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ラット再生肝組織におけるProliferatingCellNuclearAntigenと

Bromodeoxyuridineの染色性についての比較研究

一固定条件の影響について一

崎山順子 森 秀治 -村光子 唐下博子 岡本 基 遠藤 浩

要 約

種々の条件下 (10%緩衝ホルマ1)ン･6時間,1%パラホルムアルデヒド･6時間,100%メタノール･

4時間,70%ェタノール･6時間,100%アセ トン･2時間,カルノア液･4時間)で固定したラット再

生肝組織に免疫組織染色を施し,Proliferatingcellnuclearantigen(PCNA)の核内染色パターンに

ついての検討を行ったoその結果,100%メタノール及び70%ェタノールでB]走した場合には,明瞭な願

粒状の染色像が得られた｡10%緩衝ホルマリン及び1%パラホルムアルデヒドの場合には,明瞭な願粒

状並びに弱いびまん性の染色像が得 られたoS期に対す る代表的なマーカー として知 られる

Bromodeoxyuridine(BrdU)の染色像との比較のもと,再生肝組織中のPCNA陽性細胞の数とBrdU

陽性細胞の数を再生ピーク時の術後 1日目で検討したところ,100%メタノール及び70%エタノールで固

定した際の陽性細胞数が,最もBrdUの所見と一致した｡しかし,10%緩衝ホルマリン,1%パラホル

ムアルデヒド,100%アセ トン,カルノア液で固定した場合には,BrdUの所見と著しい解離が見られ

た｡これらの知見は,PCNAを指標に細胞増殖を評価する上で,100%メタノール,70%エタノールでの

固定が有用であることを示唆する｡

キーワード:PCNA,BrdU,免疫組織染色.再坐肝

は じ め に

細胞動態に関するマーカーは,各種腫痕の生物

学的悪性度の予測及び治療効果 ･予後判定の重要

な指標となり得る｡従来から細胞増殖能の評価に

使われてきた3H-Thymidineを用いる方法1)はア

イソトープ使用などの問題点があるため最近では

Thymidineのanalogueで,細胞周期のS期の細

胞の新しく合成されるDNAにのみ取り込まれる

Bromodeoxyuridine(BrdU)2)が頻繁に使用され

るようになってきた3-6)｡しかし,BrdUは元々体

内に存在しないので何らかの方法7)で標識しない

といけないと言う問題点がある｡そこで,DNA

polymerase♂の補助タンパク質であるProlifer-

atingCellNuclearAntigen(PCNA)8~11)に対す

岡山大学医療技術短期大学部 衛生技術学科

るモノクローナル抗体が開発されてからは,これ

が日常的なパラフィン切片に応用可能なため急速

に普及してきている12,13)｡しかし,PCNAの染色

性が固定条件にどのような影響を受けるかについ

ての基礎的な検討は未だ十分とは言えないQそこ

で,今回われわれはBrdUを対照として,固定条

件がPCNAの染色性にどのような影響を与える

かについて検討を行っので報告する｡

材 料 と 方 法

1.材料

対象として体重120g前後のSD系雄性ラット

を用いた｡最初に75%肝切除を行い再生肝を作製

した｡実験群として無処理,術後6時間,1日,
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2日,4日目を各 3匹ずつとした｡BrdUは体重

1gあたり50/Jgを肝摘出60分前に腹腔内に注入

することで標識した｡今回検討 した固定条件は,

10%緩循ホルマリン (10%BF)･6時間, 1%パ

ラホルムアルデヒド(1%PFA)･6時間,100%

メタノール ･4時間,70%ェタノール ･6時間,

100%アセトン･2時間,カルノア液 (メタノール/

酢酸3:1)･4時間で固定温度はすべて4℃と

した｡使用した切片は日常の方法でパラフィン包

埋し3JJの連続切片を作製し用いた｡

2.免疫染色

使用したモノクローナル抗体は抗 PCNA抗体

(DAKO社,PCIO)と抗 BrdU抗 体 (Becton

Dickinson社,B44)である｡

各々の実験群ラットにおいて3/̀の連続切片を

5枚用意し,1枚は形態観察用のHE染色,残 り

4校を各々の免疫染色用及び陰性対照用に用いた｡

免疫染色は脱パラ後,内因性ペルオキシダーゼ阻

止として3%過酸化水素加メタノールにて室温,

30分処理後PBSにて洗粋｡このあと,BrdU染色

用については抗体が2本鎖のDNAとは反応しな

いので,あらかじめ2N-塩酸にて室温,60分反応さ

せ 1本鎖に変性させ中和後PBSにて洗浄｡次に

10%正常ヤギ血清を室温,30分反応後,一次抗体

として抗 PCNA抗体は500倍,抗 BrdU抗体は50

浬璽

倍にそれぞれPBSにて希釈 し4℃,一晩反応後

PBSにて洗浄｡次に,VECTA-STAINABCキ

ッ トを用 いABC法 を行 った｡最 後 にDAB-

cobalt法で発色させ,メチル緑で後染色を施 し

た｡また,陰性対照として,上記の一次抗体の代

わりに正常マウス血清を用いて,ABC法を行い発

色しないことを確かめた｡

3.観察

組織標本上を片寄 りなく細胞1,000個を観察 し

陰性対照を対照とし陽性細胞数を求めた｡また,

同時にPCNA,BrdUの核内染色パターンについ

て油没にて詳細に観察した｡

結 果

PCNAの核内染色パターンは,Fig.1に示すよ

うにアルコール系の固定液(100%メタノール,70

%ェタノール)では,陰性との区別の明瞭な頼粒

状の染色性が見られた｡Fig.2に示すようにホル

ムアルデヒド系固定液 (10%BF, 1%PFA)で

は,nJJ瞭な頼粒状と弱いぴまん性の染色性が見ら

れわoFig.3に示すようにアセ トン固定では,弱

いぴまん性の染色性のみが見られ,カルノア液に

ついてはほとんど染色されなかった｡また,BrdU

の核内染色パターンは,Fig.4に示すように有機

溶媒系固定液 (100%メタノール,70%ユタノー

100% methanol 70% ethanol

Fig･1 NuclearPCNAstainingpatterninratregeneratlngliverspecimenfixedwith100%
methanolor70%ethanoL
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PCNAの染色性と固定条件

10%BF 1% P F A

Fig,2 NuclearPCNAstainlngPatterninratregeneratingllVerSPeCimennxedwith100/.BF
orl% PFA Theyshowedbothgranularpattern(solidarrow)andd]'lfusepattern
(oL)enarrlOW)

100% acetone Carnoysolution

FIgl3 NuclearPCNAstainingpatterninratregeneratingliverspecimenfixedwithlOO%
acetoneorCamOySOlution

ル,100%アセ トン)及びカルノア液において陰性

との区別のR)lt密な頼粒状の染色性が見られたo

Fig.5に示すようにホルムアルデヒ ド系固定

液では弱いぴまん性の染色性が見られた｡再生肝

組織における各々の固定条件でのPCNA,BrdU

陽性細胞数を再生のピークと思われる術後24時間

後の標本で比較 してみるとFig.6に示すように,

アルコール系固定液の PCNAの所見が最 もよく

BrdUの所見と一致 した｡ホルムアルデヒド系,ア

セ トン及びカルノア液では,BrdUの所見 と著 し

い解離が見られた｡

考 察

Dierendonckら14)は,ヒト癌培養細胞株を用い

て各種固定条件を検討 した結果,19A2(IgM抗体)

を用いたPCNAの染色性は,100%メタノール固
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100% methanoI 70% ethanol

100% acetone Carnoysolution
Fig.4 NuclearBrdUstainingpatter'ninratregenerating一iverspecimenfixedwithlOO%
methanol,70%ethanol,100%acetoneorCartlOySOlLltion.

10%BF 1% PFA

F'ig･5 NuclearBrdUstainingpatterninratregeneratingliverspecimenfixedwithlO%BF
or1% PFA
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PCNAの染色性と固定条件
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Fig･6 ComparisonofPCNA-andBrdU-positivecellsinratregeneratingliverspecimen.
NumberofPCNA-(opened)andBrdU-(closed)
withlO%BF,1%PEA,100%methanol,70%

走が優れており,さらに1%PFA固定後,100%

メタノールで再固定したのが,最も良好な結果で

あったとしている｡一方,ホルムアルデヒド系(10

%ホルムアルデヒド,2%PFA)単独固定,70%

エタノール及びカルノア液では染色されなかった

と報告している｡Sasanoら15)は食道扇平上皮癌の

細胞標本ではPCIOにて4%PFAで30分から1時

間固定し,さらにメタノールで5分間固定したの

が最もよい染色性が得られたとしている｡鈴木

ら16)は,培養細胞株及び組織切片にて4%PFA,

1日固定が最も良好で,10%BFで短期間(2日以

内)固定も良好であったとしている｡また,95%

エタノールと700/.メタノールについては長時間固

定でも検出可能であったと報告 している｡松野

positivecellswerecountedinspecimenfixed
ethanol,100%acetoneorCarnoysolution.

ら17)は,組織切片において有機溶殊による固定で

は,エタノール固定が良好で,アセトン固定では,

抗原がほとんど細胞質内へ拡散したと報告してい

る｡今回のわれわれの検討ではホルムアルデヒド

系の固定液である10%BFと1%PFAにおいて

良好な染色結果を得た｡また,2日以上の固定で

は染色性の明かな低下が見られた (結果は示して

いない)｡有機溶媒のなかでは,100%メタノール

と70%エタノールにおいて良好な染色結果を得た

が,アセトン,カルノア液ではほとんど染色され

なかったが,松野らが報告しているような細胞質

内への拡散はあまり認められなかった｡BrdUの

固定条件については,多田ら18)は,ホルマリン固定

においても70%エタノール固定とほぼ同じLabe-
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lingIndexを得たが,70%ェタノール固定におい

て最も明瞭な染色性が得られたと報告 している｡

われわれの検討でも,有機溶媒の固定液において

は明瞭な染色性を得たが,ホルムアルデヒド系の

固定液では弱い染色怪 しか得られなかった｡これ

は,ホルムアルデヒド系の固定液では,DNA とヒ

ス トンとがcrosslinkするため,抗 BrdU抗体 と

DNA鎖中のBrdU との結合が低下するためと考

えられる｡PCNAはその他の増殖細胞マーカーに

比べて高い陽性率を示すことが多く報告されてい

る14,15)｡しかし,今回の検討では,ホルムアルデヒ

ド系の固定ではPCNAが BrdUに比して高い陽

性率を示したが,アルコール系の固定ではBrdU

と一致した｡故に,PCNAの固定にアルコール系

の固定液を用いることが,PCNA を増殖細胞毒-

カーとして評価する上において有用であると考え

られる｡
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Comparative studies of proliferating cell nuclear antigen

and bromodeoxyuridine staining pattern

in rat regenerating liver cells

lunko SAKIYAMA, Shuji MORI, Mituko ICHIMURA, Hiroko TOHGE,

Motoi OKAMOTO, Hiroshi ENDO

Abstract

Immunohistochemical staining pattern of proliferating cell nuclear antigen (PCNA) was

examined in rat regenarating liver specimens fixed under the various conditions (10% buffered

formalin for 6 hr, 1% paraformaldehyde for 6 hr, 100% methanol for 4 hr, 70% ethanol for 6 hr,

100% acetone for 2 hr and Carnoy solution for 4 hr). Most distinct granular staining pattern of

PCNA was observed in fixation with 100% methanol or 70% ethanol. Specimens fixed with 10%

buffered formalin or 1% paraformaldehyde showed both distinct granular and slight diffuse pattern

of PCNA staining. Specimens fixed with 100% acetone showed only slight diffuse staining.

Specimens fixed with Carnoy solution showed little staining. Number of PCNA positive cells in the

specimens fixed with 100% methanol or 70% ethanol on 24 hours after hepatectomy coincided

closely with those of BrdU positive cells, which is known to be a representative marker of cell

proliferation. In contrast, dissociative result was obtained in specimens fixed with 10% buffered

formalin, 1% paraformaldehyde, 100% acetone or Carnoy solution when numbers of PCNA positive

cells were compared with those of BrdU. These findings suggest that tissue specimens fixed with

100% methanol or 70% ethanol is useful for evaluating the extent of cell proliferation.

Key words: PCNA, BrdU, immunohistochemical staining, regenerating liver

School of Health Sciences Okayama University
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