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要旨

腸管の炎症反応を制御する食品因子を牛乳中に探索するための新規血vitro実験系について検討

した。本実験系では、腸管上皮細胞が炎症時に分泌するインターロイキンー8 (IL-8)に注目し、①

ヒト腸管上皮細胞株Caco-2が各種ストレスに応答して分泌する IL-8量の測定、②IL-8分泌を調節

している IL-8遺伝子の転写活性のレポーターアッセイによる測定、の 2つを指標とした評価系を

用いた。その結果、乳に含まれるアミノ酸であるタウリン、抗菌性タンパク質として知られるラ

クトパーオキシダーゼ、ある種の微生物酵素で消化したホエイタンパク質分解物に、炎症反応充

進下での IL-8分泌の抑制、非炎症状態での IL-8分泌の増強などの作用が見出された。一方、 IL-8

遺伝子の転写活性制御を指標としたレポーターアッセイを用いた機能性成分検出の試みに関して

は、乳タンパク質分解物にある程度の制御活性を見出すことが出来たが、その検出感度は充分で

なく、このような手法で機能性因子を探索するためには、アッセイ用細胞の構築法や測定可能な

食品成分の範囲などに関するさらなる検討が必要と考えられた。

キーワード:腸管炎症、 Caco-2、インターロイキン 8、レポーターアッセイ、炎症抑制因子、乳

由来ペプチド

1 .研究の背景と目的

腸管は外界に接する器官であり、食品成分や環境中の有害物質などが直接接触するために、そ

れらに対する様々な応答機能を有している。その一つが免疫応答である。腸管上皮細胞は外界か

ら侵入する異物を取り込み、それを粘膜固有層の免疫細胞に提示して 19A産生など防御的な免疫

応答を誘導する。また、外界からの刺激に応答して炎症性サイトカインなどを分泌し、それによっ

て好中球やマクロファージを誘引して腸管粘膜のバリアー機能を高める。このように腸管上皮は

感染症などに対する防御の最前線としての機能を果たしている。一方で、このような免疫応答の

バランスが破綻し、免疫細胞の働きが過度に活性化された場合には、腸管粘膜の炎症が起こるこ

とも知られている。近年患者数が増加しているクローン病 (CD)や潰蕩性大腸炎 (UC) はもと

より、患者数が人口の 10%以上に達するといわれる過敏性腸症候群 (IBS)にも腸の炎症が関わっ

ているとされており、患者の QOLの著しい低下を引き起こすこれらの疾患は重大な社会問題にな

りつつある。

食品成分には腸管機能に様々な影響を及ぼすものが存在すると考えられる。したがって、「腸に

おける防御機能の向上や炎症の抑制に関わる食品成分を見出し、その実態を明らかにすること」
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は、腸の健康を維持する食品の設計や食生活の改善に資する情報を提供する上で有用であること

が期待される。特に乳は、生体防御に関わる因子と炎症反応を抑制する因子を併せ持つ食品と考

えられている。本研究の目的は、腸管上皮をターゲットとして、そこで起こる免疫反応(炎症反

応)を調節する乳成分を新規な手法で探索し、解析しようというものである。

炎症反応の調節機能を測定するための手法は invivoから invi位oの試験系まで多様である。こ

こでは、腸管上皮培養細胞を用いた実験系を中心に、炎症性サイトカインの分泌やその産生制御

にかかわる転写因子の挙動を指標にして、炎症調節機能を持つ乳成分を探索することにした。具

体的には、腸管炎症の誘発因子のひとつであるケモカインIL-8(インターロイキン 8)の産生、

およびIL-8の産生調節に関わる遺伝子のプロモーター領域の活性化を指標に、これらが乳成分に

よってどのような影響を受けるかについて検討した。

2. 実験方法

2.1 細胞培養

ヒト結腸癌由来株化細胞 Caco-2、HT29はAmericanType Culture Collectionより購入した。細胞

の培養には接着細胞用 100mmプラスチックディッシュを用いた。培養は 5%C02を含む 37
0

Cイ

ンキュベーター内で行った。 1日おきに培地を交換し、細胞がコンフレントに達したら随時、継

代作業をおこなった。実験に用いる細胞は 24ウェノレプレートに撒き、 2-3日おきに培地交換をし

ながら 14日間培養して十分に小腸上皮様に分化させてから用いた。

2.2 IL-8量の測定

24ウェノレプレート上で 14日間培養して十分に小腸上皮様に分化させた Caco-2細胞に、各種乳

由来試料と添加した。 24時間培養した後に培養上清液を回収し、細胞から分泌されたIL-8の濃度

を酵素抗体法 (ELISA) によって測定した。なお、炎症状態の細胞モデルとして、 2mM過酸化水

素あるいは TNF-α(10ng/ml)で処理した細胞に対する各種試料の影響も調べた。

2.3 IL-8 mRNA発現量の測定

Real-time RT-PCRを用いてmRNA量を測定した。

2.4 レポーターアッセイ用細胞の作成

IL-8転写活性を評価するために、 IL-8のプロモーター領域を組み込んだレポーターベクター

(pGL3-IL-8)を作成した。ベクターの構築に関する詳細は結果の項において述べる。コラーゲン

コートした 12ウェノレプレートに Caco-2細胞を 1ウェノレあたり1.0X1Q5個播き、一晩培養し約 60

%コンフノレエントにした後、 pGL3-IL-8をトランスフェクションした。トランスフェクションには

リン酸カルシウム法あるいはリポフェクタミン法を用いた。
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ルシフエラーゼアッセイ2.5 

試料添加 24時間後、細胞を溶解させ、遠心により不溶物を取り除いてから上清をサンプルとし

を用(Promega) て用いた。ルシフエラーゼアッセイの測定は Dual-luciferasereporter assay system 

いた。測定時聞は 10秒に設定した。 50!l1のLuciferaseassay reagent IIに10!llのサンプルを混合し、

レポーター酵素であるホタルルシフエラーゼの活性を測定した。

消化処理2.6 

胃での消化を再現するために、 2 %タンパク質水溶液に塩酸を加えて pHを2'"'-'4に調整した。

続いて、基質の1/250量のペプシンを加え、 37
0

Cで一晩反応させた。反応液に水酸化ナトリウム

溶液を加えて pH6.5に調整しペプシンを失活させてから、基質の1/250量のトリプシンを加えて

37
0

Cで一晩反応させた。その後、酵素反応を停止させるために 90
0

Cで 10分間加熱し、凍結乾燥

した。

結果と考察3. 

タウリンの抗炎症作用3.1 

アミノ酸の中に腸管上皮細胞からの IL-8分泌を抑制する作用を持ったものがあること我々 は、

それぞれ作用機構は違うもを先に見出した。特にヒスチジン(Son ら、 2005)やメチオニンは、

のの顕著な抑制活性を示す。そこで、乳(特に母乳)中にも多く含まれるタウリンが同様な作用

を持っかどうかについて検討した。 Caco-2細胞を 50ng/mlの濃度の TNF-αで、処理するとIL-8の産

生量は著しく上昇するが、 5'"'-'50mMタウリンの存在下ではその産生量がタウリンの濃度依存的

タウリンは、そこのことカミら、に減少した。また、 IL-8mRNAレベルも同様に減少した(図 1)。
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図1 TNF-α刺激によって誘導された Caco-2細胞の IL-8分泌克進 (A)とIL-8m RNAレベルの増加 (8)に

およぽすタウリン添加の影響 (Zhaoら、 2008)

-64-

50 25 5 。。Taurine (m九1)



の活性はそれほど高くはないものの、腸管上皮細胞において誘導される炎症反応を抑制する機能

この抑制には、 IL-8産生調節を主体的に担うと考えられているがあることが示唆された。なお、

(Mochizukiら、 2005)。転写因子NF1CBのタウリンによる活性化抑制が関わるものと推定される

ちなみに、タウリンの腸管炎症抑制作用は DSS(デキストラン硫酸 Na)誘導性大腸炎モデ、ルマ

その抑制メカニズムの一つは腸管におけるケモカイ

2008)。(Zhaoら、

ウスを用いた実験でも確認することができ、

ン産生の抑制であることが示唆されている

ラクトパーオキシダーゼの抗炎症作用3.2 

は、過酸化水素とチオシアン(LPO) 牛乳由来の糖タンパク質であるラクトパーオキシダーぜ

酸イオンから抗菌性のヒポチオシアネートイオンを生成する作用を持つことから、抗菌作用を持

ペプチドを検索すつ酵素として産業的にも利用されている。我々は、いくつかの乳タンパク質、

(Matsushi同る過程で、 LPOにCaco-2細胞からの IL-8分泌を抑制する作用があることを見出した

250附 mlの LPOを同時に添加し、 24時間培養2008) 0 Caco-2細胞に過酸化水素と 10、50、ら、
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後に上清中に分泌された IL-8の量を測定した結果、LPOは過酸化水素によって誘導される IL-8分
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図2 過酸化水素により誘導される IL-8分泌克進に対する LPOの影響

Ca∞-2細胞を、 2mM過酸化水素と LPOを添加した培地中で 24時間培養した。培養上清を回収し、 ELlSA

法で IL-8量を測定した。
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図3 過酸化水素により誘導される IL-8mRNA発現克進に対する LPOの影響

CacQ-2細胞を、 2mM過酸化水素と LPOを添加した培地中で 3時間培養した。細胞を回収し、 RNA抽出、

cDNA合成を行い、 real-timeRT -PCR法で mRNA量を測定した。
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泌克進を有意に抑制した(図2)。一方、 LPOのみを細胞に添加したときは、 IL-8分泌量に違いは

みられなかった(データ省略)0LPOの抑制効果が、mRNAレベルでの調節によるものかどうかを

調べるため、 IL-8mRNA発現量の変化をreal-出neRT-PCR法を用いて測定した。過酸化水素刺激

により尤進する IL-8のmRNA発現はLPOを同時に添加することにより濃度依存的に抑制された

(図 3)。

しかし、細胞をLPOで前処理 (3時間)した後にLPOを取り除き、それから H202を添加した

場合、 LPO前処理による抑制効果はみられなかった。一方、 Caco-2細胞において IL-8分泌を誘導

する因子としては、過酸化水素以外に IL-1s、TNF-α、PMA、フラジェリンが知られている。そこ

でこれらの刺激による IL-8分泌克進に対しても、 LPOによる抑制効果がみられるのかどうかを検

討した。 1ng/ml IL-1s、100凶r1TNF-α、10凶r1PMA、100ng/mlフラジェリンをそれぞれLPOと同

時に細胞に添加したが、いずれの刺激因子による分泌克進に対しても、 LPOによる抑制効果はみ

られなかった (データ省略)。上記の結果は、 LPOがCaco-2細胞自体に作用して、IL-8分泌にい

たる細胞内シグナル経路のどこかを阻害しているわけではないことを示唆している。むしろ、腸

管上皮細胞を刺激する過酸化水素がLPOによって消去されたために、過酸化水素が誘導する腸管

上皮細胞の IL-8分泌が見られなくなったという解釈が妥当であろう。

ただし、LPOが微生物などの産生する過酸化水素を消去する活性を腸管内でも維持していれば、

現実には腸管の炎症を抑制することにつながる。Invi位o消化系によって LPOの消化分解性を検討

した結果では、 pH2におけるペプシン処理ではLPOはほぼ完全に分解されるが、 pH4でのペプシ

ン処理とそれに引き続くパンクレアチン処理はLPOの分解を引き起こさず、またその過酸化水素

消去活性も維持されていることが明らかになった(データ省略)。食後の胃内 pHは一般に 3-4

程度で、強い酸性にはならないことが知られている。また高齢者などでは胃酸の分泌が低下し、

やはり pHが下がらない。このような状況下では LPOは腸管内でのその酵素活性を維持している

可能性がある。さらに LPOは650C、30分間の加熱条件ではその活性を維持していた。このよう

な結果から、 LPOは比較的安定なタンパク質であり、経口摂取した場合にも何らかの抗炎症作用

を示すことが期待される。森永乳業研究所のグ、ループは LPOの経口投与が DSS誘導大腸炎モデ

ノレマウスでの炎症抑制作用を持つことを見出しており、また LPO投与が腸管における免疫関連遺

伝子の発現に影響を及ぼす可能性を指摘している(堀米、 2007)。この invivoにおける炎症抑制

作用に LPOの抗酸化作用が関わっている可能性も否定できない。

3.3 ホエイタンパク質分解物の IL-8分繕克進作用

ナチュラノレチーズ製造時に得られるチーズホエイから分離したホエイタンパク質を食品用微生

物で分解して調製したホエイタンパク質分解物(ホエーペプチド:WPep-1)をA社より入手し、

これが腸管上皮細胞株における IL-8分泌に及ぼす影響を調べた。その結果、 WPep-1はそれ自身

が腸管上皮細胞の IL-8分泌を促進するという興味深い結果が得られた。Caco-2細胞および HT29
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図4 WPep-1が腸管上皮細胞の IL-8分泌に与える影響

(A) Caco-2細胞、 (8)HT-29細胞を、 WPep-1を添加した培地で 24時間培養した後、培養上清を回収し、

ELlSA法で IL-8量を測定した。
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図 5 WPep-1がCaco-2細胞の IL-8mRNA発現量に与える影響

Caco-2細胞にWPep-1を500mg/mlの濃度で添加し、 0-24時間培養した後に細胞を回収した。

1 

この作用は酵細胞のいずれにおいても、 WPep-lは濃度依存的に IL-8分泌を増加させた(図4)。

素分解する前の原料ホエイタンパク質には見られなかったことから、酵素分解で生じた何らかの

ペプチドによるものと考えられる。さらに、その分泌克進作用がIL-8mRNAレベルの上昇を伴っ

ていることも見出されたことから、 WPep-lは転写レベルで IL-8産生を上昇させていることが示

唆された(図 5)。炎症という視点からは、 IL-8の分泌は抑制すべき反応というように認識されて

その一方で、 IL-8の分泌充進は、腸管感染した際に感染部位へ好中球などの免疫系細胞レ、るカ豆、

このような乳ペプチドを誘引し防御体制を整えるという意味できわめて重要な生物反応である。

それらは感染されやすい新生児が腸管内で、腸内細菌酵素などの作用によって生じるとすれば、

や高齢者における生体防御に何らかの貢献をしている可能性もあろう。なお、 WPep-lの上記のよ

ペプシン処理 (pH2)やトリプシン処理のような消化酵素の処理によって大きく低
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下することから、消化酵素の活性が十分に高い健常者の場合にはこのような作用は期待されない

かもしれない。しかし、どのような構造のペプチドがどのようなメカニズムで IL-8分路克進作用

を引き起こしているのかは科学的な観点から興味深い。

3.4 レポーターアッセイによる評価

3.4.1 レポーターアッセイ系の構築

近年、食品因子の生体機能調節には、各種遺伝子の転写領域への働きかけに起因する遺伝子の

発現調節が関わっていることが明らかになってきた。すなわち、食品因子が直接、あるいは何ら

かのシグナル経路を活性化することにより、標的遺伝子の発現調節部位への転写因子の結合を促

進あるいは抑制するというプロセスが進行し、それが最終的に何らかの生体調節を引き起こすと

いう仕組みである。食品因子のこのような作用を解析する手法のーっとしてはレポーターアッセ

イが有用である。

我々は、腸管での解毒代謝に関わる酵素やトランスボーターの転写調節に関わるとされている

核内受容体 PXR(Pre伊 aneXr，配eptor) の応答配列を含むプロモーターを上流にもつノレ、ンフエラー

ゼ発現プラスミドを作製し、これを腸管細胞 LS180に発現させたレポーターアッセイ用細胞を構

築した。この細胞に各種食品因子を添加することによって、 PXRを介して解毒代謝系トランス

ポーターの発現を調節する食品因子の探索が可能と考えられる。我々はこのような考えのもとで

実験を行い、いくつかの食品因子が PXRを活性化し、ある種の解毒酵素・トランスポーターの発

現を強く誘導することを見出した (Sat田ら、論文投稿中)。転写因子の活性を指標にするこのよ

うな手法が有効であることから、本研究では、腸管の炎症反応を調節する牛乳成分をレポーター

アッセイを用いて探索するという新しい試みを進めることにした。

本研究では、標的とする転写因子として炎症反応のマスターレギュレーターである NF1CBを選

ぶことにした。最初に、 NF1CB応答配列を含む IL-8遺伝子のプロモーター領域(図 6) をそのま

ま、あるいは一部を切り取ってルシフエラーゼ発現ベクターに組み込み、レポーターアッセイ用

-341 ATCCATGATC ~C ACCTGCCAC丁目GTACTAT 日丁 目ACA

Glucocorl;coid 
-291 TGGTCTATGA TAAAGTTATC TAGAAATAAA AAAGCATACA ATTGATAATT 

-241 CACCAAATTG TGGAGCTTCA GTATTTTAAA TGTATATTAA AATTAAATTA 

-191 TTTTAAAGAT CAAAGAAAAC TTTCGTCATA CTCCGTATTT GATAAGGAAC 

-141 AAA丁目GAAG TGTG4TGACT C崎GTTTGCC CTGAGGGGAT GGGCCA咽
AP-I 

-911 TTGCAAATFG FGGAA汁 TCCI TCTGACATAA TGAAAAGATG AGGGTGCATA 

C/EBP NF-KB 
-41 AGTTCTCTAG TAGGGTGATG 抑 制 A4G CCAC印 GAGe t ，n2RNAr G 

TATA box 
10 GCACAAACTT TCAGAGACAG CAGAGCACAC AAGCTTCTAG GACAAGAGCC 

60 AGGAAGAAAC CACCGGAAGG AACCATTCTC ACTGTGTGTA AACATG 

図6 IL-8遺伝子プロモーター領域の配列と転写応答部位
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発現プラスミド (pGL3-.工L-8)とした〈霞 7)。さらに pGL3-IL-告をCacか2にトランスフェクトし、

各種拭料者総却してレポ…ターアッセイを行った。

ず、このレポーターアッセイ系が機龍しているかどうかを、細紹に剰融物震として T民五α

(100ng!ml)を加え、 24時間後のノレシフエラーぜの活性発現者見ることによって検討した。Caco欄 2

細胞は遺伝子導入するのが難しい細胞と言われている。そこで、具体的には以下のような要国に

ついても検問し、最適条件を求めた。

φ トランスブェクション時の細胞濃度:条件検討の結果、細胞濃度は 5x104個/mlとすること

とした。

φトランスブェクトする DNA量:12ウェノレプレ…トの場合は1ウェノレあたり 0.3問、 24ウニυレ

プレートの場合は 1ウェノレあたち 0.1開とするのがルシブニ£ラ}ぜ活性の相対値を出す上で瀦

でまちると判断した。

舎 T用心の添加のタイミング:トランスブェクトした状態の籍態にそのまま添加するよちも、

長通常培地中で24時開培養した後に添加した法うが耕敷物質に支守する感度が上昇すること者確

認した。

上記のような検討の結果、 TNF-α処理によってルシフェラ}ゼ、活性がコントロールの 2'"'"'5

度に上昇する細抱を作成することが出来た。実際に百.w聞αで刺激したときのノレシフェラ

の上昇と、ヒスチジンでの抑制を確認した結果を間 8~L示した。

3.4.2 レポーターアッセイによる中学し曲線ペプチド回分の評価

3.3鮪で見出されたWPep-1のIL-8分泌促進活性(関4)がレポーターアッセイでも検出可能か

どうかを見るために、まず Wpep-1をレポ…タ…アッセイ用組胞に添加し、 IL-8事長写活性が上昇

するかどうかを確認した。TN手掛u識のような転写語性の急識な上昇は認められなかったが、WPep-1

の濃麦依存的記ルシフェラ…ぜ話牲の上弊が観察され、 WPep-1の IL-8分誌捉進活性が鯨写レベ

ノレで確認された〈密説。

牛乳カゼイン及びホエイタンパク舞金諮化酵素(ペプシン及びパンクレアチン〉で持議し、潜

化物〔カゼイン分解物、ホエイタンパク費分解物)を持た。これらとともに、 B社が機製したチー

ズホヱイタンパク寅の微生物静構分解物 (WPep叩訟を用い、それらがTNF聞α処理で上詳したIL-8

転写活性記影響を及ぼすかどうかを、pGL3-IL聞8導入 Caco-2細胞によって検討した。カぜイン分

解物は転写活性に影響を及ぼさなかったが、ホヱイタンパク質分解物および WPep-2には事長芋活

性を低下させる傾向が認められた(閲 10)。また、レポーターアッセイではなく、 Caco耐2細胞の

IL-8分泌量を指標に各ペプチド拭料の効果を観察したところ、ホエイタンパク質分解物および

WPep-2で有意なIL-8分泌の抑制が見出された(図 11)。用いた試料濃度から判断しても、これら

の分解物の活性はあまり高いものではないが、腸管内の乳タンパク質濃度は mg加lのオ}ダーに

達する可能性があることを考えると、牛乳・乳製品の摂取は揚管内での前炎指定状態におけるケモ
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図12 牛乳由来ペプチド画分を単独でCaco-2
細胞に加えたときのIL-8分泌量の変化(ELlSA)
(a)カゼイン消化酵素分解物

(b)ホエイタンパク質消化酵素分解物

(c)チーズホエイ微生物酵素分解物

カイン分泌に対して抑制的に働いている可能性がある。一方、 TNF-uJFIj激のない条件下で、細胞に

対するペプチド試料の効果を見た実験では、カゼイン分解物が、 Caco-2細胞におけるIL-8産生を

充進することが確認された(図 12)。このような結果が、牛乳タンパク質(ペプチド)はストレ

ス下での炎症反応には抑制的に、非ストレス下では感染防御的に働いているということを意味し

ているとすれば興味深いことであり、このような視点からのより詳細な検討が必要であろう。
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4.総合考察

牛乳中の感染防御因子としては、 IgG、 19Aをはじめとする抗体類、鉄結合タンパク質であるラ

クトフェリンとその分解ペプチドであるラクトフェリシンが良く知られている。また、カノレシウ

ム吸収促進因子として知られているカゼインホスフォペプチド (Cpp)による 19A産生促進(Oh同国

ら、 2000)、カゼイン由来ペプチドによるマクロファージの活性化 (Migliore-SarnourおよびJolles、

1988)などの報告もあり、乳には新生児を感染から守る多様な防御因子が存在することは疑いの

ない事実となっている。一方で、ラクトフェリンなどのタンパク質による抗炎症効果(Lefrandら、

2005)などが報告されている。

本研究では、乳成分が示すと期待される生体防御増強作用・炎症抑制作用を、腸管上皮細胞を

用いた血 vi仕o実験系で評価することを試みた。 invi住o培養実験系による食品成分の機能性評価

は、時として生体での応答性と相関の低い情報しか与えないことが危倶されているが、実際に食

品成分と接触する可能性の高い腸管上皮の場合には、泊vi位。細胞培養系でも充分に意味のある情

報を得られることが多い。本研究では、腸管上皮細胞培養系を第 1次スクリーニングの手段とし

。
Control WPep-2 

5 (mg/ml) 
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て用い、特に生体防御や炎症に関わるケモカインである IL-8の転写活性を、炎症抑制性食品成分

探索における標的とした。この実験系によって、作用メカニズムの推定が最初からある程度可能

な機能成分を乳中に探索することが可能になると考えられる。これまでの実験データから、この

ようなアプローチは一定の有用性が期待されるものの、その感度に問題があり、現状では他の手

法で十分評価できるケースが多いという結果となった。

本研究で用いたレポーターアッセイ系の検定用細胞である Caco-2細胞は遺伝子導入の効率が低

く、発現が容易ではない細胞であると言われている。そのために測定系の感度が十分に上がらな

かったことが、転写調節活性を指標にした本探索系が十分に機能しなかった一つの理由と思われ

る。本研究は、あくまで腸管における乳成分の機能を探るのが目的であり、腸管細胞を用いたレ

ポーターアッセイにこだわったが、他の細胞を用いてより感度の良い 1次スクリーニング系を構

築することも考える必要があろう。本探索系が十分に機能しなかったもう一つの理由は、乳タン

パク質・ペプチドの場合には、そのまま細胞内に進入して転写因子等と相互作用する可能性が低

く、おそらくは細胞表面の認識分子を介して、間接的に転写因子の動きを制御する、というメカ

ニズム上の問題が挙げられる。我々が以前に行なった、転写因子PXRの活'性調節機能を持つ食品

因子の探索では、レポーターアッセイ系が極めて有効であったが、この時の食品因子は細胞内に

拡散輸送しやすいフラボノイドやテルベノイドなどの低分子化学物質であった。これらの成分中

のあるものは細胞内に進入して転写因子と直接相互作用していることも最近明らかになりつつあ

る。ペプチドなどではこのような直接的相互作用がおこりにくく、間接的な作用を見ることにな

るため、レポーターアッセイ系での検出感度はさらに低くなったものと思われる。

「作用メカニズムをあらかじめ固定してそれを指標に有効成分を探索していく」という機能性成

分探索法、特に「転写因子や核内受容体などが関わる反応系を機能評価のターゲ、ツトとする」と

いう手法は、今後さまざまな形で発展していくと考えられる。そのような手法の持つ問題点の一

部を本研究によって明らかにすることができたと考えている。
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