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研究要旨 

ダイオキシン類に対する芳香族炭化水素レセプターレポータージーンアッセイの高感度化を目的

として、新規ダイオキシン類応答性レポーターベクターのダイオキシン類応答性を解析した。高感度

化を狙った新規レポーターベクターとして、ダイオキシン類応答性 DNA 領域（DRE）を 4～20 個まで

連結したルシフェラーゼレポーターベクターの検討を行った。各ベクターを培養細胞株

（Hepa1c1c7）に一過性のトランスフェクションを行い、2,3,7,8-TCDD（31.4 pM及び1nM）に対する応

答性を検討した。TCDD により誘導されるルシフェラーゼ活性は、連結した DRE の数が多くなると増

大し、DRE を 4 つしか含まない従来の場合と比較し、最大 5 倍の活性増強が認められた。また、DRE

の挿入方向が逆になった場合は、ルシフェラーゼ活性の増強が生じない傾向があった。各 TCDD

濃度におけるルシフェラーゼ活性倍率（各 TCDD 濃度における活性/TCDD を含まないブランクの

活性）を算出したところ、DRE を正方向に 20 個連結した pGL7.5F ベクターが最も高い倍率を示し

た。そこで、pGL7.5F を含むいくつかのベクターについて、TCDD 用量反応曲線（3.14～314 pM）を

作製した。その結果、ルシフェラーゼ活性は TCDD 濃度に依存して誘導され、特に pGL7.5F ベクタ

ーでは DRE を４つしか含まない場合と比較すると、いずれの濃度でも高い活性が認められた。しか

し、ルシフェラーゼ活性倍率については、いずれの濃度においても大幅な違いは認められなかっ

た。この原因としては、レポーターベクター上の連結した DRE 数が増えるに従い、ブランクにおける

ルシフェラーゼ活性が上昇したためだと考えられる。今後は、ブランクにおける活性を下げる何らか

の工夫が必要になると考えられる。 

 

 

A.研究目的 

 我が国では、魚を介したダイオキシン類の摂

取量が多いため、市販魚におけるダイオキシ

ン類に対するスクリーニング法が開発できれ

ば、食品衛生上有意義である。魚などの食品

を対象にしたダイオキシン類のスクリーニング

法としては、培養細胞を用いたレポータージ

ーンアッセイ 1,2)や、酵素免疫測定法 3-5)が検討

されている。しかし、食品ではダイオキシン類

の汚染濃度が環境試料と比較し低いことから、

スクリーニング法の高感度化が強く望まれてき

た。 

 レポータージーンアッセイではダイオキシン

類の芳香族炭化水素レセプター（AhR）を介し

た毒性発現機構を利用し、ダイオキシン類を

検出する。これらのアッセイでは、ルシフェラ

ーゼをレポーター遺伝子にしたダイオキシン

類応答性ベクターを DNA に組み込んだ培養

細胞を使用する。ダイオキシン類は細胞内の

AhR に結合した後、ダイオキシン類応答性ベ

クターのダイオキシン類応答性領域（DRE：

dioxin responsive element）に結合しプロモー
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ター領域を活性化することで、定量指標となる

ルシフェラーゼ遺伝子の発現を誘導する。し

かし、汎用されているダイオキシン類応答性ベ

クターは 4 個の DRE しか含んでおらず 6)、微

量のダイオキシン類が十分にルシフェラーゼ

遺伝子を誘導できない可能性が考えられた。

そこで近年になり、高感度化を狙った目的で

より多くの DRE を連結したダイオキシン類応答

性ベクターの開発が行われた 7)。しかし、DRE

挿入方向と感度の関係、用量反応曲線等の

検討が不十分であった。本研究では、これら

の新規ベクターのダイオキシン類応答性につ

いて詳細に検討した。 

 

 

B.研究方法 

1.試薬 

MEM 培地及び牛胎児血清（FBS）はインビ

トロジェン社より購入した。また、トランスフェク

シ ョ ン 試 薬 で あ る ト ラ ン ス フ ェ ク ト ー ル は

Genechoice 社より、細胞溶解液（CCLR）及び

ルシフェラーゼ定量システム（スタンダードタイ

プ）はプロメガ社より購入した。BCA プロテイン

ア ッ セ イ キ ッ ト は ピ ア ス 社 製 を 使 用 し た 。

2,3,7,8-TCDD は関東化学より購入した。ジメ

チルスルホキシド（DMSO）はシグマアルドリッ

チ社製を使用した。 

DRE を連結したダイオキシン類レポーター

ベクターは、マイケル S.デニソン教授（カリフォ

ルニア大学）より供与して頂いた。図１には本

レポーターベクターの作製法、表１には使用し

たレポーターベクターの概要を示した。本ベク

ターは DRE を４つ含む 514 bp の塩基配列部

分を、１から５個まで連結し導入したものである。

各ベクターは、バイオラッド社より購入したプラ

スミド精製キットにより精製した。 

 

2.装置 

吸光度測定装置は、テカン社製のインフィ

ニットF200を使用した。ルミノメーターはベルト

ールド社製の Centro LB960 を使用した。 

 

3.一過性トランスフェクション 

マウス肝ガン細胞株（Hepa1c1c7）を 10 %の

FBS を含む MEM 培地を用いて、CO2 インキュ

ベーター内で培養した。6 ウェルプレート（ある

いは 12 ウェルプレート）に播種し、70～85％コ

ンフルエントまで培養した。培養細胞は DNA

溶液を加える約 2 時間前に 2 %の FBS を含む

MEM 培地に交換した。各 DNA（８00～2000 

ng/well）を 0.1M 塩化ナトリウム水溶液で希釈

し、トランスフェクトールと混合後、約20分間室

温でインキュベートし培養細胞に加えた。24

時間培養後、2,3,7,8-TCDD 溶液を含む培地

（DMSO の最終濃度は 0.1%）に交換し、さらに

24 時間培養した。培養細胞はリン酸緩衝液で

２回洗浄し、CCLR を加え、約 15 分間振とうし

た。その後、細胞をセルスクレーパーを使用し

て回収し、マイクロチューブに回収した。遠心

操作後（10,000 rpm、2 min）、上清（20 µl）を

96 ウェルプレートに移した。ルシフェラーゼ発

光量はルシフェラーゼ定量システムにより測定

した。 

 

4. タンパク質の定量 

BCA プロテインアッセイキットにより定量した。

ルシフェラーゼ活性を測定するために調整し

た細胞溶解液を遠心（10,000 rpm、2 min）し、

上清を精製水で 10 倍希釈し測定試料とした。

測定方法はキットの添付書に従った。 

 

 

C.研究結果及び考察 

1. DRE 数とダイオキシン類応答性の関係 

 DRE 数とダイオキシン類応答性の関係を明

らかにするため、連結 DRE を挿入したレポー

ターベクターを培養細胞に一過性発現し、

2,3,7,8-TCDD に対する応答性を検討した。

DRE を４から 20 まで連結したレポーターベクタ

ーについては、DRE の挿入向き（正方向と逆
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方向）と TCDD 応答性についても検討した。ま

た、ネガティブコントロールとしてDREを含まな

い pGL7.0 ベクター、ポジティブコントロールと

してレポータージーンアッセイで汎用されてい

るｐGL6.1 ベクター（DRE を４個含む）を使用し

た。図２（a）には TCDD（31.4 pM、1 nM）を 24

時間暴露させた時の、ルシフェラーゼ活性

（RLU/µg protein）を示した。12 個の DRE が挿

入されたベクター（ｐGL7.3F）で最大のルシフ

ェラーゼ活性が認められた。DRE を 4 個含む

ベクター（ｐGL7.1F）と比較し、約５倍の増強が

認められた。また、pGL6.1 と比較すると、約８

倍の増幅が認められた。全体的に DRE の挿

入数が増えるとともに、ルシフェラーゼ活性が

上昇する傾向が認められた。なお、DRE が逆

方向に挿入された場合では、ルシフェラーゼ

活性の大幅な増強は認められなかった。 

 図２（b）には各ベクターのルシフェラーゼ活

性倍率（各 TCDD 濃度における活性/TCDD

を含まないブランクの活性）を示した。挿入さ

れた DRE 数による、活性倍率の大きな違いは

認められなかった。この原因としては、ルシフ

ェラーゼ活性が増大したベクターでは、TCDD

を含まないブランクにおけるルシフェラーゼ活

性も増大したためだと考えられる。pGL6.1 と比

較すると、活性倍率はやや劣る程度であっ

た。 

 

2. TCDD 用量反応曲線 

 最もルシフェラーゼ活性倍率が高かった

pGL7.5F について、TCDD 用量反応曲線を作

製した。図 3（a）には pGL7.5F の他、対照とし

てpGL6.1及びpGL7.1Fの用量反応曲線を示

した。全てのベクターで TCDD 濃度依存的に

ルシフェラーゼ活性の誘導が認められた。特

にｐGL7.5F ベクターはいずれの TCDD 濃度

においても、他のベクターより顕著に高いルシ

フェラーゼ活性を示した。従って、低濃度にお

けるルシフェラーゼ活性の検出が容易になる

と考えられる。 

図３（ｂ）は各濃度におけるルシフェラーゼ活

性倍率を示した。DRE を増やした場合は前述

し た と お り ブ ラ ン ク 値 が 上 昇 す る た め 、

pGL7.1F とｐGL7.5F における活性倍率の大き

な違いは認められなかった。汎用されている

pGL6.1 ベクターと比較すると活性倍率は約半

分であり、やや劣る程度であった。 

以上の結果から、DRE を多く含むレポータ

ーベクターは、ダイオキシン類に対する応答

性が増強し、低濃度でのダイオキシン類検出

が容易になる可能性があった。しかし、DRE を

増やすにつれブランク値の上昇が生じるため、

より高感度なアッセイを構築するためにはブラ

ンク値を低下させる必要があると考えられる。

今後は、安定細胞株の作製を行うなどして、ブ

ランク値が低いクローンを選択する必要がある

と考えられる。 

 

 

D.結論 

1) 連結 DRE を正方向に多く導入することで、

レポーターベクターの TCDD 応答性が高まっ

た。 

2) 連結 DRE を多く含むと、ブランク値におけ

るルシフェラーゼ活性の上昇が生じるため、活

性倍率の大幅な上昇は認められなかった。 

3) 今後は、検討したベクターを使用して安

定細胞株を作製し、ブランク値の低いクローン

を選択する必要があると考えられる。 
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