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研究成果の概要（和文）：色素の抗体へのラベル化状態を評価する方法として、ゲル濾過カラム
クロマトグラフィー、蛍光相関分光法、超高倍率の走査型電子顕微鏡法の確立及び超高感度画像
分光法の試行を行い、それらの知見に基づいて２つのラベル化法の確立を行い、Ｔ細胞分化特異
的転写因子である、T-bet, GATA-3, ROR-gt, FoxP3の同時イメージング及びサイトカインのうち
IL-10, IFN-aのイメージングまでこぎつけた。 
 

研究成果の概要（英文）：As the methods to evaluate chromophore-antibody conjugation state, 

gel-filtration chromatography, fluorescence-correlation spectroscopy, hyper-sensitive 

spectral imaging and high-magnification SEM were established or applied. Through those 

methods, two conjugation methods were established and applied to simultaneous imaging 

of T-bet, GATA-3, ROR-gt, FoxP3. IL-10 and IFN-a were also successfully imaged.   
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１．研究開始当初の背景 

免疫担当細胞の分化動態の解明にはサイト

カインネットワークの組織学的解析が必要

であり、そのためには極めてシグナルの強い、

直接ラベル可能な色素とともに、多種シグナ

ルを同時解析可能な検出系が必要である。サ

イトカインの組織学的イメージングに関し

ては、それなりの蓄積があると思われてい

るにもかかわらず、実は大きな問題が潜ん

でいる。Van der Loos et al.は市販されて

いる、１３種のヒト IFN-に対する抗体を

用い、ヒト由来の扁桃、大動脈瘤、関節リ
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ュウマチ標本を対象としたサイトカインの

組織染色の信頼性を調べたが、シグナルが

検出されるべきT細胞においては全ての抗

体において全く認められず、またいくつか

の抗体において明らかに擬陽性と判断され

るシグナルが線維芽細胞、形質細胞、細胞

外基質に認められ、ヒト IFN-抗体の組織

染色の解釈が極めて慎重を要することを示

した(J Histochem Cytochem 49:699-709, 

2001)。彼らの提起した問題は、cytokine, 

chemokine の組織染色一般に当て嵌まる

問題であり、現状での vivoにおける免疫応

答の理解が未熟にとどまっている大きな理

由の一つである。更に、vivoにおけるシス

テムとしての挙動に関する知見を得るため

には、１種のサイトカインに関し高い信頼

性の下にイメージングするだけでは不十分

であり、多種の細胞を同定すると共に、そ

れらの細胞間にやり取りされる複数のサイ

トカインを高い信頼性の下に解析すること

が必要である。結果として、極めてシグナ

ルの強い、直接ラベル可能な色素が望まし

いことになる。 

申請者は、画像分光に基づく蛍光画像の超

多色イメージング法を開発し(Tsurui  et 

al., 2000, J Histochem Cytochem 48: 

653-662)、免疫組織、神経系その他の臓器

を対象として日常的に７～８色の組織蛍光

イメージングを行っている。 

近年利用され始めた半導体色素は蛍光シグ

ナルが強い上に退色が少なく、高感度化に適

している。また、いずれも励起スペクトルを

400nm 程度の短波長領域に取れることから

従来の有機合成系色素と励起波長の違いに

より識別でき、画像分光を用いることにより

有機合成系の色素とあわせて 10 色以上の識

別が可能と思われる。画像分光とこのラベル

化法とを結びつけることにより、サイトカイ

ンネットワークの解析が可能となることが、

そして免疫担当細胞の分化動態が解明され

ることが期待される。 

 
２．研究の目的 
近年実用化されるに至った半導体色素は、シ
グナルが強く退色し難く、スペクトルのバン
ド幅が狭い、という特長があり、画像分光法
と組合わせることにより、超多色（６～８色
）、超高感度のイメージングが可能となる。こ
の手法を用いてin vivoでのサイトカインネッ

トワークの組織学的解析法を確立することが
支援課題の目指すものである。 
 
３． 研究の方法 

当初は、下記の手順で研究を進める予定
であった。即ち 

(1) 半導体色素 (eBioscience 社、 eFluor 

Nanocrystal Dyes、以下 eFluor 色素と

略)を用い、蛍光シグナルを最大化する条

件を求め、 

(2) IL-2, IL-4, IL-6 高産生 transfectant、

Th-1, Th-2, Th-17 偏向培養条件下の細

胞サイトスピン標本を用いての、免疫細

胞染色による、サイトカイン・分化特異

的転写因子の免疫染色法を確立し、 

(3) 同細胞を CFSE染色ものをマウスに靜注

して後作成される陽性コントロールを用

いての、サイトカイン・分化特異的転写

因子の免疫組織染色法を確立し、 

(4) マウス実験的自己免疫性脳脊髄炎
（Experimental Autoimmune 

Encephalomyelitis，EAE）の系を用い
ての、鼠頸リンパ節・脳内におけるサイ
トカインネットワーク、T細胞分化過程
の解析、 

を行う予定であった。しかしながら、半導体
色素がその利点を従前に発揮するためには
抗体との結合状態が極めて重要であること
が明らかとなった。即ち、色素分子、抗体の
活性基が多価であることによる凝集塊形成
（分子数が数１０以上）を引き起こさず、色
素分子と抗体とがほぼ１：１の割で結合する
ことが最重要であることが明らかとなった
ため、このラベル化法（コンジュゲーション
法）を詳細に検討することが研究の主要な課
題となった。 

 
４． 研究成果 
(1)コンジュゲーション状態の評価法の確立  
① ゲル濾過カラムクロマトグラフィー 

Superose 6 は図 に見られるように、
数 1000 から数百万の分画く分子量を
持ち、Nanocrystal (eFluor 650が分子
量最大で約 740K)は、十分に分画分子
量の範囲である。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

 

 

 

 

このカラムを用いて、抗体単独、Nanocrystal

単独、活性化された Nanocrystal, 抗体と

conjugate された Nanocrystal のクロマトグ

ラフィーを行った。 
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main
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FITC-antibody TFD-650 SH-reactive 650 ROR-t-650

A B C D

 

 

赤は280 nmの吸収を、青はFITCは512 nm, 650

とつくものは 650 nm の蛍光を示す。Ａ：抗

体は FITC でラベルを入れてあるが、FITC の

分子量は 330 程度であるので、１抗体分子に

５～６分子導入されたとしても抗体の分子

量 150K に 2K が加わる程度でほとんど影響を

受けない。Void は 7.5 ml の位置であり、サ

ンプルに含まれている巨大な分子がこの位

置に溶出される。抗体単独では 15 ml の位置

に溶出される。Ｂ：TFD-650 は、Nanocrystal

に Carboxyl 基を導入したものであり、ほぼ

単分散であることがわかっている。Main peak

は 11ｍｌの位置に溶出されている。クロマト

グラフィーの過程でバンドの拡がりを生じ

ている。Ｃ：Nanocrystal の TFD-650 にさら

に、チオール基（SH-基）と結合を形成する

活性基を導入したもの。TFD-650 と比べ平均

分子量の変化はほとんどないが、やや分子量

の分布がブロードになっていると思われる。

Ｄ：抗 ROR- t 抗体と SH-reactive 650 との

cojugation を行ったもの。Main の溶出曲線

が大きく左に（分子量が増大するように）シ

フトしている事が判る。このことは、

conjugation により、種々の大きさのクラス

ターが形成されていることを示している。 

 

② 蛍光相関分光法 

1 m 立方程度の極めて微小な体積（1 pl, 

10-9l 程度）からの蛍光シグナルは、この空間

の分子の出入りにより、含まれる分子の数が

変動するために変動する。この蛍光シグナル

の自己相関係数を求めることにより、分子の

平均拡散係数や分子量、単位となる蛍光シグ

ナルの大きさ等が求められる。試料として、

TFD-650, CD8-650, CD11c-650, 

Streptavidin-650 (SAV-650)を用いた。グラ

フ１に TFD-650 の質量分布を、グラフ２に、

TFD-650、CD8-650, CD11c-650，SAV-650 の質

量分布を示した。分子の形状を球状と仮定し

た場合に、拡散係数は質量の立方根に比例す

ることから、拡散係数より質量比を求めてい

る。質量は、TFD-650 が狭い範囲に分布して

いるのに比べ、CD8-650, CD11c-650, SAV-650

が広く分布していることが一見してわかる。

このデータから判断すると、TFD-650 も必ず

しも単分散とはなっていない。 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

 

 
 

 
 
 

 
 
 
 
 

 
 

この蛍光相関分析による評価はやや変

則的な方法を用いている。即ち、conjugation

の産物を厳密に定量的解析を行うにはいく

つかの問題がある。まず、分析する分子量の

範囲がこの方法にとって適切な範囲を超え

ること、サンプルの質量分布が多様であり、

分析の前提とする１乃至２種の分布をおお

きく超えること、そして Nanocrystal が

blinking という現象を起こすことである。に

もかかわらず、この測定は conjugation 産物

の質量分布に関して、かなりいい見積もりを

与えてくれると思われる。 

 
③ 超高感度画像分光法の試行 

Nanocrystal 1 分子をイメージングの対象

としえる、高感度の画像分光システムによ

り、conjugation 産物を低濃度に塗布した

試料を計測し、その輝度分布を測定すれば、

おそらく最も信頼性の高い定量的な評価法

となる。東京インスツルメンツ株式会社の

協力を得て、試験的に TFD-650 に関する

画像分光測定を行った。前述のように、こ

の試料は分布がかなり均一な試料である。

Blinking を起こす粒子のスペクトルを得

ることが可能であった。この装置はかなり

特殊であり、当研究機関で自由に利用でき

る状態にはない。利用しやすい範囲で代替

可能な方法を検討している。 

 

(2) 前記コンジュげーション状態の評

価法より得た知見も援用しつつ、２つのラベ

ル化法の確立を試み、２種類のある程度実用

的なラベル化法を確立した。 

① 抗体のアミノ基と Nanocrystal のカルボ

キシル基を、EDC + sulfo-NHSを用いて 

結合させる方法,  

 

②Pierce Bioconjugate tool kit 

SANH(Succinimidyl 4-hydrazinonicotinate 

acetone hydrazone) でアミノ基(NH2-基)で

コ ー ト さ れ た nanocrystal を 活 性 化

（hydrazine の導入）、SFB(succinimidyl 

4-formylbenzoate)で抗体のアミノ基を活性

化（aldehyde の導入）、両者を混合すること

に よ り 、 conjugation 形 成 (bis-aryl 

hydrazon-conjugate)を行う。Nanocrystal が

R1 に、抗体が R2 に相当する。 

 

 

(3)このように、種々の conjugation を行い、

また、それらの conjugation の状態に関する

評価を行った上で、T 細胞分化特異的転写因

子である、Foxp3, GATA-3, T-bet, ROR-gt の

染色・イメージングを 試みた。上記（２）

の結果えられた、現時点で最善と思われる

conjugation は、SH-基反応性の conjugation 

法である。この conjugation 法により、上記

抗体に Nanocrystal 650 を conjugate し、マ

ウスの臓器（胸腺、鼠頸リンパ節）を染色し

てみた。いずれの抗体に関しても、妥当な染

色像が得られたと判断している。eFluor 650

は eFluor nanocrystal  series の中ではシ

グナルが最も強い色素であるが、T-bet, 

ROR-t は特に発現量が低い転写因子であり、

これらに対する像が得られたと言うことは、

直接ラベルによる、同時イメージングが可能

であることを強く示唆する。これら４種の、

分化特異的転写因子の同時イメージングが

可能となることは、免疫応答における T細胞

サブセット間の関わりを直接組織学的に追跡



 

 

出来ることを意味し、免疫応答の機序を解明

する上で有力な手法を提供すると思われる。 

（1）で述べたように、この SH-基反応性

conjugation は、やはりクラスターを形成し

ていると思われる。 

 

上記コンジュゲーション法を用いてマウス

脾臓、胸腺、リンパ節を試料として、サイト

カインとして比較的分泌量が多いと思われ

る IL-10, TNF-a に関しての蛍光画像を取得

した。しかし、凝集塊形成によるバックグラ

ウンドノイズが高くなることから、それ以外

のサイトカインに関しては蛍光画像を取得

できていない。このことは、やはりこの方法

を用いたイメージング法の S/N比に制約を与

え、IFN-, TGF-に対するイメージングを試

みたが、かなりもっともらしい像を得たが、

確定するにはいたらなかった。サイトカイン

ネットワークの組織学的解析を行うには、や

は り ク ラ ス タ ー 形 成 を 起 こ さ な い

conjugation 法を確立することが最も本質的、

かつ確実なアプローチと思われる。 

 

(4)得られた画像の解釈の枠組みを作る目的
で、T細胞の挙動と TCR-pMHC 結合自由エネル
ギーの関係を調べるための分子動力学に基
づくシミュレーションを平衡して行い、
MM-PBSA(GBSA)による計算法が動くようにな
った。 
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