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包埋前免疫染色を用いた光電子相関顕微鏡法の開発
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Abstract
Correlative light and electron microscopy (CLEM) is an excellent approach for imaging the spatial distribution 
of specific molecules at the level of cellular ultrastructure. The present study reports two novel methods for 
CLEM using pre-embedding immunofluorescence staining. These methods involve staining of specimens in 
the same manner as conventional pre-embedding immunohistochemistry, but provide optimal ultrastructural 
preservation and resolution. This strategy exploits the fluorescent property of new fluorescent dyes, Fluolids, 
which retain fluorescence even after OsO4 fixation and resin-embedding. In the first method, we performed 
high resolution CLEM using Fluolid Orange combined with nanogold. Using this method, a lysosomal enzyme, 
cathepsin D, was detected by granular fluorescent staining in renal tubule cells and nanogold particles were 
found to be localized within lysosomes. In the second method, we performed double immunofluorescence 
CLEM using Fluolid Red and Fluolid Green. Using this method, diffuse immunofluorescence of Iba1, a 
macrophage/monocyte lineage-specific calcium binding protein, was observed throughout the cytoplasm of 
macrophages. In contrast, immunoreactivity against CD68, a lysosome/endosome-associated membrane 
glycoprotein, was detected as granular fluorescence in the cytoplasm of macrophages corresponding to the 
clusters of lysosomes or endosomes observed by electron microscopy. These novel methods for CLEM using 
pre-embedding immunofluorescence staining can provide improved ultrastructural information of the cells, 
cell organelles, and associated molecules compared to the conventional methods.
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緒言
細胞・組織の構造はそれらの機能と密接に関係してお

り、細胞・組織の構造を詳細に把握することは、それら
の機能を理解するうえで重要である。光学顕微鏡（光顕）
は広い視野の範囲で、多くの細胞・組織の形態や特定分
子の分布を短時間で観察することができるが、細胞・組
織の微細構造や特定分子の微細局在を観察することは不
可能である。一方、電子顕微鏡（電顕）は細胞・組織の
微細構造や特定物質分子の微細局在を高解像度で観察可
能であるが、高倍率になるほど試料の一部しか観察して
おらず、広い視野の範囲を観察するには長時間を要する。

光顕及び電顕レベルで、特定物質分子の組織内での分
布や細胞小器官における微細局在を特定するためには、
抗原である特定分子とその抗体との抗原抗体反応を利用
した免疫染色法が用いられる。光顕レベルの免疫染色で
は、異なる波長の蛍光色素をプローブとした多重蛍光免
疫染色法が、その手法が容易であることから頻繁に用い
られる。また、電顕レベルの免疫染色には、樹脂に包埋
する前の生物試料で抗原抗体反応を行った後、樹脂包埋・
超薄切片作製を行う包埋前免疫染色法、樹脂に包埋した
生物試料の超薄切片上で抗原抗体反応を行う包埋後免疫
染色法、樹脂包埋は用いず生物試料の凍結超薄切片上で
抗原抗体反応を行う凍結超薄切片法（無包埋免疫染色法）
などがある1）。

近年、形態学領域で光電子相関顕微鏡（CLEM）法とい
う新たな顕微鏡観察手法が考案され注目を浴びている2）。
CLEM法とは光顕を用いて生物試料の広範囲を短時間
で観察・写真撮影し、同一部位を電顕にて高倍率の観察・
写真撮影を行い、両顕微鏡から得られた画像を比較し相
関をとる観察法である。広範囲の組織構築や抗原などの
特定分子の組織内分布から、高い空間分解能で細胞小器
官レベルでの特定分子の微細な細胞内局在の情報が得ら
れ、病理診断を行う上で非常に有効な手法である。

今回は、蛍光色素としてジアゾ―ル型有機EL系色素
を応用した新規蛍光色素Fluolid3）と免疫染色法の手法が
簡便で微細構造の保持が良好な包埋前免疫染色法を組合
せ、抗原可視化のための標識プローブとしてFluolid 
Orange標識NanogoldⓇ-Streptavidinを用いた高分解能
CLEM法及び標識プローブとしてFluolid RedとFluolid 
Greenを用いた免疫二重染色CLEM法の新しい２種類の
病理診断法の開発を行った。

材料と方法
SD系雄性ラット（6週齢）を混合麻酔薬（メデトミジ

ン0.375 mg/kg、ミダゾラム 2 mg/kg、ブトルファノール 

2.5 mg/kg）の腹腔内投与による深麻酔のもとで、左側
腎臓の腎動静脈を非外傷性クリップで45分間閉塞した。
クリップを解放し再灌流を行い、虚血再灌流後2日目に
腎臓及び十二指腸の固定を行った4, 5）。本研究は九州保健
福祉大学動物実験管理委員会の承認の下に行われた。
1. Fluolid Orange標識NanogoldⓇ-Streptavidinの作製

Fluolid Orange標識NanogoldⓇ-Streptavidin（図1）の
作製は、NanogoldⓇ-Streptavidin溶液（Nanoprobes社）
とFluolid Orange溶液を混合し、両者をアミド結合させ
た後、混合液をNAP5カラムに流すことにより、Fluolid 
Orange標識NanogoldⓇ- Streptavidinの精製を行った。

Fluolid Orange

図１．Fluolid Orange標識NanogoldⓇ-Streptavidinの構造．

2．Fluolidの蛍光に対する脱水処理の影響
ペントバルビタール（150 mg/kg）で深麻酔下のラッ

トから十二指腸を摘出した後、4%パラフォルムアルデ
ヒド固定液で固定した。厚さ10㎛の凍結切片を作製し、
抗Iba1ウサギポリクローナル抗体で一晩反応を行った。
Iba1はマクロファージ/単球の細胞質に存在するカルシ
ウム結合タンパク質である6）。次にbiotin標識抗ウサギ
抗体で反応させ、更に、Fluolid Red標識streptavidin、
Fluolid Orange標識streptavidin、Fluolid Green標識
streptavidinのいずれかで反応を行った。一部の試料は
グリセロール・リン酸緩衝液（1:1）を滴下しカバーガ
ラスで封入、残りの試料はエタノール系列（70～100%）
で脱水後、グリセロール・100%エタノール（1:1）を滴
下しカバーガラスで封入した。
3. NanogoldⓇ-Streptavidin標識Fluolid Orangeを用いた高分解能CLEM法

腎臓を4%パラフォルムアルデヒド－0.05%グルタルア
ルデヒド固定液で固定後、厚さ70 ㎛のマイクロスライサ
ー切片を作製し、抗カテプシンDウサギポリクローナル
抗体で5日間反応を行った。カテプシンDはライソゾーム
に含まれるプロテアーゼの一種である。次にbiotin標識
抗ウサギ抗体で反応させ、更に、TSA biotin detection 
kitで免疫染色の増強後、Fluolid Orange 標識Nanogold®

（径1.4 nm）-Streptavidinで反応を行った。微細構造を保
持するために1% グルタルアルデヒドで再固定し、
GoldenhanceTM EM Kitで増感処理（1.4 nmの微細金粒
子を電顕観察可能にするため金粒子の径を増大）を施し、
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更に電顕観察の際にコントラストを上昇させるため0.5%
四酸化オスミウムで後固定を行った。試料をエタノール
系列で脱水後、Durcupan樹脂で熱重合（60℃, 24時間）
による包埋を行った。厚さ100 nmの超薄切片を作製しア
ドレス付きグリッドに張り付けた後、蛍光顕微鏡（オリ
ンパス BX50）で観察・写真撮影を行った。次に、グリッ
ドを透過型電顕（日立HT7700）に装填し、蛍光顕微鏡
で写真撮影を行った同一部位を写真撮影し、Photoshop
で蛍光像と電顕像を重ね合わせ、CLEM観察を行った。
4．Fluolid RedとFluolid Greenを用いた免疫二重染色CLEM法

上述の高分解能CLEM法と同様にして、腎臓を固定し、
厚さ70 ㎛のマイクロスライサー切片を作製した。抗Iba1
ウサギポリクローナル抗体と抗CD68マウスモノクローナ
ル抗体の混合液で5日間反応を行った。CD68はマクロフ
ァージ/単球のライソゾーム・エンドゾームの膜に局在
するタンパク質である7）。次に、biotin標識抗マウス抗体
で反応し、更にFluolid Red標識抗ウサギ抗体とFluolid 
Green標識streptavidinの混合液で反応を行った。その後、
微細構造を保持するために1%グルタルアルデヒドで再固
定し、更に、0.5%四酸化オスミウムで後固定を行った。
試料をエタノール系列で脱水後、Durcupan樹脂を用いた
熱重合（60℃, 24時間）及びLR White樹脂を用いた低温
重合（－20℃, 20分間）または熱重合（60℃, 24時間）に
よる包埋を行った。準超薄切片（300 nm）を作製しグリ
ッド付きカバーガラスに張り付けた後、倒立型共焦点レ
ーザー顕微鏡（オリンパスFV-1000）で観察・写真撮影
を行った。次に、カバーガラスを高分解能電界放出型走
査電顕（日立S-800）を用いて観察し、共焦点レーザー顕微
鏡で写真撮影を行った同一部位を写真撮影し、Photoshop
で蛍光像と電顕像を重ね合わせ、CLEM観察を行った。

細胞・組織の一般的な微細構造の観察には、準超薄切
片（300 nm）を酢酸ウラニルとクエン酸鉛で電子染色
した後、高分解能電界放出型走査電顕（日立S-800）を
用いて観察した。

結果
1．Fluolidの蛍光に対する脱水処理の影響

十二指腸をIba1の抗体を用いて免疫染色を行うと、
Iba1免疫活性を示すマクロファージ/単球が粘膜固有層
に多数観察され、時々、粘膜上皮内に進入しているもの
も認められた（図2）。Fluolid Red、Fluolid Orange、
Fluolid Greenの蛍光は、免疫染色後、脱水せずにグリ
セロール・リン酸緩衝液で封入した標本（図2A）と比
較して、エタノール脱水後、グリセロール・100%エタ
ノールで封入した標本（図2B）では、Fluolidの蛍光強

度の顕著な増加が認められた。標識プローブとして
Fluolid Redを用いた例を図2に示す。

A B 

20 μｍ

図２．Fluolid Redの蛍光強度に対するエタノール脱水の影響．
擬似カラーでは、Iba1免疫活性は赤色で表示されている．

2. 高分解能CLEM法
虚血再灌流障害を受けた腎臓を低倍率で観察すると、

尿細管上皮にカテプシンDの免疫活性を示す顆粒状の蛍
光が豊富に観察された（図3A）。更に中程度の倍率に拡
大すると、顆粒状の蛍光を発する構造物は、上皮細胞の
細胞質に多数認められた（図3B,C,D）。高倍率の観察では、
輪郭が不明瞭な顆粒状の蛍光を発する構造物（図4B）は、
その内容物が中等度の電子密度を示すライソゾームであ
り（図4A,C）、その内容物には免疫活性を示す金粒子が
多数局在していた（図4D）。

2 μｍ

A 

B 

C 

D 

★ 
尿細管 

図 ３． 虚 血 再 灌 流 障 害 腎 の 尿 細 管 上 皮 に お け る
Cathepsin D免疫活性の局在．
A： 尿細管の低倍率電顕像．B：Aの枠の中倍率拡大像．
C： Bと同一部位の電顕像．D：BとCの重ね合わせ像．
★ は CLEM 観 察 で 蛍 光 像 と 電 顕 像 を 重 ね る 際 の
Landmark となるグリッドの影．擬似カラーでは、
Cathepsin D免疫活性は黄色で表示されている．
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1 μｍ

250 nm

A B 

C D 

図４．尿細管上皮細胞におけるCathepsin D免疫活性の局在．
A：尿細管上皮細胞の中倍率拡大像．　B：Aの蛍光像．　
C：AとBの重ね合わせ像．　D：Cのライソゾームを
拡大した高倍率電顕像．黒い点は金粒子を示す．擬似カ
ラーでは、Cathepsin D免疫活性は黄色で表示されている．

3. Fluolidの蛍光に対するDurcupan樹脂及びLR White樹
脂の影響及び共焦点レーザー顕微鏡での免疫二重染色試
料の観察

Fluolid Red及びFluolid Greenは、Durcupan樹脂包
埋及びLR White樹脂包埋の熱重合を行うと、蛍光はほ
とんど認められなくなったが（データー未発表）、LR 
White樹脂包埋の低温重合では、両者の蛍光は残存して
いた。図5は、マクロファージ/単球のマーカーである
Iba1とCD68の二重染色を行い、Iba1はFluolid Redで、
CD68はFluolid Greenで可視化を行ったLR White樹脂
準超薄切片の共焦点レーザー顕微鏡像である。Fluolid 
Red及びFluolid Greenの励起波長と蛍光波長を、蛍光
シグナルのクロストーク（蛍光の漏れこみ）が起こらな
いように励起フィルターと吸収フィルターで調節した後、
Fluolid Redで可視化された切片をFluolid Redの励起波
長で観察すると蛍光シグナ ルが得られたが（図5A）、
Fluolid Greenの励起波長で観察すると全く蛍光シグナ
ルは得られなかった（データー未発表）。また、Fluolid 
Greenで可視化された切片をFluolid Greenの励起波長
で励起すると蛍光シグナルが得られたが（図5B）、
Fluolid Redの励起波長で観察すると全く蛍光シグナル
は得られなかった（データー未発表）。Fluolid Red及び
Fluolid Greenの蛍光像を重ね合わせると、Fluolid Red
の蛍光シグナルのみ発する細胞、Fluolid Greenの蛍光
シグナルのみ発する細胞、両者の蛍光シグナルを発する
細胞が区別され（図5C,D）、両色素のクロストークが認
められない十分な蛍光強度の写真を撮影することができ
た。

D 

A 

C 
★ ★ 

 

★ ★ 

B 

 

20 μｍ

尿細管上皮 

尿細管上皮 

間質 

図５．虚血再灌流障害腎におけるIba1とCD68の分布．
Ａ：Iba1 を Fluolid Red で 可 視 化．　 Ｂ：CD68 を
Fluolid Greenで可視化．　Ｃ：ＡとＢの重ね合わせ像．　
Ｄ：Ｃと位相差像の重ね合わせ像．　矢印はIba1と
CD68の共存を示す．　★はCLEM観察で蛍光像と電顕
像を重ねる際のLandmarkとなるグリッドの影．擬似カ
ラーでは、Iba1免疫活性は赤色、CD68免疫活性は緑色
で表示されている．

4. LR White樹脂包埋超薄切片を用いた微細構造の電顕
観察

LR White樹脂のようなアクリル系樹脂は、電顕観察
に通常用いられるエポキシ系樹脂と比較して、微細形態
保持が悪くコントラストも低下することが報告されてい
るので、LR White樹脂が今回のCLEM観察に適用でき
るか検討を行った。低温重合でLR White樹脂に包埋し
た試料の準超切片を反射電子モードで観察・撮影すると、
電子染色された高電子密度の部分は白く、電子染色され
ていない低電子密度の部分は黒い像として撮影されるが
(図6A)、オリジナル反射電子像を白黒反転した像では、
超薄切片を透過電鏡で観察したのと同様な像を得ること
ができた(図6B)。今回のLR White樹脂準超薄切片の観
察では、細胞及び細胞小器官の微細形態保存やコントラ
ストは良好で、尿細管間質に分布しているマクロファー
ジの細胞質には小型の細胞小器官であるライソゾームや
エンドゾームを観察することができた（図6）。
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A 
 

B 

図６．虚血再灌流障害腎のマクロファージ．
Ａ：オリジナル反射電子像．　Ｂ：Ａの白黒反転像．　尿細管周囲の
間質にマクロファージが存在し、矢印はライソゾームまたはエンドゾ
ームを示す．白黒反転像は透過電子像を示すようになる．

 

★ 
 

★ 
 

A B 

尿細管 

50 μｍ

50 μｍ 

C 

図７．虚血再灌流障害腎におけるIba1とCD68の局在．
Ａ：低倍率のオリジナル反射電子像の白黒反転像．　Ｂ：Ａの枠を拡
大し、蛍光像と重ね合わせた像．　Ｃ：Ｂの枠を拡大した像．★は
CLEM観察で蛍光像と電顕像を重ねる際のLandmarkとなるグリッドの
影．擬似カラーでは、Iba1免疫活性（矢印）は赤色、CD68免疫活性（矢
頭）は緑色で表示されている．
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5. Fluolid Red及びFluolid Greenを標識プローブとした
包埋前免疫二重染色法によるCLEM観察

虚血再灌流後、尿細管周囲の間質に多数のIba1と
CD68の免疫活性を示すマクロファージ/単球が観察さ
れるようになった (図７A,B)。Iba1の免疫活性は細胞内
にびまん性の弱い蛍光として（図7Cの矢印）、CD68の
免疫活性は細胞内に顆粒状の強い蛍光として認められた

（図７C の矢頭）。Iba1免疫活性を示す細胞の一部に
CD68の免疫活性が観察された。

考察
新規蛍光色素Fluolidはジアゾール型有機EL系蛍光色

素として開発され、ジアゾール骨格の側鎖を変えること
で蛍光波長の異なる色素を合成することができ、リンカ
ーを変えることで蛍光強度を向上させることができる8）。
今回は、蛍光波長の異なるFluolid Orange、Fluolid 
Red、Fluolid Greenの３種類を免疫染色のプローブとし
て用いた。Fluolidは、免疫染色用として市販されてい
る蛍光色素と異なり、１）脱水状態や固体状態でも強い
蛍光を発すること、２）長時間の光照射、高熱、pH変
化に安定であること、３）stockes shift（最大励起波長
と最大蛍光波長との差）が大きいことなどの蛍光特性を
有している9）。脱水状態や固体状態でも強い蛍光を発す
る蛍光特性を利用して、これまでに脊髄グリア細胞の免
疫染色9）及び腎臓の近位尿細管に存在する微絨毛のレク
チン組織化学的染色9）にFluolidを用いたCLEM法が行
われたが、これらの研究では走査電顕を用いた3次元的
構造解析が行われたのみで、細胞内の微細構造の観察は
行われていない。本研究において、電顕試料を作製する
際に膜の構造保持やコントラストの増強のために用いら
れる四酸化オスミウム固定によってFluolidの蛍光は減
衰するが、エタノール系列による脱水処理によって減衰
した蛍光は回復することが明らかとなった。本研究では
この特徴を利用して、微細形態観察に有効な四酸化オス
ミウム固定を行う包埋前免疫染色を用いたCLEM法に
Fluolidを応用した。四酸化オスミウム固定に耐性を示
す蛍光色素を用いて包埋前免疫染色を行うCLEM法は、
著者らの知る限り本研究が初めてである。　

電顕レベル免疫染色の包埋前免疫染色法は、樹脂包埋
する前に免疫染色を行うため抗原性の保持に優れており、
包埋後免疫染色法より感度が高い1）。凍結超薄切法も、
試料が無包埋状態で免疫染色を行うので抗原の保存や抗
原の露出が良好で高感度であるが、高価な凍結超薄切片
作製用ウルトラミクロトームを必要とし、高度な技術の
習熟も必要である10）。一方、包埋前免疫染色法は、抗体

が試料の表層から深層まで浸透し免疫染色が試料の全層
で行われておれば、通常用いられる超薄切片作製用ウル
トラミクロトームで試料を包埋した樹脂の超薄切片を作
製するだけで、CLEM観察が随時可能である11）。

市販のNanogold®（径1.4 nm）-StreptavidinにFluolid  
Orangeを標識し、FluolidとNanogoldの２種類の標識
体を有するプローブを作製し、ライソゾームのマーカー
であるカテプシンDの包埋前免疫染色を行った。Fluoli
は先述したようにstockes shiftが大きいので、吸収フィ
ルターとしてロングパスフィルターを用い幅広い波長の
蛍光シグナルを得ることによって、厚さの薄い超薄切片
でも強い蛍光を発することができる。しかし Fluolidの
蛍光は大小の顆粒状の蛍光として観察され、カテプシン
Dの厳密な微細局在はやや不明瞭であった。そこで免疫
染色後、径1.4 nmの金粒子をGoldenhanceTM EM Kitで
増感処理し10）、金粒子の径を10～20 nmに増加させると
金粒子の観察が容易になった。更に、包埋用樹脂に微細
構造の保持が良好なエポキシ系樹脂のDurcupan12）を用
いることにより、金粒子がライソゾーム内に多数認めら
れ、カテプシンDのライソゾーム内の局在が明瞭となっ
た。以上のことより、Fluolid Orange標識NanogoldⓇ

-StreptavidinとDurcupanの組合せを用いた包埋前免疫
染色法は、高分解能CLEM法を行うのに有効であるこ
とが明らかとなった。

Fluolid Red、Fluolid Greenの蛍光は、励起フィルタ
ーと吸収フィルターを調節することによって蛍光シグナ
ルのクロストークを排除し、鮮明な蛍光分離画像を取得
することができた。しかし、両蛍光色素はFluolid Orange
と異なりDurcupan包埋によって蛍光が消失したので、
包埋樹脂としてLR Whiteを用いた。蛍光消失の原因は
未だ明確ではないが、予備実験の結果、Durcupan包埋
の際に用いる重合加速剤DMP-30の還元作用によるもの
と推測される。LR Whiteは、Durcupanなどのエポキシ
系樹脂と比較して微細形態の保持及び超薄切片（厚さ
100 nm以下）の作製が劣るとされているので13）、今回は
切片作製が容易な厚い準超薄切片（厚さ300 nm）を作製
し、カバーガラスに張り付けて観察を行った。透過電顕
で厚い準超薄切片を観察すると、コントラストが悪く微
細形態が不明瞭な画像しか撮影できないので、数十万倍
の倍率での観察が可能な高分解能電界放出型走査電顕を
用いて、厚い準超薄切片の観察を行った。高分解能電界
放出型走査電顕の加速電圧を低くし、切片の表面を絞っ
た電子線で走査すると、切片表面から反射してくる電子
線を検出し、その画像を白黒反転することによって超薄
切片を透過電鏡で観察したのと同様な像を取得すること

84



近藤照義、金丸孝昭、西 健太郎、矢住 京、松岡洋平、太田啓介、中村桂一郎、森本景之、磯部信一郎：包埋前免疫染色を用いた光電子相関顕微鏡法の開発

ができた。今回のLR White樹脂切片の観察では、細胞
膜や細胞小器官の微細形態の保持は良好であり、マクロ
ファージに存在する小型のライソゾームやエンドゾーム
を観察することができた。Iba1とCD68の免疫二重染色
標本のCLEM観察を行うと、マクロファージの細胞質
に存在することが知られているIba1の蛍光シグナルは、
細胞質にびまん性に観察され、マクロファージのライソ
ゾーム・エンドゾームの膜に局在することが知られてい
るCD68の蛍光シグナルは、ライソゾーム・エンドゾー
ムが豊富に見られる細胞質内に顆粒状の蛍光として観察
された。以上の観察結果から、Fluolid RedとFluolid 
Greenは包埋前免疫二重染色法によるCLEM観察に応用
できることが明らかとなった。

結論
本研究において、Fluolid Orange 標識 NanogoldⓇ

-Streptavidinを用いた高分解能CLEM法及びFluolid 
Red とFluolid Greenを用いた免疫二重染色CLEM法が、
蛍光像と電顕像を相関させる新たなCLEM法として確
立された。これらのCLEM法は、試料作製のための高
価な装置を必要とせず、また手法も煩雑ではなく、病理
診断を行う上で非常に有効な手法である。
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