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1．はじめに

　ヒト乳癌組織のエストロゲン受容体（ER）の存

在はJensenl）らによって初めて報告され，臨床的

にはその存在の有無が治療方針の選定や予後の判

定，とりわけ再発進行乳癌に対するホルモン療法

の効果の予測に有用であることが知られてい
る2～5）．

　従来よりERの測定にはトレーサーとして
3H－estradiol－17β（3H－E2）が用いられ，　Dextran

Coated　Charcoa1（DCC）法によるradioreceptor

assay（RRA）が行われている．しかし，3H－E2は

比放射能が高くないこと，β線放出核種であり測

定に液体シンチレーターを用いなければならず，

廃棄物の処理が煩雑である等の問題があり，臨床

的には重要であるにもかかわらず，ER測定の普

及が遅れる原因となっていた．
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　近年，1251で標識された16α一1251－estradio1－17iβ

（1251－E2）の合成法が開発され6・7），これを用いた

ERのRRAキットが開発されるに至った8）．今回，

われわれは，この1251－E2をトレーサーとするER

のRRAキットを試用する機会を得たので，その

有用性についての検討成績を報告する．

II．対象および方法

　1．対　　象

　昭和60年7月より61年5月までに児玉クリニッ

クで手術を実施した症例のうち乳癌組織が採取で

きた64症例を対象とした．採取した組織はただち

に一80°Cで凍結し，使用まで保存した．

2．キットの内容

　1）　16α一1251一エストラジオール液（lfmolニ

　　4，884dpm）

　　　　A液（1，600fmol／m1）

　　　　B液（800　fmol／m1）

　　　　C液（400fmo1／m1）

　　　　D液（200fmo1／m1）

　　　　E液（100fmol／m1）
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　2）デキストラン・チャコール液

　　　　（DCC液）　（60　m1，1バイアル）

　3）緩衝液（60m1，1バイアル）

　4）ジエチルスチルベステロール

　　　　（DES液）（1．5　m1，1バイアル）

　3．測定原理

　測定原理はラジオ・レセプター・アッセイであ

る．既知の5種類の濃度の1251－E2と別に調整し

たヒト乳癌細胞のサイトゾル分画との結合より，

DES液存在下での非特異的結合を差し引いた値

を特異的結合としてScatchard　plotを行い結合部

位数，結合親和性を求める．

　4．測定操作

　測定操作は大別して次のようになる．

　1）検体の調整一サイトゾルの調整

　採取した0．5g程度のヒト乳癌組織より脂肪組

織を除去した後，5倍量の緩衝液を加えてポリト

ロン⑬を用いて4°Cにて10秒間ずつ30秒間隔で3

回ホモゲナイズした．これを4°Cで105，000×g，

1時間遠心分離して，上清のサイトゾル分画を得

た．

　2）サイトゾルの蛋白濃度の測定

　サイトゾルの蛋白濃度は結晶ウシ血清アルブミ

ン（Sigma社製）を標準としてLowry法9）を用い

て測定し，レセプター・アッセイに際しては，緩

衝液で蛋白濃度が3～4mg／m／になるように調整

した．

　3）　レセプター・アッセイ

　蛋白濃度調整済みのサイトゾルを1．Omlずつ

2本に分け，一方をサンプル用サイトゾルとして

これには100μ1の緩衝液を，他方をブランク用

サイトゾルとして，これには100μ1のDES液を

加えた．おのおのより50μ1を取り，1251－E2の

A～E液各50μ1を加えて混和後，4°Cにて18時

間反応させた．各チューブにデキストラン・チャ

コール液500μ1を加えて撹枠後，4°C，20分間静

置し，4°Cにて3，000rpm，20分間の遠心分離を

行い，その上清の放射能を計数効率既知のγ一カウ

ンターで計測した．計測はすべて二重測定で行い，

その平均値を用いてScatchard　plotを行い結合部

位数（ER値），結合親和定数（Kd値）を求めた．

　特異的結合量Bcpmは結合カウントよりDES

液存在下でのカウント，すなわち非特異的結合カ

ウントを差し引いて求めた．遊離量Fcpmは

totalカウントよりBcpmを減じて求めた．また

アッセイに用いた1251－E2の比放射能が4，884

dpm／fmolであることより次の計算式よりBcpm

をfmol／mg単位に換算した．

　　　　Bfm・1／m1－4884瓢×。．1

ただし，

　　E：使用測定機の計数効率（％）×1／100

　　d：計測日の減衰係数

　以上のようにして求めたBfmol／mlとB／Fを

グラフにプロットし，最小二乗法で直線に回帰し

たScatchard　plotを得た．　X切片がER値（fmol／

m1）であり，最終蛋白濃度（mg／m1）で除した値を

蛋白当たりのER値（fmol／mg）とした．またx

切片をBm。。（fmol／m1），　Y切片を（B／F）m。xとす

るとKd値は次式より求められた．

　　　　　　　　　　1
　　　Kd＝・　Bm　a．　x×　　　　　　　　　　　　　×103fmol〃
　　　　　　　　（BIF）m。x

　本レセプター・アッセイ・キットでは非特異的

結合を求めるためにDES液が用いられているが，

非標識E2を用いて非特異的結合を求めても同じ

結果が得られた．

　4）3H－Estradiol－17βを用いるERの測定法

　3H－E2をトレーサーとするERのRRAは，
Estradiol｛2，4，6，7－3H（N）】，（NET－317，　New　Eng－

1and　Nuclear社，　MA，米国）をトレーサーとし

て用いた．非特異的結合は500倍量の非標識E2

の添加での3H－E2のサイトゾルへの結合とし，

McGuireら2）のDCC法にしたがって測定した．

このアッセイ法では，ER値が100　f市01／mg付近

の検体でのアッセイ間変動係数は16．4％であっ

た．

IIL実験内容

　レセプター・アッセイ系に及ぼすサイトゾル分

画の蛋白濃度の影響，検体組織の保存の影響，同
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Fig．1　The　binding　curve　of　1251－estradiol　to　cytoso1．
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Fig．2　Scatchard　plot　of　1251－estradiol　binding　to　the

　　　cytosol．

一キット内および異なるキット間の再現性に関し

検討するとともに，3H－E2をトレーサーとした従

来のアッセイ法との比較を行った．

IV．結　　果

　1．結合曲線およびScatchard　plot

　ヒト乳癌組織より得たサイトゾル分画への

1251－E2の結合曲線の代表例とそのScatchard　plot

をFig．1およびFig．2に示した．1251－E2のエス

トロゲン・レセプターへの結合は飽和曲線を示し

た．そのScatchard　plotは直線性を示し単一の結

合部位であると思われた．横軸との交点より結合

部位数すなわちER値は34．4　fmo1／mg，その勾配

の逆数よりKd値は0．86×10－10Mと算出された．

　2．サイトゾル分画の蛋白量の影響

　サイトゾル分画を緩衝液で希釈して各種濃度の

サイトゾルを作成し，それらを用いてRRAを行

った時のER値，　Kd値をFig．3に示した．　ER

値は3．0～7．4mg／m1の間で，　Kd値は3．0～5．6

mg／m1の間で有意の変化を認めなかった．しか

し，3．O　mg／m1より少なくなるとER値，　Kd値

の測定値が低下し，またKd値では蛋白濃度が5．6

mg／mlを，　ER値は7．4　mg／m1を超えると，これ

らの値を過大に見積る結果となると考えられた．

　3．ヒト乳癌組織の保存の影響

　手術時に採取した3種類の乳癌組織を約0．5g

ずつの標本に分け，それぞれ4°C，－20°Cおよび

一 80°Cで0～7日間保存してER値に及ぼす影響

を検討した．Fig．4に示したように一20°cおよ

び一80°Cで保存した場合にはER値に変化が認

められなかったが，4°Cで保存した場合には1～3

日間でその活性が急速に低下した．
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Fig．4　Effect　of　the　storage　of　human　breast　cancer　tissue　on　estrogcn　rcceptor　number．

Table　l　Reproducibility
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Fig．5　Correlation　between　estrogen　receptor　number　measured　by　radioreceptor　assay

　　　using　1251－estradiol　and　3H－estradiol．

　4．再現性
　再現性の検討として，ER濃度が低値および高

値の2つの乳癌組織より作成したサイトゾル分画

を用い，それぞれ5回のアッセイを行った．

Table　1に示したようにアッセイ内変動係数は

ER値で4．1および12．5％，　Kd値で14．1および

13．5％と良好な成績であった．アッセイ間変動係

数は検体を一80°Cで保存して全て異なる1251－E2

ロットのキットで測定して比較した．変動係数に

検体の保存の影響も加味されているものの，その

変動係数はER値で37．2および39．4％であり，

Kd値で56．5および36．5％であった．

　5．3H－E2を用いるアッセイ法との相関

　ヒト乳癌組織61例から得られた同一検体を二分

割して，一方は1251－E2を用いる，他方は3H－E2

を用いるDCC法によりそれぞれ測定した結果を

Fig．5に示した．両者の結合部位数についての相

関をみるとr＝0．826と両者の間に有意の正相関

が認められた（p〈0．001）．

Table　2　Correlation　between　estrogen　receptor　num－

　　　　bers　obtained　by　usin9　16α一1251－and　those

　　　　obtained　by　using　3H－estradiol　as　a　ligand

IL）51－E2　Assay

＜51） 5≦

3H－E2

Assay

＜5　　　　　　22cases　　　　　O

　5≦　　　6　　　　　33

1）fmol／mg

％correlation＝55／61＝＝90．2％

　また，結合部位数が5fmol／mg以上を示す検体

をER陽性の乳癌とすると2），　Table　2に示した

ように，いずれの測定法においても陽性であった

ものが33例（54．1％），いずれも陰性であったもの

22例（36．1％）であり，不一致例はいずれもER値

が5fmol／mg限界前後の弱陽性例であった．し

たがって1251－E2を用いる測定法と3H－E2を用い

る測定法との結果の一致率は55／61例（90．2％）と

有意であった（p〈0．Ol）．
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　ホルモンレセプターの検出のためには，比活性

の高い標識化合物の合成が不可欠である．Jensen

ら1）によって3H－E2が開発され，これを用いた

RRAによる解析により，　ERに関する研究が進

歩した．

　しかし，γ線放出核種，例えば1251で標識され

たE2が開発されれば，3H－E2よりも比放射能が

高められ（3Hの比放射能は約29　Ci／mmo1であり，

3H原子を複数入れてもステロイドの比放射能は

最大限約100ci／㎜01であるが，1251はそれ自身

で比放射能が約2，200Ci／mmol存在する7）），より

感度の良いレセプター・アッセイが可能となるこ

と，測定操作をより簡素化できること，またより

安価で迅速にそして一般の臨床検査室に普及して

いるγ一カウンターで測定が可能となるなどの利点

がある．

　近年，Hochbergら6・7）により，16β一Br－E2と

Na　1251とのハロゲン置換反応を用いる方法が開

発され1251－E2の合成が可能となった．本アッセ

イ・キットで用いられている1251－E2は，この方

法にしたがって合成され，さらに高速液体クロマ

トグラフィーによって1251－E2を反応混合物から

高純度に分離したものであり，それ自身標識E2

に匹敵する生物活性を有することが確かめられて

いる8）．

　1251－E2とヒト乳癌細胞のサイトゾルとの結合

は飽和曲線を示し，Scatchard　plotでは直線性を

示した．この結合様式は3H－E2を用いた場合と

同じ結果であり1251－E2がレセプターとの結合性

において3H－E2と変わらないことを示すもので

ある．

　アッセイに及ぼすサイトゾルの蛋白濃度の影響

の検討では，3．0～5．6mg／m1の間でER値および

Kd値の測定値に差を認めず，安定した結果が得

られ，キットで規定されている3～4mg／mlの蛋

白量よりもさらに広い範囲でも測定が可能である

ことが示された．

　採取したヒト乳癌組織の保存条件に関する検討

では，採取後一20～－80°Cに7日間保存した後

も，ほとんど同一のレセプター量が保たれていた．

規定のように採取後5分以内にドライアイスまた

は液体窒素で凍結してディープブリザーで保存す

ることが望ましいが，温度が一20℃以下で凍結

保存されておれば，ERの測定は可能であること

より，アッセイまでの検体の取り扱いが比較的簡

便化できるものと考えられる．

　再現性に関しては，ER値のアッセで内変動係

数は4．1および12．5％とラジオイムノアッセイ

に匹敵する値であった．しかし，アッセイ間変動

係数は37．2および39．4％と大きな値を示した．

この原因としては，乳癌組織サイトゾ1レを異なる

1251－E2ロットのキットで測定するために，長い

場合には約6か月間一80℃で保存しており，そ

の間のレセプターの変性が避けられなかったこと，

またサイトゾル分画に膜分画等の混入が避けられ

ず，その不均一性の存在する可能性があることが

あげられる．また方法論的には，RRAによって

5つの濃度の1251－E2とサイトゾルとの結合率を

求め，その値をさらにScatchard　plotで解析して

ER値を求めるという2段階の算出方法をとって

いるため，一般のRRAのように単純に実測値を

求める場合よりも変動係数が大きくなると考えら

れる．

　1251－E2を用いる本法と従来より用いられてき

ている3H－E2をトレーサーとする方法とを比較

した結果では両者の間にr＝0．826と有意の正相

関があった．McGuireら2）はERの5fmo1／mg

をcut　off値として，　ER陽性ではホ・レモン療法

に40～60％反応するが，ER陰性では10％程度

の有効率としている．これにしたがいレセプター

数5fmo1／mg以上を陽性とした場合の両法によ

る陽性，陰性の一致率は90．2％ときわめて良好

であり，1251－E2を用いた場合にも3H－E2をトレー

サーとする場合と同様，ERを正しく測定できて

いると考えられた．

　近年monoclonal抗体の作成手技の進歩にとも

ない，エストロゲン・レセプターに対するmono－

clona1抗体を用いたimmunoradiometric　assayが
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開発されようとしている10）．しかし，monoclona1

抗体の認識する抗原部位の特異性や感度の問題が

あり，必ずしもレセプター活性を示すものでない

など，さらに研究が必要とされる．その点，1251－E2

をトレーサーとするRRAは生物学的なレセプ

ター結合部位を直接に求める方法であり，レセプ

ター活性そのものを反映するものである．

　これらの成績より臨床的に1251－E2を用いる

DCC法は簡便であり，従来より用いられている

3H－E2をトレーサーとする方法との互換性にも富

み，ヒト乳癌のER測定法として3H－E2をトレー

サーとする方法に取ってかわリ得るものと思われ

る．

VI．結　　論

　1251－E2をトレーサーとするヒト乳癌のERを

測定するRRAキットの検討を行った．

　1）1251－E2とヒト乳癌のサイトゾルとの結合

は飽和曲線を示し，一相性のScatchard　plotが得

られた．

　2）アッセイに用いるサイトゾルの蛋白量が，

3．0～5．6mg／mlの範囲で同様の結果が得られ，

－ 20～一　soecの保存で7日間はレセプター活1生

が保たれていた．再現性においても良好な結果が

得られた．

　3）従来用いられている3H－E2をトレーサーと

する方法との間にr＝O．826と有意の正相関が得

られ（p〈0．001），両者の一致率は90．2％であった．

　以上，本キットは3H王2をトレーサーとする

方法よりも簡便であり，液体シンチレーターを用

いない点，一般臨床検査室においても容易に実施

できる有用なキットであることが示された．
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　稿を終わるにあたり，本キットを提供して頂きました

大塚製薬㈱・大塚アッセイ研究所に深謝致します．
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