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～基礎原理から応用へ～



アウトライン

• フローサイトメーターって何︖

• モノクローナル抗体

• フローサイトメトリーの活⽤法

フローサイトメトリーの歴史、原理

モノクローナル抗体、その作り⽅

フローサイトメーターの活⽤法（研究編、臨床編）



フローサイトメトリーの歴史

https://www.bc-cytometry.com/



フローサイトメトリーとは

フロー（⽔流）を巧みに利⽤することによって細胞を１つ１つ解析すること。

フローサイトメーター︓フローサイトメトリーのための機器

＜フローサイトメーター＞

▸アナライザー︓解析のみを⽬的とする。

▸セルソーター︓解析した結果に基づき⽬的の細胞を
⽣きたまま分取する。



フローサイトメーター
【アナライザー】 【セルソーター】 【共同研HPより】

BD FACSCantoⅡ

BD FACSVerse

BD FACSAriaⅢu BD FACSAriaⅡ Sony SH800Z

BD FACSymphony S6BD FACSFusion



フローサイトメトリーの原理
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フローサイトメトリーの原理
蛍光標識抗体を⽤いた染⾊

CD4T細胞（ヘルパーT細胞）：CD3、CD4、CD5

CD8T細胞（キラーT細胞）：CD3、CD8、CD5

B細胞：CD20

http://fcm.blog.jp/archives/1039298858.html



フローサイトメトリーの原理
蛍光標識抗体を⽤いた染⾊

蛍光標識されたモノクローナル抗体

蛍光色素

特定の波長のレーザー光で励起すると、特定の波長の蛍光
を発する。よく使われる蛍光色素でも30種類以上存在する。

http://fcm.blog.jp/archives/1039298858.html



フローサイトメトリーの原理
蛍光標識抗体を⽤いた染⾊

http://fcm.blog.jp/archives/1039298858.html



フローサイトメトリーの原理

レーザー光

http://fcm.blog.jp/archives/1039298858.html



フローサイトメトリーの原理

http://fcm.blog.jp/archives/1039298858.html
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フローサイトメトリーの原理
【ヒストグラム】

http://fcm.blog.jp/archives/1039298858.html



フローサイトメトリーの原理
【死細胞の除去】

Propidium Iodide（PI）よう化プロピジウム
７－AAD
二本鎖核酸に結合すると蛍光を発する。



フローサイトメトリー解析の実践
マウス⿏経リンパ節

リンパ球ゲート
⽣細胞ゲート

CD4陽性
CD8陰性

T細胞

CD4陰性
CD8陽性

T細胞

B細胞︖

CD4陰性CD8陰性細胞

B細胞



免疫細胞表⾯マーカー（ヒト）

コスモバイオHPより



フローサイトメトリーの実践(応⽤編）
【細胞内染⾊】

http://fcm.blog.jp/archives/1039298858.html

マウスの肺（喘息誘導）

CD
3e
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転写因⼦GATA3 サイトカインIL-13



セルソーティング

Thibaut et al., Jove 2019

Mouse spleen



共同研に新設されたセルソーター
BD FACSFusion

ソーティング機能とバイオセーフティーを融合。
感染細胞を単離可能。

BD HPより

BD FACSymphony S6

30色のパラメーターを使用し、より詳細な細胞
集団を検出、単離することが可能



共同研に新設されたセルソーター
BD FACSymphony S6

▸ 355nm (UV)、405nm、488nm、561nm、637nmの
5本のレーザー搭載で蛍光30カラーに対応。

▸ 6種類の細胞群を同時にソーティング可能
（これまでは最大4種類） BD HPより
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モノクローナル抗体

抗体は、獲得免疫において極めて重要な役割を持ちます。

しかも、抗体は北里柴三郎が発見し、そのメカニズムを利根川進
が解明しました。二人ともノーベル賞を受賞しています。

【モノクローナル抗体】

【ポリクローナル抗体】

モノクローナル抗体は単一の抗体産生細胞に由来するクローンから作られている
抗体のことで、単一の抗原決定基を有している。

抗原の異なるエピトープに対して産生された複数の抗体のクローンを含む抗体の
集合



モノクローナル・ポリクローナル抗体

【モノクローナル抗体】

【ポリクローナル抗体】



ポリクローナル抗体の作製⽅法

血清



モノクローナル抗体の作製⽅法

https://lifescience-study.com/



モノクローナル抗体への蛍光標識
活性エステルがついた蛍光物質や酵素を抗体と一緒にインキュベートし、抗体に標識を結合させます。
活性エステルが付いた蛍光物質や酵素は数多く市販されていますので、簡単に入手できます。

https://ruo.mbl.co.jp/



モノクローナル抗体への蛍光標識

https://ruo.mbl.co.jp/

直接法

一次抗体に直接蛍光色素や酵素を標識して使用します。直接標識された一次抗体を用いると実験時間の短
縮につながります。

間接法
蛍光物質や酵素を標識した二次抗体を使用して一次抗体を検出します。

増感法
一次抗体をビオチン化し、標識したアビジンで検出します（ビオチン-アビジン複合体）。



蛍光⾊素
【BD社から販売されている蛍光⾊素】



蛍光⾊素

ｖ
【共同研HPより】

✓レーザーの本数、種類
⇒ 何色の蛍光が使用可能か

✓フィルターの種類
⇒ 使用可能な蛍光色素の種類



蛍光⾊素の選択
【蛍光の漏れ込み】

http://fcm.blog.jp/archives/1039298858.html



蛍光⾊素の選択
【蛍光の漏れ込み】

http://fcm.blog.jp/archives/1039298858.html



蛍光⾊素の選択
【蛍光の漏れ込み】

http://pdbu-support.bio-rad.co.jp/fcguide/0205.html

【補正前】

【補正後】



蛍光⾊素の選択
【蛍光スペクトル】



アイソタイプコントロール

CD4陽性細胞が40％ CD4陽性細胞が40％︖

アイソタイプコントロールが必要︕



アイソタイプコントロール

CD4
FITC FITC

Rat IgG1 Rat IgG1

生体内に存在しない抗原に
対する抗体（例えばTNP）

アイソタイプ



アイソタイプコントロール

CD4
FITC

FITC FITC

FITC

FITC

FITCFITC

バックグラウンド



https://www.cosmobio.co.jp/product/detail/Introduction
-flow-cytometry.asp?entry_id=35004

アイソタイプコントロール



アイソタイプコントロール

Fc受容体ブロッカー
（Fc受容体に対する抗体）

CD4
FITC

FITC FITC

FITC

バックグラウンド



進化するフローサイトメーター



進化するフローサイトメーター



最後に

ご清聴ありがとうございました

大阪大学共同研
共通機器アドバイザリーボード
フローサイトメトリー関連チーム

使用法、解析などフローサイトメトリーを用いた実験にお困りでしたら
共同研にご相談ください。


