
Japan Society of Histochemistry and Cytochemistry (JSHC)

NII-Electronic Library Service

Japan 　Soolety 　of 　Hlstoohemlstry 　and 　Cytoohemlstry 　（JSHC ｝

B − 2 B −・3

切片に お け る免疫 染色 強度 に 及

ぼす抗体濃度 の影響

渡辺　淳 、 美濃和人 、 天 津　健 、

浅香庸子 、 金村秦輔

側線器有毛細胞へ の蛍 光色素FM1−43の
取 り込み

西川純雄 、佐々木史江

鶴見大学 ・
歯学部 ・生物

関西 医科大学 ・第 一解剖

　切片に お い て、抗原量 を反映 した 免疫染

色強度 を得 るた めに は 、 切片を過剰量 の 抗

体と反応させ るこ とが必須 とされ て きた 。

しか しなが ら、高濃度の 抗体を切片 と反応

させ ると 、 非特異反応の増強 と とも に 、 し

ば しば原 因不 明の 染色 強度の低下が お こ

る。

一方、飽和状態よ リ低 い濃度の抗体を

用い た場合、免疫染色強度が抗原 濃度と乖

離する こ とが予測 され て い るが 、 その 乖離

の程度は明 らかでない 。 そこ で 、 本研究で

は、切片に おけ る免疫染色強度に及 ぼす抗

体濃度の影響に つ い て、定量免疫組織化学

法を用い て調べ た 。 ラ ッ ト肝の切片 にお け

る シ トク 囗 一ム P −450 還元 酵素お よび a −

fetoprotein の場合 、 切片の 染色強度は飽

和抗体濃度の 1！20 ま で 増加 してプラ ト
ー

に達 した 。 ところが 、
albumin では、飽 和

濃度を ピークと して 、それ よ り高濃度では

染色強度が 低下 した 。 また、い ずれ の 抗原

の場合も 、 切片の濃 染 した部位 と淡染した

部位との間におけ る染色強度の 比は 、 飽和

濃度の 1／40 まで は飽和状態で の 結果 とほ

ぼ一致 し、こ の 範囲 内で は飽和濃度抗体を

用い た 場合 と同様の 結果が 得 られるこ とが

明 らか とな っ た 。

【目的】ア フ リカ ツ メガ エ ル （XLe！n！9PSIs＿
laevis）幼生側線器有毛細胞 の不動毛には
mechanosensitive 　nonselective 　cation

channel が 存在す る と考え られて い る 。 蛍

光色素で ある刪 1−43が この 細胞の cation

channel 　 tracerとして作用 して い るか否

か を検討 した 。

【方法】遊泳幼生（st ．41−47）の飼育水 へ

FM1−43（2 μX）を加え 5 分間標識 した 。 幼
生の取 り込み 部位 を蛍光顕微 鏡下 または

photooxidation法に よ り電子 顕微鏡的に

観察 した 。 また前処理 として ア ミノ グ リ
コ シ ド系抗生物質 またはamiloride を飼育
水に加 えFMI−43に対する取 り込 み阻害効
果に つ い て 検討 した 。 さ らに amiloride 蛍
光 をprobe と して 、その 標的細胞を調 べ た 。

【結果 】FMI−43は側線器 有毛細胞 に急速
か つ 選択的に取 り込 まれた 。細胞内の 取
り込み部位 は主 に ミ トコ ン ドリア 、 核 膜
を含む粗面 小胞体で ある 。 こ の 取 り込 み
は 、 また上記抗生物質及 びamiloride に よ
っ て 阻害された 。 amiloride 蛍光 は側線器
有毛細胞に特異 的に認め られた 。 従 っ て 、

有毛細胞 へ のFMI−43の 選択的取 り込み は 、

頂部不動毛 に存在 す る と考えられて い る

amiloride 感受性 cation 　channel を介 して

起 きて い る と結論され る 。
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