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1. 背景  

パラフィン切片を用いた免疫染色を行う際、一番問題となるのは抗原の保存である。最も汎用されているホルマリン固

定液は形態保持に優れているが、固定の際に生じたポリペプチド間のメチレン結合が抗原決定基をマスクする場合があり、

抗原性を回復させるために抗原賦活化が必要となる。抗原賦活化法には、Trypsin、Pepsin、Proteinase K などの消化酵素

を用いた方法（Protease-induced epitope retrieval, PIER）や電子レンジ、オートクレーブ、圧力鍋、電気ポット、ウォータ

ーバスなどの高熱装置を用いた方法（Heat-induced epitope retrieval, HIER）がある。 

購入した抗体の添付書での条件が、自分の研究室で作製したパラフィン切片に対して必ずしも最適であるとは限らず、

自家製の抗体については独自に抗原賦活化の至適条件検定が必要となる。今回、マクロファージに対する抗体を例にとり、

当研究室で実施している抗原賦活化の至適条件検定法ついて紹介する。 

2. 材料と方法  

1) 抗原賦活化の方法 

以下の検定 a), b), c), d)に必要な 8枚のパラフィン切片を準備し、b), c), d)の抗原賦活化を行う。 

 a) 抗原賦活化なし、1枚。 

 b) PIER…Proteinase K（Dako, S3020）を室温 3分間、1枚。 

 c) 通常の HIER…家庭用電子レンジの沸騰下で 500W、5分間、マイクロウェーブ（MW）1回照射。 

クエン酸緩衝液（CB）, pH6（三菱化学メディエンス, RM102-C）、1枚。 

Target Retrieval Solution（TRS）（Dako, S1699）、1枚。 

抗原賦活化液 pH9（ニチレイバイオサイエンス, 415211）、1枚。 

 d) 強めの HIER…抗原賦活処理用プレッシャーチャンバーPascal（PCP）（Dako, S2800）にて 125℃、30秒間。 

緩衝液は上記と同じ 3種類を用いる、3枚。 

HIER後は、小型扇風機の前で室温にもどるまで冷却する。 

2) 検体、抗体、発色基質 

検体１は剖検例の肝を用い、１次抗体として CD163 （当研究室作製, Clone: AM-3K, 抗ヒトマクロファージヘモグロビ

ンスカベンジャー受容体マウスモノクローナル抗体）、CD204 （当研究室作製, Clone: SRA-E5, 抗ヒトマクロファージク

ラス A-スカベンジャー受容体 I, II型マウスモノクローナル抗体）を使用した。２次抗体には、ヒストファイン シンプル

ステイン MAX-PO (M) （ニチレイバイオサイエンス, 424131）を使用し、DAB基質キット（ニチレイバイオサイエンス, 

425011）で発色した。 

検体２は Balb/cマウスの肝を用い、抗原賦活化の条件が添付書に記載されていない市販の１次抗体である CD68（AbD 

Serotec, MCA1957, Clone: FA-11, 抗マウスマクロファージラットモノクローナル抗体）について検討した。２次抗体には、

シンプルステインマウス MAX-PO (Rat) （ニチレイバイオサイエンス, 414311）を使用し、DAB基質キットで発色した。

染色が弱い場合の対処として、ビオチン標識２次抗体を用いる方法を行った。 

3. 結果  

抗原賦活化の至適条件検定の結果、最良の条件は次のとおりである。 



  検体１: CD163 (AM-3K) は写真 1のように PCPで抗原賦活化を行い、緩衝液には TRSを使用したもの(h)が最も良好

な結果を示した。CD204 (SRA-E5) では PCPで抗原賦活化を行い、緩衝液には抗原賦活化液 pH9を使用した

ものが最適であった。 

  検体２: CD68 (FA-11) は Proteinase Kで抗原賦活化を行い、２次抗体に Goat anti-Rat IgG, biotin-SP conjugate（Millipore, 

AP-183B）とペルオキシダーゼ標識ストレプトアビジン（ニチレイバイオサイエンス, 426061）を使用したも

のが最適であった。 

 
  写真１ CD163 (AM-3K)  a: 賦活化処理なし、b: Proteinase K、c: MW, CB, pH6、d: PCP, CB, pH6、 

e: MW, 抗原賦活化液 pH9、f: PCP, 抗原賦活化液 pH9、g: MW, TRS、h: PCP, TRS、×100 

4. 考察  

抗原賦活化の至適条件検定の方法は各研究室により様々と推測されるが、当研究室では、a) 抗原賦活化なし、b) PIER

として短時間の反応で有効な Proteinase K、c) 通常の HIERとして簡便な MW、d) 強めの HIERとして再現性が高い PCP

を行っている。HIERの緩衝液は低 pHとして最も汎用されている CB, pH6と改良型 CBである TRS、高 pHとして抗原賦

活化液 pH9を選択し、これら方法でほぼカバーできると考えられた。２次抗体にポリマーである MAX-POを用いた理由

は、反応のステップ回数が少なく、反応時間も短縮することができ、良好な感度が得られるからである。 

もし、前述の方法で染色が弱いときには、１次抗体の濃度を上げる、発色基質の感度を上げる、他の方法で抗原賦活化

を行う、HIERで組成や pHが異なる緩衝液を使用する、HIER + PIERや HIERの異なる種類の緩衝液で複数回抗原賦活化

を行う、反応促進試薬を用いて感度を上げる、ビオチン標識２次抗体を用いるなどの方法を行うと染色性が向上する場合

がある。これらすべての方法を行うには、検定する 1次抗体の消費量、切片の準備、高価な試薬を複数用いるためランニ

ングコストがかかるなどの問題があり、どの方法を追加で行うかの判断が必要である。今回、検体２ではビオチン標識２

次抗体と酵素標識ストレプトアビジンを用いることにより、CD68 (FA-11)の染色性が向上した。この方法は、酵素を直接

ストレプトアビジンに結合させているため試薬の安定性が高く、分子量が小さいため組織内への浸透性がよく、高感度の

染色性が期待できるなどの利点を有する。しかし、HIERで抗原賦活化を行う場合には肝細胞などに存在する内因性ビオ

チンが復活することがあるため、内因性ビオチンのブロックを行う手間が必要となる。 

以上、マクロファージに対する抗体を用いて、当研究室で実施している抗原賦活化の至適条件検定法ついて紹介した。

他の研究室で行っている方法と比較検討することで、より有益な情報交換・技術交流ができると考えられた。 

5. 参考資料  

1) 免疫染色玉手箱 ［総論］、［診断］、［技術］. ニチレイバイオサイエンス ホームページ. 

2) 名倉宏、長村義之、堤寛 （編集）. 改訂四版 渡辺・中根 酵素抗体法. 学際企画, 2002発行. 

3) 鴨志田伸吾. 免疫染色 至適条件決定法. 学際企画, 2009発行. 


