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1.研究実施の概要 

平成14年度も４つのグループ（交久瀬、赤松、和田、上野グループ）で研究を進めた。

交久瀬グループでは完成した質量分析計の感度、検量線の直線性等基本的な性能を調べた。

赤松グループではDDT類縁体のエストロゲン受容体結合活性を調べた。和田グループでは

ダイオキシン受容体AhRの細胞内蛋白複合体を明らかにするため、AhR結合蛋白質群のプル

ダウンを２つの方法を試みた。上野グループでは環境中で化学物質が生物の生殖作用に及

ぼす影響を簡便に予測・検出する生物検定法の開発とピレスロイドに代わる新規天然殺虫

成分の探索をした。 

 

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） 

本装置は感度を向上させるための位置検出器と従来型のスリット系検出器の両方を装

着している。 

①スリット系による分解能の確認。イオン軌道計

算によると、分解能RはR=Aγ/(Axs+d)である。こ

こでAγは質量分散係数、Axは像倍率、dは検出ス

リット幅、sはイオン源スリット幅である。s＝

35μmで像幅9μmとなり分解能２万程度になる

はずである。ピリジン－ベンゼンの2重線によ

り、分解能を確認すると、分解能２万像幅９μ

ｍで理論値とよくあった。右にピリジン－ベン

ゼンの２重線スペクトルを示す。  

②位置検出器とスリット検出器のスペクトル比較。

従来のスリット検出器で得たスペクトルと位置検出器によるスペクトルと比較し、よ

い一致を見た。 



 

③検量線の直線性 検体に含まれる内分泌かく乱

物質の量を決めるには検量線を求めることが重

要である。位置検出器でもスリット系と同様な

検量線が引けるかステアリン酸メチルを用いて

検証した。その結果 から まで直線性が得ら

れた。濃度の低いところで直線からずれている

のは器具その他から来る汚染のためである。 

 

赤松グループ（京都大学大学院農学研究科） 

内分泌かく乱作用を示す疑いのある化合物の中には，その代謝物がより高いホルモン

受容体結合活性を示すものも存在する．世界各地で未だ使用されている農薬の一つである

DDTの混在物および代謝物が性ホルモン受容体結合活性を有すると報告されている． 

今年度は，東洋紡社製の内分泌かく乱物質研究用ELISAキットを用いて，本研究室にお

いて過去に合成されたDDT類縁体のうち，不純物を含んでいた類縁体の一部について化合

物を精製後，化合物本体およびそのラットS-9 mixによる代謝混合物のエストロゲン受容

体結合活性を測定した．これまでに測定した化合物の内，代謝物が元化合物より高い結合

活性を示したのは，ベンゼン環置換基としてmethoxy基あるいはethoxy基を有する類縁体

であった．これらのalkoxy基がOH基に代謝されることにより，活性が高くなったと考えら

れる．また，活性が測定された代謝物を，高速液体クロマトグラフィーを用いて単離精製

し，ELISAキットで活性の確認を行った．活性が測定された代謝物の，高速液体クロマト

グラフィーによるいくつかの分画は受容体結合活性を示した．質量分析計により，これら

の画分に含まれる化合物の構造を決定する予定である． 

さらに，リアルタイム・ノンラベル生体分子相互作用解析装置BIACORE Xにより，受容

体と活性の存在した化合物との相互作用を詳細に検討し，エストロゲン受容体結合活性を

測定する方法を確立した．この測定方法を用いて，DES, methoxychlor代謝物を含むいく
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つかの化合物の活性を測定した． 

和田グループ（大阪府立母子保健総合医療センター） 

 質量分析法を用いたプロテオーム解析によってダイオキシン受容体AhRの細胞内タンパ

ク複合体を明らかにすることを目的として、AhR結合タンパク質群のプルダウンを２つの

方法によって試みた。 

 まず、酵母細胞で実績のあるTAP (Tandem Affinity Purification)ベクターをヒト乳癌

細胞株MCF7にトランスフェクトし、TAPタグに仕組んだ高純度精製のための配列（プロテ

インＡ配列、TEVプロテアーゼ認識配列、及び、カルモジュリン結合ペプチド配列）を利

用して精製することを試みた。トランスフェクタントでは、TAPベクターの発現は認めら

れるものの、非特異結合およびTEVプロテアーゼの切断効率が低いため、結合タンパクを

同定するに至らなかった。TAPタグの配列が哺乳類細胞では非特異結合を起こしやすいた

めと考えられた。 

 一方、ヒト肝癌細胞株HepG2ライセートに対して、抗AhR抗体とプロテインA固相化セフ

ァロースを加えることで、単純に精製する方法では、非特異結合や免疫グロブリンの混入

を避けがたいが、抗体あり／なしの結果を比較することにより、細胞内で結合している可

能性のあるタンパクのリストを作成することができた。90mmディッシュ20枚の細胞を材料

として得られたタンパクを電気泳動し、ペプチドマスフィンガープリントを行った結果、

AhR（band-1）、HSP90β（band-2）を確認した。ゲル上に得られたこれらのタンパク量は

10-20ng（約100 fmol）と推定された、今後、免疫グロブリンとの重なりを避け、50kD以

下の分子の同定を容易にするために二次元電気泳動を行う予定である。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



上野グループ（大日本除虫菊（株）中央研究所） 

[研究目的] 

除虫菊の有効殺虫性成分であるピレトリンをリード化合物とする合成化学物質のいく

つかについてはすでに内分泌かく乱作用の疑いがかけられている。したがって、自然界か

ら内分泌かく乱作用を示さない殺虫性リード化合物を発見することが期待されている。 

１． そのためには、環境中で化学物質が生物の生殖作用に及ぼす影響を簡便に予測・検

出する生物検定法の開発 

２． ピレスロイドに代わる新規天然殺虫成分の探索 

が求められている。 

[研究方法] 

上記１．については、環境における化学物質の内分泌かく乱作用を的確に検定できる

生物検定法の確立を目指して､大阪府立大学の東條元昭助手の協力を得て、平成13年度か

ら引続き藻菌類の遊走子の走化性に及ぼす化学物質の影響を定量的に評価する方法につい

てさらに検討をすすめた｡ 

また、上記２．については、アカイエカの幼虫(ボウフラ)を用いて、植物から天然殺

虫成分を見出して、１の生物検定法を用いて、植物殺虫成分の内分泌かく乱作用を示さな

い殺虫性天然化学物質の探索に着手して、新規植物性天然殺虫成分を見出した。 

[研究の結論と結果] 

ここに見出された新規殺虫成分の有効成分は数種のアルカロイドの混合物であるが、

各アルカロイドを液体クロマトグラフイーを用いて大量に精製・単離中である。 

この新規天然殺虫成分は応用面も含めて非常に有望視されるので、今後、単離された

各成分アルカロイドの構造を決定するとともに、殺虫作用の発現機構について検討を加え

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：質量分析法による内分泌かく乱物質の高感度測定 

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 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分子病態医学専攻（連携）・教授） 

② 研究項目：ダイオキシン受容体(AhR)関連分子の高感度プロテオーム解析 

上野グループ 

① 究分担グループ長：上野 民夫（大日本除虫菊（株）中央研究所、顧問） 



② 研究項目：環境中で化学物質が生物の生殖作用に及ぼす影響を簡単に予測・検出

する生物検定法の開発とピレスロイドに代わる新規天然殺虫剤成分の探索 
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