fixation and Immunofluorescence
Microscopy Using Cryostat-sections (1)

Toshihiro Takizawa
Department of Molecular Anatomy and Medicine, Nippon Medical School

Abstract

Histochemistry, especially immunohistochemistry, is a powerful and diverse set of
methods for obtaining spatial and temporal information concerning the expression and
distribution of biomolecules in situ. In this technical note, we describe procedures for fixation
and immunofluorescence microscopy using cryostat sections.
（日本医科大学医学会雑誌 2009; 5: 136―140）
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はじめに

今回は，1）免疫組織化学を行うための試料固定の
ポイントと，2）光学顕微鏡レベル，特に凍結切片（ク
リオスタット切片）を用いた蛍光免疫組織化学の基本
技術について解説します．

免疫組織化学を行うための試料固定

試料作製過程で「固定」が最も大切である
どのように特異抗体で免疫染色を上手く行っても，

最初の固定が適切でなければ，正確な局在解析を行う
ことはできません．例えば，マウス肝臓を固定する際，
大きなブロックのまま固定液に漬けても（浸漬固定），
ブロックの中心部では十分な固定が行われません．デ

ンタルワックスの板上で，摘出した肝臓に固定液を少
量垂らし，両刃のカミソリでスライスし，さらに必要
ならばマッチの軸状に細切し（ここまで臓器を取り出
してから 5分以内），その後，固定液の入ったビーカー
に移して浸漬固定を行います（必要ならば，浸漬固定
前に短時間，還流固定を行います）．スライス（少な
くとも 2～3ミリの厚さ），またはマッチ棒の軸状にす
る理由は，できうる限り均一に固定された試料から，
さらに必要な場所を切り出せるようにするためです．
「固定において，生体から臓器を取り出して 5分以内
の細切完了」が大切で，いくら綺麗なマッチの軸状の
形に切り出せても，時間がかかっては，死後変化のアー
チファクトの局在，構造を観察することとなります．
手術や検査材料においても，可能な限り新鮮な試料か
ら，すばやい固定のための切り出しと浸漬固定を行い
ます．臨床の先生方から「手術材料をとりあえず－80℃
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のフリーザーに保存してあるので何とかならないか」
と相談を受けますが，保存する前のひと手間を加えて
おくことが大切です．

固定液の選択
免疫組織化学のためにどの固定液を選択するかは誰

もが悩むところです．万能の固定液はありません．光
顕レベルの解析だけでなく，将来の電子顕微鏡レベル
の解析にも耐えうる最も弱い固定（目的とする標的分
子がどこに局在しているのか判断できる超微形態が保
存され，かつ，免疫染色のための抗原性が保持されて
いる条件）は，4％パラフォルムアルデヒド（PFA）
による室温 2時間浸漬固定と考えられます1．対象と
する個々のサンプルで多少異なりますが，目安として
この固定条件を基準にします．この固定条件で，光顕
レベルの反応が十分確認できれば，次に同じ固定条件
で免疫電顕も進めることが可能です．また，形態的解
析の主眼が免疫電顕であったとしても，いきなり免疫
電顕を行わず，光顕レベルで検出ができるのかどうか
確認することが大切です．光顕レベルで検出できない
分子の局在を，電顕レベルで検出することはできませ
ん．超微形態の保存がよいグルタールアルデヒドを少
量添加するか否かについては，一般に，グルタールア
ルデヒドで固定した試料で検出に適した抗体が少ない
ため，PFA単独固定を勧めます．また，使用する抗
体が，PFA固定した試料に適さないものも多々あり
ます．その場合は，未固定包埋試料（新鮮な試料を凍
結包理剤に包埋・凍結した試料）からクリオスタット
切片を作製し，アセトン固定またはメタノール固定
（4℃，または－20℃で 5～10 分間）を施した後，免
疫組織化学を行います．やり直しのきかない貴重な試
料を免疫組織化学用に固定包埋する場合は，1）未固
定で包埋するとともに，2）4％PFA固定した試料も
同時に準備する二段構えの試料調製をした方がよいで
しょう．
PFA固定液は，作り置きをせず，必ず使用当日（い

たしかたない場合は，前日の夕方）に作製し，使用し
ます．また，固定した試料は，（できればその日のう
ちに）速やかに緩衝液で洗浄した後，光顕レベルの場
合は蔗糖浸漬，コンパウンドに包埋し，凍結保存しま
す．固定後，緩衝液中に放置しておくと，PFA固定し
た試料が萎える（可逆性であり，固定効果が失われる）
ので，緩衝液中で長く放置しないほうがよいでしょう．

実質臓器の固定
（1）固定液の作製（＊1参照）．

（2）デンタルワックス上での試料細切（Fig. 1）：
最初の 5分以内で細切を完了させる．
（3）固定：ビーカー中（50 mL～固定液�サンプル）
で固定：室温，2時間．固定液量ですが，例えば，小
豆ほどの総体積量の試料あたりに 50 mLの固定液は
無駄のように思えますが，固定液がサンプルに影響さ
れず（萎えず），十分固定してくれるための必要な目
安量です．
（4）包埋の課程に進みます．

浮遊細胞の固定
（1）固定液の作製（＊1参照）
（2）自分の必要とする細胞を 1.5 mLマイクロ
チューブへ回収します．
（3）例 PBS洗浄（卓上小型遠心機で数秒遠心後，
上清を廃棄し，約 1.2 mL PBS で懸濁）：×3回．カル
シウム，マグネシウム，グルコースが入っていない pH
7.4 のリン酸緩衝生理食塩水を PBS－�－�－と記します
が，本稿では PBSとして略記します．
（4）固定液（約 1.2 mL）に懸濁のまま固定：室温，
2時間．
（5）手早く冷 PBS（4℃）で 1～2回洗浄：PBSに長
く放置しておくとペレットになりにくくなるので注意．
（6）ゼラチン溶解後 37℃に温めておいた 10％ゼ
ラチン-PBS（300 bloom；product No. G2500, Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO, USA）で，（5）の上清を捨て
たペレットに加え懸濁し，再び手早く卓上小型遠心機
で遠心してペレットにした後，氷冷して固化します．
（4）の固定中，遠心してペレットのまま固定する方法
もありますが，PFAではペレットが十分固まらない
ため，固定後，ゼラチンで固化させます．
（7）包埋（蔗糖浸漬）の課程へ進みます．

培養細胞の固定
（1）24 穴マルチプレート内で 11～13 mm-径（厚さ
No. 1）の丸カバーガラス（必要ならば事前にポリ-L-
リジンなどのコーティングを行います）に細胞を培養
します．
（2）固定液の作製
（3）PBS洗浄：×2回
（4）固定液（約 1～2 mL�well）を入れて固定：室
温，2時間
（5）冷 PBS（4℃）で 3回洗浄後，免疫染色の過程
へ進みます．
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Fig. 1 デンタルワックス上での試料細切．アセト
ン洗浄した両刃のカミソリ刃（埃が入らない
ように100 mm径培養皿に保管）を2つに折
り，さらに片端を鋭角に折り，細切用の刃，
2枚を用意します．2枚の刃をすり合わせる
よう（隙間を作らないように）試料を薄く
（少なくとも2～3ミリ厚に）スライスしま
す．押し切るのでなく，引き切ります．

Fig. 2 クリオスタット切片を用いた蛍光免疫染色．ヒト満期胎盤組織におけるCD31と
I Ib型Fcγ受容体（FcRI Ib）の二重染色像．CD31の局在をマウス抗ヒトCD31モ
ノクローナル抗体―ヤギ抗マウスAlexa-488標識二次抗体（パネルA中の緑），
FcRI Ibをウサギ抗ヒトFcRI Ib抗体―ヤギ抗ウサギAlexa-594標識二次抗体（パ
ネルB中の赤）で可視化してあります．合成したパネルCと微分干渉像（DIC）
のパネルDから胎盤絨毛組織内のCD31で染色された胎児血管内皮細胞（＊）に
FcRIIbが特異的に陽性であることがわかります．矢印は絨毛表面を覆っている
栄養膜合胞体層，矢尻はsyncytial knotting．
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＊1：固定液（4％PFA-PBS，pH 7.4）の作製法
PFA固定液は，保存により萎えてしまう（固定効

果の低下）ため，当日（もしくは，前日の夕方）に作
製したものを使用します．
（1）100 mLビーカーを用意．
（2）4 g の PFA（例：Cat. No. 104005, Merck,
Darmstadt, Germany）を，ビーカーに直接計り採り
ます．
（3）100 mL PBS を加え，スターラーで攪拌（玉が
ないように懸濁）します．
（4）懸濁しながら，ウォーターバスまたはガスバー
ナーで 70℃に温め，液が完全に透明になるまで攪拌し
ます（70℃以上にはあげないこと！70℃以上に温度を
上げると，これによっても固定液が萎えるので（固定
効果が失活する）ので，目を放さないことが大切です）．
（5）室温まで冷まします．

固定実質臓器の包埋と凍結
（1）固定終了後，冷 PBS（4℃）で洗浄（固定液を
捨て（デカンタして），およそ同量（50 mL�サンプル）
の PBSを注ぎ入れる）．
（2）蔗糖浸漬：
10％蔗糖-PBS：15 分，4℃
15％蔗糖-PBS：15 分，4℃
20％蔗糖-PBS：60 分，4℃
（3）包埋直前に，少量（例えば 35-mm径培養皿を
用いて）のクリオスタット用包埋剤（例：サクラファ
インテック社ティシュー・テックO.C.T．コンパウン
ド）に馴染ませます．
（4）小さなガラスバイアルを型にして，アルミホ
イールの筒を作製し，（3）の試料を入れ，クリオスタッ
ト用包埋剤を試料が隠れる程度に入れ，サンプルが筒
の底の中心にきていることを確認して（必要ならばピ
ンセットで微調整する），液体窒素中，またはドライ
アイス・アセトン液（デュワー瓶の中でアセトンにド
ライアイスを加えたもの；溶液作製時，ドライアイス
を少量ずつ加えないと，突沸するので注意）中で凍結
させます．凍結する際は，コンパウンドの高さと凍結
液の高さをそろえて（あまり深く入れすぎて，急速に
凍結させると，包埋した試料に亀裂が入ることがあり
ます），デュワー瓶の中で試料の入ったアルミホイー
ルの筒をゆすりながら（凍結液と試料の入ったアルミ
ホイールの間で気泡が発生し，熱伝導が低下するため）
凍結させます（しばらくすると試料の周りで一過性に
泡が立ちますので，それが落ち着けば，試料凍結が完
了した目安となります）．

（5）クリオスタット切片を作製するまで，－80℃
フリーザーに保存．
注：未固定包埋試料を作製する際は，新鮮な試料に

対して，すばやく（3）からの包埋過程を行います．

免疫染色の手順

（1）クリオスタット切片（5-mµ厚）の作製：2％
シラン（3-aminopropyltriethoxysilane）でコートし
たスライドガラス，または 11～13 mm径の丸カバー
スライドに切片を回収します．丸カバースリップに回
収すると，24 穴マルチプレート内で免疫染色のブロッ
キングと PBS洗浄の操作が行えます．その反面，ピ
ンセットでカバースライドを割らないよう扱いに注意
が必要です．
（2）切片の風乾：必要な枚数の切片が切り終わるま
で，扇風機の微風程度で風乾させます．
（3）PBS洗浄：2分×3回．1回に 2分間，冷 PBS
に漬け，その後，PBSを捨て，新しい冷 PBSを加え
漬ける操作を 3回行う．
（4）ブロッキング：1次抗体を作製する間，次のブ
ロッキング液に漬けておきます．室温で約 30～60 分．
1％ウシアルブミン－5％（二次抗体由来動物種の）正
常血清-PBS－0.05％アジ化ナトリウム．ブロッキン
グ液のストックを作製する際，防腐剤としてアジ化ナ
トリウムを入れておきます．
（5）一次抗体反応：37℃で 30 分間反応：室温

（22℃）反応の場合，2時間程度，4℃反応の場合は一
晩（8時間以上）の反応が目安です．一次抗体，二次
抗体ともにブロッキング液と同じ組成液で抗体を希釈
します．
（6）PBS洗浄：2分×4回．
（7）ブロッキング：室温で 2分～（2次抗体を作製
する間，漬けておいてよい）．
（8）二次抗体反応：37℃で 30 分間反応：現在は，
明るく退色しづらい蛍光試薬（例：Invitrogen 社
Alexa Fluor 色素）が入手可能です．
（9）PBS洗浄：2分×3回．
（10）DAPI（4’,6-diamidino-2-phenylindole）-PBS：
室温で 15 分染色．
ストック液は，5 mg�mLになるようにDAPI を蒸

留水で溶解後，100 mLずつ分注して－80℃に保存
し，使用するストック 1本は 4℃，遮光保存しておき
ます．使用時にストック液を 2,500～5,00 倍に PBSで
希釈して使用します．
（11）PBS洗浄：2分×5回．
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（12）退色防止剤入り封入剤（例：Invitrogen 社プ
ロロングゴールド褪色防止剤）で封入します．
（13）可能ならば，十分な退色効果を得るため，一
晩放置（封入剤を十分硬化）させます．

蛍光免疫顕微鏡による観察と画像取得

ひと昔前は，購入した長巻きの高感度白黒ロール
フィルムをパトローネに詰め，撮影，現像を行ってい
たため非常に手間がかかり，また，たくさんの画像取
得も難しい状況でした．現在は，優れた蛍光試薬と高
感度かつ高解像度のCharge Coupled Device（CCD）
カメラによるデジタル画像取得が可能となっていま
す．しかし，蛍光免疫染色した標本の永久保存は難し
いので（退色および劣化は起こりえます），標本作製
した後できる限りたくさんの画像の取得を行います．
ハードディスクの容量もテラの時代が到来しており，
本人の努力次第で，定量的画像解析を考慮に入れた十
分なデータの取得が可能です．
（1）低倍から高倍へと観察および画像取得を行います．
（2）退色防止剤を使用していても退色は避けらませ
ん．最小限の観察（照射）時間にとどめ，撮影部位を
決め，画像取得を優先します．画像の定量解析の場合，
オートでなくマニュアル・モード（一定の露出時間）
で撮影していきます．
（3）必要な蛍光像のみだけでなく，組織内のどこに
目的とする分子が局在しているのか，場所のオリエン
テーションをつけるために，微分干渉像（または位相
差像）と核染色（DAPI またはHoechst 33342 など）
も同じ視野で撮影しておきます（Fig. 2）．
（4）画像解析ソフト（モレキュラーデバイス社
MetaMorph など）で様々な画像解析を行うことが可
能です．

（5）データのバックアップ．ハードディスクだけで
なく，DVD-R などにバックアップ，できれば同じも
のを 2枚作成し保管しておきます．
Fig. 2は，クリオスタット切片を用いたヒト満期胎

盤組織の蛍光免疫染色像を示しています．CD31 は血
管内皮細胞のマーカとしてよく用いられます．胎盤組
織における IIb 型 Fcγ受容体（FcRIIb）の局在は，CD31
で可視化された胎児血管内皮細胞に陽性であることが
わかります．免疫抑制性に機能するFcRIIb は，生体
中の血管内皮細胞には発現しておらず，通常，免疫細
胞に発現しています．FcRIIb が胎盤の胎児血管内皮
細胞に発現していることは，胎児・新生児の受動免疫
を解明する上で大変興味深い所見です2.
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