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はじめに 
 

Zenon® Mouse IgG Labeling Kit は、抗体コンジ

ュゲート生成のための、迅速かつ汎用的で信頼性

のある方法を提供します。しかも、出発物質はご

く少量（µg 以下）からでも可能です。Zenon®テ

クノロジーを用いて調製した抗体コンジュゲー

トは、フローサイトメトリー、イメージング、ハ

イスループットなど、直接標識した一次抗体を利

用するアプリケーションの細胞染色に用いるこ

とができます。以前は、複数のマウス由来抗体を

同一のサンプルに使用するといったアプリケー

ションは時間がかかり、実用的ではありませんで

したが、このようなアプリケーションも本テクノ

ロジーにより簡略化できます。 

各 Zenon® Mouse IgG Labeling Kit は、特定のマ

ウスモノクローナル抗体アイソタイプ（IgG1、

IgG2a、IgG2b など）用にデザインされています。

販売中の標識は、当社の Alexa Flour®色素シリー

ズをはじめ、従来型色素である R-フィコエリト

リン（R-PE）、アロフィコシアニン（APC）、Alexa 
Flour®色素-R-PE や Alexa Flour®色素-APC タンデ

ムコンストラクト、酵素およびビオチンなど、豊

富な高品質蛍光色素を取りそろえています（表 1）。
当社ではさらに、Zenon® Tricolor Mouse IgG 
Labeling Kit を複数提供しており、いずれも 3 種

類の Zenon® Mouse IgG 標識試薬をお選びいただ

けます（表 2）。 
Zenon®標識テクノロジーでは、インタクトな

IgG一次抗体のFc部位に選択的な、フルオロフォ

ア、ビオチン、または酵素を標識したFabフラグ

メントを用いて標識複合体を生成します（図1）。
標識Fabフラグメントは、製造過程においてアフ

ィニティ精製され、一次抗体のFc部位に対する高

い親和性および選択性が確保されています。

Zenon®標識法は免疫選択性を利用していますの

で、複合体生成前に、抗体から血清アルブミンの

ような外因性タンパク質やアミン含有バッファ

ーを取り除く必要はありません。他の種由来の抗

体との交差反応性は低く抑えられています。 
Fab フラグメント・抗体複合体は 5 分以内に形

成でき、混合反応液中のほぼすべての一次抗体が

標識されます（図 2）。Zenon®テクノロジーによ

り形成された複合体は、直接標識した一次抗体と

同等の蛍光強度または酵素活性を示します。さら

に、標識 Fab フラグメントと一次抗体のモル比を

変えるなど、添加する Zenon®標識試薬の量を変

更することで、抗体の標識の程度（すなわちプロ

ーブの蛍光強度または酵素活性）を調節すること

が可能です。 
 

 
 
図 1．Zenon®標識の模式図。未標識 IgG をフルオロフ

ォア標識した Fabフラグメントを含むZenon®標識試薬

とインキュベートします（A）。標識 Fab フラグメント

は、IgG 抗体の Fc 部位と結合し（B）、過剰の Fab フラ

グメントは非特異的 IgG を添加して中和します（C）。
非特異的 IgG を添加することにより、同一タイプの一

次抗体が複数存在する実験において交差標識を防ぐこ

とができます。 
 
 

 
 
届いた製品はすぐに下記の条件下で保存して

ください： 
 

• 2～6˚C 
• 遮光条件下 

 
励起/蛍光波長：表 1 参照 
 

ひとこと 

未標識 IgG 抗体 Zenon 標識試薬 
（標識 Fab フラグメント）

インキュベーション

標識 Fab フラグメン

トと IgG との結合 

非特異 IgGと混合して

過剰な Fab フラグメ

ントと結合 
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試薬 
 

Zenon® Mouse IgG Labeling Kit は、キットの種

類によって 50 回、25 回、または 10 回分の標識

に必要な量の試薬が含まれています（下記の「内

容物」をご覧ください）。アフィニティ精製した

インタクトなマウス IgG 抗体 1 µg を、Fab と抗体

のモル比が 3：1 の条件で標識するのに必要な

Zenon®標識試薬の量を標識1回分とします（注A）。 
 
内容物 
低分子量色素またはビオチンによる標識用
Zenon® Mouse IgG Labeling Kit： 
• Zenon®マウス IgG 標識試薬（Component A）、

250 µL 
• Zenon®ブロッキング試薬（マウス IgG）

（Component B）、250 µL 
50 回分の標識に必要な試薬が含まれています。 
 
R-フィコエリトリン（R-PE）、アロフィコシアニ
ン（APC）または酵素による標識用 Zenon® Mouse 
IgG Labeling Kit： 
• Zenon®マウス IgG 標識試薬（Component A）、

125 µL 
• Zenon®ブロッキング試薬（マウス IgG）

（Component B）、125 µL 
25 回分の標識に必要な試薬が含まれています。 
 
Alexa Flour® dye-R-PE ま た は Alexa Flour® 
dye-APC タンデムコンストラクトによる標識用
Zenon® Mouse IgG Labeling Kit： 
• Zenon®マウス IgG 標識試薬（Component A）、

50 µL 
• Zenon®ブロッキング試薬（マウス IgG）

（Component B）、50 µL 
10 回分の標識に必要な試薬が含まれています。 
 
Zenon® Tricolor Mouse IgG Labeling Kit（表 2 参
照）： 
• 第一蛍光色の Zenon®マウス IgG 標識試薬

（Component A）、50 µL 
• 第二蛍光色の Zenon®マウス IgG 標識試薬

（Component B）、50 µL 
• 第三蛍光色の Zenon®マウス IgG 標識試薬

（Component C）、50 µL 
• Zenon®ブロッキング試薬（マウス IgG）

（Component D）、150 µL 
3 種類の標識試薬は、それぞれ 10 回分の標識に

必要な量が含まれています。 
 

Zenon®マウス IgG 標識試薬は、標識したヤギ

Fab フラグメントで、キットによって異なる IgG
アイソタイプ（IgG1、IgG2aまたは IgG2b）のマウ

ス IgG 抗体の Fc 部位に選択性を示します。低分

子量蛍光色素またはビオチンとコンジュゲート

した Zenon® マウス IgG 標識試薬は、5 mM のア

ジ化ナトリウムを含むpH 7.5の0.1 Mリン酸ナト

リウム、0.1 M 塩化ナトリウム溶液中に、Fab フ

ラグメントを 200 µg/mL の濃度で含む試薬とし

て提供されています。R-フィコエリトリン、アロ

フィコシアニン、Alexa Flour®色素-R-PE または

Alexa Flour®色素-APC タンデムコンストラクト

とコンジュゲートした Zenon®マウス IgG 標識試

薬は、5 mM のアジ化ナトリウムを含む pH 6.8 の

0.1 M リン酸ナトリウム、0.1 M 塩化ナトリウム

溶液中に、Fab フラグメントを 200 µg/mL の濃度

で含む試薬として提供されています。西洋ワサビ

ペルオキシダーゼとコンジュゲートした Zenon®

マウス IgG 標識試薬は、0.02%のチメロサールを

含む pH 6.8 の 0.1 M リン酸ナトリウム、0.1 M 塩

化ナトリウム溶液中に、Fab フラグメントを 200 
µg/mL の濃度で含む試薬として提供されていま

す。Zenon®ブロッキング試薬（マウス IgG）は、

5 mMのアジ化ナトリウムを含む pH 7.2のリン酸

緩衝食塩水中、5 mg/mL の濃度の試薬として提供

されています。 
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表 1．Molecular Probes の Zenon® Mouse IgG Labeling Kit 

 
*およその励起および蛍光の最大波長（nm 単位）。†DSB-X は、デスチ
オビオチン-X の当社の登録商標です。‡546 nm および 565 nm にも吸
収ピークが存在します。NA=該当なし。 
 

 
    時間（分） 

図 2．マウス IgG1 抗体に結合した Alexa Flour® 488 

Zenon®標識試薬の高性能サイズ排除クロマトグラフィ

ー分析。Zenon®標識試薬単独では 38 分に、マウス IgG1

抗体単独では 33 分にそれぞれピークが現れます。

Zenon®標識試薬とマウス IgG1抗体を約 5：1 のモル比

で混合すると、IgG1が定量的に標識複合体へ変換され、

29 分にピークが現れます。 
 
保存および取り扱い 
 

Zenon® Mouse IgG Labeling Kit は、お手元に届

き次第、いずれも 2～6˚C で保存し、蛍光物質を

含む試薬は遮光条件下で保存してください。長期

間保存する場合、低分子量蛍光色素またはビオチ

ンを含む Zenon®マウス IgG 標識試薬および

Zenon®ブロッキング試薬は、単回使用量に分注し、

-20˚C 以下で冷凍保存が可能です。R-フィコエリ

トリン、アロフィコシアニン、Alexa Flour® 色素

-R-PE または Alexa Flour® 色素-APC タンデムコ

ンストラクト、および西洋ワサビペルオキシダー

ゼまたはアルカリホスファターゼを含む Zenon®

マウス IgG 標識試薬は、決して冷凍しないでくだ

さい。 
 

Zenon®複合体の形成 
 

以下に示すプロトコールは、抗体 1 µg を

Zenon®マウス IgG 標識試薬で標識する場合のプ

ロトコールで、Fab と抗体のモル比は 3：1 とな

ります（注 A）。このモル比は、実験開始濃度と

して推奨されているもので、大半のアプリケーシ

ョンにおいて、十分な標識を行うことができる必

要最小限のモル比となっています。ただし、実験

によっては、モル比を高くしないと十分なシグナ

ルが得られない場合もあります（注 B）。使用す

る抗体量が多いか少ない場合は、本プロトコール

に示す試薬量を必要に応じてスケールアップま

たはスケールダウンすることが可能です。Zenon®

マウス IgG 標識反応では、抗体試料に含まれる可

能性のあるウシ血清アルブミン（BSA）や他の安

定化タンパク質を除去する必要はありません。腹

水またはハイブリドーマ上清中に含まれる抗体

も直接標識することができ、標識前後の抗体精製

は必要ありません。 
 
注意：標識プロトコールを開始する前に、使用す

るマウス抗体のアイソタイプが、Zenon® Mouse 
IgG Labeling Kit のアイソタイプと一致すること

を確認してください。キットに含まれる Zenon®

マウス IgG 標識試薬はアイソタイプ特異的です

ので、試薬と対応しないマウス IgG アイソタイプ

の抗体への標識は推奨いたしません。 

標識 
カタログ番号

従来型色素 

ビオチン 

R-フィコエリトリン、アロフィコシアニンおよびタンデムコンストラクト

酵素 

吸
収
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1.1 リン酸緩衝食塩水（PBS）などの適切なバッ

ファーを用いて抗体 1 µg を調製してください。

容量は、20 µL 以下であれば問題ありません。濃

度が不明の抗体を使用する場合には、注 C を参照

してください。腹水またはハイブリドーマ上清と

いった未精製の抗体試料を使用する場合は、注 D
を参照してください。 
 
1.2 抗体溶液に Zenon®マウス IgG 標識試薬

（Component A）5 µL を加えてください（Zenon® 
Tricolor Kit を使用する場合には Component A、

Component B、または Component C から必要な標

識試薬を選択してください）。 
 
1.3 混合溶液を室温で 5 分間インキュベートして

ください。 
 
1.4 Zenon®ブロッキング試薬（Component B、また

は Zenon® Tricolor Kit を使用する場合には

Component D）5 µL を混合反応液に加えてくださ

い。ブロッキング試薬はアイソタイプ特異的では

なく、すべての Zenon® Mouse IgG Labeling Kit に
共通です。単一標識抗体のみを用いるアプリケー

ションに関しては、注 E を参照してください。 
 
1.5 溶液を室温で 5 分間インキュベートしてくだ

さい。 
 
上記の操作により使用準備の整った複合体は、約

30 分以内に試料と反応させてください。これよ

りも長期間の保存が必要な場合は、注 F を参照し

てください。 
 

一般的アプリケーション情報 
 
コンジュゲートの使用：Zenon®テクノロジーによ

って標識されたマウス IgG 抗体は、直接標識した

抗体を利用できるすべてのアプリケーションに

適していると考えられます。Zenon®試薬で標識し

た複数のマウス IgG 抗体は、一つの実験において、

連続的に使用することも単一の染色混合液にし

て使用することも可能です。 
 
コンジュゲートの安定性：コンジュゲートが形成

され、過剰な Fab フラグメントをブロッキング試

薬で除去したら、標識複合体は約 30 分以内に使

用してください。 
 
使用濃度：直接標識した一次抗体を主に使用する

アプリケーションでは、Zenon®テクノロジーを用

いて標識した抗体は通常、直接標識した一次抗体

と同等かそれより高い濃度（1.5～3 倍）で使用す

ることが可能です。 

 

表 2. Molecular Probes の Zenon® Tricolor Mouse IgG 
Labeling Kit 

 
*蛍光励起および放射の最大波長は表 1 をご覧ください。 

 

シグナルがほとんど検出されない：適切なコント

ロールで一次抗体の標的への結合が確認されて

いるにもかかわらず、Zenon®テクノロジーを用い

て標識した抗体でシグナルが検出されない場合、

Zenon®標識試薬を追加して Fab と抗体のモル比

を増加させるか、一次抗体の最終濃度を増加させ

ることでシグナルが増加する可能性があります。

多くの場合、3：1 のモル比が適切ですが、モル

比は 6：1 まで増加させることが可能です。6：1
以上にモル比を増加させてもシグナル強度の顕

著な増加にはつながりません。 
 
標識解離または移動：標識 Fab フラグメントは一

次抗体と共有結合しているわけではないため、時

間経過に伴って標識 Fab フラグメントが多少失

われる可能性があります。複数のマウス IgG 一次

抗体を用いるアプリケーションにおいては、Fab
フラグメントが一つの一次抗体から他の一次抗

体へ徐々に移動することもあります。ホルムアル

デヒドを用いた染色後の固定ステップを追加し

て Fab の解離を減らす必要があります（下記の染
色アプリケーションをご覧ください）。 
 

染色アプリケーション 
 

以下に示すプロトコールは、Molecular Probes
社において、Zenon®マウス IgG 標識試薬で標識し

た一次抗体を用いて、細胞および組織を染色する

ために開発されました。実験によっては、本プロ

トコールをそのまま適用できない可能性もあり

ますので、これらのプロトコールをお客様のニー

ズに合わせて変更されることをお勧めします。 
 
免疫細胞化学 

本プロトコールは、ウシ肺動脈上皮細胞

（BPAE）、ホエジカ細胞、およびメイディン・ダ

ービー・イヌ腎臓細胞（MDCK）など多くの細胞

株の染色に成功しています。十分な量の標的が存

在する一次抗体の場合には、Zenon®標識試薬

Tricolor 
Labeling Kit

標識* 
カタログ番号

キット 1（イメー

ジング用） 

キット 2（イメー

ジング用） 

キット 3（フロー

サイトメトリー

用） 
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（Fab）と抗体のモル比が 3：1 となる条件で

Zenon®標識複合体を形成させるのが適切です。標

的の量が少ない場合には、モル比を 6：1 とする

ことを推奨しています。 
 
2.1 適切な培地を用いて細胞を培養してくださ

い。顕微鏡観察用の接着性細胞株は、スライドガ

ラスまたはカバーガラス上で直接培養すること

が可能です。ただし、染色操作中は、スライドガ

ラスまたはカバーガラスが乾燥しないようにし

てください。 
 
2.2 細胞サンプルを、4%のホルムアルデヒドを含

む PBS 溶液中、室温で 15 分間固定してください。

または、試料を 5% CO2雰囲気下、37℃で 15 分

間インキュベートして固定することも可能です。

後者の固定法のほうが、細胞骨格形態をよりよい

状態で保存できることが確認されています。 
 
2.3 細胞サンプルを 1回以上PBSで洗浄してくだ

さい。 
 
2.4 0.1%の Triton® X-100 を含む PBS 中に、サンプ

ルを室温で 5 分間インキュベートし、細胞の透過

処理を行ってください。界面活性剤溶液を除去し

ます。 
 
2.5 細胞サンプルを、10%の正常ヤギ血清（NGS）
を含む PBS 中で 30 分間処理し、サンプル中の非

特異的結合部位をブロックします。 
 
2.6 Zenon®標識複合体（上記 Zenon®複合体の形成
に従って調製したもの）を、10%の NGS を含む

PBS を用いて、必要な使用濃度に希釈し、細胞サ

ンプルを浸漬するのに十分な容量を添加してく

ださい。数種類の Zenon®標識複合体を用いて染

色を行う場合、すべての複合体を合わせて単一の

染色溶液とすることが可能ですので、1 種類ずつ

連続的に染色を行う必要はありません。一次抗体

の濃度がすでに二次的検出試薬用に最適化され

ている場合には、一次抗体の濃度を 1.5～3 倍高

くして Zenon®標識法に用いてください。もしく

は、各実験に適切な濃度を経験的に決定すること

が必要です。 

 

2.7 細胞サンプルを室温で 30～60 分間インキュ

ベートしてください。フルオロフォアを用いた

Zenon®標識試薬は、インキュベーション中に遮光

する必要があります。染色が完了したら、サンプ

ルを PBS で 1 回以上洗浄してください。 
 
2.8 4%のホルムアルデヒドを含む PBS 溶液中で

細胞サンプルの 2 回目の固定を室温で 15 分間行

ってください。固定が完了したら、サンプルを 1

回以上 PBS で洗浄してください。Zenon® Fab フ

ラグメントは、一次抗体に共有結合しているわけ

ではないため、この 2 回目の固定を行わないと、

時間と共に解離します。特に多色アプリケーショ

ンでは、他の一次抗体に移動することさえありま

す。この工程は、単一の一次抗体を用いる実験に

おいてはオプションですが、通常 2 回目の固定を

行うことでシグナル強度が増強されます。 
 
2.9 必要に応じて、核酸染色剤（Hoechst 33342、
DAPI または SYTOX® Green 染色剤等）または他

の標識試薬（フルオロフォア標識ファロイジン

等）で細胞サンプルを対比染色してください。各

染色工程の後には必ず PBS で洗浄を行ってくだ

さい。 
 
2.10 必要であれば、細胞をスライドガラスまた

はカバーガラスにのせるか、あるいはフローチュ

ーブ内に入れてください。細胞を顕微鏡観察する

際には、適切なアンチフェード封入剤にて封入し

てください（ProLong® Gold アンチフェード試薬、

製品番号 P36930 を使用してください）。適切な

方法で、試料の分析または観察を行ってください。 
 
免疫組織化学 

本プロトコールは、経心腔的灌流によって 4%
のホルムアルデヒド溶液で固定した組織から 10
～12 µm の凍結切片用を作成するためのプロト

コールです。グルタルアルデヒドを含む固定化剤
は使用しないでください。グルタルアルデヒドを

使用すると試料の自己蛍光が増強され、タンパク

質の過剰な架橋が生じるため、抗体の接近が妨げ

られることや、抗原が変性することがあります。

可能であれば、薄い切片を使用することにより、

抗体を組織中に完全かつ迅速に浸透させてくだ

さい。Zenon®標識複合体は、パラフィンに埋め込

まれた切片については、試験および最適化を行っ

ていません。存在量の少ない抗原の一部は、

Zenon®標識テクノロジーでは、従来の二次的な検

出法を用いた場合ほど容易に検出できません。

Zenon®法は、組織試料中での存在量が極めて少な

い標的分子には推奨されません。 

実験試料の標識と並行して、ネガティブコン

トロール試料を、一次抗体を使用しない点を除い

て上記と同一のプロトコールを用いて調製し、非

特異的標識の評価を行う必要があります。従来の

二次的検出法で標識されたポジティブコントロ

ール試料を予備実験に使用することで、Zenon®

標識法を使用した際に見られる染色パターンの

特異性を確認することができます。 

 

3.1 凍結組織切片を含むスライドガラスを室温

で解凍してください（通常 15～30 分かかります）。

必要に応じて、組織切片のまわりを PAP ペンで
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四角く囲んでください。 
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3.2 組織片を PBS に入れ、室温で 15 分間再水和

させてください。本プロトコールの残りの工程に

おいて、組織切片が乾燥しないようにしてくださ

い。 
 
3.3 0.2%の Triton® X-100 を含む PBS 中、室温で

20 分間組織切片の透過処理を行ってください。 
 
3.4 0.2%の BSA および 5% 非働化済み正常ヤギ

血清を含む PBST 中、室温で 30 分間を処理し、

非特異的結合部位をブロックしてください。血清

の代わりに 1%BSA 溶液を使用することも可能で

す。インキュベーションが完了したら、ブロッキ

ングバッファーを除去してください。 
 
3.5 Zenon®標識複合体（上記 Zenon®複合体の形成
に従って調製したもの）を、PBST を用いて適切

な使用濃度に希釈してください。水平染色皿に

100～250 µL の使用溶液を添加し、切片を浸漬さ

せてください。初期実験においては、さまざまな

一次抗体濃度、および Zenon®標識試薬（Fab）と

抗体のモル比を検討してください。組織染色には

6：1 のモル比を実験開始濃度として推奨してい

ます。一般に Zenon®標識法では、標準的な二次

的検出法より高濃度の一次抗体が必要となりま

す。染色用バッファーに界面活性剤を添加して抗

体の浸透性を高めることが重要です。上述のよう

に、PBST 緩衝液には 0.2%の Triton® X-100 が含

まれていますが、抗原が界面活性剤抽出の影響を

受けやすくなる可能性と組織浸透性との均衡が

とれるように、界面活性剤の種類および濃度（通

常 0.1～0.5%）を最適化しなければならない場合

もあります。 
 
3.6 組織切片を染色溶液と共に加湿容器内、室温

で 1～2 時間インキュベートしてください。フル

オロフォアを用いた Zenon®標識試薬は、インキ

ュベーション中遮光する必要があります。数種類

の Zenon®標識複合体を用いて染色を行う場合、

すべての複合体を合わせて単一の染色溶液とす

ることが可能ですので、1 種類ずつ連続的に染色

を行う必要はありません。長時間のインキュベー
ションは、行わないでください。インキュベーシ

ョン時間が長くなると、Zenon® Fab フラグメン

トが一次抗体から解離して、S/N 比が低下し、多

色染色アプリケーションにおいて一次抗体の交

差反応が起こる可能性があります。 
 
3.7 染色溶液を除去し、組織切片を PBST 中、室

温で 10～15 分間洗浄してください。洗浄をさら

に 2 回繰り返してください。洗浄は、縦型 Coplin
染色ビン内で行ってください。 
 
3.8 染色した組織切片を PBS 中、室温で 5 分間洗

浄してください。同じ操作を繰り返してください。 
 
3.9 ホルムアルデヒドを 4%含む PBS 溶液中、室

温で 15 分間組織切片の 2 回目の固定を行ってく

ださい。固定が完了したら、組織切片を 1 回以上

PBS で洗浄してください。Zenon® Fab フラグメ

ントは、一次抗体に共有結合しているわけではな

いため、この 2 回目の固定を行わないと、時間と

共に解離します。特に多色アプリケーションでは、

他の一次抗体に移動することさえあります。 
 
3.10 必要に応じて、核酸染色剤（Hoechst 33342、
DAPI または SYTOX® Green 染色剤等）または他

の標識試薬（フルオロフォア標識ファロイジン

等）で組織切片を対比染色してください。各染色

工程の後には必ず PBS で洗浄を行ってください。 
 
3.11 組織切片を適切なアンチフェード封入剤に

て封入し（ProLong®アンチフェード試薬、製品番

号 P36930 を使用してください）、適切なフィル

ターを用いて蛍光を観察してください。 
 
フローサイトメトリー 

以下に示すプロトコールは、末梢血単核細胞

の染色用に開発されたものですが、他のタイプの

細胞または全血サンプルにも容易に応用できま

す。十分な量の標的が存在する一次抗体の場合に

は、Zenon®標識試薬（Fab）と抗体のモル比が 3：
1 となる条件で Zenon®標識複合体を形成させる

のが適切です。標的が少量の場合にはモル比を増

加させる必要があります。Zenon®テクノロジーに

よって標識した抗体を用いる場合には Fc ブロッ

キングの工程が不要であることに注目してくだ

さい。 
 
4.1 細胞懸濁液または血液サンプルを任意の方

法で調製してください。 
 
4.2 培養細胞（1 × 106細胞/mL）100 µL または

全血サンプル 100 µL をフローサイトメトリーチ

ューブに添加してください。 
 
4.3 （オプション）4%のホルムアルデヒドを含む

PBS 溶液中、室温で細胞試料を 15 分間固定して

ください。細胞試料を PBS で洗浄し遠心分離操

作によって細胞をペレット化し、上清を廃棄して

ください。細胞を残りのバッファーに再懸濁して

ください。注意：本工程および以降の工程は、細

胞内マーカーを検出する場合にのみ必要です。細

胞表面に対する抗体と細胞内マーカーに対する

抗体を一つの実験で同時に用いる場合には、先に

細胞表面マーカーの染色を行ってから、本工程お

よび 4.4～4.7 の工程に従って細胞内マーカーの

染色を行ってください。 



 

 Zenon® Mouse IgG Labeling Kit 8 
 

 
4.4 （オプション）Triton® X-100 を 0.1%含む PBS
中、室温で 5 分間細胞試料をインキュベートし、

透過処理を行ってください。細胞サンプルを PBS
で洗浄し、遠心分離操作によって細胞をペレット

化し、上清を廃棄してください。細胞を残りのバ

ッファーに再懸濁してください。 
 
4.5 一次抗体 1 µg を、上記の Zenon®複合体の形
成に従って標識してください。 

 

4.6 Zenon®標識混合溶液（ステップ 4.5 で調製し

たもの）の全量をサンプルチューブに添加してく

ださい。注意：全血サンプルを用いる場合、赤血

球溶解を行うのは、細胞染色の前後どちらでも構

いません（ステップ 4.6～4.7）。 

 
4.7 サンプルを室温で 30 分間インキュベートし

てください。フルオロフォアを用いた Zenon®標

識試薬は、インキュベーション中遮光する必要が

あります。インキュベーションが完了したら、遠

心分離操作によって細胞をペレット化し、上清を

廃棄してください。細胞を残りのバッファーに再

懸濁してください。イメージングアプリケーショ

ンに必要な染色後の固定は、フローサイトメトリ

ーにおいては必要ありません。 
 
4.8 適切な装置パラメータを用いて、試料の分析

を行ってください。 
 

注 
 
[A] 標識プロトコールにおいて使用する Zenon®

マウス IgG 標識試薬の量を決定する際、Fab と抗

体の比は重要な因子です。すべてのZenon® Mouse 
IgG Labeling Kit に付属の Zenon®標識試薬は、Fab
フラグメントの質量に基づき、200 µg/mL の濃度

で提供されます。Fab フラグメントの分子量は約

50 kDa、一方インタクトな IgG の分子量は約 150 
kDa です。したがって、すべての Zenon®標識試

薬において、その 5 µL をマウス IgG 抗体 1 µg と

混合すると Fab と抗体のモル比は、3：1 となり

ます。 
 
[B] 標識する抗体の量または Fabと抗体のモル比

を調節する際には、常に同量の Zenon®標識試薬

と Zenon®ブロッキング試薬を使用することが重

要です。例えば、使用する Zenon®標識試薬の量

を 10 µL に増加した場合は、Zenon®ブロッキング

試薬の量も 10 µL に増加させてください。抗体 1 
µg あたり Zenon®標識試薬 10 µL を添加すること

（モル比は 6：1 となります）により、しばしば

測定シグナルが約 50%増加することに注目して

ください。モル比をこれ以上増加させても、シグ

ナル強度の増加幅は減少していきます。 
 
[C] マウス IgG の濃度が特定されていない場合

は、提供先に問い合わせ、少なくとも IgG のおよ

その含有量に関する情報を入手してください。提

供先に問い合わせても濃度が分からない場合に

は、Zenon®標識試薬による滴定を行って最適な標

識条件を決定する必要があります。 
 
[D] 製造元から入手できるモノクローナル抗体

は、通常、精製した IgG 画分、腹水またはハイブ

リドーマ上清として提供されています。未精製の

一次抗体でも、Zenon®マウス IgG 標識試薬で標識

することが可能で、非特異的 IgG や血清タンパク

質を除去する必要はありません。ステップ 1.2 に

おいて Zenon®標識試薬の適切な添加量を、標識

する試料中の IgG 総量を用いて決定することが

必要です。IgG 1 µg あたり Zenon®マウス IgG 標

識試薬 5 µL を使用してください。非特異的 IgG
も特異的 IgG と同時に標識されますが、標識され

た非特異的 IgG は、試料を染色しても検出可能な

ほどではなく、染色工程において洗い流されます。 
 
[E] マウスの細胞または組織を使用せず、また単

一標識の抗体のみが必要なアプリケーションの

場合、標識プロトコールのステップ 1.4 および 1.5
（ブロッキング試薬の添加）を省略できます。複

合体化していないZenon®標識試薬の強度は低く、

バックグラウンド強度を増加させることはあり

ません。 
 
[F] 標識複合体を長期間保存する場合、標識手順

をステップ 1.3 で中断してください。この段階で

あれば、2 mM のアジ化ナトリウムを保存剤とし

て用いることで、複合体を 4℃で数週間保存する

ことができます。保存しておいたコンジュゲート

を使用する際には、プロトコールのステップ 1.4
および 1.5 を完了してからコンジュゲートを実験

試料に添加してください。 
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