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【緒言】バイオ分析において，標的を高感度に検出するために酵素反応による増感が行われる. 代

表的な酵素増感として，ELISAや IHC, Western blotなどのタンパク質分析法がある. これらの分析

において一般的に用いられる酵素としては, Horse radish peroxidase や Alkaline phosphatase, β-

Galactosidaseが挙げられる. しかし, これらの酵素を用いて細胞や組織に存在しているタンパク質

を分析する場合, 元来細胞に存在している酵素活性がバックグラウンドとなる. そのため, ELISA

やWestern blotには通常, 標的の抽出や単離といった工程が含まれるが, コストや煩雑さの観点で

望ましくない. また, IHC においては, 細胞内酵素の変性失活処理が行われるが, 標的タンパク質

も同様に変性させるため, 正確な分析が困難となる. この問題を解決するため, 我々は細胞に内

在しない直交性酵素群(HOEs)を見出し, こ

れらの定量分析能力を調査してきた. 本発

表ではさらに, HOEs に応答する３色の蛍

光色素による多色分析を上皮間葉転換 

(EMT)の評価に適用した. EMT の状態評価

には, 複数のタンパク質の定量が必要であ

る. 今回は細胞上でダイレクトにELISAを

おこなう cell ELISAに HOEsと蛍光基質を適用し, 多色定量を試みた結果を報告する (図 1). 

【実験】HOEsとして当研究室で見出した α-アラビノフラノシダーゼ, β-キシロシダーゼ, α-ラムノ

シダーゼを用いた. これらに応答する turn-on 型の蛍光基質として, メチルウンベリフェロンアラ

ビノフラノシド, フルオレセインキシロシド, およびレゾルフィンラムノシドを用意した. 酵素

基質ペアをそれぞれ N-カドヘリン, ビメンチン, E-カドヘリンの分析に用い, 0 から 30 ng/mL の

TGF-βで 72時間刺激した A549細胞を分析した. EMTの誘導状態は細胞の形状と, 蛍光抗体で標

識した細胞の蛍光顕微鏡観察およびフローサイトメトリー解析によって確認した. 

【結果と考察】HOEsを用いた多色 cell ELISAによって, サンプルに対して抽出や, 変性処理, 電

気泳動などの単離操作を施すことなく , 複数のタンパク質の発現量変化を同時に定量できた. 

TGF-β 濃度依存的な N-カドヘリンおよびビメンチンの増加と, E-カドヘリンの減少を捉えること

ができ, EMTの進行を簡便に評価可能であることが示唆された. 従来用いられているWestern blot

と比較すると, ライセートやゲル電気泳動, 転写などの煩雑な操作がない分, 高速化や器械によ

る自動化が可能となる. 今後, この多色 cell ELISAを用いて, EMTの阻害効果のある薬剤のスクリ

ーニングなどを行う. 

 

図 1 HOEsを用いた多色 cell ELISAの概略図 
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