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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　　マウス乳癌ウイルスのプロモータ（以下、ＭＭＴＶという。）の一部にダイオキシン
類及び／又は多環芳香族炭化水素に反応して活性化される遺伝子（以下、ＤＲＥ遺伝子と
いう。）を組み込んだ遺伝子配列（以下、ＭＭＴＶ－ＤＲＥという。）と、前記ＤＲＥ遺
伝子の下流に分泌型アルカリフォスファターゼ遺伝子とを含むプラスミドを、マウスの癌
細胞株（Ｈｅｐａ－１ｃ１ｃ７）に導入したことを特徴とするダイオキシン類及び／又は
多環芳香族炭化水素を測定するための遺伝子導入細胞。
【請求項２】
　　請求項１に記載の遺伝子導入細胞を含み、該遺伝子導入細胞をダイオキシン類及び／
又は多環芳香族水素の検出に用いることを特徴とするバイオセンサー。
【請求項３】
　　請求項１に記載の遺伝子導入細胞を評価試料に曝露させたときに前記遺伝子導入細胞
が分泌する分泌型マーカータンパクの活性を測定することによりダイオキシン類及び／又
は多環芳香族水素を検出することを特徴とするダイオキシン類及び／又は多環芳香族炭化
水素の検出方法。
【請求項４】
　　請求項１に記載の遺伝子導入細胞をタバコ煙に曝露させたときに前記遺伝子導入細胞
が分泌する分泌型マーカータンパクの活性を測定することによりタバコ煙の生物学的毒性
を評価することを特徴とするタバコ煙の生物学的毒性の評価方法。
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【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、ダイオキシン類、多環芳香族炭化水素などの内分泌撹乱物質や一部の発がん
物質等が、細胞内受容体である芳香族炭化水素受容体（以下、AhR）を介して作用するこ
とに基づく有害化学物質の簡便、迅速かつ高感度な検出方法または定量方法、及び検出物
質、並びにダイオキシン類検出バイオセンサーに関する。
【背景技術】
【０００２】
　現代社会の深刻な問題の一つである環境汚染への対応策を確立するためには、環境中の
有害化学物質への曝露の程度を正確に評価することが必要である。このためには、簡便で
、感度や再現性の高い有害化学物質の分析方法が確立されていることが不可欠である。
【０００３】
　ダイオキシン類は、極微量で種々の有害作用を惹起する。従って、鋭敏かつ迅速にダイ
オキシン類を検出する方法の確立は、ダイオキシン類への曝露を正確に評価し、健康障害
を予防するために、緊急の課題と考えられる。また、ダイオキシン類と同じように環境中
の有害物質である多環芳香族炭化水素、及びこれらを複合的に含有するタバコ煙の生物学
的毒性の総体的かつ定量的評価も大きな課題である。
【０００４】
　環境中のダイオキシン類等を検出するための代表的な手法としては、内因性のバイオマ
ーカー、例えば薬物代謝酵素であるチトクロームP-4501A1の利用、 培養細胞を用いたバ
イオアッセイ、酵素免疫アッセイ、クロマトグラフィーを用いた方法などがある。特に遺
伝子工学技術を用いたバイオアッセイは、その簡便性と感度の高さから、近年注目を集め
ている。
【０００５】
　こうした遺伝子工学的バイオアッセイは、幾つかの基本ユニットにより構成されている
。かかる基本ユニットは、(1)細胞、(2)細胞に組み込む遺伝子構造の2つである。ここで
、かかる遺伝子構造はさらにダイオキシン類のセンサーとして機能するDNA配列であるダ
イオキシン類応答DNA配列と、マーカータンパクを規定するマーカータンパク遺伝子とに
より成り立っている。
【０００６】
　こうした遺伝子構造を細胞に導入し、細胞の染色体DNAに安定に組み込むことにより、
ダイオキシン類等に反応するセンサー細胞を作製することが可能である。
【０００７】
　こうした遺伝子導入細胞がダイオキシン類等を含む試料に曝露されると、まずダイオキ
シン類等が細胞内のAhRと結合し、さらに転写促進共役因子であるコアクチベーター（以
下、Arnt）と複合体を形成、その複合体が転写因子としてダイオキシン類応答DNA配列を
活性化させる。その結果、遺伝子配列下流のマーカータンパク遺伝子の発現が促進される
。　　
【０００８】
　かかるマーカータンパク遺伝子が発現することによりマーカータンパクが産生され、当
該タンパクを定量化することにより、試料中にどのくらいの濃度のダイオキシン類等が存
在するかを評価することができる。
【０００９】
　マーカータンパク遺伝子としては、これまでクロラムフェニコ－ル・アシルリボシル・
トランスフェラ－ゼ、β-ガラクトシダーゼ、ルシフェラーゼ、などの酵素遺伝子や緑色
螢光タンパク遺伝子が用いられてきた。
【００１０】
　しかし、これまでのバイオアッセイでは、(1)マーカータンパクが分泌されないため、
その定量のためには細胞を破壊してマーカータンパクを抽出する操作が必要、(2)環境中
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の極微量な有害物質を検出する上で感度が不十分であり、高感度なシステムでも2、3、7
、8-tetrachlorodibenzo-p-dioxin（以下、TCDD）換算で１pMが検出の限界、(3)バイオア
ッセイに２日～３日必要、(4)1サンプルあたり60、000個から100、000個の細胞数が必要
、このため、培養コスト、人件費などの経費が高くつく、などの問題点を挙げることがで
きる。特に(2)～(4)は、多数のサンプルを効率良くスクリーニングしてゆく上で大きな障
害となっていた。
【非特許文献１】P.A. Behnisch、 K. Hosoe、 S. Sakai、 Bioanalytical screening me
thods for dioxins and dioxin-like compounds:a review of bioassay/biomarker techn
ology、 Environ. Int. 27 (2001) 413-439.
【非特許文献２】特願2004-135662「ダイオキシン類測定用形質転換体並びにそれを用い
たダイオキシン類の検出方法、定量分析方法及びスクリーニング方法」
【発明の開示】
【発明が解決しようとする課題】
【００１１】
　そこで本発明は、従来のルシフェラーザや緑色蛍光タンパクを用いたダイオキシン類検
出のバイオアッセイに比較し、(1)バイオアッセイプロセスの簡便化、(2)検出感度の向上
、(3)バイオアッセイ時間の大幅な短縮、(4)培養コスト、人件費等の経費の削減、を課題
とするものである。
【課題を解決するための手段】
【００１２】
　本発明は、ダイオキシン類、及び／又は多環芳香族炭化水素に反応して活性化されるダ
イオキシン類及び／又は多環芳香族炭化水素高感受性遺伝子配列の下流に、分泌型マーカ
ータンパク遺伝子を組み込んだダイオキシン類及び／又は多環芳香族炭化水素応答性プラ
スミドである。
【００１３】
　前記分泌型マーカータンパク遺伝子は、分泌型アルカリホスファターゼ遺伝子であるこ
とは好適である。
【００１４】
　本発明は、上述したダイオキシン類及び／又は多環芳香族炭化水素応答性プラスミドが
、芳香族炭化水素受容体を高発現する培養細胞に導入され、前記芳香族炭化水素受容体が
ダイオキシン類及び／又は多環芳香族炭化水素に結合し、分泌型マーカータンパクを産生
するダイオキシン類及び／又は多環芳香族炭化水素測定用遺伝子導入細胞である。
【００１５】
　前記芳香族炭化水素受容体を高発現する培養細胞は、Hepa-1c1c7であることは好適であ
る。
【００１６】
　本発明は、上述したダイオキシン類及び／又は多環芳香族炭化水素測定用遺伝子導入細
胞をダイオキシン類及び／又は多環芳香族炭化水素の検出センサーとして用いたバイオセ
ンサーとするものである。
【００１７】
　本発明は、ダイオキシン類、及び／又は多環芳香族炭化水素に反応して活性化されるダ
イオキシン類及び／又は多環芳香族炭化水素高感受性遺伝子配列と、前記遺伝子配列の下
流に分泌型マーカータンパク遺伝子を組み込んだダイオキシン類及び／又は多環芳香族炭
化水素応答性プラスミドを芳香族炭化水素受容体を高発現する細胞に導入し作製したダイ
オキシン類及び／又は多環芳香族炭化水素測定用遺伝子導入細胞を、ダイオキシン類、及
び／又は多環芳香族炭化水素に曝露し、前記遺伝子導入細胞が分泌する分泌型マーカータ
ンパクの活性を定量し、ダイオキシン類、及び／又は多環芳香族炭化水素を検出するダイ
オキシン類、及び／又は多環芳香族炭化水素の検出方法である。
【００１８】
　分泌型マーカータンパクは、分泌型アルカリホスファターゼであることは好適である。
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また、前記細胞は、Hepa-1c1c7であることは好適である。
【００１９】
　本発明は、ダイオキシン類、及び／又は多環芳香族炭化水素に反応して活性化されるダ
イオキシン類及び／又は多環芳香族炭化水素高感受性遺伝子配列と、前記遺伝子配列の下
流に、分泌型マーカータンパク遺伝子を組み込んだダイオキシン類及び／又は多環芳香族
炭化水素応答性プラスミドを芳香族炭化水素受容体を高発現する細胞に導入し作製したダ
イオキシン類及び／又は多環芳香族炭化水素測定用遺伝子導入細胞をタバコ煙に曝露させ
、前記遺伝子導入細胞が分泌する分泌型マーカータンパクの活性を定量することにより、
タバコ煙の生物学的毒性を評価するタバコ煙の生物学的毒性の定量的評価方法である。
【００２０】
　前記分泌型マーカータンパクは、分泌型アルカリホスファターゼであることは好適であ
る。
【発明の効果】
【００２１】
　本発明によれば、単純な化学発光計測等により、簡便にダイオキシン類や多環芳香族炭
化水素を測定できる。また、細胞の播種から計測までのダイオキシン測定プロセスを、数
時間で完了でき、更に本発明によれば、低コストで高感度なダイオキシン類及び／又は多
環芳香族炭化水素の測定を行うことができる。
【００２２】
　本発明は、大気、河川、土壌、食品、生活器材に含まれるダイオキシン類及び／又は多
環芳香族炭化水素を検出できる優れた発明である。
【発明を実施するための最良の形態】
【００２３】
　発明を実施するための最良の形態について以下に述べる。
【実施例１】
【００２４】
　図１はダイオキシン類及び／又は多環芳香族炭化水素反応性プラスミドpDRE-SEAP10の
構造図を示したものである。pDRE-SEAP10は、マウス乳ガンウイルスのプロモータ（以下
、MM TV）の一部にダイオキシン類応答DNA配列（以下、DRE）を組み込んだダイオキシン
類高感受性DNA配列（以下、MMTV-DRE11）およびその下流に位置する分泌型アルカリホス
ファターゼ（以下、SEAP）遺伝子12と、サルウイルス40（以下、SV40）由来のポリアデニ
レーションシグナル（以下、poly A13）とにより構成されている。
【００２５】
　従来、ダイオキシン類応答DNA配列としてDREが用いられてきたが、この実施例では、ダ
イオキシン類を感知するセンサーDNA配列として、MMTVの一部にDREを組み込んだMMTV-DRE
を用いた。これにより高感度なアッセイ系を確立した。
【００２６】
　MMTV-DRE11は、ダイオキシン類に応答して活性化されることが知られているDREを4個、
MMTVのプロモーターの一部に組み込んだものである。DRE単独のものに比べ強力なダイオ
キシン類への応答性がある。
【００２７】
　図２は、MMTV-DREとDREのセンサー能力を比較検討した結果である。MMTV-DREとDREのみ
をセンサー配列として持つSEAPリポータープラスミドを作成し、これらを各々Hepa-1c1c7
細胞に遺伝子導入した。なお、遺伝子導入の詳細は後述する。その後、これらの細胞をTC
DDで刺激し、SEAP活性の増加を比較した。DREのみをセンサー配列として持つSEAPリポー
タープラスミドを導入した細胞では、TCDDの刺激によってSEAP活性は4.5倍に上昇した。
【００２８】
　これに対して、MMTV-DREをセンサー配列として持つSEAPリポータープラスミドを導入し
た細胞（Hepa1c1c7-DRE-SEAP細胞、以下、HeDS細胞）では、TCDDの刺激によってSEAP活性
は43.2倍に上昇した。MMTVのみをセンサー配列として持つSEAPリポータープラスミドを導
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入した細胞では、TCDDによりSEAP活性の増加は見られなかった。このことはMMTVの配列が
、DREのダイオキシンに対する応答性を強力に増幅することを意味している。MMTV-DREの
高反応性は、アッセイの迅速性、低コストを可能とする。
【００２９】
　実施例１では、マーカータンパクとしてSEAPを用いた。SEAPを含め、これまで分泌型マ
ーカータンパクを用いたダイオキシン類のバイオアッセイ系は確立されていなかった。SE
APはルシフェラーゼと並び高感度にダイオキシン類を検出しうるマーカータンパクである
が、ルシフェラーゼと異なり細胞外に分泌されるため、細胞を破壊してタンパクを抽出す
る操作が不要である。
【００３０】
　図３は5000個のHeDS細胞でTCDDの検出感度を測定したグラフである。従来のルシフェラ
ーゼを用いたダイオキシンアッセイでは1pMのTCDDを検出するために60、000個～100、000
個の細胞数が必要なのに対し、図３に示す通り、5000個のHeDS細胞で0.5pMのTCDDの検出
が可能である。
【００３１】
　SEAPをマーカータンパクとして用いることにより、僅か5μlという極めて微量な培養上
清のサンプルのみで、ダイオキシン類のアッセイが可能である。SEAP遺伝子12の転写レベ
ルとSEAPタンパクの分泌レベルは極めて良く相関し、その活性はルミノメーターなどの化
学発光の検出システムで容易に検出・定量化が可能である。なお、polyA13はメッセンジ
ャーRNAが作られてからタンパクに翻訳される過程で不可欠な遺伝子配列である。
【００３２】
　pDRE-SEAP10は遺伝子工学的常法により作製する。即ち、制限酵素により切り出し精製
したMMTV-DRE11の断片を、プロモーターを持たないSEAPプラスミドのSEAP遺伝子12の上流
に、T4DNAリガーゼを用いて組み込む。
【００３３】
　T4DNAリガーゼは、隣接するDNA鎖の5'末端と3'末端とを連結する酵素である。作製した
pDRE-SEAP10は大腸菌に導入して大量に増やし、遺伝子工学的常法によりpDRE-SEAP10を精
製する。
【００３４】
　作製したpDRE-SEAPを、図４のような手順によりマウスの肝臓癌細胞株であるHepa-1c1c
7細胞に遺伝子導入し、安定な組換え細胞を樹立する。ここで発明者がHepa-1c1c7細胞を
選択したのは、(1)ダイオキシン類のバイオアッセイ系を確立するためには、芳香族炭化
水素受容体（以下、AhR）を産生する細胞を用いることが不可欠であること、(2)高感度の
アッセイ系を樹立するには、AhRを高度に発現している細胞を選択することが必須構成要
件であること、との観点からである。
【００３５】
　かかる観点から発明者は鋭意検討した結果、肝臓癌細胞由来の細胞系、Hepa-1c1c7を選
択したものである。作製したpDRE-SEAPをHepa-1c1c7細胞に導入し、安定な組換え細胞を
樹立した手順は図４に示す通りである。
【００３６】
　トリプシンで培養皿から剥離した4×106個のHepa-1c1c7細胞をリン酸緩衝生理食塩水で
あるPBSで良く洗浄した後、電気穿孔法（以下、エレクトロポレーション）用キュベット
（バイオラド社製、品番165-2088）に入れる（S1）。20μgのpDRE-SEAPと2μgのネオマイ
シン耐性遺伝子を含むプラスミドpcDNA3.1を添加して混和、10分間氷上で静置する（S2）
。
【００３７】
　次に、ジーンパルサー (バイオラド社製)を用いて150mV、960μFの条件でエレクトロポ
レーションを施行、その1/10から1/20の細胞数を100 mm培養皿に播種し、37℃、CO2濃度5
% 、10%の牛胎児血清（以下、FBS）存在下で3日間培養する（S3）。
【００３８】
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　培養液はα-MEM（ギブコ社製、品番12561-056）を用いた。その後500μg/mlのネオマイ
シン存在下で1～2週間培養することにより、非組換え細胞は死滅し（S4）、pDRE-SEAPが
染色体DNAに安定に組み込まれた組換え細胞のみが生存・増殖して集塊を形成する。
【００３９】
　この細胞集塊を個別にトリプシン処理して剥離し、各々を2穴づつ96穴培養プレートに
移し1週間培養を継続する（S5）。細胞が飽和状態になった後、各穴の培養液を1%のFBSを
含有するα-MEM100μlに交換し、10pMのTCDD存在下、または非存在下で24時間培養、その
培養上清5μlを用いて所定のSEAPアッセイを行ない、低濃度のダイオキシンに最も鋭敏に
反応するHeDS細胞を樹立、ダイオキシン類検出バイオアッセイに用いる（S6）。本明細書
ではこのバイオアッセイ法をDRE-based Sensing of dioxin via Secreted Alkalined pho
sphatase（以下、DRESSA法）という。
【００４０】
　樹立したHeDS細胞のダイオキシン類への応答メカニズムを図５に示す。HeDS細胞では、
その染色体DNAの中にpDRE-SEAP10の各コンポーネント、即ちMMTV-DRE11およびその下流の
SEAP遺伝子12とポリアデニレーションシグナル13が安定に組み込まれている。この細胞が
ダイオキシン類20に曝露されると、ダイオキシン類20はまず細胞膜を通過し、細胞質内に
存在するAhR14に結合する。
【００４１】
　さらにAhR14は、コアクチベーターであるArnt15と複合体を形成し核内に入り、MMTV-DR
E 11に結合してそれを活性化させる。結果として下流のSEAP遺伝子12の転写が促され、メ
ッセンジャーRNA16が作られ、リボゾーム17でタンパク18に翻訳されて、SEAPタンパクと
して細胞外に速やかに分泌される19。従って培養上清中のSEAPタンパクの活性を測定する
ことにより、細胞がどれだけのレベルのダイオキシン類に曝露されているのかを定量する
ことができる。
【００４２】
　試料中のダイオキシン類の検出手順を、フローチャートとして図６に示す。まず96穴培
養プレートの各穴にHeDS細胞を2 ×104／wellの密度で播種する。培養液は1% FBSを含む
α-MEMを100μlづつ各穴に分注する（S1）。24時間培養して細胞を各穴の底に定着させた
後、培養液を交換し、TCDDを含有する液体試料を1μlづつ添加する（S2）。24時間培養し
た後上清を5μlづつサンプリングし（S3）、以下に述べる手順でSEAPタンパク活性を測定
する（S4）。
【００４３】
　培養上清中のSEAPタンパク活性は、以下のようにして定量する。5μlの培養上清に15μ
lの緩衝液を加え、30分65℃でインキュベートし、内因性のアルカリホスファターゼ活性
を失活させる。さらに内因性のアルカリホスファターゼの阻害剤であるL-ホモアルギニン
を含む緩衝液を20μl加え5分放置した後、15μlの基質CSPDを加え、30分暗所にて静置し
た後、ルミノメーターで化学発光度を計測する。
【００４４】
　図７は、HeDS細胞を6pMのTCDDで刺激し、その後の培養液中のSEAPタンパク活性の推移
を経時的に10時間まで追ったものである。コントロールとして、TCDDの溶媒であるジメチ
ルスルフォキサイド（以下、DMSO）を用いた。優位なSEAPタンパク活性の増大はTCDD添加
後４時間で認められ、時間の経過とともに漸増した。
【００４５】
　図８はその後のSEAPタンパク活性の推移を、さらに72時間まで追ったものである。SEAP
タンパク活性の増加は刺激後48時間まで続き、その後平衡状態に達したことがわかる。
【００４６】
　図９は、HeDS細胞の感度を検討した結果である。HeDS細胞を0～1pMの低濃度のTCDDに曝
露し、培養液中のSEAPタンパク活性の上昇を検討した。優位なSEAPタンパク活性の増加は
0.25pM (250fM)ですでに認められた。
【００４７】
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　このように、DRESSA法は従来のバイオアッセイの検出限界とされている１pM以下の濃度
のTCDDを検出しうる。なお、発明者らは培養液中のSEAPタンパク活性が100 pMまで濃度依
存的に上昇することを確認している。
【００４８】
　図１０は、DRESSA法に必要な細胞数に関し検討を行なったものである。すなわちグラフ
に示された数の細胞を96穴培養プレートに播種し、その細胞を1nMのTCDDに曝露させた後
、培養液中のSEAPタンパク活性を測定した。図１０に示されるように、１試料（１穴）あ
たり50個の細胞が存在すれば、1nMのTCDDを十分に検出しうることが明らかになった。こ
れは従来のアッセイに必要とされる細胞数60,000～100,000／穴に比べ、1000分の１から2
000分の１の数に相当する。
【実施例２】
【００４９】
　上述したDRESSA法を簡便、経済的かつ短時間に行なうため、前述した検出手順を、図１
１のように簡略化することが可能である。即ち、まず試料1μlを含む培養液を50μlづつ9
6穴培養プレートの各穴に分注し、直ちに50μlの培養液に浮遊させたHeDS細胞を添加する
 (total 100μl)（S1）。
【００５０】
　3～4時間後培養上清をサンプリングし（S2）、SEAPタンパク活性を測定する（S3）。こ
の手法を用いることにより、現行の方法での検出限界とされる1pMのTCDDを、4～5時間以
内に検出することが可能である。この便法を、本明細書では、以下、迅速DRESSA法という
。迅速DRESSA法は検出感度の上でも、DRESSA法と遜色がない。
【００５１】
　図１２は、迅速DRESSA法によりHeDS細胞をTCDD (6pMおよび1nM)で刺激し、その後の培
養液中のSEAPタンパク活性の推移を経時的に追ったものである。いずれの場合にも、優位
なSEAPタンパク活性の増大はTCDD添加後3時間の時点で既に認められ、時間の経過ととも
に漸増した。
【００５２】
　図１３は、DRESSA法と迅速DRESSA法との感度を比較検討したものである。同数の細胞を
DRESSA法では定着条件下で、また迅速DRESSA法では浮遊条件下で6 pMのTCDDに曝露させ、
その後の培養液中のSEAPタンパク活性の上昇を経時的に比較検討した。その結果、図１３
に示す通り、刺激後24時間まで、ダイオキシン類の検出感度に関し両者に差は認められな
かった。
【００５３】
　図１４はHeDS細胞を多環芳香族炭化水素である1μMの3-methylcholanthrene （3-MC）
、benzo[a]pyrene (B[a]P) 、β-naphthoflavone (βNF)で各々刺激した後の、培養上清
中のSEAPタンパク活性を示している。いずれの場合にも、コントロール刺激であるDMSOに
比べ、著明なSEAPタンパク活性の誘導が認められた。このようにHeDS細胞は、AhRを介し
て作用するダイオキシン類以外の有害化学物質である 3-MC、B[a]P、βNF)にも反応しSEA
Pタンパクを分泌する。
【実施例３】
【００５４】
　タバコ煙には、ダイオキシン類や多環芳香族炭化水素などの有害化学物質が複合的に含
まれている。こうしたタバコ煙中の有害化学物質と結合したAhRは、DREに結合してその生
物学的毒性を発揮する。そこで、タバコ煙のAhR活性化能を、同等のAhR活性化を引き起こ
すTCDDの量に換算した値として示すことが可能である。かかる換算値をDRE-activating p
otential value (以下、DAP値)とし、タバコ煙の生物学的毒性の指標として、タバコ煙の
AhR活性化能を定量的に評価した。なお、この評価法は喫煙の健康への影響度を定量化す
る上で極めて有用である。
【００５５】
　タール含量が各々1,6,10,14,20 mg／本である5種類のタバコ銘柄を用いて、10.5 l/min
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の吸引速度でタバコ煙を生成、タバコ1本あたりの煙を50mlのPBSに溶解する。
【００５６】
　HeDS細胞を96穴培養プレートに5000細胞／穴で播種し、上記タバコ煙抽出液（5種、各n
=4）を100～1000倍の希釈で添加する。基準となる化学物質として、1 ～100pMのTCDDを同
様に添加する。16時間培養後、培養上清を5μlづつ採取し、SEAP活性を測定する。
【００５７】
　TCDD濃度とSEAP活性との相関を示す検量線を作成し、それをもとに各タバコ煙抽出液中
の有害物質の濃度をTCDDに換算する形で算出、各タバコ１本より生成する煙に含まれるAh
R活性化能の総量を計算しDAP値として示したものが表-1である。
表-1に示されるように、タバコ煙には極めて高レベルのAhR活性化能が認められた。なお
、タール含量とDAP値の間にはほぼ正の相関が認められるが、タール含量が1mgのものと20
mgのものを比較した場合、前者のDAP値は後者のそれの1/20ではなく、1/3程度に過ぎない
。また、DAP値はタール含量が20mgの銘柄よりも14mgの銘柄のほうが逆に高い。これらの
事実は、一般に健康への影響度の指標として用いられているタール含量が、生物学的毒性
の指標としては不充分であることを意味しており、より実用的な、新たな指標としてのDA
P値の意義は高い。
【００５８】
【表１】

【産業上の利用可能性】
【００５９】
　ダイオキシンおよび類似有害化学物質を簡便、迅速、安価かつ超高感度に検出しうる本
発明は、工業排水のモニタリング、飲用の水質管理、食品の品質管理、また工業製品にお
ける内分泌撹乱物質の混入の監視など、産業上の利用価値も高い。
【図面の簡単な説明】
【００６０】
【図１】ダイオキシン類等応答性プラスミド（pDRE-SEAP）の構造
【図２】MMTV-DREとDREのセンサー能力を比較検討した図
【図３】5000個のHeDS細胞でTCDDの検出感度を測定した図
【図４】HeDS細胞樹立の手順
【図５】HeDS細胞のダイオキシン類感知メカニズム
【図６】DRESSA法によるダイオキシン類検出の手順
【図７】HeDS細胞をTCDDで刺激した後の培養上清中SEAPタンパク活性の推移（短時間）
【図８】HeDS細胞をTCDDで刺激した後の培養上清中SEAPタンパク活性の推移（長時間）
【図９】HeDS細胞を0～1pMの低濃度のTCDDに曝露し、培養液中のSEAPタンパク活性の上昇
をグラフにより示した図
【図１０】RESSA法に必要なHeDS細胞数をグラフにより示した図
【図１１】迅速DRESSA法によるダイオキシン類検出の手順
【図１２】迅速DRESSA法により細胞をTCDDで刺激した後の培養上清中SEAPタンパク活性の
推移
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【図１３】DRESSA法と迅速DRESSA法との検出感度の比較を示した図
【図１４】HeDS細胞をダイオキシン類似化学物質で刺激した後の培養上清中SEAPタンパク
活性の上昇をグラフで示した図
【符号の説明】
【００６１】
　1　　 HeDS細胞
　10　　ダイオキシン類応答性プラスミド（pDRE-SEAP）
　11　　ダイオキシン類高感受性遺伝子配列（MMTV-DRE）
　12　　分泌型マーカータンパク遺伝子（SEAP）
　13　　ポリアデニレーションシグナル（polyA）
　14　　芳香族炭化水素受容体（AhR）
　15　　コアクチベーター（Arnt）
　16　　SEAP遺伝子のメッセンジャーRNA
　17　　リボゾーム
　18　　SEAPタンパク
　19　　細胞外へのSEAPタンパクの分泌
　20　　ダイオキシン類

【図１】 【図２】
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【図９】 【図１０】
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