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⽣細胞内タンパク質の量と動態を 
蛍光抗体で観察することに成功 

−細胞内タンパク質の発現に基づく細胞選別法としても期待− 
 

【要点】 
○細胞内抗原に結合すると光る抗体断⽚ Intra Q-body を構築し、これを細胞に導⼊する

ことで、細胞内抗原の持続的な蛍光イメージングに成功 
○抗がん剤による、ガン抑制タンパク質 p53 の細胞内量変化の観察を実現 
○細胞内抗原の有無で⽣細胞を分別でき、将来の細胞医療にも期待 
 

【概要】 
東京⼯業⼤学 科学技術創成研究院 化学⽣命科学研究所の上⽥宏教授と同⼤学 ⽣命

理⼯学院 ⽣命理⼯学系の Dai Yancen（ダイ・ヤンセン）⼤学院⽣、科学技術創成研究院 
細胞制御⼯学研究センターの佐藤優⼦助教と⽊村宏教授、シンガポール科学技術研究庁
の F.A. Ghadessy（ファリッド・ガデシー）主席研究員らは、細胞内抗原に結合すると光
る抗体断⽚ Intra Q-body を細胞内に導⼊することにより、⽣細胞内タンパク質存在量の
時空間的変化を観察できるバイオセンサー（⽤語 1）として⽤いることに成功した。 

これまで研究グループでは、蛍光⾊素で部位特異的に化学修飾（⽤語 2）した抗体断⽚
であるクエンチ抗体（Quench body／Q-body）（⽤語 3）を構築してきた。Q-body は、
励起光を照射したときの蛍光強度の変化を⾒ることで、抗原としてさまざまな物質を検
出できる。しかしこれまでは、細胞表⾯にあるバイオマーカータンパク質の簡便な検出は
可能だったが、細胞内タンパク質の検出やイメージングには成功していなかった。 

今回研究グループでは、がん抑制タンパク質である p53 を細胞内で⾼い応答で検出で
きる、安定な Q-Body（Intra Q-body）を構築した。これを細胞内に電気穿孔法（⽤語 4）
を利⽤して導⼊することで、固定化細胞のみならず、洗浄が不可能な⽣細胞内でもガン抑
制タンパク質 p53（⽤語 5）のリアルタイムイメージングに成功した。 

この Intra Q-body を⽤いたシステムでは、抗がん剤投与による⽣細胞内での p53 量の
時間変化を、⾼い応答と精度で 24 時間以上にわたり観察できた。さらに、発現量の異な
る細胞群の中から p53 発現細胞のみをセルソーターで濃縮することにも成功した。 

この⽅法によれば、今後さまざまな細胞内バイオマーカー発現細胞を簡便に検出・単離
でき、将来的には効果的な細胞治療につながると期待される。 

この成果は、英国時間 8 ⽉ 1 ⽇に英国化学誌「Chemical Science（ケミカル・サイエン
ス）」にオンライン掲載された。 
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●背景 
抗原抗体反応（⽤語 6）を活⽤してさまざまな物質の存在や濃度を診断する免疫測定法

は、⽣物学の基礎研究、臨床診断、⾷品安全管理、環境保全などの幅広い分野で不可⽋な
測定法となっている。この免疫測定法に活⽤可能なセンサータンパク質として、上⽥研究
室で研究を継続してきたクエンチ抗体（Q-body）は、抗原結合部位を持つ抗体断⽚の⼀
部に、蛍光⾊素によって化学修飾を⾏ったものである。 

Q-body に付加した蛍光⾊素は、抗原となる物質が存在しない状態では、主に抗体内の
アミノ酸の⼀種であるトリプトファン（Trp）残基からの光誘起電⼦移動（⽤語 7）ある
いは⾊素間相互作⽤（⽤語 8）によって消光（クエンチ）されている。しかし抗原を加え
ると、抗原との結合により蛍光⾊素が抗体分⼦から放出されて消光が解消し、蛍光が回復
する。そのため Q-body は、蛍光強度のみを測定することで、抗原となる物質を簡便かつ
迅速に検出できる測定素⼦として、さまざまな分析への応⽤が⾏われてきた。例えばこれ
までに、Q-body を⽤いることで、細胞表⾯のがんマーカータンパク質である HER2（⽤
語 9）やクローディンなどを、結合反応後の洗浄操作が必要な蛍光標識抗体を⽤いる場合
よりも簡便に検出することに成功している。 

ただしこのような細胞表⾯ではなく、細胞内のタンパク質を対象とした抗体による蛍
光検出では、いくつかの技術的ハードルがあった。第⼀に、細胞を有機溶媒などで固定化
すれば、膜に開いた⽳から蛍光標識抗体を導⼊して染⾊する従来の免疫蛍光法を使⽤で
きるが、その操作で細胞は死んでしまうため、⽣細胞内での検出はできなかった。第⼆に、
何らかの⽅法で⽣細胞内に蛍光標識抗体を導⼊できても、ターゲット抗原に結合しない
抗体も蛍光を発してしまうため、これが⾼いバックグラウンドとなってターゲット抗原
の明瞭な蛍光観察が難しかった。これら以外の⽅法として、細胞内で安定に発現可能な抗
体(Intrabody)（⽤語 10）と蛍光タンパク質の融合タンパク質をコードする遺伝⼦を細胞
に導⼊し、抗体の発現量を調節することで、細胞内抗原の局在を観察することも可能だが、
Intrabody の取得と、遺伝⼦操作した後の細胞の利⽤が難しい問題があった。 

そこで本研究では、細胞内抗原に対する抗体を⽤いて安定な Q-body を構築し、これを
⽐較的⾼い効率で均⼀に細胞に導⼊可能な電気穿孔法を⽤いて⽣細胞内に導⼊すること
で、これらの問題を克服することを⽬指した。 
 
●研究の⼿法と成果 

本研究では、蛍光⾊素として TAMRA という有機⾊素を選択するとともに、がん抑制
タンパク質であり、がん診断マーカーでもある p53 を検出対象として⽤いることで、細
胞内抗原に結合すると光る Q-body（「Intra Q-body」）の構築を⾏った。 

今回 Q-body 化を試みた p53 抗体 DO-1 は、基礎研究や診断で汎⽤される優れた抗体
である⼀⽅で、Q-body 化するために⼤腸菌発現系を⽤いて組換え抗体を調製した場合、
抗体の発現量が少なすぎる問題があった。そこで、他の抗体では出現頻度の低いアミノ酸
残基をより頻度が⾼いものに置換した⼀本鎖抗体 scFv ライブラリを構築し、⾼い信号を
⽰すクローンを選択したところ、分泌発現効率が顕著に向上した変異体 C11 が得られた。 

そこでこのクローン C11 を⽤いていくつかの形状の Q-body の応答を検討したところ、



scFv を Fab に変換し、その H 鎖と L 鎖の両⽅のアミノ末端を TAMRA で修飾した Q-
body（Fab 型 Q-body）において、緩衝液中で nM 以下の濃度から、最⼤ 27 倍という⾼
い抗原 p53 ペプチド依存的な蛍光応答を得ることに成功した（図 1）。 
 

図 1. 蛍光⾊素 TAMRA を化学修飾した「Intra Q-body」の模式図（a）と、溶液中での
p53 ペプチド濃度依存的な蛍光強度変化（b）。 

 
こうして構築された Intra Q-body（Fab 型 Q-body）を⽤いて、固定化・透過処理した

ヒト結腸がん細胞株 HCT116(+/+)を染⾊（洗浄操作はせず）したところ、従来型の
TAMRA 標識抗体に⽐べて顕著に⾼い、p53 ノックアウト細胞 HCT116(‒/‒)の 8.3 倍の
蛍光が⾒られ、バックグラウンド蛍光が低減可能な Intra Q-body の優秀さが⽰された。 

次にこの結果を踏まえて、⽣細胞中の p53 のイメージングを試みた。p53 Intra Q-body
を電気穿孔法によって、p53 を発現しない細胞株 HCT116(‒/‒)p53 と、3 種類の p53 発
現がん細胞(HCT116(+/+)および SK-BR-3)に導⼊したところ、p53 発現がん細胞の核内
で顕著な TAMRA 由来の蛍光が観察された（図 2）。 

図 2. p53 Intra Q-body の実験スキーム (a)と共焦点顕微鏡画像(b)。p53 を発現しない
HCT116p53(‒/‒)は殆ど TAMRA 由来の蛍光を⽰さないが、他のヒトがん細胞は細胞核
(Hoechst で⻘⾊に染⾊）で顕著な蛍光を⽰す。 



 次に、Intra Q-body を導⼊した HCT116(+/+)細胞を⻑期間培養し、細胞内の p53 濃
度変化がどの程度追跡できるか、ライブイメージング法により検討した。Intra Q-body 導
⼊後、時間をおいて細胞を２種類の抗がん剤（Nutlin-3a と Cisplatin）で処理することで、
細胞内の p53 を蛍光シグナルとして経時観察した。その結果、Intra Q-body が導⼊され
たほぼ全ての細胞において、p53 の分解因⼦である Mdm2 の阻害剤 Nutlin-3a は p53 量
を増加させたが、DNA 合成阻害剤である Cisplatin は p53 量を低下させることが、蛍光
イメージングとウエスタンブロッティングの両者で確認された。この結果から、今回構築
した Intra Q-body を⽤いて、⽣細胞中の p53 量の時空間変化を観察できることが確かめ
られた（図 3）。 

図 3. p53 Intra Q-body と HCT116 細胞を⽤いたライブイメージングの実験スキーム 
(a)と顕微鏡画像(b)、核内の蛍光強度(c)。作⽤機序の異なる 2 種類の抗がん剤 Nutlin-
3a と Cisplatin による処理で、異なる p53 発現量変化が観察された。 
 

最後に、この⽅法で⽣細胞内抗原量が測定できることを利⽤し、通常は細胞膜上の抗原
を⽤いなければ⽣細胞を分取できないセルソーターを⽤いて、細胞を p53 発現の有無で
分離することを試みた。p53 を発現しない HCT116(‒/‒)細胞と、p53 を発現する
HCT116(+/+) 細 胞 を 混 合 し 、 蛍 光 陽 性 細 胞 群 を 分 取 し た と こ ろ 、 94 ％ の 細 胞 が
HCT116(+/+)細胞であったことから、本⼿法が細胞内抗原を⽤いた細胞分取に応⽤でき
ることが⽰された（図 4）。 



図 4. p53 Intra Q-body を⽤いた HCT116 細胞のセルソーターを⽤いた分取。 (a)Intra 
Q-body を添加しない細胞（緑）、Intra Q-body を添加したが抗原を発現しない細胞（⻘）
と抗原発現細胞（⾚）の集団の TAMRA 蛍光のヒストグラム。⾚枠部分の細胞を分取
した。(b)分取前後の p53 陽性細胞集団の割合。(c)分取前後の細胞核の TAMRA 蛍光
強度の分布を⽰すボックスプロット。 

 
●社会的インパクト 
 この研究により、Intra Q-body 化した抗体を⽤いることで、これまで観察できなかった
⽣きた細胞内タンパク質の量と局在を⾼い画質で可視化でき、さらに細胞を⾼精度で「ふ
るい分け」できることが⽰された。この⽅法によれば、p53 が過剰発現しているがん細胞
や、ウイルスに感染した細胞を集めて解析したり、制御性Ｔ細胞における FoxP3 などの
特定の転写因⼦を発現している細胞を集めて治療に⽤いたりすることが可能となり、基
礎研究に貢献できるだけでなく、診断医療の進歩に寄与することが期待される。 
 
●今後の展開 

今回研究チームは、⾼性能な p53 Intra Q-body を開発し、蛍光標識抗体をこれまで困
難だった⽣細胞内で機能させることに成功した。Intra Q-body は、消光されている蛍光⾊
素が抗原との結合によって蛍光回復するという、従来の蛍光標識抗体とは異なる新しい
検出原理に基づいており、今後同様の⽅法を⽤いて、多くの細胞内抗原検出系を創出でき
る可能性がある。また、今回は Intra Q-body を細胞内に導⼊する際に、技術的に確⽴さ
れた電気穿孔法を⽤いたが、今後は近年報告の増えているペプチド系試薬などを⽤いる
ことで、より多くの⼈が Intra Q-body を試せるようにしたいと考えている。 

b

6.9%

94%

0

20

40

60
80

100

120

140

160
180

200

Before sorting After sorting

p5
3+

/+
細
胞
の
割
合
(%
)

c
4.6倍
****

ⅹ100TAMRA Hoechst Merge 

B
e

fo
re

A
ft

e
r 

102 103 104

TAMRA蛍光

E
ve

n
ts

310

248

186

124

62

0

HCT116 p53+/+ (–) Q-body 
HCT116 p53–/– (+) Q-body 
HCT116 p53+/+ (+) Q-body

a

102 103 104
ⅹ

1
0

0
0

800

600

400

200

0
細
胞
の
⼤
き
さ

TAMRA蛍光

ソート前 ソート後 ソート前 ソート後



●付記 
 本研究は、科学研究費助成事業 基盤研究（A）、科学技術振興機構（JST）未来社会創
造事業、国際科学技術共同研究推進事業（戦略的国際共同研究プログラム、 SICORP）
その他の補助を受けて⾏われた。 
 
【⽤語説明】 
（1） バイオセンサー：⽣体分⼦が持っている機能を、化学物質の存在や濃度を測定す

るために活⽤する化学センサー。 
（2） 化学修飾：⽣体⾼分⼦に含まれる、化合物の特性を決める特定原⼦団の性質を化

学的に変化させ、反応などの機能を変化させること。 
（3） クエンチ抗体（Quenchbody／Q-body）：抗体の断⽚を、部位特異的に蛍光⾊素で

化学修飾した抗体。蛍光⾊素が抗体内のアミノ酸により消光（Quench）される現
象を利⽤して、蛍光強度の変化によって抗原を検出できる。 

（4） 電気穿孔法：細胞に⾼圧電気パルスをかけ、⼀時的に膜を破壊し細胞内に核酸や
タンパク質などの⽣体⾼分⼦を導⼊する⼿法。 

（5） ｐ53：がん抑制タンパク質として知られるが、がん細胞では変異した p53 が過剰
発現することが多く、がん診断マーカーとしても⽤いられる。なお今回⽤いた DO-
1 抗体は、p53 上で変異しにくいアミノ酸配列を認識する。 

（6） 抗原抗体反応：抗原と、その特定の抗原に対応する抗体が結合して起こるさまざ
まな現象。免疫反応やアレルギー反応、アナフィラキシー反応などがあたる。 

（7） 光誘起電⼦移動：光吸収によって励起状態となった蛍光団と、その近傍に存在す
る原⼦団（この場合 Trp）との間に⽣じる電⼦移動。励起された電⼦は元の軌道に
戻れず、蛍光団由来の蛍光がみられなくなる。 

（8） ⾊素間相互作⽤：ローダミン類などで複数の⾊素が近接すると、H-dimer と呼ば
れる 2 量体構造を形成し、その蛍光がクエンチする現象。 

（9） HER2：上⽪細胞成⻑因⼦受容体２。乳がんや肺⼩細胞がんなどで⾼発現し、増殖
信号を発する。悪性がんマーカーとして診断と治療に⽤いられる。 

（10） Intrabody : 細胞内抗体。細胞内は細胞外に⽐べて還元的な状態にあるため、構造
形成にジスルフィド結合の形成を必要とする通常の抗体は発現しにくいことが知
られている。Intra Q-body の構築では発現と構造形成を細胞外で⾏うことで、こ
の問題を回避した。 
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