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研究成果の概要（和文）：Non-isotopic ligand binding assay 法は ligand に蛍光色素を効率

よく結合させ、biotin-avidine 結合と energy transfer を利用して赤色蛍光を発光させ、そ

の蛍光量から細胞上の受容体数を定量しようとするものである。測定は flow cytometry を使用

し、被爆等の問題が少なく、多くの施設で測定しうる方法である。私たちはこれまで ligand

を中心に本方法を成功させてきた。今回の研究では Non-isotopic ligand binding assay 法を

ホルモン受容体量の検出に広げ、これまで、RIA が抱える諸問題（被爆、施設の限定、臨床検

体では得られにくい一定量以上の細胞数が必要なこと、アイソトープの使用期限など）を解決

し、高感度かつ定量的に検出できることを試みた。TSH は標識に重要な糖鎖を保有し、遺伝子

組み換え TSH が開発されたため、これを今回のモデルとした。rhTSH は臨床用に発売されてい

る Thyrogen を使用した。Kolmogorov-Smirnov 解析中に利用される D value は蛍光標識 TSH が

特異的にその受容体に結合していた場合、有意に高値を示す。今回の実験では D value の最大

値は 0.12 と特異的に蛍光標識 TSH が受容体に結合していた。臨床検体由来細胞の TSH 受容体を

高感度かつ定量的に測定するためには D value を 0.50 以上にまで高める必要があり、今後さら

に蛍光標識方法をはじめアッセイ法の改善をしていく必要がある。 

 
 
研究成果の概要（英文）：We have studied a non-isotopic ligand binding assay with the flow 

cytometry using biotinylated cytokines and fluorescent dye labeled streptavidin. Also, 

we have enabled to analyze a very small amount of receptors quantitatively according to 

the cell surface antigen by multicolor flow cytometry even in the heterogeneous cell 

population. In this study, we examined the possibility of applying the non-isotopic ligand 

binding assay with the flow cytometry into the hormone receptor assay. We examined the 

possibility of analysis of the thyrotropin (TSH) receptor expression by using recombinant 

human TSH (rhTSH) and FRTL-5 cell line which expresses TSH receptors. We biotinylated 

the rhTSH according to the previous studies in cytokines. D value, which is one of the 

components of Kormogonov-Smirnov statistics in flow cytometry, is useful for quantitative 

analysis of hormone receptor. If the assay system has enough sensitivity and specificity, 

D value is significantly high (p<0.01). In clinical usage including the analyses using 

human serum, maximum D value should be needed more than 0.50. We improved the efficacy 

of biotinylation to rhTSH and incubation methods. In this study, we tried to label the 

fluorescent dye to the rhTSH directly. Maximum D value improved to 0.12, which meant 

specific binding. However, it should be considered about the more effective 

intensification of biotinylation or fluorescent labeling of the rhTSH. 
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１．研究開始当初の背景 

体内の多くの反応は ligand や hormon が

細胞表面および内部の当該受容体に結合す

ることにより開始され、これにより細胞内

にシグナルの伝達が行われる。これまでの

医学研究において、これらの受容体を測定

するいくつかの方法が考案されてきた。①

ラジオアイソトープにより標識されたリガ

ンドを使用した RI 法、②蛍光色素を標識し

た抗体を使用し抗原抗体反応を行った後に

フローサイトメトリーにて測定する方法、

③mRNA を定量的 PCR 法にて測定する方法

(RQ-PCR 法)が存在した。これらの測定には

それぞれ、長所とともに短所が存在する。

現在は、その目的に応じて、これらの測定

方法を使い分けている。 

①ラジオアイソトープ標識の ligand を

使用したRI法は放射能を扱うための施設が

必要であり、人員教育の手間、危険性を回

避するための手段を講じる必要性があるこ

と、コストと手間のかかること、RI の使用

期限があることのなど問題がある。②蛍光

色素標識抗体を使用し抗原抗体反応を行っ

た後にフローサイトメトリーにて測定する

方法では、その特異性は抗原・抗体反応に

よるため、リガンドを使用した assay 法に

劣る。また、１抗原に反応する抗体が複数

であり、その数を同定することは困難であ

る。このように特異性・定量性の面でやや

劣る。③mRNA 等を定量的 PCR 法にて測定す

る方法は高感度で、特異性も高い。しかし、

手間がかかること、細胞表面の蛋白構造物

を直接測定しているものではないことに問

題があった。 

開発中している non-isotopic ligand 

binding assay 法は ligand の糖鎖にビオチ

ンを結合させ、そのビオチンにストレプト

アビジンを標識した赤蛍光色素を結合させ、

その蛍光量から、細胞上の受容体数を定量

しようとするものである。ligand と受容体

の結合は特異的であり、かつ１対１である

ことから蛍光量は受容体数を反映したもの

となる。赤色系蛍光は、緑色や黄色蛍光に

比較して、蛍光量が多く、微量な表面抗原

の検出には適する。またストレプトアビジ

ン標識赤色蛍光色素は energy transfer に

て蛍光量を増幅することができる。私たち

の研究では、flow cytometry の解析に使用

される Kormogonov-Smirnov test 内で使用

される D value と D/S value は受容体数と

極めて良好な相関関係を持つことを発見し

た（特許を取得）。そしてこの相関直線その

ものを標準曲線として flow cytometry から

得られた D value を受容体量に変換しうる

ことを開発した。ligand や hormon 治療の標

的となる細胞上の受容体数が検査室レベル

で簡単に測定可能となれば、これを標的と

した分子標的療法の確立や、治療効果を評

価する上で有効な手段となる。 

本研究においては、糖鎖を有する

cytokine と hormon 受容体の非放射性定量

法の確立に向けた検討を行う。 
 
２．研究の目的 
Non-isotopic ligand binding assay法は

ligandに蛍光色素を効率よく結合させ、

biotin-avidine結合とenergy transferを利

用して赤色蛍光を発光させ、その蛍光量から

細胞上の受容体数を定量しようとするもので

ある。本方法をホルモン受容体量の検出に広

げ、これまで、RIAが抱える諸問題（被爆、施

設の限定、臨床検体では得られにくい一定量



以上の細胞数が必要なこと、アイソトープの

使用期限など）を解決し、高感度かつ定量的

に検出できるようにしたい。TSHは糖鎖を保有

し、最近、遺伝子組み換えTSHが臨床をtarget

に開発されてきたため、これをモデルとする

。しかし、TSHにとどまらず、基本的に糖鎖を

保有する全てのhormone受容体量の測定の

breakthroughとしたい。 

今回のシリーズではTSHとその受容体に本

方法を適用し、受容体や以後の転写活性の異

常に起因する疾患、受容体への競合物質や自

己抗体に起因する疾患そして腫瘍性疾患など

で、TSH受容体の数的定量を実現しようとした

。甲状腺疾患の領域においては受容体競合物

質や自己抗体、そしてシグナル伝達に関して

研究が進んできているが、TSHとその受容体に

関し研究はあまり進んでいない。そのような

中、新たに遺伝子組み換え型TSH (Thyrogen®) 

が海外ベンチャーで開発され、TSH受容体とそ

の異常が再び注目され、その解析は重要視さ

れつつある。Non-isotopic ligand binding 

assay法を発展させることで、TSHの結合性や

受容体数の研究に応用可能となれば、その臨

床面での有用性は高いと考えられる。まずは

単離細胞において、本法が応用できる感度と

特異性を検討する。 
 
３．研究の方法 
下図はその方法論の概略を示したものであ

る。A は蛍光標識 hormone に高濃度(x1,000)
の非標識 hormone を加え、同時に incubate
する。その後 flow cytometer にて測定し、
ヒストグラムAを得る。また蛍光標識hormone
のみにて incubate したのち、同様に測定後
ヒストグラム B を得る。ヒストグラム A と B
を累積したものが図 Cである。2 つの累積曲
線の間の最大乖離幅が Kolmogorov-Smirnov 
解析中に利用される D value である。この D 
value と Scatchard 法にて求めた受容体数の
間には正の相関があり、ｒ≥0.95 で相関直線
を引くことができる。この相関直線を標準直
線として、D value から受容体数を逆算でき
る (特許番号 2585973 号、3262473 号)。 

 

本方法を応用し、これまで煩雑な Scatchard
法に頼ってきた TSH の受容体を hormone 受容
体の定量的測定を試みた。遺伝子組換え型ヒ
ト TSH（Thyrogen®）を購入し、これに従来よ
り私たちが使用してきた方法で、ビオチン標
識した。TSH 依存性に増殖する TSH 受容体発
現細胞株である FRTL-5 細胞を用いて発現解
析を施行した。 
 
４．研究成果 
数週間のTSHを含んだ培地での培養の後、細

胞の生存率等を検討したのち、TSHを除去した

培地を変更し、2-5日間、培養後、ビオチン標

識遺伝子組換え型ヒトTSHと反応させた。その

後、ストレプトアビジン標識PC5と反応させ、

フローサイトメーターにて蛍光量を測定した

。初年度の検討では、D valueの最大値は0,02

で、蛍光標識が不十分であることが判明した

。そのため、蛍光ラベルの効率を上げ、イン

キュベーション時間等の条件を変えて特異性

と感度を検討したところ、D valueとして、最

大値が0.12と増加した。臨床検体を使用する

場合では、D valueとして、0,50以上必要とさ

れ、ビオチン標識方法をさらに変更する必要

があると考え、ビオチン標識方法の再検討を

行っている。組み換えTSHであるThyrogenに関

しては非常に高価であり、量的に限られた資

料を使用したこともビオチン標識効率を低下

させている可能性がある。遺伝子組み換え型

以外のTSHを純化し、必要TSH量を得ることも

考慮していく。 
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