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多色蛍光シグナル増幅システム FT-GO 法の開発に成功 

― 操作安定性が高く簡便な多色蛍光シグナル増幅システムを構築 ― 

 

概要  

 順天堂大学大学院医学研究科脳回路形態学の山内健太 助教、日置寛之 教授らの共同研究グループは、グ

ルコースオキシダーゼ*1によるグルコースの酸化反応とチラミドシグナル増幅法*2（TSA 法）とを組み合わせ

ることにより、操作安定性が高く簡便な多色蛍光シグナル増幅システムである、FT-GO (Fluorochromized 

Tyramide-Glucose Oxidase) 法の開発に成功しました。FT-GO 法は、従来の一般的な検出法である間接法*3と

比較して約 10 倍から 30 倍、直接法*4と比較して約 60 倍から 180 倍のシグナル増幅を可能にし、組織化学解

析において幅広い使用が期待されます。本論文は Scientific Reports 誌に 2022年 9 月 12 日付で公開されま

した。 

 

 

 

 

 

 

 

 

背景   

 蛍光を用いたシグナル検出は、医学・生命科学研究において必要不可欠な方法となっています。蛍光シグ

ナルを用いることにより、より高い解像度の染色像を得ることができます。また、異なる色の蛍光色素を同

時に使用することで、複数の色を持つ画像を取得することもできます。このような優れた特徴を持つ蛍光観

察ですが、そのシグナルの強度の弱さが、高解像・高精細な画像取得の妨げとなってきました。研究グルー

プは、操作安定性が高くかつ簡便な多色蛍光シグナル増幅法を実現することを目的に、研究開発に取り組ん

できました。 

 

内容   

 研究グループが開発に成功した FT-GO 法は、グルコースオキシダーゼによるグルコースの酸化反応により

生じた過酸化水素を用いた蛍光 TSA 法になります（図１）。過酸化水素は熱力学的に不安定な物質であるた

め、グルコースオキシダーゼの酵素反応を利用することで安定的に過酸化水素を供給し、操作安定性が高く

かつ簡便な多色蛍光シグナル増幅システムの実現を図りました。 

研究グループは最初に、FT-GO 法によりどの程度のシグナル増幅が可能になるかを調べました。その結果

FT-GO 法は、従来の一般的なシグナル検出法である間接法と比較して約 10 倍から 30 倍、直接法と比較して

約 60 倍から 180 倍のシグナル増幅を可能にすることが明らかになりました。次に研究グループは、FT-GO法

を用いたカテコールアミン*5（CA）作動性の神経軸索の可視化に取り組みました。CA 作動性ニューロンは、細

くて長く複雑に枝分かれした神経軸索を脳内に張りめぐらせることが知られています。間接法では、マウス

脳における CA 作動性の神経軸索を明瞭に可視化できなかったのに対して、FT-GO 法では CA 作動性の神経軸

本研究成果のポイント  

 新しい多色蛍光シグナル増幅法である FT-GO 法を開発 

 直接法、間接法と比較して 10 から 180 倍のシグナル増幅を達成 

 脳内に張りめぐらされる神経突起の高感度検出に成功 
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索を一本一本の単位で明瞭に可視化することができました（図２）。FT-GO 法による CA 作動性の神経軸索の

明瞭な可視化は、霊長類であるマーモセットの脳においても成功しています。 

蛍光シグナル検出の利点の一つは異なる蛍光色素を用いた多色標識が可能なことです。FT-GO 法により多

色標識を行うには、一つの蛍光色素を用いた染色が終了する度に、TSA 反応を行うための酵素であるペルオ

キシダーゼ*6（POD）を失活させる必要があります。研究グループは、防腐剤の一つであるアジ化ナトリウム

を用いることにより、標的分子への影響を最小限に抑えた状態でペルオキシダーゼを失活させることに成功

しました。この POD 失活法と FT-GO 法とを組み合わせることにより、組織中の異なるメッセンジャーRNA を

それぞれ異なる色で標識する技術、Multiplex FT-GO FISH 法を実現し、マウス大脳皮質に分布する特定のサ

ブタイプの神経細胞を異なる色の組み合わせにより標識することができました。 

 近年、脳のある部位に蛍光タンパク質を発現するアデノ随伴ウイルス（AAV）ベクター*7を注入し、蛍光タ

ンパク質の発現から神経回路構造を明らかにする試みが盛んに行われています。しかしながら蛍光タンパク

質による標識では、細い神経突起の先端までをくまなく可視化することは困難でした。研究グループは、抗

体で標識したシグナルを FT-GO 法により増幅することにより、蛍光タンパク質の観察では検出できなかった

神経軸索の標的への投射を示すことに成功しました。 

 

今後の展開  

 今回研究グループは、操作安定性が高く簡便な、多色蛍光シグナル増幅システムである FT-GO 法の開発に

成功しました。FT-GO 法は従来の一般的な検出法に比較して格段に高いシグナル増幅効率を実現します。近

年の顕微鏡技術の発展に伴い、蛍光を用いたシグナル検出は、医学・生命科学研究においてますます重要な

方法となっています。操作安定性が高く簡便かつ高いシグナル増幅を可能にする FT-GO 法は、今後の組織化

学解析において幅広く使用されることが期待されます。 
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図 1：FT-GO 反応の概略図  

FT-GO 法は、グルコースオキシダーゼによるグルコースの酸化反応により生じる過酸化水素を用いる TSA シ

グナル増幅法である。FT-GO 法の最大の特徴は、グルコースオキシダーゼの酵素反応により過酸化水素が安

定的に供給されることである。二次抗体と結合したペルオキシダーゼ（POD）は、合成された過酸化水素存在

下で、蛍光色素が付加されたチラミド基質を POD 近傍へと沈着させることにより、シグナルの増幅を測る。

チラミド基質は POD 近傍のチロシン残基と共有結合する。 

 

図２：FT-GO 反応によるカテコールアミン（CA）作動性神経細胞の神経軸索投射の可視化 

マウス脳における CA 作動性神経細胞の神経軸索投射。神経軸索は抗チロシン水酸化酵素抗体により標識し

た。左側の図は間接法によりシグナル検出を行ったもの、右側の図は FT-GO 法によりシグナル検出を行った

ものである。それぞれの染色の白枠の拡大図を全体像の右に示している。 
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用語解説  

*1 グルコースオキシダーゼ：グルコースを過酸化水素とグルコノラクトンに酸化する酵素。酵素活性の安

定性が非常に高い。 

*2 チラミドシグナル増幅法：ペルオキシダーゼの酵素活性を用いてチラミド基質を組織に共有結合させる

ことによりシグナルの増幅を行う方法。ペルオキシダーゼ近傍に大量の標識チラミドが沈着することにより

シグナル増幅がなされる。  

*3 間接法：免疫組織化学の検出法の一つ。目的抗原と結合する一次抗体を、一次抗体に対して結合する標

識抗体である二次抗体により検出する方法。一つの一次抗体に対して複数の二次抗体が結合されるためシグ

ナルが増幅される。 

*4 直接法：免疫組織化学の検出法の一つ。目的抗原と結合する一次抗体を色素で標識することにより直接

シグナルを検出する方法。 

*5  カテコールアミン：カテコール基とアミノ基をもつ化合物の総称。神経科学においては神経伝達物質で

あるドーパミン、ノルエピネフリン、エピネフリンの 3 つを指す。 

*6  ペルオキシダーゼ：酸化還元酵素の一種。過酸化水素による物質の酸化を触媒する。 

*7  アデノ随伴ウイルス（AAV）ベクター：非増殖性かつ毒性のないウイルスベクター（目的の遺伝子情報を

組み込んだウイルスを細胞に感染させ、その感染細胞に目的遺伝子を発現させる方法）。最近では基礎研究分

野での利用だけでなく、遺伝子治療への応用開発が進められている。 
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