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方法論を中心 と して

　　瓦井康之 （群馬大学内分泌研究所）

　 1966 年 Nakane に よ り開発され た酵素抗 体法お よび Sternberger に よ り非標識 法が発表 され

て以来 ， 内分泌臓器に
，種 乃 の方法で使用 され ， 多 くの 新知見が得 られ て来て い る 。 そ の 方法 とし て は ，

　 1） 光顕 レ ベ ル ：固定 一
ホ ル マ リ ン

，
Bouin 液 ，

Zamboni 液 ，
グ ル タ ル ア ル デ ヒ ド

，

パ ラ フ ォ
・ル ム

　　　 ア ル デ ヒ ド
，

パ ラ フ ォ ル ム ア ル デ ヒ ドーグ ル タ ル ア ル デ ヒ ド混合液

　　　包理 一  パ ラ フ ィ ン
，   エ ポ ン ま た は グ リ コ ール メ タ ク リ レ イ ト

　 2） 電顕 レ ベ ル ：  凍結切片法 ， （2遡 薄切片法

な どが あ り
，
光顕 V ベ ル で は ほ とん ど問題な く良好 な 結果が得 られ るが ，電顕 レ ベ ル の 凍結切片法に お

い て は ， 超微細構造 の 保持が悪 く 3 超薄切片法に お い て は
， 抗原 の 局在を観察す る に は良好で ある が

，

そ の 抗原を有す る細胞が
， 従来電顕 で 観察 さ れ て来た ど の 細胞 に相 当す る か

，特に 小型 の 分 泌顆粒を 有

す る細胞 に つ い て は ， 明確 さを欠い て い る 。 そ こ で
， 免疫組織化学を使用 した隣切 々 片対応法を行い 非

常に 良好 な結果を得た 0

　 3） 隣切
』々

片対応法

　　　  グ ル タ ル ア ル デ ヒ ドーオ ス ミ ウ ム 酸 の 二重 固定 ，   u ・ポ ン ー
ア ラ ル ダ イ F包埋 ，   超薄切 片

　　　　 作製 一4 枚の 連続切片 を 2枚つ つ 2枚 の メ ヅ シ ユ に載 り ， ウ ラ ン
ー
鉛 の 二重染色 ，   圭μm の

　　　　光顕用厚切 々 片作製 一数枚連続切片 と し
，

一
枚 つ つ ス ラ イ ドガ ラ ス に 載 り ， 脱 エ ポ ン

， 脱 オ

　　　　 ス ミ ウ ム 後 ， 数種の 抗体 に て連続切片を染色
，   反応陽性 に な っ た 細胞 を超薄切 H一上 に 探 し

，

　　　　 その超微細講造を電顕で 観察す る。

こ め方法に よれば
，
抗 原 の 細胞 内局在 ， 各抗 体反応陽性 細胞ど お しの 関係 ， 分布状態 ， 超微細構造 ， 従

来観察 されて 来た細胞 との 関 係な どを明確 に 出来 る 。 欠点 は反応陽性細胞を超薄例片上 で 見つ け る の に

か な りの 時間を要す る点で ある 。 な お ほ ぼ似た方法で
， グル タル ア ル デ ヒ ドの 代 りに ア ク ロ レ イ ソ を使

用す る方法 ， お よび ，
1μ m の 光顕用連続切片上 の 同

一
細 胞 を検討す る の に Mirror 　 section を作製す

る方法 （以上 い ずれ も長村 ら ） ， な どが あ り ， 有用な もの で ある。 さ らに 固定法を変 え る 事 に よ り ，

（例 えば パ ラ フ ォ ル ム ア ル デ ヒ ド と グル タ ル ア ル デ ヒ ド混合液
，
そ の 他 ） ， 抗体反応陽性細胞 と

，

一
般

の 組織学的染色法 と の 関係な ども明確に 出来る 。

　酵素抗体法を用 い て 行 われた ラ ッ ト前葉細胞の 同定と ， 従来電顕に よ っ て 行 わ れ て米た 細胞 同定 に
，

一部異な る結果が得 られ た 。 特 に ACTH 細胞 と TSH 細胞に つ い て は
，
そ の 同定 に 問題が あ っ た が

， 隣

接切片対応法に よ り ，
朋 確に 出来た o また LH 細胞の 同定 ，

さ らに こ れら 3種 の 細胞が
，各種実験下 で

示す形態的変 化 に つ い て も言及 する 。
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