
(57)【要約】

【課題】本発明は、免疫細胞において、内分泌撹乱物質

によって発現量が変化するポリペプチドおよびヌクレオ

チドを指標とする、被験物質の免疫毒性を検出するため

の手法および検出装置を提供することを目的とする。

【解決手段】被検物質の免疫系に及ぼす影響を検出する

免疫影響検出方法であって、前記被検物質と免疫細胞を

接触させる工程と、前記免疫細胞に発現したバニロイド

受容体ファミリーのタンパク質をコードする遺伝子から

転写されたmRNAを検出する工程とを含むことを特徴とす

る免疫影響検出方法を提供する。また、被検物質の免疫

系に及ぼす影響を検出する免疫影響検出方法であって、

前記被検物質と免疫細胞を接触させる工程と、前記免疫

細胞に発現したバニロイド受容体ファミリーのタンパク

質を検出する工程とを含む免疫影響検出方法を提供する

。

【選択図】図１
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 被 検 物 質 の 免 疫 系 に 及 ぼ す 影 響 を 検 出 す る 免 疫 影 響 検 出 方 法 で あ っ て 、
　 前 記 被 検 物 質 と 免 疫 細 胞 を 接 触 さ せ る 工 程 と 、
　 前 記 免 疫 細 胞 に 発 現 し た バ ニ ロ イ ド 受 容 体 フ ァ ミ リ ー の タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 遺 伝 子
か ら 転 写 さ れ た mRNAを 検 出 す る 工 程 と 、
　 を 含 む こ と を 特 徴 と す る 免 疫 影 響 検 出 方 法 。
【 請 求 項 ２ 】
　 被 検 物 質 の 免 疫 系 に 及 ぼ す 影 響 を 検 出 す る 免 疫 影 響 検 出 方 法 で あ っ て 、
　 前 記 被 検 物 質 と 免 疫 細 胞 を 接 触 さ せ る 工 程 と 、
　 前 記 免 疫 細 胞 に 発 現 し た バ ニ ロ イ ド 受 容 体 フ ァ ミ リ ー の タ ン パ ク 質 を 検 出 す る 工 程 と 、
　 を 含 む 免 疫 影 響 検 出 方 法 。
【 請 求 項 ３ 】
　 前 記 被 検 物 質 は 、 内 分 泌 攪 乱 物 質 PAHで あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ 又 は 請 求 項 ２ 記
載 の 免 疫 影 響 検 出 方 法 。
【 請 求 項 ４ 】
　 前 記 被 検 物 質 は 、 ダ イ オ キ シ ン ま た は ダ イ オ キ シ ン 異 性 体 で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求
項 １ 又 は 請 求 項 ２ 記 載 の 免 疫 影 響 検 出 方 法 。
【 請 求 項 ５ 】
　 前 記 バ ニ ロ イ ド 受 容 体 フ ァ ミ リ ー の タ ン パ ク 質 は 、 TRPV2で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求
項 １ 又 は 請 求 項 ２ 記 載 の 免 疫 影 響 検 出 方 法 。
【 請 求 項 ６ 】
　 前 記 バ ニ ロ イ ド 受 容 体 フ ァ ミ リ ー の タ ン パ ク 質 は 、 VR-1で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項
１ 又 は 請 求 項 ２ 記 載 の 免 疫 影 響 検 出 方 法 。
【 請 求 項 ７ 】
　 前 記 バ ニ ロ イ ド 受 容 体 フ ァ ミ リ ー の タ ン パ ク 質 は 、 配 列 番 号 1で 表 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド
に よ っ て コ ー ド さ れ る タ ン パ ク 質 で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ 記 載 の 免 疫 影 響 検 出 方
法 。
【 請 求 項 ８ 】
　 前 記 バ ニ ロ イ ド 受 容 体 フ ァ ミ リ ー の タ ン パ ク 質 は 、 配 列 番 号 2で 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列
を 有 す る タ ン パ ク 質 で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 1ま た は 2記 載 の 免 疫 影 響 検 出 方 法 。
【 請 求 項 ９ 】
　 前 記 免 疫 細 胞 は 、 Jurkat細 胞 で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ 乃 至 ８ の い ず れ か に 記 載
の 免 疫 影 響 検 出 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 バ ニ ロ イ ド 受 容 体 フ ァ ミ リ ー の タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 検 出 す る た
め の プ ロ ー ブ を 支 持 体 表 面 に 配 列 し て な る こ と を 特 徴 と す る 免 疫 影 響 検 出 用 ア レ イ 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 バ ニ ロ イ ド 受 容 体 フ ァ ミ リ ー の タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 検 出 す る た
め の プ ロ ー ブ と バ ニ ロ イ ド 受 容 体 フ ァ ミ リ ー の タ ン パ ク 質 に 対 す る 抗 体 と を 支 持 体 表 面 に
配 列 し て な る こ と を 特 徴 と す る 免 疫 影 響 検 出 用 μ Ｔ Ａ Ｓ 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 発 明 は 、 被 検 物 質 が 免 疫 系 に 及 ぼ す 影 響 を 検 出 す る た め の 方 法 お よ び キ ッ ト に 関 す る
。 よ り 詳 細 に は 、 ヒ ト バ ニ ロ イ ド 受 容 体 タ ン パ ク 質 （ vanilloid receptor-like protein;
TRPV-2,VRL-1） ポ リ ペ プ チ ド 、 前 記 ペ プ チ ド を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 ポ リ ヌ ク レ
オ チ ド プ ラ イ マ ー ま た は プ ロ ー ブ を 使 用 し て 、 被 験 物 質 が 免 疫 細 胞 に 与 え る 毒 性 を 検 出 す
る た め の 方 法 お よ び キ ッ ト に 関 す る 。
【 背 景 技 術 】

10

20

30

40

50

(2) JP 2005-270069 A 2005.10.6



【 ０ ０ ０ ２ 】
　 近 年 、 内 分 泌 撹 乱 物 質 を は じ め と す る 化 学 物 質 が 、 低 濃 度 で も 生 体 に 悪 影 響 を 惹 起 す る
こ と が 問 題 に な っ て い る 。 そ れ ら の 影 響 の 範 囲 は 、 生 殖 系 に と ど ま ら ず 、 神 経 系 や 免 疫 系
に も 及 ん で い る 。 な か で も 、 建 築 物 （ 建 材 ） に 含 ま れ る 化 学 物 質 が 原 因 で 頭 痛 や 喘 息 、 時
に は 呼 吸 困 難 か ら 死 に 至 る ほ ど の 過 剰 反 応 を 引 き 起 こ し て し ま う 「 化 学 物 質 過 敏 症 」 （ シ
ッ ク ハ ウ ス ま た は シ ッ ク ス ク ー ル ） 、 環 境 ホ ル モ ン と 呼 ば れ る 物 質 に よ る 健 康 障 害 な ど 、
国 内 で の 化 学 物 質 に よ る 免 疫 障 害 の 人 の 割 合 は 11.6％ に 達 し て い る 。 こ の よ う な 現 状 か ら
、 化 学 物 質 の 免 疫 系 に 及 ぼ す 影 響 の 評 価 方 法 の 構 築 が 進 め ら れ て い る 。 化 学 物 質 に よ る ア
レ ル ギ ー 反 応 の 惹 起 に 関 す る イ ン ビ ト ロ で の 評 価 方 法 に つ い て は 、 い く つ か の 試 験 方 法 が
確 立 さ れ て お り 、 即 時 型 ア レ ル ギ ー 応 答 に 基 づ く HRT（ ヒ ス タ ミ ン 遊 離 試 験 ） や 、 遅 延 型
ア レ ル ギ ー 応 答 に 基 づ く リ ン パ 球 増 殖 反 応 試 験 な ど が あ る 。 し か し 、 い ず れ の 試 験 に も 反
応 し な い 場 合 も あ り 、 ま た 、 内 分 泌 撹 乱 物 質 に つ い て は 、 イ ン ビ ト ロ で 免 疫 影 響 を 評 価 す
る た め の 有 効 な 試 験 方 法 は 確 立 さ れ て い な い 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 Jurkat T細 胞 は 、 ヒ ト Tリ ン パ 球 由 来 の 培 養 細 胞 で あ り 、 容 易 に ア ポ ト ー シ ス を 引 き 起
こ す こ と が 知 ら れ て い る 。 ダ イ オ キ シ ン （ 2,3,7,8-TCDD） は 、 イ ン ビ ボ に お い て 、 胸 腺 退
縮 な ど 免 疫 毒 性 を 示 す 内 分 泌 撹 乱 物 質 で あ る こ と が 知 ら れ て い る 。 ま た 、 2,3,7,8-TCDDは
、 Jurkat T細 胞 へ の 暴 露 に よ っ て ア ポ ト ー シ ス を 引 き 起 こ す こ と や 、 生 存 率 を 低 下 さ せ る
こ と が 知 ら れ て お り （ 非 特 許 文 献 1、 5） 、 ア レ ル ギ ー な ど の 免 疫 応 答 に 関 わ る HRF遺 伝 子
の 発 現 量 が 増 大 さ せ る こ と が 知 ら れ て い る （ 非 特 許 文 献 2） 。 こ の た め 、 免 疫 毒 性 モ デ ル
の ひ と つ と な っ て い る 。 し た が っ て 、 HRF以 外 に も 、 免 疫 毒 性 を 有 す る 内 分 泌 撹 乱 物 質 を
感 作 さ せ る こ と に よ っ て 発 現 量 が 著 し く 増 大 す る 物 質 が 同 定 で き た と す れ ば 、 該 物 質 を 指
標 に 内 分 泌 撹 乱 物 質 の 免 疫 毒 性 を 検 出 す る こ と が 可 能 で あ ろ う 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 一 方 、 バ ニ ロ イ ド 受 容 体 ま た は バ ニ ロ イ ド 受 容 体 様 タ ン パ ク 質 は 、 イ オ ン チ ャ ネ ル フ ァ
ミ リ ー に 属 す る ポ リ ペ プ チ ド で あ る と 考 え ら れ て お る 。 こ れ ら の タ ン パ ク 質 は 、 バ ニ ロ イ
ド 化 合 物 （ カ プ サ イ シ ン な ど ） や 温 度 刺 激 な ど の 有 害 な 刺 激 に 対 す る 情 報 を 中 枢 神 経 系 に
伝 え る 機 能 を 持 つ 感 覚 ニ ュ ー ロ ン を 選 択 的 に 活 性 化 す る こ と が 明 ら か と な っ て お り 、 痛 覚
の 発 生 に 関 与 す る こ と が 示 さ れ て い る （ 非 特 許 文 献 3、 4） 。 バ ニ ロ イ ド 受 容 体 ま た は バ ニ
ロ イ ド 受 容 体 様 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る い く つ か の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が 同 定 さ れ 、 ク ロ ー
ニ ン グ さ れ て い る （ 非 特 許 文 献 3） 。 バ ニ ロ イ ド 受 容 体 ポ リ ペ プ チ ド お よ び 該 ポ リ ペ プ チ
ド を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 、 開 示 さ れ て い る （ 特 許 文 献 1お よ び 2） 。 こ れ ら
の 文 献 で は 、 バ ニ ロ イ ド 受 容 体 ま た は バ ニ ロ イ ド 受 容 体 タ ン パ ク 質 は 、 痛 覚 の 発 生 に 関 与
し て い る と い う 機 能 に 基 づ い た 知 見 を 得 て い る 。
【 特 許 文 献 １ 】 国 際 公 開 第 99/37675号 パ ン フ レ ッ ト
【 特 許 文 献 ２ 】 米 国 特 許 第 6,335,180号
【 非 特 許 文 献 １ 】 Hossain A. et.al. J. Biol. Chem. 273 19853-19858 （ 1998）
【 非 特 許 文 献 ２ 】 Oikawa K. et.al. Biochem. Biophysica. Res. Commun. 290 984-987 
（ 2002）
【 非 特 許 文 献 ３ 】 Caterina MJ. Et.al. Nature 389 816-824 （ 1997）
【 非 特 許 文 献 ４ 】 Caterina MJ. Etal Nature 398 436-441 （ 1999）
【 非 特 許 文 献 ５ 】 Myung-Ja Kwon et.al. Pharmacology and Toxicology 93 186-190 (200
3)
【 発 明 の 開 示 】
【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 本 発 明 は 、 バ ニ ロ イ ド 受 容 体 、 バ ニ ロ イ ド 受 容 体 様 タ ン パ ク 質 お よ び そ れ ら を コ ー ド す
る ヌ ク レ オ チ ド 、 ま た は 、 配 列 番 号 2で 表 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド お よ び 配 列 番 号 １ で 表 さ れ
る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 発 現 量 の 増 加 を 指 標 と し て 、 被 検 物 質 の 免 疫 毒 性 の 有 無 を 判 定 す る
こ と を 目 的 と す る 。
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【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 上 記 問 題 を 解 決 す べ く 鋭 意 研 究 の 結 果 、 免 疫 細 胞 に お い て 、 ダ イ オ キ シ ン （ 2,3,7,8-TC
DD） 刺 激 に よ っ て バ ニ ロ イ ド 受 容 体 を コ ー ド す る mRNAの 転 写 量 が 変 化 す る と い う 知 見 を 得
る こ と に 成 功 し 、 本 発 明 を 完 成 す る に 至 っ た 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 す な わ ち 、 本 発 明 は 、 被 検 物 質 の 免 疫 系 に 及 ぼ す 影 響 を 検 出 す る 免 疫 影 響 検 出 方 法 で あ
っ て 、 前 記 被 検 物 質 と 免 疫 細 胞 を 接 触 さ せ る 工 程 と 、 前 記 免 疫 細 胞 に 発 現 し た バ ニ ロ イ ド
受 容 体 フ ァ ミ リ ー の タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 遺 伝 子 か ら 転 写 さ れ た mRNAを 検 出 す る 工 程 と
を 含 む こ と を 特 徴 と す る 免 疫 影 響 検 出 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 ま た 、 被 検 物 質 の 免 疫 系 に 及 ぼ す 影 響 を 検 出 す る 免 疫 影 響 検 出 方 法 で あ っ て 、 前 記 被 検
物 質 と 免 疫 細 胞 を 接 触 さ せ る 工 程 と 、 前 記 免 疫 細 胞 に 発 現 し た バ ニ ロ イ ド 受 容 体 フ ァ ミ リ
ー の タ ン パ ク 質 を 検 出 す る 工 程 と を 含 む 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 さ ら に 、 本 発 明 は 、 上 記 免 疫 影 響 検 出 方 法 で あ っ て 、 前 記 被 検 物 質 が 、 内 分 泌 攪 乱 物 質
PAHま た は ダ イ オ キ シ ン も し く は ダ イ オ キ シ ン 異 性 体 で あ る 免 疫 影 響 検 出 方 法 を 提 供 す る
。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 さ ら に 、 本 発 明 は 、 上 記 免 疫 影 響 検 出 方 法 で あ っ て 、 前 記 バ ニ ロ イ ド 受 容 体 フ ァ ミ リ ー
の タ ン パ ク 質 が TRPV2ま た は VR-1で あ る 免 疫 影 響 検 出 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 さ ら に 、 本 発 明 は 、 上 記 免 疫 影 響 検 出 方 法 で あ っ て 、 前 記 バ ニ ロ イ ド 受 容 体 フ ァ ミ リ ー
の タ ン パ ク 質 が 配 列 番 号 1で 表 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド に い よ っ て コ ー ド さ れ る タ ン パ ク 質 、
ま た は 配 列 番 号 2で 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る タ ン パ ク 質 で あ る 免 疫 影 響 検 出 方 法 を
提 供 す る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 ま た 、 本 発 明 は 、 バ ニ ロ イ ド 受 容 体 フ ァ ミ リ ー の タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ
チ ド を 検 出 す る た め の プ ロ ー ブ を 支 持 体 表 面 に 配 列 し て な る こ と を 特 徴 と す る 免 疫 影 響 検
出 用 ア レ イ を 提 供 す る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 さ ら に 、 本 発 明 は 、 バ ニ ロ イ ド 受 容 体 フ ァ ミ リ ー の タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ
オ チ ド を 検 出 す る た め の プ ロ ー ブ と バ ニ ロ イ ド 受 容 体 フ ァ ミ リ ー の タ ン パ ク 質 に 対 す る 抗
体 と を 支 持 体 表 面 に 配 列 し て な る こ と を 特 徴 と す る 免 疫 影 響 検 出 用 μ Ｔ Ａ Ｓ を 提 供 す る 。
【 発 明 の 効 果 】
【 ０ ０ １ ４ 】
　 上 述 の よ う に 、 本 発 明 に よ れ ば 、 被 験 物 質 の 免 疫 毒 性 の 有 無 を 容 易 に 検 出 す る こ と が 可
能 に な る 。 免 疫 細 胞 に お け る バ ニ ロ イ ド 受 容 体 ま た は バ ニ ロ イ ド 受 容 体 様 タ ン パ ク 質 、 お
よ び そ れ ら を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド を 検 出 す る こ と に よ っ て 、 被 験 物 質 の 免 疫 毒 性 を 検
出 す る こ と が 可 能 に な る 。 し た が っ て 、 被 験 物 質 が 、 シ ッ ク ハ ウ ス な ど の ア レ ル ギ ー 症 状
の 原 因 物 質 と な る 可 能 性 が あ る か ど う か の 判 定 や 、 新 規 材 料 の 毒 性 判 定 を 行 う こ と が で き
る 。
【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
【 ０ ０ １ ５ 】
　 本 発 明 は 、 上 述 の と お り 、 免 疫 細 胞 に お い て 、 ダ イ オ キ シ ン （ 2,3,7,8-TCDD） 刺 激 に よ
っ て バ ニ ロ イ ド 受 容 体 を コ ー ド す る mRNAの 転 写 量 が 変 化 す る と い う 知 見 に 基 づ い て い る 。
す な わ ち 、 本 発 明 は 、 被 検 物 質 が 、 免 疫 系 に 影 響 を 及 ぼ す 物 質 で あ る 場 合 に は 、 該 被 検 物
質 に 暴 露 さ れ た 免 疫 細 胞 に お い て バ ニ ロ イ ド 受 容 体 を コ ー ド す る mRNAの 転 写 が 促 進 さ れ る
こ と を 利 用 し た 方 法 で あ る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
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　 本 発 明 の 1つ の 態 様 に お い て 、 バ ニ ロ イ ド 受 容 体 フ ァ ミ リ ー の タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る m
RNAの 検 出 を 利 用 し た 方 法 に つ い て 説 明 す る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 こ こ で 、 バ ニ ロ イ ド 受 容 体 フ ァ ミ リ ー の タ ン パ ク 質 は 、 本 明 細 書 に お い て 使 用 さ れ る も
の と し て 、 TRPV-2、 VR-1、 配 列 番 号 2で 表 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド な ど の バ ニ ロ イ ド 受 容 体 も
し く は バ ニ ロ イ ド 受 容 体 様 タ ン パ ク 質 、 並 び に こ れ ら の 断 片 を 含 む 。 ま た 、 バ ニ ロ イ ド 受
容 体 フ ァ ミ リ ー の タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド ま た は ポ リ ヌ ク レ オ チ ド （ た と え
ば 、 mRNAは 、 上 記 TRPV-2、 VR-1、 配 列 番 号 2で 表 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド な ど の バ ニ ロ イ ド 受
容 体 フ ァ ミ リ ー の タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 お よ び 配 列 番 号 1で 表 さ れ
る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 並 び に こ れ ら の 断 片 を 含 む 。 さ ら に 、 バ ニ ロ イ ド 受 容 体 フ ァ ミ リ ー
の タ ン パ ク 質 は 、 い ず れ の 種 に 由 来 す る も の で あ っ て も よ い が 、 ヒ ト に 由 来 す る も の が 好
ま し い 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 a） 免 疫 細 胞 へ の 被 験 物 質 の 暴 露
　 本 発 明 の 方 法 で は 、 ま ず 被 検 物 質 と 免 疫 系 の 細 胞 （ 免 疫 細 胞 、 免 疫 担 当 細 胞 と も 称 す る
） を 接 触 さ せ る 。 こ の よ う な 接 触 は 、 た と え ば 以 下 の よ う に 行 う こ と が で き る 。 ま ず 、 血
清 を 含 む 培 地 中 に お い て 、 免 疫 細 胞 を 培 養 し て お く 。 免 疫 細 胞 と し て は 、 た と え ば 、 ヒ ト
の 白 血 病 T細 胞 株 化 細 胞 な ど の T細 胞 、 B細 胞 、 マ ク ロ フ ァ ー ジ 、 お よ び そ の 他 当 業 者 に 既
知 の 種 々 の 免 疫 細 胞 を 使 用 す る こ と が で き る 。 ま た 、 培 養 条 件 は 、 使 用 す る 細 胞 に 適 し た
培 地 に お い て 適 切 な 条 件 下 で 培 養 す る こ と が 好 ま し い 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 免 疫 系 に 及 ぼ す 影 響 を 検 出 す る た め の 被 検 物 質 は 、 任 意 の 物 質 で あ っ て よ い が 、 た と え
ば 、 免 疫 系 に 影 響 を 及 ぼ す こ と が 明 ら か な 被 検 物 質 と し て 、 ダ イ オ キ シ ン （ 2,3,7,8-TCDD
； 2,3,7,8-tetrachrolo dibenzo dioxon） お よ び ダ イ オ キ シ ン 異 性 体 （ た と え ば 1-MCDD (
1-monochrolo dibenzo dioxin)、 1,2,3,7,8-PeCDD (1,2,3,7,8-pentachrolo dibenzo dio
xin)） が 挙 げ ら れ る 。 ま た 、 被 検 物 質 は 、 純 粋 な も の で あ る 必 要 は な く 、 た と え ば 任 意 の
組 成 物 ま た は 混 合 物 で あ っ て も よ く 、 ま た 精 製 さ れ て い な い 粗 製 物 で あ っ て も よ い 。 ま た
、 被 検 物 質 は 、 固 体 、 液 体 、 お よ び 気 体 な ど の い ず れ の 形 態 で あ っ て も よ い 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 続 い て 、 上 記 免 疫 細 胞 と 、 被 験 物 質 を 接 触 さ せ る 。 接 触 は 、 た と え ば 免 疫 細 胞 を 含 む 培
養 液 中 に 被 検 物 質 を 添 加 す る こ と に よ っ て 行 う こ と が で き る 。 添 加 後 、 免 疫 系 の 細 胞 を 被
検 物 質 と 接 触 さ せ る た め に 十 分 な 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。 さ ら に 、 バ ニ ロ イ ド 受 容 体 フ
ァ ミ リ ー の タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 遺 伝 子 を 転 写 さ せ る た め に 十 分 な 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト
す る こ と が 好 ま し い 。 た と え ば 、 1時 間 、 3時 間 、 6時 間 、 24時 間 程 度 培 養 す れ ば よ い 。 こ
の よ う な 接 触 の た め に 必 要 な 時 間 、 並 び に 転 写 お よ び 翻 訳 の た め に 必 要 な 時 間 は 、 当 業 者
で あ れ ば 容 易 に 見 出 す こ と が で き る で あ ろ う 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 ま た 、 本 方 法 に お い て 、 対 照 試 料 と し て 、 被 検 物 質 を 添 加 せ ず に 同 様 の 実 験 を 同 時 に 行
っ た 免 疫 細 胞 を 準 備 す る こ と が 好 ま し い 。 た と え ば 、 同 一 条 件 で 同 時 に 培 養 を 行 い 、 一 方
に は 被 検 物 質 を 添 加 し 、 他 方 を 対 照 試 料 と し て 被 検 物 質 を 添 加 せ ず に 培 養 し て お く 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 b） 転 写 産 物 の 分 離
　 次 い で 、 上 記 処 理 を 行 っ た 免 疫 細 胞 に お い て 、 バ ニ ロ イ ド 受 容 体 フ ァ ミ リ ー の タ ン パ ク
質 を コ ー ド す る 遺 伝 子 か ら 転 写 さ れ た mRNAを 検 出 す る 。 mRNAを 検 出 す る た め に は 、 上 記 培
養 液 か ら 免 疫 細 胞 を 回 収 し 、 RNAの 単 離 を お こ な う 。 RNAの 単 離 は 、 当 業 者 に 既 知 の い ず れ
の 方 法 を 使 用 し て 行 っ て も よ く 、 た と え ば 、 ア ル カ リ 法 に よ っ て 、 ま た は グ ア ニ ジ ン イ ソ
チ オ シ ア ネ ー ト を 用 い た 変 性 と セ シ ウ ム 溶 液 を 用 い た 密 度 勾 配 超 遠 心 に よ っ て 総 RNAを 単
離 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 c） 被 験 物 質 物 質 の 免 疫 細 胞 毒 性 の 検 出

10

20

30

40

50

(5) JP 2005-270069 A 2005.10.6



　 上 記 b） で 得 ら れ た RNAに お い て 、 バ ニ ロ イ ド 受 容 体 も し く は バ ニ ロ イ ド 受 容 体 様 タ ン パ
ク 質 を コ ー ド す る mRNA、 ま た は 配 列 番 号 １ で 表 さ れ る mRNAの 転 写 量 を 検 出 す る 。 転 写 量 は
、 当 業 者 に 既 知 の い ず れ の 方 法 を 使 用 し て 検 出 し て も よ い が 、 た と え ば 得 ら れ た RNAか ら
の RT-PCRに よ っ て バ ニ ロ イ ド 受 容 体 フ ァ ミ リ ー の タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る cDNAを 増 幅 し 、
増 幅 産 物 を 電 気 泳 動 す る こ と に よ っ て 定 量 し て も よ く 、 ま た ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 利
用 し て 検 出 す る こ と も で き る 。 ま た 、 バ ニ ロ イ ド 受 容 体 フ ァ ミ リ ー の タ ン パ ク 質 を コ ー ド
す る mRNAの 検 出 は 、 そ の 全 長 を 検 出 し て も よ く 、 ま た は そ の 一 部 の ヌ ク レ オ チ ド 断 片 を 検
出 し て も よ い 。 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 利 用 し て 検 出 す る 場 合 、 バ ニ ロ イ ド 受 容 体 フ ァ
ミ リ ー タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド と 相 補 的 な 配 列 を 有 す る プ ロ ー ブ を 使 用
し て 検 出 す る こ と が で き る 。 こ の よ う な プ ロ ー ブ は 、 当 業 者 で あ れ ば 容 易 に 作 成 す る こ と
が で き る で あ ろ う 。 ま た 、 こ の よ う な プ ロ ー ブ を 配 置 し た 装 置 を 使 用 す る こ と に よ っ て 容
易 に 検 出 お よ び 定 量 す る こ と が で き る 。 こ の よ う な 装 置 と し て は 、 例 え ば 、 ガ ラ ス 、 石 英
、 ポ リ マ ー 、 金 属 な ど 、 任 意 の 材 料 か ら な る 支 持 体 上 に 複 数 の プ ロ ー ブ の み を 配 列 し て 固
定 し た マ イ ク ロ ア レ イ 型 デ バ イ ス 、 ま た は プ ロ ー ブ の み な ら ず バ ニ ロ イ ド 受 容 体 フ ァ ミ リ
ー の タ ン パ ク 質 に 対 す る 抗 体 （ 免 疫 細 胞 ） を 前 述 し た よ う な 支 持 体 上 に 固 定 し て な る μ TA
S型 デ バ イ ス を 具 備 す る 装 置 が 想 定 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 続 い て 、 被 検 物 質 を 添 加 し た 免 疫 細 胞 と 被 検 物 質 を 添 加 し て い な い 免 疫 細 胞 に お け る バ
ニ ロ イ ド 受 容 体 フ ァ ミ リ ー の タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る mRNA転 写 量 を 比 較 す る 。 被 験 物 質 を
添 加 し た 免 疫 細 胞 か ら 得 ら れ た mRNAの 発 現 量 が 、 被 験 物 質 を 添 加 し て い な い 細 胞 か ら 得 ら
れ た mRNAの 発 現 量 よ り も 多 か っ た 場 合 は 、 被 検 物 質 に よ っ て mRNAの 転 写 が 促 進 さ れ て い る
こ と が 考 え ら れ 、 従 っ て 該 被 験 物 質 は 、 免 疫 系 に 影 響 を 及 ぼ す 物 質 で あ る と 判 定 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 次 に 、 本 発 明 の も う 1つ の 態 様 に お い て 、 バ ニ ロ イ ド 受 容 体 フ ァ ミ リ ー タ ン パ ク 質 の 検
出 を 利 用 し た 方 法 に つ い て 説 明 す る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 mRNAの 検 出 と 同 様 に 、 免 疫 細 胞 へ の 被 験 物 質 の 暴 露 を 行 う 。 上 記 a） と 同 様 の 処 理 を 行
え ば よ い 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 d） タ ン パ ク 質 の 分 離
　 上 記 処 理 を 行 っ た 後 、 免 疫 細 胞 に お い て 翻 訳 さ れ 、 発 現 さ れ た バ ニ ロ イ ド 受 容 体 フ ァ ミ
リ ー の タ ン パ ク 質 を 検 出 す る 。 上 記 ａ ） で 得 ら れ た 免 疫 細 胞 を 含 む 培 養 液 か ら 培 養 し た 細
胞 を 回 収 し 、 タ ン パ ク 質 の 抽 出 を 行 う 。 タ ン パ ク 質 の 抽 出 は 、 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 。 た と え ば 、 遠 心 分 離 に よ っ て 沈 殿 さ せ た 細 胞 を 、 ホ モ ジ
ナ イ ザ ー ま た は 超 音 波 破 砕 機 に よ っ て 破 砕 し 、 タ ン パ ク 質 抽 出 液 を 得 る 。 あ る い は 、 遠 心
分 離 に よ っ て 沈 殿 さ せ た 細 胞 を 変 性 剤 、 た と え ば SDSも し く は メ ル カ プ ト エ タ ノ ー ル で 処
理 す る こ と に よ り 、 ま た は 尿 素 を 含 む 変 性 溶 液 で 処 理 す る こ と に よ り 、 タ ン パ ク 質 抽 出 液
を 得 る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 e） 被 験 物 質 の 免 疫 細 胞 毒 性 の 検 出
　 上 記 d） で 得 ら れ た タ ン パ ク 質 抽 出 液 に お い て 、 バ ニ ロ イ ド 受 容 体 フ ァ ミ リ ー の タ ン パ
ク 質 ま た は 配 列 番 号 2で 表 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド も し く は そ の 一 部 を 検 出 す る 。 翻 訳 さ れ た
タ ン パ ク 質 の 量 お よ び 発 現 さ れ た タ ン パ ク 質 の 量 は 、 当 業 者 に 既 知 の い ず れ の 方 法 を 使 用
し て 検 出 し て も よ い が 、 た と え ば バ ニ ロ イ ド 受 容 体 ま た は バ ニ ロ イ ド 受 容 体 様 タ ン パ ク 質
に 対 す る 抗 体 を 使 用 し た 免 疫 学 的 方 法 を 使 用 し て 定 量 す る こ と も で き る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 以 下 、 抗 体 を 使 用 し た 方 法 の 概 要 を 説 明 す る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 1） 抗 体 の 作 製
　 本 方 法 に 使 用 す る 抗 体 は 、 ポ リ ク ロ -ナ ル 抗 体 ま た は モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の い ず れ で あ
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っ て も よ く 、 市 販 さ れ て い れ ば 、 そ れ を 使 用 す る こ と も で き る 。 ま た 、 バ ニ ロ イ ド 受 容 体
フ ァ ミ リ ー の タ ン パ ク 質 ま た は 配 列 番 号 2で 表 さ れ る ペ プ チ ド の 全 長 も し く は 一 部 の ペ プ
チ ド 断 片 に 対 す る 抗 体 を 作 製 し て も よ い 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 た と え ば 、 組 換 え タ ン パ ク 質 を 使 用 し て 、 当 業 者 に 既 知 の 方 法 に よ っ て 抗 体 を 得 る こ と
が で き る 。 簡 単 に は 、 バ ニ ロ イ ド 受 容 体 も し く は バ ニ ロ イ ド 受 容 体 様 タ ン パ ク 質 を コ ー ド
す る ヌ ク レ オ チ ド 、 ま た は 配 列 番 号 １ で 表 さ れ る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 全 長 も し く は 一 部 の
ヌ ク レ オ チ ド 断 片 を 組 み 込 ん だ 発 現 ベ ク タ ー を 作 製 す る 。 組 み 込 ん だ 断 片 の 末 端 に は 、 た
と え ば V5な ど の タ グ を つ け て お い て も よ い 。 作 製 し た 発 現 ベ ク タ ー を 大 腸 菌 な ど の 細 菌 細
胞 ま た は 動 物 細 胞 な ど に 形 質 転 換 し 、 細 胞 内 に 組 換 え タ ン パ ク 質 を 発 現 さ せ て 、 バ ニ ロ イ
ド 受 容 体 も し く は バ ニ ロ イ ド 受 容 体 様 タ ン パ ク 質 、 ま た は 配 列 番 号 2で 表 さ れ る ペ プ チ ド
の 全 長 も し く は 一 部 の ペ プ チ ド 断 片 を 生 産 さ せ こ れ ら を 回 収 す る 。 回 収 は 、 た と え ば タ グ
に よ る カ ラ ム 処 理 に よ っ て 行 う こ と が で き る 。 回 収 し た 組 換 え タ ン パ ク 質 等 を 、 常 法 に 従
っ て 、 マ ウ ス 、 ラ ッ ト 、 お よ び ウ サ ギ な ど の 動 物 に 免 疫 し 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ま た は ポ
リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 作 製 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 2） 発 現 さ れ た タ ン パ ク 質 量 の 定 量
　 次 い で 、 上 記 d） で 得 ら れ た タ ン パ ク 質 抽 出 液 に お い て 、 バ ニ ロ イ ド 受 容 体 フ ァ ミ リ ー
タ ン パ ク 質 に 特 異 的 な 抗 体 を 使 用 し て 、 該 タ ン パ ク 質 の 発 現 量 を 検 出 す る 。 た と え ば 、 EL
ISA法 ま た は イ ム ノ ブ ロ ッ ト 法 な ど の 当 業 者 に 既 知 の い ず れ の 方 法 に よ っ て 検 出 す る こ と
も で き る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。 た と え ば 、 イ ム ノ ブ ロ ッ ト 法 で は 、 上 記 d） で 得 ら
れ た タ ン パ ク 質 抽 出 液 を SDS-PAGEで 分 離 し 、 こ れ ら を PVDF膜 な ど に 転 写 し て 、 対 応 す る タ
ン パ ク 質 に 特 異 的 な 抗 体 、 た と え ば 、 上 記 1） の よ う に 作 製 し た 抗 体 を 使 用 し て 検 出 し 、
さ ら に デ ン シ ト メ ト リ ー な ど に よ っ て 定 量 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 タ ン パ ク 質 お よ び ポ リ ペ プ チ ド の 検 出 に は 、 上 記 1） で 得 ら れ た 抗 体 な ど の モ ノ ク ロ ー
ナ ル 抗 体 ま た は ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 配 置 し た 装 置 を 使 用 す る こ と に よ っ て 容 易 に 検 出 お
よ び 定 量 す る こ と が で き る 。 こ の よ う な 装 置 と し て は 、 上 記 抗 体 類 の み が 固 定 さ れ た マ イ
ク ロ ア レ イ 型 デ バ イ ス 、 ま た は 抗 体 類 の み な ら ず 免 疫 細 胞 も 含 む μ TAS型 デ バ イ ス を 具 備
す る 装 置 が 想 定 さ れ る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 続 い て 、 被 検 物 質 を 添 加 し た 免 疫 細 胞 と 被 検 物 質 を 添 加 し て い な い 免 疫 細 胞 に お け る バ
ニ ロ イ ド 受 容 体 フ ァ ミ リ ー の タ ン パ ク 質 の 量 を 比 較 す る 。 被 験 物 質 を 添 加 し た 免 疫 細 胞 か
ら 得 ら れ た タ ン パ ク 質 の 発 現 量 が 、 被 験 物 質 を 添 加 し て い な い 細 胞 か ら 得 ら れ た タ ン パ ク
質 の 発 現 量 よ り も 多 か っ た 場 合 は 、 被 検 物 質 に よ っ て タ ン パ ク 質 の 翻 訳 が 促 進 さ れ て い る
こ と が 考 え ら れ 、 従 っ て 該 被 験 物 質 は 、 免 疫 系 に 影 響 を 及 ぼ す 物 質 で あ る と 判 定 さ れ る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 さ ら に 、 本 発 明 の も う 1つ の 態 様 に お い て 、 上 記 方 法 を 実 施 す る た め の キ ッ ト が 提 供 さ
れ る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 本 キ ッ ト は 、 上 記 バ ニ ロ イ ド 受 容 体 フ ァ ミ リ ー の タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ
チ ド を 検 出 す る た め の プ ロ ー ブ を 含 む こ と を 特 徴 と す る 。 ま た 、 該 プ ロ ー ブ は 、 プ ロ ー ブ
の み を 含 む マ イ ク ロ ア レ イ 型 デ バ イ ス 、 ま た は プ ロ ー ブ の み な ら ず 免 疫 細 胞 も 含 む μ TAS
型 デ バ イ ス と し て 提 供 さ れ て も よ い 。 さ ら に 、 キ ッ ト に は 、 バ ニ ロ イ ド 受 容 体 フ ァ ミ リ ー
の タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 増 幅 す る た め の プ ラ イ マ ー お よ び 適 切 な バ
ッ フ ァ ー な ど が 含 ま れ て い て も よ い 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 本 発 明 の キ ッ ト を 使 用 す れ ば 、 上 記 被 検 物 質 の 免 疫 系 に 及 ぼ す 影 響 を 検 出 す る 方 法 を 容
易 に 実 施 す る こ と が 可 能 と な る 。
【 実 施 例 １ 】
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【 ０ ０ ３ ８ 】
＜ ダ イ オ キ シ ン の 免 疫 影 響 の 検 出 ＞
　 （ 1） Jurkat T細 胞 の 培 養
　 Jurkat T細 胞 は 、 10％ 牛 胎 児 血 清 (FCS)を 含 む RPMI 1640に て 、 通 常 の 培 養 操 作 に よ っ て
培 養 を お こ な っ た 。 継 代 は 2日 ご と に 行 い 、 5％ CO 2 雰 囲 気 下 に お い て 37℃ で 培 養 を 行 っ た
　 （ 2） ダ イ オ キ シ ン 暴 露
　 Jurkat T細 胞 を 遠 心 に て 回 収 し 懸 濁 後 、 5x10 5 細 胞 相 当 分 を 1.5mlの 10％  FCS-RPMI 1640
培 地 に 希 釈 し た 。 1.5mlの 10％  FCS-RPMI 1640培 地 に 、 DMSOに 溶 解 し た 2,3,7,8－ TCDDを 20
nMの 最 終 濃 度 に な る よ う に 添 加 し 、 激 し く ボ ル テ ッ ク ス で 攪 拌 す る 。 こ の 溶 液 を JurkatT
細 胞 の 希 釈 液 と あ わ せ て 軽 く 混 合 し 、 全 量 を 6穴 マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト に ま い た 。 対
象 試 料 と し て 、 2,3,7,8－ TCDDを 含 ま な い DMSOの み を 添 加 し て 、 同 様 の 操 作 を お こ な っ た
。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 （ 3） RNAの 抽 出
　 （ 2） に て ダ イ オ キ シ ン を 暴 露 し た 細 胞 を 24時 間 培 養 し た の ち 、 1800rpmの 遠 心 に て 回 収
し て 、 そ れ ぞ れ の 細 胞 か ら RNAを 抽 出 し た 。 RNAの 抽 出 に は 、 RN easy（ QIAGEN社 製 ） を も
ち い て 行 っ た 。 す な わ ち 、 回 収 し た 細 胞 全 量 に メ ル カ プ ト エ タ ノ ー ル を 含 む RLT液 350μ ｌ
を 加 え 、 激 し く ボ ル テ ッ ク ス を 掛 け た 。 そ の 後 、 18ゲ ー ジ の ニ ー ド ル を 5回 通 過 さ せ る こ
と に よ っ て 、 ホ モ ジ ナ イ ズ し た 。 ホ モ ジ ネ ー ト に 350μ ｌ の 70％ エ タ ノ ー ル を 加 え 、 全 量
を RN easy mini columnに 移 し た 。 10000rpmで 15秒 遠 心 後 、 ろ 過 液 を 除 去 し 、 700μ ｌ の RW
１ 液 で カ ラ ム の 洗 浄 を 行 っ た 。 続 い て 500μ lの RPE液 で 2度 洗 浄 を 行 っ た 。 洗 浄 液 を 遠 心 に
て 完 全 に 除 去 し た 後 、 40μ ｌ の RN aseフ リ ー 水 で 10000rpmの 遠 心 に よ っ て 溶 出 し た 。 こ の
溶 出 液 を RNA溶 液 と し た 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 （ 4） TRPV2の 検 出
　 RT-PCR法 を 使 用 し て 、 （ 3） で 得 ら れ た RNAに 対 し て 、 TRPV2　 RNAの 検 出 を お こ な っ た 。
ま ず 、 （ 3） で 得 ら れ た RNAに 対 し て 、 Super scriptII（ Invitrogen社 製 ） を 使 用 し て 逆 転
写 反 応 を 行 っ た 。 す な わ ち 、 以 下 の よ う に 試 薬 を 調 製 し 、 65℃ に お い て 5分 間 の 加 熱 変 性
後 、 氷 上 に 1分 間 放 置 し た
【 表 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ４ １ 】
　 さ ら に 、 以 下 の 試 薬 を 混 合 し 、 25℃ で 2分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。
【 表 ２ 】
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 さ ら に 、 逆 転 写 酵 素 （ Super script II） を 1μ l（ 50 unit） 添 加 し て 、 以 下 の プ ロ グ ラ
ム で 反 応 を 行 っ た 。
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【 表 ３ 】
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 こ の 溶 液 を cDNA溶 液 と し 、 以 下 の PCR反 応 に 用 い た 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 PCR反 応 は 、 EX-Taq（ 宝 酒 造 製 ） を 使 用 し て 行 っ た 。 す な わ ち 、 以 下 の よ う に 試 薬 を 調
製 し 、 サ ー マ ル サ イ ク ラ ー で PCR反 応 を 行 っ た 。
【 表 ４ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 プ ラ イ マ ー に は 、 以 下 の 配 列 の も の を 用 い た 。
【 表 ５ 】
　
　
　
　
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 ア ニ ー ル 温 度 は 、 49℃ で 行 っ た 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 PCR産 物 を 3.0％ 　 Nuseive3:1ア ガ ロ ー ス /TBE電 気 泳 動 に よ っ て 分 離 し 、 バ イ オ ラ ッ ド 社
製 の フ ル オ ロ イ メ ー ジ ャ ー に よ っ て 検 出 し た 。 そ の 結 果 、 図 1の よ う な 結 果 が 得 ら れ た 。
図 中 、 y軸 は 任 意 単 位 を 示 し 、 x軸 は 添 加 し た 被 検 物 質 を 示 す 。 こ の 結 果 は 、 ダ イ オ キ シ ン
の 影 響 を 検 出 す る こ と を 示 す 。
【 実 施 例 ２ 】
【 ０ ０ ４ ８ 】
＜ ダ イ オ キ シ ン の 免 疫 影 響 の 検 出 2＞
(1)Jurkat T細 胞 の 培 養
　 Jurkat T細 胞 は 、 10％ 牛 胎 児 血 清 を 含 む RPMI1640に て 、 通 常 の 培 養 操 作 に よ っ て 培 養 を
お こ な っ た 。 継 代 は 2日 ご と に 行 い 、 5％ CO 2 雰 囲 気 下 に お い て 37℃ で 培 養 を 行 っ た 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 (2)ダ イ オ キ シ ン 暴 露
　 Jurkat T細 胞 を 遠 心 に て 回 収 し 懸 濁 後 、 5x10 5 細 胞 相 当 分 を 1.5mlの 10％  FCS-RPMI 1640
培 地 に 希 釈 し た 。 1.5mlの 10％ FCS-RPMI 1640培 地 に 、 DMSOに 溶 解 し た 2,3,7,8－ TCDDを 20n
Mの 最 終 濃 度 に な る よ う に 添 加 し 、 激 し く ボ ル テ ッ ク ス で 攪 拌 し た 。 こ の 溶 液 を Jurkat T
細 胞 の 希 釈 液 と あ わ せ て 軽 く 混 合 し 、 全 量 を 6穴 マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト に ま い た 。 対
象 試 料 と し て 、 2,3,7,8－ TCDDを 含 ま な い DMSOの み を 添 加 し て 、 同 様 の 操 作 を お こ な っ た
。
【 ０ ０ ５ ０ 】
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　 （ 3） RNAの 抽 出
　 （ 2） に て ダ イ オ キ シ ン を 暴 露 し た 細 胞 を 24時 間 培 養 し た の ち 、 1800rpmの 遠 心 に て 回 収
し て 、 そ れ ぞ れ の 細 胞 か ら RNAを 抽 出 し た 。 RNAの 抽 出 に は 、 RN easy（ QIAGEN社 製 ） を も
ち い て 行 っ た 。 す な わ ち 、 回 収 し た 細 胞 全 量 に メ ル カ プ ト エ タ ノ ー ル を 含 む RLT液 350μ ｌ
を 加 え 、 激 し く ボ ル テ ッ ク ス を 掛 け た 。 そ の 後 、 18ゲ ー ジ の ニ ー ド ル を 5回 通 過 さ せ る こ
と に よ っ て 、 ホ モ ジ ナ イ ズ し た 。 ホ モ ジ ネ ー ト に 350μ ｌ の 70％ エ タ ノ ー ル を 加 え 、 全 量
を RN easy mini columnに 移 し た 。 10000rpmで 15秒 遠 心 後 、 ろ 過 液 を 除 去 し 、 700μ ｌ の RW
１ 液 で カ ラ ム の 洗 浄 を 行 っ た 。 続 い て 500μ lの RPE液 で 2度 洗 浄 を 行 っ た 。 洗 浄 液 を 遠 心 に
て 完 全 に 除 去 し た 後 、 40μ ｌ の RN aseフ リ ー 水 で 10000rpmの 遠 心 に よ っ て 溶 出 し た 。 こ の
溶 出 液 を RNA溶 液 と し た 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 (4)VR-1の 検 出
　 RT-PCR法 を 使 用 し て 、 （ 3） で 得 ら れ た RNAに 対 し て 、 VR-1　 RNAの 検 出 を お こ な っ た 。
ま ず 、 （ 3） で 得 ら れ た RNAに 対 し て 、 Super scriptII（ Invitrogen社 製 ） を 使 用 し て 逆 転
写 反 応 を 行 っ た 。 す な わ ち 、 以 下 の よ う に 試 薬 を 調 製 し 、 65℃ に お い て 5分 間 の 加 熱 変 性
後 、 氷 上 に 1分 間 放 置 し た
【 表 ６ 】
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 さ ら に 、 以 下 の 試 薬 を 混 合 し 、 25℃ で 2分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。
【 表 ７ 】
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 さ ら に 、 逆 転 写 酵 素 （ Super script II） を 1μ l（ 50 unit） 添 加 し て 、 以 下 の プ ロ グ ラ
ム で 反 応 を 行 っ た 。
【 表 ８ 】
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 こ の 溶 液 を cDNA溶 液 と し 、 以 下 の PCR反 応 に 用 い た 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 PCR反 応 は 、 EX-Taq（ 宝 酒 造 製 ） を 使 用 し て 行 っ た 。 す な わ ち 、 以 下 の よ う に 試 薬 を 調
製 し 、 サ ー マ ル サ イ ク ラ ー で PCR反 応 を 行 っ た 。
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【 表 ９ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 プ ラ イ マ ー に は 、 以 下 の 配 列 の も の を 用 い た 。
【 表 １ ０ 】
　
　
　
　
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 ア ニ ー ル 温 度 は 、 49℃ で 行 っ た 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 PCR産 物 を 3.0％ 　 Nuseive3:1ア ガ ロ ー ス /TBE電 気 泳 動 に よ っ て 分 離 し 、 バ イ オ ラ ッ ド 社
製 の フ ル オ ロ イ メ ー ジ ャ ー に よ っ て 検 出 し た 。 そ の 結 果 、 図 2の よ う な 結 果 が 得 ら れ た 。
図 は 、 そ れ ぞ れ 左 ： DMSO添 加 コ ン ト ロ ー ル 、 右 ： 2 0nM TCDD添 加 試 料 を 示 す 。 図 中 、 y軸
は 任 意 単 位 を 示 す 。 こ の 結 果 は 、 ダ イ オ キ シ ン の 影 響 を 検 出 す る こ と を 示 す 。
【 実 施 例 ３ 】
【 ０ ０ ５ ９ 】
＜ ダ イ オ キ シ ン 異 性 体 の 免 疫 影 響 の 検 出 ＞
(1)Jurkat T細 胞 の 培 養
　 Jurkat T細 胞 は 、 10％ 牛 胎 児 血 清 を 含 む RPMI 1640に て 、 通 常 の 培 養 操 作 に よ っ て 培 養
を お こ な っ た 。 継 代 は 2日 ご と に 行 い 、 5％ CO 2 雰 囲 気 下 に お い て 37℃ で 培 養 を 行 っ た
　 (2)ダ イ オ キ シ ン 暴 露
　 Jurkat T細 胞 を 遠 心 に て 回 収 し 懸 濁 後 、 5x10 5 細 胞 相 当 分 を 1.5mlの 10％ FCS-RPMI1640培
地 に 希 釈 し た 。 1.5mlの 10％  FCS-RPMI 1640培 地 に 、 DMSOに 溶 解 し た 1-MCDD、 2,3,7,8－ TC
DD、 12378-PeCDDを 20nMの 最 終 濃 度 に な る よ う に 添 加 し 、 激 し く ボ ル テ ッ ク ス で 攪 拌 し た
。 こ の 溶 液 を Jurkat細 胞 の 希 釈 液 と あ わ せ て 軽 く 混 合 し 、 全 量 を 6穴 マ イ ク ロ タ イ タ ー プ
レ ー ト に ま い た 。 対 象 試 料 と し て 、 2,3,7,8－ TCDDを 含 ま な い DMSOの み を 添 加 し て 、 同 様
の 操 作 を お こ な っ た 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 （ 3） RNAの 抽 出
　 （ 2） に て ダ イ オ キ シ ン を 暴 露 し た 細 胞 を 24時 間 培 養 し た の ち 、 1800rpmの 遠 心 に て 回 収
し て 、 そ れ ぞ れ の 細 胞 か ら RNAを 抽 出 し た 。 RNAの 抽 出 に は 、 RN easy（ QIAGEN社 製 ） を も
ち い て 行 っ た 。 す な わ ち 、 回 収 し た 細 胞 全 量 に メ ル カ プ ト エ タ ノ ー ル を 含 む RLT液 350μ ｌ
を 加 え 、 激 し く ボ ル テ ッ ク ス を 掛 け た 。 そ の 後 、 18ゲ ー ジ の ニ ー ド ル を 5回 通 過 さ せ る こ
と に よ っ て 、 ホ モ ジ ナ イ ズ し た 。 ホ モ ジ ネ ー ト に 350μ ｌ の 70％ エ タ ノ ー ル を 加 え 、 全 量
を RN easy mini columnに 移 し た 。 10000rpmで 15秒 遠 心 後 、 ろ 過 液 を 除 去 し 、 700μ ｌ の RW
１ 液 で カ ラ ム の 洗 浄 を 行 っ た 。 続 い て 500μ lの RPE液 で 2度 洗 浄 を 行 っ た 。 洗 浄 液 を 遠 心 に
て 完 全 に 除 去 し た 後 、 40μ ｌ の RN aseフ リ ー 水 で 10000rpmの 遠 心 に よ っ て 溶 出 し た 。 こ の
溶 出 液 を RNA溶 液 と し た 。
【 ０ ０ ６ １ 】
　 （ 4） TRPV2の 検 出
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　 RT-PCR法 を 使 用 し て 、 （ 3） で 得 ら れ た RNAに 対 し て 、 TRPV2　 RNAの 検 出 を お こ な っ た 。
ま ず 、 （ 3） で 得 ら れ た RNAに 対 し て 、 Super scriptII（ Invitrogen社 製 ） を 使 用 し て 逆 転
写 反 応 を 行 っ た 。 す な わ ち 、 以 下 の よ う に 試 薬 を 調 製 し 、 65℃ に お い て 5分 間 の 加 熱 変 性
後 、 氷 上 に 1分 間 放 置 し た
【 表 １ １ 】
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 さ ら に 、 以 下 の 試 薬 を 混 合 し 、 25℃ で 2分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。
【 表 １ ２ 】
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 さ ら に 、 逆 転 写 酵 素 （ Super script II） を 1μ l（ 50 unit） 添 加 し て 、 以 下 の プ ロ グ ラ
ム で 反 応 を 行 っ た 。
【 表 １ ３ 】
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ６ ４ 】
　 こ の 溶 液 を cDNA溶 液 と し 、 以 下 の PCR反 応 に 用 い た 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 PCR反 応 は 、 EX-Taq（ 宝 酒 造 製 ） を 使 用 し て 行 っ た 。 す な わ ち 、 以 下 の よ う に 試 薬 を 調
製 し 、 サ ー マ ル サ イ ク ラ ー で PCR反 応 を 行 っ た 。
【 表 １ ４ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 プ ラ イ マ ー に は 、 以 下 の 配 列 の も の を 用 い た 。
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【 表 １ ５ 】
　
　
　
【 ０ ０ ６ ７ 】
　 ア ニ ー ル 温 度 は 、 49℃ で 行 っ た 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 PCR産 物 を 3.0％ 　 Nuseive3:1ア ガ ロ ー ス /TBE電 気 泳 動 に よ っ て 分 離 し 、 バ イ オ ラ ッ ド 社
製 の フ ル オ ロ イ メ ー ジ ャ ー に よ っ て 検 出 し た 。 そ の 結 果 、 図 3の よ う な 結 果 が 得 ら れ た 。
図 中 、 y軸 は 任 意 単 位 を 示 し 、 x軸 は 添 加 し た 被 検 物 質 を 示 す 。 こ の 結 果 は 、 ダ イ オ キ シ ン
の 影 響 を 検 出 す る こ と を 示 す 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ０ ６ ９ 】
【 図 １ 】 本 発 明 の 一 態 様 に 係 る 方 法 を 使 用 し て 、 ダ イ オ キ シ ン を 検 出 し た 結 果 を 示 す グ ラ
フ 。
【 図 ２ 】 本 発 明 の 一 態 様 に 係 る 方 法 を 使 用 し て 、 ダ イ オ キ シ ン を 検 出 し た 結 果 を 示 す グ ラ
フ 。
【 図 ３ 】 本 発 明 の 一 態 様 に 係 る 方 法 を 使 用 し て 、 ダ イ オ キ シ ン 異 性 体 を 検 出 し た 結 果 を 示
す グ ラ フ 。
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【 配 列 表 】
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