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実践報告 

緒  言 

免疫組織化学 (Immunohistochemistry, IHC) は抗原

抗体反応を利用して組織内の蛋白質を検出・可視化する

手法である．病理組織診において悪性腫瘍の組織型の推

定，悪性度評価または治療薬の選択などに不可欠な手法

である．免疫細胞化学(Immunocytochemistry, ICC) は 
IHC を細胞診に応用したもので細胞診の精度を上げる

ことが報告されている 1, 2)．既に細胞診が施行されてい

る患者で追加の生検検体採取が難しい場合や，胸腹水な

どの液状検体等で組織切片が利用できない状況において

ICC は非常に有効である．さらに，近年の子宮頚部擦過

細 胞 診 に お い て 普 及 し て き た 液 状 化 細 胞 診 
(Liquid-based cytology; LBC) は細胞を専用液に回収し

たのち，細胞転写法や密度勾配法を利用してスライドガ

ラスに均一に塗抹する手法であり，標本作製手技が標準

化されている 3)．また，LBC で作製した標本は，標本作

製時の細胞の乾燥，塗りむらによる細胞の重なりあいな

どの染色の妨げになるアーチファクトがほとんどないこ

とから ICC を利用しやすく，他臓器の細胞診でも利用

されるようになってきた 4-7)． 一方で，IHC の染色条件

が十分吟味されずに ICC に適用される傾向があること

や，ICC の手法が施設間により差があるため各施設で精

度管理を行う必要があることなど，IHC の手技を ICC 
に用いる際の問題点や注意点が指摘されている 8-10)．本

研究では，ルーチンの検査の一つとして当院検査室に 
ICC を新たに導入するための最適な染色条件を決定す

るために，種々の条件下で ICC を行った． 
 

方  法 

1. 材料 
 2015 年 7 月から 2015 年 10 月に採取された手術

検体（乳癌 1 例，胃癌 1 例，大腸癌 1 例，甲状腺癌 1 
例）と血液検体 1 例を使用した．ルーチンの病理織学

的検索と免疫組織化学のために 10%中性緩衝ホルマリ

ン固定パラフィン包埋組織切片を用いた． 5 mm 角未

固定組織を 1 個採取し，LBC-SurePath 専用固定液の

サイトリッチレッド（15-20%イソプロパノール/5-10%
メタノール/0.4%ホルムアルデヒド/5-10%エチレングリ

コール）(Becton Dickinson, Franklin Lakes, USA) に
入れて細切後，軽く攪拌し，一晩固定して細胞懸濁液と

した．血液検体は 1500 rpm で 5 分間遠心し，バフィ
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ーコートを採取し，サイトリッチレッドに入れ混和，一

晩固定した．作製した細胞懸濁液を専用スピッツに入れ，

2500 rpm 5 分間遠心し，沈殿に精製水を加えて，塗抹

した際に十分量の細胞が確認できる濃度に調整した．そ

れを LBC-SurePath 専用スライドガラスのプレコート

スライド（Becton Dickinson）に塗抹，10 分間静置の

後に洗浄，95%エタノール液に浸漬した． 
 
2. 免疫組織化学 
 今回，免疫細胞化学の条件を検討するのに適切な検体

をスクリーニングするために，ホルマリン固定パラフィ

ン包埋切片に対して，検討する抗体を用いて免疫染色し

た．免疫染色のために Envision システムを用いた．検

討した抗体は，当院にて使用頻度の高い抗体である抗汎

サイトケラチン抗体 (クローン AE1/AE3)，抗白血球共

通抗原抗体 (LCA )，抗癌胎児抗原抗体 (CEA)，抗サイ

トケラチン 7 抗体 (CK7)，抗サイトケラチン 20 抗体 
(CK20)，抗 TP53 抗体 (p53)，抗甲状腺転写因子-1 抗体 
(TTF-1) を用いた．二次抗体はセイヨウワサビペルオキ

シダーゼ (horse raddish peroxidase, HRP) 標識抗ウサ

ギ/マウス IgG 抗体ポリマー試薬を用いた．また，抗原賦

活液として Target Retrieval Solution (pH 9.0)，内因性

ペルオキシダーゼ阻害剤として 0.03%過酸化水素/15 
mmol/l アジ化ナトリウム混合液を，発色試薬として 
1-5%ジアミノベンジジンを用いた． 
 製造会社 (ダコ，東京，日本) の推奨する手順に基づ

いて染色した．アルコールに浸漬したスライドガラスを

水洗し，内因性ペルオキシダーゼ阻害剤で 10 分間反応

させ，リン酸緩衝液 (PBS，pH 7.2)で 3 回洗浄後，一

次抗体で 30 分間，二次抗体で 30 分間と順に反応させ

た．PBS で 3 回洗浄後，発色試薬を 30 秒～1 分間反

応させ，0.5%ヘマトキシリンで 1～2 秒間核を染色した．

以上の反応はすべて室温で行った．  
 
3. 免疫細胞化学 
 ホルマリン固定パラフィン包埋組織切片にて陽性であ

ることを確認した症例（TTF-1,甲状腺癌 1 例；p53，大

腸癌 1 例；LCA，血液検体 5 例；CK7，乳癌 1 例；

CK20，大腸癌 1 例；CEA，大腸癌 1 例）のサイトリ

ッチレッド固定細胞診標本を用いて免疫染色を行った．

Envision システムを用いた免疫染色は基本的に組織切

片と同様に行った． 

検討項目は (1) 非特異的なタンパク吸着阻害の有無，

(2) 一次抗体希釈倍率（抗体希釈倍率），(3) 一次抗体と

二次抗体の反応時間（抗体反応時間）による染色性の良

否とした．設定した条件は，(1) 非特異的反応阻害は有，

無の 2 通り，(2) 一次抗体希釈倍率は 1 倍，5 倍，20 倍
の 3 通り，(3) 抗体反応時間は 5 分，15 分，30 分の 
3 通りである．非特異的タンパク吸着阻害剤として，

0.25%カゼイン加ウシ血清アルブミンを用い，内因性ペ

ルオキシダーゼ阻害反応の前に 10 分間反応させた． 
なお，反応強度が弱かった場合は抗原賦活液 (Target 

Retrieval Solution, pH 9.0) で 98℃ 10 分間の熱処理を

して同様に行った．陰性対照標本では一次抗体を PBS 
に変えて反応させた．なお，免疫組織化学及び免疫細胞

化学で用いたキットあるいは個々の試薬はダコ・ジャパ

ン（東京，日本）から購入した． 
4．染色強度の評価 
染色の良否は 3 段階に分類した．「good」は強い特異

染色が 50% 以上の細胞に見られ，「bad」は強い特異染

色が 20% 以下の細胞に見られる場合にそのように判定

した．それらの中間は「insufficient」とした．判定は 1
人の細胞検査士と 1 人の病理医によって行われた． 
5．倫理的配慮 
 本研究はあらかじめ書面にて同意を得た患者検体を使

用し新田塚医療センター倫理審査委員会の了承を受けて

実施した（新倫 27-29 号）． 

 

結  果 

 全ての条件において，非特異的タンパク吸着の阻害を

行った場合と行わなかった場合との間に全条件で違いは

みられなかった．p53 と TTF-1 では，抗原賦活をしな

かった場合，良好な染色性が得られなかったので（表 1），
抗原賦活を行い再検討した（表 2）．二人の評価はほぼ同

じで，「bad」と「insufficient」の違いあるいは

「insufficient」と「good」の違いが 81 条件中 8 条件 
(9.9%）にあったのみで，「bad」と「good」の評価が分

かれるような大きな相違はなかった．しかし，今回は少

しでも評価が分かれる条件は解析から除外して，「good」
を示す条件のみを解析した．抗体希釈倍率が薄い (20 倍) 
の場合，LCA と CK7 以外は良好な染色性は得られなか

った．また，抗体反応時間が短い (5 分) 場合，LCA と

CK7 以外は良好な染色性は得られなかった．抗体反応時

間が充分長い (30 分) 場合は，抗体希釈倍率は全ての抗
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体で良好な染色性が得られた．LCA と CK7 では，希

釈倍率が 1 倍または 5 倍ならば，5 分という短い抗体

反応時間でも良好な染色だった．LCA と CK7 ではま

た抗体反応時間が 15 分以上なら，薄い抗体希釈倍率 
(20 倍) でも良好な染色性が得られた． 

 

考  察 

細胞診の精度を上げるために ICC を導入する利点は

大きいが，その手順は施設間で差があり，適切な染色条

件は各施設で定める必要がある．そこで IHC の試薬を 
ICC に利用して 7 種類の抗体について染色最適条件を

検討したが，最適抗体希釈倍率は多くが 1 倍であった．

適切な染色性が得られる最短の最適抗体反応時間は抗体

によって差があったが，どの抗体でも最長 30 分の抗体

反応時間で良好に染色され，また，過染することはなか

った．抗体反応時間が長くて洗浄が不十分であると非特

異的タンパク吸着反応により過染することはしばしば経

験されることであるが，今回は一次抗体製品が IHC 用
に調整された希釈済み抗体であったため，ルーチンの免

疫組織化学と同様に，非特異的タンパク吸着阻害反応が

不要という結果になったと考えられる． 
IHC 用に調整された抗体が ICC に利用できるかは

不明であったが，検討の結果により IHC で用いている

試薬をそのまま ICC に使用できることが示された．こ

の点については， College of American Pathologists 
(CAP) が実施した ICC のサーベイにおいて，回答した 
184 施設中 181 施設で IHC と同希釈倍率の抗体を 
ICC で実施していたという報告があり 9)，IHC と同様

の希釈倍率の抗体を ICC に用いることは一般的に受け

入れられているようである． 
 ホルマリン固定パラフィン包埋切片と未固定あるいは

アルコール固定凍結切片での抗原抗体反応の感度は大き

く異なり，未固定凍結切片では直接法や間接法が用いら

れるのに対してホルマリン固定パラフィン包埋切片には 
1000 倍以上の感度を持つ，PAP 法，ABC 法，デキス

トランポリマー法（Envision を含む）等が開発され，病

理診断に用いられてきた．従って，今回ホルマリン固定

パラフィン包埋切片で用いられている 1 倍希釈の濃度

よりずっと薄い濃度を用いた方がよいと期待されたが，

結果は多くの抗体で同じ 1 倍希釈が最も良好な染色性

を得られる条件だった．また，アルコール固定の細胞診

標本はホルマリン固定の組織標本と違って，架橋による

タンパクのマスキングがなく抗原賦活化は必要でないと

いわれている 11)．しかし，本検討では p53，TTF-1 の 2 
種の抗体で前熱処理が必要であった．これらの結果は，

今回用いた固定液のサイトレッドに 0.4%ホルムアルデ

ヒド(1.1%ホルマリン)が含まれているためと考えられる

12)．また，ホルマリンを含まないエタノール固定標本で

も核内抗原を認識する抗体において前処理が必要不可欠

であったという報告 13) は，今回の研究において抗原賦

活が必要であった p53 と TTF-1 が核内抗原であるこ

とと一致する．このことは組織切片では核内抗原が露出

しているのに対し，細胞診標本では核内抗原に抗体が到

達するためには細胞膜と核膜の二重のバリアーを通り抜

ける必要があることが関係していると考えられる． 
今回，細胞診検体では非特異的反応の影響があると仮

定し，非特異的タンパク吸着阻害の効果を検討したが，

非特異的反応はほとんど見られなかった． 非特異的反応

は疎水結合やイオン結合により抗体が目的とする抗原意

外と反応することで生じ，同じ動物種の免疫グロブリン

やガゼイン，ウシ血清アルブミンなどのキャリアタンパ

クと反応させることで減弱されると言われている 14)．今

回用いた非特異的タンパク吸着阻害剤は非特異的反応を

抑制するキャリアタンパクを含んでいた．非特異的タン

パク吸着阻害剤による差が認められなかった原因は不明

であるが，余計なステップを省くことができることが明

らかになったことはルーチンの染色法に寄与するもので

ある． 
ICC を実施するにあたり LBC-SurePath 法を利用し

た．LBC-SurePath 法は数種類ある LBC の手法の一つ

で，検体を専用の固定液で処理後に，細胞付着を促す荷

電コーティングを施した専用スライドガラスに薄く均一

に塗抹する方法である．調整した細胞混濁液をガラスに

滴下して放置すると，マイナスに荷電した細胞が自然重

力により沈み，プラスに荷電したガラスに引き付けられ

て付着することで均一な塗抹標本ができると言われてい

る 3)．LBC-SurePath 法を含めた LBC は，標本作製手

技の標準化や，検体不適性率の低下，癌の検出率やスク

リーニング効率性の向上に寄与してきたが 15, 16)，最近で

は ICC への応用が期待できることも報告されている

4-7)．ICC において LBC を用いる利点としては，余分な

血液や細胞外成分の除去により非特異的反応の影響を少

なくできる，細胞の重積が少なく染色評価しやすいこと

が挙げられている 6)．一方，従来の直接塗抹法では，細
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胞の機械的な変性や破壊によって非特異的反応が生じや

すく，場合によっては細胞膜や細胞質抗原には適さない

と指摘されている 17)．両者に利点と欠点があるが，本検

討ではいずれも細胞形態が保たれ，良好な染色が得られ

ることが明らかになった． 
 LBC を ICC に用いるもう一つ利点として抗原保存

性があげられる．本研究では LBC の専用固定液として

サイトリッチレッドを用いたが，サイトリッチレッドの

抗原保存性に関する研究では，直接塗抹標本と比較し，

サイトリッチレッドで処理された標本の長期保存性が示

されている 18)．また，DNA の保存性に関しても，95%
エタノール，4%中性緩衝ホルマリンに比べて，サイトリ

ッチレッドは良好な結果が得られたとされている 19)．今

後，悪性腫瘍の診断や治療に遺伝子学的検索を利用する

機会が増えることが予想され，長い塩基配列を検索する

ことが必要な特殊な場合を除き ICC と遺伝子検査の双

方をカバーできる利点は大きいと言える．以上のことを

考慮すると，ICC を導入する際には，標本作製の再現性

が良く，長期保存性が期待できる LBC を利用する方が

よいと考えられた． 
抗体の希釈倍率に関しては，20 倍でも良好な染色性

が得られる抗体もあり，経済性を考えると抗体により希

釈倍率を変えることもできるが，条件を抗体によって頻

繁に変えると言う煩雑さから希釈ミスが起こる可能性も

考えられ，全て 1 倍というのが現実的な方法と考えら

れた． 

 

結  論 

検討した 7 種の抗体 AE1/AE3，LCA，CEA，CK7，
CK20，p53，TTF1 について，LBC を利用した ICC は
ルーチンの検査に利用でき，染色条件は基本的に IHC 
と同じ抗体希釈倍率で使用するのがよいこと，非特異的

反応ブロッキング処理は ICC において不要であること

が明らかになった． 
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表 1. 抗体希釈倍率と抗体反応時間の違いによる染色性の良否（抗原賦活なし） 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

good, intence staining in more than 50% of tumor cells; bad, intence staining less than 20%; I/B, insufficient or bad; 
G/I, good or insufficient. 
 
表 2. 抗体希釈倍率と抗体反応時間の違いによる染色性の良否（抗原賦活あり） 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

good, intence staining in more than 50% of tumor cells; bad, intence staining less than 20%; I/B, insufficient or bad; 
G/I, good or insufficient. 
 
 

 
  

抗体反応 
時間 

抗体希釈

倍率 
抗原名または抗体クローン名 

p53 TTF-1 LCA CEA AE1/AE3 CK7 CK20 

 X1 bad bad good bad Insufficient good insufficient 

5 分 X5 bad bad good bad bad good bad 

 X20 bad bad I/B bad bad insufficient bad 

 X1 bad bad good good good good good 

15 分 X5 bad bad good insufficient insufficient good insufficient 

 X20 bad bad good bad I/B good bad 

 X1 bad I/B good good good good good 

30 分 X5 bad insufficient good good G/I good good 

 X20 bad insufficient good bad insufficient good insufficient 

抗体反応 
時間 

抗体希釈 
倍率 

抗原名 
p53 TTF-1 

 X1 bad I/B 

5 分 X5 bad bad 

 X20 bad bad 

 X1 G/I good 

15 分 X5 insufficient good 

 X20 bad G/I 

 X1 good good 

30 分 X5 good good 

 X20 bad G/I 
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