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研究成果の概要（和文）：本研究では、酵素抗原法のホルマリン固定パラフィン包埋（FFPE）切片への応用を試
みた。FFPE切片上の抗体の賦活化法について検討した。その結果、蛋白分解酵素処理が有効であることを確認し
た。高濃度のプロテイナーゼK処理によって、FFPE切片では50％程度の活性の回復にとどまったが、PFA固定パラ
フィン包埋切片では抗体活性が凍結切片の80％程度まで回復することを確認した。各種固定法についてパラフィ
ン切片で抗体活性を維持できるか検討した。一部の固定法では、標的抗原の種類に関係なくパラフィン切片で
も、抗体活性が維持可能であることが明らかとなった。シグナル増感法についても検証して、その有効性を確認
した。

研究成果の概要（英文）：In this study, we attempted to apply the enzyme-labeled antigen method to 
formalin-fixed paraffin-embedded (FFPE) tissue sections. We evaluated retrieval methods for the 
activity of antibodies on FFPE sections. High-concentration proteinase K treatment resulted in only 
around 50% retrieval of activity in FFPE sections compared to PFA-fixed frozen sections, but around 
80% in PFA-fixed paraffin-embedded sections. We also evaluated whether various fixation methods can 
maintain antibody activity in paraffin sections. It was found that some fixation methods could 
maintain antibody activity on paraffin sections regardless of the type of target antigens. Signal 
amplification methods were also tested and their effectiveness was confirmed. 

研究分野： 病理学

キーワード： 酵素抗原法　形質細胞　抗体　抗原

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
複数種の固定法について検討を行い、パラフィン切片で抗体活性を維持可能な固定法が明らかとなった。これ
は、今後の検体の保管管理の簡便化につながる知見であり、酵素抗原法の応用性を高める知見である。また、
FFPE切片における抗原の賦活化法や抗原抗体反応のシグナル増感法、あるいは抗原の標識分子に関する有用性を
明らかにすることができた。これらの手法を改良して組み合わせることで、酵素抗原法のFFPE切片への応用が可
能となることが期待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
（1）感染症、自己免疫疾患、アレルギー性疾患や一部の悪性腫瘍などの慢性炎症を伴う病変部
では、形質細胞（抗体産生細胞）の浸潤が顕著である。しかし、これら病変部の形質細胞が産生
する抗体の標的抗原は、ほとんど明らかにされていない。病変部に浸潤することから、病態を理
解するうえで重要な抗体が産生されることが推測される。たとえば、正常小腸などの消化管粘膜
では、IgA 産生形質細胞の浸潤が目立つ。これら IgA は、宿主免疫と腸内細菌叢との均衡の維持
に寄与すると考えられているが、標的抗原が腸内細菌成分であることは示されていない。一方、
血中の自然抗体は抗原刺激のない条件でも産生され、核酸、リン脂質、細菌リポ多糖や ABO 血液
型抗原に対する抗体が報告されており、抗原特異性の低いパターン認識受容体として機能する
ことで、広範な病原体に対する感染防御に寄与すると考えられている。しかし、これら自然抗体
がいつ・どこで産生されるか明らかでない。このように、組織内に局在する形質細胞の浸潤意義
は、ほとんどわかっていない。 
 
（2）酵素抗原法によって、これらの疑問を解決できる可能性がある。酵素抗原法は、酵素など
で標識した抗原プローブを用いて、組織切片上の特異抗体産生細胞を可視化する免疫組織化学
法である。本技法により、組織内の特異抗体産生細胞の局在観察という視点で病態を解析できる。
われわれは、コムギ無細胞系によりビオチン化タンパクライブラリを作製して、病変組織抽出物
や血清中の抗体が反応する抗原を分子間相互作用検出法である AlphaScreen 法で検索したのち、
その抗原をプローブとする酵素抗原法によって組織内の特異抗体産生細胞を証明する方法を開
発した（引用文献①）。本技法をヒト病変に応用して、関節リウマチ滑膜における自己抗体産生
細胞、歯周病歯肉における抗歯周病菌抗体産生細胞、扁桃炎における A 群β溶血性連鎖球菌の
糖鎖抗原に対する抗体産生細胞の局在を明らかにした（引用文献②）。このように、病変部の形
質細胞が疾患関連抗原に対する抗体を産生することを組織切片上で示すとともに、新たな病態
解析手法として酵素抗原法が多様な病態へ応用できることを示した。しかし、酵素抗原法パラホ
ルムアルデヒド（PFA）固定後凍結切片に応用できるが、ホルマリン固定パラフィン包埋（FFPE）
切片では適用が難しい。 
 
２．研究の目的 
（1）特異抗体産生細胞を可視化する酵素抗原法を FFPE 切片へ応用するための技術を確立する
ことが、本研究の目的である。組織内で産生される抗体の分布を明らかにして病態との関連を解
析することで、その抗体を病理マーカーとする診断法の開発や、病変部で産生される抗体の制御
を目的とした創薬や治療法の開発に結びつく可能性がある。これまでに、病変組織で産生される
が血中では検出されない抗体を見いだしている。将来、病変組織でのみ検出される抗体のうち、
診断マーカーとして利用できる抗体を発見できれば、酵素抗体法のように酵素抗原法を病理診
断に活用できる。これら研究を加速させるために、FFPE 切片へ酵素抗原法を応用するための技
術が必要である。 
 
（2）パラフィン切片でも抗体活性を保持できる固定法の検索も本研究の目的である。パラフィ
ン切片に応用できれば、新たに入手した検体を凍結切片にする必要性がなくなる。検体の保存に
おいて凍結管理の必要がなくなり、薄切も室温で可能となることから、酵素抗原法の応用性が高
まることが期待される。 
 
３．研究の方法 
（1）FFPE 切片を対象とした酵素抗原法における抗原賦活化法の検証 
西洋わさびペルオキシダーゼ（HRP）を四肢足底部へ皮下免疫したラットから腋窩、膝窩およ

び鼠蹊部のリンパ節を採取した。採取したリンパ節を半割して、片方の組織片から FFPE 切片を
作製した。もう一方の組織片は、PFA 固定後凍結切片とした。全形質細胞に対する抗 HRP 抗体産
生細胞の割合は、リンパ節によって異なる可能性があるため、単純にその値を賦活化による改善
の指標とするのは適切ではない。そこで、賦活化処理した FFPE 切片における抗 HRP 抗体産生細
胞の陽性率を、対応する PFA 固定後凍結切片における抗 HRP 抗体産生細胞の陽性率でノーマラ
イズすることで、抗 HRP 抗体の検出率を算出して各処理間で比較した。具体的には、両切片に対
して、免疫グロブリン軽鎖と重鎖に対するカクテル抗体による免疫染色を行って、領域を決めて
形質細胞数を計測した。PFA 固定後凍結切片に対して、HRP による酵素抗原法を行って、形質細
胞数を計測した同一領域について、抗 HRP 抗体産生細胞数を計測した。これらの値から、PFA 固
定後凍結切片における全形質細胞数に対する抗 HRP 抗体産生細胞の割合を算出した。この値を
FFPE 切片に対するベンチマークとした。そして、FFPE 切片を対象として、抗原の賦活化を試み
た。FFPE 切片においても抗 HRP 抗体産生細胞数を計測して、全形質細胞に対する割合を算出し
た。FFPE 切片の抗 HRP 抗体産生細胞の割合を PFA 固定後凍結切片の抗 HRP 抗体産生細胞の割合
で割ることで、抗 HRP 抗体産生細胞の検出率を算出した。賦活化法として、プロテイナーゼ K、
加熱処理、過ヨウ素酸処理を検証した。 



 
（2）FFPE 切片を対象としたビオチン標識抗原プローブを用いた酵素抗原法における増感法の検
証 
スカシガイヘモシアニン（keyhole limpet hemocyanin、KLH）、卵白アルブミン（ovalbumin、

OA）、ウシ血清アルブミン（bovine serum albumin、BSA）の混合抗原をラットに皮下免疫して、
腋窩、膝窩および鼠蹊部のリンパ節を採取した。このリンパ節を FFPE 切片に加工して、免疫し
た各抗原をビオチン標識プローブとして各種増感法による染色性の違いを検証した。増感法と
して Streptavidin-HRP、avidin biotin peroxidase complex（ABC）法、アミノ酸ポリマー法、
catalyzed signal amplification（CSA）II法を検証した。次世代免疫検出技術Duolink proximity 
ligation assay（PLA）の酵素抗原法への応用も試みた。 
 
（3）新規ペプチドタグを用いた検証 
N 末端にビオチンリガーゼ認識部位、6ｘHis タグ、AGIA ペプチドタグ（引用文献③）を付加

したリコンビナント抗原を作製して、検出対象とする標識の違いによる染色性の変化を凍結切
片で検証した。抗原調製用に過去にクローニング済みであるヒト蛋白質の MAP1LC3B、FKBP4 およ
び FBXO2、Porphyromonas gingivalis（P. gingivalis）の抗原蛋白質である Ag53、Arg-gingipain
および Lys-gingipain のドメイン構造である Arg-hgp、Lys-hgp、Arg-pro、Lys-pro を抗原とし
て検証した。組織切片として、各抗原を免疫したラットもしくは、P. gingivalis を免疫したラ
ットのリンパ節を用いた。染色性は、streptavidin-HRP、アミノ酸ポリマー法および CSAII 法で
比較した。 
 
（4）抗体活性を保持する固定法の検索 
これまでに、HRP を免疫したラットのリンパ節を用いて、ホルマリン以外の固定法について抗

体活性を保持できる方法を見出している。HRP 以外の抗原に対する抗体でも同様に抗体活性が保
持されるかどうかを検証した。KLH、OA および BSA の混合抗原を四肢足底部へ皮下免役したラッ
トから腋窩、膝窩、鼠蹊部のリンパ節を採取して、各固定法により処理した。そして、凍結切片
およびパラフィン切片を作製して、各種抗原をプローブとする酵素抗原法を行って、染色性を
PFA 固定後凍結切片と比較した。固定法としてカルノア液、アセトン、エタノール、カルボジイ
ミド、periodate lysine paraformaldehyde（PLP）、PLP-AMeX、ザンボニ液、中性緩衝ホルマリ
ンを用いた。AMeX（Acetone, Methyl-benzoate, Xylene）法も実施した。一部固定法について、
低融点パラフィン包埋切片も検証した。 
 
４． 研究成果 
（1）FFPE 切片を対象とした酵素抗原法における抗原賦活化法の検証 
HRP 免疫ラットリンパ節の FFPE 切片について、1、20、80 および 320 µg/mlのプロテイナーゼ K
で処理して、HRP による染色性を比較検証した。PFA 固定後凍結切片の陽性率に対する抗 HRP 抗
体産生細胞の検出率は、1 µg/ml では 0.66％、20 µg/mlでは 21.78%、80 µg/mlでは 77.69％、
320 µg/ml では 42.97%を示し、高濃度のプロテイナーゼ K 処理によって、検出率が上昇した。
PFA 固定および中性緩衝ホルマリン固定リンパ節のパラフィン包埋切片も検証した。PFA 固定後
パラフィン包埋切片では、1 µg/ml では 6.74%、20 µg/mlで 68.28％、80 µg/mlでは 77.69%、
320 µg/mlでは 83.21％の検出率を示した。中性緩衝ホルマリン固定リンパ節のパラフィン包埋
切片では、1 µg/ml では 1.55%、20 µg/mlで 26.70％、80 µg/mlでは 52.70%、320 µg/mlでは
55.40％の検出率を示した（図1）。 
過ヨウ素酸処理およびクエン

酸緩衝液または EDTA 緩衝液を用
いた加熱処理を検討したが、良好
な結果は得られなかった。 
PFA固定後パラフィン包埋切片

では、プロテイナーゼ K処理によ
って、凍結切片に近いレベルで特
異抗体産生細胞を検出できるこ
とが示された。また FFPE 切片で
も50％近い検出率が確認され、増
感法などの他の染色手法と組み
合わせることで、染色性のさらな
る改善が期待される。 
 
（2）FFPE 切片を対象としたビオチン標識抗原プローブを用いた酵素抗原法における増感法の検
証 
KLH、OA、BSA の混合抗原を免疫したラットリンパ節 FFPE 切片に対して、免疫した各抗原をビ

オチン標識プローブとして各種増感法による染色性の違いを検証した。増感法として

図 1．FFPE 切片のプロテイナーゼK処理による抗体賦活化 
高濃度のプロテイナーゼ K処理により、抗 HRP 抗体産生細胞のシグナ
ルが増大している。また賦活効果は、3 種類の固定のうち PFA でもっ
とも強くみられる。 



Streptavidin-HRP、avidin biotin peroxidase complex（ABC）法、アミノ酸ポリマー法、catalyzed 
signal amplification（CSA）II 法を検証した。KLH および OAにおいて、HRP 標識ストレプトア
ビジンによる検出と比較して、各増感法において、明らかなシグナルの増幅が認められた。ABC
法および CSAII 法ではアミノ酸ポリマー法よりも強いシグナルを検出できたが、背景染色も増
強されたため、偽陽性を検出してしまう可能性が高い（図 2）。そこで、2次抗体の希釈倍率の検
討など染色条件を変更して背景染色の低減を試みたが、改善しなかった。背景染色低減のための
さらなる工夫が必要である。また、BSA については、いずれの増感法でも抗 BSA 抗体産生細胞を
検出することができなかった。抗原によって増感法の効果が異なるため、各抗原間で安定してシ
グナル増幅できる手法を見出す必要があると思われる。またビオチン標識 KLH をプローブとし
て、Duolink proximity ligation assay（PLA）の酵素抗原法への応用も試みたが、良好な結果
は得られなかった。 

以上のように、FFPE 切片へ
増感法を適用することで、HRP
標識ストレプトアビジンを用
いた検出法よりも高感度にシ
グナルを検出できることが示
された。しかし、抗原により
増感法の有効性が異なってい
たり、背景染色が増大したり
するため、改善が必要である。
現在のところ、FFPE 切片へ適
用できる増感法として、アミ
ノ酸ポリマー法が有用と思わ
れる。 
 
 
 
 

 
（3）新規ペプチドタグを用いた検証 
免疫した抗原に対応するリコンビナント抗原の N末端に一分子のビオチン、6xHis tag、および
AGIA ペプチドを標識した。これをプローブとして、対応する抗原を免疫したラットリンパ節の
PFA 固定後凍結切片に対する酵素抗原法を行った。HRP 標識ストレプトアビジンを用いてビオチ
ン標識を検出する方法とアミノ酸ポリマー法により AGIA 標識を検出する方法で比較すると、
AGIA の法がビオチンよりも抗体産生
細胞を検出可能な抗原の限界希釈倍率
が高かった（図 3）。AGIA 標識を標的と
して CSAII 法を適用すると、アミノ酸
ポリマー法よりもシグナルが増強され
た。一方、6x His-tag を標的としてア
ミノ酸ポリマー法を適用しても、AGIA
のようなシグナルは検出されなかっ
た。リコンビナント抗原を酵素抗原法
のプローブとして用いる際の標識とし
て、AIGA が有用であることが示され
た。この結果は PFA 固定後凍結切片で
検証されたものであり、FFPE 切片への
応用は今後の課題である。 
 
（4）抗体活性を保持する固定法の検索 
これまでに HRP 免疫ラットリンパ節における抗 HRP 抗体産生細胞を対象に、パラフィン包埋

切片でも抗体の抗原結合活性を保持できる固定法を見出している。そこで、HRP 以外の抗原に対
する抗体でも、同様に抗体活性が保持されるかを検証した。 
各種固定液で処理された凍結切片およびパラフィン包埋切片に対して、ビオチン標識 KLH、O

および BSA により酵素抗原法を行うと、凍結切片において、エタノール、アセトン、PLP および
ザンボニ液による固定が良好な染色性を示した。パラフィン切片では AMeX 法、エタノールおよ
びアセトンによる固定が良好だった（図 4）。低融点パラフィン切片では、PLP とザンボニ固定に
おいて良好な染色性が確認された。これらの結果は KLH、OA および BSA の各抗原で共通してお
り、抗 HRP 抗体産生細胞を検出対象とした場合とも類似していた。したがってこれらの固定法
は、抗体の標的抗原にかかわらず、抗原結合活性を維持できるものと期待される。 
パラフィン切片においては、ホルマリンをはじめとする架橋反応による固定液では、抗体活性

の保持が難しいことが明らかとなった。エタノールやアセトンのような凝固系の固定液が抗体
活性保持に有用であることが明らかとなった。また凝固系の固定液としてカルノア液を検討し

図 2．酵素抗原法における FFPE 切片への増感法の適用 
増感法により抗体産生細胞のシグナルが増幅するが、ABC 法や CSAII 法では
背景染色が目立つ。BSA では陽性細胞が認められない。 

図 3．検出標識および検出法による染色性の違い 
ビオチン標識抗原を HRP 標識ストレプトアビジンで検出する方法
と比較して、AGIA 標識をアミノ酸ポリマー法で検出する方が感度
よく検出できる。 



たが、凍結切片、パラフィ
ン切片、低融点パラフィン
包埋切片のいずれも抗体
産生細胞が検出できなか
った。この原因として固定
液の pHの低さが疑われる。
非緩衝ホルマリンも酸性
の固定液であり、酸性であ
ることが抗体失活の一因
となっている可能性が示
唆された。 
以上の結果から、固定液

によって、パラフィン切片
でも抗体活性を保持でき
ることが明らかとなった。 
 

（5）総括と展望： 
本研究により酵素抗原法に関する有用な知見を得ることができた。残念ながら現在のところ、

FFPE 切片で安定して抗体産生細胞を検出する条件を確立できていない。しかし、これまでの検
討により、パラフィン切片で抗体活性を維持できる固定法が明らかとなった。抗 HRP 抗体を検出
対象とした場合に、PFA 固定パラフィン包埋切片では高濃度のプロテイナーゼ K 処理によって、
抗体活性が凍結切片と同等近くまで回復することから、検体の凍結保存から室温保管への移行
が可能となることが期待される。他の抗原に対する抗体でも同様に抗体活性が保持できるかを
検証する必要があるが、今後の検体の保管管理について有用な情報であり、酵素抗原法の応用性
を向上させる知見である。また、FFPE 切片における抗原の賦活化法や抗原抗体反応のシグナル
増感法、あるいは抗原標識分子に関する有用性を明らかにすることができた。これらの手法を改
良して組み合わせることで、酵素抗原法の FFPE 切片への応用が可能となることが期待される。 
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図 4．各種固定法によって調製された凍結切片とパラフィン切片における抗
KLH 抗体の染色性の違い。凍結切片では、とくに PLP、ザンボニ液、エタノー
ル、アセトン固定で良好なシグナルが観察される。一方、パラフィン切片では 
エタノール、アセトンおよび AMeX 法で良好なシグナルが観察される。 
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