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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　受託番号FERM　BP-11165またはFERM　BP-11166である細胞。
【請求項２】
　請求項１記載の細胞であって、アリルハイドロカーボンレセプターの認識配列と、前記
認識配列の下流に機能的に接続されている転写開始に必要な塩基配列とからなる配列番号
1に示す配列と、前記塩基配列の下流に機能的に接続されているレポーター遺伝子とから
なるレポーターコンストラクト、およびアリルハイドロカーボンレセプター遺伝子が染色
体に導入され、
且つアリルハイドロカーボンレセプター核トランスロケーター遺伝子を発現している神経
由来の細胞であるアリルハイドロカーボンレセプター転写活性化量を測定するための細胞
。
【請求項３】
　内部標準としてβ-ガラクトシダーゼ遺伝子発現用ベクターが前記染色体に更に導入さ
れている請求項２に記載の細胞。
【請求項４】
　前記レポーター遺伝子がルシフェラーゼ遺伝子である請求項３に記載の細胞。
【請求項５】
　前記神経由来細胞がマウス由来のNeuro2a細胞である請求項４に記載の細胞。
【請求項６】
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　被験物質が有するアリルハイドロカーボンレセプター転写活性化能の評価方法であって
、
（１）請求項１～５の何れか1項に記載の細胞に被験物質を接触させる工程と、
（２）被験物質に接触した前記細胞における当該レポーター遺伝子の翻訳産物量又はその
量と相関関係を有する指標値を得る工程と、
（３）前記工程（２）において得られた翻訳産物量又はその量と相関関係を有する指標値
に基づき、前記被験物質のアリルハイドロカーボンレセプター転写活性化能を評価する工
程と
を具備する方法。
【請求項７】
　前記工程（１）において、前記細胞と被験物質との接触が20時間以上に亘って維持され
る請求項６に記載の方法。
【請求項８】
　請求項１～５の何れか1項に記載の細胞を具備するアリルハイドロカーボンレセプター
転写活性化量を測定するためのアッセイキット。
【請求項９】
　請求項６に記載の方法により評価されたアリルハイドロカーボンレセプター転写活性化
能に基づき、アリルハイドロカーボンレセプター転写活性化能を有する物質を選抜する工
程を具備するアリルハイドロカーボンレセプター転写活性化能を有する物質の選抜または
探索方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、アリルハイドロカーボンレセプター転写活性化量の測定に関する。
【背景技術】
【０００２】
　ダイオキシン様物質は、次のように、細胞内でアリルハイドロカーボンレセプター(以
下、Ahレセプターと記す)に結合して毒性を惹起する(非特許文献1、2参照)。ダイオキシ
ン様物質がAhレセプターに結合すると、当該レセプターは活性化されて核内に移行する。
その後、それは、Ahレセプター核トランスロケーター(Ah receptor nuclear translocato
r；以下、Arntと記す。非特許文献3参照)とヘテロ二量体を形成する。当該二量体は染色
体上のダイオキシン応答配列(Dioxin responsive element；DRE、またはXenobiotic resp
onsive element；XRE、；非特許文献4参照)に結合し、当該応答配列の下流にある遺伝子
の転写を活性化する。
【０００３】
　非特許文献５は、当該応答配列の下流にAhレセプター活性化能の指標となるレポーター
遺伝子を結合し、これを細胞に導入し、当該細胞に被験物質を接触させ培養した際の当該
レポーター遺伝子の発現量を測定することにより、被験物質のAhレセプター活性化能を検
定する方法を開示する。
【０００４】
　また、Ahレセプターの活性化は、ドーパミン生合成に関与するチロシン水酸化酵素(Tyr
osine Hydroxylase、TH)の発現を増加する(非特許文献6参照)。特許文献１は、基質結合
性を有する転写因子の制御領域に対する被験物質の活性を測定する方法を開示する。この
方法は、ダイオキシン類によって強く誘導され、マウスTH遺伝子に由来する67bpのAhレセ
プターの認識配列を含むエンハンサー配列と、TH遺伝子由来プロモーター配列とがルシフ
ェラーゼ遺伝子の上流に挿入されたベクターを導入された細胞を用いる方法である。この
方法で使用される細胞は、ベクターが一過的に導入された細胞である。
【０００５】
　このような状況において、より測定時間が短く、また安定に広範囲な検出感度を可能に
する方法の開発が望まれている。



(3) JP 5284479 B2 2013.9.11

10

20

30

40

50

【先行技術文献】
【特許文献】
【０００６】
【特許文献１】特開2007-202555号公報
【非特許文献】
【０００７】
【非特許文献１】Ann.Rev.Pharmacol.Toxicol.,22,517-554 (1982)
【非特許文献２】Ann.Rev.Pharmacol.Toxicol.,26,371-399
【非特許文献３】Science,252,954-958 (1991)
【非特許文献４】J.Biol.Chem.,263,17221-17224 (1988)
【非特許文献５】Fund.Appl.Toxicol.,30,194-203 (1996)
【非特許文献６】Akahoshi E et al., Environ Health 7; 5; 24 (2006)
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００８】
　本発明は、Ahレセプター転写活性化量を測定するための細胞、方法およびアッセイキッ
ト、並びに当該活性を有する物質の選抜または探索方法を提供することを目的とする。
【課題を解決するための手段】
【０００９】
　本発明は、
１．Ahレセプターの認識配列と、前記認識配列の下流に機能的に接続されている転写開始
に必要な塩基配列とからなる配列番号1に記載の配列と前記塩基配列の下流に機能的に接
続されているレポーター遺伝子とからなるレポーターコンストラクト、およびAhレセプタ
ー遺伝子が染色体に導入され、
且つAhレセプター核トランスロケーター遺伝子を発現している神経由来の細胞であるAhレ
セプター転写活性化量を測定するための細胞；
２．被験物質が有するAhレセプター転写活性化能の評価方法であって、
　（１）前記１項に記載の細胞に被験物質を接触させる工程と、
　（２）被験物質に接触した前記細胞における当該レポーター遺伝子の翻訳産物量又はそ
の量と相関関係を有する指標値を得る工程と、
　（３）前記工程（２）において得られた翻訳産物量又はその量と相関関係を有する指標
値に基づき、前記被験物質のAhレセプター転写活性化能を評価する工程と
を具備する方法；
３．前記１項に記載の細胞を具備するAhレセプター転写活性化量を測定するためのアッセ
イキット；および
４．前記２項に記載の方法により評価されたAhレセプター転写活性化能に基づき、Ahレセ
プター転写活性化能を有する物質を選抜する工程を具備するAhレセプター転写活性化能を
有する物質の選抜および／または探索方法；
を提供する。
【発明の効果】
【００１０】
　本発明により、Ahレセプター転写活性化量を測定するための細胞、方法およびアッセイ
キット、並びに当該活性を有する物質のスクリーニング方法が提供される。
【図面の簡単な説明】
【００１１】
【図１】Ahレセプター遺伝子を組み込んだ受容体発現用ベクターの構築図である。
【図２】Ahレプセター応答性レポーター遺伝子を含むベクターコンストラクトpTHEn-Luc-
Zeocinの構築図である。
【図３】当該形質転換細胞が保持するレセプター応答性レポーターベクターpTHEn-Luc-Ze
ocinのコピー数を示すサザンハイブリダイゼーションの結果を示す。
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【図４】当該形質転換細胞による2,3,7,8-TCDDの転写活性化能測定の結果を示すグラフで
ある。
【図５】当該形質転換細胞によるPCB126の転写活性化能測定の結果を示すグラフである。
【図６】当該形質転換細胞によるKC400の転写活性化能測定の結果を示すグラフである。
【発明を実施するための形態】
【００１２】
　本発明に従う細胞は、Ahレセプター転写活性化量を測定するために形質転換を行なうこ
とにより作製された形質転換細胞である。
【００１３】
　当該細胞は、Ahレセプターの認識配列と、前記認識配列の下流に機能的に接続されてい
る転写開始に必要な塩基配列とからなる配列番号1に記載の配列と、前記塩基配列の下流
に機能的に接続されているレポーター遺伝子とからなるレポーターコンストラクト、およ
びAhレセプター遺伝子が染色体に導入され、
且つArnt遺伝子を発現している神経由来の細胞である。
【００１４】
　当該形質転換細胞は、その染色体にAhレセプター遺伝子およびArnt遺伝子が導入されて
もよい。また、その染色体にAhレセプター遺伝子が導入され、且つ天然にArnt遺伝子を含
んでもよい。配列番号１と前記塩基配列の下流に機能的に接続されているレポーター遺伝
子とからなるレポーターコントラクトおよびAhレセプター遺伝子は、染色体に導入されて
いるため、当該細胞において安定して発現される。それにより従来では不可能であった極
低濃度の被験物質、例えば、試料中に0.1 pg/mlの濃度で存在する被験物質(例えば2,3,7,
8-TCDD)についても、本発明によれば、そのAhレセプター転写活性化量を測定することが
可能となる。
【００１５】
　当該形質転換細胞を作製するためには、神経細胞に由来する細胞を使用してよい。神経
細胞由来の細胞は神経芽細胞腫細胞であってよい。神経芽細胞腫細胞は、いずれの種に由
来する細胞であってもよいが、例えば、マウス神経芽細胞腫に由来するNeuro2a細胞など
が好ましい。神経芽細胞腫細胞は、株化されている細胞を使用してもよく、神経芽細胞腫
から単離されたものを使用してもよい。
【００１６】
　Ahレセプターの認識配列は、以下に説明するエンハンサーであってよく、基質により活
性化された転写因子が結合するゲノム上の特異的な塩基配列である。これは、転写因子と
の結合によって下流遺伝子の転写を活性化する機能を持つ塩基配列である。Ahレセプター
結合エンハンサーとは、ダイオキシンとの結合で活性化されたAhレセプター（即ち、受容
体型の転写因子）が結合する塩基配列であり、この結合により下流遺伝子の転写を活性化
する機能を持つ塩基配列である。
【００１７】
　当該細胞の好ましい例は、これらに限定されるものではないが、平成２１年８月５日に
独行政法人産業技術総合研究所特許生物寄託センターに国際寄託されたFERM BP-11165お
よびFERM BP-11166で示される細胞である。
【００１８】
　当該形質変換細胞とその作製する方法の例を説明する。
【００１９】
　１．ベクター
　当該形質変換細胞を作製するための材料となる細胞に導入されるベクターについて説明
する。
【００２０】
　　（Ａ）レポーター発現用ベクター
　当該レポーター発現用ベクターは、チロシン水酸化酵素（TH）遺伝子の転写制御領域内
の被験物質に応答して下流遺伝子の転写活性を増強するエンハンサー領域と、当該領域の
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下流に機能的に連結されたプロモーターと、その下流に機能的に連結されたレポーター遺
伝子とを有するベクターであってよい。
【００２１】
　　（１）エンハンサー領域
　当該エンハンサー領域は、Ahレセプター転写活性化能を有する物質に応答して遺伝子の
転写活性を増強する。当該エンハンサー領域は、例えば、配列番号２に示すように、配列
番号3に示す25bpの配列を含むマウスTH遺伝子の５’上流領域の63bpからなる領域を、6個
のタンデム繰返し配列(tandem repeat)として含有されているものであってよい。繰り返
し配列は、6個のタンデム繰り返し配列に限定するものではなく、例えば、正方向（５’
→３’方向）のエンハンサー領域を含んでいてもよく、逆方向（３’→５’方向）のエン
ハンサー領域を含んでいてもよい。例えば、繰返し配列は、すべてが正方向（５’→３’
方向）のエンハンサー領域から構成されてもよく、すべてが逆方向（３’→５’方向）の
エンハンサー領域から構成されてもよく、正方向（５’→３’方向）のエンハンサー領域
と逆方向（３’→５’方向）のエンハンサー領域の組合せから構成されてもよい。
【００２２】
　　（２）プロモーター
　当該形質変換細胞を作製するために必要なベクターは、上述のエンハンサー領域に加え
て、その下流に機能的に連結されたプロモーターおよびレポーター遺伝子も含む。
【００２３】
　「機能的に連結された」とは、連結された領域が、その領域の機能を発揮するように連
結されていることを意味する。例えば、プロモーターまたはレポーター遺伝子が「機能的
に連結された」とは、ベクター内においてプロモーター活性を発揮し、レポーター遺伝子
の発現を増強させるように連結されていることをいう。レポーター遺伝子が「機能的に連
結された」とは、本発明のベクター内において、「Ahレセプター転写活性化能を有する被
験物質に応答して遺伝子の転写活性を増強する領域」およびプロモーターの作用によって
該レポーター遺伝子が発現されるように連結されていることをいう。
【００２４】
　プロモーターは、配列番号4に記載されたTH遺伝子のコアプロモーターであってもよく
、宿主細胞内で機能的なプロモーターであれば、他の何れのプロモーターであってもよい
。好ましいプロモーターの例は、哺乳類細胞において活性を有するプロモーターであり、
例えば、シミアンウイルス（SV40）の初期プロモーター（配列番号5）もしくはSV40の後
期プロモーター（配列番号6）、ヒトヘルペスウイルス１チミジンキナーゼ（TK）プロモ
ーター（配列番号7）、ラウス肉腫ウイルス（RSV）プロモーター、サイトメガロウイルス
（CMV）プロモーター（配列番号8）などである。当業者であれば宿主生物に適した適切な
プロモーターを選択できるであろう。
【００２５】
　　（３）レポーター遺伝子
　レポーター遺伝子として、当該技術分野において既知の何れのレポーター遺伝子を使用
してもよい。レポーター遺伝子は、その産物の活性が簡単に測定でき、測定バックグラウ
ンドの低いものが好ましい。例えば好ましいレポーター遺伝子の例は、ルシフェラーゼ遺
伝子、緑色蛍光タンパク質遺伝子、β－ガラクトシダーゼ遺伝子、クロラムフェニコール
・アセチルトランスフェラーゼ遺伝子などが挙げられる。レポーター遺伝子の検出には、
レポーター遺伝子の種類に応じて発光、蛍光または放射線活性などが利用されてよい。当
該レポーター遺伝子は、本発明に従う形質転換された細胞において機能的に存在し、当該
細胞がAhレセプターを活性化させる物質と接触した場合に、当該細胞において発現する応
答性レポーター遺伝子である。
【００２６】
　また、当該細胞は、内部標準としてβ-ガラクトシダーゼ遺伝子発現用ベクターが染色
体に導入されてもよい。
【００２７】
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　　（４）他のエレメント
　当該ベクターは、上記領域の他に、種々のエレメントを含んでもよい。例えば、適切な
微生物内で機能する複製起点および薬剤耐性遺伝子などを組み込んでもよい。また、ベク
ターを細胞の染色体上に組み込んで安定に保持させるために、ベクター内に哺乳類用の薬
剤体制遺伝子を組み込んでもよい。このような哺乳類用の薬剤耐性遺伝子には、例えばゼ
オシン耐性遺伝子およびG418耐性遺伝子などが含まれる。また、当該ベクターは、マルチ
クローニングサイトなどの適切な制限酵素部位を有してもよい。
【００２８】
　当該ベクターは、環状のプラスミドＤＮＡ、ウイルスベクターＤＮＡおよび直鎖のＤＮ
Ａ断片など任意の形態であってよい。
【００２９】
　２．ベクターの作製方法
　当該ベクターは、当業者に既知の何れの方法を使用して作製することができる。例えば
以下の通りに作製されてよい。
【００３０】
　　（Ａ）レポーター発現用ベクターの作製
　　（１）TH遺伝子の転写制御領域の調製
　TH遺伝子の転写制御領域は、その塩基配列が明らかとなっている。それを例えばポリメ
ラーゼ連鎖反応（PCR）を利用して単離することができる。PCRの鋳型として使用できる核
酸には、例えば任意の細胞から抽出したゲノムDNAを使用すればよい。
【００３１】
　　（２）レポーター発現用ベクターの作製
　次いで、上記（１）により得たTH遺伝子の転写制御領域をベクターに組み込む。ベクタ
ーの作製は、上記（１）で作製したTH遺伝子の転写制御領域を、レポーター遺伝子が機能
する形で連結することにより行なってよい。作製されたレポーター発現用ベクターは、少
なくともTH遺伝子の転写制御領域部分の塩基配列をシーケンシングされ、遺伝子に変異が
導入されていないことが確認されることが好ましい。
【００３２】
　当該レポーター発現用ベクターのための材料になるベクターは、市販のものを使用して
もよい。例えば、PGV-B2ベクターおよびPGV-P2ベクター（TOYO B-NET社）を使用してもよ
い。この場合、上記（１）で作製されたTH遺伝子の転写制御領域は、当該市販のベクター
に組み込むだけで本発明において使用されるベクターを作製される。
【００３３】
　　（Ｂ）Ahレセプター遺伝子発現用ベクターの作製
　　（１）Ahレセプター遺伝子の調製
　Ahレセプター遺伝子を調製する。Ahレセプター遺伝子は、その塩基配列が明らかになっ
ているので、例えばPCRを利用して単離される。PCRの鋳型として使用できる核酸には、例
えば任意の細胞から抽出したRNAから合成されたcDNA、または市販のcDNAなどが含まれる
。
【００３４】
　Ahレセプター遺伝子は、いずれの種に由来する遺伝子であってもよい。Ahレセプター遺
伝子の例は、例えばラット、ヒトもしくはマウスなどの哺乳類由来、またはゼブラフィッ
シュもしくはメダカなどの魚類由来、またはニワトリなどの鳥類由来の遺伝子などであっ
てよい。好ましいAhレセプター遺伝子は、哺乳類、特にヒト由来の遺伝子である。Ahレセ
プター遺伝子は、天然に存在する野生型の遺伝子であってもよく、天然または人工的に変
異された遺伝子であってもよい。例えば、変異された遺伝子は、Ahレセプター蛋白質の機
能を変化させない限りにおいて、人為的に一部が改変された遺伝子であってよい。変異さ
れた遺伝子の例は、例えばAhレセプター遺伝子の1つまたは数個の塩基が、欠失、付加お
よび／または置換された遺伝子を含む。例えば翻訳開始コドン前の塩基配列がコザック配
列に変更された遺伝子であってもよい。
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【００３５】
　　（２）Ahレセプター発現用ベクターの調製
　上記Ahレセプター遺伝子は発現用ベクターに組み込まれる。発現用ベクターとしては、
適切な微生物内で機能する複製起点および薬剤耐性遺伝子などを有するプラスミドがあげ
られる。発現用ベクターには、少なくとも1種類以上の薬剤耐性遺伝子が組み込まれてい
ることが好ましい。例えば、当該発現ベクターの好ましい例は、微生物内での発現用ベク
ターの維持に必要な薬剤耐性遺伝子およびベクターが導入された細胞の選択に必要な薬剤
耐性遺伝子の2種類の薬剤耐性遺伝子をもつ発現用ベクターなどである。薬剤耐性遺伝子
の例は、例えばゼオシン耐性遺伝子およびハイグロマイシン耐性遺伝子などである。発現
用ベクターとして使用されるプラスミドは、市販のものであってもよい。
【００３６】
　例えば、上記のような特徴を有する発現用ベクターに、上記（１）で調整されたAhレセ
プター遺伝子を発現可能な形態でプロモーターの下流に組み込むことにより、Ahレセプタ
ー発現用ベクターを構築してよい。好ましいプロモーターの例は、例えばサイトメガロウ
イルス（CMV）プロモーター、ラウス肉腫ウイルス（RSV）プロモーター、およびシミアン
ウイルス（SV40）の初期あるいは後期プロモーターなどの構成的な発現を指揮するプロモ
ーターである。テトラサイクリン応答性プロモーターなどの誘導性プロモーターが使用さ
れてもよい。プロモーターは、発現用ベクターにあらかじめ組み込まれていてもよく、Ah
レセプター遺伝子の挿入後に適切な位置に組み込まれてもよい。
【００３７】
　Ahレセプター遺伝子は、天然に存在する形態で発現するように発現用ベクターに組み込
まれてもよく、タグが付加された融合蛋白質として発現するように組み込まれてもよい。
このようなタグが付加された蛋白質を使用すると、蛋白質の単離または検出が容易になる
。付加されるタグの例は、ヒスチジンタグおよびV5タグなどを含む。
【００３８】
　構築されたAhレセプター発現用ベクターは、少なくともAhレセプター遺伝子部分につい
てシーケンシングが行なわれ、遺伝子に変異が導入されていないことを確認することが望
ましい。
【００３９】
　　(Ｃ)β-ガラクトシダーゼ遺伝子発現用ベクター
　β-ガラクトシダーゼ遺伝子発現用ベクターは、インビトロジェン株式会社から販売さ
れているpcDNA4/V5-His/LucZを使用してもよく、それ自身公知の方法によりβ-ガラクト
シダーゼ遺伝子発現用ベクターを作製してもよい
　３．発現用核酸の神経芽細胞腫細胞への導入
　上記（Ａ）、（Ｂ）、（Ｃ）に記載された３種類のベクター、即ち、レポーター発現用
ベクター、Ahレセプター発現用ベクター、およびβ-ガラクトシダーゼ遺伝子発現用ベク
ターは神経芽細胞腫細胞に導入される。
【００４０】
　導入方法の１例は、以下の通りである。例えば細胞を培養容器に播き、10%牛胎児血清
を含むダルベッコ・ハムF12等比混合培地（DF1:1）中でインキュベートする。培養された
細胞に上記の3種類のベクターを導入する。細胞へのベクターの導入法としては、例えば
リポフェクタミン法、エレクトロポレーション法、DEAE-デキストラン法、リン酸カルシ
ウム法などの当業者に既知のいずれの方法を使用して行うこともできる。例えば、リポフ
ェクタミン2000（インビトロジェン社製）を使用することもでき、市販のマニュアルに従
って、導入するベクターの量、リポフェクタミン2000の量、および細胞数などを予め決定
しておくことが好ましい。細胞に導入するベクターは、適当な制限酵素で消化して直鎖状
にしてから導入してもよい。
【００４１】
　ベクターが細胞に導入された後、ベクターを含む細胞を約１日インキュベートする。細
胞を培養容器から剥がして、新しい培養容器に継代する。継代から１日後に、ベクターに
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組み込まれた薬剤耐性遺伝子に応じて、適切な薬剤を使用して細胞株のスクリーニングを
開始する。スクリーニングのための薬剤濃度は、使用する細胞種に応じて適切な濃度を予
備実験によりあらかじめ決定しておく。一般に、80～95%の細胞が死滅する濃度がスクリ
ーニング時の薬剤濃度として適当である。週に1～2回の割合で適切な濃度の薬剤を含む培
地に交換しながら、ベクターが導入された細胞株に由来する薬剤耐性コロニーが適当な大
きさになるまで培養を続ける。この間に、各ベクターが染色体に組み込まれ、かつ各ベク
ターを安定に保持する細胞のみが増殖されるため、発現用核酸であるレポーター遺伝子、
Ahレセプター遺伝子およびβ-ガラクトシダーゼ遺伝子を含む細胞が得られる。
【００４２】
　４．細胞の選択
　上記３．で得られた細胞から、以下の（１）～（３）に示す全ての条件を満たす細胞株
を選択する。選択の順序は任意であり、どの選択を先に行ってもよい。
【００４３】
　　（１）　上記３で得られた細胞の中から、Ahレセプター発現用ベクターを安定に保持
する細胞を選択する。細胞がAhレセプター発現用ベクターを安定に保持することを確認す
るためには、Ahレセプター遺伝子が細胞のゲノムに組み込まれていることを確認すればよ
い。例えば、そのような確認は次のように行なえる；サザンハイブリダイゼーションなど
それ自身公知のDNA検出方法；導入されたレセプター発現用ベクター上のAhレセプター遺
伝子から転写されたmRNAについてのノーザンハイブリダイゼーションもしくは逆転写PCR
などのそれ自身公知のRNA検出法；または導入されたAhレセプター発現用ベクターから翻
訳されたAhレセプター蛋白質についてのAhレセプター蛋白質に特異的な抗体によるウエス
タンブロッティングなどのそれ自身公知の蛋白質検出法。タグ配列が付加された形態でAh
レセプター蛋白質を発現させれば、タグ配列に特異的な抗体を使用したウエスタンブロッ
ティングなどの方法を用いてもよい。このような確認により、Ahレセプター発現用ベクタ
ーを安定に保持する細胞が選択される。
【００４４】
　　（２）上記３で得られた細胞の中から、Ahレセプターを活性化させる物質、即ち、リ
ガンドに接触した際に、レポーター遺伝子が機能する細胞を選抜する。選抜の指標には、
レポーター遺伝子の翻訳産物量又は、その量と相関関係を有する指標値を測定すればよい
。具体的には、レポーター遺伝子としてルシフェラーゼ遺伝子を用いた場合、当該活性化
させる物質に接触させた細胞からの細胞抽出物に対して、ルシフェラーゼの基質であるル
シフェリンを加えると、当該細胞抽出物中のルシフェラーゼ量に比例した強度で発光する
。従って、この発光強度をルミノメーター等の測定装置で測定することにより、ルシフェ
ラーゼ量、つまりルシフェラーゼ遺伝子の翻訳産物量を知ることができる。
【００４５】
　Ahレセプターリガンド添加区における発現量から対照区における発現量を差し引いたと
きに、リガンドとの接触によるAhレセプターリガンド応答性レポーター遺伝子の発現量の
増大量が、対照区における発現量の少なくとも3倍以上、好ましくは5倍以上である細胞を
選択すればよい。尚、このようにして選択されたコロニーが単一の形質転換細胞で構成さ
れていない場合には、当該形質転換細胞を希釈して更に培養した後に、単一の形質転換細
胞からなるコロニーを選択すればよい。
【００４６】
　　（３）上記３．で得られた細胞の中から、β-ガラクトシダーゼ発現用ベクターを安
定に保持する細胞を選択する。細胞がβ-ガラクトシダーゼ遺伝子発現用ベクターを安定
に保持することを確認するためには、β-ガラクトシダーゼ遺伝子が細胞のゲノムに組み
込まれていることを確認すればよい。当該確認は例えば次の手段により行ってよい；例え
ばサザンハイブリダイゼーションなどのそれ自身公知のDNA検出方法、導入されたβ-ガラ
クトシダーゼ遺伝子発現用ベクター上のβ-ガラクトシダーゼ遺伝子から転写されたmRNA
のノーザンハイブリダイゼーションもしくは逆転写PCRなどのそれ自身公知のRNA検出法；
または導入されたβ-ガラクトシダーゼ遺伝子発現用ベクターから翻訳されたβ-ガラクト
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シダーゼのそれ自身公知の蛋白質検出法；β-ガラクトシダーゼは酵素活性を有するので
、当該タンパク質に特異的な基質と接触させ、基質との反応量について吸光度を指標にし
て測定してもよい。
【００４７】
　５．形質転換細胞による被験物質評価方法
　上述のようにして得られた本発明形質転換細胞を用いて被検物質のAhレセプター転写活
性化能を、次のように評価することが可能である。
【００４８】
　　工程（１）　当該形質転換細胞に、被験物質を接触させる工程
　本発明形質転換細胞と被験物質との接触は、例えば約24時間以上維持すると、後述する
ようにレポーター遺伝子の翻訳産物量がほぼ飽和に達する。従って、測定時間のずれ等に
起因する測定誤差の発生を抑えることができる。当該測定誤差の発生を抑えるためには、
当該細胞と被検物質との接触が約6時間以上または約24時間以上に亘って維持されること
が好ましい。
【００４９】
　より具体的な態様の１例は次の通りである。当該形質転換細胞を24ウェルプレートに1
ウェルあたり約8x10４細胞の濃度で播種し、10%牛胎児血清を含むダルベッコ・ハムF12等
比混合培地（DF1:1）を500μL 添加し、5% CO２ および飽和湿度条件下に37 ℃で数時間
～1日間程度培養する。培養中の当該形質転換細胞を含む培地に、被験物質の溶液を添加
する。または、当該形質転換細胞を含む培地を、被験物質を含む培地と交換してもよい。
被験物質が溶解される溶媒の例は、ジメチルスルホキシド(DMSO)、エタノール、蒸留水な
どを含む。当該形質転換細胞に対する溶媒の影響を少なくするためには、培地に添加され
る被験物質溶液の容量割合は、培地容量の約0.5 % (v / v)～約1% (v / v)以下にするこ
とが好ましい。被験物質の溶液が水溶液である場合には、例えば、ポアサイズ22 μmのフ
ィルターで濾過滅菌した後で、上記培地に添加してもよい。
【００５０】
　　工程（２）　レポーター遺伝子の翻訳産物量または指標値の測定
　上記のように被験物質に接触させた当該形質転換細胞について、レポーター遺伝子の翻
訳産物量、又はその量と相関関係を有する指標値を測定する
　当該形質転換細胞が発現するAhレセプターが、被験物質(例えば、ダイオキシン様活性
物質など)の結合によって活性化された場合、レポーター遺伝子の転写が促進され、当該
レポーター遺伝子の翻訳産物であるレポータータンパク質が当該形質転換細胞内に蓄積さ
れる。このレポータータンパク質の量又はその量と相関関係を有する指標値を測定するこ
とにより、当該形質転換細胞の細胞あたりのレポーター遺伝子の翻訳産物量又はその量に
相関関係を有する指標値が測定されてよい。
【００５１】
　具体的な態様の１例は次の通りである。レポーター遺伝子としてルシフェラーゼ遺伝子
を用いた場合、被験物質に接触させた当該形質転換細胞からの細胞抽出物に、ルシフェリ
ンを加え、発光強度を測定すればよい。当該発光は、細胞抽出物中のルシフェラーゼ量に
比例して変化する。従って、発光強度をルミノメーター等の測定装置で測定すれば、生じ
たルシフェラーゼの量、即ち、ルシフェラーゼ遺伝子の翻訳産物量が明らかになる。
【００５２】
　　工程（３）　被検物質のAhレセプター転写活性能の評価
　前記工程（２）において得られた翻訳産物量又はその量と相関関係を有する指標値に基
づき、被験物質のAhレセプター転写活性化能を評価する。Ahレセプター転写活性化能とし
ては、例えば、Ahレセプターに対するアゴニスト活性、またはAhレセプターに対するアン
タゴニスト活性が挙げられる。Ahレセプター転写活性能の評価は、例えば、被験物質に接
触させた当該形質転換細胞において測定されたレポーター遺伝子の翻訳産物量又はその量
と相関関係を有する指標値と、被験物質には接触させない当該形質転換細胞において測定
された翻訳産物量又は指標値（即ち、対照値）とを比較すればよい。
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【００５３】
　被験物質に接触させた当該形質転換細胞におけるレポーター遺伝子の翻訳産物量又はそ
の量と相関関係を有する指標値が、対照の指標値と比べて高い場合には、当該被験物質は
Ahレセプターに対するアゴニスト活性を有すると評価することができる。
【００５４】
　例えば、TCDD等のダイオキシン様活性物質と被験物質とを同時に接触させた当該形質転
換細胞と、当該ダイオキシン様活性物質は接触させるが、被験物質は接触させない当該形
質転換細胞の各々について、上記と同様な方法でレポーター遺伝子の翻訳産物量又はその
量に相関関係を有する指標値を測定する。ダイオキシン様活性物質を接触させた当該形質
転換細胞におけるレポーター遺伝子の翻訳産物量又はその量に相関関係を有する指標値と
比較して、ダイオキシン様活性物質と被験物質とを同時に接触させた当該形質転換細胞に
おけるレポーター遺伝子の翻訳産物量又はその量に相関関係を有する指標値の方が低い場
合、当該被験物質はAhレセプターに対するアンタゴニスト活性を有すると評価することが
できる。
【００５５】
　上記のように、当該評価方法により評価された被験物質のAhレセプターに対するアゴニ
スト活性に基づき、当該被験物質のTCDD換算量を求めることもできる。例えば、TCDDを被
験物質として濃度を段階的に変えて上記の測定系に添加し、各濃度におけるレポーター遺
伝子の翻訳産物量又はその量に相関関係を有する指標値を測定する。次いで、得られた測
定値とTCDDの濃度とをプロットして検量線を作成する。得られた検量線に、各種被験物質
について測定されたレポーター遺伝子の翻訳産物量又は、その量に相関関係を有する指標
値を当て嵌めることにより、当該被験物質のTCDD換算量を求めることができる。求められ
たTCDD換算量は、GC-MS測定によるダイオキシン類分析法における「毒性等量 (TEQ)」と
同様の意味合いをもつ。
【００５６】
　６．選抜または探索方法
　上述の評価法により評価されたAhレセプター転写活性化能に基づき、Ahレセプター転写
活性可能を有する物質を選抜および／または探索することも可能である。
【００５７】
　そのような選抜および／または探索方法は、上述の５．に記載される通りの評価法を行
い、当該方法により評価されたAhレセプター転写活性化能に基づいて、Ahレセプター転写
活性化能を有する物質を選抜および／または探索する工程を具備すればよい。例えば、予
め任意の閾値を、レポーター遺伝子の翻訳産物量、その量に相関関係を有する指標値、ま
たはそれらの値から求めたTCDD換算量について定めておき、当該閾値よりも高い量若しく
は値の場合、または低い量若しくは値の場合に、評価の対象となる物質群から選抜または
削除すればよい。このような選抜または探索方法も本発明の範囲に含まれる。
【００５８】
　７．アッセイキット
　更に、本発明に従うと、上述の被験物質が有するAhレセプター転写活性化能の評価方法
、またはAhレセプター転写活性化能を有する物質の選抜または探索方法を行なうためのア
ッセイキットも提供される。
【００５９】
　当該アッセイキットは、少なくとも本発明に従う形質変換細胞を具備すればよい。また
当該アッセイキットは、これに限られるものではないが、上述された本発明に従う形質変
換された細胞、当該形質変換細胞を作製するための細胞、目的の遺伝子を細胞に与えるた
めの種々のベクター、培地、当該評価方法を行なうための試薬、検量線を作成するための
試薬、細胞抽出用試薬、標準品、トリプシンなどの剥離用酵素、抗生物質、そこにおいて
細胞を培養するための培養容器、そこにおいて反応を行なうための反応容器および取扱説
明書などからなる群より１以上を選択し、具備してよい。
【００６０】
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　例
　以下に、例により、本発明をさらに詳細に説明するが、本発明はこれらに限定されるも
のではない。
【００６１】
　例１
　Ahレセプター遺伝子の調製　
　ラット脳からRNeasyキット（キアゲン社製）を使用して全RNAを抽出した。抽出したRNA
をオリゴ(dT)プライマーを使用して逆転写した。次いで、これを鋳型に、Pyrobest　DNA
ポリメラーゼを使用して、変性：94℃ 1分、アニーリング：55℃ 1分、伸長：72℃ 4分を
1サイクルとする25サイクルのPCR反応を行い、ラットAhレセプター遺伝子のコーディング
領域を増幅した。
【００６２】
　プライマーには、
　フォワードプライマー：5’- CCCAAgCTTACCATGAgCAgCggCgCCAACATCA(配列番号９)
　リバースプライマー:5’-CCgCTCgAgAggAATCCgCTgggTgTgATATCAg(配列番号１０)
を使用した。
【００６３】
　フォワードプライマーの5’末端にHindIII認識配列を付加し、リバースプライマーの5
’末端にXhoI認識配列を付加した。さらに、リバースプライマーは、Ahレセプター蛋白質
がV5エピトープとヒスチジンタグが付加された融合蛋白質として発現するように設計した
。
【００６４】
　例２
　Ahレセプター遺伝子を組み込んだ受容体発現用ベクターの調製
　発現用ベクターには、pcDNA4/V5-His B（インビトロジェン社製）を使用した。このpcD
NA4/V5-His Bは、サイトメガロウイルス（CMV）プロモーター配列とV5エピトープ配列と
の間にマルチクローニングサイト（MCS）が配置されている。MCS内の適当な制限酵素部に
所望の遺伝子をコードする配列を組み込むことにより、CMVプロモーターの制御下で目的
とする蛋白質を過剰発現させることができる。
【００６５】
　また、組み込む遺伝子のコーディング配列の3’末端を適切に変更することにより、V5
エピトープとヒスチジンタグを目的蛋白質のC末端に付加することが可能である。まず、
この発現用ベクターを例１で増幅したラットAhレセプター遺伝子のコーディング領域を制
限酵素HindIIIとXhoIで消化する。同様にHindIIIとXhoIでpcDNA4/V5-His Bを消化した。
次いで、pcDNA4/V5-His BとラットAhレセプター遺伝子のコーディング領域を連結するこ
とにより、発現用ベクターpcDNA4-rAhRを作製した（図１）。pcDNA4-rAhRを大腸菌TOP10
（インビトロジェン社製）に導入して増幅および維持した。
【００６６】
　作製したpcDNA4-rAhRにおいて、ラットAhレセプター遺伝子のコーディング領域をシー
ケンシングして該領域に変異が導入されていないことを確認した。シーケンシングのため
のプライマーには、T7プライマーおよびBGHリバースプライマーを使用した。
【００６７】
　例３
　Ahレプセター応答性レポーター遺伝子を含むレポーターベクターコンストラクトpTHEn-
Lucの作製
　配列番号3に記載の配列を含むTH遺伝子コーティング領域の5’上流側-175bp ～ -237bp
の領域を2回繰り返した1本鎖DNAを合成し、これを鋳型としてPCRで2本鎖DNAを調整した。
前記2本鎖DNAに含まれる一方の一本鎖DNAの配列と使用したPCRプライマーの塩基配列を以
下に示した。当該一本鎖DNAはテンプレートとしてした。
【００６８】
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　一本鎖DNA（forward）：
5’-GCCAGCCCCTGTCTTCATGTCGTGTCTAGGGCGGAGGGTGATTCAGAGGCAGTGCCTGCGACAGTGGATGCAG
TCTTCATGTCGTGTCTAGGGCGGAGGGTGATTCAGAGGCAGGTGCCTGCGACAGTGGATGCAATTAGATCTA -3’
（配列番号11）
　プライマー（forward）：5’- GCCAGCCCCTGTCTTC -3’　（配列番号12）
　プライマー（reverse）：5’- TAGATCTAATTGCATC -3’　（配列番号13）。
【００６９】
　PCRで得た2本鎖DNAを、T4ポリヌクレオチドキナーゼでリン酸化後にT4 DNAリガーゼで
連結し、アガロースゲル電気泳動で連結個数が3つのDNA断片を分離してから、QIA quick 
ゲル抽出キット（キアゲン）で精製した。精製したDNA断片は、TCDD応答エンハンサーの6
回繰り返しからなる。このDNAをルシフェラーゼ発現ベクターであるPGV-P2ベクター（TOY
O B-NET社）に組み込んだ。まず、PGV-P2上のSV40プロモーターを制限酵素Hin dIIIとXho
 Iで切り出して、TH遺伝子のコアプロモーター[転写開始点（0 bp）から5’上流 -100 bp
までの領域、（配列番号4）]と組み換えたベクター（PGV-THp）を作製した。PGV-THpをSm
a Iで切断し、このサイトにTCDD応答エンハンサーの6回繰り返しからなるDNA配列（配列
番号2）を組み込んで、レポーターベクターコンストラクトpTHEn-Lucを作製した。
【００７０】
pTHEn-Luc上のTCDD応答エンハンサー塩基配列、およびTH遺伝子コアプロモーター配列は
、シーケンシングで確認した。
【００７１】
　作製したベクターpTHEn-Lucにゼオシン耐性遺伝子を導入するため、pcDNA4-rAhRベクタ
ーを鋳型として、
フォラードプライマー：5’-CGGAGCGCTCCTAGGCTTTTGCAAAAAGCTCCCG-3’(配列番号14)
リバースプライマー：5’-GCTCGCGACGGTATACAGACATGATAAGATACAT-3’(配列番号15)
を使用してPCRでゼオシン耐性遺伝子とその発現プロモーターを含む790bpのPCR産物を取
得した。増幅されたPCR産物はQIAquick PCR Purification kit (キアゲン社製) で精製し
た。
【００７２】
　精製後のPCR産物、およびpTHEn-LucベクターをそれぞれAor51HIで酵素消化した後、PCR
産物については、QIAquick PCR Purification kit (キアゲン社) で精製した。精製後のP
CR産物は、BAP (タカラバイオ社製)を用いて脱リン酸化処理を行った。
【００７３】
　酵素消化後のpTHEn-Lucベクターはアガロース電気泳動を行い、その分子量を基準にゲ
ルから切り出し、QIA quick Gel Extraction Kitで精製した。脱リン酸化したPCR産物を
、得られた1本鎖pTHE-Lucベクターに連結し、ゼオシン耐性能を持つpTHEn-Luc-Zeocinベ
クターを構築した(図2)。
【００７４】
　例４
　Ahレセプター遺伝子発現用ベクターpcDNA4-rAhR、レセプター応答性レポーターベクタ
ーpTHEn-Luc-Zeocin、およびβ-ガラクトシダーゼ遺伝子発現用ベクターpcDNA4/V5-His/L
ucZを導入した神経芽細胞腫由来Neuro2aの作製
　Ahレセプター遺伝子発現用ベクターpcDNA4-rAhR、レセプター応答性レポーターベクタ
ー、およびβ-ガラクトシダーゼ遺伝子発現用ベクターpcDNA4/V5-His/LucZのNeuro2aへの
導入には、リポフェクタミン2000（インビトロジェン社製）を使用した。Neuro2aを24ウ
ェルプレートにおいて80%コンフルエント（8×10４細胞）で継代し、10% 牛胎仔血清を含
むDF1:1培地で一晩培養した。2μlのリポフェクタミン2000を50μlのOpti-MEM培地（ギブ
コ社製）と混合し、室温で15分間静置した。その後、0.2μgの例2で作製したレセプター
遺伝子発現用ベクターpcDNA4-rAhRと0.2μgのβ-ガラクトシダーゼ遺伝子発現用ベクター
pcDNA4/V5-His/LucZ、および0.4μgの例3で作製したレポーターベクターpTHEn-Luc-Zeioc
inを含むOpti-MEM培地50μlとよく混ぜ合わせた。pcDNA4-rAhRとpcDNA4/V5-His/LucZは、
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MunIで、消化して直鎖状にした後に使用した。またpTHEn-Luc-ZeocinはNotIで消化して同
様に直鎖状にした後に使用した。リポフェクタミン2000と3種の直鎖状遺伝子発現用ベク
ターの混合液を室温で20分間静置して、24ウェルプレートにおいてあらかじめ培養してお
いたNeuro2aに加えて穏やかに混合した。24時間培養した後、Neuro2aを新鮮な10%牛胎仔
血清を含むDF1:1培地で1/50希釈して6ウェルプレートに植え継ぎ、さらに培養を続けた。
24時間後、ゼオシン（インビトロジェン社製）を250μg/mlの濃度で培地に添加し、pcDNA
4-rAhR、pcDNA4/V5-His/LucZ、およびpTHEn-Luc-Zeocinが導入された細胞の選択を開始し
た。以降は、3～4日ごとに250μg/mlでゼオシンを含む新鮮な培地に交換して培養を継続
した。2週間後、クローニングリング（イワキ社製）を使用して、10～12種のゼオシン耐
性細胞のコロニーを得た。上記の一連の操作を3回行い、計33種のコロニーを得た。これ
らの細胞を、受容体発現用核酸pcDNA4-rAhR、pcDNA4/V5-His/LucZ、およびpTHEn-Luc-Zeo
cinを安定に保持する細胞株として選択した。
【００７５】
　例５
　クローン間における、レセプター応答性レポーターベクターpTHEn-Luc-Zeocinのコピー
数のサザンハイブリダイゼーション法による比較
　［サザンブロットの作製］
　例4に記載の作製方法に基づき作製した安定形質転換細胞株のうち2,3,7,8-TCDDに対し
て低い応答性しか示さないZ3株と、本発明に従う形質転換細胞であるN2a-SY1株(Z12株と
も称する)、およびN2a-SY2株(Z7株とも称する)をDF1:1培地で、3～5日間培養を行った後
、DNeasy Tissue kit (キアゲン社製)を用いて各々の細胞からゲノムDNAの抽出を行った
。得られたゲノムDNA、陽性コントロールとしてレセプター応答性レポーターベクターpTH
En-Luc-Zeocin、および陰性コントロールのゲノムDNAの各々5μgをNco1+Xba1で完全消化
させ、100μlスケールで37℃、一晩反応させた。
【００７６】
　10μlの3M酢酸ナトリウム溶液、および750μlのイソプロパノールを加え、制限酵素反
応により生成するゲノムDNAの断片を析出させた。70%エタノールで洗浄してドライアップ
させた後、析出したDNA断片を12μlのTEに再溶解した。
【００７７】
　3μlの6 X dyeを加え、遠心機でスピンダウンさせ、0.8%のアガロースゲルに、マーカ
ー（1 kbラダー；New England Biolabs社製）、およびサンプルをアプライして室温、５
０V、で約２時間電気泳動させた。このとき、陽性コントロールとして1、3、10、30、100
コピー数に相当する完全消化したレセプター応答性レポーターベクターpTHEn-Luc-Zeocin
も同時にアプライした。
【００７８】
　得られたアガロースゲルをタッパーに移して0.25N 塩酸に浸し、10分間緩やかに震盪さ
せた。塩酸を除去して蒸留水でゲルをリンスしたのち、0.4N水酸化ナトリウムに浸してさ
らに10分間緩やかに震盪させた。0.4N水酸化ナトリウムを用いたキャピラリー法により、
アガロースゲル中に分離されたゲノムDNA断片を、室温で一晩、ナイロンメンブレン (Hyb
ond-XL; アマシャム)にトランスファーさせた。
【００７９】
　ゲノムDNA断片がトランスファーされたナイロンメンブレンを 2XSSCに浸して10分間緩
やかに震盪させ、その後に風乾させてハイブリダイゼーションに用いるまで室温で保存し
た。
【００８０】
　［放射性プローブの作製、ハイブリダイゼーション、洗浄 、オートラジオグラフィー
］
　レセプター応答性レポーターベクターpTHEn-Luc-ZeocinをNco1+Xba1で完全消化させ、
サザンハイブリダイゼーションに適したDNAフラグメント(1.7kbp)を精製した。
【００８１】
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　DNAラベル化キット(Megaprime DNA Labelling System：アマシャム)を用いて、ランダ
ムプライム法により [３２P]dCTP（パーキンエルマー；NEG-513Z）で、25～50 ngのプロ
ーブ用DNAフラグメントをラベルした後、セファデックススピンカラム(ProbeQuant G-50 
Micro Columns; アマシャム)を用いて[３２P]ラベル化されたDNAフラグメントを精製した
。
【００８２】
　放射活性を確認した後、95℃、５分間加熱、および、直後に５分間氷冷させて変性させ
、[３２P]ラベル化プローブとした。
【００８３】
　ゲノムDNA断片がトランスファーされたナイロンメンブレンをハイブリダイゼーション
バッファーに入れて、65℃で１時間プレインキュベートした後、100μlのハイブリダイゼ
ーションバッファーに変性させた[３２P]ラベル化プローブを加えて、65℃で4時間インキ
ュベートした。
【００８４】
　インキュベーション終了後にナイロンメンブレンを取り出し、中塩濃度洗浄（1XSSC, 0
.1% SDS, 65℃で約15分間）を行い、サーベイメーターでメンブレンに結合するプローブ
に由来する放射活性を確認した。十分な放射活性がメンブレンに結合している場合は、さ
らに低塩濃度洗浄（0.2XSSC, 0.1% SDS, 室温で約5分間）を行った。
【００８５】
　洗浄したメンブレンをサランラップ（登録商標）でシールし、暗室内でX線フィルム(Bi
oMax MS; Kodak)を重ねてオートラジオグラフィーカセットに入れ、４℃で３日間から１
週間感光させた後にX線フィルムを感光し[３２P]ラベル化プローブとのハイブリダイゼー
ションによる特異的なシグナル検出を行った。その結果を図3に示す。図3に示される結果
は、向かって左から1kbp Ladder、Z3株、Z7株、Z12株、陰性コントロール、1コピーの陽
性コントロール、3コピーの陽性コントロール、10コピーの陽性コントロール、30コピー
の陽性コントロールおよび100コピーの陽性コントロールについてサザンハイブリダイゼ
ーションを行なった結果である。陰性コントロールではシグナルが観察されず、陽性コン
トロールについてはコピー数が増えるのに従って強いシグナルが観察された。
【００８６】
　解析の結果から、低応答性クローンであるZ3株と比較して、本発明形質転換細胞である
N2a-SY1株、およびN2a-SY2株細胞の方が、レセプター応答性レポーターベクターpTHEn-Lu
c-Zeocinのコピー数を高く保持していることが確認された。
【００８７】
　N2a-SY1株およびN2a-SY2株細胞を、平成２１年８月５日に独行政法人産業技術総合研究
所特許生物寄託センターに国際寄託した。N2a-SY1株およびN2a-SY2株細胞はそれぞれ受託
番号FERM BP-11165およびFERM BP-11166で示される細胞である。
【００８８】
　例６
　本発明形質転換細胞による2,3,7,8-TCDDの転写活性化能測定
　例4において作製された安定形質転換細胞(N2a-SY1)を24ウェルプレートに80,000細胞/
ウェルの割合で播種した後、10% 血清含有のDF1:1培地で数時間～一晩培養した。
【００８９】
　次に上記のように培養された安定形質転換細胞の培地を吸引して除き、0、0.1、1、10
、100、1000 pg/mLの濃度で2,3,7,8-TCDDを含有した10% 血清含有のDF1:1培地を1mL/ウェ
ルの割合で分注し、細胞の培養を行った。細胞の培養を続け、24時間後に培地を除き、PB
S 1mL/ウェルで1回洗浄した後、5倍希釈したピッカジーン培養細胞溶解剤Luβ（東洋ビー
ネット社製）を200μL / ウェルずつ各ウェルに加えて、室温で10分以上放置することに
より溶解させ細胞抽出液を得た。得られた細胞抽出液を冷凍庫で凍結保存し、この冷凍保
存プレートを冷凍庫から取り出した後、室温にて融解された細胞抽出液の10μLを黒色96
ウェルプレートに移した。当該プレートにピッカジーン（登録商標）LT210発光基質溶液
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ーダー（ベルトールド社製）にセットし連続的に発光量を測定した。別途、上記の細胞抽
出液の10μLを透明96ウェルプレートに移した。当該プレートの各ウェルにβ-ガラクトシ
ダーゼ基質溶液(ONPG基質液)150 μLずつ添加し、これを室温で5分間インキュベートした
後、反応停止液（1mM炭酸ナトリウム水溶液）を50 μLずつ添加した。次に、当該プレー
トをマイクロプレートリーダーにセットし、各ウェルにおける405 nmの吸光度を測定した
。検量線を用いて、吸光度をタンパク質抽出液中のβ-ガラクトシダーゼ (ng)に換算した
。その結果を図4に棒グラフとして、表1（表中、ａ数値はルシフェラーゼの発光値 (RLU)
をβガラクトシダーゼの吸光度で除した補正値、ｂB/Aは活性化倍数　(S/N比)を意味する
。）に各々の数値を示す。
【表１】

【００９０】
　例７
　本発明形質転換細胞によるPCB126の転写活性化能測定
　例４において作製された安定形質転換細胞(N2a-SY1)を24ウェルプレートに80,000細胞/
ウェルの割合で播種した後、10% 血清含有のDF1:1培地で数時間～一晩培養した。
【００９１】
　次に上記のように培養された安定形質転換細胞の培地を吸引して除き、0、0.2、2、20
、200、2000、20000 pg/mLの濃度でPCB126を含有した10% 血清含有のDF1:1培地を1mL/ウ
ェルの割合で分注し、細胞の培養を行った。細胞の培養を続け、24時間後に培地を除き、
PBS 1mL/ウェルで1回洗浄した後、5倍希釈したピッカジーン培養細胞溶解剤Luβ（東洋ビ
ーネット社製）を200μL / ウェルずつ各ウェルに加えて、室温で10分以上放置すること
により溶解させ細胞抽出液を得た。得られた細胞抽出液を冷凍庫で凍結保存し、この冷凍
保存プレートを冷凍庫から取り出した後、室温にて融解された細胞抽出液の10μLを黒色9
6ウェルプレートに移した。当該プレートにピッカジーン（登録商標）LT210発光基質溶液
を100μLずつ各ウェルに分注して、混合した後、Mithras LB940マイクロプレートリーダ
ー（ベルトールド社製）にセットし連続的に発光量を測定した。別途、上記の細胞抽出液
の10μLを透明96ウェルプレートに移した。当該プレートの各ウェルにβ-ガラクトシダー
ゼ基質溶液(ONPG基質液)(sigma社製)150μLずつ添加し、これを室温で5分間インキュベー
トした後、反応停止液（1mM炭酸ナトリウム水溶液）を50μLずつ添加した。次に、当該プ
レートをマイクロプレートリーダーにセットし、各ウェルにおける405 nmの吸光度を測定
した。検量線を用いて、吸光度をタンパク質抽出液中のβ-ガラクトシダーゼ (ng)に換算
した。その結果を図5に棒グラフとして、表2（表中、ａ数値はルシフェラーゼの発光値 (
RLU)をβ-ガラクトシダーゼの吸光度で除した補正値、ｂB/Aは活性化倍数　(S/N比)を意
味する。）に各々の数値を示す。
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【表２】

【００９２】
　例８　本発明形質転換細胞によるKC400の転写活性化能測定
　例4において作製された安定形質転換細胞(N2a-SY1)を24ウェルプレートに80,000細胞/
ウェルの割合で播種した後、10% 血清含有のDF1:1培地で数時間～一晩培養した。
【００９３】
　次に上記のように培養された安定形質転換細胞の培地を吸引して除き、1E-04、0.01、0
.1、1、10、100、1000、10000 ng/mLの濃度でKC400を含有した10% 血清含有のDF1:1培地
を1mL/ウェルの割合で分注し、細胞の培養を行った。細胞の培養を続け、24時間後に培地
を除き、PBS 1mL/ウェルで1回洗浄した後、5倍希釈したピッカジーン培養細胞溶解剤Luβ
（東洋ビーネット社製）を200μL/ ウェルずつ各ウェルに加えて、室温で10分以上放置す
ることにより溶解させ細胞抽出液を得た。得られた細胞抽出液を冷凍庫で凍結保存し、こ
の冷凍保存プレートを冷凍庫から取り出した後、室温にて融解された細胞抽出液の10μL
を黒色96ウェルプレートに移した。当該プレートにピッカジーン（登録商標）LT210発光
基質溶液を100μLずつ各ウェルに分注して、混合した後、Mithras LB940マイクロプレー
トリーダー（ベルトールド社製）にセットし連続的に発光量を測定した。別途、上記の細
胞抽出液の10μLを透明96ウェルプレートに移した。当該プレートの各ウェルにβ-ガラク
トシダーゼ基質溶液(ONPG基質液)(sigma社製)150 μLずつ添加し、これを室温で5分間イ
ンキュベートした後、反応停止液（1mM炭酸ナトリウム水溶液）を50 μLずつ添加した。
次に、当該プレートをマイクロプレートリーダーにセットし、各ウェルにおける405 nmの
吸光度を測定した。検量線を用いて、吸光度をタンパク質抽出液中のβ-ガラクトシダー
ゼ (ng)に換算した。その結果を図6に棒グラフとして、表3（表中、ａ数値はルシフェラ
ーゼの発光値 (RLU)をβガラクトシダーゼの吸光度で除した補正値、ｂB/Aは活性化倍数
　(S/N比)を意味する。）に各々の数値を示す。
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【表３】

【受託番号】
【００９４】
FERM　BP-11165
FERM　BP-11166
【００９５】
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