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・はじめ 

免疫電顕法は包埋前染色法、包埋後染色法、無包埋染色法、免疫レプリカ法と免疫 SEM 法に分

類されている。我々は多様な免疫電顕試料作製の依頼を受けている。それぞれ実験の特徴があり、

良質の免疫電顕資料を作製する事がとても難しい。長年の作製探索及び経験に基づいて生物試料

免疫電顕法である包埋前染色法（DAB 染色）、無包埋染色法（凍結超薄）と免疫レプリカ法の実

用手技をまとめた。 

 

一. 包埋前染色法～HRP 標識蛋白質の DAB 染色法  

 手順：培養細胞の場合 

 

 

 

注意点 

・培養細胞の場合、カバガラスの形は表と裏が区別出来るようにする。 

・抗体液が乾燥しないように。 

・DAB 染色の時間は実体顕微鏡で染色具合を観察しながら決める。 



・染色温度 4℃必要がある時、オスミウム後固定も 4℃。 

・超薄切片作製後の電子染色は弱めにする。 

 

電顕写真イメージ： 

a                        b                           c 

   

a:細胞の核膜、小胞体膜を黒く染まれた。b:細胞質にあるオートファジーの膜と中一部を黒く標

識された。c:ミトコンドリアの膜を黒く染色された。 

 

二.  無包埋染色法～凍結超薄法 

 

手順： 

 

 

 

 

 

                

 



 

 

 

 

 

注意点： 

・氷晶防止ため、2.3M ショ糖 in PB で揺らして一晩浸透する。 

・浸透後切片切りやすい形（図の様な）と大きさで作製する。 

・切片切る面を台形にするようにトリミングする。 

・トリミングする時温度やや高く設定する。（－７０℃） 

・チャンバー、試料、ナイフそれぞれの温度設定が少しずれる。 

・専用の静電気取る装置を使用する。 

・試料をピックアップする溶液は表面張力を抑えるため、ショ糖ゼラチンかショ 

糖メチルセルロースかを使用する。 

・染色封入する時、中性のウランに一回浸入して水洗ってから封入液に浸入する。 

・水洗いは素早くする。 

・最後ループでグリッドを拾いて、濾紙の上で“一”を書いて余分の液をとる。 

  

 

 

 

電顕写真イメージ： 

 

 



a                                      b 

             

 

a:細胞核膜の外膜を金コロイドに標識された。b:細胞質の小胞体膜を金コロイドに標識され

た。 

 

三. 免疫レプリカ法 

 

手順： 

 

  
 

 
 



     

 

注意点： 

・レプリカ試料を製作するのが加圧急速凍結機器（ HPM010）と凍結割断・真空蒸着装置（BAZ

４００）を使う。 

・加圧急速凍結されたサンプルは長期に液体窒素中で保存可能。蒸着して完成されたレプ

リカは⁻20℃で長期保存可能。 

・サンプルを試料台に載せたりする行動は液体窒素中で行う。 

・割断後白金とカーボンで蒸着する。 

・自分の作りたい試料に合わせって、装置用の道具を作る。 

・試料にかかった圧力の強さと時間が重要である。試料の載せ方や真空のレベルや割断蒸

着温度などは、目的に応じて条件探索する。 

・レプリカ作製後、SDS 溶液 60℃で一晩洗浄する。 

・免疫染色する時に、ほとんどの操作は実体顕微鏡の下で行う。 

・免疫染色が行った後、DW で洗浄して、グリッドでピックアップ。 

・洗浄とピックアップし易いため、上図の陶器皿を使用することがおすすめ。 

 

電顕写真イメージ 

 

a                        b                         c 

   

a: 酵母のレプリカ電顕写真、細胞内の構造を立体的に映って、核や液胞やミトコンドリアなどの内外膜 

層も正確に区別出来る。b: 酵母細胞の液胞膜 E面金コロイドに標識された。c: 哺乳類細胞のレプリカ、 

ゴルジ体や小胞体とアウトファージの膜に金コロイド標識を見られる。 



・まとめ： 

以上のように免疫電顕法は、電顕標本に免疫組織化学反応をさせ、超微形態上で物質の局在を特定する

方法である。電顕技術と免疫組織化学法両方を求められ、その他の形態学法と比べて難しいので、普及し

ていない現状である。しかし、きれいな免疫電顕法による写真を載せた論文は非常に説得力があるから、

これからも我々が免疫電顕法を探索しつづ、技術の進歩をさせ、本大学の多分野の研究にサポートしてい

くと考えている。 
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