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電界撹拌技術を用いた卵に対する新たな蛍光免疫染色手法の確立＊
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間で提供を行うなど，希少かつ高コストな抗体を用い
て研究を行うことは少なくない．これまで卵における
蛍光免疫染色は，希釈した抗体を含む数十 μlの液滴
内に卵を静置し，1次抗体，2次抗体を反応させる手
法が一般的であった．液滴内部に静置した卵と，抗体
がブラウン運動により抗原抗体反応を起こす手法であ
り6），数十年来にわたり染色手法には大きな変化は見
られていない．このように卵のような 3次元の構造物
である対象物に対する染色手法が大きく変化していな
い一方で，薄くスライスされ，カバーガラス上に固定
された病理標本のような対象物に対する免疫染色で
は，染色手技を効率化する試みが様々行われている．
磁力，表面弾性波，超音波，電磁波などを用い，微小
液滴内に撹拌を生じさせる手法や，それらを用い染色
に要する反応時間を短縮させる試みなどが過去に複数
報告されている7-12）．しかし，卵に対し，これらの手
法を応用し，染色を効率化する試みはこれまで認めら
れない．そのような中で，近年新たな免疫染色効率化
の手法が報告された．1999年に Akagamiらが報告し
た電界砥粒制御技術13）を基盤とした非接触電界撹拌
技術を用い，免疫染色のプロトコルを短縮化する手法
である．病理標本に対し希釈した抗体 150 μlを液下し，
スライドガラスを挟む電極内に一定の電圧を一定周期
で印加する事により，電界により液滴内部に撹拌を生
じ，免疫染色の効率化を図る手法が報告されている．
Todaらは，同手法を病理標本に対する免疫染色に初
めて応用し 2011年に報告している14）．その後も非接
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は じ め に

蛍光免疫染色とは目的とする対象抗原に対し蛍光を
発する抗体を結合させることで，その抗原の発現を確
認する研究手法である．ヒト，マウスなどの卵研究に
おいても蛍光免疫染色は不可欠の手法であり，卵の全
体像および卵内部の微小器官を把握するために様々な
抗体が使用されている1-3）．また，卵子に対する精子
の侵入有無を蛍光免疫染色で確認することで受精の評
価を行い，その結果を次周期の治療に活かすなど，生
殖補助医療の臨床においても広く活用されている技術
である．卵に対する蛍光免疫染色は多くの場合 1次抗
体，2次抗体を用い，それぞれの抗体に対し室温では
30分から数時間，暗所冷所保存の場合には 12時間
（over night）程度反応させる事が一般的である4,5）．ま
た卵研究における微小蛋白の発現確認では，商業ベー
スの抗体では染色が不十分かつ不鮮明な場合や，商業
的には頒布されていない抗体も多いのが実情である．
この場合には各研究機関で自家精製した抗体を研究者
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触電界撹拌技術を用い，手術中の迅速診断に応用する
試みが，Kawaharada （2013），Tanno （2015）らにより
報告されている15,16）．本手法を用いた迅速免疫染色装
置 Histo-tek® R-IHC® （Sakura Finetek Japan, Tokyo, 

Japan）は 2014年 5月に市販されている．今回我々は
卵の蛍光免疫染色の効率化を目的に，Histo-tek® 

R-IHC®を応用する試みを行った．
本 研 究 成 果 は 2015 年 9 月 に “Novel method for 

immunofluorescence staining of mammalian eggs using 

non-contact alternating-current electric-field mixing of 

microdroplets”として，Scientific Reports （nature pub-

lishing group）に報告している17）．また同成果は 2016

年 2月に行われた秋田医学会賞受賞記念講演で要旨を
発表した．本論文ではCreative Commons Attribution 4.0 

International Licenseの元に公表している元論文の
データを基盤とし，秋田医学会での発表内容を再構成
した．

目　　　的

本研究の目的は，非接触電界撹拌技術を卵に対する
蛍光免疫染色に応用し，染色時間の短縮および使用抗
体量の削減が可能であるか検討することである．非接
触電界撹拌技術を用いることで，抗原抗体反応を亢進
し，通常は数時間以上かかる染色プロセスを 10分程
度に短縮した上で，通常の使用濃度より 10倍以上希
釈した抗体濃度においても観察が可能な染色結果が得
られるか検討した．また，今回は非接触電界撹拌技術
を初めて卵のような 3次元の構造物に応用しており，
染色効率化に関与する原理に関しても検討を行った．

方　　　法

今回はマウス卵子，マウス胚盤胞における紡錘体，
ギャップジャンクション結合蛋白を染色対象とした．
概略すると，マウスから得た卵および受精卵を 15 μl

の抗体を含む微小液滴内部に留置し，電界撹拌技術を
用いて微小液滴内部に撹拌を生じさせ，抗原抗体反応
を生じさせた後に対象の観察を行っている．また退色
の影響を確認するために初回の観察から 48時間後に
再観察を行った．紡錘体の染色画像は数値化し評価を
行っている．また，電界撹拌を行わず抗体を含む液滴
内部に卵を静置するのみの群をコントロール群として
比較検討している．電界撹拌による染色効率化の原理

に関する検討としては，ハイスピードカメラを用いて
電界撹拌施行中の微小液滴を観察するほか，電流プ
ローベを微小液滴内に留置し電流の変動を計測した．
上記について詳細を記す．

1.　電界撹拌

Histo-tek® R-IHC®を用いて電界撹拌を行った．機
器の外観を図 1-Aに示す．機器のカバーを開けた状
態を図 1-Bに示した．電極上に留置したスライドガ
ラス上に液滴の崩壊を防ぐために Dako Pen® （Dako, 

Carpinteria, CA, USA）にて 5 mmの円を描き，その内
部に抗体を希釈した 15 μlの液滴を滴下した．その液
滴内部に卵もしくは受精卵を複数個注入し，カバーを
閉じることでスライドガラスが電極によって挟まれ
る．両電極間に 5.0 kVの電圧を 5 Hz，21 Hz，32 Hz，
46 Hzの 4段階の周波数で印加する事により，電極間
に電界を発生させ，液滴表面に対するクーロン力によ
り液滴内部に撹拌を生じさせている．ハイスピードカ

（8）

図 1.　文献 17より引用 :（A）The Histo-Tek® R-IHC®

の外観　（B）電極の間に静置したスライドガラス
上の 15 μlの液滴
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メラによって撮像した 5 Hzの際の液滴の変化を図
2-Aに示した．また液滴内部の撹拌の状態を可視化す
る た め に，1 μl の FG beads® （Tamagawa Seiki, Tokyo, 

Japan）を 14 μlの希釈液に注入した後，電界撹拌を施
行した際の連続画像を図 2-Bに示した．
また，5 Hz，21 Hz，32 Hz，46 Hzのそれぞれにお
ける微小液滴の変化をハイスピードカメラで撮像し，
図 3に示した．

2.　卵回収，固定および染色

4-7週齢の imprinting control region （ICR）マウスか
ら，卵核胞期（germinal vesicle : GV）卵を回収した5,18）．
その後MG-132を添加した培養液にて 7時間培養し，
第 1減数分裂期の卵子を得ている．その後 2%パラホ
ルムアルデヒド，0.2% Triton X-100を用いて固定を
行った．また，マウス胚盤胞については 8-12週齢の
ICRマウスを用いて，同居交配によって胎生 3-4日目
（Embryonic day 3.5）の受精卵を得たのちに，同様に

（9）

図 2.　文献 17より引用 :（A）5 Hzにおける電界撹拌施行中の微小液滴表面の変化　（B） 14 μlの希釈液中
に注入した 1 μlの FG beads®の電界撹拌中における拡散の様子をハイスピードカメラで撮像．Scale bar : 
1 mm.
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2%パラホルムアルデヒド，0.2% Triton X-100を用い
て固定を行っている．対象の染色について，抗体は以
下のものを使用した．紡錘体を構成する微小管につい
ては，1次抗体として mouse monoclonal anti-acety-

lated tubulin antibody （1.0 mg/ml） （Sigma-Aldrich, St. 

Louis, MO, USA）およびmouse monoclonal anti-β-tubulin 

antibody （2.0 mg/ml） （Sigma-Aldrich）を混合して用い
た．2次抗体は Alexa Fluor® 488-conjugated goat anti-

mouse IgG （2.0 mg/ml） （Life Technologies, Carlsbad, 

CA, USA）を用いた19）．また未受精卵における染色体
は卵子の封入および退色予防に用いる VECTA-

SHIELD® Mounting Medium with DAPI （Vector Labora-

tories, Burlingame, CA, USA）によって染色した．今
回は胚盤胞の染色としてギャップジャンクション結合
蛋白であるコネキシン 43を染色している．1次抗体
は Anti-Connexin43 （ZYMED, Sun Francisco, CA, USA）
を用い，2次抗体は Alexa Fluor 488-conjugated goat 

mouse IgG （Invitrogen, Carlsbad, CA, USA）を使用し
た20）．上記の 1次抗体，2次抗体はデータシートでの
推奨使用濃度は 200倍希釈（1 : 200）から 1,000倍希
釈（1 : 1,000）となっている．今回は微小管について
は 1 次 抗 体 濃 度 を 1 : 1,000，1 : 2,000，1 : 4,000，
1 : 8,000，そして 1 : 16,000の 5段階で検討を行った．
また微小管の 2次抗体濃度は 1 : 1,000に固定して検
討している．各抗体に対し 5分間ずつ電界撹拌を施行
した群を電界撹拌群とし，各抗体に対し，液滴内に卵
を静置したのみの群をコントロール群として比較検討
している．コネキシン 43については 1次抗体濃度
1 : 5,000，2次抗体濃度 1,000に固定して染色を行っ
ている．1次抗体，2次抗体それぞれに対して 5分間

の染色を行い，その後卵を封入した．それぞれの抗体
希釈濃度，周波数に対し約 6個の卵を用いて検討を
行った．

3.　観察と比較

染色し固定した卵，受精卵は VECTASHIELD®  

Mounting Medium with DAPIに封入後速やかに観察を
行った．観察には DP73 顕微鏡 （Olympus, Tokyo, 

Japan）を用いた．100 倍の油浸レンズを用い，
cellSens® Standard （Olympus）を用いて画像を取得し
た．蛍光の退色を防ぐため 1卵あたりの観察時間を 1

分以内にするように心がけた．微小管の観察が鮮明に
なるように焦点，ゲインを調節する以外は，画像ソフ
トを用いた修正，加工を行わずに画像を取得している．
初回の観察後は 4°C下に標本を 48時間暗所保存し，
その後に退色の影響を検討するため 2回目の観察を
行っている．卵の染色から観察までのこれらのプロト
コルを表 1に示した．
微小管の染色強度を比較するため，画像解析には

ImageJ software （version 1.48 for Mac OS X）21,22）を用い
た．微小管および染色体の内部の染色強度を平均化し，
pixels比（微小管の緑色の平均染色強度/ 染色体の青
色の平均染色強度）を Relative Intensity （RI）とし，
電界撹拌を施行した群と，コントロール群で比較検討
した21,23）．統計処理には SPSS software version 21.0 

（SPSS Inc., Chicago, IL, USA）を用い，two-sample t-test，
Welch’s t-testおよび Bonferroni検定を行い，p値（P）
<0.05もしくは<0.01を有意とした．

図 3.　文献 17より引用 : 5 Hz，21 Hz，32 Hz，46 Hzのそれぞれにおける微小液滴の変化をハイスピード
カメラで撮像．5 Hz （A,B）, 21 Hz （C,D）, 32 Hz （E,F）, and 46 Hz （G,H）　Scale bar : 1 mm．

（10）
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4.　液滴内部の電流測定

電界撹拌の原理および電界撹拌が卵および卵内部の
器官へ与える影響を検討するため，電界撹拌中におけ
る微小液滴内の電流変動を測定した．電流プローベを
液滴内に留置し，電界撹拌を施行中の液滴内部の電流
を継時的に測定した．測定の概略図および実際の測定
の様子を図 4に示した．

結　　　果

1.　未受精卵および胚盤胞の形態は，電界撹拌を施
行した群とコントロール群で明らか差を認めなかっ
た．また微小管，染色体などの内部器官の形態にも明
らかな差を認めなかった．

2.　図 2-Bに示すように，FG beads®は電圧印加か

ら数秒で速やかに撹拌された．
3.　ハイスピードカメラによって得た図 3に示すよ

うに，微小液滴表面の変化は 5 Hz，21 Hz，32 Hz，
46 Hzのそれぞれの周波数で異なることを確認した．

4.　5 Hzの周波数における，各希釈濃度の染色結果
を図 5-Aに示した．肉眼的には 1 : 4,000の希釈濃度
まではコントロール群でも観察が可能であるが，1 : 

8,000および 1 : 16,000のような高希釈濃度ではコン
トロール群で染色が弱く，観察が困難になった．一方，
電界撹拌群では高希釈濃度においても染色が比較的鮮
やかであった．同様に，高希釈濃度ではコントロール
群で退色が強く，観察がさらに難しくなったが，電界
撹拌群では退色の程度が小さい結果となった．1 : 

16,000の希釈濃度ではコントロール群と 5 Hzによる
電界撹拌に加え，21 Hz，32 Hz，46 Hzにおいても検
討を行い，その染色結果を図 5-Bに示した．全ての

表 1.　文献 17を改変 : 実験プロトコル

コントロール群 電界撹拌群

卵の固定
室温 室温

30分間 30分間

1次抗体
液滴内に静置 電界撹拌

5分間 5分間

卵の洗浄
室温 室温

1分間 1分間

2次抗体
液滴内に静置 電界撹拌

5分間 5分間

卵の洗浄
室温 室温

1分間 1分間

卵の封入

室温 室温

VECTASHIELD® VECTASHIELD®

30分間 30分間

初回観察
室温 室温

1卵子あたり 1分間以内 1卵子あたり 1分間以内

卵の保存
暗所 （4°C） 暗所 （4°C）

48時間 48時間

退色の影響を確認する 2回目の観察
室温 室温

1卵子あたり 1分間以内 1卵子あたり 1分間以内

（11）
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周波数において，電界撹拌群ではコントロール群より
初回，2回目の観察共に染色が鮮やかであり退色の程
度が小さかった．

5.　染色画像において取得した RI値を，図 6に示
した．初回の観察では 1 : 1,000から 1 : 16,000の全て
において，5 Hzによる電界撹拌群で RI平均値がコン
トロール群より高く，1 : 2,000，1 : 8,000，1 : 16,000

の濃度においては有意に電界撹拌群で RI値が高い結
果となった．また，2回目の観察では全ての希釈濃度
において，5 Hzによる電界撹拌群でRI値がコントロー
ル群より有意に高かった．1 : 16,000の希釈濃度にお
いては 5 Hz，21 Hz，32 Hz，46 Hzにおける電界撹拌
群の RI値とコントロールの比較を行い，図 6-Bに示
している．全ての周波数において，コントロール群よ
り電界撹拌群の RI値が初回，2回目の観察共に有意
に高い結果となった．

6.　胚盤胞におけるコネキシン 43の染色結果を図 7

に示した．胚盤胞固定の際には通常においても胚の形
態に若干の乱れを生じる．今回は，電界撹拌を原因と

するような，特別な内部構造の形態異常は認めなかっ
た．また，1次抗体を 1 : 5,000と希釈し，1次抗体お
よび 2次抗体の染色時間を 5分ずつと短縮したが，電
界撹拌による染色によってコネキシン 43は緑色に染
色され観察が可能であった．

7.　図 4に示したように，微小液滴内部の電流を計
測したが，電界撹拌が施行されている間に微小液滴内
部に電流は流れておらず絶縁環境にあることを確認し
た．

考　　　察

今回我々は電界撹拌によって，微小管の蛍光免疫染
色強度がコントロール群より高くなることを明らかに
した．また，電界撹拌はコネキシン 43のような胚盤
胞内部の蛋白に対する蛍光免疫染色においても応用が
可能であることを示している．今回の検討では限られ
た対象蛋白のみを染色している．未受精卵の微小管の
染色において，1 : 1,000から 1 : 4,000のように 1次抗
体の濃度が比較的高濃度の条件では，各抗体の染色時
間を 5分と短縮しても，コントロール群でも比較的良
好な染色を認めている．このような条件においては電
界撹拌の優位性は明らかとならないが，微小管は卵内
部において比較的大きい構造物であり，染色が容易で
ある点も影響していると考える．そのような比較的大
きい対象物においても，通常の 10倍以上抗体濃度を
希釈した場合，通常の染色法では染色時間を短縮する
と，染色強度が低くなり，退色も強くなってしまう．
一方，同一条件において電界撹拌を用いると良好な染
色が得られ，RI値による数値化によっても有意に染
色強度が高くなることが今回示された．また，電界撹
拌による染色によって退色の程度も軽減されることが
示された．希少な抗体の使用量の削減や，実験過程の
短縮化につながり得る結果と思われる．また，今回は
微小管において 1 : 16,000の 1次抗体濃度では，5 Hz，
21 Hz，32 Hz，46 Hzの間で周波数を変化させて検討
している．全ての周波数においてコントロール群に比
較して，初回，2回目の観察共に，有意に RI値が高まっ
たが，周波数の間には RI値に有意差を認めなかった．
図 3に示したように．15 μlの液滴に対して周波数を
変化させると液滴表面の変動には差異を認めており，
内部の撹拌状態にも違いが生じていると推測される．
今回の微小管のような比較的蛋白量が大きい対象では
各周波数における染色結果に差を認めなかったが，例

図 4.　文献 17より引用 : 電界撹拌施行中における
微小液滴内の電流計測
（A）電流計測の様子．測定プローベ（赤，青）を
微小液滴内に静置し測定　（B）電流測定の概略図
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えばコヒーシン蛋白のように染色体上に微量に存在す
る蛋白23）の検出の際には至適な周波数が存在する可
能性がある．今後，微小蛋白や核内蛋白などの染色に
電界撹拌を応用し，更に検討していく．
今回用いた非接触電界撹拌技術は秋田大学，秋田県
産業技術センターなどが共同して技術改良を行い，医
工連携によって産まれた新たな手法である13-15）．微小
液滴を用いる研究手法は “labs-on-a-chip”として一つ
の研究分野として発展している7,9）．これまでも磁性
体や表面弾性波を用い，液滴内部に撹拌を生じさせる
試みが報告されてきた．また，免疫染色の効率化の試
みとしては電磁波や超音波を用いる手法や，高感受性
の抗体の開発など，様々な試行が報告されている7,8）．
今回のような 3次元の構造物である卵を対象とし，微
小液滴を用い染色手法の効率化を試みる報告は今回の
我々の報告が初めてである．卵の蛍光免疫染色に電界
撹拌技術を用いる一つの利点として，非接触的に液滴
内部の撹拌が可能なことが挙げられる．今回我々が示
したように，電界撹拌によっても卵および内部構造の
形態に変化は認めず，液滴内部に磁性体を入れ物理的
に撹拌を生じさせる手法と異なり，卵を非破壊的に染
色可能であることは大きな利点である．また電磁波な

どを生じる場合と異なり，液滴内部の温度上昇なども
生じないことから，蛋白変性などを生じないことも卵
に使用する際の利点となる．
また，電界撹拌を免疫染色に応用した英語論文は，

我々の報告の他に現在まで 4報存在する14-16,24）が，撹
拌時における液滴内部の挙動および電流変化について
詳細な検討を行ったのは今回が初めてである．図 2-B

に示したように液滴内の FG beads®は速やかに撹拌さ
れており，液滴内部においてブラウン運動以外に，卵
子と抗体の接触機会が増加することで，物理的に卵子
と抗体における抗原抗体反応が亢進し染色強度が高
まったと考えられる．また，図 4に示したように電界
撹拌中に液滴内部には電流が生じていないことから，
液滴内部は絶縁環境にあることを今回我々は示してい
る．微小液滴は空気，スライドガラスのような絶縁体
に接しており，液滴内部の卵においては electropora-

tionが生じる可能性は低いと考える．このように，3

次元の対象物に対し，物理的な接触頻度が増すことに
より抗原抗体反応が亢進されるという電界撹拌の原理
は，生体である卵を取り扱う生殖医療の研究において，
非破壊的な撹拌が可能な原理とともに大きな利点であ
ると考える．

図 5.　文献 17より引用 :（A）各抗体濃度における 5 Hzで施行した電界撹拌群とコントロール群の比較．
初回と 2回目の観察における蛍光免疫染色結果．（B）1 : 16,000における各周波数の電界撹拌群とコントロー
ル群の比較．初回と 2回目の観察における蛍光免疫染色結果．緑，微小管 ; 青，DAPI.　Scale bar : 10 μm.
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図 6.　文献 17より引用 : 各周波数における RI値．*P<0.05, **P<0.01　N.S. : not significant.
（A1）5 Hz電界撹拌群とコントロール群の初回観察における比較　（A2）5 Hz電界撹拌群とコントロール群
の 2回目の観察における比較　（B1）16,000倍希釈濃度における各周波数の電界撹拌群とコントロール群の
初回観察における比較　（B2）16,000倍希釈濃度における各周波数の電界撹拌群とコントロール群の 2回目
の観察における比較

図 7.　文献 17より引用 : 電界撹拌を用いた蛍光免疫染色の胚盤胞に対する応用．（A）コネキシン 43を染色．
赤矢印で示した緑色の発現部位がコネキシン 43　（B）コネキシンと染色体を染色赤矢印で示した緑色の発
現部位がコネキシン 43．青，染色体．Scale bar : 10 μm.
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今回我々は抗体使用量の削減，染色時間の短縮の可
能性を示したが，具体的にどの程度抗体使用量を減少
可能かは今後の検討が必要である．今回の検討では微
小管において，同一抗体濃度では，電界撹拌を施行し
た群では RI平均値がコントロール群の約 1.5-2倍上
昇するという結果であった．単純には同一条件では約
50%程度，抗体使用量を減らせ得るが，今回の検討
は各抗体 5分間ずつの染色時間における微小管の蛍光
免疫染色に限られている．今後染色時間，周波数の変
更や様々な対象蛋白を用い，更なる検討を要する．
今回の結論として，我々は卵の蛍光免疫染色に初め
て非接触電界撹拌技術を用い，その有用性を明らかに
した．今後染色時間の短縮化，抗体使用量の削減など，
研究および臨床の両面で応用を期待できる結果である
と考える．また電界撹拌技術は卵子，受精卵において，
抗原抗体反応に類似する様々な実験系への応用も期待
できる．今後生殖医療分野で更に検討を進めていく．
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