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ポリ塩化ビフェニル（PCB）は，過去には多くの電気機器の絶縁油や冷媒などとして使用されていたが，その有害性のために
現在は使用が禁止されている。それまでに製造されたPCB含有機器は厳重に保管されているが，早期の適正処理が求められ
ている。処理の迅速化を図るうえで，近年顕在化した低濃度PCB汚染が疑われる廃棄物のスクリーニングは急務であり，簡易
検出法として生体機能を利用した検出方法であるバイオアッセイ（生物検定法）が期待されている。
東芝は，マウスの神経細胞をPCBセンサとして用いるバイオアッセイ“TH（Tyrosine Hydroxylase：チロシン水酸化酵

素）アッセイ”を開発し，絶縁油中に含まれる低濃度PCBの多検体スクリーニングを高いスループットで行うことを可能にした。

Polychlorinated biphenyls (PCBs) were widely used in the past as insulating and coolant fluids for electrical equipment, including transformers, 
capacitors, and electric motors.     Since the 1970s, the production and use of PCBs have been prohibited because of their toxicity.     In order to 
accelerate the disposal of PCB wastes that are stored and required to be disposed of with dispatch, the establishment of a screening method for the 
detection of low-level contamination is necessary.     As a solution to this issue, a bioanalytical method is expected to be a promising tool for the rapid 
and low-cost detection of PCBs.

Toshiba has developed the tyrosine hydroxylase (TH) assay method, a novel bioassay technology using mouse neuronal cells as a sensor of 
PCBs.     The TH assay method is applicable to high-throughput screening.

1　まえがき

ポリ塩化ビフェニル（PCB）は，絶縁性や不燃性などの優れ
た特性を持つことから電気機器をはじめ幅広い用途に使用さ
れてきたが，その有害性が社会問題化し，1972年以降，製造
及び使用が禁止され，厳重に保管されることになった。しか
し，長期間にわたって保管されてきたため紛失などが起こり，
近年，環境汚染が国際問題になってきた。このため，“PCBな
ど環境に残留しやすい有機汚染物質の廃絶や削減などを行
う”ことを目的とした｢残留性有機汚染物質に関するストックホ
ルム条約（POPs（Persistent Organic Pollutants）条約）｣が
2001年に採択された⑴。現在，わが国やEU（欧州連合）を含
む170以上の国と地域がこの条約を締結している。

国内では，この動きを受けて，2001年に｢ポリ塩化ビフェニ
ル廃棄物の適正な処理の推進に関する特別措置法（PCB 特
措法）｣が施行され，処理基準に従った早期の処理が求められ
ている⑵。

PCBを含む絶縁油やそれを使った変圧器の処理に関する
大きな問題の一つに低濃度PCB含有廃棄物の問題がある。
1972年以前に製造された高濃度のPCBを含む絶縁油だけで
はなく，それ以降に製造された絶縁油の中にも数mg/kg程度
の微量のPCBが混入していることが判明している⑶。このよ
うな低濃度PCBを含む絶縁油を使った機器の量は，電気機
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器が約450万台，ケーブルが約1,400 kmと推計されており，
処理期限に向けて低濃度PCBの迅速なスクリーニング法の
確立が急務である。

東芝は，低濃度PCBの迅速なスクリーニングを実現するバ
イオアッセイとして“TH（Tyrosine Hydroxylase：チロシン水
酸化酵素）アッセイ”を開発した。バイオアッセイとは，生体
機能を利用した検出法（生物検定法）のことである。この方
法では，マウスの細胞にPCBと反応する“センサDNA（デオ
キシリボ核酸）”を組み込み，微量のPCBと接触する細胞を
発光させることでPCBを検出する。ここでは，THアッセイの
仕組み，PCB検出特性，及び検出能力を検証した結果につい
て述べる。

2　THアッセイの検出原理

バイオアッセイは，生物が本来持つ機能を利用して有害物
質の検出と評価を行う方法である。機器分析などに比べて多
検体処理が容易であり，低コストで実施できる。これらの特
長から，有害物質のスクリーニング目的に合った有力な簡易分
析技術として期待されている。

生体内では，PCBなどの多環芳香族炭化水素類（図1）は，
多くの生物が細胞内に持つアリルハイドロカーボン受容体

（AhR）というたんぱく質と結合する⑷。PCBは，細胞の中で
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は不活性化状態にあるAhRと結合することによってAhRを
活性化し，AhRをゲノムDNA上の特定の配列（XRE（Xenobi-
otic Responsive Element）配列）と結合させる⑸。その結果，
XRE配列によって制御されている遺伝子に対して，異常な遺
伝子を活性化し，生物個体に対して“有害性”を発現させる，
というのがPCBの有害性発現機構の一つであると考えられて
いる⑹。PCBを識別する性質を持つ受容体であるAhRと，
PCB存在下でAhRは特定のDNA配列と結合するという生体
機能を工学的に利用したのがバイオアッセイである。

当社は，これまで知られていたXREとは異なるDNA配列
が，PCB受容体であるAhRとよく結合することを見いだした。
その配列が，神経系において，ドーパミン合成を担うTH遺伝
子の一部にあるAHRE-Ⅲ配列である⑺。PCBを識別して受
容するAhRと，活性化したAhRを結合させてセンシングする
AHRE-Ⅲ配列のDNAを使用したのがTHアッセイである⑻。

THアッセイの原理を図2に示す。まず，AHRE-Ⅲ配列と
蛍の発光酵素遺伝子（ルシフェラーゼ遺伝子）を結合させた
人工的なセンサDNAを合成し，マウスの神経細胞 Neuro2a
に組み込んだセンサ細胞N2a-SYを作製した。

N2a-SY細胞に検体を投与すると，もしPCBが含まれてい
れば細胞内のAhRと結合して活性化し，センサDNA上の
AHRE-Ⅲ配列に結合する。活性化したAHRE-Ⅲ配列は隣
接した蛍の発光酵素遺伝子を読み出し，細胞内で発光酵素
が合成され，細胞が発光する（図3）。細胞の発光量を，ルミ
ノメータで測定することで，検体中に含まれるPCBの有無を
判定できる。

3　THアッセイのPCB検出特性

PCBには，置換塩素（Cl）の数と位置によって，209種類の
同族体が存在する。図1において，3，3'，4，4'，5位にClが置
換された5 Cl置換体である3，3'，4，4'，5-ペンタクロロビフェ
ニル（Pentachlorobiphenyl）をPCB126，3，3'，4，5，5'-ペン
タクロロビフェニルをPCB127， 3，3'，4，4'，5，5'-ヘキサクロ
ロビフェニル（Hexachlorobiphenyl）をPCB169と呼ぶ。ま
た，絶縁油に使用されたPCBは複数の同族体の混合物であ
る。代表的なPCBであるカネクロール（KC）では，主に3 Cl
置換体を含むものをKC-300，4 Cl置換体をKC-400，5 Cl置
換体をKC-500，6 Cl置換体をKC-600としている⑼。

三つのPCB同族体（PCB126，PCB127，及びPCB169）と，
四つのPCB混合物（KC-300，KC-400，KC-500，及びKC-
600）に対するTHアッセイの検出特性を図4に示す。PCB単
体の場合，種類によって発光倍率に違いがある。PCB126と
PCB169は高い発光強度を示すが，PCB127は発光がほとん
ど観察されない。PCB126とPCB169はコプラナPCB，PCB-
127は非コプラナPCBと分類される同族体である。メタ位と
パラ位が選択的に置換され，共平面構造（コプラナリティ）を
とる同族体をコプラナ体といい，生物に対して高い有害性を
持つことが知られている⑽。バイオアッセイの測定値は，被験
物質量の多少だけではなく，生理的活性（有害性）の強弱を
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図1．PCB同族体の構造̶ PCBには，置換塩素（Cl）の数と位置によっ
て209種類の同族体がある。
Chemical structure of PCB congeners

PCBの投与

細胞内でAhRと結合

センサDNAと結合
発光酵素の合成

細胞が発光
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細胞センサ（N2a-SY）
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発光
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図2．THアッセイの検出原理̶ THアッセイは，センサDNAが組み込
まれたセンサ細胞N2a-SYにPCBを含む検体が投与されると，センサ
DNAから発光酵素が合成されることを利用してPCBを検出する。
Principle of PCB detection by TH assay

10時間後

一つひとつの粒子がN2a-SY細胞

投与直後

発光画像（拡大）

図3．N2a-SY細胞の位相差顕微鏡写真̶ N2a-SY細胞の発光量をル
ミノメータで測定することで，PCBの有無を判定できる。
Phase-contrast photographs of TH assay (N2a-SY cells)
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反映するため，有害性が特に高いコプラナ体を含む場合に，
高い値が計測される。

KC-300 ～KC-600においても，コプラナ体を多く含むKC-
300の発光量が高い傾向にある。PCB特措法施行基準で定
められたPCB処理基準である，0.5 ppm（5×105 pg/ml，p

（ピコ） ：10－12）では，いずれも検出可能であり，低濃度PCB
のスクリーニングに適用可能であることが示された。

4　THアッセイによる測定

環境省では，低濃度PCBで汚染された廃電気機器などの
処理を効率的に推進するために，絶縁油に含まれる微量PCB
濃度を短時間にかつ低コストで測定できる簡易測定法に関す
る検討を行った。そして，いくつかの測定方法について，「絶
縁油中の微量PCBに関する簡易測定法マニュアル」として公
表している⑾。このマニュアルには，キャピラリーガスクロマト
グラフ／電子捕獲型検出器（GC/ECD）法などの機器分析法
を中心にいくつかの手法が挙げられている。そのいずれの測
定法においても，分析に影響を与えるパラフィン，ナフテンと
いった直鎖状又は環状の飽和炭化水素類や芳香族炭化水素
などの成分を除くための前処理方法が含まれている。

THアッセイを絶縁油中のPCBスクリーニングに用いる場
合にも，同様の前処理工程は不可欠である。細胞の生理活性
を利用するため，細胞の生育を著しく阻害する物質を取り除く
ことが求められる。THアッセイでは，前記の「絶縁油中の微
量PCBに関する簡易測定法マニュアル」で公表されている方
法の一つである｢加熱多層シリカゲルカラム／アルミナカラ

ム／キャピラリーガスクロマトグラフ／電子捕獲型検出器
（GC/ECD）法｣の加熱多層シリカゲルカラム／アルミナカラム
処理を前処理工程として行う。前処理の流れを図5に，前処
理を含むTHアッセイの測定手順を図6に示す。あらかじめ
培養しておいたN2a-SY細胞を使用した場合，測定時間は24
時間である。また，市販のマイクロタイタープレートを使用し
た場合，384検体を同時に処理できるため，多数の検体に対
する簡易スクリーニングに適用可能である。
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図4．THアッセイによるPCB検出特性̶生物に対する有害性が高い
コプラナPCBで強い発光が観測される。
Dose-response curves of PCB congeners obtained by TH assay

TH アッセイ

クリーンアップスパイク＊1

（100 ng/mL のPCB189＊2）

試料 0.1 g

加熱処理（85℃ 60分）

乾燥（85℃）

アルミナカラムと接続
（アルミナ0.4 g）

溶出
（ヘキサン20 mL）

溶出
（トルエン600μL）

DMSOに転溶
（200μL）

多層シリカゲルカラム
（44 %硫酸被覆シリカゲル3.8 g ／
15 %硝酸銀15 %硝酸銅被覆

シリカゲル1.4 g）

＊1：処理回収率を確認するための内標準物質
＊2：2,3,3',4,4',5,5'-ヘプタクロロビフェニル（Heptachlorobiphenyl）

図5．絶縁油試料の前処理̶ THアッセイでは，加熱多層シリカゲル／
アルミナカラム処理を前処理工程として行い，細胞の生育や反応を著しく
阻害する物質を取り除く。
Preprocessing operation for PCB measurement by TH assay

前処理

測定

一晩培養

細胞センサ：N2a-SY
（25 μL/ウェル＊）

384ウェルマイクロ
タイタープレート

被験試料 25μL添加
（DMSO転溶試料

1μL含有）

発光試薬25μL添加
ルミノメータで測定

加熱多層
シリカゲルカラム・
アルミナカラム処理

絶縁油試料
（0.1 g）

DMSO転溶
（200μL）

＊マイクロタイタープレートの一つの穴

図6．THアッセイの測定手順̶ THアッセイは，約24時間で384検体
の同時検出を可能にする。
Procedure for PCB measurement by TH assay
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析技術を補完するものであり，様々な用途における一次スク
リーニング手法としての応用が期待される。
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図7．THアッセイを用いたPCB添加絶縁油の検出̶ THアッセイの
検出感度は，PCB特措法に定められた処理基準を満たしている。
Results of PCB detection in insulating oil by TH assay

5　THアッセイを用いた絶縁油からのPCB検出

絶縁油に含まれるPCBに対するTHアッセイの検出能力を
検証するために，PCBをほとんど含まない絶縁油として認証
されている低濃度PCB絶縁油に定量のPCBを添加した試料
を作製し，THアッセイによる検出を行った。

低濃度PCB絶縁油には，独立行政法人 産業技術総合研
究所 計量標準総合センターの認証標準物質⑿である絶縁油

（NMIJ CRM 7903-a）を使用した。この絶縁油は，26年間使
用した変圧器から採取した電気絶縁油（JIS C 2320（日本工
業規格 C 2320）1種2号）であり，「特別管理一般廃棄物及び
特別管理産業廃棄物に係る基準の算定方法」 ⒀に基づくCl数
別PCB濃度が約6 μg/kg （0.006 ppm）のものである。この
絶縁油にコプラナ体であるPCB126をそれぞれ，0.5 ppm， 
5.0 ppm，及び10.0 ppm添加し，前記の前処理を行った後，
THアッセイによる検出を行った（図7）。THアッセイによる
発光強度は，0.5 ppm以上の全ての濃度において，PCBを添
加していない試料に対して十分に大きく，THアッセイによる
絶縁油中の低濃度PCB検出が可能であることが示された。

6　あとがき

生物が持つ異物を認識する機能を生かして，マウスの神経
細胞をPCBセンサとする生物検定法THアッセイの開発を行
い，これを用いて絶縁油からPCB特措法による処理基準であ
る0.5 ppmのPCBを検出した。

バイオアッセイは取扱いが容易であることから，多検体を扱
う大規模スクリーニングに適した手法であると言える。またバ
イオアッセイは，特定物質の簡易検出という側面だけではな
く，物質の種類を限定せず，例えば特定の細胞や遺伝子に影
響を与える物質のように，同種の生理活性を持つ物質を同時
に検出できるという側面も持つ。これは，従来の高精度な分


