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研究成果の概要（和文）： 

われわれは救急医療における代表的病態である全身炎症性症候群（SIRS）の救命率を高めるこ
とを目標に新しい炎症病態診断システムを確立した。まず、真核生物由来の DNAポリメラーゼ
を作成し高感度で迅速な敗血症起因菌同定検査法を確立した。次に、炎症性疾患の病因に関与
する転写因子 NF-κB活性量を迅速かつ大量に測定できる検査法を開発した。本方法は、液相中
にある物質のブラウン運動を観察できる１分子蛍光相関法(FCS 法)を基盤にしており、蛍光ラ
ベルされた DNAプローブと NF-κB結合状態を共焦点領域内で測定する。本方法により SIRS 患
者のリンパ球 NF-κB活性化量が、救急医療における炎症マーカーとして利用できるようになる。 
 
研究成果の概要（英文）： 
We developed new inflammation diagnostic system in order to raise the lifesaving rate of 
systemic inflammatory reactive syndrome, SIRS. Using the eukaryote-made thermostable 
DNA polymerase, the sensitive and reliable detection of bacteria becomes feasible for large 
fields, thereby making the development of a wide range of powerful applications possible. 
Further, we have established a novel high-throughput measurement system for the NF-κB 
activity using fluorescence correlation spectroscopy (FCS), which was a methodology to 
examine the size and number of fluorescence-labeled molecules in a confocal area by direct 
observation of Brownian motion in solutions, because the elevation of NF-κB activity 
reflects the acute inflammation. Measuring the NF-κB activity in the patients with SIRS 
would be useful as inflammatory marker for emergency care. 
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１．研究開始当初の背景 
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究 を 行 っ て き た (Science253:1026,1991, 
Science258:1792,1992, J.Biol.Chem. 282: 
25177,2007, Infect.Immun.69:2788,2001）。
NF-κB活性化検査は、炎症性疾患や癌など多

くの疾患の迅速な病態解析に貢献できると

考えている。そこで、生物試料中の細胞内

NF-κB活性状態を把握するため、高感度

ELISA法等の測定法開発を試みてきた。その

成 果 を ① 国 際 特許 （ PTC/JP2005/2006）

[Immune sytem maltifunction disease 

diagnosis supporting method and diagnosis 

support information output device], ②国

内特許（特願 2007-177135）〔ステロイド感受

性の判定方法及び全身性反応症候群（SIRS）

の発症予測］に出願してきた。ELISA法より

も高精度なアッセイ法を開発することで、炎

症性サイトカイン（IL-6, IL-8, MCP1 等）発

現やCRP測定より迅速かつ網羅的に炎症病態

を把握できるとともにステロイド等の炎症

抑制の治療効果を迅速に把握でき臨床に応

用できると考えている。本研究により、課題

であった生体試料を利用した蛍光相関分光

法 Fluorescence Correlation 

Spectroscopy (FCS)を基盤としたNF-κB検査

システムが完成できる。NF-κB測定用ELISA

法は既に開発され販売されているが感度と

特異性が低く、人体診断に認められてない。

米国Panomics社からは活性化転写を 54 種類

エレメントと結合させる転写因子発現検出

用TranSignal TF DNA arreyが開発されてい

るが、同様に人体診断は使用不可となってい

る。 

 
２．研究の目的 
 本研究において、炎症の中核を担う転写因
子 NF-κB 活性化状態を病院検査室で利用で
きる高感度・迅速性を有するハイスループッ
ト型 NF-κB 検査システムを構築する。本検
査は、全血からリンパ球・白血球を短時間で
簡便に分離し、高純度な核蛋白を抽出できる
サンプリング法開発に加え、物質のブラウン
運動が計測できる 1 分子蛍光相関法(FCS)を
基盤に生体試料中の転写因子を特異的に定
量計測ができる新規競合アッセイ法を考案
した世界初の転写因子検査システムである。
本競合アッセイ法により、半導体等の材料純
度に利用されてきた技術を生物試料でも測
定可能とし、さらにハイスループット化と自
動化を視野に入れた医療応用に向けた挑戦
的研究である。本検査システムが構築される
と、救急医療で迅速な対応が要求される全身
炎症反応症候群(SIRS)等の重篤な炎症性疾
患に関わる NF-κB 活性化の迅速検査法が確
立でき、SIRS 早期治療への対策に貢献できる。 
 

３．研究の方法 
 病院検査室で転写因子 NF-κB 活性に対す
る定量検査を実現し救急医療の現場で臨床
利用するために、①臨床検体から FCS測定機
器導入までのサンプリングのハイスループ
ット化と自動化、②敗血症の起因菌を同定す
るために、PCR を施行するが、反応に利用す
る DNAポリメラーゼは大腸菌由来のものしか
世の中に存在しないため大腸菌 DNAのコンタ
ミネーションが問題となってきた。そこで真
核生物から DNA ポリメラーゼを作成した。③
核蛋白中の NF-κB 量を特異的に同定法でき
る検査法開発を行った。 
 ①は、全血を leukoLock filter で吸着さ
せリンパ球分離回収する方法と、リンパ球表
面分子抗体反応後磁性ビーズより特定細胞
を回収する分離する方法法を検討した。②は、
真核生物として酵母に発現ベクター(pYES 
-TA01,ToMV)を用いて Taq polymerase遺伝子
を導入した。アフィニテイクロマトグラフィ
ーより Taq polymerase を精製した。③は、
ELISAや FCSでﾘｺﾝﾋﾞﾅﾝﾄ NF-κBを測定できる
段階まで到達しているが、生物試料核蛋白中
に存在する NF-κB を特異的に検出するため
に、蛍光標識プローブに対し非標識 NF-κB 
特異結合プローブ過剰量入れた反応並進拡
散時間と蛍光標識プローブに対し非標識
NF-κB 非結合プローブを過剰量入れた並進
拡散時差より、NF-κB 量を定量測定した。 
 FCS 測定法を完成させた後、その臨床的有
用性を検証する。本ハイスループット型
NF-κB検査システムは、富山大学附属病院に
おいて救急医療現場を中心に臨床治験を実
施した。①健常者ボランテイアリンパ球を用
いた NF-κB 基準範囲設定：インフォームド・
コンセントが得られた健康人より EDTA 加採
血７mlを採血し、リンパ球より核蛋白を抽出
し、核内 NF-κB 解析を行った。②大手術時
の全身性炎症反応症候群発症予測とモニタ
リングによる臨床的評価は、人工心肺を長時
間利用する心臓手術例、生体侵襲度の高い腹
部手術症例例を検討した。手術直前、麻酔導
入時、手術中（人工心肺導入前後等）、手術
後 EDTA-2Na 加 7ｍｌ採血し、全血から直ちに
血漿とリンパ球を分離し、確立した方法によ
りリンパ球核蛋白を抽出した。血漿中の
TNF-α, IL１β, IL-6, IL-8, IL-18, MCP-1
は ELISA 法で測定した・リンパ球核内 NF-κB
量の測定を行い、各サイトカイン変動との相
関を解析と臨床経過との検証を行った。 
 
４．研究成果 
１）自動化を目指した簡便なリンパ球・白血
球分離法（方法１）EDTA-2Na 採血管で採血後
溶血剤で可溶後白血球吸着フィルター膜に
吸引でリンパ球を分離回収する方法を検討
した。作業時間約 2 分工程で純度の高い単核



球が得られた。（方法２）表面分子抗体反応
後、磁性ビーズより特定細胞を回収し濃度緩
衝液に NP40 を加え、細胞膜融解後遠心沈降
物に高塩緩衝液を加えた。作業時間は 8分で
CD45特異的血球分離が得られた。 
２）真核生物由来 Taq DNApolymerase作成：
酵母(saccharomyces cerevisiae)に Taq DNA 
polymelase 遺伝子を組み込んだ発現ベクタ
ー(pYES-TA01,ToMV)を導入し、抗菌剤存在下
で酵母を増殖させた。強発現から得られた
Taq DNApolymerase は、ｱﾌｨﾆﾃｲｸﾛﾏﾄｸﾞﾗﾌｨｰ等
で精製した。この酵母由来 Taq DNApolymerase
の性能は、従来の大腸菌由来のものと比較し
て、バクテリア共通ﾌﾟﾗｲﾏｰ(18sリボソーマル
RNA)を利用した PCR を 60 から 100 サイクル
廻しても、全くバクテリア DNAコンタミネー
ションを認めないことが確認された。 
３）FCSを用いた NF-κB活性化量測定法確立 
①ﾘｺﾝﾋﾞﾅﾝﾄ hr-p50 オリゴヌクレオチドに対
する結合特異性：核抽出物の粘性は NF-κB
結合配列を持つ蛍光標識 DNAプローブのブラ
ウン運動に影響を与えるため、粘性によって
FCS 測定の際の拡散時間の延長をもたらす。
粘性の影響を排除するため蛍光標識 DNAプロ
ーブに対する WT competitor および NS 
competitorを用意した。まず WT competitor
の存在下および非存在下における hr-p50 と
蛍光標識 DNAプローブ複合体の拡散時間を測
定した。蛍光標識 DNAプローブのみの拡散時
間は 478.2±7.5 μsec であった。hr-p50 を
加えると hr-p50 は蛍光標識 DNA プローブと
結合することにより分子量が大きくなり、拡
散時間は延長した（969.3±26.3 μsec）。こ
れに WT competitor (1 nM)を加えると、WT 
competitorは予想通り蛍光標識 DNAプローブ
と競合し、拡散時間は短縮した (868.0±3.4 
μsec)。さらに、大過剰量の WT competitor 
(50 nM)を加えた場合では、拡散時間は hr-p50
が存在しない場合とほぼ同程度であり
（495.8±9.4 μsec）、蛍光標識 DNA プロー
ブが複合体から解離したと考えられる。一方、
NS competitor はその濃度に関わらず拡散時
間への影響はほとんど認めなかった。このこ
とは、NF-κB/蛍光標識 DNA プローブ複合体
の形成が、蛍光標識 DNA プローブ NF-κB 結
合コンセンサス配列に依存し、本法が特異性
の高い検出方法であることを示している。 
②TNF-α 刺激 HeLa 細胞の検討：HeLa細胞を
50 ng/ml TNF-α で 15分間刺激後、核抽出物
を抽出し、核抽出物中の NF-κB/蛍光標識 DNA
プローブ複合体の拡散時間を評価した (Fi。
TNF-α 未刺激の核抽出物を加えると、蛍光標
識 DNAプローブ単独の状態よりも拡散時間が
延長した(564.8 μsec→600.1 μsec)。この
結果は、TNF-α 未刺激の核抽出物中に少量の
NF-κBが存在するか、あるいは核抽出物によ
る粘性によって拡散時間が延長した可能性

を示している。しかし、TNF-α 刺激により拡
散 時 間 は さ ら に 延 長 し た (753.4±10.6 
μsec)。このことは、TNF-α 刺激により
NF-κB シグナル伝達経路が活性化され、p50
と蛍光標識 DNAプローブの複合体形成が検出
できたことを示している。さらに、そこに WT 
competitor を加えたところ、 拡散時間は
TNF-α 未刺激の HeLa 細胞の核抽出物を加え
た場合と同程度まで短縮した（590.1±9.1 
μsec）。この結果は、TNF-α 未刺激の核抽出
物中にはほとんど NF-κB が存在していなか
ったことを示唆する。これとは対照的に、NS 
competitorは TNF-αで刺激した HeLa細胞の
核抽出物の拡散時間には影響を与えなかっ
た。これらの結果より、WT competitor と NS 
competitor を用いることでバックグラウン
ドとしての粘性を揃えることができ、測定値
を検量線に適応することが可能であると判
断できた。 
③NF-κB 結合量定量と添加回収率：定量に用
いる検量線を作成するため、既知濃度の
hr-p50 を測定した。y 軸は hr-p50 と蛍光標
識 DNAプローブの結合率を示している。次に、
U937 細胞の核抽出物 10 µg に対して hr-p50 
0.8ng を加え、NF-κB との結合率を求めた。
WT competitor を加えた溶液における結合率
（3.6±2.8%）は、蛍光標識 DNA プローブと
反応溶液中の物質の非特異的な結合の影響
を示しており、NS competitor を加えた溶液
における結合率（26.6±2.3%）は、加えた
hr-p50と蛍光標識 DNA プローブの結合と、非
特異的な結合の影響の両方を加味した値で
ある。これらを基に Fig.9C で作成した検量
からそれぞれ定量値を求め、NS competitor
を加えた溶液における定量値から WT 
competitor を加えた溶液における定量値を
引いて、hr-p50/蛍光標識 DNA プローブ複合
体のみの定量値を求めたところ、 0.67 
ng/test であり、その回収率は 88.9%であっ
た。Table 1は hr-p50の量を変えて行った添
加回収試験の結果であり、いずれの場合も同
時再現性における変動係数は約 10%程度であ
った。 
④FCS 法の NF-κB 結合量と NF-κB の転写活
性との相関：FCS で求められる拡散時間が
NF-κB の核内移行をとらえているかどうか
を調べるため、IκBα の阻害剤である
BAY11-7082 を用いて NF-κB の核内移行阻害
実験を行った。Jurkat Tリンパ球は PMA (20 
ng/ml) と ionomycin (1 μg/ml)で 30分間刺
激した後、BAY11-7082 （0~40 nM）で 2 時間
処理した。 5nM の BAY11-7082 処理では拡散
時間に影響はなかったが、BAY11-7082の濃度
に従って拡散時間は短縮した。この結果は
FCSによる拡散時間が NF-κBの核内移行を捉
えていることを示唆する。続いて、FCS によ
って測定される NF-κB の DNA 結合率が核内



の NF-κB 量や転写活性と相関するかどうか
を調べるために Western blotting とルシフ
ェラーゼアッセイを行った。NF-κBレポータ
ープラスミドを導入した HEK293 細胞を
TNF-α で 30 分間刺激して核タンパクを抽出
し、Western blot 法を実施した。この結果、
TNF-α の刺激濃度に応じて NF-κB は核内移
行は増加した。ルシフェラーゼアッセイによ
る NF-κBの転写活性は TNF-α 刺激後 3時間
で測定した。Fig.10B と同様に、転写活性も
TNF-α の濃度に依存して増加した。また、FCS
を用いて核内の NF-κB の DNA に対する結合
量を TNF-α 刺激の 30 分後と、3 時間後に測
定した。FCSによって測定された NF-κBの結
合量は TNF-α 刺激後 30 分で増加したが、3
時間では増加は見られなかった。これらの結
果は FCS によって定量される NF-κBの DNA 
結合量は、NF-κBの核内移行に伴う転写活性
を表すことを意味する。 
⑤FCS によるヒト末梢血リンパ球核内の
NF-κB 活性測定：FCS における NF-κB 活性
の測定をヒト末梢血リンパ球に適応可能か
どうかを調べるために、ヒト末梢血リンパ球
を TNF-α 1ng/ml で 15 分間刺激し、核タン
パク中の NF-κB活性を FCSにより定量した。
ヒト末梢血リンパ球中の NF-κB 活性は
TNF-α の刺激に応じて増加し、生体試料でも
この FCS検出システムは応用可能となること
を示している。 
４）臨床治験 
周術期における炎症モニターの検討 
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