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Apoptosis is a specific mode of cell death recognized by a characteristic pattern of mor-

phological and biochemical changes. DNA fragmentation is an important characteristic fe仕

組re of apoptosis， while the detection of apoptosis in routine histological sections is 

difficult. Terminal deoxynucleotidyl transferase-mediated dUTP-biotin nick end 

labeling(TUNEL) method detects DNA fragmentation by 3'… OH nickend labeling technique 

on formalin-fixed， paraffin-embedded tissue sections. In this study， we examined the ef幽

fects of enzyme treatments before TUNEL procedure using tissue sections of esophagus， 

stomach and small intestine. Pretreatment of the sections with DNase 1 resulted in intense 

TUNEL-signals in tissue sections of stomach and small intestine. Most suitable condition 

of the pretreatment was 20μg/ml proteinase K digestion for 30 minutes in esophageal carci-

nomas. A few epithelial nuclei of upper and lower part of gastric mucosa and carcinoma 

cells showed strong TUNEL-signals with 20μg/ml proteinase K digestion for 20 minutes. 

No signals and non-specific reaction were found in sections of small intestines， regardless 

of the digestion conditions. These results overall suggested that pretreatment of the tissue 
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sections with protease obviously enhances the TUNEL-signals， although the most suitable 

condition varies from specimen to specimen. 

Key words : TUNEL method， apoptosis， 

緒首

アポトーシスは細胞を除去するための生理的細

胞死であり，壊死とは異なる.この現象は発生過

程での形態形成や組織形成，自己反応、性リンパ球

の排除，正常組織における縮抱交代や形態保

持2)，3)，12)， 13)， 17)， 18)，20)，21)および麗療で見い出されて

いるの，7)，8)， 11)， 14) • 

アポトーシスの生化学的特徴は， DNAのヌク

レオソーム単位での切断であり，電気泳動像はラ

ダー(はしご状)構造を示す22) 形態学的には細

抱容積の縮小，クロマチンの凝縮，核濃縮，アポ

トーシス小体への断片化が特徴的である12)，13)，22)

最終的にはマクロファージや近接細胞により貧食

除去されるか管腔内に排斥される.近年， Gavrie冊

目ら5)はホルマリン臨定，パラフィン包埋標本切

片でアポトーシスを同定するterminaldeox-

ynuc1eotidyl transferase-mediated dUTP-biotin 

nick end labeling (以下TUNELと略す)法を報告

した.本法はDNA3'-OH基にピオチン標識

dUTPをterminaldeoxynuc1eotidyl transferase 

(Accepted on June 24， 1994) 

protease 

(以下TdTと略す)によって結合させ，可視化

する方法であり， DNAの切断が生じている細胞

核に陽性シグナルが見いだされる.またTdT反

応、前に蛋自分解酵素処理による除蛋白を行うと

TdT反応を高め，ヌクレオチドの結合が容易と

なる5)，19) しかし，これまでに報告されている蛋

自分解酵素処理条件は，プロテイナーゼ

K (proteinase K;以下PKと略す)で15分から30

分，ペプシン (pepsin;以下Pepと略す)では30

分から60分1)，5)，7)，11)，19)と様々である.そこで，

TUNEL法における蛍白分解酵素処理の最適条件

を決定するために，食道，胃，小腸を用いて，種

々の条件でのTUNEL法の染色性について比較検

討を行った.

材料と方法

本研究では外科的手術によって得られた食道2

倒(属平上皮癌，高分化型)，胃 1例(乳頭腺癌)， 

小腸2例(線維性腹膜炎)を用いた. 10%ホルマ

リン固定，パラフィン包埋ブロックを 3~4μm

に薄切し，シランコートスライドガラス(松浪硝

表 1 TUNEL法の染色方法

脱パラフィン

蛋自分解酵素処理

過酸化水素水加メタノール液処理

TdT反応液による反応

緩衝液による反応停止

10%正常ウサギ血清処理

ぺjレオキシダーゼ標識ストレプトアビジン反応

3，3にジアミパンチうン基質液による発色

アルシャングリーン染色

封入
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子工業，大阪)に貼付した.ヘマトキシリンーエ

オジン (HE)染色標本で組織学的検索と細胞と

核の形態観察をおこなった後，以下の方法で

TUNEL法を施行した.

1. TUNEL法による染色(表 1) 

TUNEL法は， Gavrieliらの方法的に準じて行っ

た.薄切標本は脱パラフィン後，蛋白分解酵素に

よる除蛋白を行い，流水にて水洗した. 2%過酸

化水素水加メタノール液で、室視， 20分間反応して

内因性ベルオキシダーゼをブロックしたのち水洗

し， TdT緩衝液 (100mMカコジル酸カリウム， 2 

mM塩化コバルト， 0.2mMジチオトレイトール，

pH 7.2)に3分間浸した.TdT緩衝液に0.3U/μ1

TdT(Gibco Brl. Life Technologies Inc.， USA) 

と0.04nmol/μIピオチン標識dUTP(Boehringer 

Mannheim， Germany)を加えたTdT反応液で37

OC， 90分間反応した.次に，緩衝液 (0.3M塩化

ナトリウム， 30mMクエン酸ナトリウム)に15分

間浸してすdT反応を停止した.リン離緩衝食塩

水(以下PBSと略す)で洗浄し， 10%正常ウサギ

血清(生化学工業，東京)で10分間反応後，ベル

オキシダーゼ標識ストレプトアピジン(生化学工

業)を30分反応させた.PBSで洗浄の後 J晶駿化

水素水を添加した3'3ージアミノベンチジン基質

(生化学工業)で発色，アルシャングリーンで後

染色を行った.

陰性コントロールは，蛋自分解酵素米処理標本

をTdT反応液の代わりに0.04nmolピオチン標識

dUTP加TdT緩衝液で37"C，90分反応した.

陽性コントロールとして、 DNase1処理を行

った.処理により， DNAが切断され縮胞はアポ

トーシスの特徴的影態変化は示さないが，細胞核

がTUNEL陽性所見を示す.

胃と小腸で種々の条件のもとに蛋自分解酵素処

理を行い過酸化水素水加メタノール液で反応後，

0.7μg/ml DNase 1 (Stratagen Co. ， USA)で室温，

10分処理した.その後， TdT反応液による反応

を行い， TUNEL法の染色性について比較検討し

た.

2.蛋自分解酵素による除蛋白の条件

蛋自分解酵素処理によるTUNEL法の染色性に

ついて比較検討するために表 lの蛋自分解酵素処

理を以下の条件で行った.肖，酵素はPKとPep

の両者を用いた.また蛋自分解醇素の消化を高め

る自的で19)，パラフィン包埋標本でinsitu 

hybridizationする際に用いられる 2xSSC， 80
0

C 

処理9)も施行した.

(1)蛋自分解酵素未処理.

(2) 2 x SSC(O. 3M塩化ナトリウム， 30mMク

ヱン酸ナトリウム， pH 7.0)で80"C， 10 

分の熱処理のみ.

(3) 20μg/ml PK(pH 7.4) (Boehringer Man帽

nheim)を室視， 10， 20， 30， 60分反応.

(4) 2 x SSCで80
0

C，10分熱処理を行った後，

20μg/ml PKを室温， 10， 20， 30， 60分反

応.

( 5) 0.5% Pep (pH 2.0) (Sigma， USA)で37

oC， 10， 20， 30， 60分反応.

(6) 2 x SSCを80
0

C，10分熱処理を行った後，

0.5% Pepで37
0

C，10， 20， 30， 60分反応、.

結果

食道，胃，小腸における種々の蛋自分解酵素処

理条件下でのTUNEL法による染色性の程度につ

いての結果を以下に示す.尚，陰性コントロール

ではTUNEL陽性シグナルを見いださなかった.

1 .胃，小腸におけるDNase 1処理標本の

TUNEL染色性(表 2)

曽では蛋自分解酵素未処理(図 1A)を含めす

べての処理条件で弱陽性から強揚性を示した.

PK処理のみでは反応時間が長いと染色性は強く

なるのに対し，熱とPK処理を行った場合はPKの

反応時間による染色性に違いはなかった.Pep30 

分処理では強陽性を示す(図 1B)が， 60分反応

すると染色性が弱くなり細胞質が黄色調に染色さ

れた.熱とPep処理を行った場合， Pep10分反応

では陽性を示すが， 20分以上になると染色性は弱

くなり， 60分では切片が一部剥離した.最も良好

な結果が得られたのはPep30分処理であった.

小腸では蛋自分解酵素未処理では陰性であり，

熱処理のみの場合は切片が部分的に剥離した.

PK処理のみは， 30分反応させた場合のみ陽性と

なった.熱とPK処理の場合はPKの反応時間が長

くなるにつれ染色性は強くなるが，全ての反応待

問で切片の部分的斜離が見られた.Pep処理のみ

は60分皮応で陽性を示した.熱とPep処理を行っ

た場合， Pep60分反応で強陽性を示したが，すべ

ての反応時開で広範屈な切片の剥離が生じた.以

上述べた如く染色性の強さは熱処理， Pep60分反

応の場合が最も良好であったが，広範罰な切片の
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表 2 DNase 1処理標本でのTUNEL染色性

組織
2 xSSC 

酵素
酵素反応時間(分)

80'C (分) O 10 20 30 60 

(未処理)

日円ヨ O PK + ++ ++ ++ 十++

小腸 + + ++ 十

日同ヨ 10 PK + 十 + 十十 ++ NT 

小腸 * +* +* ++* 十十+*

日同ヨ O Pep 十 十 ++ +++ +十

小腸 + + + ++ 

日同ヨ 10 Pep + ++ + + +* 
小腸 * 十* ++* +* 十+十*

一:陰性+弱陽性， ++:陽性， +++:強陽性.

PK:proteinase K， Pep:pepsin. 

NT : not tested. 

*切片の剥離がみられたもの.

図 DNase1処理胃切片でのTUNEL染色

(A)蛋自分解酵素未処理.非腫蕩部粘膜のすべての細胞核に微弱なTUNEL陽性シクーナルがみられる.

(B)0.5%ペプシン， 30分処理.非腫蕩部粘膜の細胞核が強陽性を示す.

A， B x 100 
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表 3 食道におけるTUNEL染色性

症例
2 xSSC 

酵素
酵素反応時開(分)

No. 80
0

C (分) O 10 20 30 60 

(未処理)

O PK 十

2 十 +十 十十十 ++ 

10 PK 十 十 十十

2 十 +十 ++十 十十 十

O Pep 

2 ++ + + 

10 Pep + 十十 十 十*

2 十 十 十十 + 十**

一:陰性，+弱揚性，十十:陽性，庁十十:強陽性.

PK: proteinase K， Pep: pepsin. 

*切片の剥離がみられたもの.

料:細胞の崩壊がみられたもの.

剥離を生じた.

2.食道，胃，小腸におけるTUNEL染色性(表

3 -5). 

( 1 )食道(表 3) 

症例1， 2とも非腫療部では揚性所見を示さな

かった.腫蕩部において，症例 1では熱と蛋自分

解酵素両者の処理を行った場合にのみ，角化部や

癌真珠の辺縁に揚性所見が得られた.しかし，熱

処理， PK60分反応では陰性となり，熱処理，

Pep60分反応では切片が一部斜離した.症例 2は

蛋自分解酵素未処理では陰性であったが(図 2A，

B)，熱処理を行っただけで癌胞巣の癌真珠辺援

にある核と少数の縮胞核に弱陽性を示した.PK 

処理のみの場合は30分反応で強陽性であり，後染

色も良好であった(図 2C， D).熱とPK処理の

場合は20分間の反応で最も揚性が強く， PKの処

理時間が長くなると染色性は弱くなり角化部が黄

色調を示した.Pep処理のみの場合は反応10分で

撞く少数の癌縮胞核と角化や癌真珠の部の核に陽

性所見を示すのみであった.熱とPep処理の場合

では強陽性を示すものがなく， Pepを60分反応さ

せると細胞の崩壊が見られた.最も良好な結果が

得られたのはPK30分処理であった.

( 2 )胃(表 4) 

蛋自分解酵素未処理の場合は非腫蕩部の少数の

表層粘膜縮胞と操底部細胞の核および腫蕩部の腺

腔を形成している少数の癌細胞核が陽性所見を示

した.PK処理のみでは全ての条件下で陽性であ

ったが， 20分間反応させた場合，非腫蕩部(図 3

A， B)，麗蕩部(図 3C) とも最も強く陽性と

なった.熱とP瓦処理の場合， PKを20分以上反応

させるとほとんどの乎滑筋細胞や間質の細胞核に

陽性所見を示し(図 3D)， DNase 1処理の場合

と同様な像であった.この様にDNase 1処理と

同様な染色結果または陽性に染まった核が標本中

に広範囲に見られる場合は非特異的な染色性を示

すものと考えた.Pep処理のみ30分反応では強陽

性を示したが，背景が黄色調となり，後染色も不

良であった.熱とPep処理の場合， Pepで20分間

反応させたときのみ陽性を示した. PK20分処理

で最も良妻子な結果を得た.

( 3 )小腸(表 5) 

症例 lは熱処理， Pep60分反応以外は陰性であ

った(図 4A).熱処理， Pep60分の反応の場合

は，大部分の細胞核が揚性となる非特異的な所見

と細胞の崩壊を示した.症例 2は蛋自分解酵素未
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図2 食道(症例 2)におけるTUNEL染色

蛋白分解酵素未処理:癌胞巣の癌真珠部 (A)と癌細胞核 (B)に陽性シグナルはない.

20μg/m1プロテイナーゼK，30分処理:癌真珠辺縁に見られる核 (C)と癌胞巣における少数の細胞核

(D)に見い出されたTUNEL陽性シグナル.

A-D x 100 
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図3 胃切片でのTUNEL染色

20μg/mlプロテイナーゼK，20分処理:非腫蕩部で少数の表層粘膜細胞核 (A)と腺底部の上皮細胞核

(B)において陽性シグナルが散見される.胃癌では少数の腫虜細胞核 (C)が強陽性を示す.

2 x SSC， 10分反応後20μg/mlプロテイナーゼK， 60分処理では，大部分の細胞核が陽性であり非特異的

所見と見なされる (D:Cの連続切片). 

A-D x 100 
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表 4 胃でのTUNEL染色性

2 xSSC 
酵素

酵素反応時間 (分)

80.C (分) O 10 20 30 

(未処理)

O PK + ++ +++ ++ 

10 PK + + NS NS 

O Pep 十 ++ + +++ 

10 Pep + + ++ + 

ー:陰性，+弱陽性， ++陽性， +++:強陽性.

PK:proteinase K， Pep:pepsin. 

NS : non-specific staining. 

-‘・f
::iμ!と‘
. ‘ . . ....""-

. 司 4・・・
‘・

. 、

， 

60 

++ 

NS 

+ 

+ 

、
.“， '，，1.宅

r 

4 

20分処理.繊毛のほとんどの細胞がTUNELシグナル陽性で，

A-B x 100 
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表 5 小腸でのTUNEL染色性

症例
2 xSSC 

酵素
酵素反応時間(分)

.No. 80'C (分) O 10 20 30 60 

(未処理)

l O PK 

2 NS NS NS NS 

l 10 PK 

2 NS NS NS NS 

l 10 Pep NS料

2 NS NS NS NS 

ー:絵性，+弱陽性， ++:陽性+十+:強陽性.

PK:proteinase K， Pep:pepsin. 

NS : non-specific staining. 

料:細抱の崩壊がみられたもの.

処理以外の全ての条件で，大部分の平滑筋細胞や

間質の縮胞核に揚性を示す非特異的な所見を示し

た(図 4B).以上の如く，小腸では蛋自分解酵

素処理の適切な条件を見いだせなかった.

考察

TUNEL法はアポトーシスの特徴のひとつであ

るDNAの断片化12)，15). 16). 22)を組織切片上で特異的

に同定する方法であるの.本法を用いると組織標

本で断片化を起こした細胞核を確認できるが，切

断が起こった全てのDNAを同定するため，壊死

に拍った細胞にも弱く，調漫性に染色され
る1)，11)， 19) 

本研究において，食道では角化部や癌真珠の辺

縁に克られる核と少数の漏平上皮癌細胞核に，胃

では表層粘膜細胞核と腺底部の細胞核，そして腺

控を形成する癌細胞核に少数の陽性所見を得た.

これらの結果はHiraishiら7}，kasagiら11)の結果

と同様である.陽性所見はアポトーシスの形態的

特徴を示す細胞のみでなく，アポトーシスの変化

を示していない細胞核にも見られた.このことは

形態的変化が起こる以前に核内DNAの断片化が

始まっていることを示唆しており， Gorczycaらめ

が述べているようにアポトーシス初期において，

核辺接部にDNA断片化が生じているためと考え

られる.

TUNEL法はアポトーシスの組織学的検討に有

用な方法であるが，酵素の最適な処理条件につい

ての報告は少なく，条件も捺々である1)，5)， 7)， 11)， 19) • 

今回行った種々の条件下での蛋白分解酵素処理の

結果では，蛋自分解酵素未処理の場合はTUNEL

染色陰性を示す場合が多いが，蛋自分解酵素処理

を加えることにより陽性所見を得ることができ

た.これは蛋自分解酵素処理により核内蛋白を除

去し， TdT反応におけるDNA3'-OH末端でのピ

オチン標識dUTPとの結合を高めるため生じたも

のである5)，19) このことはTUN茸L法を行う場合，

蛋白分解酵素による前処理が必要であることを示

している.しかし，過度の蛋自分解酵素処理によ

り，非特異的な陽性像を示したり，染色性低下を

示す場合があった.前者は過度の蛋自分解酵素処

理によりDNAに損傷を与えた結果であり，後者

は蛋白の分解が進み，染色性が低下したと考えら

れる.

蛋白分解酵素の前に熱処理を行うと核酸と蛋自

の結合をゆるめ蛋自分解酵素の消化を高めると報

告されている19). 本研究でも熱処理を行うことに

より反応時間が短縮され，熱処理が反応、を高める

ことを示唆している.しかし，切片の剥離が生じ

ることがあり，十分な注意が必要である.

食道と小腸では症例によって染色結果が異なっ

た.これは標本採取からパラフィン標本作製まで
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の過程における相違が関係していると考えられ

る.特に非特異的染色は，標本採取から切片作製

までの間に生じたDNAの損傷に起因するのかも

しれない.材料の固定に関してはラット及びヒト

手術切除標本では， 8% PFAで18時間固定が最

適であるという報告があり lO)，固定液の種類，濃

度，固定時間の相違が染色結果に影響することも

考えられる.今回，食道と胃における蛋自分解酵

素処理条件で最も良いと思われる反応時間は全て

異なり，組織によって最適な蛋自分解酵素処理条

件が異なっていることを示唆している.

DNase 1で核内DNAを切断した標本は蛋白分

解酵素処理が長く，更に熱処理を加えた方が陽性

像は強かった.これは除蜜白を行うことでDNase

Iによる切断を高め，さらに， TdTの反誌を促

進するためと思われる.尚，蛋自分解酵素処理の

最適時聞は， DNase 1未処理の場合とは異なっ

ていた.TUNEL染色を行う際にDNase1処理

標本を用いて酵素処理条件を決定すべきでないこ

とを示唆している.

小腸のアポトーシスに関して， Gavrieliら5)は

繊毛先端に， Ansariら1)はラット小腸のクリブト

にアポトーシス細胞が見られたと報告している

が，本研究では陽性像を得ることができなかった.

Gavrileliら5)やAnsariらひとは本研究の染色条件と

異なる点があるので，組織固定条件やTdT反応

時間についても検討が必要と思われる.

蛋白分解酵素処理条件の比較検討の結果から，

蛋自分解酵素処理により染色性が増強され，酵素

処理が必要であることが明らかとなった.PK， 

Pepとも20分から30分処理で良い結果が得られる

傾向にはあるが，組織および標本が異なると反応

時間が変動する可能性があり，蛋白分解酵素処理

の適切な条件をその都度決定する必要がある.

本研究の一部は文部省科学研究費(諜題番号

02670137)の援助を受けた.
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