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これまでの免疫性増殖応答解析
著者らの研究室では，チミジンアナログである BrdU

（5-bromo-2¢-deoxyuridine）と細胞膜表面または細胞
内部の抗原を染め分ける多重染色法を用い，これまで，
免疫応答の研究をしてきた1～4）．しかしながら，酵素抗
体法による多重染色法では，2 つ以上の異なる分子マー
カーを同一細胞上に検出（2 重陽性）することは，偽陽
性や偽陰性染色がおこりやすく非常に困難であった．一
方，蛍光抗体法は，酵素法に比べ高感度，高 S/N 比

（signal/noise 比）であり，複数の分子を同時に検出・可
視化できる利点がある．近年では蛍光色素を励起するレ
ーザー，多種類の蛍光フィルター，光安定性をもつ多種
類の蛍光色素などの開発により，多重蛍光染色を用いた
蛍光顕微鏡による形態学的解析ができるようになった．
また，フローサイトメトリー（FCM）などの蛍光検出器
の開発により，蛍光標識細胞の定量定性解析もできるよ
うになっている5）．

ただし，この多重蛍光染色においても，BrdU を用い
る場合には，依然として問題点があった．それは BrdU
の抗体による検出には，DNA 開環処理に必要な強酸ま
たは加熱処理をするため，抗原性の低下や蛍光色素の抑
制が起こり，他のパラメーターに偽陰性染色がおこるリ
スクがある．抗体は，DNA2 重螺旋間距離より大きい
分子サイズであり，また DNA2 重螺旋内に取り込まれ
た BrdU のブロモ基が螺旋構造に隣接しているため，そ
の狭い空間に入り込むことができない．故に検出前には
必ず開環処理が必要となる．

そこで著者らは，近年，細胞周期の解析に用いられて
いるチミジンアナログの EdU（5-ethynyl-2¢-deoxy
uridine）に着目した．その違いは，BrdU, IdU（5-iodo-
2¢-deoxyuridine），CldU（5-chloro-2¢-deoxyuridine）
などの他のチミジンアナログの検出では抗体による免疫
学的検出法を用いるのに対し6），EdU の検出にはクリッ

緒　　言

免疫応答では，抗原特異的なリンパ球と抗原提示細胞
（APC：antigen presenting cell），主に樹状細胞（DC：
dendritic cell）との相互作用により抗原提示がなされ，
抗原特異的リンパ球のクローン増殖とヘルパー T 細胞
やキラー T 細胞などのエフェクター細胞への分化（免疫
性増殖応答）がおこるとされる．この応答に関する一般
的な解析方法は，精製した両者の機能遺伝子・分子の定
量であるが，リンパ臓器内では両者は細胞集塊（クラス
ター）を形成し，その中で抗原提示が起こっているため，
そのクラスターを直接解析したものでなければ，真の相
互作用を見たことにならない．このためには，in situ

（組織切片上）でクラスターを形成している両者のフェ
ノタイプ（細胞特異的分子マーカー）や機能分子を多重
免疫染色するアプローチがもっとも適切である．そこ
で，本総説では，チミジンアナログで増殖細胞を標識し
た組織を用い，これまでの多重酵素免疫染色法と新たな
多重蛍光免疫染色法による免疫性増殖応答の組織および
細胞レベルの解析方法の例を示す．そして具体的なレシ
ピを紹介する．

本総説の図 3，5（一部），図 6−9，表 1 は，著者らが
発表した Histochem Cell Biol. Kitazawa Y, 他 2015 
Sep；144（3）：195-208. doi：10.1007 から引用・改変
したものである．この原著は the Creative Commons 
license を取得した Open Accesss content であり，著者
らが発表内容を自由に引用することが可能な資料であ
る．
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ク反応による化学的検出法を用いることである．クリッ
ク反応とは，銅触媒を用い，ウラシルに結合したアルキ
ル基と蛍光色素が標識された azide（carboxamido-

（6-azidohexanyl））の環化付加反応（CuAAC：copper 
-catalyzed azide alkyne cycloaddition）である（図 1）7）．
その特徴は，（1）検出する側である azide の分子量が極
端に小さいため，膜透過性も高く，DNA 螺旋構造内に
入りやすいこと，（2）生体内に azide とアルキル基が存
在しないため特異的に反応がおこること（bioorthogo
nal），（3）無極性であり結合しやすいことである．その
ため，増殖細胞に取り込まれた EdU は，BrdU のよう
な検出前 DNA 開環処理を必要とせず，蛍光標識された

azide との化学反応によって容易で安定した検出ができ
る8,9）．

本総説では EdU を用いた多重蛍光染色法を駆使し，
今までの BrdU 検出法と比較しながら，免疫性増殖応答
の現場を切片レベル（多重蛍光染色）と細胞レベル

（FCM）で定性的・定量的に同時解析できる新たな方法
論を紹介する．

免疫組織学による網羅的解析と非特異的染色
これまで，免疫組織学において蛍光染色の利点を述べ

たが，蛍光染色は非特異的染色を伴うことが多く，間違
った判定をしてしまうリスクがある．そのため著者ら

+

EdU 蛍光標識 azide

CuSO4

室温

アルキル基

図 1　EdU と蛍光標識 azide のクリック反応

表 1　抗体リスト
1 次抗体

抗原 宿主 クローン 標識

ラット TCRab mouse IgG1 R73 unconjugatedg, Alexa-647 j#, PerCP-Cy5.5 k#

ラット CD4 mouse IgG2a OX38 unconjugateda

ラット CD8b mouse IgG1 341 unconjugatedb, Alexa-647 b

ラット CD11c mouse IgG2a 8A2 unconjugateda

ラット CD103（aEintegrin） mouse IgG1 OX62 unconjugatedg, Alexa-594#

ラット CD205 mouse IgG1 HD83 unconjugatedb, Alexa-594#

ドナーラットコンジェニックマーカー（RT7b） mouse IgG1 HIS41 unconjugatedi, Alexa-488#, Alexa-647#

宿主ラット MHCII（RT1Bl） mouse IgG1 OX3 unconjugatedg, Alexa-647#

BrdU rat IgG2a BU1/75 unconjugateda

IV 型 collagen rabbit IgG polyclonal unconjugatedh

2 次抗体

産物または合成物 標識 Source

goat Ig anti-mouse IgG alkaline phosphatase f
donkey Ig anti-rat IgG alkaline phosphatase d
goat F（ab’）2 anti-rabbit IgG horseradish peroxidase c
goat Ig anti-mouse IgG Alexa-350, Alexa-594, Alexa-680 e
donkey Ig anti-rabbit IgG Aminomethylcoumarin（AMCA） d

aAbD Serotec, b Biolegend, c Cappel, d Jackson Immuno Research, e Thermo Fisher scientific, f Sigma,
g ECACC, generouslyprovidedby h Dr. Y. Sado and i Dr. F. Kroese.
JAlexa Fluor®, k the tandem conjugate in Peridinin Chlorophyll Protein Complex and Cyanine 5.5, #own conjugation
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A16) DAB発色（b：使用前調整, 茶発色, 5〜10分間, 遮光）
発色液 PBS 40 mL + 5mg/mL DAB 1 mL

+ 0.3M Imidazole 1mL + 30％ H2O2水溶液 10 μL
（発色反応時間延長可能だが抗原性が低下する可能性あり）
発色反応停止（水道水による流水, 30分間）

A3) 氷上でクリオモルドに複数の
臓器を入れ、包埋剤を充たす。

A4) 包埋皿を- 80ºCに冷却した n-Hexane
に浮かべ、凍結して固める (a)
(凍結ブロックは、- 80ºCで保存可能)

A5) 薄切 (4〜6 μm) し、
切片をスライドガラスに貼りつける。

A8) 切片周囲を撥水性ペン
にて縁取り(ｄ, 緑線)する。
風乾15分間

A9) TBS再水和 (b：10 分間, 室温)
(この先、染色終了まで切片を決して乾燥させてはいけない)
1% CaCl2- 4% PFA 固定 (b： 1分間, 室温)
PBS洗浄 (b：2分間, 室温) ３回, PBT洗浄 (b：2分間, 室温)  

A6) 風乾（扇風機：2時間〜１晩, 室温）

A7) Aceton固定 (b：10分間, 室温), 風乾２分
(標本は凍結ボックス (c) に入れ、- 80ºCで保存可能。
再解凍は風乾30分で行い、凍結融解は３回まで可)

A11) １次抗体反応 (e：１時間〜１晩, 室温), PBS洗浄３回

A10) ブロッキング溶液反応
(e：10分間, 室温)

A23) 正立顕微鏡
画像解析
網羅的解析

凍結切片作製と多重酵素染色 a 例

e 抗体反応、発色
（切片上に70〜120 μL 滴下）

d

A13) 1% Glutaraldehyde-PBS固定 (b：30秒, 室温)
蒸留水洗浄(b：10回) , 0.2% Tween水 (e：２分間, 室温)
Vector Blue発色（e：使用前調整,青発色, 5〜10分間、遮光）

発色液 0.1M Tris-HCl 緩衝液 (pH 8.3) 5 mL
+ 0.96% levamisole-TBS 400 μL + Vector blue kit

（再発色反応可能だが抗原性が低下する可能性あり）
発色反応停止（f：水道水による流水, 30分間）

A12) ALP標識したanti-mouse IgG反応 (１時間, 室温), PBS洗浄３回

A14) PBT洗浄, ブロッキング溶液反応
Ⅳ型コラーゲン反応 (１時間〜１晩, 室温), PBS洗浄３回

A15) PO標識した anti-rabbit IgG反応 (1時間, 室温), PBS洗浄３回

A17) BrdU染色のための前処理（DNA螺旋開環処理）

1% Glutaraldehyde-PBS固定（b：10分間, 室温）
蒸留水洗浄10回

蒸留水洗浄（b, g：2分間, 37ºC）２回
膜透過処理（b, g：13分間, 37℃）

Pepsin反応液 蒸留水 40mL + 5N HCl 80 μL
+ 0.003% Pepsin - 0.01N HCl 1.3 mL

（処理開始6分後に、スライドを軽く上下させ
切片面の溶液を攪拌）

反応停止（b：蒸留水洗浄5回）

4N HCl 処理（b：30分間, 室温）
（処理開始15分後に、

スライドを軽く上下させ切片面の溶液を攪拌）
反応停止（b：蒸留水洗浄10回）
0.1M Borax（pH 8.5）中和反応（b：4分間, 室温）
(開環処理後は数時間以内なら１次抗体結合可能)

A18) PBT洗浄3回（開環処理によりスライドシラン塗装が剥離する
ため撥水効果が強い、そのため切片の乾燥注意）

ブロッキング溶液反応
Anti-BrdU mAb反応（１時間〜１晩, 室温）

A19) PBS洗浄３回, PBT洗浄
ALP標識した anti-rat IgG反応（１時間〜１晩, 室温）
PBS洗浄３回

A20) PBS洗浄３回, PBT洗浄
ALP標識した anti-rat IgG反応（１時間〜１晩, 室温）

A21) New Fuchsin 発色（e：使用前調整, 赤発色, 5〜10分間, 遮光）
発色液 蒸留水 2 mL + 9.6 mg / mL レバミゾール 200 μL

+ New fucshin kit
（発色反応時間延長可能）

発色反応停止（水道水による流水, 30分間）
(Backgroundが強い場合は、流水を１晩行うと抜けることがある)

A22) 1% CaCl2- 4% PFA 固定（10分, 室温）
封入剤を用いてカバーガラスにて封入・風乾(h)

b 染色瓶使用
洗浄,固定，

再水和，
DAB発色

c
g

h

f

恒温水槽

染色瓶

染色バスケット

脾臓

パイエル板

リンパ節

＊BrdU抗体の結合が不完全で発色できない場合
A17）からの作業を再度行う.

重量測定

A1) EdU 尾静脈投与
(屠殺１時間前)

動物（ラット）

A2) 標的臓器の折半
（脾臓）

図３C
FCM解析

図 2　酵素多重染色法プロトコール
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B13) 標識抗体のブロッキング
mouse IgG反応 (1時間, １時間), PBS洗浄2回

C6) １次抗体反応（30分間, 4℃）
洗浄3回（PBS-BSA再混濁, 遠心350 xg, 5分間, ４℃）

C7) 蛍光標識したanti-mouse IgG反応（30分間, 4℃), 洗浄3回

C8) 標識抗体のブロッキング
mouse IgG反応（1 時間, 4℃, 遮光), 洗浄2回

C10) Fixation / Permeabilization 溶液（1 時間〜１晩, 4℃, 遮光), 
洗浄１回

重量測定

B1-B2) 図２ A1-A2 と同じ作業のため、参照しておこなう。

動物（ラット）

C1) Collagenase D, Dnase I 酵素処理
(30 分間, 37℃)

C2) 酵素反応停止 (EDTA, 冷たいPBS), スライドガラスですり潰す
パスツールでピペッティング, 200 μmナイロンメッシュ濾過

分解酵素・血小板の除去
PBS-BSA洗浄 2回
遠心（280 ×g, 10分間, 4℃）

C3) PBS-BSA再懸濁
Opti-Prep 
密度勾配遠心分離

C4) 15% Opti-Prep層の上層（白層：リンパ球層）を回収

0.2% BSA-PBS溶液洗浄１回
遠心（440 ×g, 10分間, 4℃）

C5) 0.2% BSA-PBS溶液にて細胞濃度調整（107 cells / 1 mL）

注射器にて注入

PBS-BSA
11.5% Opti-Prep in PBS-BSA
15% Opti-Prep in PBS-BSA

(細胞を含む)

遠心（600 ×g, 24分間, 室温）
(ブレーキフリー, アクセル最低速 )

106 cells / 100 μL / well

FCM解析のための細胞分離と免疫染色

B3-B8) 図２ A3-A8) と同じ作業のため、参照しておこなう。
（以下、洗浄・抗体反応形式は図６を参照）

B11) １次抗体反応 (１時間〜１晩, 室温), PBS洗浄３回

B12) 蛍光標識したanti-mouse IgG反応（１時間, 室温）
PBS洗浄３回（この作業から全ての洗浄,

抗体反応中は遮光にて行う.）

B14) Ⅳ型コラーゲン反応 (１時間, 室温),  PBS洗浄３回

B15) AMCA標識した anti-rabbit IgG反応（１時間, 室温）
PBS洗浄3回

B16) 新たな蛍光標識した１次抗体反応（1時間〜１晩, 室温）
PBS洗浄3回

B20) 4% PFA-PBS固定 (10分, 室温) , 封入

B21) 蛍光顕微鏡、画像解析

B18) 2% BSA-PBSブロッキング（5分間）２回

B19) 標識Azideを含むEdUカクテル (30分間, 室温), PBS洗浄3回

凍結切片作製と多重蛍光染色

C12) FCM解析

C11) 標識Azideを含むEdUカクテル（30分, 室温, 遮光),  洗浄3回

C9) 新たな標識された１次抗体反応（30分間, 4℃, 遮光), 洗浄3回

96 well plate 

細断

B9) TBS再水和 （10分間, 室温）
(この先、染色終了まで切片を決して乾燥させてはいけない)
4% PFA-PBS固定（1分間, 室温）
PBS洗浄（2分間, 室温）３回, PBT洗浄（2分間, 室温）

B10) ブロッキング溶液反応

免疫染色で使用する主な製品情報（製品名：販売社名）

包埋皿 (クリオモルド1,2,3号：Sakura Finetek Japan)
包埋剤 (O.C.T compound:：Sakura Finetek Japan)
撥水性ペン (Super-Liquid Blocker：Cosmo Bio)
スライドガラス (Silanized Slides：DAKO)
カバーガラス (NEO cover glass：Matsunami glass)
ブロッキング溶液 (Block Ace：DS Pharma Biomedical)

封入剤：酵素用：図６ (Aquatex：Merck)
蛍光用：図７ (Fluorescent Mounting Medium：KPL)

発色基質剤：ALP用：青色 (Vector blue kit：Vector Laboratories) 
ALP用：赤色 (New fucshin kit：DAKO)
PO用 :  茶色 (DAB：Dojindo Molecular Technologies)

内因性酵素ブロック剤 (Levamisole: Wako, 分注保存可 -80℃)
DAB発色増強剤 (Imidazole : SIGMA, 分注保存可 -80℃)
細胞膜・核膜分解酵素 (Pepsin : SIGMA, 分注保存可 -80℃)

15 ml 遠心チューブ

B2)B1)

図 3　蛍光多重染色法プロトコール
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は，常にあらかじめ酵素免疫組織染色を行い，その結果
を蛍光染色のものと比較して判定するようにしている．
具体的には，以下のようである．

1） 網羅的解析：大まかな種々の免疫担当細胞特異的
分 子 マ ー カ ー（CD4, CD8b , T 細 胞 受 容 体 ab

（TcRab）など），Ⅳ型コラーゲン，BrdU を含めた
3 重酵素染色を行い，その所見を比較分析すること
により，免疫担当細胞の分化・増殖の大まかな全
体像を捉えた上で，多重蛍光染色により詳細を明
確にする．また，Ⅳ型コラーゲン染色は基底膜を
染めるため，血管や組織構築の全体像を捉えるこ
とができる．

2） 非特異的染色：蛍光染色では，蛍光の CV（変動係
数：coefficient of variation）幅による隣接フィル
ターへの漏れ混みやマクロファージ などの貪食細
胞の強い自家蛍光によりしばしば偽陽性反応を生
じる．一方，FCM 解析は，蛍光補正可能なため，
非特異的染色を除外できる．これらから多重酵素
組織染色と FCM を多重蛍光組織染色に先行して
おこなえば非特異的染色（偽陽性反応や自家蛍光）
のリスクを減らすことが可能になる．

移植に伴う免疫応答（アロ免疫応答）の解析
1） ドナー細胞と宿主細胞の識別：移植に伴うアロ免

疫応答には，宿主の細胞が臓器片（ドナー臓器）を
異物として認識し攻撃する HvGR（宿主対移植片反
応＝移植拒絶反応）と移植片由来のリンパ球が宿主
を異物として認識し攻撃する GvHR（移植片対宿主
反応）がある10）．2 つのアロ免疫応答への誘導は，
ドナーもしくは宿主のリンパ球のどちらかが優位
になることで発症する．リンパ球の由来を鑑別す
るためにはドナーまたは宿主の主要組織適合抗原

（MHC, アロ抗原：ラットでは RT1.AB）またはコ
ンジェニックマーカーを染色すれば良い．

2） 細胞のフェノタイプ（細胞特異的分子マーカー）：
免疫応答は，細胞性免疫，液性免疫等に分かれる
が，それぞれが関与している免疫担当細胞は様々
である．それ故，免疫応答の解明には，どのタイ
プの細胞が反応しているのかを染め分けて区別す
ることが必要である．これにより，いつ，どこで，
どのような免疫担当細胞が増殖・分化するかが明
らかになり，免疫応答のメカニズム解明が可能に
なってくる．

3） 細胞集塊（クラスター）：免疫応答は，抗原を提示
する DC とその情報を受け取るナイーブ T 細胞の
相互作用により誘導される．この現場が，DC と T
細胞の細胞集塊（クラスター）の形成であり，アロ
免疫応答においても不可欠な構造である．

組織標本作製のステップ
実験処置をした動物の細胞増殖解析を行うため，免疫

性増殖応答期間において屠殺 1 時間前に BrdU（6 mg/
体重 200 g, Sigma-Aldrich Japan, Tokyo）と EdU（5 
mg/ 体重 200 g, Thermo Fisher Scientific）の混合溶液
を尾静脈内投与（1 mL/rat）する（図 2 A1）．屠殺した
動物から目的のリンパ臓器（脾臓など）を取り出し，半
分に切断後（A2），一方は組織標本作製用として凍結ブ
ロックを作製し，もう一方は FCM 用に細胞懸濁液を作
製する．また，標的臓器は，包埋皿（クリオモルド）に
入れ（A3），包埋剤を充たして急速新鮮凍結し，−80° C
超低槽に保存する（A4）．要時，凍結切片を 4～6 µm で
薄切し（A5），すぐに風乾（扇風機：2 時間～1 晩，室
温）する（A6）．その後の処理は，図 2 A7-A9（酵素染
色の場合）または図 3 B7-B9（蛍光染色の場合）のよう

切片上の細胞

細胞膜上の X 分子
mouse anti-X IgG
(X = CD4 など)

スライドガラス

A色素
anti-mouse IgG

切片上の細胞

細胞膜上の X 分子 正常 mouse IgG

スライドガラス

B色素
mouse anti-Y IgG
(Y=X以外の抗原)

２重偽陽性になる

正常 Mouse IgGの結合ブロックにより
偽陽性が防止される。

図 4　正常 mouse IgG による 2 重陽性の防止法
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T細胞マーカー + BrdU + Ⅳ型コラーゲン

TcRαβ CD8βCD4

BrdU+ TcR+ 細胞

BrdU+ 細胞

宿主DC

BrdU+ CD4+ 細胞

BrdU+ CD8β- 細胞

BrdU+ 細胞のフェタイプ

細胞集塊（クラスター）の形成細微

b

C

宿主DCマーカー + BrdU + Ⅳ型コラーゲン

MHCⅡ

PALS  : Ｔリンパ鞘
LP       : Ｂリンパ濾胞
A         : 中心動脈
MZ      : 辺縁帯
RP       : 赤脾髄

1 day

2 day

a

ドナーリンパ球 + BrdU + Ⅳ型コラーゲン

BrdU

ドナーリンパ球

Ⅳ型コラーゲン
PALS

LP

LP

A
MZ

RP

RPMZ

PALS LP

LP

LP

LP
LP

PALS

LP

MZ
RP

RP

MZ

RP

RP

CD103

図 5　BrdU3 重酵素染色による増殖細胞のフェノタイプとクラスターの解析
A.B. 宿主脾臓の組織切片を，ドナーリンパ球，TCRab , CD4 または CD8b（細胞膜，青），Ⅳ型コラーゲン（茶），BrdU（核，
赤）についての酵素 3 重染色（Scale bar 100 µm）．投与後 2 日目の脾臓 PALS にドナーリンパ球，TCRab , CD4 細胞に一部
BrdU＋細胞が確認できる．C. 同じ組織切片を，宿主 MHCII または CD103（青），Ⅳ型コラーゲン（茶），BrdU（赤）について
の 3 重酵素染色（Scale bar 100 µm）．宿主 MHCII＋ DC または宿主 CD103＋ DC と増殖細胞のクラスターの形成を確認できる．
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に進める．固定液・発色剤などの化学系廃液は，回収し
適切な処理にて廃棄すること．

BrdUを用いた多重酵素免疫染色法
3 重酵素染色は，脾臓の凍結切片を T 細胞マーカー

（TcRab , CD4, CD8b），ドナーリンパ球（コンジェニッ
クマーカー（RT7b））または宿主 DC マーカー（MHCII, 
CD103）を青，組織構築（Ⅳ型コラーゲン）を茶，増殖
細胞（BrdU）を赤にそれぞれ発色する（プロトコール

（図 2A10-A23, 表 1）を参照）．

EdUを用いた多重蛍光免疫染色による解析
3 重または 4 重蛍光染色は，標的臓器の凍結切片をド

ナ ー 特 異 的 リ ン パ 球（RT7 b）， 細 胞 フ ェ ノ タ イ プ
（TcRab , CD8b , MHCII），組織構築（Ⅳ型コラーゲン），
増 殖 細 胞（EdU），DC マ ー カ ー（CD103, CD11c, 
CD205）を目的に応じて組合せて行う（プロトコール

（図 3B10-B21， 表 1）を参照）．

FCMによるドナー T細胞の免疫応答とフェノタイプ
解析

脾臓から生細胞を分離するために，臓器に Collage
nase D と DNase I を含む HBSS（Hank’s buffered salt 

EdU- CD8β+ ドナー細胞

EdU+ CD8β- ドナー細胞

EdU- TCRαβ+ ドナー細胞

EdU+ TCRαβ+ ドナー細胞

a
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2 day         

ドナーT 細胞

ドナーT 細胞

cb

ドナーリンパ球 + T細胞マーカー + EdU + Ⅳ型コラーゲン

TCRαβ CD8β

EdU+ TcRαβ+ 宿主細胞 EdU+ CD8β+ 宿主細胞

図 6　GvHR におけるドナーリンパ球の遊走と増殖応答
A. 投与後 2 日目の宿主脾臓の組織切片を TCRab または CD8b（Alexa-647, 青），ドナーリンパ球（Alexa-488, 緑），Ⅳ型
コラーゲン（AMCA, 白），EdU（Alexa-594, 赤）についての 4 重蛍光染色（Scale bar 100 µm）．EdU＋増殖細胞において，
TcRab ＋ RT7b＋ドナー T 細胞（細胞膜：水色）が多数みられたが，RT7b ＋ CD8b＋ドナー T 細胞（細胞膜：水色）はほと
んど確認できない．B. FCM による定量解析により，ドナー T 細胞が，投与後 2 日目に増殖応答を示した．ドナー T 細胞
をフェノタイプ毎に FCM 解析すると，TcRab ＋ CD4＋ドナー T 細胞が投与後 2 日目に増殖応答を示していた．



北沢　祐介98 DJMS

solution）を注射器にて注入した後，組織を細かく切断
し，37° C, 5％ CO2 インキュベーターにて 30 分間，酵
素消化する（図 3 C1）．処理後，酵素反応を停止させる
ために，ごく少量の 0.5M EDTA 溶液（pH 7.2）と冷た
い PBS 溶液（C2）を加えた後，組織を軽くつぶし，細
胞懸濁液を作製する（C3-C5）．リンパ球（10 6 cells/ 
100 µL 0.2％ BSA-PBS 溶液）を T 細胞特異的分子マー
カー（TcRab , CD4, CD8b）に対する抗体にて反応（C6）
させた後，各細胞を遠心（350 xg, 4℃, 5 分）によって
0.2％ BSA-PBS 溶液で 3 回洗浄する．それらの 1 次抗
体は，PerCP-Cy5.5 標識した anti-mouse IgG 抗体にて

再度反応させ検出する（C7）．さらに同じ mouse 抗体
（mouse で作られた抗体）にて多重蛍光染色を行うため
に，mouse IgG 抗体を用い，T 細胞特異的分子マーカ
ーにすでに結合している anti-mouse IgG 抗体の空いて
いる抗原結合部位（IgG 抗体は抗原結合部位が対照的に
2 カ所存在）との結合をブロックしておく（図 4）（C8）．
細胞を PBS 溶液にて洗浄後，ドナー細胞と宿主細胞を
区別するために Alexa Fluor 647（Alexa-647）標識の抗
ドナーリンパ球抗体（RT7b）を反応させ（C9），多重蛍
光染色を行う．最後に増殖細胞を Alexa-488 標識した
azide で検出するために，Fixation/Permeabilization 溶

ドナーリンパ球 TCRαβ+ 細胞

+

TCRαβ+ ドナー細胞

ドナーリンパ球 + TCRαβ + 宿主 MHCII + EdU

EdU

MHCII+

宿主DC

EdU+ TCRαβ+

ドナー細胞

クラスター形成細胞

a

ドナーリンパ球 CD8β+ 細胞

+

CD8β+ ドナー細胞

EdU

MHCII+

宿主DC

EdU+ CD8β-

ドナー細胞

クラスター形成細胞

ドナーリンパ球 + CD8β + 宿主 MHCII + EdU

b

図 7　宿主 MHC II 陽性の DC と推定される細胞と細胞間結合し増殖しているドナーリンパ球のフェノタイプ解析
A. 投与後 2 日目の宿主脾臓 PALS を，TCRab または CD8b（Alexa-647, 青），ドナーリンパ球（Alexa-488, 緑），宿主
MHCII（Alexa-350, マゼンタ），EdU（Alexa-594, 赤）についての 4 重蛍光染色（Scale bar 100 µm）．宿主 MHCII＋細胞
と細胞間結合している EdU＋細胞において，TcRab＋ RT7b＋ドナー T 細胞（細胞膜：水色）が多数みられるが，RT7b＋ 
CD8b＋ドナー T 細胞（細胞膜：水色）はほとんど確認できいない．
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図 8　増殖細胞と細胞間結合している宿主 MHCII＋と推定される DC のフェノタイプ解析
A. 投与後 2 日目の宿主脾臓 PALS において，EdU（Alexa-488, 赤），宿主 MHCII（Alexa-350, 青），DC マーカー（CD205, 
CD103, CD11c：Alexa-594, 緑）についての 3 重蛍光染色（Scale bar 100 µm）．増殖細胞と細胞間結合している宿主
MHCII＋細胞が，それぞれ DC マーカーである CD205＋（a），CD103＋（b）または CD11c＋（c）を発現し，宿主 DC（水色）
であることが確認できる．

CD205 + 宿主MHCII + EdU

MHCII+ 細胞 CD205+ 細胞

+

MHCII+ CD205+ 宿主DC

EdU+ 細胞

MHCII+ CD205+ 宿主DC

クラスター形成細胞

a

CD103 + 宿主MHCII + EdU

MHCII+ 細胞

+

CD103+ 細胞

MHCII+ CD103+ 宿主DC

EdU+ 細胞

MHCII+ CD103+ 宿主DC

クラスター形成細胞

b

CD11c + 宿主MHCII + EdU

MHCII+ 細胞

+

CD11c+ 細胞

MHCII+ CD11c+ 宿主DC

EdU+ 細胞

MHCII+ CD11c+ 宿主DC

クラスター形成細胞

c
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液（affymetrix）で処理（C10）を行い，細胞膜および核
膜の分子浸透性を向上させる．洗浄後，EdU を Click-
iT® kit for FCM を用い，既存のプロトコールにて染色
する（C11）．染色した細胞は，FCM（FACSCalibur, 
BD Biosciences）を用い CellQuest Pro ソフト（BD Bio
sciences）にて定量定性解析する（C12）．

ドナー由来増殖細胞の変動
著者らは，GvHR モデルを用い，EdU で免疫応答に

おけるドナー増殖細胞の検出ができるかを検討した．始
めに，確立されている 3 重酵素染色法を用い in situ（組

織切片上）にて確認染色した2,11）．投与したドナー T 細
胞は，ドナーリンパ球（RT7b）12），Ⅳ型コラーゲン，
BrdU による染色により形態学的に検出することができ
た．投与後 1 日目では，BrdU− RT7b＋ドナー T 細胞が
宿主の脾臓 PALS（T 細胞）領域に遊走し（図 5a），2 日
目では，BrdU＋ RT7b＋ドナー T 細胞が多数検出された

（図 5a）．これは，GvHR を受けて活性化したドナー T
細胞が増殖応答していることを表している．また，増殖
したドナー T 細胞のフェノタイプを網羅的に解析する
ために T 細胞マーカー（TcRab , CD4 または CD8b）を
含む 3 重酵素染色をした．増殖したドナー細胞が多数存

CD103 + 宿主MHCII + ドナーリンパ球 + EdU

クラスター形成細胞

MHCII+ CD103+ 宿主DC

EdU+ ドナーリンパ球

b

クラスター形成細胞

EdU+ ドナーリンパ球

MHCII+ CD205+ 宿主DC

CD205 + 宿主MHCII + ドナーリンパ球 + EdU

a

図 9　増殖したドナー細胞と宿主 DC のクラスター
A. 投与後 2 日目の宿主脾臓 PALS において，宿主 MHCII（Alexa-647, 青），DC マーカー（CD205, CD103：Alexa-594, 緑），
ドナーリンパ球（Alexa-350, 黄），EdU（Alexa-488, 赤）についての 4 重蛍光染色（Scale bar 100 µm）．宿主 DC（MHCII＋

CD205＋，MHCII＋CD103＋：水色）と EdU＋ドナー増殖細胞（黄色）がクラスターを形成し，直接感作による免疫性増殖応答
が確認できる．
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在する投与後 2 日目では，BrdU 陽性細胞のほとんどが
TcRab 陽性かつ CD4 陽性であり，CD8b 陰性であった

（図 5b）．これは，増殖しているドナー細胞が，主に
CD4＋T 細胞であることを示す．次に，同じ脾臓切片に
て，4 重蛍光染色を行った．すると EdU＋ドナー T 細胞
のほとんどが，やはり TcRab 陽性かつ CD4 陽性（未
表示）で，CD8b 陽性は少なかった（図 6a）．

同一ラットの同じ組織の脾臓リンパ球を用いたフロー
サイトメトリー解析では，TcRab 陽性かつ CD4 陽性
ドナー T 細胞が，投与後 1 日目では EdU 陰性であった
が，2 日目ではいくつかの EdU 陽性細胞が検出され，
EdU 陽性の CD8b 陽性ドナー細胞についてはごく少数
で，免疫染色と同じ結果が得られた（図 6b）．これによ
り以上の 3 つの方法の結果が一致し，多重蛍光染色の結
果を人工産物でない正しい所見と見なすことができた．

直接感作による細胞間相互作用とフェノタイプの解析
脾臓組織での直接感作による免疫応答を解析するため

には，クラスターを形成している 2 種の細胞（ドナー細
胞と宿主 APC，主に DC）を確定し，ドナー T 細胞が
宿主 DC により増殖応答していることを検出することが
重要である．本研究では，ドナー T 細胞投与後 2 日目
の脾臓組織にて 4 重蛍光染色をおこない，クラスターを
形成している DC もしくは S 期に入った細胞（EdU＋細
胞）のいずれかのフェノタイプを解明し，免疫応答のメ
カニズムを明らかにした．初めに，投与後 2 日目の宿主
脾 臓 組 織 に つ い て， 宿 主 DC マ ー カ ー（MHCII, 
CD103），Ⅳ型コラーゲン，BrdU の 3 重酵素染色にて
クラスターの形成を確認した（図 5c）．クラスターを形
成しているドナー T 細胞のフェノタイプについては，
宿主脾臓 PALS 内にて宿主 MHCII 陽性の DC と思われ
る細胞と結合した EdU 陽性の RT7b ＋ TCRab＋ドナー
T 細胞が多数確認でき（図 7a），やはり CD4 陽性が主
で CD8b 陽性のドナー T 細胞は少なかった（図 7b）．
一方，宿主 MHCII 陽性の DC と思われる細胞について
は，DC マ ー カ ー で あ る CD205（図 8a），CD103（図
8b）または CD11c（図 8c）を発現していた．さらにドナ
ー細胞マーカーを含む 4 重蛍光染色により宿主 MHCII＋ 

CD205＋（図 9a）または CD103＋ DC（図 9b）が EdU＋ 
RT7b＋ CD4＋ドナー T 細胞とクラスターを形成してい
ることが証明された．以上から，EdU を含めた多重蛍
光染色法は，EdU＋細胞もしくは間質細胞の異なる分子
マーカーの同時可視化により，組織上での細胞間相互作
用の解析を可能にしたことになる．

FCMと免疫組織学の並行解析
FCM 解析は，EdU＋細胞を一般的な抗原抗体反応に

よる検出を必要とする BrdU 染色よりも，クリック反
応9）による高 S/N 比の EdU 染色によって検出できるこ
とを示した．EdU 染色は，動物 1 個体の同じリンパ臓
器由来の組織切片の免疫組織学と細胞の FCM の両方法
により，活性化した細胞の増殖応答の並行解析を可能と
した．さらに，免疫性増殖応答について組織切片の免疫
組織学による定性解析と FCM による定量解析ができ
た．

おわりに

今日まで，EdU を用いた免疫組織での 4 重蛍光染色，
FCM での 3 カラー解析両方を同じターゲット組織から
行う方法は，著者らの他には報告されていない．本研究
において，著者らは，EdU の優れた特徴を生かし，1 匹
の実験動物から同じ組織上にて in situ と in vitro での
リンパ球の増殖と免疫応答を解析する新しい方法を解説
した．
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