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(57)【要約】
【課題】フローサイトメーターを用いて家畜下垂体細胞の集団からゴナドトロフ細胞を分
離する方法を提供すること。
【解決手段】家畜下垂体細胞を含む液に、抗ＧｎＲＨＲ抗体と、抗ＧｎＲＨＲ抗体に結合
する蛍光標識第二抗体を添加して免疫染色した家畜下垂体細胞を調製し、さらに死細胞を
標識する色素を添加して染色する。かかる染色細胞をフローサイトメーターで測定し、前
方散乱光パルス面積、後方散乱光パルス面積、蛍光パルス面積を測定する。次に、所定の
細胞の大きさ又は所定の細胞内部構造の複雑さを有し、かつ特異的に結合した抗ＧｎＲＨ
Ｒ抗体を介して蛍光標識第二抗体が結合した状態のゴナドトロフ細胞のみが発する強い蛍
光を有する細胞、及び生細胞で、かつ特異的に結合した抗ＧｎＲＨＲ抗体を介して蛍光標
識第二抗体が結合した状態のゴナドトロフ細胞が発する蛍光を有する細胞それぞれにゲー
トを設け、３つのゲートの論理積をとった細胞を分取する。
【選択図】なし
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
フローサイトメーターを用いて家畜下垂体細胞の集団からゴナドトロフ細胞を分離する方
法であって、以下の工程（ａ）～（ｉ）を備えたことを特徴とする方法。
（ａ）家畜下垂体細胞を含む液に、ゴナドトロフ細胞の細胞膜上に存在する性腺刺激ホル
モン放出ホルモンに対する受容体（ＧｎＲＨＲ）の細胞外領域のポリペプチドに特異的に
結合する抗体（抗ＧｎＲＨＲ抗体）と、前記抗ＧｎＲＨＲ抗体に結合する蛍光標識第二抗
体を添加して、抗ＧｎＲＨＲ抗体に続いて蛍光標識第二抗体を用いて免疫染色した家畜下
垂体細胞を調製する工程；
（ｂ）工程（ａ）で調製した家畜下垂体細胞を含む液に死細胞を標識する色素を添加して
家畜下垂体細胞を染色処理し、抗ＧｎＲＨＲ抗体処理サンプル細胞を調製する工程；
（ｃ）家畜下垂体細胞を含む液に、家畜下垂体細胞に非特異的に結合する正常動物抗体と
、前記正常動物抗体に結合する蛍光標識第二抗体を添加して、正常動物抗体に続いて蛍光
標識第二抗体を用いて免疫染色した家畜下垂体細胞を調製する工程；
（ｄ）工程（ｃ）で調製した家畜下垂体細胞を含む液に死細胞を標識する色素を添加して
家畜下垂体細胞を染色処理し、非特異的抗体結合コントロール細胞を調製する工程；
（ｅ）工程（ｂ）又は工程（ｄ）で調製した抗ＧｎＲＨＲ抗体処理サンプル細胞又は非特
異的抗体結合コントロール細胞を含む液をそれぞれフローサイトメーターにかけて、前方
散乱光パルス面積、後方散乱光パルス面積、第二抗体に結合する蛍光色素が発する蛍光の
パルス面積、ならびに死細胞染色に用いた蛍光色素が発する蛍光のパルス面積を測定する
工程；
（ｆ）前方散乱光パルス面積と、家畜下垂体細胞に特異的あるいは非特異的に結合した抗
ＧｎＲＨＲ抗体を介して結合した蛍光標識第二抗体、又は家畜下垂体細胞に直接非特異的
に結合した蛍光標識第二抗体が発する蛍光のパルス面積で展開したグラフを作成し、所定
の細胞の大きさを有し、かつゴナドトロフ細胞の細胞膜上のＧｎＲＨＲに特異的に結合し
た抗ＧｎＲＨＲ抗体に結合した蛍光標識第二抗体が発する強い蛍光強度の領域に第一ゲー
トを設定する工程；
（ｇ）後方散乱光パルス面積と、家畜下垂体細胞に特異的あるいは非特異的に結合した抗
ＧｎＲＨＲ抗体を介して結合した蛍光標識第二抗体、又は家畜下垂体細胞に直接非特異的
に結合した蛍光標識第二抗体が発する蛍光のパルス面積で展開したグラフを作成し、所定
の細胞内部構造の複雑さを有し、かつゴナドトロフ細胞の細胞膜上のＧｎＲＨＲに特異的
に結合した抗ＧｎＲＨＲ抗体に結合した蛍光標識第二抗体が発する強い蛍光強度の領域に
第二ゲートを設定する工程；
（ｈ）死細胞を標識した色素の蛍光パルス面積と、家畜下垂体細胞に特異的あるいは非特
異的に結合した抗ＧｎＲＨＲ抗体を介して結合した蛍光標識第二抗体、又は家畜下垂体細
胞に直接非特異的に結合した蛍光標識第二抗体が発する蛍光のパルス面積で展開したグラ
フを作成し、生細胞で、かつゴナドトロフ細胞の細胞膜上のＧｎＲＨＲに特異的に結合し
た抗ＧｎＲＨＲ抗体に結合した蛍光標識第二抗体が発する蛍光強度の領域に第三ゲートを
設定する工程；
（ｉ）工程（ｆ）～工程（ｈ）で設定した第一ゲート、第二ゲート、及び第三ゲートの論
理積をとった細胞を分取する工程；
【請求項２】
抗ＧｎＲＨＲ抗体が、配列番号１に示されるアミノ酸配列からなるポリペプチドに対する
抗体であることを特徴とする請求項１記載の方法。
【請求項３】
家畜下垂体細胞がウシ下垂体前葉細胞であることを特徴とする請求項１又は２記載の方法
。
【請求項４】
工程（ｉ）で分取した細胞を還流培養チャンバーに載置後、顕微鏡を用いて細胞を観察し
、家畜下垂体細胞の細胞膜表面に抗ＧｎＲＨＲ抗体を介して結合した蛍光標識第二抗体が
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発する強い蛍光を指標としてゴナドトロフ細胞を選択する工程を有することを特徴とする
請求項１～３のいずれか記載の方法。
【請求項５】
配列番号１に示されるアミノ酸配列からなるポリペプチドに対する抗体を含む、家畜下垂
体細胞の集団からゴナドトロフ細胞を分離するためのキット。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、フローサイトメーターを用いて家畜下垂体細胞の集団からゴナドトロフ細胞
を分離する方法に関する。
【背景技術】
【０００２】
　ゴナドトロフ細胞は、下垂体前葉に存在する細胞で、黄体形成（性腺刺激）ホルモン（
ＬＨ）や卵胞刺激ホルモン（ＦＳＨ）といった性腺刺激ホルモン（ゴナドトロピン）を分
泌する重要な細胞である。したがって、医学などにおける下垂体を標的とする研究開発に
おいて、ゴナドトロフ細胞は重要な研究対象である。しかしながら、下垂体前葉は多様な
細胞が存在する組織であるため、性腺刺激ホルモンに関する研究を行う際にはゴナドトロ
フ細胞を高純度に分離することが本来は必要であったが、これまでは不可能であった。
【０００３】
　下垂体前葉から細胞を分離する試みとして、たとえば、ヒツジにおいてパーコールを用
いた密度勾配遠心法で、下垂体前葉細胞集団から、成長ホルモン分泌細胞を分離する方法
（非特許文献１参照）が報告されているが、純度はわずか５０～８５％にすぎなかった。
また、ヒツジにおいてパーコールを用いた密度勾配遠心法で、下垂体前葉細胞集団からゴ
ナドトロフ細胞を分離する方法（非特許文献２参照）が報告されているが、純度について
は記載がなく不明である。
【０００４】
　さらに、ラットにおいて、パラホルムアルデヒドで固定し界面活性剤であるＴｒｉｔｏ
ｎＸ－１００で細胞膜に穴を開けた下垂体前葉細胞集団から、死んだゴナドトロフ細胞を
フローサイトメトリーにより収集する方法（非特許文献３参照）が報告されているが、こ
のような細胞は、正常な構造を有さない死細胞であるため、重要な医学データを得る材料
としては限界がある。
【０００５】
　また、モデル細胞として下垂体由来の一種のがん細胞であるＬβＴ２細胞を用いる方法
が提案されているが（特許文献１参照）、純粋なゴナドトロフ細胞でも得られる現象か否
かは不明であった。
【０００６】
　さらに、ラットにおいて、ゴナドトロフ細胞がＬＨを細胞外に分泌するための１ステッ
プであるエクソサイトーシス（開口分泌）の途中にあるＬＨを抗体で検出することを原理
としたフローサイトメトリーにより、ゴナドトロフ細胞を純化する方法（非特許文献４参
照）が報告されている。しかし、ＬＨ分泌型のゴナドトロフ細胞の分離には成功しておら
ず、収率も低いという問題があった。
【先行技術文献】
【特許文献】
【０００７】
【特許文献１】特開２００９－０９１２６５号公報
【非特許文献】
【０００８】
【非特許文献１】Chen C. et al., Neuroendocrinology 59;1-9(1994)
【非特許文献２】Smith J. T. et al., Endocrinology 149(4):1951-1959(2008)
【非特許文献３】Chtistian H. C. et al., Journal of Neuroendocrinology 11:707-714
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(1999)
【非特許文献４】Wynick, M. S. et al., Journal of Endocrinology 126:261-268(1990)
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００９】
　本発明の課題は、フローサイトメーターを用いて家畜下垂体細胞の集団からゴナドトロ
フ細胞を分離する方法を提供することにある。
【課題を解決するための手段】
【００１０】
　ゴナドトロフ細胞は非常に重要なホルモンを分泌する細胞であるが、これまでに高純度
に分離する方法は存在しなかった。そこで、本発明者らは、まずは性腺刺激ホルモン放出
ホルモン（以下、単に「ＧｎＲＨ」ともいう）に対する受容体（以下、単に「ＧｎＲＨＲ
」ともいう）の細胞外領域のポリペプチドに対する抗体（以下、単に「抗ＧｎＲＨＲ抗体
」ともいう）を作製した。得られた抗ＧｎＲＨＲ抗体は、下垂体前葉から抽出したタンパ
ク質に対するウエスタンブロットによりＧｎＲＨＲに対する特異性を示した。またＧｎＲ
Ｈにより誘起される培養下垂体前葉細胞からのＬＨ分泌に対する阻害実験においてもＧｎ
ＲＨＲに対する特異性を示した。
【００１１】
　つぎに、上記抗ＧｎＲＨＲ抗体を用いてフローサイトメーターによるゴナドトロフ細胞
の分離を試みた。しかしながら、血液細胞や株化細胞と異なり、ゴナドトロフ細胞はフロ
ーサイトメトリー分析において頻繁に使われている前方散乱光と後方散乱光だけによる分
類では不可能であり、また、他種動物も含めて、生きたゴナドトロフ細胞を分取するため
のゲートに関する既報は存在しなかったため、生きたゴナドトロフ細胞を分取するための
条件検討に大変な試行錯誤を要した。その過程で、前方散乱光パルス面積、後方散乱光パ
ルス面積、ＧｎＲＨＲの発現、生細胞の４つのパラメーターを測定し、（１）所定の細胞
の大きさを有し、かつＧｎＲＨＲを細胞膜上に発現する細胞、（２）所定の細胞内部構造
の複雑さを有し、かつＧｎＲＨＲを細胞膜上に発現する細胞、（３）生細胞で、かつＧｎ
ＲＨＲを細胞膜上に発現する細胞の３種類のゲートを設定し、かかる３種類のゲートの論
理積をとった細胞を分取することで、ゴナドトロフ細胞を分離することが可能であること
を見いだし、本発明を完成した。
【００１２】
　すなわち、本発明は、以下に示すとおりのものである。
（１）フローサイトメーターを用いて家畜下垂体細胞の集団からゴナドトロフ細胞を分離
する方法であって、以下の工程（ａ）～（ｉ）を備えたことを特徴とする方法
（ａ）家畜下垂体細胞を含む液に、ゴナドトロフ細胞の細胞膜上に存在する性腺刺激ホル
モン放出ホルモンに対する受容体（ＧｎＲＨＲ）の細胞外領域のポリペプチドに特異的に
結合する抗体（抗ＧｎＲＨＲ抗体）と、前記抗ＧｎＲＨＲ抗体に結合する蛍光標識第二抗
体を添加して、抗ＧｎＲＨＲ抗体に続いて蛍光標識第二抗体を用いて免疫染色した家畜下
垂体細胞を調製する工程；
（ｂ）工程（ａ）で調製した家畜下垂体細胞を含む液に死細胞を標識する色素を添加して
家畜下垂体細胞を染色処理し、抗ＧｎＲＨＲ抗体処理サンプル細胞を調製する工程；
（ｃ）家畜下垂体細胞を含む液に、家畜下垂体細胞に非特異的に結合する正常動物抗体と
、前記正常動物抗体に結合する蛍光標識第二抗体を添加して、正常動物抗体に続いて蛍光
標識第二抗体を用いて免疫染色した家畜下垂体細胞を調製する工程；
（ｄ）工程（ｃ）で調製した家畜下垂体細胞を含む液に死細胞を標識する色素を添加して
家畜下垂体細胞を染色処理し、非特異的抗体結合コントロール細胞を調製する工程；
（ｅ）工程（ｂ）又は工程（ｄ）で調製した抗ＧｎＲＨＲ抗体処理サンプル細胞又は非特
異的抗体結合コントロール細胞を含む液をそれぞれフローサイトメーターにかけて、前方
散乱光パルス面積、後方散乱光パルス面積、第二抗体に結合する蛍光色素が発する蛍光の
パルス面積、ならびに死細胞染色に用いた蛍光色素が発する蛍光のパルス面積を測定する
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工程；
（ｆ）前方散乱光パルス面積と、家畜下垂体細胞に特異的あるいは非特異的に結合した抗
ＧｎＲＨＲ抗体を介して結合した蛍光標識第二抗体、又は家畜下垂体細胞に直接非特異的
に結合した蛍光標識第二抗体が発する蛍光のパルス面積で展開したグラフを作成し、所定
の細胞の大きさを有し、かつゴナドトロフ細胞の細胞膜上のＧｎＲＨＲに特異的に結合し
た抗ＧｎＲＨＲ抗体に結合した蛍光標識第二抗体が発する強い蛍光強度の領域に第一ゲー
トを設定する工程；
（ｇ）後方散乱光パルス面積と、家畜下垂体細胞に特異的あるいは非特異的に結合した抗
ＧｎＲＨＲ抗体を介して結合した蛍光標識第二抗体、又は家畜下垂体細胞に直接非特異的
に結合した蛍光標識第二抗体が発する蛍光のパルス面積で展開したグラフを作成し、所定
の細胞内部構造の複雑さを有し、かつゴナドトロフ細胞の細胞膜上のＧｎＲＨＲに特異的
に結合した抗ＧｎＲＨＲ抗体に結合した蛍光標識第二抗体が発する強い蛍光強度の領域に
第二ゲートを設定する工程；
（ｈ）死細胞を標識した色素の蛍光パルス面積と、家畜下垂体細胞に特異的あるいは非特
異的に結合した抗ＧｎＲＨＲ抗体を介して結合した蛍光標識第二抗体、又は家畜下垂体細
胞に直接非特異的に結合した蛍光標識第二抗体が発する蛍光のパルス面積で展開したグラ
フを作成し、生細胞で、かつゴナドトロフ細胞の細胞膜上のＧｎＲＨＲに特異的に結合し
た抗ＧｎＲＨＲ抗体に結合した蛍光標識第二抗体が発する蛍光強度の領域に第三ゲートを
設定する工程；
（ｉ）工程（ｆ）～工程（ｈ）で設定した第一ゲート、第二ゲート、及び第三ゲートの論
理積をとった細胞を分取する工程；
（２）抗ＧｎＲＨＲ抗体が、配列番号１に示されるアミノ酸配列からなるポリペプチドに
対する抗体であることを特徴とする上記（１）記載の方法。
（３）家畜下垂体細胞がウシ下垂体前葉細胞であることを特徴とする上記（１）又は（２
）記載の方法。
（４）工程（ｉ）で分取した細胞を還流培養チャンバーに載置後、顕微鏡を用いて細胞を
観察し、家畜下垂体細胞の細胞膜表面に抗ＧｎＲＨＲ抗体を介して結合した蛍光標識第二
抗体が発する強い蛍光を指標としてゴナドトロフ細胞を選択する工程を有することを特徴
とする上記（１）～（３）のいずれか記載の方法。
（５）配列番号１に示されるアミノ酸配列からなるポリペプチドに対する抗体を含む、家
畜下垂体細胞の集団からゴナドトロフ細胞を分離するためのキット。
【発明の効果】
【００１３】
　本発明の方法を用いれば、高純度で家畜下垂体細胞の集団からゴナドトロフ細胞を分離
することが可能となる。得られたゴナドトロフ細胞は高純度であることから、ゴナドトロ
フ細胞のみで発現する遺伝子の発見解析や、ゴナドトロフ細胞を標的とする医薬の開発を
行うことが可能となる。
【図面の簡単な説明】
【００１４】
【図１】配列番号１に示されるアミノ酸配列からなるウシＧｎＲＨＲの細胞外領域のポリ
ペプチドに対する抗体（以下、単に「抗ウシＧｎＲＨＲ抗体」ともいう）を用いた、ウシ
下垂体前葉からのタンパク質抽出液に対するウエスタンブロット解析の結果を示す図であ
る。
【図２】抗ウシＧｎＲＨＲ抗体によるＬＨ分泌の抑制能力を調べた結果を示す図である。
【図３】フローサイトメーターによる分析結果を示す図である。（Ａ）～（Ｃ）は正常ギ
ニアピッグ抗体に続いて蛍光物質であるＡｌｅｘａ　Ｆｌｕｏｒ（登録商標）４８８（以
下、単に「ＡＦ４８８」ともいう）で標識した第二抗体を用いて免疫染色した家畜下垂体
細胞の場合である。（Ａ）、（Ｂ）、（Ｃ）それぞれのグラフのＸ軸は家畜下垂体細胞へ
非特異的に結合した正常ギニアピッグ抗体に結合したＡＦ４８８標識第二抗体、又は家畜
下垂体細胞へ非特異的に結合したＡＦ４８８標識第二抗体が発するＡＦ４８８の蛍光パル
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ス面積である。また（Ａ）のＹ軸は家畜下垂体細胞の前方散乱光パルス面積、（Ｂ）のＹ
軸は家畜下垂体細胞の後方散乱光パルス面積、（Ｃ）のＹ軸は死細胞を標識した色素（ヨ
ウ化プロピジウム（Propidium iodide:PI)）の蛍光パルス面積である。一方、（Ｄ）～（
Ｆ）は抗ＧｎＲＨＲ抗体に続いてＡＦ４８８標識第二抗体を用いて免疫染色した家畜下垂
体細胞の場合である。（Ｄ）、（Ｅ）、（Ｆ）それぞれのグラフのＸ軸は家畜下垂体細胞
へ特異的あるいは非特異的に結合した抗ＧｎＲＨＲ抗体に結合したＡＦ４８８標識第二抗
体、又は家畜下垂体細胞へ非特異的に結合したＡＦ４８８標識第二抗体が発するＡＦ４８
８の蛍光パルス面積である。また（Ｄ）のＹ軸は家畜下垂体細胞の前方散乱光パルス面積
、（Ｅ）のＹ軸は家畜下垂体細胞の後方散乱光パルス面積、（Ｆ）のＹ軸は家畜下垂体細
胞の中の死細胞を標識した色素（ＰＩ）の蛍光パルス面積である。
【図４】分取した細胞を共焦点顕微鏡によって観察した結果１を示す図である。
【図５】分取した細胞を共焦点顕微鏡によって観察した結果２を示す図である。
【発明を実施するための形態】
【００１５】
　本発明のフローサイトメーターを用いて家畜下垂体細胞の集団からゴナドトロフ細胞を
分離する方法としては、
（ａ）家畜下垂体細胞を含む液に、ゴナドトロフ細胞の細胞膜上に存在する性腺刺激ホル
モン放出ホルモンに対する受容体（ＧｎＲＨＲ）の細胞外領域のポリペプチドに特異的に
結合する抗体（抗ＧｎＲＨＲ抗体）と、前記抗ＧｎＲＨＲ抗体に結合する蛍光標識第二抗
体を添加して、抗ＧｎＲＨＲ抗体に続いて蛍光標識第二抗体を用いて免疫染色した家畜下
垂体細胞を調製する工程；
（ｂ）工程（ａ）で調製した家畜下垂体細胞を含む液に死細胞を標識する色素を添加して
家畜下垂体細胞を染色処理し、抗ＧｎＲＨＲ抗体処理サンプル細胞を調製する工程；
（ｃ）家畜下垂体細胞を含む液に、家畜下垂体細胞に非特異的に結合する正常動物抗体と
、前記正常動物抗体に結合する蛍光標識第二抗体を添加して、正常動物抗体に続いて蛍光
標識第二抗体を用いて免疫染色した家畜下垂体細胞を調製する工程；
（ｄ）工程（ｃ）で調製した家畜下垂体細胞を含む液に死細胞を標識する色素を添加して
家畜下垂体細胞を染色処理し、非特異的抗体結合コントロール細胞を調製する工程；
（ｅ）工程（ｂ）又は工程（ｄ）で調製した抗ＧｎＲＨＲ抗体処理サンプル細胞又は非特
異的抗体結合コントロール細胞を含む液をそれぞれフローサイトメーターにかけて、前方
散乱光パルス面積、後方散乱光パルス面積、第二抗体に結合する蛍光色素が発する蛍光の
パルス面積、ならびに死細胞染色に用いた蛍光色素が発する蛍光のパルス面積を測定する
工程；
（ｆ）前方散乱光パルス面積と、家畜下垂体細胞に特異的あるいは非特異的に結合した抗
ＧｎＲＨＲ抗体を介して結合した蛍光標識第二抗体、又は家畜下垂体細胞に直接非特異的
に結合した蛍光標識第二抗体が発する蛍光のパルス面積で展開したグラフを作成し、所定
の細胞の大きさを有し、かつゴナドトロフ細胞の細胞膜上のＧｎＲＨＲに特異的に結合し
た抗ＧｎＲＨＲ抗体に結合した蛍光標識第二抗体が発する強い蛍光強度の領域に第一ゲー
トを設定する工程；
（ｇ）後方散乱光パルス面積と、家畜下垂体細胞に特異的あるいは非特異的に結合した抗
ＧｎＲＨＲ抗体を介して結合した蛍光標識第二抗体、又は家畜下垂体細胞に直接非特異的
に結合した蛍光標識第二抗体が発する蛍光のパルス面積で展開したグラフを作成し、所定
の細胞内部構造の複雑さを有し、かつゴナドトロフ細胞の細胞膜上のＧｎＲＨＲに特異的
に結合した抗ＧｎＲＨＲ抗体に結合した蛍光標識第二抗体が発する強い蛍光強度の領域に
第二ゲートを設定する工程；
（ｈ）死細胞を標識した色素の蛍光パルス面積と、家畜下垂体細胞に特異的あるいは非特
異的に結合した抗ＧｎＲＨＲ抗体を介して結合した蛍光標識第二抗体、又は家畜下垂体細
胞に直接非特異的に結合した蛍光標識第二抗体が発する蛍光のパルス面積で展開したグラ
フを作成し、生細胞で、かつゴナドトロフ細胞の細胞膜上のＧｎＲＨＲに特異的に結合し
た抗ＧｎＲＨＲ抗体に結合した蛍光標識第二抗体が発する蛍光強度の領域に第三ゲートを
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設定する工程；
（ｉ）工程（ｆ）～工程（ｈ）で設定した第一ゲート、第二ゲート、及び第三ゲートの論
理積をとった細胞を分取する工程；
の上記工程（ａ）～（ｉ）を備えた方法であれば特に制限されないが、家畜としてはウシ
（Bos taurus）、水牛（Bubalus bubalis）、家畜種及び野生種のヤク（Bos mutusとBos 
gunniens）、ヤギ（capra hircus）、ヒツジ（Ovis aries）、チルー（Pantholops hodgs
onii）、ラクダ（Camelus ferus）、イノシシ及びブタ（Sus scrofa）などの人が飼育す
る動物を挙げることができ、ウシを好適に挙げることができる。
【００１６】
　上記フローサイトメーターとしては特に制限されないが、ＳＨ８００（ソニー社製）、
ＢＤ　ＦＡＣＳＡｒｉａ（登録商標：ベクトン・ディッキンソン社製）、Ｍｏ－Ｆｌｏ（
登録商標：ベックマン・コールター社製）などを用いることができ、フローサイトメータ
ーの分析に用いるソフトウェアとしては、ＳＨ８００ソフトウェア（ソニー社製）、Ｃｅ
ｌｌＱｕｅｓt（ベクトン・ディッキンソン社製）、Ｆｌｏｗ－ｊｏ（Tree Star社製）な
どを用いることができる。かかるフローサイトメーターやソフトウェアにより細胞の前方
散乱光パルス面積、後方散乱光パルス面積、蛍光パルス面積などを測定、分析することが
可能となる。なお、後方散乱光パルス面積が測定できないフローサイトメーターにおいて
は、後方散乱光パルス面積の代わりに側方散乱光パルス面積を測定して、本明細書におけ
る後方散乱光パルス面積を側方散乱光パルス面積に置き換えて本発明を実施してもよい。
【００１７】
　また、フローサイトメーターにかける細胞はできるだけ一つずつの細胞に分散化したう
え、細胞残屑などの不純物はできるだけ除去することが望ましい。細胞を分散化するには
、たとえば２％ＦＢＳ含有ＰＢＳに懸濁する方法を挙げることができる。また、不純物を
除去するには、たとえば細胞をフィルタリングする方法を挙げることができ、フィルタリ
ングに用いられるフィルターとしては、細胞残屑が除けるメッシュサイズを有するもので
あれば特に限定されないが、例えばポア径（３０μｍ）のメッシュフィルターを挙げるこ
とができる。
【００１８】
　下垂体細胞とは、下垂体に存在する細胞を意味する。下垂体細胞は下垂体前葉細胞、下
垂体中葉細胞、及び下垂体後細胞に分類できるが、下垂体前葉細胞を用いることが好まし
い。また、下垂体前葉細胞を用いる場合には、下垂体中葉細胞又は下垂体後細胞や、下垂
体周辺組織の細胞が混在していてもよい。なお、下垂体前葉細胞にはＬＨやＦＳＨを分泌
するゴナドトロフ細胞以外にも、少なくとも成長ホルモン（ＧＨ）分泌細胞や、プロラク
チン（ＰＲＬ）分泌細胞や、甲状腺刺激ホルモン（ＴＳＨ）分泌細胞や、副腎皮質刺激ホ
ルモン（ＡＣＴＨ）分泌細胞のほか、ホルモン非産生細胞である濾胞星状細胞（ＦＳ細胞
）など、複数種類の細胞が存在している。
【００１９】
　上記抗ＧｎＲＨＲ抗体としては、ゴナドトロフ細胞の細胞膜上に存在するＧｎＲＨＲの
細胞外領域のポリペプチドに特異的に結合する抗体であれば特に制限されないが、配列番
号１に示されるアミノ酸配列からなるポリペプチドに対する抗体であることがより好まし
い。
【００２０】
　上記正常動物抗体としては、家畜下垂体細胞に非特異的に結合する正常哺乳動物の抗体
を挙げることができるが、精製された抗体に限定されずに、正常哺乳動物の血清や血漿も
用いることができる。
【００２１】
　上記抗ＧｎＲＨＲ抗体や正常動物抗体における抗体の種類としては特に制限されず、ポ
リクローナル抗体、モノクローナル抗体、キメラ抗体や、Ｆ（ａｂ’）2、Ｆａｂ、ｄｉ
ａｂｏｄｙ、Ｆｖ、ＳｃＦｖ、Ｓｃ（Ｆｖ）2などの抗体の一部からなる抗体断片などを
挙げることができる。また、上記抗ＧｎＲＨＲ抗体は、上記ＧｎＲＨＲの細胞外領域を抗
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原として用いて常法により作製することができ、動物（好ましくはヒト以外）に上記Ｇｎ
ＲＨＲの細胞外領域を免疫することにより産生する方法や、ハイブリドーマ法（Nature 2
56, 495-497, 1975）、トリオーマ法、ヒトＢ細胞ハイブリドーマ法（Immunology Today 
4, 72, 1983）及びＥＢＶ－ハイブリドーマ法（MONOCLONAL ANTIBODIES AND CANCER THER
APY, pp.77-96, Alan R.Liss, Inc., 1985）などを挙げることができる。
【００２２】
　抗ＧｎＲＨＲ抗体に結合する蛍光標識第二抗体としては、抗ＧｎＲＨＲ抗体と結合し、
蛍光標識されている抗体であればよく、正常動物抗体に結合する蛍光標識第二抗体として
は、正常動物抗体と結合し、蛍光標識されている抗体であればよい。それぞれの蛍光標識
第二抗体を蛍光標識する蛍光物質としては、ＡＦ４８８、フルオレセイン　イソチオシア
ナート（fluorescein isothiocyanate:FITC）、Ｃｙ５、フィコエリスリン（Phycoerythr
in:PE）、アロフィコシアニン（Allophycocyanin:APC）、パシフィックブルー（Pacific 
Blue）、テキサスレッド（Texas Red）、ビオチンなどを挙げることができ、ＡＦ４８８
を好適に挙げることができる。なお、蛍光物質としてビオチンを用いる場合には、ビオチ
ンと結合するマグネティックビーズを用いて、抗ＧｎＲＨＲ抗体が結合したゴナドトロフ
細胞を集めることが可能となる。また、第二抗体の代わりに、抗ＧｎＲＨＲ抗体や正常動
物抗体と結合するプロテインＡやプロテインＧなどの抗体に対する親和性のあるタンパク
を用いてもよい。
【００２３】
　本発明において、抗ＧｎＲＨＲ抗体に続いて蛍光標識第二抗体を用いて免疫染色した家
畜下垂体細胞としては、家畜下垂体細胞を含む液に、抗ＧｎＲＨＲ抗体と、前記抗ＧｎＲ
ＨＲ抗体に結合する蛍光標識第二抗体とを添加することによって調製された細胞であって
、家畜下垂体細胞に前記抗ＧｎＲＨＲ抗体が結合し、前記抗ＧｎＲＨＲ抗体に蛍光標識第
二抗体が結合したものであれば特に制限されない。家畜下垂体細胞に、抗ＧｎＲＨＲ抗体
と、前記抗ＧｎＲＨＲ抗体と結合する蛍光標識第二抗体とを添加する方法としては特に制
限されず、次の（１）から（３）のどの方法でもよい。すなわち（１）家畜下垂体細胞を
含む液に抗ＧｎＲＨＲ抗体を添加して、家畜下垂体細胞に抗ＧｎＲＨＲ抗体を結合させた
後に、蛍光標識第二抗体を添加してもよく、（２）あらかじめ抗ＧｎＲＨＲ抗体を含み下
垂体細胞を含まない液に蛍光標識第二抗体を添加して抗ＧｎＲＨＲ抗体と蛍光標識第二抗
体を結合させた後に、蛍光標識第二抗体結合済みの抗ＧｎＲＨＲ抗体を家畜下垂体細胞に
添加してもよく、（３）家畜下垂体細胞を含む液に抗ＧｎＲＨＲ抗体及び蛍光標識第二抗
体を同時に添加してもよい。
【００２４】
　本発明において、正常動物抗体に続いて蛍光標識第二抗体を用いて免疫染色した家畜下
垂体細胞としては、家畜下垂体細胞を含む液に、正常動物抗体と、前記正常動物抗体に結
合する蛍光標識第二抗体とを添加することによって調製された細胞であって、家畜下垂体
細胞に前記正常動物抗体が結合し、前記正常動物抗体に蛍光標識第二抗体が結合したもの
であれば特に制限されない。家畜下垂体細胞に、正常動物抗体と、前記正常動物抗体と結
合する蛍光標識第二抗体とを添加する方法としては特に制限されず、次の（４）から（６
）のどの方法でもよい。すなわち（４）家畜下垂体細胞を含む液に正常動物抗体を添加し
て、家畜下垂体細胞に正常動物抗体を結合させた後に、蛍光標識第二抗体を添加してもよ
く、（５）あらかじめ正常動物抗体を含み下垂体細胞を含まない液に蛍光標識第二抗体を
添加して正常動物抗体と蛍光標識第二抗体を結合させた後に、蛍光標識第二抗体結合済み
の正常動物抗体を家畜下垂体細胞に添加してもよく、（６）家畜下垂体細胞を含む液に正
常動物抗体及び蛍光標識第二抗体を同時に添加してもよい。
【００２５】
　本発明において、抗ＧｎＲＨＲ抗体で免疫染色し家畜下垂体細胞からゴナドトロフ細胞
を選抜するためには、蛍光標識第二抗体を使う方法に制限されない。すなわち、家畜下垂
体細胞を含む液に、蛍光標識した抗ＧｎＲＨＲ抗体を添加することによる免疫染色法でも
よい。上記のように蛍光標識した抗ＧｎＲＨＲ抗体を用いる場合には、非特異的抗体結合
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コントロール細胞の調製において、蛍光標識第二抗体の代わりに蛍光標識した正常動物抗
体を添加すればよい。
【００２６】
　死細胞を標識する色素としては、損傷した細胞膜を透過して核を染色する色素であれば
特に制限されず、ヨウ化プロピジウム（PI）、７－アミノ-アクチノマイシンＤ（7-amino
-actinomycin D:7-ADD)などを挙げることができる。
【００２７】
　工程（ｂ）又は（ｄ）において、家畜下垂体細胞を含む液に死細胞を標識する色素を添
加して家畜下垂体細胞を染色処理する方法としては特に制限されず、色素を添加した家畜
下垂体細胞における核の染色を調べることによって、生細胞か死細胞を判別することが可
能となる。また、工程（ｂ）で調製した抗ＧｎＲＨＲ抗体処理サンプル細胞には、免疫染
色処理で細胞膜上のＧｎＲＨＲに抗ＧｎＲＨＲ抗体が特異的、あるいは非特異的に結合し
たゴナドトロフ細胞だけでなく、抗ＧｎＲＨＲ抗体が結合しなかったゴナドトロフ細胞以
外の家畜下垂体細胞も含まれ、工程（ｄ）で調製した非特異的抗体結合コントロール細胞
には、免疫染色処理で正常動物抗体が非特異的に結合した家畜下垂体細胞だけでなく、正
常動物抗体が結合しなかった家畜下垂体細胞も含まれる。
【００２８】
　前方散乱光パルス面積と、蛍光標識第二抗体が発する蛍光のパルス面積で展開したグラ
フや、後方散乱光パルス面積と、蛍光標識第二抗体が発する蛍光のパルス面積で展開した
グラフや、死細胞を標識した色素の蛍光量パルス面積と蛍光標識第二抗体が発する蛍光の
パルス面積で展開したグラフは、上述のフローサイトメーターの分析に用いるソフトウェ
アを用いて作成することが可能である。
【００２９】
　本発明において、第一ゲートを設定する方法としては、所定の細胞の大きさを有し、か
つゴナドトロフ細胞の細胞膜上のＧｎＲＨＲに特異的に結合した抗ＧｎＲＨＲ抗体に結合
した蛍光標識第二抗体が発する強い蛍光強度の領域にゲートを設定すればよい。
【００３０】
　所定の細胞の大きさを有する細胞としては、たとえば３μｍ以上の大きさの細胞を挙げ
ることができ、この場合には３μｍの標識化ビーズの前方散乱光パルス面積をあらかじめ
測定し、かかる標識化ビーズの前方散乱光パルス面積より前方散乱光パルス面積が大きい
細胞をゲート設定の指標とすることができる。
【００３１】
　また、ＧｎＲＨＲを発現する細胞は、上記抗ＧｎＲＨＲ抗体処理サンプル細胞と上記非
特異的抗体結合コントロール細胞それぞれの細胞集団における蛍光標識第二抗体が発する
蛍光のパルス面積の分布を比較し、抗ＧｎＲＨＲ抗体処理サンプル細胞において、非特異
的抗体結合コントロール細胞よりも蛍光標識第二抗体が発する蛍光のパルス面積が明確に
大きい細胞の集団をゲート設定の指標とすることができる。
【００３２】
　本発明において、第二ゲートを設定する方法としては、所定の細胞内部構造の複雑さを
有し、かつＧｎＲＨＲを発現する細胞にゲートを設定すればよい。
【００３３】
　所定の細胞内部構造の複雑さを有する細胞としては、抗ＧｎＲＨＲ抗体処理サンプル細
胞の集団のためのグラフと非特異的抗体結合コントロール細胞の集団のためのグラフにお
ける後方散乱光パルス面積の分布を比較し、非特異的抗体結合コントロール細胞の集団の
ためのグラフにおいては少ない細胞が存在する領域であるが、抗ＧｎＲＨＲ抗体処理サン
プル細胞の集団のためのグラフにおいては、後方散乱光パルス面積が明確に大きく、かつ
、蛍光標識第二抗体が発する蛍光のパルス面積も大きい領域をゲート設定の指標とするこ
とができる。
【００３４】
　本発明において、第三ゲートを設定する方法としては、生細胞で、かつＧｎＲＨＲを発
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現する細胞にゲートを設定すればよい。
【００３５】
　生細胞としては、死細胞を標識した色素の蛍光パルス面積が明確に小さい細胞の集団を
ゲート設定の指標とすることができる。ＧｎＲＨＲを発現する細胞については、蛍光標識
第二抗体が発する蛍光のパルス面積が大きい細胞からなる領域をゲート設定の指標とする
方法を挙げることができる。
【００３６】
　上記工程（ａ）～（ｉ）によって高純度でゴナドトロフ細胞を分取可能であるが、さら
に分取した細胞を顕微鏡で観察することによって、ゴナドトロフ細胞の純度を評価するこ
とも可能である。工程（ａ）～（ｉ）によって分取した細胞を顕微鏡で観察するによって
、ゴナドトロフ細胞を選択する方法としては特に制限されないが、作業効率の観点から、
工程（ｉ）で分取した細胞を還流培養チャンバーに載置後、顕微鏡、好ましくは共焦点顕
微鏡を用いて細胞を観察し、細胞膜上に結合した蛍光標識第二抗体が発する蛍光を指標と
してゴナドトロフ細胞を選択する方法を挙げることができる。従来は分取した細胞をスラ
イドガラスに載置して顕微鏡で観察していたが、カバーガラスを載せる場合には、スライ
ドガラスとカバーグラスを接着剤により接着させる必要があり、固化して顕微鏡観察が可
能になるまで半日程度の待ち時間を要することや、待ち時間の間に細胞が壊れるなどの問
題があった。またカバーガラスを載せない場合には、表面張力により細胞懸濁液が厚くな
り、ピントを合わせるのが難しい、細胞が速く移動しすぎて観察や写真撮影が困難といっ
た問題があった。しかしながら、還流培養チャンバーを用いれば、細胞を壊さずに、かつ
浮遊細胞の動きを減速させた状態になり、懸濁液の厚さが薄くなるためピントを合わせや
すくなり細胞の観察や写真撮影が容易になり、上記問題が解決でき、多数の細胞を短時間
で効率よく観察することが可能となる。還流培養チャンバーとしては、μ-Slide VI（Ibi
di社製）を挙げることができる。
【００３７】
　本発明の家畜下垂体細胞の集団からゴナドトロフ細胞を分離するためのキットとしては
、配列番号１に示されるポリペプチドに対する抗体を含んでいれば特に制限されず、家畜
下垂体細胞の集団からからゴナドトロフ細胞を分離するための方法、好ましくは上記本発
明のフローサイトメーターを用いて家畜下垂体細胞の集団からからゴナドトロフ細胞を分
離する方法を記載した説明書、試薬などを含んでいてもよい。
【実施例】
【００３８】
［抗ＧｎＲＨＲ抗体］
（抗ウシＧｎＲＨＲ抗体の調製）
　ウシＧｎＲＨＲ配列（ＧｅｎＢａｎｋ番号：ＮＭ＿００１７６８．６（更新日：２０１
４年１月２６日）のＮ末端側に位置する配列番号１に示されるアミノ酸配列（細胞外領域
の配列）に相当する純度９９．０％以上の合成ペプチド（スクラム社に依頼合成した）を
用い、以下の方法で抗ウシＧｎＲＨＲ抗体を作製した。まず、合成ペプチドの１４位のシ
ステインのスルフヒドリル基にキーホールリンペットヘモシアニン（ＫＬＨ）を結合させ
た。かかる合成ペプチド－ＫＬＨ複合体を免疫抗原とし、完全フロイントアジュバントと
共にエマルジョンとして、ギニアピッグに１４日のインターバルで５回投与した。さらに
、最終投与日から７日後に血液を回収して抗ウシＧｎＲＨＲギニアピッグ抗体を得た。得
られた抗体は抗原ペプチドを結合したアフィニティーカラムを用いたクロマトグラフィー
（ＰＤ１０：ＧＥヘルスケア社製）によって精製した。
【００３９】
（ウエスタンブロット解析）
　得られた抗ウシＧｎＲＨＲ抗体を用い、ウシ下垂体前葉から抽出したタンパク質に対す
るウエスタンブロット解析を行った。ＳＤＳポリアクリルアミドゲルはＣｒｉｔｅｒｉｏ
ｎ　ＴＧＸプレキャストゲル（バイオ・ラッド社製）を用い、ＰＶＤＦ膜への転写はトラ
ンスブロット（登録商標）Ｔｕｒｂｏ転写システム（バイオ・ラッド社製）を用いた。イ
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ムノブロットは、膜を０．１％Ｔｗｅｅｎ２０及び５％ノンファットドライミルクでブロ
ッキング後、抗ウシＧｎＲＨＲ抗体（１：２０，０００希釈）を用いて行った。二次抗体
としては、ＨＲＰ結合抗ギニアピッグ抗体（１：５０，０００希釈：ＫＰＬ社製）を用い
た。コントロールとして、正常ギニアピッグ抗体（和光純薬工業社製）を用いて、上記と
同様にウエスタンブロット解析を行った。
【００４０】
　抗ウシＧｎＲＨＲ抗体を用いた場合のウエスタンブロット解析の結果を図１に示す。図
１に示すように、抗ウシＧｎＲＨＲ抗体はウシ下垂体前葉から抽出したタンパク質を転写
した位置にシングルバンドを検出した。また、検出したバンドは次の文献（Hazum et al.
, Mol. Cell. Endocrinol. 35:107-111(1984)）に記載されたウシＧｎＲＨＲの推定分子
量（３０ｋＤａ）と一致した。なお、正常ギニアピッグ抗体を用いた場合はバンドが検出
されなかった（図示せず）。したがって、抗ウシＧｎＲＨＲ抗体はウシＧｎＲＨＲに特異
的であることが確認された。
【００４１】
（ＬＨ分泌抑制効果の確認）
　抗ウシＧｎＲＨＲ抗体の特異性を、ＧｎＲＨによって刺激されるＬＨ分泌に対する抑制
能力を調べることによっても確認した。具体的には、春機発動後の黒毛和種牛（２６月齢
：ｎ＝９）から下垂体前葉細胞を得た。かかる下垂体前葉細胞を酵素的に分散させた後、
１×非必須アミノ酸（Ｇｉｂｃｏ社製）、１００Ｕ／ｍｌのペニシリン、５０μｇ／ｍｌ
のストレプトマイシン、１０％のウマ血清（Ｇｉｂｃｏ社製）、及び２．５％のウシ胎児
血清を含有するダルベッコ改変イーグル培地（Ｄ１１５２：シグマアルドリッチ社製）で
８２時間、５％ＣＯ2、３７℃で培養した。培養した下垂体前葉細胞をＰＢＳで洗浄後、
上記で作製した抗ウシＧｎＲＨＲ抗体又は正常ギニアピッグ抗体を含有する４９５μｌの
ＤＭＥＭ（１：１０9、１：１０8又は１：１０7）で３時間インキュベートした。さらに
、ＬＨの分泌を刺激させるために、上記下垂体前葉細胞に対してＤＭＥＭで溶解した５μ
ｌの１００ｎＭの哺乳動物Ｉ型ＧｎＲＨ（ペプチド研究所社製）を添加して（ＧｎＲＨの
終濃度１ｎＭ）２時間処理した。
【００４２】
　ＧｎＲＨを添加して２時間の培養の後、培地を回収して125Ｉ標識ｂＬＨと抗ｏＬＨ血
清（ＡＦＰ１１７４３Ｂ、ＡＦＰ１９２２７９：ＮＩＤＤＫ製）を用いた２抗体放射免疫
測定（ＲＩＡ）によって、培地中のＬＨ濃度を測定した。結果を図２に示す。図中、「Ｃ
ｏｎｔｒｏｌ」は抗体を用いた前処理もＧｎＲＨの培養液への添加も無いもの、「ＧｎＲ
Ｈ」は抗体を用いた前処理は無くＧｎＲＨを培養液に添加したもの、「ａｎｔｉ－ＧｎＲ
ＨＲ」は抗ＧｎＲＨＲ抗体を用いた前処理がありＧｎＲＨの培養液への添加もあるもの、
「ｎｏｒｍａｌ　ｇｕｉｎｅａ　ｐｉｇ　抗体」は正常ギニアピッグ抗体を用いた前処理
がありＧｎＲＨの培養液への添加もあるものを示す。また、縦軸はＣｏｎｔｒｏｌを１０
０とした場合のＬＨ分泌量の相対値（％）である。
【００４３】
　図２に示すように、抗ウシＧｎＲＨＲ抗体による前処理により、ＧｎＲＨによって刺激
されるＬＨの分泌を抑制し、正常ギニアピッグ抗体による前処理では、ＧｎＲＨによって
刺激されるＬＨの分泌を抑制できないことが明らかとなった。したがって、抗ウシＧｎＲ
ＨＲ抗体はＬＨを分泌するゴナドトロフ細胞膜上のＧｎＲＨＲに結合することが確認され
た。
【００４４】
［フローサイトメーターによる測定］
（細胞の調製）
　春機発動後の黒毛和種牛（２６月齢）由来の下垂体前葉細胞を、上記ダルベッコ改変イ
ーグル培地で８２時間、９０ｍｍディッシュ（ＭＳ－１３９００：住友ベークライト社製
）中で培養した。
【００４５】
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　培養した下垂体前葉細胞をＰＢＳで２回洗浄し、その後培養ディッシュから下垂体前葉
細胞を離すために酵素フリー細胞分離溶液（merckmillipore社製）で１分処理した。下垂
体前葉細胞を免疫染色するために、懸濁した下垂体前葉細胞を氷上に置いた低吸着性マイ
クロチューブ（ＭＳ－４２６５Ｍ：住友ベークライト社製）へ移した。
【００４６】
　なお、下垂体前葉細胞を固定処理すると、細胞染色又はフローサイトメトリーの過程で
細胞が壊れることや、細胞膜が半透性を失うことにより、Ｔｒｉｔｏｎ－Ｘの非存在下で
も抗体が容易に細胞の細胞質に入り込むため、細胞質内で非特異的に結合する抗体のため
に強い蛍光をもたらす結果、分離されるゴナドトロフ細胞の純度は低下する。したがって
、細胞の固定処理は行わなかった。さらに、フローサイトメーターによる分析を行うまで
の全ての工程において、ＧｎＲＨＲの細胞内移行を防ぐために上記下垂体前葉細胞を４℃
に維持した。
【００４７】
　上記低吸着性マイクロチューブに移した下垂体前葉細胞を、２％ＦＢＳを含有するＰＢ
Ｓで２回洗浄後、２％ＦＢＳを含むＰＢＳに溶解した抗ウシＧｎＲＮＲ抗体（１：１，０
００）又はコントロールとしての正常ギニアピッグ抗体を添加して１時間、４℃でインキ
ュベートし、その後、２％ＦＢＳを含むＰＢＳに溶解した４μｇ／ｍｌのＡｌｅｘａ　Ｆ
ｌｕｏｒ（登録商標）４８８ヤギ抗ギニアピッグ抗体（インビトロジェン社製）を添加し
て３０分、４℃でインキュベートして、ＡＦ４８８標識ヤギ抗ギニアピッグ抗体が結合し
た抗ＧｎＲＨＲ抗体が特異的に結合した下垂体前葉細胞（以下、抗ＧｎＲＨＲ抗体特異的
結合細胞）、又は、ＡＦ４８８標識ヤギ抗ギニアピッグ抗体が結合した正常ギニアピッグ
抗体が非特異的に結合した下垂体前葉細胞（以下、正常ギニアピッグ抗体非特異的結合細
胞）を調製した。さらに、凝集を避けるために上記調製したそれぞれの下垂体前葉細胞を
１ｍｌの２％ＦＢＳを含むＰＢＳで懸濁させると共に、フローサイトメーターにおけるサ
ンプルの流れを妨げる大きな粒子を除くために、３０μｍのセルトリクスフィルター（ｐ
ａｒｔｅｃ社製）でろ過した。次に、ろ過した下垂体前葉細胞の懸濁液に１μｌのヨウ化
プロピジウム（ＰＩ）溶液（０．５ｍｇ／ｍｌ　２７０６５０５　ソニー社製）を加えて
染色処理した。
【００４８】
［フローサイトメーター分析］
（分析条件）
　上記で調製した、蛍光免疫染色及びＰＩ染色した抗ＧｎＲＨＲ抗体特異的結合細胞と正
常ギニアピッグ抗体非特異的結合細胞それぞれをフローサイトメーター（ＳＨ８００：ソ
ニー社製）で分析した。フローサイトメーターによる分析や細胞の分取は内径が１００μ
ｍのソーティングチップ（ＬＥ－Ｃ３１００：ソニー社製）及びシース液（IsoFlow shea
th fluid 8599600：Beckham Coulter社製）を用いて行い、トータル１０，０００イベン
トを記録するために、最大１００イベント／秒程度で作動させた。
【００４９】
（ゲートの設定）
　ＳＨ８００ソフトウェア（バージョン１．３：ソニー社製）を用い、Ｘ軸がＡＦ４８８
蛍光強度パルス面積（ＡＦ４８８－Ａ）、Ｙ軸が前方散乱光パルス面積（ＦＳＣ－Ａ）と
したグラフ（ＡＦ４８８－ＦＳＣ）を作成した。ＦＳＣ－Ａは大まかに細胞の大きさに比
例する測定値である。作成したグラフを図３（Ａ）、（Ｄ）に示す。
【００５０】
　抗ＧｎＲＨＲ抗体特異的結合細胞と正常ギニアピッグ抗体非特異的結合細胞それぞれを
分析したＡＦ４８８－ＦＳＣグラフにおいて、２００ＦＳＣａと命名したゲートによって
下垂体前葉細胞数を推定した。２００ＦＳＣａゲートの下限ＦＳＣ－Ａ値は２００×１０
3とした。これは前方散乱光のゲインを１６に設定した場合に３μｍの自動調整ビーズ（
ソニー社製）と同等のＦＳＣ－Ａとなる値である。２００ＦＳＣａゲートの上限ＦＳＣ－
Ａ値は、過大なゴミを除去するために、９９０×１０3とした。
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【００５１】
　さらに、抗ＧｎＲＨＲ抗体特異的結合細胞と正常ギニアピッグ抗体非特異的結合細胞そ
れぞれを分析した上記ＡＦ４８８－ＦＳＣグラフにおいて、Specific200FSCaと命名した
ゲートを設けた。Specific200FSCaゲートの下限と上限のＦＳＣ－Ａ値は２００ＦＳＣの
下限や上限のＦＳＣ－Ａ値と同じであるが、さらに、ＡＦ４８８－Ａの値に基づき、Ｇｎ
ＲＨＲを発現する細胞にゲートを設定した。ＧｎＲＨＲを発現する細胞は、それぞれの細
胞の分析によって得られたＡＦ４８８－ＦＳＣグラフにおけるＡＦ４８８－Ａを比較し、
抗ＧｎＲＨＲ抗体特異的結合細胞において、正常ギニアピッグ抗体非特異的結合細胞より
もＡＦ４８８－Ａ値が明確に大きい細胞の集団の領域をゲート設定の指標とした。
【００５２】
　また、上記ＳＨ８００ソフトウェアを用い、Ｘ軸がＡＦ４８８－Ａ、Ｙ軸が後方散乱光
パルス面積（ＢＳＣ－Ａ）としたグラフ（ＡＦ４８８－ＢＳＣ）を作成した。ＢＳＣ－Ａ
は大まかに細胞内部構造の複雑さに比例する測定値である。作製したＡＦ４８８－ＢＳＣ
グラフを図３（Ｂ）、（Ｅ）に示す。
【００５３】
　抗ＧｎＲＨＲ抗体特異的結合細胞と正常ギニアピッグ抗体非特異的結合細胞それぞれの
細胞で分析したＡＦ４８８－ＢＳＣグラフにおいて、Specific400BSCaと命名したゲート
を設けた。Specific400BSCaゲートの下限ＢＳＣ－Ａ値は４００×１０3とし、上限ＢＳＣ
－Ａ値は９９０×１０3とし、さらに、ＡＦ４８８－Ａの値に基づき、ＧｎＲＨＲを発現
する細胞にゲートを設定した。抗ＧｎＲＨＲ抗体特異的結合細胞と正常ギニアピッグ抗体
非特異的結合細胞それぞれの細胞の分析によって得られたＡＦ４８８－ＢＳＣグラフを比
較し、抗ＧｎＲＨＲ抗体特異的結合細胞の集団では多数存在するが、正常ギニアピッグ抗
体非特異的結合細胞の集団において少数のみ存在する後方散乱光蛍光パルス面積（ＢＳＣ
－Ａ）とＡＦ４８８－Ａを示す細胞の集団の領域をゲート設定の指標とした。
【００５４】
　加えて、上記ＳＨ８００ソフトウェアを用い、Ｘ軸がＡＦ４８８－Ａ、Ｙ軸がＰＩ蛍光
強度パルス面積（ＰＩ－Ａ）としたグラフ（ＡＦ４８８－ＰＩ）を作成した。ＰＩの染色
によって染色される細胞（ＰＩ陽性細胞）は死細胞であり、第一及び第二抗体が容易にＰ
Ｉ陽性細胞の細胞質に入り込む。作製したＡＦ４８８－ＰＩグラフを図３（Ｃ）、（Ｆ）
に示す。
【００５５】
　抗ＧｎＲＨＲ抗体特異的結合細胞で分析したＡＦ４８８－ＰＩグラフにおいて、生細胞
（ＬＩＶＥ）と命名したゲートを設けた。生細胞（ＬＩＶＥ）においては、ＰＩ－Ａが小
さく、ＡＦ４８８－Ａが大きい細胞をゲート設定の指標とした。
【００５６】
（細胞の分取）
　抗ＧｎＲＨＲ抗体特異的結合細胞において上記設定した「Specific200FSCa」と「Speci
fic400BSCa」と「生細胞」の３つのゲートに基づき、「Specific200FSCa」と「Specific4
00BSCa」と「生細胞」との論理積ゲートを設定した。さらに、フローサイトメーターの高
純度モードにより、上記論理積ゲートに基づいて細胞を２％ウシ胎子血清（ＦＢＳ）－Ｐ
ＢＳを含有する低吸着性マイクロチューブに分取した。
【００５７】
　（分取した細胞の共焦点顕微鏡観察）
　分取した細胞を３０秒ほど遠心分離することで集め、細胞ペレットをマイクロスコープ
チャンバー（μ-Slide VI：Ibidi社製）に載置し、共焦点顕微鏡によって細胞を観察した
。結果を図４、図５に示す。
【００５８】
　図４、図５に示すように、論理積ゲートに基づいて分取された細胞は緑蛍光を細胞膜表
面に示し、ゴナドトロフ細胞であることが確認された。なお、図では一部の細胞のみ示し
ているが、分取した細胞のうち１０００個の細胞を共焦点顕微鏡によって細胞したところ
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、１０００個すべての細胞において緑蛍光を細胞膜表面に示したため、本発明の方法によ
ってゴナドトロフ細胞を分離すれば、きわめて高精度でゴナドトロフ細胞を分離すること
が可能であることが明らかとなった。なお、マイクロスコープチャンバーを用いて細胞を
観察すると、載置した細胞はマイクロスコープチャンバー内で浮遊していたが移動速度が
遅かったため、多数の細胞を短時間で効率よく観察することや写真撮影が可能であった。
【産業上の利用可能性】
【００５９】
　本発明の方法を用いれば、高純度で下垂体前葉の集団からゴナドトロフ細胞を分離する
ことが可能となることから、ゴナドトロフ細胞のみで発現する遺伝子の発見解析や、ゴナ
ドトロフ細胞を標的とする医薬、医療、獣医療の研究、開発分野で利用可能である。

【図１】 【図２】
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