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研究成果の概要（和文）： 
炎症反応の中核を成す転写因子ＮＦ-κＢ活性化状態を病院検査室で利用できる高感

度・迅速な計測方法を開発する。本研究は液相における物質のブラウン運動を計測する一
分子蛍光相関法を基盤にした応用開発である。救急医療での迅速な対応が要求される全身
炎症反応症候群（SIRS）病態に関わる NF-κB 活性化状態の迅速検査法を確立することで
SIRS の予後予測と早期対策が期待できる。 
研究成果の概要（英文）： 

We have established a novel 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 their Brownian motion in 

solutions. The principle of the measurement was to detect the different of molecular weights of 

fluorescent-labeled DNA probe and DNA probe-NF-κB complex. The elevation of NF-κB activity 

reflects the acute inflammation. Measuring the NF-κB activity in the patients with systemic 

inflammatory response syndrome (SIRS) would be useful as an inflammatory marker. 
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（ Science253:1026,1991,Science258:1792,

1992. J.Biol.Chem.282:25177,2007)。次に

細菌感染による炎症に重要な Toll like 

receptor (TLR)の NF-κB 活性化調節機構に

関 す る 研 究 へ と 展 開 し た 。

lipopolysaccharide (LPS)過剰産生状態下で

の TLR2 発現誘導に NF-κB活性化の異常亢進

が必須であることを明らかにし、SIRS 病態に

NF-κB 過剰活性化が強く関与することを示

した（Infect. Immun.69:2788,2001）。最近、

敗血症モデルマウスによる NF-κB 活性化の

重要性とカスペース制御で SIRS 治療が可能

であることを報告した（Cardiovascular 

Res.76:132,2007）。以上を背景に、救急医療

に貢献する研究に着手している。現在、本研

究遂行のため、以下の特許を申請している。

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の発症予測］ 

 
２．研究の目的 

疾患を細胞内シグナル伝達という視点から

捉えると、数万種類存在する細胞受容体を解

析するには数の上で極めて困難である。そこ

で、約 2000 種類に情報が集約される転写因

子で解析する方が効率的かつ網羅的である

と考えた点に学術的特色がある。転写因子解

析は RI を用いたゲル・シフトアッセイ法が

主流であるが定量性と迅速性に問題がある。

本研究は分子間相互反応計測技術の利用に

より、緊急検査室や手術室に応用できるシス

テムを開発するという分子医学基礎研究か

ら病院臨床検査へのトランステーショナ

ル・リサーチであることが特徴である。 

生体内高分子を測定し、疾患の病態解析や診
断・治療判定に応用する研究・開発は時代の
潮流となっている。しかし、転写因子活性化

は、細胞質から核への移動やリン酸化等によ
る修飾性を解析するため、蛋白質量分析法と
くに MALDI/TOF MAS 方式では応用が難しい。
そこで、高感度蛋白相互作用を解析するため
に最近開発され材料研究領域で注目されて
いる分子間相互作用分析装置を医療分野に
応用した点と生体内反応は「固相」でなく「液
相」であることに注目し、液相反応系を原理
とするＦＣＳが転写因子測定に最も適して
いると考えた点が独創的な点である 
３．研究の方法 

 

 
４．研究成果 
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転写因子プロファイリング技術 ～FCSを用いた転写因子活性測定の原理～

蛍光標識 DNA probe

Consensus sequence

---GGGACTTTCC---
---CCCTGAAAGG---

NF-κB

Wild type competitor
Oligonucleotide

Non specific competitor
Oligonucleotide Laser beam

Comfocal region
1fL

FCS測定転写因子とDNA probeとの反応

Complex

B/F分離の必要の無いホモジーニアスアッセイが可能

DNA binding activityを並進拡散時間により評価可能

平衡論的測定系のため特異性の保障が重要

転写因子の分子量及び
コンセンサスシーケンスに対する結合定数が検出感度に影響
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転写因子プロファイリング技術 ～FCSを用いた転写因子活性測定～

HeLa cells
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Stimulation for 0 ～3 h 

Nuclear protein extraction

FCS Measurement
Nuclear extract : 20 μg
Ref. ELISA Measurement

TNF-α : 50 ng/ml
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ELISA法と良好な相関

Stimulation for30 min 

Nuclear protein extraction

FCS Measurement

Jurkat cells 
(T-lymphocytic leukemia cells )

2×10^7
PMA         : 20 ng/ml 
Ionomycin : 1μg/ml

Dose dependentな並進拡散時間の変化
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NF-κBの結合量

添加した Rec. NF-κB p50
[ng]

核タンパク *1
[ug]

定量結果 *2
[ng]

C.V.

10 0.73 ± 0.07 8.90%
15 0.76 ± 0.07 9.60%
10 1.9 ± 0.11 6.10%
15 2.0 ± 0.2 9.60%

*1 : 核タンパクはU937細胞 (Human leukemic monocyte lymphoma cell line) より調製

*2 : Triplicateで測定を行い定量値±S.D.で表記
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2種類の非標識Competitor oligonucleotideを用いてNF-κBの結合に相当するシグナル変化から定量が可能

転写因子プロファイリング技術 ～NF-κBの定量法～
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~消化器系手術（術中ステロイド投与無）の2例~
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