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研究成果の概要（和文）：検出のための良質な抗体を生産することは難しく、ときに実験の再現性が取れないこ
とが問題となる。そこで一定の品質で調製可能な低分子リガンドを検出薬剤とする方法を開発した。本研究では
タモキシフェン誘導体を用いてエストロゲン受容体の検出を行った。その結果、Western ligand blot法により
PVDF膜上の標的検出に成功し、またリガンド誘導体染色により肺腺癌および肺扁平上皮癌の病理切片上の標的検
出も成功した。

研究成果の概要（英文）：It is difficult to produce good quality antibodies. Occasionally, the 
reproducibility of an experiment may not be achieved due to the quality of the antibody. To overcome
 these problems, we  prepared low molecular-weighted ligand agents that can be constant quality for 
detection. The method using low molecular-weighted ligand agents alternative to antibodies was named
 Western ligand blot and ligand derivertive stain, respectively. In this study, tamoxifen derivative
 was used to detect estrogen receptor. The estrogen receptor was successfully detected by the 
Western ligand blot. We have also successfully stained pathological sections of lung adenocarcinoma 
and lung squamous cell carcinoma with ligand derivaertive stain.

研究分野：組織細胞化学

キーワード： エストロゲン受容体　染色剤　Western ligand blot　リガンド誘導体染色　乳がん　肺がん
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
抗体は製品やロットにより性能が異なり、それが実験の再現性を阻む原因の一つとなっている。そこで本研究は
その問題を回避し、低分子薬剤によりその標的の検出法を開発した。抗体に比べ化学合成法で調製できる薬剤は
一定の質を担保できる。本研究により、抗体に比べ安価に、そして質を担保した診断法が開発でき、そして新た
な薬剤効果予測法開発の基盤となる成果が得られた。この基盤技術はさらに様々な低分子薬剤にも応用ができ、
今後、さらに発展が期待できる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
市販の抗体でもロット毎にその性質が異なり、研究の再現性が取れないことが近年問題とな

っている。さらに受容体を標的とした抗体は産生が難しい。理由は①膜外に露出する部分をエピ
トープとして抗体を作製する必要があること②受容体は可溶性が低く、単離が困難であること
が挙げられる。それに対して、リガンド分子は抗体と異なり化学合成により容易に調製でき、高
い純度で常に同質の検出薬剤として得ることができる。そこで Western ligand blot 法は抗体を
用いる Western blot 法より再現性の高い受容体検出法として着目されている。一方、発現する
受容体の種類と量が癌の予後と相関するという研究が多く報告されている。近年、非小細胞肺癌
においてもエストロジェン受容体(ER)の発現量と予後との相関がいくつも報告されている。し
かし良質な抗体が長期間供給できないため継続した臨床研究を困難にしている。よって新しく
ER を標的とした Western ligand blot 法およびリガンド誘導体染色法を開発し、予後予測法や
薬剤感受性の評価のための基盤研究となる本研究を開始した。 
 
２．研究の目的 

本研究の目的は Western ligand blot (WLB) 法によりエストロジェン受容体（ER）を定量解
析する方法を開発する。またリガンド誘導体染色 (LDS) 法を開発し、肺腺癌、肺扁平上皮癌の
病理検体を染色することで、その染色陽性率からリガンド薬剤の肺がんに対する効果を明らか
にすることを目的とした。 
 
３．研究の方法 

申請者は、エストロゲン受容体のリガンドであるエストラジオール誘導体、およびタモキシフ
ェン誘導体を合成し、WLB 法および LDS 法への適用を検討してきた。エストラジオール誘導体は
エチニルエストラジオールを出発原料にポリエチレングリコールリンカーをクリック反応によ
り導入し、その後、タグとしてフルオレセインの修飾を行った。またタモキシフェン誘導体はエ
ンドキシフェンを出発原料に直接タグとなるフルオレセイン修飾を行った。得られた化合物を
用い、細胞膜上に存在するエストロゲン受容体（ER）を用いて化合物の受容体結合能評価を行っ
た。まず recombinant エストロゲン受容体をポリスチレン上に固定し、そこに各種濃度のエス
トラジオール誘導体またはタモキシフェン誘導体を反応させ、抗フルオレセイン抗体により結
合量を定量することで結合飽和アッセイを行い、親和性を評価した。その結果、結合親和性はエ
ストラジオール誘導体が 536 nM、タモキシフェン誘導体が 11.4 nM であった。このことから、
エストロゲン受容体に対して強い結合能を有するリガンド誘導体としてタモキシフェン誘導体
を見出すことに成功した。次に、タモキシフェン誘導体を用いて WLB の検討を行った。エストロ
ゲン受容体発現細胞として乳癌細胞株の MCF7 を用いた。MCF7 の細胞溶解液を用いて SDS-PAGE
を行い、分離したタンパク質を PVDF 膜へ転写した。その転写膜を用い、タモキシフェン誘導体
により WLB を行った。対照として抗エストロゲン受容体抗体を用いた western blot を行い、検
出バンド位置を比較した。その結果、タモキシフェン誘導体を用いて WLB で検出したバンド位置
は、western blot のエストロゲン受容体のバンド位置と一致した（図 1）。以上、タモキシフェ
ン誘導体により変性条件を経たエストロゲン受容体を検出できることを明らかにした。 

 
 次にタモキシフェン誘導体を用いてリガン
ド誘導体染色の検討を行った。非小細胞肺癌で
ある肺扁平上皮癌および肺腺癌の病理切片を
用いて、その染色率を検討した。ホルマリン固
定パラフィン包埋切片はそれぞれ 15 症例ずつ
を用いた。病理切片は、脱パラフィン、水和を
経て、ブロッキング後にタモキシフェン誘導体
と反応させた。その後、西洋ワサビペルオキシ
ダーゼ（HRP）標識抗フルオレセイン抗体を反
応させ、続いてチラマイドを用いた増感反応を
行った。再び HRP 標識抗フルオレセイン抗体を
反応させ、ジアミノベンジジンを用いた発色を
行い、可視化を行った。その結果、肺扁平上皮
癌では 13/15 例（陽性率：87％）、肺腺癌では
10/15 例（陽性率：67％）でエストロゲン受容
体を染色することができた（図 2）。 
  
 
 

 
 

 
図 1 MCF7 細胞溶解液を用いた WLB と

western blot の結果 



 
４．研究成果 
抗体に代わり化学合成した低分子染色剤を用いて転写膜上や病理切片中のエストロゲン受容

体を検出することに成功した。本法を利用すれば、低分子化合物で標的を検出することが可能と
なる。従来の抗体に比べ、染色剤としての安定性は担保できる。また染色剤を用いて病理切片の
染色に成功した。これによりタモキシフェンが効果を示す可能性の高い腫瘍をこの染色法によ
り予測することが可能と考える。今後は、様々な抗がん剤に応用し、その効果予測法に展開して
いくその基盤となる方法を開発することができた。 
 本研究である低分子薬剤を基にした染色剤開発は、世界に類を見ない研究であり、インパクト
は強い。また病理検体を用いた早期のヒト試料での薬剤評価も行え、創薬への応用も可能であり、
今後さらなる展望が望めると考える。 

 

 
図 4 肺癌病理切片のリガンド誘導体染色 
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