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研究成果の概要（和文）：転写因子活性は、がんや炎症性疾患の病態に大きく関わっている。転写因子活性化定
量解析に関して、ELISA法が研究レベルで利用されている。われわれは蛍光相関分光学（FCS）を基盤にした解析
法を開発した。病態に関連する転写因子（NF-κB、AP1、NF-IL-6、SP1、 NF-AT、OCT1）と特異的に結合する蛍
光DNAプローブを作製し、TNF-α、LPS、PMA/Ionomycinで刺激したリンパ球において、NF-κBとAP1活性の1.5倍
増加を確認した。FCS法は、ELISA法と比較して迅速、簡便、容易でハイスループットな転写因子活性定量検査利
用に期待できる。

研究成果の概要（英文）：As for the quantity transcription factor activated analysis, an ELISA method
 is used at a study level. We developed new experimental apparatus for the detection of inflammatory
 allied transcription factor activity based on fluorescence correlation spectroscopy (FCS), which is
 able to analyze binding between DNA and protein in the liquid phase. We made each fluorescence DNA 
probe which specifically bound to NF-κB, AP1, NF-IL-6, SP1, NF-AT or OCT1. To assess the 
applicability of the FCS method, we quantitated each transcription factor activity in the human 
lymphocytes stimulated with TNF-α, LPS, or PMA/Ionomycin. In results, 1.5-fold increased NF-κB and
 AP1 activity was measured two hours after stimulation with TNF-α or PMA/Ionomycin. The quantity 
transcription assay by the FCS method is quick, simple, easy and high-throughput analytical method, 
compared to the ELISA method.

研究分野： 臨床検査医学
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１．研究開始当初の背景 
 
申請者は、炎症関連転写因子である

NF-B 活性検査が炎症性疾患やがん
等の病態解析に活用できると考え、病
院検査室で実用化能な測定法開発研
究を行っている。転写因子活性化解析
は、転写因子結合コンセンサス配列を
有する DNA プローブをプレート上に
固相化し各転写因子に特異的な抗体
で検出する ELISA 法が研究室レベル
で行われている。しかし、本方法は
個々の転写因子に対する解析で網羅
的解析ではないためプロファイル分
析には適していない。また、米国
Panomics 社からは 54 種類のエレメ
ントと結合させる転写因子発現検出
Transignal TF DNA arrey が開発さ
れているが、ドットブロット法による
定性測定で人体試料測定は認められ
ていない。そこで、申請者は、ナノテ
クノロジーを用いた先端計測分析法
である蛍光相関分光法(Fluorescence 
Correlation Spectroscopy, FCS)法の
応用を考案した。 
 

２．研究の目的 
 

FCS 法は溶液中の分子間相互作用
を 1 分子レベルで解析でき、生体内で
生じる液相反応でかつホモジニアス
アッセイ（洗浄工程不要）のため迅速
性が確保できる特徴があるが臨床検
査領域への応用例が少ない。そこで、
炎症反応に重要な転写因子 NF-B 活
性化を定量計測できる競合アッセイ
法 を 確 立 し て き た
（PLosOne8,e75579,2013）。本研究で
は、FCS 法による転写因子活性定量法
を ELISA 法と比較検証し、その有用
性を明らかにする。本研究の目的は、
NF-B に加え、炎症や細胞活性、増殖
に関連する転写因子と特異的に反応
する蛍光標識 DNA ブローブを開発し、
細胞活性や炎症を網羅的に評価でき
る定量転写因子プロファイル検査を
開発し、今後の臨床応用に向けた基盤
を確立することである。 
 

３．研究の方法 
 
１）炎症関連転写因子特異的 DNAプロ
ーブの検索と作成：転写因子結合配列
はデータベース TRANSFAC2008.3 と検
索ソフトウエア MATCH(Nucleic Acid 
Res.2003,31,3576-9)を用いて候補配
列を選別する。各転写因子結合配列
(NF-IL6(C/EBP), ATF/CREB, AP1, 
NFAT)に対して Stem loop 型 DNA プロ
ーﾌﾞを作成する。 

２）蛍光相関分光法（FCS法）を基盤
にした検査室で実施できる臨床検査
用転写因子活性化測定プロトコール
を作成する。まず、採血条件（血液
量、EDTA採血管かクエン酸加採血
管）、検体前処理（核蛋白抽出条件、
検体安定の保存温度と保存条件検
討）を決定する。血液サンプルから
効率よくリンパ球核蛋白を抽出でき
る方法と核蛋白中の転写因子と DNA
プローブとの結合条件を決定する。
次に FCS測定機器であるオリンパス
社 MF20機器と測定条件を設定する。
MF20機器を用いた FCS 法による転写
因子活性化定量化データ解析は、MF
機器に搭載されている１成分計算式
から、生体試料による定量測定精度
向上のために２成分モデルへとデー
タの変換算出ﾌﾟﾛｸﾞﾗﾑに改良したわれ
われの開発法（Harada K, et al. 
PLOS One 2013Oct:8:e75579）を利用
する。 
 
３）FCS法と ELISA法における
crude(粗製)核抽出液（核蛋白）中の
転写因子活性定量性を比較検討する
（添加回収試験）。リコンビナント
NF-Bp50 1ng, 2ng, 3ng, 6ng に
crude核抽出液を 0、5、10gを混入
させ、FCS法と ELISA 法で解析する。 
４) Tリンパ球細胞株 Jurkat cellに
対して TNF-（50ng/mL）, LPS (100 
ng/mL), PMA (20 
ng/mL)+Ionomycin(1g/mL)で刺激 3
時間刺激し、核蛋白と RNAを抽出す
る。刺激前後の炎症関連転写因子活
性量（NF-B、AP-1、NF-AT、OCT）
を２）で確立した FCS 法で解析す
る。 
 
４．研究成果 
 
１）炎症に関連する転写因子と特異
的に結合するＤＮＡプローブ構築 
 
NF-B,NF-IL6(C/EBP), ATF(VREB), 
SP1,AP1, NF-ATに特異的に結合でき
るプローブを見出し作成した（図
１）。とくに NF-B に対しては、結
合コンセンサスシーケンスをタンデ
ムに 2個連結したプローブ（5’-
ttgttaacaaGGGACTTCcgctgGGGGACTTCc
agggaggcgtgg）が結合特異性の高い
ことをゲルシフトアッセイで証明し
た。さらに二本鎖 DNA プローブは、
stem-loop構造にすることで安定性が
高くなり、プローブ作成においてア
ニーリング操作が省略でき迅速性に
有用であった。 
 



図 1.NF-B プローブと核蛋白中の NF-
B 結合 
 Jurkat細胞を IL-1で刺激し 60分、120
分後に核蛋白を抽出しゲルシフトアッセ
イで検出した。 
 
２）蛍光相関分光法（FCS 法）を基盤
にした転写因子活性定量測定法構築 
患者血液からカラムを用いて迅速に
リンパ球を分離し、高品質な核蛋白を
抽出した。得られた核蛋白を１）で確
立した蛍光標識転写因子結合 DNAプロ
ーブと反応させた。次にオリンパス社
ＭＦ20測定機器を用い、384well マイ
クロプレート利用により高速かつハ
イスループット化に成功した。データ
解析は、われわれが開発した 2成分解
析プログラムを用いて、各転写因子リ
コンビナント蛋白を基準にした検量
線より定量化した。 
 
３）核蛋白中の転写因子活性化定量は、
ELISA 法より FCS法が適する。 
 リコンビナント NF-Bp50 1ng, 
2ng, 3ng, 6ngに核抽出液 0、5、10μ
g を混入させ、FCS 法と ELISA 法で解
析した。ELISA 法ではリコンビナント
NF-Bp50と NF-BDNAプローブとの
結合が核抽出液で阻害されたが、FCS
法では結合阻害が生じないことを明
らかにした（図２）。以上より、種々の
蛋白質が存在する核抽出液中の転写
因子を特異的に検出するには ELISA法
より FCS法が優れていると考えられた。 

図 2 ＦＣＳ法とＥＬＩＳＡ法定量性 
（添加回収試験） 

 

４）蛍光相関分光法(FCS 法)による転
写因子活性化定量 
Jurkat cellに対して TNF-α
（50ng/mL, LPS  (100ng/mL), 
PMA(20ng/mL)+Ionomycin(1μg/mL)で
刺激 2時間すると、TNF-α刺激で NF-
κB活性が 1.27倍増加、
PMA+Ionomycin刺激で NF-κBが 1.49
倍、AP-1が 1.62倍、NF-ATが 1.23
倍の増加を認めた。一方、対照であ
る OCT-1は NF-B が 1.05倍、AP-1
が 1.03倍、PMA+Ionomycin が 1.05倍
で変動が認められなかった（図 3）。 

 
図３ 蛍光相関分光法(FCS法)による 

転写因子活性定量化 
 
【考察】 
 炎症性疾患、がん、生活習慣病等は
組織間、細胞間のネットワークの異常
が病因となる。さらにこの異常は、細
胞内シグナル伝達の異常から生じる。
細胞内情報は転写因子に集約される
ため、転写因子活性化を病態解析に活
用する検査法開発に取り組んできた。
本研究では、ELISA 法による転写因子
活性解析と転写因子 DNAアレイ法を超
えるハイスループット転写因子活性
化プロファイル検査法を探索し、蛍光
相関分光法（FCS 法）を転写因子活性
化検査法に改良し新たに構築した。患
者血液中のリンパ球から核蛋白を抽
出して、NF-B、 NF-IL6(C/EBP)、
ATF(CREB)、SP1、AP1、NF-ATの活性量
を定量化するプロトコールを作成し、
その定量性を検証した。その結果、従
来の ELISA法に比し crudeな核抽出液
中の転写因子測定には FCS法が適して
いることを明らかにした。本研究によ
り、FCS 法の臨床応用に向けた基盤を
確立することができた。FCS 法は、



ELISA 法と比較して迅速、簡便、容易
でハイスループットな解析法である。 
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