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Current Protocols とは？

コレクションには、再現性のある結果を出し、科学的発見への道を開くために必要な信頼性の高い方法を研究者の
方々に提供する、約25,000の段階的テクニックおよび実験手続きを収載しています。学部生をトレーニングするた
めの基礎的実験テクニック（Essential Laboratory Techniques）から科学者として成長するためのリソースまで、当
社の代表タイトルである分子生物学のCurrent Protocolsなどを筆頭とする17の包括的なコレクションを現在揃えて
います。
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Current Protocolsの一つのプロトコルは、ただのプロトコルだけに留まりません。多くの場合、関連プロトコル（基
本プロトコル、代替プロトコル及び各種支援プロトコル）のコレクションが含まれています。また、内容を簡単に理解
できるように、Current Protocolsには番号付き手順、フローチャート、図表、結果、コツ、背景、解説、アドバイスも備え
ています。

Current Protocols	を利用するメリットは？	

Single-Cell Analysis of Cytokine mRNA
and Protein Expression by Flow
Cytometry
Rubina Pal,1 Jayne Schaubhut,1 Darcey Clark,1 Lynette Brown,1

and Jennifer J. Stewart1,2

1Flow Contract Site Laboratory, LLC, Bothell, Washington
2Corresponding author: jennifer.stewart@fcslaboratory.com

Understanding how immune cells respond to external stimuli such as pathogens
or drugs is a key component of biomedical research. Critical to the immune
response are the expression of cell-surface receptors and the secretion of cy-
tokines, which are tightly regulated by gene expression and protein synthesis.
Previously, cytokine mRNA expression levels have been measured from bulk
analysis of heterogeneous or sorted cell populations, and the correlation be-
tween cytokine mRNA expression and protein levels using these techniques can
be highly variable. Flow cytometry is used to monitor changes in cell-surface
and intracellular proteins, but some proteins such as cytokines may be tran-
sient and difficult to measure. Thus, a flow cytometry method that can simul-
taneously measure cytokine mRNA and protein levels in single cells is a very
powerful tool. We defined a flow cytometry method that combines the conven-
tional measurement of T cell surface proteins (CD45, CD3, CD4, CD8) and
intracellular cytokines (IL-2, INF-γ) with fluorescent in situ hybridization and
branched DNA technology for amplification and detection of IL-2 and INF-γ
mRNA transcripts in activated T cells. This method has been applied to frozen
peripheral mononuclear blood cells (PBMCs) and frozen blood samples, mak-
ing it applicable to clinical trial specimens that require shipment to the test
site. In CD4+ cells from activated PBMCs, the concordance between mRNA
and protein levels was 41% for IL-2 and 21% for and INF-γ. In CD8+ cells
from activated PBMCs, the concordance was 15% for IL-2 and 32% for INF-γ.
© 2020 by John Wiley & Sons, Inc.

Basic Protocol: Detection of IL-2 and IFN-γ mRNA and protein expression in
frozen PBMCs
Alternate Protocol: Detection of IL-2 and IFN-γ mRNA and protein expres-
sion in frozen blood

Keywords: cytokines � frozen blood �mRNA � PBMC �RNA flow cytometry
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INTRODUCTION

Single-cell analysis is an exciting new approach in biomedical research, unique in its
ability to analyze cells within a heterogeneous population. Flow cytometry is the technol-
ogy of choice when it comes to single-cell analysis, as it uses a high-throughput format
to interrogate one cell at a time, allowing investigators to make connections between

Current Protocols in Cytometry e69, Volume 92
Published in Wiley Online Library (wileyonlinelibrary.com).
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© 2020 John Wiley & Sons, Inc.
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Figure 1 Schematic of assay workflow.

related and unrelated cells. Typically, flow cytometry is used for detection of pheno-
typic and functional proteins using highly specific and sensitive fluorescently labeled
antibodies.

Analysis of protein expression and dynamics provides insight into how cells react to ex-
ternal stimuli, but correlation with gene expression by measuring changes in mRNA is
a central part of the investigation (Henriquez, Zhou, Li, Crawford, & Kaminski, 2017).
Effective secretion of cytokines, expression of cell-surface receptors, and terminal differ-
entiation of cell types are critical for the immune response and clearance of pathogens.
Appropriate responses are determined by tight regulation of gene expression and protein
synthesis. Findings from multiple reports have indicated that there is variable correlation
between mRNA levels and expression of respective proteins (Chen et al., 2002; Shebl
et al., 2010; Tian et al., 2004; Van Hoof, Lomas, Hanley, & Park, 2014). Thus, simulta-
neous measurement of transcript and protein expression by flow cytometry is a powerful
alternative to cell purification, bulk analysis, and/or separate genomic and proteomic in-
vestigation.

This article describes the use of PrimeFlow RNA reagents (Thermo Fisher Scientific)
and the optimal process for simultaneous evaluation of protein and mRNA using flow
cytometry, with a focus on IL-2 and IFN-γ detection in activated T lymphocytes. The
basic premise is described later (see Commentary and Fig. 1). Stemming from our ef-
forts to perform the assay with high sensitivity and maximum precision, we attempted
to address this method on frozen peripheral blood mononuclear cells (PBMCs; see Basic
Protocol) and frozen lysed blood (see Alternate Protocol). We believe that by optimizing
this protocol on frozen samples, the data are less likely to be affected by common assay
variability issues (outlined in Selliah et al., 2019) and has potential application in clinical
trials.
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Figure 2 Proteomic and genomic characterization of resting T cells. (A-B) Plots show a distinct
population of interest. Fewer non-viable cells, debris, and doublets are present. (C-E) Surface
protein populations are well defined and signal is well preserved. (F-I) Intracellular cytokine protein
or mRNA is not detected in resting T cells.

Compensation must be performed to eliminate any spectral spillover resulting from over-
lapping emission spectra between fluorochromes. A combination of automatic compen-
sation and manual compensation should be considered.

51. Ensure FSC-height is active for doublet discrimination.

52. Acquire samples at an optimal flow rate (typically, low to medium works best).

Perform gating and data analysis

The gating strategy is outlined in Table 3. Representative cytograms for resting T cells
and stimulated PBMCs are shown in Figures 2 and 3, respectively.

53. Begin by evaluating the scatter parameters (plot A), forward scatter area (FSC-A)
versus side scatter area (SSC-A), to ensure that the leukocyte population is within
scale. Assess viability and exclude debris.

Pal et al.
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Figure 3 Proteomic and genomic characterization of PBMCs post 4-hr stimulation with PMA and
ionomycin in the presence of monensin. (A-E) Plots show similar pattern as in Figure 2. (F) CD4+

T helper cells and (H) CD8+ cytotoxic T cells show some disparity in IL-2 transcript and protein
expression. The majority of events show coordinated protein and mRNA signal; only a few cells
show positive signal for transcript alone. (G) CD4+ T helper cells and (I) CD8+ cytotoxic T cells
show concordance in IFN-γ protein and transcript expression after 4 hr of stimulation.

Debris, non-viable cells, and red blood cells typically display lower FSC. These events
will be excluded in the subsequent plot of CD45 versus SSC. The scatter will also change
if/when the cells are activated. Evaluate and change scatter as needed.

54. Create a singlet gate on a plot of forward scatter height (FSC-H) versus forward
scatter area (FSC-A) (plot B). Exclude doublets from the analysis.

55. During acquisition, draw a histogram for RFLP13A on all events and verify positive
staining for this control (Fig. 4).

Ribosomal protein L13a (RPL13A) is the reference gene for human samples and should
appear positive in PBMCs if the assay is performed as expected.

56. Display leukocytes on a plot of CD45 versus SSC-A (plot C). Gate on CD45+ cells.
Pal et al.
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Figure 4 Expression of reference gene RPL13A is evaluated in all acquired events (A) and in T
cells (B). The majority of T cells express RPL13A.

57. From the CD45+ gate, evaluate T cells on a plot of CD3 versus SSC-A (plot D).
Draw a gate on CD3+ cells.

Upon stimulation with PMA/ionomycin, it is typical for the staining pattern of CD3
and/or other markers to change. The most common observation is a diminished sepa-
ration of positive and negative populations. Optimization of the stimulation process may
be required to achieve appropriate staining and maintain cellular integrity.

58. Create a plot of CD4 versus CD8 (plot E) and identify T helper cells (CD4+) and
cytotoxic T cells (CD8+).

59. Subject each of T cell population (CD4+ and CD8+) to plots displaying IL-2 mRNA
versus IL-2 protein (plots F and H). Repeat for IFN-γ (plots G and I).

ALTERNATE
PROTOCOL

DETECTION OF IL-2 AND IFN-γ mRNA AND PROTEIN EXPRESSION IN
FROZEN BLOOD

Instead of using frozen PBMCs, frozen lysed blood can be used for this assay. Preparation
of lysed blood is simpler and less time-consuming. This protocol describes a method for
preparing and freezing blood that can be used in the RNA flow cytometry assay.

Additional Materials (also see Basic Protocol)

1× BD FACS Lysing Solution (BD, cat. no. 349202; diluted from 10× with
purified water; stored up to 1 month at room temperature)

1. Aliquot 0.2-0.5 ml sodium heparin anti-coagulated whole blood (∼24 hr old) into
cryovials.

The volume of blood should be optimized so that sufficient events can be evaluated.

2. Optional: Activate cells as follows:

a. Add 50 ng/ml PMA, 1 μg/ml ionomycin, and 1× monensin to samples to be stim-
ulated.

b. Add nothing to the unstimulated control.
c. Incubate control and stimulated samples for 4 hr ± 15 min at 37°C in the presence

of 5% CO2.
Pal et al.
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3. Add 2-5 ml of 1× BD FACS Lysing Solution (for a 1:10 ratio of blood to lysing
solution) and vortex.

4. Incubate 12-15 min in the dark at room temperature.

5. Store samples immediately at −80°C at least overnight.

6. Thaw control and stimulated samples in a 37°C water bath.

7. Centrifuge samples at 600 × g for 5 min at room temperature with brake.

8. Decant, hand mix to resuspend cells in residual volume, and then add 1 ml Stain
Buffer FBS.

9. Proceed to surface staining and remainder of protocol (see Basic Protocol, steps 15-
59).

COMMENTARY

Background Information
Given the critical importance of cellular

heterogeneity, whether due to extrinsic or in-
trinsic factors (recently reviewed in Goldman
et al., 2019), simultaneous assessment of gene
and protein level fluctuations at a single-cell
resolution is essential. Flow cytometry has
been the gold standard for high-throughput de-
tection of intracellular or surface proteins at
the single-cell level, but a lack of reagent avail-
ability and discordant data from proteomic
and genomic investigations have been com-
mon problems.

Historically, analysis of gene expression
has been performed using reverse transcrip-
tase polymerase chain reaction (RT-PCR),
RNA sequencing (RNA-Seq) and microar-
ray technologies. While these molecular
approaches are sequence based and not con-
strained by reagent availability, the output is
a bulk cell average. Recent advances in next-
generation sequencing have led to single-cell
RNA sequencing, which combined with cy-
tometry (fluorescence-activated cell sorting)
can provide global insights into the proteome
and transcriptome of a sorted cell population
(Freiherr von Boeselager, Pfeifer, & Frunzke,
2018). However, this two-step process re-
quires a high level of expertise in cell sorting.
Furthermore, it is restricted to sorted cell pop-
ulations and may not provide the flexibility of
multiparametric investigation.

PCR-driven fluorescence in situ hybridiza-
tion in combination with flow cytometry has
been employed for simultaneousmeasurement
of intracellular viral DNA and cell-surface
protein expression to determine the number
of virus-infected T cells (Patterson, Goolsby,
Hodara, Lohman, & Wolinsky, 1995). This
technique opened the avenue for detection
of mRNA at single-cell resolution by flow
cytometry. Some of the improvements that

have been made in recent years include in-
creased sensitivity to detect low-abundance
mRNA and less repetitive sequences, reduced
autofluorescence caused by higher temper-
ature required for hybridization, and finally
the expansion of the technology to enable si-
multaneous detection of intracellular protein,
extracellular protein, and RNA.

This protocol describes the application of
the flow cytometry–based PrimeFlowRNAas-
say by Thermo Fisher Scientific. It combines a
conventional flow cytometry cell staining for
detection of proteins with fluorescence in situ
hybridization and branched DNA technology
for amplification and detection of RNA tran-
scripts by flow cytometry (Fig. 1). Cells are
initially labeled with surface antibodies, then
fixed, permeabilized, and labeled with anti-
bodies for detection of intracellular proteins.
Next, a pair of gene-specific oligonucleotide
probes, 20-40 bp in length, is hybridized in
close proximity to the RNA transcript to create
the foundation for branched DNA signal am-
plification. Presently, four target probes with
unique tag sequences can be used together
(Alexa Fluor 647-type 1, Alexa Fluor 568-type
10, Alexa Fluor 488-type 4, and Alexa Fluor
750-type 6). Each tag sequence allows hy-
bridization of complementary DNA branches
with different excitation/emission spectra.
Once the target probes are annealed appropri-
ately, signal amplification is achieved through
sequential hybridization with DNA branches
(pre-amplifiers and amplifiers). Pre-amplifiers
complementarily bind to the unhybridized
section of each target probe pair to form the
first DNA branch. The signal is further mag-
nified by a second amplification step in which
amplifiers hybridize to multiple sites of each
pre-amplifier, thus forming the second DNA
branch. Finally, fluorochrome-conjugated
label probes hybridize to the amplifier and
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•	 手厚いサポート: Current Protocolsは、専門家がまるで手をとって指導しているかのように簡単に利用できます。

•	 高い信頼性: 担当編集者が各プロトコルを検証しているため、最も良いテクニックが提供されていることが判ります。

•	 優れた効率性: 各プロトコルは入念に編集され、詳細に記されているため、一回目の試みで高い信頼性を持つ結果を得る
ことができます。



Current Protocols	の対象利用者
Current Protocols は、大規模な研究プログラムを有する研究機関が、着実で効率的な発見を常に維持するために
最適です。また、小規模な機関にとっても、機関内で不足している専門知識をCurrent Protocolsから得られ、時間を
有効に使えます。さらに、学生、技術者、ポスドク研究員のベンチワークにとっても必要不可欠なリソースとなります。
研究室長、主任研究者、部門長の方々は、助成金の作成と予算編成、および長期的な研究プロジェクトの計画などに
活用できます。

Current Protocols	のアクセス方法
Current Protocols の下記URLにアクセスください: https://currentprotocols.onlinelibrary.wiley.com/

最新情報を得るには？
Current Protocols は編集委員会が査読し、定期的に更新しています。検索を定期的に行い、またHTML版へアクセ
スすることにより最新情報を得ることができます。常に最新版を利用できるよう、HTMLまたはオンライン上のPDFを
利用することをお勧めします。

4

Current Protocolsページ内の、右側のメニューにある「Get Contents alerts」をクリックして、アラートの配信を申
し込むこともお忘れなく。

https://currentprotocols.onlinelibrary.wiley.com/


Current Protocols	の利用方法

ホームページ1

ログインとユーザー登録2

初めに、以下にアクセスします:  
currentprotocols.onlinelibrary.wiley.com 

ホームページから任意のトピックをクリックすると、
各Current Protocolsのタイトルにアクセスでき
ます。上方のドロップダウンメニューの「Current 
Protocols」メニューからも、各タイトルを選択する
こともできます。分野またはテクニック別に検索す
るためのドロップダウンメニューもあります。これに
ついては、以下で詳しく説明します。

下にスクロールすると最新のプロトコルや最もアク
セスされているプロトコル等が表示されます。ペー
ジ上部の検索バーを使用して、収録プロトコルを横
断的に検索することも可能です。

ホームページから画面右上の 「 Login/Register」 をクリックしてログインまたはユーザー登録することができます。ユーザー
登録は簡単です。

登録には所属機関の電子メールアドレスを利用下さい。より詳細な利用方法についてはWiley Online Libraryトレーニングハブ
をご覧ください。

お気に入りのプロトコルを保存することでいつでもすばやく必要な情報へ簡単にアクセスできます。保存したプロトコルは
「My Account（マイアカウント）」（ログインした後、ページ右上のあなたのお名前をクリックすることによってアクセスする
ことができます）検索の保存や保存済み検索へアクセスする場合、またはアラートの設定には、ログインする必要があります。
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CURRENT PROTOCOLS	のプラットフォーム上での検索方法3

ページ上部の検索バーにキーワードを入力して検索できます。検索結果ページの左側メニューから複数のフィルターをか
けられます。

�   Subjects: 検索結果を分野で絞り込むことができます。分野名を選択すると下位分類が展開され、検索結果をさらに絞
り込むことができます。

�   Techniques: テクニック分類を選択して検索を絞り込むことができます。テクニックを選択すると下位分類が展開さ
れ、検索結果をさらに絞り込むことができます。分野とテクニックフィルターを併用することで、研究ニーズに合った結果
をすばやく得ることができます。

�   Published in: 検索結果を特定のCurrent Protocolsのタイトル（例: Current Protocols in Molecular Biology）に絞
り込むことができます。「4. 特定のCurrent Protocols内での検索方法」をご参照下さい。

�   Publication type: すべてのプロトコルは「Journals」として表示されます。

�   Publication date: 出版時期（昨年、過去2年間、過去5年間、任意の範囲などで指定）での絞り込みができます。

検索結果リストの各プロトコルの下に表示されてい
る「Abstract」をクリックすると、ページを移動す
ることなく抄録を読むことができます。

検索の並べ替え方法は複数あり、関連性または日
付（新しいものから古いものへ、または古いものか
ら新しいものへ）のいずれかを選択することができ
ます。

「Export citations」をクリックして検索結果の文
献情報を様々な形式でエクスポートできます。

より検索を絞り込みたい場合は、結果ページの上部
にある「Refine Search（検索の絞り込み）」をクリ
ックしてください。Advanced Searchのように、検
索条件やキーワードの追加が可能になります。

6



CURRENT PROTOCOLS コレクションについて5

7

特定のCURRENT PROTOCOLS内での検索方法4

ページ上部の検索バーを利用してCurrent 
Protocolsの全コンテンツを検索した後、検索結果
を特定のCurrent Protocolsに限定できます。右の
スクリーンショットをご参照ください。

「Advanced Search（検索バーから利用可能）
」では著者名、タイトル、キーワードなどを検索条
件を設定したり、出版日の範囲を指定できます。
「Citation Search（引用の検索）」のタブをクリ
ックすると、引用から検索することも可能です。

これら検索方法の詳細については、Wiley Online Libraryユーザーガイドをご参照ください。

2021年の時点で、Current Protocolsは学際的な号を毎
月出版すると同時に、各プロトコルはそれぞれ該当する
Current Protocolsタイトルに振り分けられます。ここで
は、Current Protocolsのコンテンツを閲覧する様々な
方法をお知らせします。

新しく出版されたプロトコルを表示するには、ホームペー
ジ上にある「View the latest articles」ボタンをクリッ
クします。これにより、最新コンテンツが表示されます、下
にスクロールすると、この号の内容を閲覧できます。

ドロップダウンメニューの「Browse Articles」から過去
の号を閲覧することもできます。

プロトコルの特集号を表示するには、「Special Issues」
タブをクリックします。ここでは、新しい分野および学際
的なコレクションのプロトコルが表示されます。Current 
Protocolsの編集者は、分野トップの研究者達にプロトコ
ルの詳細を出版するよう依頼し、各分野で最重要なプロ
トコルの包括的コレクションを提供することを目的とし、
各タイトルのコンテンツを厳選しています。トピックコレ
クションでは、タスクを実行したり、研究の具体的な疑問
に答えるために重要な背景的情報を提供します。



CURRENT PROTOCOLS 特定タイトルを見る6
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特定のCurrent Protocolsタイトルを見たい時はホーム
ページ上のタイトルをクリック、上部のドロップダウンメ
ニューから選択します。

例えばCurrent Protocols in Molecular Biologyをク
リックすると分子生物学のCurrent Protocolsのページ
に移動します。ここから、「Browse Articles」ドロップダ
ウンメニューをクリックして最新の分子生物学のプロトコ
ルを表示するか、過去の号が掲載されているリストを表
示します。

「Collections」タブをクリックすると、コレクション（以前のトピックまたは章に該当）に移動します。これにより、分子
生物学のCurrent Protocolsに出版された全プロトコルがトピックごとに整理されて表示されます。

https://currentprotocols.onlinelibrary.wiley.com/doi/toc/10.1002/(ISSN)1934-3647.GenomeEditing


プロトコルの見方7
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また、Current Protocols全コレクションをホームページのドロップダウンメニューからSubject(分野)、Techniqueごとに
ブラウズすることができます。 分野を選択すると、その下位分野の選択が可能になり、関心のあるトピックに限定すること
ができ、Current Protocols全コレクションから該当するプロトコルが検索結果として表示されます。この検索結果も前述
のフィルター機能でさらに絞り込みが可能です。

各プロトコルのHTML版ではセクション別の表示が可能
で、様々な機能があります。

• Sections: 出版日の下に表示されている
「SECTIONS」をクリックするとドロップダウンメニュ
ーが開き、読みたいセクションに直接移動できます。

• PDF: PDF形式は、必要に応じてダウンロード、拡大・
縮小表示、及び印刷ができます。

• Tools: 使用許諾の申請、文献情報のエクスポート、 
「お気に入り」への追加、引用を追跡することができ
ます。

• Share: 他のユーザーとコンテンツを共有できます。

メニュー右側

• Figures: プロトコル内の図表を一覧表示し、図表ファイルを.pngまたは.pptファイルとしてダウンロードできます。

• References: 当プロトコルを執筆するために引用した一次および二次情報源の引用文献情報が表示されます。

• Related: 今見ているプロトコルと関連した主題を扱い、参考になりそうな文献が表示されます。

• Information: プロトコルのインパクト指標、文献の詳細情報、関連キーワード（クリックすると関連キーワードを用い
た検索結果が表示されます）、出版履歴、著作権情報などの情報が表示されます。
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プロトコルのセクションの説明8

�  Title: タイトル

�  Author(s): 著者

�  Abstract: 抄録及び含まれるプロトコルのリスト

�  Introduction: プロトコルの紹介文

�   基本プロトコル、代替プロトコル及び各種支援プロトコ
ル。各プロトコルには、個別のタイトル、紹介文および
試薬の入手に関する情報を含む器具・材料リストが記載
されています。

�   プロトコルの手順: 実験手続きを分かりやすく番号順に
ステップを踏んで詳細に示されます。 

 �   役立つヒント、代替案および追記等がイタリックの注釈
で捕捉されています。

�   Reagents and Solutions: 試薬と溶液のセクションで
は、準備を要するバッファーの処方を提供しています。

�    Commentary: 全般的な背景、重要なパラメータ、トラ
ブルシューティング、予測結果、所要時間、引用された
文献などを掲載しています。
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�  Understanding Results: 結果の理解

�   トラブルシューティングの項目では物事が予測どおりに進ま
ない場合の対処方法を紹介しています。

自作のプロトコルを公開するには？

自作のプロトコルを投稿したい場合は、まず該当するプロトコルタイトルにアクセスしてください。上部のナビゲーシ
ョンメニューから「For Authors（著者用）」セクションをクリックします。ドロップダウンメニューから「Submit a 
proposal（提案を投稿）」を選択してください。編集委員会が投稿された提案を検討し、承認されましたら、より詳細
な手法を示した原稿を投稿いただくよう連絡がきます。

次のQRコードをスキャンして提案を投稿
することもできます。




