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「高機能簡易型有害性評価手法の開発」 
事後評価分科会 

資料7－１－4 

「高機能簡易型有害性評価手法の開発」 

事後評価分科会説明資料 

5. プロジェクトの詳細説明 

 5.1 培養細胞を用いた有害性評価手法の開発の成果     

          （4）基盤技術による成果 

公開 
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研究目標 

発がん性 

免疫毒性 

催奇形性 

基盤技術 

システム構築 
↑ 

最適化 

次世代技術 標準化 

培養細胞を用いた有害性評価手法の開発のための基盤技術の形成 
①多色発光システムの最適化と評価細胞の樹立（東洋紡＆産総研） 
②多色発光システムの測定法の標準化（産総研） 
③ヒト人工染色体技術の導入した多色発光細胞の構築（鳥取大学） 

公開 

（事業原簿  Ⅲ.２. ５-３） 
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多色発光システムとは 公開 

（事業原簿  Ⅲ.２. ５-１） 

ルシフェラーゼ シンボル λmax 

エメラルドLuc ELuc 538 nm 

緑色発光Luc SLG 550 nm 

橙色発光Luc SLO 580 nm 

赤色発光Luc SLR 630 nm 

3色ルシフェラーゼ
Multireporter Assay  
       System -Tripluc®- 

高強度ルシフェラーゼ
Emerald Luc System 

ELuc SLG SLO SLR 

   同時に３つの遺伝子発現を
検出できる メリット１ 

マーカー遺伝子(A) 

マーカー遺伝子(B)  
内部コントロール 

   1基質で発する３色の光は色
フィルターで分離、計測できる メリット２ 

L-L反応 
Tripluc® assay 

Reagents 
色分離 

マルチレポータアッセイ法（NEDO細胞内ネットワークのダイナミズム解析技
術開発の研究成果）の原理とそのメリット 

相対発光値 
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①多色発光システムの最適化と評価細胞の構築 

①－１－１ 毒性評価用発光プローブの最適化：細胞内安定性制御 

Calpain3の部分配列（42アミノ酸）により短寿命型発光プローブを創出 
応答性の速い遺伝子発現の検出精度を向上（特願2007-312466) 

公開 

（事業原簿  Ⅲ.２. ５-６） 
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①多色発光システムの最適化と評価細胞の構築 

①－１－２ 毒性評価用発光プローブの最適化：免疫毒性評価コントロー
ル用プロモーター配列の特定 

各種内在性ハウスキーピング遺
伝子プロモーターについて、シグ
ナル強度及びPMA/Ionomycin
刺激に対する安定性を比較 

公開 

シグナル強度、安定性、発現解
析の相関からG3PDHプロモー
ターをインターナルコントロールと
して採用 

汎用性ウイルス由来プロモー
ターはPMA/Ionomycin刺激
に対してシグナルが大きく変動 

（事業原簿  Ⅲ.２. ５-１３ ） 
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①多色発光システムの最適化と評価細胞の構築 

①－１－３ 毒性評価用発光プローブの最適化：赤色発光ルシフェラーゼ
の高機能化 

（特願2009-199503、特願2009-199543） 

公開 

（事業原簿  Ⅲ.２. ５-１２ ） 
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①多色発光システムの最適化と評価細胞の構築 

①－２－１免疫毒性評価用細胞の樹立 

特願2010-151362 

公開 

（事業原簿  Ⅲ.２. ５-１４） 
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①多色発光システムの最適化と評価細胞の構築 

①－２－２ 発がん性評価用細胞の樹立 

公開 

（事業原簿  Ⅲ.２. ５-１５） 
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②多色発光システムの測定法の標準化 

課題の背景及びストラテジー 

公開 

（事業原簿  Ⅲ.２. ５-１７） 
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②多色発光システムの測定法の標準化 

②－１ルシフェラーゼ標品の調製と長期保存安定条件の検討 

公開 

（事業原簿  Ⅲ.２. ５-１８） 
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②多色発光システムの測定法の標準化 

②－２ ルシフェラーゼ標品を用いた装置間感度校正 

公開 

（事業原簿  Ⅲ.２. ５-２０） 

精製リコンビナント標品 
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②多色発光システムの測定法の標準化 

②－３ ルシフェラーゼ標品を用いた３色発光細胞の測定校正 

公開 

（事業原簿  Ⅲ.２. ５-２１） 
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③ヒト人工染色体技術の導入した多色発光細胞の構築 

③－１ 人工染色体ベクターの概略 

公開 

（事業原簿  Ⅲ.２. ５-２ ） 
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③ヒト人工染色体技術の導入した多色発光細胞の構築 

③－２ ヒト人工染色体ベクターを用いた免疫毒性評価細胞の樹立 

公開 

（事業原簿  Ⅲ.２. ５-２３） 

ＨＡＣベクターを用いた毒性評価細胞の樹立法の開発 
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③ヒト人工染色体技術の導入した多色発光細胞の構築 

③－３ ヒト人工染色体ベクターに複数遺伝子を導入するシステムの開発 

公開 

（事業原簿  Ⅲ.２. ５-２５ ） 
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最終目標と達成状況 公開 

（事業原簿  Ⅲ.２. ５-４） 
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今後の展開 

米国 ICCVAM 
    TOX21 
 

日本 JaCVAM 

欧州政府 ECVAM 

ドイツ ZEBET 

韓国 KoCVAM 
2011.7 

2011.1 

2011.1 

2011.6 

多色発光細胞の標準化の国際展開 

OECD化学物質管理ガイドラインのための

テクニカルノートの作成を目指す 

公開 

（事業原簿  Ⅲ.２. ５-２６～２７） 
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今後の展開 公開 

（事業原簿  Ⅲ.２. ５-２７～２８） 

公開 
公開 
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