
Figure 3. 未染色のLNP
Figure 3A： 未染色のempty LNP1（上段）およびloaded LNP2（下段）サンプルからのVSSC1-H、シングレット、およびVSSC1-H vs. B531-Hの
データプロット。
Figure 3B： 未染色のempty LNP2（上段）およびloaded LNP2（下段）サンプルからのVSSC1-H、シングレット、およびVSSC1-H vs. B531-Hの
データプロット。
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SYTO 9 Greenで染色したLNP1サンプル：SYTO 9 Greenで染色したempty LNP1およびloaded LNP2サンプルの結
果は、試験した4種類のSYTO 9 Green濃度において、SYTO 9 Green染色の陽性率は濃度依存的に変化し、濃度6.25 µMで
はSYTO 9 Green染色の陽性率は80%以上でしたが、最低濃度の3.125 µMでは陽性率は21.4%に低下しました（Figure 4、
下段）。SYTO 9 Greenで染色されたempty LNP1サンプルの結果は、評価した全ての濃度において、SYTO 9 Green染色
の陽性率は1%未満でした（Figure 4、上段）。

loaded LNP1サンプルでは、SYTO 9染色効率は6.25 µM（88.49 %）でピークとなり、12.5 µM （87.04%）、25 µM
（83.23%）、3.125 µM（21.26%）が続きました。6.25 µMでの染色効率が25 µMと比較してわずかに高いのは、自己消光やバッ
クグラウンド干渉がなく、色素と標的の結合が最適であるため、と考えられます。低濃度（3.125 µMなど）では、結合できる色素
が不足するため、染色効率は減少します。

SYTO 9 Greenで染色したLNP2サンプル： SYTO 9 Greenで染色したempty LNP2およびloaded LNP2サンプル
の結果からloaded LNP2サンプルでは、SYTO 9 Greenの濃度6.25 µMで最も高い染色率（71.6%）を示し、さらに高濃
度のサンプル（25 µMおよび12.5 µM）では、それぞれ、陽性率は62.1%および65.5%でした。SYTO 9 Green 陽性染色は、
最低濃度である3.125 µMで陽性率18.3%に低下しました（Figure 5、下段）。SYTO 9 Greenで染色したempty LNP2サ
ンプルの結果は、評価した全ての濃度において、SYTO 9 Green染色の陽性率は1%未満でした（Figure 5、上段）。6.25 µMの
ピークは、色素と標的との比率が最適であり、自己消光やバックグラウンド蛍光を誘発することなく最大の結合が得られたことを
反映するものです。対照的に、低濃度（3.125 µMなど）では、結合できる色素が不足するため、染色効率は減少します。

empty

loaded

LNP1: SYTO 9 Green Stained

Figure 4. SYTO 9 Greenで染色したLNP1サンプル。異なる濃度のSYTO 9 Greenで染色したempty LNP1（上段）およびloaded LNP1（下段）サ
ンプルのデータプロット。VSSC1-Hとシングレットの代表プロットは、25 µMで染色したサンプルから得たもののみを掲載。SYTO 9 Greenの4つの濃度条
件（25 µM～3.125 µM）においてemptyおよびloaded LNPサンプルから得られたVSSC1-H vs. B531-H蛍光プロットの結果を示した。 
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Figure 5: SYTO 9 Greenで染色したLNP2サンプル。異なる濃度のSYTO 9 Greenで染色したempty LNP2（上段）およびloaded LNP2（下段）
サンプルのデータプロット。VSSC1-Hとシングレットの代表プロットは、25 µMで染色したサンプルから得たもののみを掲載。SYTO 9 Greenの4つの濃度
条件（25 µM～3.125 µM）において、EmptyおよびLoaded LNP2サンプルから得られたVSSC1-H vs. B531-H蛍光プロットの結果を示した。

UBC-LNPサンプル

ゲーティングストラテジー

段階的なゲーティングストラテジーを用いてデータを解析しました（Figure 6、Figure 7）。これらの図は、UBCから提供を
受けたLNPサンプルについて、empty / loadedの両状態、およびSYTO 9 Greenによる染色有り／無しのそれぞれの
データを示しています。

まず、PBSをコントロールとして使用して、デブリを除去するためにVSSC-1ヒストグラムを使用しました。主なポピュレーション
（「Outband」）をゲートしました。次に、Outbandゲート内でVSSC1-H vs VSSC1-Aでシングレットを同定し（P4）、ダブレッ
トを除去しました。P4でゲートされたVSSC1-H vs. B531-Hドットプロットを使用して、陽性染色が現れる領域P2をゲートしま
した。Figure 6（未染色のLNP）ではP2内にイベントはほとんど認められなかったことから、ゲーティングによって不要なイベ
ントが除去されたことを確認しました。

未染色：Figure 6のVSSC1-Hヒストグラムに示すように、未染色のUBC-emptyサンプルとUBC-loadedサンプルの測定
結果から、empty LNP（上段）とloaded LNP（下段）では、VSSC1-HチャネルにおいてLNPポピュレーションの分布に明ら
かな違いが認められました。
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Figure 6: 未染色のUBC-LNP： 未染色のUBC-empty（上段）およびUBC-loaded（下段）サンプルのデータプロット（VSSC1-H、シングレット、
VSSC1-H vs. B531-H）。

SYTO 9 Greenで染色したUBC-LNP：SYTO 9 Greenで染色したUBC-emptyおよびUBC-loaded LNPサンプルの
結果から、25 µMのSYTO 9 Green濃度で染色したUBC-loadedサンプルでは、95.8%がSYTO 9 Green陽性であり、
低濃度の12.5 µMおよび6.25 µMサンプルでは82.4%および85.7%陽性でした。SYTO 9 Green 陽性染色では、3.125 µ
Mの最低濃度で80.3%の陽性を示しました（Figure 7、下段）。SYTO 9 Greenで染色されたUBC-emptyサンプルの結
果は、評価した全ての濃度において、SYTO 9 Green染色の陽性率は1%未満でした（Figure 7、上段）。濃度による染色率の
ばらつきは、色素の供給量と結合効率のバランスによるものと考えられます。25 µMでは、核酸標的がほぼ完全に飽和し、高い
染色率が得られました。12.5 µMと6.25 µMでの染色率がこれよりわずかに低いのは、結合は効率的であったものの、最大の結
合が得られたわけではないことが示唆されます。3.125 µMでの低下は、結合可能な標的全てに標識する色素分子が不十分で
あったことで、染色効率が落ちたと考えられます。UBC-LNP実験のSYTO 9 Greenのみのコントロール群の結果は、25 µ
Mから3.125 µMの全ての濃度でSYTO 9 Greenの凝集体はほとんど、または全くありませんでした（データ不掲載）。
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Figure 7. UBC-LNP SYTO 9 Green染色サンプル。異なる濃度のSYTO 9 Green色素で染色したUBC-emptyサンプル（上段）およびUBC-
loadedサンプル（下段）のデータプロット。 VSSC1-Hとシングレットの代表プロットは、25 µMで染色したサンプルから得たもののみを掲載。SYTO 9 
Greenの4つの濃度条件（25 µM～3.125 µM）においてempty および loaded UBC-LNPサンプルから得られたVSSC1-H vs. B531-H蛍光プロッ
トの結果を示した。

SYTO 9 Green 試薬のみのコントロール：Figure 8は、SYTO 9 Green色素のみのコントロール（LNP不含）のデータで
す。全試験濃度（25 µM～3.125 µM）において、色素の凝集は最小限または全く見られませんでした。P6ゲート内に有意なシ
グナルは検出されず、SYTO 9 Greenそのものがバックグラウンド蛍光を生成しないことを確認しました。この結果は、染色し
たLNPサンプルで観察される蛍光はLNPの存在に特異的であるという結論を裏付けるものです。

empty

loaded

UBC-LNPs: SYTO 9 Green Stained

Figure 8. SYTO 9 Greenのみ：SYTO 9 Green 試薬のみのコントロールの、VSSC1-H、VSSC1-H vs. VSSC1-A、VSSC1-H vs. B531-Hのデー
タプロット。
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要約
本アプリケーションノートでは、ナノ粒子のシングル粒子解析用の高感度機器であるナノフローサイトメーター CytoFLEX nano

を用いた、SYTO 9 Green染色による空および核酸内包のLNPサンプルの特性評価について紹介しました。このプロトコルでは、
SYTO 9 Greenの濃度を最適化することで、正確な検出と効率的な核酸染色を実現しました。SYTO 9 Green染色することに
より、核酸内包サンプルは強い蛍光シグナルを示し、空のサンプルは最小限のバックグラウンド染色を示したことで、両者を明確に
識別することができました。得られた染色効率は、色素の供給量、核酸の含有量および潜在的な消光効果のバランスを反映して、
染色濃度によって異なっていました。染色特異性の確認と、バックグラウンド蛍光や色素の凝集を排除するための適切なコントロー
ル（未染色のLNPおよびSYTO 9 色素のみのサンプル）を含めました。色素のみのコントロールは有意なシグナルを示さず、蛍
光が核酸を内封するLNPに特異的であることを確認しました。最適な染色濃度は、LNP製剤、封入されたカーゴ（mRNAや
siRNAなど）、調製方法によって異なり、これらは全て色素のアクセス性と結合動態に影響を与えます。これらの知見から、ナノ粒
子研究、特にLNPにおける核酸封入の評価にナノフローサイトメーター CytoFLEX nanoが有用であることが実証されます。
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製品名 供給元 製品番号
DPBS 1X Bu�er Corning 21-031-CV

Acrodisc® Syringe Filter, 0.02 µm Cytiva 6809-1002

HPLC-grade water Thermo Fisher Scientific W8-1

Syringe 20 mL Becton Dickinson 302830

12 x 75 mm Borosilicate Tubes VWR 47729-570

SYTO 9 Green    Thermo Fisher Scientific S34854

LoBind™ microfuge tubes, 0.5 mL Eppendorf 022431005

LoBind™ microfuge tubes, 2 mL Eppendorf 022431048

SYTOは、Thermo Fisher Scientific Inc.の登録商標です。.
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