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Type 1 Type
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検体の調製�

活性化�

全血�

ヘパリンNa入り採血管
で採血する。�

活性化�
活性化させる検体を調
製する
+ 刺激
+ BFA

自己血漿中の末梢単核細胞�

ヘパリンNa入り採血管（BD 
VacutainerTM Cell Preparation 
Tube）で採血する。�

末梢血単核細胞浮遊液�

採血する。�

セルラインおよびT細胞クローン�

培養した細胞を採取
する。�

遠心する。� Ficoll-Paque上に血液を
重層する。�

遠心する。�

血漿中に白血球を再浮
遊させる。�

遠心後、洗浄する。� 2×106/mLの濃度でメディ
ウム中に再浮遊させる。�

白血球層を採取し、メディ
ウム中に浮遊させる。�

コントロール（刺激なし）�
刺激を与えない検体を
調製する
刺激なし
+BFA

細胞表面染色（オプション）�

染色�
1. 染色用試験管に検体
を分注する

2. 標識抗体20 µLを添加
3. よく混和する
4. 15分間インキュベー
トする†

アイソタイプコントロール�
1. コントロール試験管
に検体を分注する

2. 標識抗体20 µLを添加
3. よく混和する
4. 15分間インキュベー
トする†

染色�
1. 染色用試験管に検体
を分注する

2. 標識抗体20 µLを添加
3. よく混和する
4. 15分間インキュベー
トする†

溶血�

1. 1×BD FACS Lysing Solution 2 mLを加える
2. 10分間インキュベートする†

アイソタイプコントロール�
1. コントロール試験管
に検体を分注する

2. 標識抗体20 µLを添加
3. よく混和する
4. 15分間インキュベート
する†

細胞膜透過（Permeabilize）�

1. 500×gで5分間遠心する
2. 上清を除去する
3. BD FACS Permeabilizing Solution 2 500 µLを加える
4. よく混和する�

5. 10分間インキュベートする†

6. 2-3 mLの洗浄用緩衝液を加える
7. 遠心操作を繰り返す
8. 上清を除去する�

細胞内染色�

1. 蛍光標識抗サイトカインモノクローナル抗体を加
える

2. よく混和する
3. 30分間インキュベートする†

4. 2-3 mLの洗浄用緩衝液を加える
5. 500×gで5分間遠心する
6. 上清を除去する
7. 1% PFA 500 µLを加え、細胞を固定する�

解析�

3カラーLNWの操作手順に従ってセットアップする
蛍光染色ゲートまたは散乱光ゲート内に～10,000イベントを採取する
2カラープロットを表示し、サイトカインの発現を解析する�

† 暗所で室温にて静置。�
†† BD VacutainerTM Cell Preparation Tube（BD カタログ番号： 362753）�

1 BD FastImmune 
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1

BD Bioscienes

ACD

EDTA

LPS

1. 5 mL 12 75 mm

BD 352058

2. 37 7 CO2

3. Vortex

4.

5.

6. BD FACSTM Calibur BD FACScan

Na BD

VacutainerTM 367673

EDTA ACD

8 8

5% 8

PBMCs

PBMCs Ficoll-Hypaque

PBMC

2 106/mL 10% FBS

RPMI-1640

Cell lines T

2 106 cells/mL

PBMCs

1 BD FACS Lysing Solution

PBMCs; PBS 1

BSA 10 DMSO PBS -70

2 3 mL 500

g 5 BD FACS Permeabilizing Solution 2
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BD

BD

1. Phorbol 12-Myristate 13 Acetate PMA Sigma

P-8139

a. 0.1 mg/mL DMSO

b. 20 µL -20

c. PBS 100

d. 10 ng/mL

2. Ionomycin Sigma I-0634

a. 0.5 mg/mL EtOH

b. -20

c. PBS 10

d. 1 µg/mL Ionomycin

3. Staphylococcal enterotoxin B SEB Sigma

S-4881

a. 0.5 mg/mL PBS

b. 4

c. 1 µg/mL SEB

4. Brefeldin-A BFA Sigma B-7651

a. 5 mg/mL DMSO

b. 20 µL -20

c. PBS 10

d. 1 mL 10 µg BFA 4 5

BFA

6

5. L- RPMI-1640 BioWhittaker

12-167F

6. PBS-

7. DMSO- Sigma D-8779

8. EtOH- Gold Shield Ethyl Alcohol 200

proof

9. -0.5% BSA 0.1% NaN3 PBS 4

10. 1% PFA PBS 4

BD

11.

CD45 PerCP BD 347464

CD3 PerCP BD 347344 CD3

T CD4 PerCP BD

347324 CD8 PerCP BD 347314

T CD19

PerCP BD 347544 CD20 PerCP

BD 347674 B

NK CD56

CD14

12. BD FACS Lysing Solution

BD FACS Lysing Solution BD 349202

PBMCs

3

a.

b.

c.

BD FACS Lysing Solution 10

PBS
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13. BD FACS Permeabilizing Solution 2

BD FACS Permeabilizing Solution 2 BD

347692

BD

BD

FACS Permeabilizing Solution 2

BD FACS Permeabilizing Solution 2 10

PBS

14.

2

IFN-γ FITC/IL-4 PE BD 340456

Type 1 Type 2

CD3 PerCP

CD3 T

BFA

BD

8,9,10 BFA BFA

12 75 mm BD

352058

1. PMA+Ionomycin PMA+I

a. RPMI 1640 1 1

PMA+I RPMI

2 106 cells/mL

RPMI

b. 10 µg/mL BFA 1 mL BFA Working Solution 20

µL 10ng/mL PMA 1 mL PMA

Working Solution 10 µL 1 µg/mL Ionomycin 1

mL Ionomycin Working Solution 20 µL

c. CO2

CO2 7% 37 4

pH CO2

2. SEB

a. 1 µg/mL BFA 1 µg/mL

SEB

b. 37 4 6

3. CD2/CD2R BD 340366

a. 10 µg/mL BFA 20 µL

CD2/CD2R

b. 37 4 6

4. CD3

BFA immobilized CD3 12

5. CD28

CD28 BD 340975 SEB CD3 CD2/

CD2R 10

µg/mL
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1.

in vivo

10 µg/mL BFA

2.

BD FastImmune

KLH

BD FastImmune

3.

CD69

a. PMA Ionomycin

BFA

BFA CD69

b. CD69 PE/CD3 PerCP BD 340368

c. FL3 CD3

CD69

CD69 90% 2

4.

CD69

CD69

90

a. BFA PMA Ionomycin

b. CD69 PE/CD3 PerCP

BD 340368

c. FL3 CD3

CD69

CD69 90%

3

2 

100 CD3 PerCP 104

R1

Unstimulated

PMA+I

0
SS

C
-H

10
00

0
C

ou
nt

s
80

100 CD69 PE 104
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BD CD4 PerCP

CD8 PerCP

CD4 CD14 CD56 PMA

permeabilizing

CD3

CD4 CD8

1. 12 75 mm

2. PMA+I 100

µL

50 µL RPMI PMA+I

PBMC 2 106 cells/mL

3. 15

Permeabilization

1. 10 BD FACS Lysing Solution 2 mL

10

PBMC

FACS

Lysing Solution

PMA

2. 500 g 5 10

BD FACS Permeabilizing Solution 2 500 µL

10

3. 2 3 mL 500 g 5

4.

30

5. 2 3 mL 500 g 5

1 PBS 500 mL

4 24

3 

100 CD3 PerCP 104

R2

Unstimulated

PMA+I

0
SS

C
-H

10
00

0
C

ou
nt

s
80

100 CD69 PE 104



www.bdbiosciences.com  9

1. BD FACS

2. BD CaliBRITETM BD

FACSCompTM version 2.0

AutoCOMPTM version 3.0.2 PMT

TriTESTTM Lyse No Wash 3 color analysis

BD FACSComp AutoCOMP

3. BD FACS BD

CellQuestTM LYSYSTM II

FSC

threshold 10000

4. FL3

2

BD CellQuest LYSYS II BD Paint-A-GateTM

BD AttractorsTM

PMA FL3

FSC/SSC

2

CD4

FSC/SSC
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4

CD69

BFA

Ig

PMA+I

BD FACS Permeabilization
Solution 2 FACS Lysing
Solution 10

Na

ACD EDTA

BD FACS Lysing Solution
BD FACS Permeabilizing Solution 2

BFA BFA
-20°C

BD

BD FastImmune 

BD FastImmune 

BD

500 g

FL3

BD FACS Permeabilization Solution 2
BD FACS Lysing Solution

4 PMA+I >90%
CD3 T CD69

BD FACS Lysing Solution

BD

T IL-4
2%

BD

BD PE

PMA+I-
PMA

PBS
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4  BD FastImmune 

解析�

>90%のCD3+細胞がCD69+でなければならない。

活性化コントロールが>90%でない場合は、活性化の方法または試薬に問題がある。

活性化コントロールは>90%でも細胞内染色コントロールが>90%でない場合は、細胞膜透過または染
色に問題がある。�

採血�

検体の分注と活性化�

活性化コントロール�
+PMAおよびIonomycin
No BFA

細胞内染色コントロール�
+PMAおよびIonomycin
+BFA

細胞表面染色�

CD69 PE/CD3 PerCP アイソタイプ�
コントロール�

溶血�

NO

細胞内染色�

CD69 PE/CD3 PerCP アイソタイプ�
コントロール�

NO NO

YESYES YES

細胞膜浸透化（Permeabilize）�

YESNO NO

洗浄および固定�

YES YES YES YES
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