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研究成果の概要（和文）：哺乳類の生体機能の分子機構に基づき、ポリ塩化ビフェニル(PCB)な

どの簡便な生化学的測定方法を開発した。(1) アリルハイドロカーボン受容体(AhR)の組換え型

を介したβーグルクロニダーゼ(GUS)レポーター遺伝子発現系を導入した組換え体植物タバコ

とシロイヌナズナを作出して、それら組換え体植物を用いた PCB などの GUS アッセイを確立し

た。とりわけ、バイオサーファクタントの使用により PCB などの GUS アッセイ感度が向上した。

(2) PCB に特異的なモノクローナルおよび組換え型抗体を調製して、それら抗体を用いたコプラ

ナー-PCB 選択的な免疫測定(Enzyme-Linked Immunosorbent Assay, ELISA)を確立した。

研究成果の概要（英文） : It was attempted to develop convenien polychlorinated
biphenyls(PCBs) based on molecular mechanisms of biological functions in mammals. (1)
Recombinant aryl hydrocarbon receptor(AhR)-mediated βーglucuronidase(GUS) reporter
gene expression systems were each introduced into tobacco t biochemical assays of and
Arabidopsis plants. The transgenic plants were developed for GUS assays of PCBs.
Particularly, the use of biosurfactants improved GUS assay sensitivity of PCBs in the
transgenic plants. (2) Monoclonal and recombinant antibodies specific to PCBs were
prepared for development of Enzyme-Linked Immunosorbent Assays(ELISAs) of PCBs. The
ELISAs selectively detected coplanar PCBs.
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１．研究開始当初の背景：残留性有機汚染物
質 (Persistent Organic Pollutants,
PCBs)は脂溶性が高く、環境で安定で、水
系の底質に集積して、食物連鎖を介して、
最上位のヒトを含む哺乳類に生物濃縮
される。とりわけ、体内の脂肪組織に高

濃度に蓄積して、母乳などを介して乳児
に移行する。POPs のうち、ダイオキシン
類、すなわち、ダイオキシン、ダイベン
ゾフランおよびコプラナーポリ塩化ビ
フェニル(Co-PCB)の環境汚染が広がって
おり、とりわけ、日本ではポリ塩化ビフ
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ェニル(PCB)による汚染が著しい。ダイオ
キシン類は高分解能ガスクロマトグラ
フィー/マススペクトロメトリー(高分解
能 GC/MS）を用いて分析されている。高
分解能 GC/MS は感度・精度に優れている
が、試料の前処理に時間が掛り、効率が
悪く、しかも、経費が高い。ダイオキシ
ン類には芳香環に結合する塩素の数と
位置の異なる209種の同族体が存在する。
それらのうち、哺乳類に対して最も高い
毒性を示す 2,3,7,8-テトラクロロジベン
ゾ-p-ダイオキシン(2,3,7,8-TCDD)の毒性
を 1 としたときの毒性等価係数(TEF)が
29 種の同族体で決まっている。そこで、
高分解能 GC/MSで分析したおのおのの同
族体の量にそれら同族体のTEFを掛けた
値の総和を毒性等量(TEQ)として表す。

２．研究の目的：ある種のダイオキシン類同
族体はヒトを含む哺乳類に毒性を示す。
そこで、哺乳類の生体機能の分子機構に
基づいた PCBなどの簡便な生化学的測定
方法の開発を試みた。哺乳類の体内には
アリルハイドロカーボン受容体(AhR)が
存在し、ある種のダイオキシン類同族体
はリガンドとして特異的に結合し、
CYP1A1 遺伝子などを誘導発現する。また、
ダイオキシン類同族体のAhRへの結合親
和性と毒性には相関性が認められる。そ
こで、AhR を介したβーグルクロニダー
ゼ(GUS)レポーター遺伝子発現系を構築
して、それを用いた PCB などの GUS アッ
セイの確立を試みた。それと共に、PCB
などに特異的な免疫測定(Enzyme-Linked
Immunosorbent Assay, ELISA)の開発を目
指した。

３．方法：2,3,7 研究の,8-TCDD に対する毒
性の感受性の高いモルモット(g)、マウス
(m)およびヒト(h)のおのおのの AhR 遺伝
子に基づいた組換え型 AhR遺伝子を構築
して、それらと共に GUS レポーター遺伝
子を導入した組換え体植物タバコおよ
びシロイヌナズナを作出し、それらの組
換え体植物を用いて、遺伝子組換え植物
用温室において、バイオサーファクタン
トなどの存在下で、PCB同族体などの GUS
アッセイを試みた。タバコは組織培養苗
を培地または土壌に移植し、また、シロ
イヌナズナは T4 種子を培地または土壌
に播種して、一定期間後に、タバコの葉
またはシロイヌナズナ植物全体の GUS活
性をアッセイした。、PCB に特異的なモノ
クローナルおよび組換え型抗体を調製
して、Co-PCB などに選択的な ELISA の開
発を試みた。

４．研究成果：(1)組換え型 AhR を介した GUS
レポーター遺伝子発現系を導入した組
換え体植物による PCB 同族体の GUS アッ
セイ 組換え型 gAhR,mAhR および hAhR
のおのおのを介した GUSレポーター遺伝
子発現系を導入した組換え体植物タバ
コを作出して、PCB 同族体の GUS アッセ
イを比較した。その結果、gAhR が最も高
い GUS 活性を示し、次いで、mAhR の GUS
活性が高く、hAhR の GUS 活性が最も低か
った。そこで、組換え型 gAhR を介した
GUS 遺伝子発現系をシロイヌナズナに導
入して、組換え体シロイヌナズナを用い
て、PCB同族体のGUSアッセイを試みた。
その結果、PCB126(TEF:0.1)は GUS 誘導
活性を示したが、PCB80(TEF:0)は GUS 活
性を誘導せず、PCB126 の GUS 活性誘導を
抑制した。すなわち、PCB 同族体は TEF
依存的 GUS誘導活性を示すことが判明し、
PCB126 はアゴニストとして、また、PCB80
はアンタゴニストとしてAhRに作用する
と考えられる。さらに、バイオサーファ
クタント MEL-B の存在下では PCB126 に
よる GUS 誘導活性が高くなり、アッセイ
感度が向上することが判明した。MEL-B
は PCB同族体とミセルを形成して根から
の受動拡散による取込みを促進したと
考えられる。一方、POPs のうちの、有機
塩素系殺虫剤デルドリンなどはAhRに対
してアンタゴニストとして作用するこ
と、また、有害重金属カドミウム(Cd)な
どは PCB 同族体の GUS誘導活性を向上す
ることなどから、これらの共汚染をアッ
セイすることができる。なお、組換え型
mAhRを介したGUS遺伝子発現系を導入し
た組換え体植物タバコを遺伝子組換え
植物用温室内において、ダイオキシン類
実汚染土壌に栽培することにより、環境
基準値 1,000pgTEQ をアッセイすること
ができた。なお、本遺伝子組換え体植物
タバコおよびシロイヌナズナを用いた
PCB 同族体の GUS アッセイは試料の前処
理、すなわち、抽出、クリーンアップな
どの操作をすることなく、多種・多様な
多数の試料の簡便なスクリーニングに
適している。また、本方法による GUS ア
ッセイの結果は哺乳類におけるAhRへの
作用機構を反映している。組換え体植物
タバコは組織培養苗の調整に時間が掛
るが、葉の GUS 活性の測定でアッセイで
きる。それに比べて、組換え体植物シロ
イヌナズナは T4 種子を用いて、短期間
に、一度に多数のアッセイをすることが
できる。

(2)PCB 特異的モノクローナルおよび組
換え型抗体を用いた Co- PCB 選択的



ELISA Co-PCB 同族体に由来するハプテ
ン抱合体をマウスに免疫することによ
り、PCP 特異的モノクローナル抗体の 2
種を取得した。これら 2種のモノクロー
ナル抗体を用いて PCB 同族体の ELISAを
確立した。一方、2 種の抗体産生細胞か
ら相当する抗体遺伝子を取得して、単鎖
可変領域抗体（組換え型抗体）を作製し
た。これらの組換え型抗体を用いて PCB
同族体の ELISA を確立した。いずれの
ELISA も Co-PCB を選択的に測定できた。
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