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Use of a rapid microwave fixation technique for immuｭ
nocytochemical demonstration of tumor necrosis factor , 
interleukin-1 å , and interleukin-1 fi in activated human 
peripheral mononuclear cells 

(活性化ヒト末梢血単核球における TNF， IL-1 å および IL-1 ß の
免疫細胞化学的検出一microwave照射による迅速固定法の応用一)

(主査)
教授森 武貞
(副査)
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論文内容の要旨

種々の cytokineは，生体の免疫反応をmediateする重要な因子であるが，その局在を免疫化学的に

同定するのはきわめて難しい。その理由は，産生される cytokine は微量のうえに短時間内に細胞外に

放出され，細胞内に保持される時間がきわめて短いためと考えられる。したがって乙うした物質の正

確な局在をみるためには 抗原性を良好に保持しつつ短時間内に目的の物質を不動化させる新しい固

定法を導入する必要がある。本研究は， biological response modifier (BRM) で刺激されたヒト単

核球における TNF， lL-1α およびlL-1β の産生過程を，秒単位の迅速固定が可能な microwave 周

定法を応用することによって免疫細胞化学的手法で追跡したもので，乙うした不安定な生体物質の不

動化，C microwave固定法が有用であることを明かにしたものである。

〔方法〕

へパリン加ヒ卜末梢血から比重違沈法にて単核球を分離した。 2 X 106/ml ，c 調節した単核球を

conditioningの後，最終濃度0.1KE/ml の OK-432 (加熱およびペニシリン処理されたStreptococcus

pyogens，中外製薬)で刺激培養した。刺激後1. 5 ， 3, 6, 12 ，および24時間目の細胞を cytocentri-

fuge して， 0.02% poly-L-lysineで被覆したスライドグラスに付着させ，ただちに 2 ;;ぢ paraformal­

dehyde , 0.05%glutaraldehyde, 0.025%CaC}z, 0.1M sodiumcacodylate 溶液を 100μ1・滴下して

500W出力のmicrowave (2.450 MHz) を10秒間照射して迅速固定した。また，各刺激時間の培養上

清を採取して， TNF, lL-1α およびlL-1 f3 の上清中濃度をenzyme immurioassay (EIA法)にて測
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定した。 microwave固定した細胞の免疫染色は，抗OK-432 および抗TNF， IL-1α ，ならびに抗IL

-lß 家兎血清 (Genzyme社， 1, 000倍希釈)を一次抗体とする avidin-biotin peroxidase complex 

法にて行なった。また， control として各抗血清をそれぞれの抗原物質で中和したものを用意した。

〔成績〕

培養中の OK-432 は，経時的に単核球の細胞質内に取り込まれてゆくのが観察された。 TNF の免

疫染色では，刺激後1. 5時間の細胞で陥凹した核に接する細胞質に点状の染色として発現し，その後

経時的に細胞質内にひろがってゆくのが明瞭に観察された。 IL-1αu刺激後 3 時間から細胞質辺縁

の染色としてとらえられ，染色強度は 6 時間で最強となった。また IL-1ß とは異なり，細胞質内の

ピマン性染色像が見られている。乙れらの反応は中和抗体を用い negative control ではまったく見ら

れない乙とから各cytokineを特異的に検出していると考えられた。また， EIA法で決定された培養上

清中の各cytokineの kineticsは，免疫染色でえられた結果と良好な対応を示した。

〔総括〕

1. Microwave照射固定を用いることにより，活性化したヒト末梢血単核球における TNF ， IL-1α 

およびIL-1ß 産生過程を免疫細胞化学的に追跡することが可能である乙とを明らかにした。

2. 単核球はOK-432 を貧食したのち，きわめて短時間内に TNF， IL-1α およびIL-1ß の産生を

開始し，培養上清中に放出すると考えられた。

3. 各cytokineの細胞内局在には相違があり， TNF と IL-1ß が細胞質にビ、マン』性に存在するのに対

し IL-1α は細胞辺縁に染色される特徴があった。

論文審査の結果の要旨

本研究は biological response modifier (BRM) の一つである OK-432 で刺激されたヒ卜末梢血単

核球における TNF ， IL-lα およびIL-lβ の産生過程を，迅速固定が可能な microwave固定法を応

用するととによって，免疫細胞化学的手法で追跡したものであり，乙うした不安定な生体物質の不動

化 IC microwave固定法が有用である乙とを明かにしたものである。乙の研究により， microwave 固

定法がcytokineの固定や検出に適する優れた固定法である ζ とが示された。今後の免疫細胞化学的研

究に資すると乙ろが大きく，学位lと値する業績と考える。
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