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パラフィン包埋(FFPE)標本の蛍光核染色の難しさ
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要旨

剖検病理組織は、通常、長期室温保存できるパラフィン包埋(FFPE)されている。同標本は

免疫染色の際、何らかの抗原賦活化処置が必要となる。我々は、FFPE 剖検脳組織を免疫蛍光

染色する中で、核を蛍光色素で染色すること、特にドーパミン神経細胞核の染色の困難さに

直面している。本学会では、現在取り組んでいる蛍光核染色の方法について報告する。方法

は PD 患者中脳 FFPE 剖検薄切標本を、脱パラフィンの後24種類の抗原賦活化処置を実施した。

なお、免疫染色としてチロシン水酸化酵素およびヒストン(H2B)を染色した。ほとんどすべて

の処置において小細胞の核は良好に染色されたが、大細胞の核の染色性は認められなかった。

ただし、ソニケーションを行った時は、大細胞核にもわずかだが染色性が認められた。現在

まで計74回試みたが、まだ満足いく核染色には至っていない。今後はソニケーションの条件

を変更し、その効果をさらに検討していく予定である。

キーワード：パラフィン包埋(FFPE)、抗原賦活化

背景と目的

剖検病理組織は、通常、長期室温保存で

きるパラフィン包埋(FFPE)されている。同

標本は免疫染色の際、何らかの抗原賦活化

処置が必要となる。我々は、FFPE 剖検脳組

織を免疫蛍光染色する中で、核を蛍光色素

で染色すること、特にドーパミン神経細胞

核の染色の困難さに直面している。本学会

では、現在取り組んでいる蛍光核染色の方

法について報告する。

対象と方法

PD 患者中脳 FFPE 剖検薄切標本を、脱パ

ラフィンの後 24 種類の抗原賦活化処置を実

施した。具体的には市販の抗原賦活化液や、

種々の Buffer、pH、界面活性剤を使用し、

圧力鍋などを用いて加温した。さらに新た

にソニケーション処理を試みた。核染色液

は DAPI 2 種 類 , Hoechst （ 33258,

33342） , Nuclear Blue (AAT Bioquest, 

Inc.)の 5 種類を試した。なお、免疫染色と

してチロシン水酸化酵素およびヒストン

(H2B)を染色した。(図 1)

結果

条件①

図 2 に 示 す よ う に 、 Buffer は 、 6M

Urea,0.1MGlycine を使用、PH は 7.4、核

染色は DAPI を用いて免疫蛍光染色を行った
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1)。その結果、細胞質マーカーの TH の染色

性は良好で、大細胞も綺麗に染色されてい

たが、核のマーカーである H2B は染色でき

なかった。また、DNA プローブである DAPI

の染色も全く確認されなかった。そこで、

賦活化条件をもっと検討することになった。

条件②

Buffer は、10mM クエン酸ナトリウムを

使用、PH は 6.0、抗原賦活化として圧力鍋

を使用し 3 分加圧、核染色は DAPI を用いて

免疫蛍光染色を行った。その結果、細胞質

マーカーの TH の染色性は良好で、大細胞も

綺麗に染色されていたが、核のマーカーで

ある H2A は核を染色できなかった。DNA プ

ローブである DAPI の染色も全く確認されな

かった。そこで、賦活化条件をもっと強く

してみることにした。（図 3）

条件③

Buffer は、10mM クエン酸ナトリウム、

1mM EDTA を使用、PH は 6.0、抗原賦活化と

して圧力鍋を使用し 10 分加圧、核染色は

DAPI を用いて免疫蛍光染色を行った。その

結果、細胞質マーカーの TH の染色性は良好

で、大細胞も綺麗に染色されていた。核の

マーカーである H2B は核膜が染色されたが、

核内までは染色できなかった。DNA プローブ

である DAPI の染色は変わらず確認されなか

った。このことより、さらに賦活化条件を

もっと強くしてみることにした。（図 4）

条件④

Buffer は、10mM クエン酸ナトリウム、

1mM EDTA を使用、PH は 6.0、抗原賦活化と

して圧力鍋を使用し 20 分加圧後、賦活化溶

液 L.A.B solution を 60℃ 30min 反応さ

せた。核染色は DAPI を用いて免疫蛍光染色

を行った。その結果、細胞質マーカーの TH

の染色性は良好で、大細胞も綺麗に染色さ

れていた。核のマーカーである H2B は核膜

や、細胞質が染色されたが、核内までは染

色することができなかった。一方、DNA プロ

ーブである DAPI の染色は小細胞では核が染

色されたが、大細胞は染色することができ

なかった。賦活化条件をきつくしたことで、

DAPI は小細胞を染色することができたため、

さらに超音波洗浄機の賦活化反応をプラス

してみることにした。（図 4）

条件⑤

Buffer は、Tris-HCL、1mM EDTA を使用、

PH は 9.0、抗原賦活化として圧力鍋を使用

し 20 分加圧後、超音波 RT 1hr 反応させ

た。核染色は DAPI を用いて免疫蛍光染色を

行った。その結果、細胞質マーカーの TH の

染色性は良好で、大細胞も綺麗に染色され

ていた。核のマーカーである H2B は核膜の

染色性は良好で、一部核内も染色されてい

る細胞が観察された。DNA プローブである

DAPI の染色は小細胞では核が染色され、大

細胞は一部の細胞は染色できた。納得のい

く染色性まであと少しと感じた。（図 5）
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まとめ

① PD 患者中脳 FFPE 剖検標本を、脱パ

ラフィン後 24 種類の抗原賦活化処

理を実施した。

② 核染色液は計 5 種類を検討した。

③ Sonication を用いたオリジナル染

色方法も試みた。

④ 現在まで 74 回試みたが、まだ満足

いく核染色には至っていない。

⑤ 今後は別の条件も考慮し、100 回に

なるまでには必ず染め上げたい。
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