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1.研究実施の概要 

平成１６年度は交久瀬、和田、赤松の３研究グループで研究を進めた。交久瀬グループ

では主にＣＣＤ検出回路計のノイズ除去を行った。平成１５年度で、ステアリン酸メチル

を用いてスリット系検出器の検出感度は市販の装置と同程度であることを確認した後、Ｃ

ＣＤ検出器を用いて感度向上を図ったが、ＣＣＤ検出器のノイズのため当初目指していた

感度に達しなかった。ＣＣＤ検出器のノイズ除去の結果1pg/μl以下で良好なS/N比で測定

できるようになった。赤松グループではメトキシクロルの代表的な第Ⅱ相代謝生成物であ

る硫酸抱合体およびグルクロン酸抱合体を数種合成し、ELISAを用いた方法により、それ

らのエストロゲン受容体結合活性を測定した。その結果、合成した抱合体はすべて、著し

い低活性を示した。和田グループではAhR複合体の網羅的解析を行うため、FlagHAタグを

AhRに付加させレンチウイルスベクターを用いてHepG2細胞へ遺伝子導入を行い、発現させ

たFlagHA-AhRが内在性のAhRと同様の機能性を保持することを確認した。さらにHepG2細胞

においてAhR複合体のプロファイリングを行った結果、リガンド非存在下でのAhR複合体メ

ンバーであるHsP90やXAP2の他にも幾つかの候補分子を同定することができた。 

 

2.研究実施内容 

交久瀬グループ（大阪大学大学院理学研究科） 

「位置検出器のノイズ処理と装置の操作性の向上」 

 １５年度において、完成したガスクロマト質量分析計のスリット系を用いた感度は標準

物質ステアリン酸メチルを用いて実測すると市販の質量分析計と同程度である事を確認し

た。また、CCDを用位置検出器では感度はスリット系に比べて10-100倍程度であることが

確認された。理論上はもっと感度がよくなるはずである。この原因はCCDからの出力に周

期的ノイズが乗っているためにバックグラウンドが高くなっている為である。CCD回路を

質量分析計の制御回路から独立させ、ノイズを除去した。その結果、1pg/μｌのステアリ

ン酸メチルで十分なS/N比が得られた。この作業に時間を取られた結果、装置の調整、デ

ータ処理のコンピュー化の開発は当初の目標の開発はできなかった。 

 



赤松グループ（京都大学大学院農学研究科）  

「DDT類縁体および代謝物のホルモン受容体結合活性」 

内分泌かく乱作用を示す疑いのある化合物の中には、その代謝物や関連混在物の方がよ

り高いホルモン受容体結合活性を示すと報告されているものも存在する。DDT類縁体であ

るメトキシクロルの代謝物は、その例である。 

これまでの研究において、赤松らのグループでは、DDT類縁体を合成し、それらの化合

物およびそのラット肝S-9による代謝混合物のホルモン受容体結合活性を測定してきた。

また、予想されるメトキシクロルの第I相代謝生成物を合成し、その活性を測定してきた。

今年度は、昨年度までの第I相代謝生成物の活性測定に引き続きメトキシクロルの代表的

な第Ⅱ相代謝生成物である硫酸抱合体およびグルクロン酸抱合体を数種合成し、ELISAを

用いた方法により、それらのエストロゲン受容体結合活性を測定した。その結果、合成し

た抱合体はすべて第I相代謝生成物に比較して、著しい低活性を示した。また、DDT類縁体

代謝物の構造決定を行うため，代謝物が効率よく生成するような代謝反応条件の検討を行

い、その条件を確立した。既存の質量分析装置（LC/MS）を用いて生成した代謝物の分析

を行ったところ、代謝物のMSピークを得ることは可能であったが、分析感度はあまり高く

なく、効率的に構造決定を行うためにはさらなる高感度が必要であることがわかった。今

後，他研究室所蔵の質量分析計（GC/MS）を用いてDDT類縁体およびその代謝物の構造解析

を行う予定である。 

 

和田グループ（大阪府立母子保健総合医療センター） 

「ダイオキシン受容体関連分子の高感度プロテオーム解析」 

内分泌かく乱物質が生物活性を発揮し細胞機能（phenotype）に影響を与える（かく乱

する）には受容体への結合が必須である。このグループでは、ダイオキシン受容体(AhR)

が細胞内で転写活性を発揮するために必要な蛋白複合体の静的動的プロファイリングをめ

ざし、これまでに電気泳動ゲル分離をベースとするプロテオーム解析技術に関して視覚的

感度限界である１ナノグラムを検出できるまで高感度化させてきた。 

AhR複合体の網羅的解析を行うためにFlagHAタグをAhRに付加させレンチウイルスベクタ

ーを用いてHepG2細胞へ遺伝子導入を行った。発現させたFlagHA-AhRが内在性のAhRと同様

の機能性を保持することを確認し、平行して抗FLAG抗体を用いたAhR複合体の精製系を確

立した。さらにHepG2細胞においてAhR複合体のプロファイリングを行った結果、リガンド

非存在下でのAhR複合体メンバーであるHsP90やXAP2の他にも幾つかの候補分子を同定する

ことができた。 

今年度はこれまでの研究で同定してきた候補分子に関して、細胞内でのAhRへの会合を

検証するとともに、リガンド結合後の受容体核内移行・転写活性に対する影響や複合体構

成蛋白メンバーの再構成についても明らかにする。 



3.研究実施体制 

  交久瀬グループ 

① 研究分担グループ長：交久瀬 五雄（大阪大学大学院理学研究科、教授） 

② 研究項目：高感度質量分析計の開発 

 

赤松グループ 

① 研究分担グループ長:：赤松 美紀（京都大学大学院農学研究科、助教授） 

② 研究項目：DDT類縁体および代謝物のホルモン受容体結合活性 

 

和田グループ 

① 研究分担グループ長：和田 芳直（大阪府立母子保健総合医療センター、所長        

大阪大学大学院医学系研究科(連携)、教授） 

② 研究項目：ダイオキシン受容体関連分子のプロテオーム解析 
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