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プロテオグリカンの組織化学

Histochemistry for The Proteoglycans

平林　義章

Yoshifumi HIRABAYASHI

　Previously, it has been well known that the acidic glycoconjugates such as acidic glycoproteins, 

proteoglycans and acidic glyolipids, widely distributed in the tissues and organs.  These molecules play 

the important functions such as tissue structure holding, tissue fluid filtration, water retention and cell 

membrane receptor in the living organs and tissues.  Histochemistry is one of tissue preparation methods 

using the chemical and biochemical reactions and detecting some molecules and/or reacting groups on 

the tissue structures.  However, it is difficult to visualize proteoglycan molecules on the tissue structures 

accurately.  In this paper, the light-microscopic histochemical methods for the detection of proteoglycans 

on the tissue structures using dyestuff and selective methods are introduced.
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１．序論

　酸性複合糖質は，酸性糖タンパク質，プロテオグリ

カン，酸性糖脂質などの総称で，生物の臓器・器官・

組織に広く分布していることが知られている1,2)．この

酸性複合糖質は，組織・臓器・器官において，組織細

胞の構造維持，物質の濾過，線維化および石灰化，細

胞分化および増殖調節，細胞接着阻害，細胞認識，ト

ランスフォーミング成長因子（TGF）―βなどの生理活

性因子との結合，水和保水作用，保護コロイド作用，

細胞膜受容体としての作用など多岐にわたる機能を有

していて，生命現象に不可欠な物質である3―10)．

　組織・臓器中に含まれている酸性複合糖質の分布様

式や分子種の同定は，その組織・臓器の構造と機能を

解明するのに有用な方法である．従来の生化学的手法

を用いることにより，単位重量あたりに含まれている

酸性複合糖質の量および種類を同定することはできる

が，酸性複合糖質が組織構造中にどのような割合でど

のように分布しているのかなどを知ることはできな

い．組織化学は，既知の化学反応または生化学反応を

用いて生体を構成する物質が形態学的な構造のどこに

どんな形で存在するかを追求する学問であり，本法を

用いることにより組織切片上のどこにどんな物質が存

在するかを解明することが可能となる11―14)．

　酸性複合糖質を検出するには，酸性複合糖質に多く

含まれる酸性基を検出する方法，抗原抗体反応による

酸性複合糖質の抗原性を検出する方法，レクチンやヒ

アルロナンなどの糖鎖を認識するアフィニチンによっ

て検出する方法などがあげられる12―14）．本論文では酸

性複合糖質のうち，軟骨や結合組織などに広く分布す

るプロテオグリカンに焦点をあて，色素を用いた酸性

基検出法と選択的方法の組合せによる同分子の組織化

学的同定法について述べる．

総説
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　組織化学法は基本的に組織・臓器の固定，包埋およ

び薄切，検出法（染色法および選択的方法）の３つの

行程に分けることができる．本論文では，３つの行程

で著者が適切と考える代表的な方法について紹介す

る．

２．固定法

　組織標本を作製する最初の手順が固定である．固定

の目的は組織構造の保持と目的物質の保存である．一

般に固定剤としてはパラフォルムアルデヒドなどに代

表されるアルデヒド剤，アセトンやエタノールなどの

脱水剤，四酸化オスミウムや重クロム酸カリウムなど

の酸化剤などが用いられている13―15)．どの固定法を用

いるかは、組織化学により検出する物質の物性によっ

て異なるので慎重に選択する必要がある．一般的に酸

化剤やアルデヒド剤はタンパク質の一次構造を変化さ

せるので，抗原性の保持などには不向きなことが多

い．

　プロテオグリカンに対する固定法としては，一般的

に Carnoy 液や酢酸エタノールなどの水を含まない固

定液，プロテオグリカンの沈殿剤である塩化セチルピ

リジニウムを含んだホルマリンや，４％パラフォルム

アルデヒド緩衝液などが用いられている 13―14)．酸性基

検出法によるプロテオグリカン検出の場合，硬組織を

含まない組織であれば水溶性物質の消失を考慮して

Carnoy 液などを用いるのがよいが，骨組織等の硬組

織を含み後で脱灰操作が必要な組織の場合は，組織構

造の保存性などを考慮して４％パラフォルムアルデヒ

ド緩衝液を用いるのがよい．

　固定法には還流固定法や浸漬法などがあるが，でき

れば還流固定法を行った後，浸漬法により固定するの

がよい．固定液の温度は低温（0～6℃）であれば組織

融解を防ぐことができるが，胎生組織などに用いる場

合は組織収縮を生じることがあるので注意が必要であ

る．固定液の浸透圧も大切である．組織細胞の浸透圧

は280～300mOsm/L である．低張な固定液だと細胞へ

の浸透が早いが細胞が膨化する可能性があり，逆に高

張な固定液だと細胞の収縮を生じるが可能性が高い．

一般に等張な固定液でよい結果が得られると考えられ

るが，それよりもやや高張の固定液を用いる方がよい

結果をえられることが多い14)。浸漬固定だけで固定す

る場合は，浸透速度が極めて早い Carnoy 液がよい．

ホルムアルデヒドなどの場合は４時間で４～５mm 浸

透するので，固定剤の浸透性を考えて，組織片を５

mm 以下の厚さにすることが望ましい 13―14)．

2―1．試薬調製法

１）Carnoy 液 16)

　エタノール60ml，クロロホルム30ml，酢酸10ml を

混和する。

２）４％パラフォルムアルデヒド（PFA）緩衝液 13,14,17―19)

　８％ PFA 水溶液250ml，0.25M リン酸緩衝液（pH7.4）

200ml，ショ糖37.5～40g を混和し，蒸留水を加えて

全量を500ml とする．

　８％ PFA 水溶液：パラフォルムアルデヒド（TAAB

社製）40g を蒸留水400ml に加える．60℃に加温しな

がら撹拌器で撹拌しながら溶液が透明になるまで1N

水酸化ナトリウム数滴を加える．パラフォルムアルデ

ヒドが溶解後，蒸留水を加えて500ml とする。

　0.25M リン酸緩衝液（pH7.4）：リン酸水素２ナトリ

ウム・12水塩89.5g を蒸留水に溶かして1,000ml とす

る（Ａ液）．リン酸２水素カリウム10.2g を蒸留水に溶

かして300ml とする．Ａ液500ml にＢ液120ml を加え

る．

2―2．Carnoy 液による固定法 16）

　検体より切り出した組織片を冷 Carnoy 液（４～

６℃）に浸漬する。この固定液に長時間放置すると組

織の硬化が激しいので、厚さ１～２mm の組織片は１

時間，３～５mm のものは３～５時間の浸漬を行う。

浸漬後は、炭酸カルシウム飽和エタノールでクロロホ

ルムと酢酸を洗浄し、パラフィン包埋を行う。

2―3．４％パラフォルムアルデヒド緩衝液による固定

法 13,14,17―19）

　ネンブタール等の麻酔下に動物を開胸し，灌流ポン

プなどを用いて，左心室より0.9％塩化ナトリウム水

溶液（生理食塩水）またはリンゲル液で灌流して脱血

した後，４％パラフォルムアルデヒド固定液で灌流す

る．灌流後，組織を切り出し同固定液に浸漬固定する．

固定時間は24時間から１週間程度行う．特に骨組織や

歯組織などの硬組織を含む材料は，後で脱灰操作を行

うために十分な固定が必要である．浸漬固定が終了し

た組織片は0.9％塩化ナトリウム0.01M リン酸緩衝液

（PBS）（pH7.4）18,19) や生理食塩水で十分に洗浄した後，

脱灰または脱水操作を行う．
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３．脱灰法

　骨や石灰化組織などの硬組織を含む試料から組織標

本を作製する場合は脱灰操作が必要となる．ギ酸やト

リクロール酢酸などの酸による脱灰法やエチレンジア

ミン4酢酸（EDTA）などのキレート剤による脱灰法

が知られている14)．酸による脱灰法は短時間で処理が

終わるが，組織構造の維持や抗原性の保存が悪いので，

ここでは EDTA 脱灰法14,20) を示す．

3―1．試薬調製法

　2.5％ EDTA 液：エチレンジアミン４酢酸２ナトリ

ウム25g を蒸留水500ml に溶解する．0.2N 水酸化ナ

トリウム水溶液を約350ml 加えて pH7.4 に調整する．

ショ糖70g を加え，蒸留水を加えて全量を1,000ml と

する．

3―2．脱灰法

　固定・洗浄した組織片を十分量（組織片体積の50倍

量ほど）の脱灰液に４～６℃で浸漬する．２～３日に

１回脱灰液を交換して，１週間から１カ月ほど脱灰を

行う．脱灰時間は組織の種類と大きき差によって異な

る．カミソリの刃で抵抗なく切れるようになれば脱灰

完了である．脱灰後の組織片は2―3で述べた PBS や生

理食塩水で洗浄する．

４．包埋および薄切法

　固定・脱灰の終了した組織片を薄切するためにパラ

フィン等に包埋する。Carnoy 液などのアルコール性

固定液を用いた場合はそのままパラフィン包埋を行う

が，水溶性固定液を用いた場合は脱水操作を行う．

4―1．脱水 13,14）

　十分量のエタノール列を作製し，それぞれの溶液に

４～６℃で30分から６時間程度浸漬する．エタノール

列は50％，70％，80％，90％，100％（２回）の順に

行う．浸漬時に撹拌器等を用いると早く脱水を終える

ことができる．

4―2．パラフィン包埋法 13,14,21）

　脱水の終わった組織片を室温でキシレンに30分ずつ

３回浸漬して透徹する．組織がアメ色になったら透徹

完了である．透徹した組織片を60℃のパラフィンに30

分から２時間程度３回浸漬する．組織の大きさや種類

によって浸漬する時間が異なるが，なるべく短い時間

で終了する方がよい．糖鎖や酸性基に対して熱はあま

り影響しないが抗原性は失活しやすい．

4―3．薄切法 13,14,21）

　ユングやシャンツェの滑走型ミクロトームを用いて

2～4µm の厚さの切片を作製し，シラン処理など粘着

処理をしたスライドガラスに添付し，37℃のオーブン

で一晩乾燥する．ミノーの回転型ミクロトームでは連

続切片の作製が容易だが，組織の変形が大きいので滑

走型ミクロトームを推奨する．組織切片に酵素消化や

化学修飾などの選択的方法を行う場合は，組織片が剥

離しやすいのでスライドガラスに粘着処理 19) を施し

た方がよい．

５．検出法

　先に述べたように種々の原理に基づいたプロテオグ

リカン検出法があるが，ここでは比較的簡単に行うこ

とのできる色素法による酸性基検出法とそれに組み合

わせて分子種の同定を行うことのできる選択的方法に

ついて述べる．

5―1．試薬調製法

１）アルシアンブルー法

①アルシアンブルー pH1.0染色液 12―14, 22, 23)

　0.1N 塩酸水溶液100ml にアルシアンブルー８GX

（ICI 社が最もよい）1.0ｇを溶解する．沈殿物が多い

ようであればろ過後使用する．

②アルシアンブルー pH2.5染色液 12―14, 22―24)

　３％酢酸水溶液100ml にアルシアンブルー８GX（ICI

社が最もよい）1.0ｇを溶解する．沈殿物が多いよう

であればろ過後使用する．

２）ジアミン法

①高鉄ジアミン染色液 12―14, 24―26)

　N, N’―ジメチル―ｍ―フェニレンジアミン（２塩酸塩）

120mg と N, N’―ジメチル―p―フェニレンジアミン（１

塩酸塩）20mg を蒸留水50ml に溶解したものに，染色

直前に40％（w/v）塩化第二鉄塩酸溶液（塩酸濃度は4

―6％）1.4ml を加える．

②低鉄ジアミン 12―14, 24―26)

　N, N’―ジメチル―ｍ―フェニレンジアミン（２塩酸塩）

30mg と N, N’―ジメチル―p―フェニレンジアミン（１

塩酸塩）5mg を蒸留水50ml に溶解したものに，染色

直前に40％（w/v）塩化第二鉄塩酸溶液（塩酸濃度は

４―６％）0.5ml を加える．
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３）増感ジアミン法 27)

①高鉄ジアミン染色液

　ジアミン染色の項〔5―１）２）①〕で述べた高鉄ジ

アミン染色液を用いる．

②低鉄ジアミン染色液

　ジアミン染色の項〔5―１）２）②〕で述べた低鉄ジ

アミン染色液を用いる．

③0.5mM トリクロロ（エチレン）白金酸カリウム溶

液（pH8.0）

　0.1M ホウ酸0.1M 塩化カリウム溶液50ml に 0.1M 水

酸化ナトリウム溶液4ml を加えて蒸留水で100ml にし

た溶液に，トリクロロ（エチレン）白金酸カリウム（１

水和物）18.4mg を溶解する．

④0.1M ホウ酸0.1M 塩化カリウム液

　ホウ酸6.18g と塩化カリウム7.45g を蒸留水に溶解し

て1,000ml とする．

⑤水素化ホウ素ナトリウム溶液

　リン酸水素2ナトリウム（12水塩）2.52g を蒸留水に

溶解して100ml とする．この溶液に水素化ホウ素ナト

リウムを0.1～0.5g 溶解する．用事調製し，直ちに用

いる．

⑥物理現像液

　Ａ液（20％アラビアゴム水溶液45ml に10％硝酸銀

水溶液１ml を加えた溶液）とＢ液（ヒドロキノン

100mg，クエン酸300mg を蒸留水に加えて15ml とし

た溶液）を調製し，18～20℃に温度調節を行ってお

く．使用直前にＡ液とＢ液を混和し，暗所（写真用安

全灯は可）で用いる．

5―2．染色法

１）アルシアンブルー法

　硫酸基検出法であるアルシアンブルー pH1.0 法とカ

ルボキシル基検出法であるアルシアンブルー pH2.5法

がある．

①アルシアンブルー pH1.0法 12―14, 22, 23)

　脱パラフィン・流水水洗した組織切片を，アルシア

ンブルー pH1.0 染色液に浸漬し30分染色する．切片

についた染色液を濾紙等でふき取り，100％エタノー

ル２～３回で洗浄・脱水し，キシレン３回で透徹した

後，バルサム等の封入剤を用いてカバーガラスで封入

する．

染色結果：硫酸基を含む硫酸酸性複合糖質は青色に染

まる（図１左図）．

注：染色後に水や低濃度のエタノールに浸漬すると，

余分な色素により硫酸基以外の酸性基が着色する

可能性があるので注意を要する．

②アルシアンブルー pH2.5 法 12―14, 22―24)

　染色法：脱パラフィン・流水水洗した組織切片を，

アルシアンブルー pH2.5 染色液に浸漬し室温で30分

染色する．蒸留水で５分水洗，エタノール列〔70％，

80％，90％，100％（２~ ３回）エタノール〕で脱水し，

キシレン３回で透徹した後，バルサム等の封入剤を用

いてカバーガラスで封入する．

　染色結果：カルボキシル基などを含む弱酸性複合糖

質は青色に染まる．硫酸酸性複合糖質は，淡青色に着

色するか，または染まらない．

２）ジアミン法

　硫酸基を検出する高鉄ジアミン法とカルボキシル基

を検出する低鉄ジアミン法がある．

①高鉄ジアミン法 12―14, 24―26)

　脱パラフィン・流水水洗した組織切片を，新たに調

製した高鉄ジアミン染色液に速やかに浸漬し，室温で

一晩（４~24時間）染色する．染色液調製後５分以内

に用いることを推奨している。染色した切片は，95％

および100％エタノール２～３回で洗浄・脱水し，キ

シレン２～３回で透徹した後，バルサム等の封入剤を

用いてカバーガラスで封入する．

染色結果：硫酸基を含む硫酸酸性複合糖質は黒紫色に

染まる（図１右図）．

②低鉄ジアミン法 12―14, 24―26)

　脱パラフィン・流水水洗した組織切片を，低鉄ジア

ミン染色液に速やかに浸漬し，室温で一晩（４～24時

間）染色する．染色液調製後５分以内に用いることを

推奨している．染色した切片は，95％および100％エ

タノール２～３回で洗浄・脱水し、キシレン２～３回

で透徹した後，バルサム等の封入剤を用いてカバーガ

ラスで封入する．

染色結果：硫酸基ならびにカルボキシル基を含む硫酸

酸性複合糖質やエラスチンは灰色ないし黒紫色に染ま

る．

３）増感ジアミン法 27)

　本法は上述のジアミン法に銀増感法を組み合わせる

ことにより，より僅量の酸性複合糖質を可視化するこ

とを可能にした方法である．

染色法：脱パラフィン・流水水洗した組織切片を蒸留

水水洗する．上述の高鉄ジアミン液または低鉄ジアミ

ン液で室温ないし37℃にて60～120分染色する．高鉄

ジアミン液の場合は60分，低鉄ジアミンの場合は120
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図１　マウス頸骨の成長軟骨，：左図：アルシアンブルー（AB）pH1.0染色（撮影倍率25倍），中央図：増感高

鉄ジアミン（S-HID）染色（撮影倍率25倍），左図：高鉄ジアミ（HID）ン染色（撮影倍率　50倍）．
（説明）

　ABpH1.0染色では多量のグリコサミノグリカン分子を含む成長軟骨の軟骨基質が青色に染まるが同分子の含有量が少ない他の部位は

染まらない（左図）．また HID 染色ではグリコサミノグリカン分子の分布によって軟骨基質が種々の程度の反応を示し、紫ないし黒

紫色に染まる（右図）．軟骨基質の染色性は ABpH1.0染色よりも HID 染色の方がよりコントラストがあり，グリコサミノグリカンの

含有量の識別が容易である。HID 染色の可視化性を増強した S-HID 染色（中央図）では，軟骨基質だけでなく，僅量のグリコサミ

ノグリカンを含む骨膜や骨格筋線維間の結合組織（筋周膜および筋上膜）も種々の程度の褐色の陽性反応を示すが、もともと多量の

グリコサミノグリカンを含み HID 反応性の強かった軟骨基質では微妙な染色反応の違いは消えてなくなり均一の強い黒色を示して

いる．
 

A 
B 

C 

D

図2　ラット歯根部（撮影倍率　50倍），左図：増感高鉄ジアミン（S-HID）染色，中央図：コンドロイチナーゼ

（Chase）B消化 /S-HID 染色，右図：ChaseB/ 睾丸ヒアルロニダーゼ（T-Hylase）二重消化 /S-HID 染色
（説明）

　酵素消化法と S-HID 染色を組み合わせることによって，酵素基質のうち，硫酸基を含有するグリコサミノグリカン分子種の同定を

行うことができる．S-HID 染色により象牙前質（A），セメント質（B），歯根膜の主線維（C），歯槽骨の骨基質（D）が褐色から黒

色の種々の程度の陽性反応を示している（左図）．コンドロイチン硫酸 B を基質としている ChaseB による消化により歯根膜主線維

の中央部における S-HID 染色性が減弱しており，この部位にコンドロイチン硫酸 B が存在していたことがわかる（中央図）．またさ

らにコンドロイチン硫酸 A と C を基質としている T-Hylase による消化を行うと，さらに象牙前質，セメント質，歯槽骨と接する部

の歯根膜の主線維（シャーピー線維）および歯槽骨の骨基質の S-HID 染色性が減弱するので，この部位にコンドロイチン硫酸 A，C
が存在していたことがわかる（右図）．
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分浸漬するとよい．ジアミン染色した切片を流水水洗

10～15分と蒸留水水洗した後，0.5mM トリクロロ（エ

チレン）白金酸カリウム溶液（pH8.0）に室温で60分

浸漬する．流水水洗10～15分と蒸留水水洗した後，水

素化ホウ素ナトリウム水溶液に室温で５～30秒浸漬す

る．流水水洗10～15分と蒸留水水洗した後，物理現像

液に20℃，暗所で３～10分浸漬する．物理現像後，蒸

留水水洗３回，５倍希釈写真用定着液（スーパーフジ

フィクス）２分浸漬の後，流水水洗する．必要に応じ

てヘマトキシリン液などで核染色を行い，エタノール

列で脱水，キシレン３回で透徹した後，バルサム等の

封入剤を用いてカバーガラスで封入する．

染色結果：

①増感高鉄ジアミン法：高鉄ジアミン法で陽性を示し

た組織部位は強い黒色を示す．高鉄ジアミン法で陰

性または偽陽性を示した部位は，組織切片に含まれ

る僅量の硫酸酸性複合糖質の量によって種々の程度

の褐色から黒褐色を示す（図１中央図）．

②増感低鉄ジアミン法：低鉄ジアミン法で陽性を示し

た組織部位は強い黒色を示す．低鉄ジアミン法で陰

性または偽陽性を示した部位は，組織切片に含まれ

る僅量のカルボキシ酸性（弱酸性）複合糖質の量に

よって種々の程度の褐色から黒褐色を示す．

６．選択的方法

　選択的方法は検出法と併用してそこに含まれている

物質の分子種や反応基の性質を判別する手法である。

ここでは，プロテオグリカンに含まれる糖鎖（グリコ

サミノグリカン）の検出法について述べる．

6―1．酵素消化法 12, 13, 22, 28）

　連続した組織切片を２枚用意し，脱パラフィン・流

水水洗した後，蒸留水水洗を行う．脱パラフィンした

組織切片を1mg/dL（0.1％）牛血清アルブミン水溶液

に浸漬した後，切片周囲の牛血清アルブミン溶液を濾

紙またはキムワイプ等でふき取り，切片①には酵素を

含まない緩衝液を，切片②には酵素溶液を切片上にの

せる．酵素溶液の詳細については，表1に示す．緩衝

液および酵素液をのせたスライドガラス①②を湿潤箱

に入れ，オーブンで酵素の至適温度を保ちながら３～

16時間浸漬する．酵素反応終了後，組織切片を流水水

洗し，上述の酸性基検出法を行う．染色した切片①と

表 1 グリコサミノグリカン分解酵素 28) 
酵素名（由 来） 主要基質 至適 pH 値 至適温度 阻害物質 単一酵素消化法の反応条件 

chondroitinase ABC 
(Proteus vulgaris) 

CS-A, B, C, D, 
E, CH, HA 

8.0 (CS) 
6.2 (HA) 

(37℃) Zn2+, HP 
1-3 U/ml in 0.1M Tris-HCl buffer pH 
8.0 at 37℃ for 3-24 hrs. 

chondtoitinase AC 
(Flavobacterium heparinum) 

CS-A, C, D, E, 
CH, HA 

7.3 (CS) 
6.0 (HA) 

40℃ 
(37℃) 

Zn2+, Fe2+, KS, HP, HS, 
CS-B 

1-3 U/ml in 0.1M Tris-HCl buffer pH 
7.4 at 37℃ for 3-24 hrs. 

chondroitinase ACII 
(Arthrobacter aurescens) 

CS-A, C, D, E, 
CH, HA 

6.0 50℃ 
Pb2+, Cu2+, Fe2+, Sn2+, 

CS-B, HP 
1-3 U/ml in 0.1M acetate buffer pH 
6.0 at 37℃for 3-24hrs. 

chondroitinase B 
(Fkavobacterium Heparinum) 

CS-B 8.0 20℃ Fe2+, Ba2+, Co2+, PO43- 
0.1 U/ml in 0.1M Tris-HCl buffer pH 
8.0 at 30℃ for 3-24 hrs 

keratanase 
(Pseudomonas sp.) 

KS-I 7.2～7.4 37℃ Ca2+, Mg2+, Mn2+ 
1-3 U/ml in 0.1M Tris-HCl buffer pH 
7.4 at 37℃ for 3-24 hrs. 

keratanase II 
(Bacillus sp.) 

KS-I, KS-II 6.0 35℃ 
p-chloromercuribensoic 

acid 
0.1 U/ml in 0.1M acetate buffer pH 
6.5 at 35℃ for 3-24 hrs. 

heparinase 
(Flavobacterium heparinum) 

HP 7.0 35℃ Zn2+ 
0.5 mg/ml in 0.1M acetate buffer pH 
7.0 at 45℃ for 3-24 hrs. 

heparitinase I 
(Flavobacterium heparinum) 

HS 6.5～7.5 45℃ Co2+, Zn2+, SO42+, EDTA
0.1 U/ml in 0.1M phosphate buffer pH 
7.0 at 45℃ for 3-24 hrs. 

hyaluronidase 
(bovine testes) 

CS-A, C, CH, 
HA 

4～6 
3.7（HA） 

37℃  
1 mg/ml in 0.1M phosphate buffer pH 
5.5 at 37℃ for 3-34 hrs. 

hyaluronidase 
(Streptomyces hyalurolyticus) 

HA 
5.0 

(6.0) 
60℃ Mg2+, Hg2+ 

100 TRU/ml in 0.1M phosphate buffer 
pH 5.0 at 40℃ for 3-24 hrs. 

hyaluronidase SD 
(Streptococcus dysgalactiae) 

HA, CH 5.8～6.6 37℃ 
Fe2+, Cu2+, Al3+, Pb2+, 

Hg2+ 
0.5 U/ml in 0.1M phosphate buffer pH 
6.2 at 37℃ for 3-24 hrs. 

hyaluronidase 
(Hirudo medicinalis) 

(orgelase) 
HA 5.0 37℃ Hg2+ 

100-400 U/ml in 0.05M acetate buffer 
pH 6.0 at 37℃ for 3-24 hrs 

CS: chondroitin sulfate, CH: chondroitin, HA: hyaruronic acid, HP: heparin, HS: heparan sulfate, KS: keratin sulfate 

表1　グリコサミノグリカン分解酵素 28）



プロテオグリカンの組織化学

－139－

②を比較すると，酵素消化法により切片②では，切片

①と比較して酵素の基質の酸性基反応性が低下するの

で，組織中に含まれる酵素基質（グリコサミノグリカ

ン）分子種の同定を行うことができる．

　また，効率よく組織切片に含まれるグリコサミノグ

リカン分子種を同定するために，二重酵素消化法 29)

を用いる．この時は，連続した組織切片を３枚用意

し，同様に脱パラフィン・流水水洗した後，蒸留水水

洗を行う．１回目の酵素消化では切片①には酵素１を

含まない緩衝液，切片②と③に酵素１の溶液をのせ酵

素消化する．消化後，流水水洗・蒸留水水洗を行い２

回目の酵素消化を行う．切片①と②に酵素２を含まな

い緩衝液を，切片③に酵素２の溶液をのせ，同様に酵

素消化を行う．酵素消化後，上述の酸性基検出法を行

う．切片①と②を比較することにより酵素１による基

質の分布を観察し，切片②と③により酵素２による基

質の分布を観察することができる（図２）．

6ー2．化学修飾法 12, 13, 22, 28）

　水酸基，アルデヒド基，硫酸基やカルボキシル基な

どの反応基に対する特異的な化学反応を切片上で行う

方法を化学修飾法という．化学修飾法には水酸基の硫

酸化，アセチル化，硫酸基の脱硫酸化（強メチル化），

アセチル基の脱アセチル化（けん化），アルデヒド基

の水素化ホウ素還元やヒドラジン反応，カルボキシル

基のメチル化，メチル基の脱メチル化（けん化）など

が知られている．ここでは，グリコサミノグリカンの

一種のヘパリンやヘパラン硫酸を化学的に分解する亜

硝酸処理について述べる．

１）亜硝酸処理

試薬調製法

①亜硝酸液

　亜硝酸ナトリウム3.3ｇを蒸留水150ml に溶解し，

酢酸20.6ml を加えた後蒸留水で200ml とする．

②1.8M 酢酸水溶液

　酢酸20.6ml に蒸留水を加えて200ml とする．

亜硝酸処理法

　連続した組織切片２枚を用意し，脱パラフィン・水

洗した後，蒸留水水洗を行う．切片①を1.8M 酢酸溶

液に浸漬し，切片②を亜硝酸液に浸漬する．切片①お

よび②共に室温で80～120分処理した後，流水水洗し

アルシアンブルー pH1.0法，高鉄ジアミン法，増感高

鉄ジアミン法などの硫酸基検出法を行う．切片①にお

いて観察されたヘパリンまたはヘパラン硫酸の存在に

伴う硫酸基検出法の陽性反応は，切片②において消失

する．

７．総括

　プロテオグリカンの分子種自体の同定には酵素抗体

法を用いることが必要となるが，プロテオグリカンに

含まれる糖鎖（グリコサミノグリカン）の種類は今回

紹介した酸性基検出法と選択的方法により比較的簡単

に同定することができる．染色結果は，染色後なるべ

く早くに顕微鏡写真や反応強度の表を作成して保存す

る必要性がある13, 27）． また，ここで紹介した方法の１

つ１つの行程は比較的単純なものが多いが，行程が多

いので常に一定の結果を導き出すのにはある程度の熟

練を必要とする．特に組織中で同定したい分子種の量

的比較をする場合は，物質の保存状態，組織切片の厚

さの均一性，酵素反応や化学反応ならびに検出反応の

再現性などを考慮して慎重に考察する必要がある 13)．
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