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今回のポイント

1.免疫細胞/組織化学法
Immunocytochemistry
Immunohistochemistry

2. In situ ハイブリダイゼーション法
In situ hybridization
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抗原と抗体

実験医学別冊免疫学的プロトコール

 1つのB細胞は1種類の抗体を産生
 1種類の抗体は特異的な抗原を認識し結合
（非特異的結合する場合もある）

 特定のタンパク質などの分子を認識して
結合する

 重鎖（Heavy chain）と軽鎖（light 
chain）からなる

 Fc (fragment crystallizable region)とFab 
(fragment antigen-binding region)を持つ

Fab
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モノクローナル抗体とポリクローナル抗体
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直接法と間接法

Ross組織学 5版

5



免疫組織化学染色

二次抗体をアルカリホスファターゼで標識し、
酵素活性によって色素沈着を起こさせて分子
の局在を検出する。
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蛍光色素

Thermo Fisher Scientific Web site
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免疫染色法の工程

実験医学別冊 免疫
染色＆in situ ハイブ
リダイゼーション最
新プロトコール
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Coup-tfsはグリア誘導シグナルに
応答できるようになるのに必須である

1. Primary 2. Secondary

GFP / βIII-tubulin / GFAP

3. Tertiary

LIF + BMP
C

T
KD

免疫蛍光染色 9



子宮内マウス胎仔脳へのLentivirusマイクロインジェクション

ventricle uterus

needle tip

E10.5

10



Coup-tfsの発現抑制はin vivoでもgliogenesisを抑制する

GFP / GFAP / Hoechst

CT

GFP / NeuN / Hoechst

KD

Cortex
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大脳皮質の層構造 laminar fate marker

Nissl染色 免疫蛍光組織化学染色

特異的な抗体を用いて、特定の分子（多くの場合タンパク質）を検出する
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今回のポイント

1.免疫細胞/組織化学法
Immunocytochemistry
Immunohistochemistry

2. In situ ハイブリダイゼーション法
In situ hybridization
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DNA二重螺旋構造

14



in situ hybridization (ISH)

In situ 本来の場所で

In vitro 試験管内で

In vivo 生体内で

In utero 子宮内で

In silico コンピュータ（シリコンチップ）の中で

in situってどういう意味？
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in situ hybridization (ISH)

実験医学別冊 免疫
染色＆in situ ハイブ
リダイゼーション最
新プロトコール

 RNAを検出するための染色法
 抗体作製が不要
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miR-17は発生段階が進むと発現しなくなる
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Reelerマウスで脳の層構造が破綻する

WT Reelerマウス
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おまけ: マイクロアレイ

東レWebサイトより

19



今日のまとめ

1.免疫細胞化学法と免疫組織化学法
抗原と特異的に反応する抗体を利用して、
主にタンパク質を検出する染色法

2. In situ ハイブリダイゼーション法
DNAやRNAが塩基配列特異的に
ハイブリダイゼーションする性質を利用して、
mRNAやmicroRNAなどのRNA（遺伝子発現）
を検出する染色法

検出には蛍光色素や酵素を結合したプローブを利用する
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例題

免疫組織/細胞化学染色法は、抗原と A が特異的に結合するこ
とを利用し、組織切片中で目的とする物質（主に B）を検出
する染色法である。

二次抗体に Cが結合されているものを使用した免疫染色法を
免疫蛍光染色法と呼ぶ。
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