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A. 研究目的 

皮膚 IgA血管炎の病理診断には、ホルマリン固定

パラフィン包埋 (FFPE)切片を用いたヘマトキシリ

ン・エオジン(HE)標本による形態診断だけでなく凍

結切片を用いた蛍光抗体直接法による血管壁への免

疫グロブリン A (Immunoglobulin A, IgA)沈着の証

明が必要である。FFPE切片と凍結切片は検体採取

後の処理が異なる為、2カ所から皮膚を採取するこ

とが多い。FFPE切片を用いて IgA沈着を証明できれ

ば皮膚の採取個数を減らすことが出来る。本研究

は、FFPE切片に対して蛍光抗体法を行い IgA血管炎

診断における有用性を明らかにすることを目的とし

ている。 

これまでの検討で FFPE切片を用いた IgAの証明

には、1次抗体の反応条件を4℃、overnightとし、

蛍光抗体間接法を用いるのが最適な方法と考えられ

た。今回はより強いシグナルを得るための方法につ

いて検討を行った。 

 

B. 研究方法 

検討 1：FFPE切片を用いた IgA蛍光抗体間接法 

FITC標識二次抗体と Alexa Fluor™ Plus 488標識二

次抗体の比較 

2018年 1月～2021年 2月の間に当院にて実施さ

れた皮膚生検のなかで、1）IgA血管炎の臨床診

断、2）同時に採取された組織の凍結切片を用いた

蛍光抗体直接法で IgA陽性の条件を満たした 11例

を対象とした。また、非 IgA血管炎で、凍結切片に

よる蛍光抗体直接法にて IgA陰性が確認されている

皮膚生検 3例を陰性対照(NC)、IgA腎症の腎生検検

体で凍結切片に対する蛍光抗体直接法にて IgA陽性

が確認されている 2症例を陽性対照(PC)とした。 

研究要旨 皮膚 IgA血管炎では血管壁への IgAの沈着を証明する方法として、凍結切片を用いた蛍

光抗体直接法が用いられている。ホルマリン固定パラフィン包埋 (FFPE)切片において IgA沈着を証

明可能な方法について検討した。その結果、FFPE切片を非特異反応ブロッキング試薬にて前処置

し、一次抗体を4℃、overnightで反応、二次抗体に Alexa Alexa Fluor™ Plus 488蛍光色素を用いた

蛍光抗体間接法を行うことで、凍結切片蛍光抗体直接法と同程度の陽性像を得ることが期待でき

た。 
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各検体の FFPEブロックから 3μm厚の FFPE切片

を作製、脱パラフィン後に精製水に浸漬、0.05%プ

ロテアーゼ (type XXIV SIGMA)で37℃、30分処理し

た。PBSに 5分浸漬後、一次抗体（抗ヒト IgA抗体

F0204、DAKO)を 4℃、overnight反応させた PBSにて

5分間、2回洗浄の後、FITC標識二次抗体 (Swine

抗ウサギ Igs, DAKO社(F0205), 20倍希釈)、あるい

は Alexa Fluor™ Plus 488標識二次抗体 (Goat 抗ウ

サギ IgG (H+L) Highly Cross- Adsorbed, 

ThermoFisher社, 500倍希釈) を37℃、30分反応さ

せた。PBSで 5分間、2回洗浄の後、水溶性封入剤

(fluoromount)で封入した。OLYMPUS社の落射蛍光シ

ステムと顕微鏡カメラ(DP73, software: 

WinnROOF2018)を装着した顕微鏡を用いて撮影

(iso1600, 1/9秒)し、染色性、陽性強度を評価し

た。 

 

検討 2: FFPE切片を用いた IgA蛍光抗体間接法 

ブロッキング試薬の効果 

追加検索が可能であった対象 7例に対して、検討

1で用いた一次抗体：(ウサギ抗ヒト IgAポリクロ

ーナル抗体, DAKO社 (F0204), 希釈済, 4℃, 

overnight)、二次抗体：Alexa Fluor™ Plus 488標識

二次抗体 (Goat 抗ウサギ IgG (H+L) Highly Cross-

Adsorbed, ThermoFisher社, 500倍希釈, 室温, 30

分)を用い、一次抗体反応前に非特異反応ブロッキ

ング試薬 (Protein Block, Serum-Free, Liquid 

form, Agilent社 (X0909))を室温, 30分反応させ

た。 

 

 (倫理面への配慮) 

本研究は既存の病理検体とカルテ情報の一部を用

いた研究であり、倫理委員会申請承認後、診療科

Webでのオプトアウトで対応した。 

 

C. 研究結果 

結果 1：FITC標識二次抗体と Alexa Fluor™ Plus 

488標識二次抗体の比較 

陽性対照の全例で糸球体が陽性であること、糸球

体以外に陽性所見がないこと、陰性対照の皮膚組織

が陰性であることを確認した。 

皮膚 IgA血管炎 11例のうち、FITC標識二次抗

体：1+以上の陽性 3例、判定困難 4例、陰性 4例に

対して、Alexa Fluor™ Plus 488標識二次抗体：1+

以上の陽性 8例、判定困難 2例、陰性 1例であり、

Alexa Fluor™ Plus 488標識二次抗体を用いた場合

には強いシグナル発光を得ることが出来、観察が容

易になった（図）。しかし、時に血管壁以外の蛍光

陽性所見をみ、評価に困難を感じる場合があった。 

 

結果 2： FFPE切片を用いた IgA蛍光抗体間接法 

ブロッキング試薬の効果 

検討 1の結果を基に、二次抗体として Alexa 

Fluor™ Plus 488標識抗体を用い、非特異反応ブロ

ッキング試薬による効果を検討した。非特異反応ブ

ロッキング試薬で前処置することにより背景とのコ

ントラストがより明瞭となった。一方、2例で

Alexa Alexa Fluor™ Plus 488蛍光色素のシグナル発

光が減弱したが、判定に苦慮することはなかった。

しかし、血管壁以外の陽性所見を完全に抑制するこ

とは困難であった。 

 

D. 考察 

IgA血管炎症例に対して、FFPE薄切切片を用いた

血管壁免疫グロブリン沈着の検出方法を検討した。

検討の結果、FFPE切片を 1)非特異反応ブロッキン

グ試薬にて前処置し、2)一次抗体を4℃、overnight

で反応、3)二次抗体に Alexa Alexa Fluor™ Plus 488

蛍光色素を用いた蛍光抗体間接法を行うことで、凍

結切片蛍光抗体直接法と同程度のシグナル発光を得

ることができた。一方、血管壁以外、おそらくは血

漿成分と思われる領域にも陽性像を認めることがあ

った。陽性部の局在を注意深く観察することで判別

可能であったが、時に紛らわしい陽性像があった。

今後、他のブロッキング方法を試みるほか、直接法

（immune complex法：一次抗体と Alexa Fluor™ 
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Plus 488標識二次抗体とを結合させた後に FFPE切

片上で反応させる方法)などについて検討する予定

である。 

 

E. 結論 

FFPE切片に対する蛍光抗体法は皮膚 IgA血管炎に

おける IgA沈着の証明に有用である。FFPE切片を非

特異反応ブロッキング試薬にて前処置し、一次抗体

を4℃、overnightで反応、二次抗体に Alexa Alexa 

Fluor™ Plus 488蛍光色素を用いた蛍光抗体間接法

を行うことが最適で、凍結切片による蛍光抗体直接

法と同程度の結果が得られる事が期待された。 
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図 検討 1 FITC標識二次抗体と Alexa Fluor™ Plus 488標識二次抗体の比較 

 

表： 結果一覧 

 

臨床診断 
Sample HE染色 凍結切片 

FFPE 
蛍光抗体間接法 

非特異反応 
blocking 

 炎症程度 蛍光抗体直接法 Alexa FITC Alexa 

1 IgA血管炎 skin 2+ + 2+ 1+ 2+ 

2 IgA血管炎 skin 2+ + 1+ - 1+ 

3 IgA血管炎 skin 2+ + 2+ +- 2+ 

4 IgA血管炎 skin 3+ +, weak 3+ 1+ 3+ 

5 IgA血管炎 skin 1+ +, weak +- +-  

6 IgA血管炎 skin 3+ + 3+ +- 1+ 

7 IgA血管炎 skin - + 2+ +- 1+ 

8 IgA血管炎 skin - + +- -  

9 IgA血管炎 skin 1+ + 2+ -  

10 IgA血管炎 skin - + - -  

11 IgA血管炎 skin - + 2+ 1+ 2+ 

NC1 血管炎 skin - n.d. - -  

NC2 PR3-ANCA血管炎 skin - n.d. - -  

NC3 EGPA skin - n.d. - -  

PC1 IgA腎症 kidney n.d. 1+ 1+ 1+  

PC2 IgA腎症 kidney n.d. 3+ 2+ 1+  


