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(57)【要約】
　本発明は、新しい血清内ダイオキシン類の生物学的検
出方法、及びその代謝症候群及び関連症状に対する診断
的使用に関するもので、具体的にダイオキシン反応要素
、プロモーター、及びレポーター遺伝子が作動可能に連
結された遺伝子構築物を含有する組換えベクターに形質
転換された細胞と血清全体を使用することで、ルシフェ
ラーゼ活性を測定して血清内ダイオキシン含量と身体変
数間の有意な相関性を確認し、血清からダイオキシンを
精製するための前処理過程が求められる既存の方法を改
善して、血清全体を使用することによって多数の試料を
極少量でも容易かつ正確に分析することができるので、
ダイオキシン類化合物によって発現が調節される組換え
レポーター遺伝子を含有する形質転換細胞株を全血清で
処理する本発明の検出システムは、血清内ダイオキシン
の生物学的検出に有用でき、このような方法を用いて血
清内に存在するダイオキシンのようなＰＯＰｓの有無を
正確に検出することで、特定ＰＯＰｓと患者の疾病因子
間の相関性を研究して、これを疾病の発病予測及び治療
可否の判定に有用できる。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　１）１個以上の配列番号１で表されるダイオキシン反応要素（dioxin-responsive elem
ent,ＤＲＥ）、プロモーター、及びレポーター遺伝子が作動可能に連結された遺伝子構築
物を含有する組換えベクターを宿主細胞に導入して形質転換細胞を製造する工程と、
　２）工程１）で製造された形質転換細胞を被検者の血清で処理した後、培養する工程と
、
　３）工程２）で培養された形質転換細胞内のレポーター遺伝子によって発現されるタン
パク質の発現の有無を検出する工程、及び
　４）前記工程３）でレポーター遺伝子の発現が検出された場合、血清にダイオキシン類
化合物が含まれると判定する工程
とを含む、血清内ダイオキシン類化合物の検出方法。
【請求項２】
　前記ダイオキシン類化合物が、ポリ塩化ジベンゾダイオキシン類（polychlorinated di
benzodioxins；ＰＣＤＤｓ）、ポリ塩化ジベンゾフラン類（Polychlorinated dibenzo-fu
rans；ＰＣＤＦｓ）、ポリ塩化ビフェニル類（ＰＣＢｓ）、多環芳香族炭化水素類（Poly
cyclic aromatic hydrocarcons；ＰＡＨｓ）、フラボノイド類及び農薬（pesticides）か
らなる群から選択されることを特徴とする、請求項１に記載の検出方法。
【請求項３】
　前記工程１）のダイオキシン反応要素が、３ないし４個含まれることを特徴とする、請
求項１に記載の検出方法。
【請求項４】
　前記工程１）のプロモーターが、マウス乳癌ウイルス（Mouse Mammary Tumor Virus, 
ＭＭＴＶ）プロモーター、ＳＶ４０プロモーター、及びサイトメガロウイルス（cytomega
lovirus, ＣＭＶ）プロモーターからなる群から選択されることを特徴とする、請求項１
に記載の検出方法。
【請求項５】
　前記工程１）のレポーター遺伝子が、ルシフェラーゼ、アルカリホスファターゼ、クロ
ラムフェニコールアセチルトランスフェラーゼ及びβ－ガラクトシダーゼからなる群から
選択されることを特徴とする、請求項１に記載の検出方法。
【請求項６】
　前記工程１）の宿主細胞が、哺乳動物の腫瘍細胞株であることを特徴とする、請求項１
に記載の検出方法。
【請求項７】
　前記宿主細胞が、マウスの肝臓癌細胞株であることを特徴とする、請求項６に記載の検
出方法。
【請求項８】
　前記工程２）の血清が、全血清（total serum）であることを特徴とする、請求項１に
記載の検出方法。
【請求項９】
　前記工程２）の血清が、形質転換細胞に処理する前に加熱不活性化（heat activation
）することを特徴とする、請求項１に記載の検出方法。
【請求項１０】
　１）１個以上の配列番号１で表されるダイオキシン反応要素（ＤＲＥ）、プロモーター
、及びレポーター遺伝子が作動可能に連結された遺伝子構築物を含有する組換えベクター
を宿主細胞に導入して形質転換細胞を製造する工程と、
　２）工程１）で製造された形質転換細胞を糖尿病または代謝症候群が疑われる被検者の
血清で処理した後、培養する工程と、
　３）工程２）で培養された形質転換細胞内のレポーター遺伝子によって発現されるタン
パク質の発現の有無を検出する工程、及び
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　４）前記工程３）でレポーター遺伝子発現が検出された場合、糖尿病または代謝症候群
の発病可能性があると判定する工程
とを含む、糖尿病または代謝症候群の発病可能性予測方法。
【請求項１１】
　１）１個以上の配列番号１で表されるダイオキシン反応要素（ＤＲＥ）、プロモーター
、及びレポーター遺伝子が作動可能に連結された遺伝子構築物を含有する組換えベクター
を宿主細胞に導入して形質転換細胞を製造する工程と、
　２）工程１）で製造された形質転換細胞を糖尿病または代謝症候群に対する治療を受け
た被検者の血清で処理した後、培養する工程と、
　３）工程２）で培養された形質転換細胞内のレポーター遺伝子によって発現されるタン
パク質の発現レベルを検出する工程、及び
　４）前記工程３）で検出されたレポーター遺伝子の発現レベルが治療を受けていない血
清で処理した対照群と比べて減少した場合、糖尿病または代謝症候群が緩和、改善または
治療されたと判定する工程
とを含む、糖尿病または代謝症候群の予後モニタリング方法。
【請求項１２】
　前記工程２）の血清が、全血清であることを特徴とする、請求項１０または１１に記載
の方法。
【請求項１３】
　前記工程２）の血清が、形質転換細胞を処理する前に加熱不活性化されることを特徴と
する、請求項１０または１１に記載の方法。

【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、血清内ダイオキシン類の新規生物学的検出方法、及びその代謝症候群及び関
連症状に対する診断的使用に関するものである。
【背景技術】
【０００２】
　残留性有機汚染物質（persistent organic pollutants,ＰＯＰｓ）は、自然界に存在し
ないかまたは極めて微量のみ存在し、大部分は人間が必要のために作り出した人為的有機
化学物質であって、ダイオキシンがその代表的な例である。ＰＯＰｓが体内に流入すると
容易には分解及び排泄されないで組織内に蓄積される。最近このような産業副産物、殺虫
剤または薬品などを含む環境性化合物が、人間及び多様な野生種に潜在的な内分泌撹乱影
響を与えることに対する世間の関心が高まった。そして、現在、ダイオキシン類、塩化ビ
フェニル類、有機リン剤など各種ＰＯＰｓの血中濃度がインシュリン抵抗症、糖尿病、肥
満、異常脂質血症または高血圧の発生と関連性があることが報告されている（非特許文献
１、非特許文献２、非特許文献３）。
【０００３】
　一方、ＰＯＰｓの代表物質の一つであるダイオキシン系化合物は、環境ホルモン（envi
ronmental hormone）または内分泌撹乱物質（endocrine disrupter）と呼ばれ、世界的に
問題視されている。特に、2,3,7,8-テトラクロロジベンゾパラダイオキシン（2,3,7,8-te
trachlorodibenzo-p-dioxin,ＴＣＤＤ）は、環境ホルモンの中で最も毒性が強く、人間が
合成した物質の中で最も毒性が強い化合物であって、化学的に非常に安定的で自然環境で
はほとんど半永久的に存在し、体内に流入すると脂肪組織に蓄積して一部は小便及び胆汁
に排泄されるが、容易には排泄または分解されないことが知られている。ＴＣＤＤを処理
したマウスで肝臓内ユビキノン（ＣｏＱ）が減少し、ＡＴＰの生成が抑制され（非特許文
献４）、ＴＣＤＤはＡｈＲ依存的ＲＯＳの生成を誘導してミトコンドリア膜電位（ΔΨｍ
）の減少を引き起こすことにより、ミトコンドリアの機能を抑制して糖尿病を含む代謝症
候群を誘発し得ることが報告された。
【０００４】
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　ダイオキシンが細胞内に流入すると、ダイオキシンは細胞質内に存在するダイオキシン
受容体（アリル炭化水素受容体(Arylhydrocarbon receptor),ＡｈＲ）に特異的に結合す
る。このダイオキシン受容体複合体は、核内に流入して核内でＡＲＮＴ（AhR 核輸送体(n
uclear translocator)）と結合してＤＮＡ結合型に変わる。変換されたＤＮＡ結合型複合
体は、特異遺伝子に強く結合するが、この特異結合遺伝子がダイオキシン反応要素（Diox
in Responsive Element,ＤＲＥ）であり、ＤＲＥにダイオキシン複合体が結合すると近接
した反応遺伝子であるＰ４５０１Ａ１が活性化されてシトクロムＰ４５０１Ａ１酵素群の
合成が誘導されて、これら合成された酵素によってダイオキシンの毒性が発現される。
【０００５】
　ヒトの血清内に存在するＰＯＰｓの中で、ＴＣＤＤと同じ系統の化合物（TCDD Equival
ent，ＴＣＤＤＥｑ）の濃度を測定することで、ＰＯＰｓによって誘発される疾病を有し
た患者を分類して、それら物質の除去と治療効果との相関性などの分析を実施することが
できる。ダイオキシンを測定する方法としては、器機分析法がよく用いられている。現在
まで報告されたＴＣＤＤＥｑ分析方法としては、ガスクロマトグラフィ／質量分析技法（
ＧＣ／ＭＳ）及び細胞基盤分析法（cell-based assay）がある。前記ＧＣ／ＭＳ方法は、
ＴＣＤＤのような汚染物質の各種類別の濃度及び存在の有無の測定が可能であるが、高効
率分析（ ハイスループットアッセイ）のためには高い費用負担が伴い、分析のために多
量の血清試料（２５～２００ｍｌ）が必要とされる。一方、細胞基盤分析法としては、Ｃ
ＡＬＵＸ（Chemically Activated Luciferase Expression）分析法が従来から知られてい
るが、これは生物学的定量法であって遺伝子組換えを通じて構築された細胞を用いて、ダ
イオキシン存在時にルシフェラーゼが分泌するシステムを通じてダイオキシン類化合物を
検出することができる。ＤＲＥ及びルシフェラーゼ遺伝子を有する細胞がダイオキシンに
露出すると、細胞内のＡｈＲ、ＡＲＮＴと結合したダイオキシンは核内のＤＲＥに結合し
、それによってルシフェラーゼ発現遺伝子が誘導されながら露出したダイオキシンの量に
比例して細胞内でルシフェラーゼが合成される。したがって、このルシフェラーゼの活性
度変化をダイオキシンの検索指標に活用することになる。このような方法は、ダイオキシ
ン類似化合物の測定が可能で、ＴＣＤＤ等価（TCDD Equivalency,ＴＥＱ）を測定するこ
とができる。しかし、現在の技術は分析時間が長く、ヒトの血清試料からヘキサンなどを
使用して抽出または精製する過程が必要であり、多量の血清が必要となるのが実情である
（最小１ｍｌ、一般的に１０～２０ｍｌ）。また、 一時的にトランスフェクションする
細胞株を使用すると、各分析間の偏差が大きくて信頼性に問題が発生し、試料の個数が多
くなるほど処理速度及び信頼度はさらに減少するようになる。同時に、試料からダイオキ
シンを抽出する過程が必要である。すなわち、試料に有機溶媒を処理して脂肪を抽出して
活性化した酸性シリカゲルカラムに通過させる脂肪精製過程を経てダイオキシンを抽出す
るものである。したがって、このようなダイオキシンの抽出及び精製過程のため、ＴＣＤ
Ｄ標準物質の分析値と血清中のＴＥＱを定量した値に差がでるようになる（非特許文献５
）。
【０００６】
　このように、既存の方法は高価の分析装備を必要とし、高度の試料精製のための複雑な
前処理過程、それによる多量の有機溶媒、放射線標識物質など有毒試薬が必要となり分析
時間も長いので、時間、労動力、検査費などの節減のためには、高い検出感度が保障され
ながら簡単な前処理、短時間内の検査及び定量が可能な生物学的検査法の開発及び応用が
求められている。
【０００７】
　それで、本発明者らは、既存のＰＯＰｓ測定方法の問題点を改善した容易で正確な高効
率のＰＯＰｓ検出方法を開発しようと研究した結果、血清試料使用時に血清からダイオキ
シンを精製するための前処理過程が求められる既存の測定方法とは異なり、全血清を使用
することによって多数の試料を容易に正確に分析することができるのみならず、少量の血
清試料を使用しても正確な分析が可能な差別化された生物学的検出方法を確立し、同時に
、世界的に変異遺伝子及びそれを用いた発明が特許対象として許容されているので、ＤＲ
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Ｅ遺伝子を用いてダイオキシン類化合物の有無を判定することができることを明らかにす
ることによって本発明を完成した。
【先行技術文献】
【非特許文献】
【０００８】
【非特許文献１】Lee DHら,Diabetes Care,2006年,第29(7)巻,p.1638-44
【非特許文献２】Lee DHら,Diabetes Care,2007年Mar,第30(3)巻,p.622-8
【非特許文献３】Lee DHら,Diabetologia,2007年Sep,第50(9)巻,p.1841-51
【非特許文献４】Toxicol.Appl.Pharmacol.2006年,第217巻,p.363
【非特許文献５】Michael,H.ら,Toxicol.Sciences,2000年,第54巻,p.183-193
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００９】
　本発明の目的は、血清内ダイオキシン類の新規生物学的検出方法、及びその代謝症候群
及び関連症状に対する診断的使用を提供する。
【課題を解決するための手段】
【００１０】
　前記目的を達成するために、本発明は、
　１）１個以上の配列番号１で表されるダイオキシン反応要素（dioxin-responsive elem
ent,ＤＲＥ）、プロモーター、及びレポーター遺伝子が作動可能に連結された遺伝子構築
物を含有する組換えベクターを宿主細胞に導入して形質転換細胞を製造する工程、
　２）工程１）で製造された形質転換細胞を被検者の血清で処理した後、培養する工程、
　３）工程２）で培養された形質転換細胞内のレポーター遺伝子によって発現されるタン
パク質の発現の有無を検出する工程、及び
　４）前記工程３）でレポーター遺伝子の発現が検出された場合、血清にダイオキシン類
化合物が含まれると判定する工程
を含む、血清内ダイオキシン類化合物の検出方法を提供する。
【００１１】
　また、本発明は、
　１）１個以上の配列番号１で表されるダイオキシン反応要素（ＤＲＥ）、プロモーター
、及びレポーター遺伝子が作動可能に連結された遺伝子構築物を含有する組換えベクター
を宿主細胞に導入して形質転換細胞を製造する工程、
　２）工程１）で製造された形質転換細胞を糖尿病または代謝症候群が疑われる被検者の
血清で処理した後、培養する工程、
　３）工程２）で培養された形質転換細胞内のレポーター遺伝子によって発現されるタン
パク質の発現の有無を検出する工程、及び
　４）前記工程３）でレポーター遺伝子発現が検出された場合、糖尿病または代謝症候群
の発病可能性があると判定する工程
を含む、糖尿病または代謝症候群の発病可能性予測方法を提供する。
【００１２】
　同時に、本発明は、
　１）１個以上の配列番号１で表されるダイオキシン反応要素（ＤＲＥ）、プロモーター
、及びレポーター遺伝子が作動可能に連結された遺伝子構築物を含有する組換えベクター
を宿主細胞に導入して形質転換細胞を製造する工程、
　２）工程１）で製造された形質転換細胞を糖尿病または代謝症候群に対する治療を受け
た被検者の血清で処理した後、培養する工程、
　３）工程２）で培養された形質転換細胞内のレポーター遺伝子によって発現されるタン
パク質の発現レベルを検出する工程、及び
　４）前記工程３）で検出されたレポーター遺伝子の発現レベルが治療を受けていない血
清で処理した対照群と比べて減少した場合、糖尿病または代謝症候群が緩和、改善または
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治療されたと判定する工程
を含む、糖尿病または代謝症候群の予後モニタリング方法を提供する。
【発明の効果】
【００１３】
　本発明の環境ホルモン検出方法は、測定前に血清からダイオキシンを精製する過程が必
要な既存の測定方法より改善されたもので、血清全体を使用することによって労動力及び
時間を節減して、多数の試料を容易かつ正確に高い効率で分析することができ、ヘキサン
で抽出する前処理過程がないので少量の血清試料を使用しても分析が可能であるので、血
清内環境ホルモンの生物学的検出に有用に用いることができ、同時に、血清内に存在する
ダイオキシンのようなＰＯＰｓの存在有無を正確に判断することによって、特定ＰＯＰｓ
と患者の疾病因子間の相関性を研究して、それを疾病の発病予測及び治療の有無を判定す
ることに有用に用いることができる。
【図面の簡単な説明】
【００１４】
【図１】ｐＣＹＰ１Ａ１－ｌｕｃベクターのクローニングを示した図である。
【図２】ｐＣＹＰ１Ａ１－ｌｕｃを安定的に発現するＨｅｐａ１Ｃ１ｃ７細胞株のコロニ
ーを示した図である。
【図３】ｐＣＹＰ１Ａ１－ｌｕｃを安定的に発現するＨｅｐａ１Ｃ１ｃ７細胞株において
、インドール３カルビノールに対する反応検査結果を示した図である。
【図４】ｐＣＹＰ１Ａ１－ｌｕｃを安定的に発現するＨｅｐａ１Ｃ１ｃ７細胞株において
、2,3,7,8-テトラクロロジベンゾパラダイオキシン（ＴＣＤＤ）に対する反応検査結果を
示した図である。
【図５】ダイオキシン倍数誘導値の分布を示した図である。
【図６】直線回帰法によって、ヒトの体重によるその血清内ダイオキシンの倍数誘導を分
析した図である。
【図７】直線回帰法によって、ヒトのｂｍｉによるその血清内ダイオキシンの倍数誘導を
分析した図である。
【図８】直線回帰法によって、ヒトのｗｃによるその血清内ダイオキシンの倍数誘導を分
析した図である。
【図９】直線回帰法によって、ヒトのｓｂｐによるその血清内ダイオキシンの倍数誘導を
分析した図である。
【図１０】直線回帰法によって、ヒトのｔｇによるその血清内ダイオキシンの倍数誘導を
分析した図である。
【図１１】直線回帰法によって、ヒトのｆｂｓによるその血清内ダイオキシンの倍数誘導
を分析した図である。
【発明を実施するための形態】
【００１５】
　以下、本発明を詳しく説明する。
【００１６】
　本発明は、環境ホルモンによって発現が調節される組換えレポーター遺伝子を含有する
形質転換細胞を用いた血清内環境ホルモンの生物学的検出方法を提供する。
【００１７】
　具体的に、前記検出方法は、
　１）１個以上の配列番号１で表されるダイオキシン－反応要素（dioxin-responsive el
ement,ＤＲＥ）、プロモーター、及びレポーター遺伝子が作動可能に連結された遺伝子構
築物を含有する組換えベクターを宿主細胞に導入して形質転換細胞を製造する工程、
　２）工程１）で製造された形質転換細胞を被検者の血清で処理した後、培養する工程、
　３）工程２）で培養された形質転換細胞内のレポーター遺伝子によって発現されるタン
パク質の発現の有無を検出する工程、及び
　４）前記工程３）でレポーター遺伝子の発現が検出された場合、血清にダイオキシン類
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化合物が含まれると判定する工程
を含むことが好ましいがそれに限定されない。
【００１８】
　前記ダイオキシン類化合物は、ポリ塩化ジベンゾダイオキシン類（polychlorinated di
benzodioxins；ＰＣＤＤｓ）、ポリ塩化ジベンゾフラン類（Polychlorinated dibenzo-fu
rans；ＰＣＤＦｓ）、ポリ塩化ビフェニル類（ＰＣＢｓ）、多環芳香族炭化水素類（Poly
cyclic aromatic hydrocarcons；ＰＡＨｓ）、フラボノイド類または農薬（pesticides）
に属するすべての化合物であることが好ましいがそれに限定されず、前記ＤＲＥに結合し
て転写活性に影響を及ぼす環境ホルモンならすべて可能であり、ダイオキシンと類似の機
能を有する化合物をすべて含むことができる。
【００１９】
　前記方法において、前記工程１）のダイオキシン反応因子は１個以上含まれ、３ないし
４個であることが最も好ましいが、それに限定されない。
【００２０】
　前記方法において、前記工程１）のプロモーターは、マウス乳癌ウイルス（Mouse Mamm
ary Tumor Virus, ＭＭＴＶ）プロモーター、ＳＶ４０プロモーター、サイトメガロウイ
ルス（cytomegalovirus, ＣＭＶ）プロモーターからなる群から選択されるいずれか一つ
であることが好ましく、グルココルチコイド反応因子部位を除去したＭＭＴＶ由来のプロ
モーターであることがさらに好ましいが、それに限定されない。
【００２１】
　前記プロモーターは、エンハンサー部位がない最小プロモーターであり得、レポーター
遺伝子の転写活性レベルは、最小プロモーターの上部に隣接したエンハンサーまたはシス
反応要素によって決定され得るので、転写活性に影響を及ぼす他の要素の効果は完全に除
去することができる。
【００２２】
　前記方法において、前記工程１）のレポーター遺伝子はルシフェラーゼ、アルカリホス
ファターゼ、クロラムフェニコールアセチルトランスフェラーゼ及びβ－ガラクトシダー
ゼからなる群から選択されるいずれか一つであることが好ましく、活性分析の取り扱いや
すさ及び敏感度の面でルシフェラーゼを用いることがさらに好ましいが、それに限定され
ない。
【００２３】
　前記形質転換細胞は、安定に発現する形質転換された細胞で、形質転換されたレポータ
ーベクターが宿主の染色体に挿入されて宿主細胞の遺伝的レパートリーの安定した一部に
なるということを意味し、これによって形質転換されたレポーターベクター内の遺伝子の
安定した発現が、最小３０世代に渡って可能になり得る。
【００２４】
　前記工程１）の宿主細胞は真核細胞で、哺乳動物の細胞であることが好ましく、哺乳動
物の腫瘍細胞株であることがさらに好ましく、マウスの肝臓癌細胞株、例えば、Ｈｅｐａ
１ｃ１ｃ７であることがさらに好ましいが、それに限定されない。
【００２５】
　ダイオキシンが細胞内に流入すると、ダイオキシンは細胞質内に存在するダイオキシン
受容体（Arylhydrocarbon receptor，ＡｈＲ）に特異的に結合して、核内に流入したダイ
オキシン受容体複合体は、核内でＡＲＮＴ（AhR nuclear translocator）と結合してＤＮ
Ａ結合型に変わるので、前記ＡＲＮＴ及びＡｈＲを内因的に発現する細胞なら何でも前記
宿主細胞として使用可能である。
【００２６】
　前記形質転換は、電気穿孔法、原形質融合、リン酸カルシウム（ＣａＰＯ４）沈澱法、
塩化カルシウム（ＣａＣｌ２）沈澱法、シリコンカーバイド繊維を用いた撹拌またはリポ
フェクタミン媒介方法などを用いて行なうことができるが、それに限定されない。
【００２７】
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　既存のダイオキシン類化合物の測定方法は、試料に有機溶媒を処理して脂肪を抽出して
脂肪精製過程を経てダイオキシンを抽出する前処理過程が必要であるが、前記方法におい
て、前記工程２）の血清は全血清（total serum）であり、血清全体を使用することがで
きる。
【００２８】
　前記血清は、形質転換細胞に処理する前に形質転換細胞に対する血清の安全性のために
加熱不活性化（heat activation）することが好ましいが、それに限定されない。
【００２９】
　本発明の具体的な実施例において、４個の配列番号１で表されるダイオキシン反応要素
（ＤＲＥ）結合部位（５’－ＴＮＧＣＧＴＧ－３’）を含有するマウスＣＹＰ１Ａ１プロ
モーター、及びマウス乳癌ウイルス（ＭＭＴＶ）の長い末端反復（ＬＴＲ）を含有する組
換えレポーター遺伝子ベクターを製造し（図１参照）、これをマウス肝臓癌細胞株である
Ｈｅｐａ１ｃ１ｃ７に形質転換して、前記組換えレポーター遺伝子を安定的に発現する細
胞株を製造した（図２参照）。前記製造された細胞株を対象に、2,3,7,8－テトラクロロ
ジベンゾ－ｐ－ダイオキシン（ＴＣＤＤ）に対する反応検査を実施した。その結果、ＴＣ
ＤＤを処理しない対照群に比べて１０ないし１０００ｐＭ濃度のＴＣＤＤを処理した場合
、顕著にルシフェラーゼ活性が増加することが示された（図４参照）。そして、前記組換
えレポーター遺伝子を安定的に発現する細胞株はＴＣＤＤに反応してルシフェラーゼ活性
を効果的に示すことを確認した。
【００３０】
　本発明者らは、前記製造された細胞株を用いて、ヒトの血清試料内に存在するダイオキ
シン存在の有無を検出し、ダイオキシン程度と身体計測変数間の相関関係を分析した。血
清試料を準備するために、９７名の成人から得た血清試料を６５℃で３０分間熱処理不活
性化（heat inactivation）して、細胞培養に対する安全性を付与する。前記熱処理不活
性化は、血清を加熱して生物学的活性を消失させることを意味し、血清中には細胞増殖因
子や血清タンパク質の外に体液性免疫を担当する因子の一つとして補体を含んでいる。多
様な補体の中には、培養細胞を認識して細胞毒性を示すものが含まれていて、血清をその
まま培地に入れて培養に使用すると細胞増殖が抑制されたり死滅したりすることがあるの
で、安全性のために熱不活性化を実施した。
【００３１】
　前記のように準備した血清試料１０μｌを前記組換えレポーター遺伝子を安定的に発現
する細胞株に処理してルシフェラーゼ分析を実施して、ルシフェラーゼ活性と身体計測変
数間の相関性を分析した結果、９７名のヒト血清試料に対するルシフェラーゼの倍数誘導
値は２．００ないし３．００倍数区間に大部分分布し、約２．５０ないし２．６５倍数に
最も高い割合で存在することが示された。倍数誘導値の平均値は約２．３５倍数であるこ
とが確認された（図５参照）。
【００３２】
　また、直線回帰法（linear regression）によってヒトの体重、体質量指数（ｂｍｉ）
、腰まわり（waist circumference, ｗｃ）、収縮期血圧（ｓｂｐ）、拡張期血圧（ｄｂ
ｐ）、中性脂肪（トリグリセリド, ＴＧ）、または空腹時の血糖（ｆｂｓ）指数とダイオ
キシンとの間に有意的な相関性があることを確認し、前記変数値が増加するほどダイオキ
シンの倍数値も増加する傾向を示した（図６ないし１１参照）。ダイオキシン倍数誘導値
は、非飲酒及び非喫煙者に比べて飲酒及び喫煙者からさらに高く測定され、多変量解析を
通じて相関性がある変数にすべて補正した結果、飲酒の有無のみが有意的な相関性が維持
されることを確認した。また、耐糖能障害（ＩＧＴ）及び空腹血糖障害（ＩＦＧ）からな
る糖調節障害（ＩＧＲ）、糖尿病（ＤＭ）、及び正常耐糖能（ＮＧＴ）において、ＮＧＴ
の血清に比べてＩＧＲまたはＤＭの血清でルシフェラーゼ分析値が高く、ＩＧＲ及びＤＭ
間には有意な差がなかった。代謝症候群要素（ＭｅｔＳ component）個数によるダイオキ
シン倍数誘導を分析した結果、ＭｅｔＳ要素数が増える程ダイオキシン倍数誘導値が増加
し、ＭｅｔＳ患者においては正常に比べてダイオキシン倍数誘導値が顕著に増加したこと
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が示された。同時に、ダイオキシン倍数誘導の増加が代謝症候群または糖尿病に対する危
険度にどのような相関性を有するのかを分析した結果、ダイオキシンの倍数誘導値が１増
加する度に代謝症候群及び糖尿病危険がそれぞれ１９．７倍及び１１．９倍増加すること
が分析され、それをｂｍｉ指数に補正しても倍数誘導値が１ずつ増加する度に代謝症候群
及び糖尿病がそれぞれ１３倍及び８．７倍に増加し、年齢、性別及びｂｍｉで補正しても
倍数誘導値が増加すれば代謝症候群または糖尿病も増加することが確認された。
【００３３】
　このような結果を通じて、本発明と以前の報告の技術的特徴及び効果を比較してみると
、下記の表１のように、先行文献ではＣＡＬＵＸ分析システムを使用するため、ヘキサン
のような有機溶媒を使用して血清からダイオキシンを抽出する前処理過程が伴った。一方
、本発明は血清を簡単な加熱不活性化した後にすぐに分析することによって時間、費用及
び労動力の節減という長所があった。また、分析に必要な血清の量においても、本発明の
システムでは先行文献に比べて約１／１０００程度の血清で分析可能であることが確認さ
れ、さらに多い量を使用した先行文献と類似の敏感度を有する高効率の分析システムであ
ることを立証した。
【表１】

【００３４】
　したがって、前記ダイオキシン類化合物の検出方法として確認されたダイオキシン類の
血清内含量と身体の多くの変数の間には有意な相関性があることを確認したので、試料か
らダイオキシンを精製するための前処理過程が求められる既存の測定方法と異なり、血清
全体を使用することによって労動力及び時間を節減して多数の試料を容易かつ正確に分析
することができるのみならず、少量の血清試料を使用しても正確な分析が可能なので、環
境ホルモンによって発現が調節される組換えレポーター遺伝子を含有する形質転換細胞株
及び全血清（total serum）は、血清内環境ホルモンの生物学的検出に有用である。
【００３５】
　また、本発明はダイオキシン類化合物によって発現が調節される組換えレポーター遺伝
子を含有する形質転換細胞を用いた、糖尿病または代謝症候群の発病可能性予測方法を提
供する。
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【００３６】
　具体的に、前記予測方法は、
　１）１個以上の配列番号１で表されるダイオキシン反応要素（ＤＲＥ）、プロモーター
、及びレポーター遺伝子が作動可能に連結された遺伝子構築物を含有する組換えベクター
を宿主細胞に導入して形質転換細胞を製造する工程と、
　２）工程１）で製造された形質転換細胞を糖尿病または代謝症候群が疑われる被検者の
血清で処理した後、培養する工程と、
　３）工程２）で培養された形質転換細胞内のレポーター遺伝子によって発現されるタン
パク質の発現の有無を検出する工程、及び
　４）前記工程３）でレポーター遺伝子の発現が検出された場合、糖尿病または代謝症候
群の発病可能性があると判定する工程
とを含むことが好ましいが、それに限定されない。
【００３７】
　同時に、本発明はダイオキシン類化合物によって発現が調節される組換えレポーター遺
伝子を含有する形質転換細胞、及び全血清を用いた糖尿病または代謝症候群の予後モニタ
リング方法を提供する。
【００３８】
　具体的に、前記予後予測方法は、
　１）１個以上の配列番号１で表されるダイオキシン反応要素（ＤＲＥ）、プロモーター
、及びレポーター遺伝子が作動可能に連結された遺伝子構築物を含有する組換えベクター
を宿主細胞に導入して形質転換細胞を製造する工程と、
　２）工程１）で製造された形質転換細胞を糖尿病または代謝症候群に対する治療を受け
た被検者の血清で処理した後、培養する工程と、
　３）工程２）で培養された形質転換細胞内のレポーター遺伝子によって発現されるタン
パク質の発現レベルを検出する工程、及び
　４）前記工程３）で検出されたレポーター遺伝子の発現レベルが治療を受けていない血
清で処理した対照群と比べて減少した場合、糖尿病または代謝症候群が緩和、改善または
治療されたと判定する工程
とを含むことが好ましいが、それに限定されない。
【００３９】
　前記方法において、前記工程１）のダイオキシン反応因子は１個以上含まれ、３ないし
４個であることが最も好ましいが、それに限定されない。
【００４０】
　前記工程１）のプロモーターは、ＭＭＴＶ（Mouse Mammary Tumor Virus）プロモータ
ー、ＳＶ４０プロモーター、ＣＭＶ（cytomegalovirus）プロモーターからなる群から選
択されるいずれか一つであることが好ましく、ＭＭＴＶ由来のプロモーターであることが
さらに好ましいが、それに限定されない。
【００４１】
　前記工程１）のレポーター遺伝子は、ルシフェラーゼ、アルカリホスファターゼ、クロ
ラムフェニコールアセチルトランスフェラーゼ及びβ－ガラクトシダーゼからなる群から
選択されるいずれか一つであることが好ましく、活性分析の取り扱いやすさ及び敏感度の
面でルシフェラーゼを用いることがさらに好ましいが、それに限定されない。
【００４２】
　前記工程１）の宿主細胞は真核細胞で、哺乳動物の細胞であることが好ましく、哺乳動
物の腫瘍細胞株であることがさらに好ましく、マウス肝臓癌細胞株、例えばＨｅｐａ１ｃ
１ｃ７であることがさらに好ましいがそれに限定されず、ＡＲＮＴ及びＡｈＲを内因的に
発現する細胞であれば何でも前記宿主細胞として使用可能である。
【００４３】
　前記形質転換は、電気穿孔法、原形質融合、リン酸カルシウム（ＣａＰＯ４）沈澱法、
塩化カルシウム（ＣａＣｌ２）沈澱法、シリコンカーバイド繊維を用いた撹拌またはリポ
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フェクタミン媒介された方法などを用いて行なうことができるが、それに限定されない。
【００４４】
　前記方法において、前記工程２）の血清は全血清であり、血清からダイオキシン類化合
物を精製する前処理過程なしに、血清全体を使用することができる。
【００４５】
　前記血清は、形質転換細胞に処理する前に形質転換細胞に対する血清の安全性のために
加熱不活性化することが好ましいが、それに限定されない。
【００４６】
　本発明者らは、ダイオキシン反応要素（ＤＲＥ）結合部位、マウス乳癌ウイルス（ＭＭ
ＴＶ）由来のプロモーター、その下部にルシフェラーゼ遺伝子を含有する組換えレポータ
ー遺伝子ベクターが安定的に形質転換された細胞株を製造して、ヒトの血清内に存在する
ダイオキシンの有無と身体計測変数間の相関関係を分析した結果、ヒトの体重、ｂｍｉ、
ｗｃ、ｓｂｐ、ｄｂｐ、ｔｇまたはｆｂｓ変数とダイオキシンの間に有意な相関性がある
ことを確認し、耐糖性障害（ＩＧＴ）及び空腹血糖障害（ＩＦＧ）からなる糖調節障害（
ＩＧＲ）、糖尿病（ＤＭ）、及び正常耐糖能（ＮＧＴ）とダイオキシン含量間の有意な相
関性を立証し、特に、ＮＧＴの血清に比べてＩＧＲまたはＤＭ患者の血清においてルシフ
ェラーゼ分析値が高いことを確認した。また、代謝症候群要素（MetS component）数が増
加するほどダイオキシン倍数誘導値が増加し、ＭｅｔＳ患者は正常人に比べてダイオキシ
ン倍数誘導値が顕著に高いことを確認し、ダイオキシン倍数誘導の増加が代謝症候群また
は糖尿病に対する危険度を増加させることを確認した。
【００４７】
　したがって、ダイオキシン類の血清内含量と糖尿病または代謝性症候群間には有意な相
関関係があることを確認したので、環境ホルモンによって発現が調節される組換えレポー
ター遺伝子を含有する形質転換細胞株及び全血清を用いた前記ダイオキシン類化合物の検
出方法は、糖尿病または代謝症候群の発病可能性及び予後の予測に有用できる。
【００４８】
　以下、本発明を下記の実施例及び実験例によって詳細に説明する。
【００４９】
　但し、下記の実施例及び実験例は本発明の内容を例示するだけのものであって、発明の
範囲が実施例及び実験例に限定されるのではない。
【実施例１】
【００５０】
組換えレポーター遺伝子を安定的に発現する細胞株の製造
＜１－１＞組換えレポーター遺伝子ベクターの製造
　ｐＧｕｄＬｕｃ１．１ベクターから、４個のＤＲＥ結合部位（ＡｈＲ結合部位）（５’
－ＴＮＧＣＧＴＧ－３’）を有しているマウスＣＹＰ１Ａ１プロモーター（４８２ｂｐ）
、及びグルココルチコイド応答エレメント部位を除去したマウス乳癌ウイルス（ＭＭＴＶ
）の長い末端反復（ＬＴＲ）を含有する１．８ｋｂのウイルスプロモーター断片をＨｉｎ
ｄIII制限酵素で切断した後、ＨｉｎｄIIIで切断したｐＧＬ３－ｂａｓｉｃベクターのＨ
ｉｎｄIII部位にクローニングしてｐＣＹＰ１Ａ１－ｌｕｃベクターを製造した（Hanら,B
ioFactors,2004年,第20巻,p.11-22）。プロモーターの方向はシーケンシングで確認した
（図１）。
【００５１】
＜１－２＞組換えレポーター遺伝子を発現する形質転換細胞株の製造
　１×１０５のマウス肝臓癌細胞株であるＨｅｐａ１ｃ１ｃ７を６ウェルプレートに分注
して、２４時間培養して５０％の密度になるようにした。前記実施例＜１－１＞で製造し
たｐＣＹＰ１Ａ１－ｌｕｃベクター２μｇとｐｃＤＮＡ３．１ベクター０．５μｇを、血
清及び抗生剤を含まない１００μｌのＭＥＭ－α培地に添加して１０μｌのＳｕｐｅｒｆ
ｅｃｔ（Ｑｉａｇｅｎ）と混合した後、常温で１０分間反応させた。その後、１０％牛胎
児血清（ＦＢＳ）及び１％ペニシリン／ストレプトマイシン（Ｐ／Ｓ）を含んだ６００μ
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ｌのＭＥＭ－α培地を入れて混合した後、ＤＰＢＳで洗浄したＨｅｐａ１ｃ１ｃ７細胞に
７００μｌのＳｕｐｅｒｆｅｃｔ－ＤＮＡ反応液を入れて、３７℃で３時間培養した。培
養後、前記細胞をＤＰＢＳで洗浄し、１０％ＦＢＳ及び１％Ｐ／Ｓを含んだ新鮮な２ｍｌ
のＭＥＭ－α培地に交換した。２４時間後からＧ４１８　３００μｇを添加して、約３週
間Ｇ４１８抵抗性細胞を選別した。コロニーが生成されると、それぞれのコロニーを６０
ｍｍ培養プレートに移した（図２）。
【実施例２】
【００５２】
組換えレポーター遺伝子を発現する形質転換細胞株に対する反応検査
＜２－１＞インドール３カルビノールを使用した反応検査
　前記実施例＜１－２＞で製造したｐＣＹＰ１Ａ１－ｌｕｃを安定的に発現する細胞株を
６０ｍｍ培養ディッシュに１×１０５の細胞数で分注して、４８時間培養した。培養４８
時間後、０．５％charcoal-stripped ＦＢＳを含みフェノールレッドがないＤＭＥＭ培地
に交換して、インドール３カルビノールを０、０．０１、０．１、１、１０、及び１００
μＭの濃度でそれぞれ４、８または２４時間処理した。それぞれの処理時間後、細胞を回
収してルシフェラーゼ分析を行なった。
【００５３】
　その結果、図３のように、０．００１ないし１０μＭ濃度のインドール３カルビノール
処理群は無処理群より濃度依存的にルシフェラーゼ活性が増加し、特に１００μＭ濃度で
は約３倍以上ルシフェラーゼ活性が増加した。ここで、処理時間による有意な差は示され
なかった（図３）。
【００５４】
＜２－２＞2,3,7,8－テトラクロロジベンゾ－ｐ－ダイオキシン（ＴＣＤＤ）を使用した
反応検査
　前記実施例＜１－２＞で製造したｐＣＹＰ１Ａ１－ｌｕｃを安定的に発現する細胞株を
６０ｍｍ培養ディッシュに２×１０５の細胞数で分注して、２４時間培養した。培養２４
時間後、０．５％ charcoal-stripped ＦＢＳを含みフェノールレッドがないＤＭＥＭ培
地に交換して、2,3,7,8－テトラクロロジベンゾ－ｐ－ダイオキシン（ＴＣＤＤ）を０、
０．１、１、１０、１００、及び１０００ｐＭの濃度でそれぞれ４または８時間処理した
。それぞれの処理時間後、細胞を回収してルシフェラーゼ分析を行なった。
【００５５】
　その結果、図４のように、０．１または１ｐＭのＴＣＤＤを処理した場合には、ＴＣＤ
Ｄを処理しない対照群と類似のレベルのルシフェラーゼ活性を確認したが、１０ないし１
０００ｐＭのＴＣＤＤに対しては、対照群に比べて顕著にルシフェラーゼ活性が増加した
ことが示され、処理時間が長いほどルシフェラーゼ活性が多少増加したが顕著な差はなか
った（図４）。
【実施例３】
【００５６】
ヒトの血清内に存在するダイオキシンの検出
＜３－１＞ヒト血清試料の準備
　９７名の成人から得た血清試料は、６５℃で３０分間熱不活性化して前処理した。この
ような過程は一般的な細胞培養方法において、熱処理による不活性化によって細胞培養に
対する安全性を付与する。
【００５７】
＜３－２＞ヒトの血清内ダイオキシンの検出及び身体変数による相関関係分析
　前記実施例＜１－２＞で製造したｐＣＹＰ１Ａ１－ｌｕｃを安定的に発現する細胞株５
×１０４を９６ウェルプレートに分注後、２４時間培養した。培地をフェノールレッドが
ない９０μｌ　ＤＭＥＭ培地に交換して、最終濃度１０％のヒト血清試料１０μｌを添加
した後、２４時間処理した。その後、各ウェルにある細胞をルシフェラーゼlysis buffer
(Promega)で溶解した。各ウェルの細胞溶解物を１μｌずつ９６ウェルに移して、タンパ
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ク質をＢＣＡ法で定量した。残りの細胞溶解物は、Promegaルシフェラーゼ分析キットを
用いたルシフェラーゼ分析に用いた。ルシフェラーゼ活性はタンパク質濃度に補正し、倍
数誘導（fold induction）または％対照群としてその結果を表示した。
【００５８】
　その結果、図５のように、９７名のヒト血清試料に対する倍数誘導値は、２．００ない
し３．００倍数区間に大部分分布してその外の区間では比較的低く、約２．５０ないし２
．６５倍数に最も高い割合で存在することが示された。倍数誘導値の平均は、約２．３５
倍数であることが確認された（図５）。
【００５９】
　また、ダイオキシンと多くの身体変数との相関関係を分析した結果、それぞれの変数に
対するｒ及びＰ値が下記の表２のように示された。特に、図６ないし１１のように、直線
回帰法によってヒトの体重、体質量指数（ｂｍｉ）、腰まわり（ｗｃ）、収縮期血圧（ｓ
ｂｐ）、拡張期血圧（ｄｂｐ）、中性脂肪（ＴＧ）、または空腹時の血糖（ｆｂｓ）指数
とダイオキシンとの間に有意な相関性があることを確認し、前記変数値が増加するほどダ
イオキシンの倍数値も増加する傾向を示した（図６ないし１１）。
【表２】

【００６０】
　また、飲酒及び喫煙の有無を基準に血清試料のダイオキシン倍数値を分析した結果、下
記の表３及び表４のように、ダイオキシン倍数誘導値は飲酒及び喫煙者からさらに高く測
定されることが確認された。

【表３】
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【表４】

【００６１】
　また、多変量分析を実施した結果、下記の表５のように、相関性ある変数をすべて入力
して補正した場合、飲酒有無のみが有意な相関性が維持されることを確認した。
【表５】

【００６２】
　また、正常耐糖能（ＮＧＴ）、耐糖能障害（ＩＧＴ）及び空腹血糖障害（ＩＦＧ）から
なる糖調節障害（ＩＧＲ）、及び糖尿病（ＤＭ）によって、ダイオキシンに対するルシフ
ェラーゼを分析した結果、下記の表６のように、ＮＧＴの血清に比べてＩＧＲまたはＤＭ
の血清でルシフェラーゼ分析値が高く、ＩＧＲ及びＤＭ間には有意な差がなかった。
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【表６】

【００６３】
　また、代謝症候群要素（ＭｅｔＳ component）個数によるダイオキシン倍数誘導を分析
した結果、下記の表７及び表８のように、ＭｅｔＳ要素数が増えるほどダイオキシン倍数
誘導値が増加することを確認し、ＭｅｔＳ患者においては正常に比べてダイオキシン倍数
誘導値が顕著に増加したことが示された。
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【表７】

【表８】

【００６４】
　同時に、ダイオキシン倍数誘導の増加が代謝症候群または糖尿病に対する危険度にどの
ような相関性を有するのかを分析した結果、下記の表９ないし表１１のように、ダイオキ
シン倍数誘導値が１増加する度に代謝症候群及び糖尿病危険がそれぞれ１９．７倍及び１
１．９倍増加することが分析された。これをｂｍｉ指数に補正しても倍数誘導値が１ずつ
増加する度に代謝症候群及び糖尿病がそれぞれ１３倍及び８．７倍に有意に増加すること
が示され、年齢、性別及びｂｍｉで補正しても代謝症候群または糖尿病が増加することが
確認された。

【表９】

【表１０】
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【表１１】

【産業上の利用可能性】
【００６５】
　前記のように、ダイオキシン類化合物によって発現が調節される組換えレポーター遺伝
子を含有する形質転換細胞株を全血清（total serum）で処理する本発明の検出システム
は、血清内ダイオキシンを容易かつ正確に高効率で検出することができるので、ダイオキ
シン類化合物と患者の疾病因子間の相関性を基にして、疾病の発病予測及び治療可否判定
のための診断技術分野に利用できる。

【図１】 【図２】
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【図５】

【図６】 【図７】
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