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生体内蛋白糖化反応におけるクレアチンの影響＊

（Creatine interference in the protein modification as AGE formation）

[ Summary ]
Pentosidine, a cross-link structure between lysine and arginine
residue, is one of major advanced glycation end products (AGE).
It is formed by the reaction of ribose with lysine and arginine.
The pentosidine concentration produced by in vitro incubation of
plasma obtained from uremic patients was reported to be higher
than normal plasma, indicating that uremic plasma contains an
enhancer(s) for pentosidine formation [Miyata, T. et al, (1998) J.
Am. Soc. Nephrol., 9:2349-2356]. Since our preliminary study
using monoclonal anti-pentosidine antibody identified creatine as
the most effective enhancer, the purpose of the present study
was to clarify the mechanism by which creatine could contribute
to the pentosidine formation. Lysine was incubated with ribose
in the presence of creatine and analyzed by reverse phase high
performance liquid chromatography. A novel fluorescent peak
(λex/em=335/385 nm) was detected at retention time of 8 min, under
which the authentic pentosidine (lysine was incubated with ribose
in the presence of arginine under identical conditions) was eluted
at a retention time of 12 min. Structural analyses of this compound
revealed a pentosidine-like structure in which the arginine residue
was replaced by creatine. This novel AGE-structure named here
as creatine-derived pentosidine (C-pentosidine) was detected in
plasma of patients on hemodialysis. These results indicate that
the creatine increases the formation of C-pentosidine but not
authentic pentosidine. The basic message from this study is that
creatine plays a direct role as a protein modifier in C-pentosidine
formation, although the clinical significance of C-pentosidine is
still unknown.

キーワード：

advanced glycation end product, AGE-related disorders,
creatine, pentosidine, protein modification
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宮崎　公徳
(Kiminori Miyazaki)
同仁化学研究所

1) はじめに
　日本の65歳以上の人口は1970年に739万人、高齢化率7.1%
であったが、2000年には2,187万人、17.3%となり、この30年
間に急速に高齢化が進行している。2001年調査の日本人の平均寿
命は、男性78.07才、女性84.93才と世界中で最も長寿国となっ
ている一方で、少子化も進み、すでに 65歳以上人口は、0～ 14
歳の年少人口（2000年度1,860万人）を上回っている。今後は更
に高齢者数と高齢化率は増加し、2020年には 65歳以上人口は
3 , 3 3 4 万人、高齢化率は 2 6 . 9 % になると予想されている。

　平均寿命の上昇は医療の進歩、国民生活の向上、社会保障の充

実の成果であるが、このような社会状況において、加齢、生活習

慣に関係する疾病、特に糖尿病患者の数も増加している。平成5年
の調査で糖尿病患者は157万人、平成8年には218万人と言われ
ていたが、現在では約690万人、その疑いを否定できない人を含
めると1,370万人と推定されており、言い換えれば60才以上の5
人に 1人、国民の 9人に 1人の割合で糖尿病の素因を持っている

ということができる。このように日本人の生活様式の欧米化や人

口の高齢化と共に、糖尿病患者数は著しい増加の一途をたどって

いる。

　糖尿病合併症の発症要因としては、①ポリオール経路の亢進、②

メイラード反応、③PKCの活性化、④酸化ストレス説などが提唱
されているが、病態の発症には、これらが互いに密接に関連して

関与していると考えられる。このうちメイラード反応（タンパク

糖化反応）は1912年にMaillardがアミノ酸と還元糖を加熱する
と黄褐色の色素が生成することを発見したことから命名された。

この反応はタンパク質またはアミノ酸のアミノ基と還元糖のカル

ボニル基が非酵素的に反応し、シッフ塩基を経由してアマドリ転

位生成物に至る前期反応と、さらに酸化、脱水、縮合、環化など

を受け、分子間架橋形成や開裂など複雑な反応を経て、蛍光・褐

色変化・分子架橋構造を特徴とする後期反応生成物（Advanced
Glycation End products, AGE）にいたる2つの段階に大別され
る（図 1）。
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　メイラード反応は当初、食品の香りや、長期保存による栄養価

低下に関連した反応であることから食品化学分野での研究が進ん

でいた。1968年にヘモグロビン β鎖のN末端バリン残基にグル
コースが結合したアマドリ転位産物であるHbA1cが発見され、こ

れが血糖コントロールの指標になると、生体反応としてのメイ

ラード反応が注目されるようになった。　　

　さらに、1984年にAGEの特徴の1つである蛍光性物質が脳硬
膜のコラーゲンに加齢に伴って蓄積し、糖尿病患者で有意に高値

を示すことが報告され、生体のAGEが注目されるようになった。
近年、抗AGE抗体を用いた免疫組織化学的手法によって、種々の
生体組織にAGEが蓄積し、この蓄積が加齢や糖尿病含併症や動脈
硬化などの加齢関連疾患で有意に増加することが明らかとなった

（図 2）。

　例えば、糖尿病腎症1）や急性腎不全患者2）の腎臓や、血管壁の

動脈硬化性病巣3）、透析性アミロイドーシスでのアミロイド繊維4,5）、

光老化した皮膚のアミロイド日光弾力線維症 6）、脳神経の海馬

CA4領域7）など病理的条件下での種々のヒト組織においてAGE
修飾タンパクの存在が示され、老化関連疾病の病理においてAGE
修飾の関わりの可能性を示唆している。

　特に糖尿病が動脈硬化症に対して促進的に作用するメカニズム

としては、LDLのグリケーションの観点から、1）LDLがメイラー
ド反応前期で修飾を受けたglycated-LDLは、LDLと比して、LDL
受容体に対するリガンド活性が低下しており、血中消退速度（ク

リアランス）が遅延し、結果として血中コレステロール値上昇を

惹起する。2）LDLが後期反応による修飾を受けAGE-LDLとな
り、AGEレセプターのリガンドとして、細胞に直接作用し、泡沫
細胞を形成するという 2つが考えられている。現在最も受け入れ

図 1　メイラード反応
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られているのは、前者の糖化LDLの代謝遅延説であり、LDLが糖
化（グリケーション）されるとLDL受容体に対する認識が低下し、
クリアランス遅延が起こり血中LDLコレステロールが上昇し、動
脈硬化症の発生、進展に促進的に作用するという考え方である。ま

た、動脈硬化症巣のAGE-LDLは、マクロファージスカベンジャー
受容体を介してマクロファージに取り込まれ、マクロファージを

直接的に泡沫化し、動脈硬化の発症、進展に関与している可能性

も示唆されている。

　また近年、タンパクだけでなく、核酸、特にグアノシンのアミ

ノ基も還元糖の存在下で非酵素的なグリコシル化を受けることが

報告されている 8）。Leeらは高濃度のグルコース 6リン酸に暴露
したプラスミドを用いたモデル系で感染効率の減少と変異率の増

大を示し9）、さらに糖尿病マウスの transgenic embryoでの変異
率の増大はグルコースレベルの上昇と相関し 10）、AGEの形成が
DNAの酸化傷害に関与していることを示唆している11）。これまで

に核酸のAGEとして
N 2-[1-(1-carboxy)methyl]guanosine (CMG)12）、

N 2-[1-(1-carboxy) ethyl]guanosine (CEG)13）、

N 2-[1-(1-carboxy)ethyl] deoxyguanosine(CEdG)14）、

N 2-[2-(1-carboxy-3, 4, 5-trihydroxypentyl)guanosine
(CTPG)15）が知られている。

　このように AGE に関係する研究は疾患の病理のみならず、
DNAの酸化傷害や遺伝子変異の面からも注目を集めている。

2) AGE構造体について
　現在まで生体タンパクに発現するAGEとして図4に挙げた構造
体が知られている。これらは大きく2つのグループに大別され、1
つは、蛍光性で架橋構造を有するもの(fluorescent/ crosslinked)
であり、もう一つは蛍光も架橋性もないもの(non-fluorescent/
non-crosslinked) である。前者に属するものとして、ペントシジ
ン(Pentosidine)、クロスリン(Crossline)、フルオロリンク

(Fluorolink)、ピロピリジン(Pyrropyridine)、ベスパーリジン
(Vesperlysine)、MRX(Maillard Reaction Product X)、
GOLD(Glyoxal-derived lysine dimer)、MOLD(Methylglyoxal-
derived lysine dimer)、DOLD (3-Deoxyglucosone- derived
lysine dimer)、FFIがある。（このうちFFIについては、後に人工
産物であることが明らかとなっている。）

　後者としては、CML(N 
ε
-(carboxymethyl)lysine)、CEL(N 

ε
-

(carboxyethyl)lysine)、ピラリン(Pyrraline)、アルグピリミジン
(Argpyrimidine)、メチルグルオキサールイミダゾロン(MG-
imidazolones)、3-デオキシグルコソンイミダゾロン(3DG-
imidazolones)がある。このうち酸加水分解に対して安定である
PentosidineやCMLなどの構造体は酸加水分解後にHPLCなど
の機器分析によって定量可能であるが、大部分の構造体は酸加水

分解に対して不安定であり、個々の構造体に特異的な抗体を用い

る免疫学的手段によって生体における存在が同定されてきた。

　AGEと細胞の相互作用については、AGEタンパクが網膜血管内
皮細胞に対しては血管新生を促進し周皮細胞に対して増殖抑制効果

図 3　核酸塩基のAGE化[12,13,15]
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を示すことが知られている。血管平滑筋細胞はAGEタンパクを取
りこみ分解する機能があるが、AGEタンパクによって細胞遊走が
誘導され16）、サイトカインの放出、DNAおよびタンパク合成の促
進が惹起されるなど、AGEが糖尿病性細小血管障害や粥状動脈硬
化の原因の一つであることを示している 17）。

　Pentosidineは1989年に構造決定されたAGEでリジン残基と
アルギニン残基が架橋された蛍光性物質である18）。構造に関与し

ている炭素は5個で五炭糖やビタミンCから容易に生成するが、六
炭糖のグルコース、フルクトースなどからも生成する 19,20）。

Pentosidineは酸加水分解に安定であるので、血漿や組織などタ
ンパク質中のPentosidine含量は、タンパク質を酸加水分解した
後に、その蛍光性を利用してHPLCで検出定量が可能である。ま
たポリクローナル抗体を用いた免疫化学的な検出も行われている。

例えば血漿Pentosidineレベルは加齢18,21）、糖尿病22,23）の発症に

相関してヒトの皮膚に蓄積し24）、腎疾患25-32）、急性リュウマチ性

関節炎33,34）で増大することが知られており、さらに加齢や糖尿病

の発症に相関して皮膚に蓄積し、糖尿病性腎症では増加すること

が報告されている 24,35,36）。またアルツハイマー病の脳 37）や海馬

CA4領域7）、糖尿病関連アミロイドーシス5）によっても蓄積する

ことが見出されている。これらのデータは in vivoでPentosidine
と病態生理学的過程とが関連する可能性を示唆している。

3) 目的
　これまで、代表的なAGEの一つであるN 

ε
-(carboxymethyl)

lysine (CML)を始めとして種々のAGEに対するモノクローナル
抗体を用いて、AGE生成と生体内の存在に関する研究が行われて
きた。例えばグルコースと BSAをインキュベートして調製した
AGE-BSA をマウスに免疫して得られたモノクローナル抗体
6D12は主要なAGE構造であるCMLを認識する重要な抗体であ
るが、その後の研究でこの抗体はCMLの他にN 

ε
-(carboxyethyl)

lysine (CEL)も認識することが明らかとなった38）。すなわちBSA
をグルコースなどによってAGE化したAGE‐BSAを用いて免疫
した場合、AGE-BSAにはあらゆる構造のAGEが生成しており、
たとえモノクローナル抗体作成段階でスクリーニングをしていっ

たとしても、あるAGE構造を特異的に認識するモノクローナル抗
体を選択する事は非常に難しい。すなわち構造未知のAGEとの思
わぬ交差反応を示す恐れがある。ましてポリクローナル抗体では、

特定の構造に特異的な抗体を精製して得ることは非常に難しい。

そこで、我々は目的とするAGE構造を化学的に合成し、これをハ
プテン抗原としてマウスに免疫することで目的抗原を高感度かつ

特異的に認識するモノクローナル抗体を作製してきた。

Pentosidineに対してはこれまでに有用なモノクローナル抗体が
作製されておらず、ポリクローナル抗体による報告に留まってい

た 28,32,37）。そこで化学的に合成したPentosidineをハプテン抗原
として用いて免疫し、モノクローナル抗体を作製する必要がある。

　一方でPentosidineの生成過程については、前述のようにペン
トースと等モルのリジンとアルギニンが架橋した蛍光性AGEであ
り、疾患に伴う増大がPentosidineの蛍光性を利用したHPLC検
出によって報告されている。リジンとアルギニンを用いた in vitro
の実験においては、Pentosidineの生成量は、CMLに比べて必ず

しも多いとは言えないにも拘わらず、in vivoでは上述のように加
齢や糖尿病合併症に伴って、Pentosidineの蓄積が増大すること
が知られている。このため、in vivoでPentosidineの生成が増大
するのには、加齢や疾患に関連して増大する何らかの内因性の物

質がPentosidine生成を促進しているのではないかと想定された。
宮田らは、腎疾患患者のヒト血清をin vitroでインキュベートする
と、血清中のPentosidine含量は正常血清に比べて高値を示すこ
とを報告しており、腎疾患患者血清中に存在する分子量5,000以
下の物質がPentosidine生成促進に寄与しているのではないかと
提唱している25）。そこで我々はPentosidineに対するモノクロー
ナル抗体を作製し、その抗体を用いてPentosidine生成過程の解
析を行った。

　まず（1）Pentosidineに対するモノクローナル抗体を作製し、
（2）in vitroでBSAとリボースをインキュベートしてPentosidine
を生成するモデル系を作り、モノクローナル抗Pentosidine抗体
を用いた免疫化学的方法とHPLCによって、生成した
Pentosidineを検出する系を構築した。（3）さらにこの検出系を
用いて加齢や疾患で増大すると考えられ、Pentosidine生成に関
与する内因性物質の探索を行った。その結果、内因性物質が関与

してPentosidine生成の増大をもたらすのではなく、新規なAGE
構造体（C-pentosidine）を生成することを見出した。（4）この
C-pentosidineを in vitroで合成後単離して、構造解析を行い、モ
ノクローナル抗Pentosidine抗体を用いて免疫化学的検討を行っ
た。さらにHPLCによって生成量の時間変化を追跡したところ、
同じ条件であればPentosidineよりC-pentosidineの方が、生成
速度が速いことが明らかとなった。また（5）透析患者の血漿及び
尿サンプル中から、この新規なAGE構造の検出定量を行った。し
かしながらこちらは、検出できた試料数が少なく、疾患との因果

関係を断定できるには至っていない。

　このように内因性物質により、Pentosidine類似のC-
pentosidineを生成する可能性が示唆され酵素免疫測定法（EIA）
によるタンパク中のPentosidine測定に影響を与えている可能性
が示唆された。

4) 抗Pentosidine抗体の作製
　アルギニン、リジン及びリボースから化学的に合成、単離した

PentosidineをWSC、Sulfo-NHSを用いてHSA(ヒト血清アル
ブミン)に結合し、これを常法に従ってBalb/cマウスに免疫した。
脾臓細胞をミエローマ細胞と融合することでハイブリドーマを作

製し、ハイブリドーマを移植したマウス腹水からモノクローナル

抗Pentosidine抗体を得た。本抗体（Clone#1C12）は
Pentosidineと強く反応する一方で、Pentosidine生成の出発物
質であるL-リジンやL-アルギニンやその類似体であるL-N-モノ
メチルアルギニン（L-NMMA）、クレアチン、クレアチニンとは全
く反応しなかった（図5）。一方、構造がPentosidineの一部と類
似している2-アミノベンズイミダゾール（NH2-BzIm）は反応し
たが、同様に類似している臭化N-プロピルピリジニウム（Pr-
P y r i d i n i u m）は反応しなかった。以上の結果から本抗体は
Pentosidineと 2-アミノベンズイミダゾールの共通構造である、
9員環ヘテロ環状構造を認識すると考えられた。
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5) 抗 Pentosidineモノクローナル抗体を用いた
Pentosidine生成モデル系の評価

　BSAをリボースと共にリン酸緩衝液中60℃で一定期間インキュ
ベートし in vitroで Pentosidineを生成するモデル系を調製、
ELISAでPentosidine生成量を評価した。図 6に示したように、
Pentosidineの生成は、インキュベート時にクレアチンなどを添
加することで促進された。添加物によるPentosidine生成増大の
理由は、以下の2つの理由が考えられた。1）添加物によってBSA
上のリジン、アルギニンとリボースによるPentosidine生成が促
進されている。2）添加物が直接Pentosidine生成反応に関与し
Pentosidineと類似の構造を生成している。2）についてさらに検
討したところ、クレアチンとリジン、リボースだけをインキュベー

トした場合、HPLCでPentosidineと同じ励起波長335 nm、蛍
光波長 385 nmで検出される蛍光特性を持ち、Pentosidineとは
保持時間が異なる成分が検出された（図7）。このことから、クレ
アチンのグアニジノ基がアルギニンのそれと同じように反応して、

クレアチンがPentosidineの骨格に取り込まれた構造体が生成す
るのではないかと考えた。蛍光特性は化合物の芳香環の骨格に由

来するので、この新規な成分の蛍光特性が類似しているというこ

とは同じ芳香環構造を有していることを示し、またHPLCのリテ
ンションタイムは分子の極性構造や、分子の大きさに依存するの

で、この場合Pentosidineよりも幾分極性の高い構造あるいは、分

子量が小さいと考えられた。この成分をクレアチン由来

Pentosidine類似体として、C-pentosidineと命名した。

　また図8に示したように抗Pentosidine抗体は、競合法ELISA
でC-pentosidineに対して有意に反応性を示した。
（C-pentosidine：IC50＝1 µmol/l、Pentosidine：IC50＝6 nmol/l）
本抗体はクレアチンやアルギニンのような単純な構造には反応せ

ず、2-アミノベンズイミダゾールのような9員環へテロ環状構造
を持ったものとは交差反応を示すことから、C-pentosidineが
Pentosidineや2-アミノベンズイミダゾール同様に、9員環へテ
ロ環状構造を持つことが示唆され、これはNMRやMSによる構
造解析の結果と一致した。すなわちC-pentosidineはクレアチン
が Pentosidine構造に取りこまれた構造であることが明らかと
なった。

6) ヒト血漿中及び尿中のC-pentosidineの検出
　透析を受けている腎不全患者 5名から得た血漿と正常者 5名の
血漿を加水分解し、HPLCで分析した 40）。メジャーピークは図 7
に示したそれぞれに特徴的なリテンションタイムから C -
pentosidineまたはPentosidineと帰属した。我々のHPLCで決
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図 5　競合法ELISAによるモノクローナル抗Pentosidine抗体の反応性
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定した Pentosidineの血漿中のレベルは健常者で 0.43± 0.20
nmol/ml透析患者で1.46±0.85 nmol/mlであった (表1)。これ
らの値は伊豆原らが報告した値とほぼ同じである28）。さらに健常

者及び透析患者の血漿中のC-pentosidineを検出定量した。健常
者の血漿C-pentosidineレベルは無視できるか、現在のシステム
では検出限界以下であるのに対し、透析患者の血漿C-
pentosidineレベルは、健常者よりも顕著に高かった。透析患者で
のC-pentosidineの最大レベルは 0.38 nmol/mlでこれは透析患
者のPentosidineの値(1.46 nmol/ml)より小さいが、健常者の
Pentosidineのレベル(0.43±0.20 nmol/ml)と同程度であった。

C-pentosidine Pentosidine
(nmol/ml plasma) (nmol/ml plasma)

Normal subjects (n= 5) 0.06 ± 0.06 0.43 ± 0.20
HD patients (n= 5) 0.19 ± 0.19 1.46 ± 0.85

7) 生理的条件でのC-pentosidineの生成
　リジン、クレアチン、リボースを生理的条件下（pH 7.4, 37℃）
でインキュベートした場合のC-pentosidine生成は、リジンとア
ルギニン、リボースを同一条件で反応させPentosidineを生成す
る場合より速いことが示された。血清あるいは血漿中のクレアチ

ンとアルギニン濃度を各臨床検査会社の基準値41）の平均から算出

するとそれぞれ24～84 nmol/ml、44～120 nmol/mlである。ア
ルギニン濃度は、HPLCによるアミノ酸分析であるから、タンパ
ク中のアルギニンすべての濃度を意味している。これからわかる

ように、正常な状態では血液中ではクレアチンとアルギニン濃度

は 20～ 120 nmol/mlとほぼ同じ濃度域にある。従って、アルギ
ニンとクレアチンが同濃度であった場合は、クレアチンが反応し

たC-pentosidineの方が多く生成すると考えられる。

8) Pentosidineの生成機構について
　C-pentosidineはPentosidineのアルギニンがクレアチンに置
換した構造的類似点を有しているので、その生成機構を考える上

では、まずPentosidineの生成機構を理解する必要がある。最近
Pentosidineの生成機構に関して、興味ある報告がなされた。
Ledererらは n-butylamineがグリオキサール、メチルグリオキ
サール、3-デオキシグルコソンと反応してシッフ塩基を形成し、引
き続きそれがクレアチンと反応して、“glucosepane”あるいは
“pentosinane”と呼ばれるイミダゾール誘導体を生成し、この
pentosinaneが酸化されることでPentosidineが生成することを
示している 44-47)（図 9）。

　Ledererらの仮説を引用してC-pentosidineの生成機構を考え
ると、図10に示したルートを考えることができる。すなわち、メ
イラード反応の前期段階で、リボースがタンパクのリジン残基と

反応し、シッフ塩基 (compound l) を形成し、compound lはク
レアチンのグアニジノ基と反応しcompound llを生成する。これ
はよく知られた通常のPentosidine生成においてアルギニンのグ
アニジノ基と compound lが反応するのと同様の機構である。次
にcompound llは環化、脱水素化、縮合反応を受けてcompound
lllを経てC-pentosidineを生成すると考えられる。
　

表 1　ヒト血漿中のPentosidine、C-pentosidineの検出
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　以上のようにクレアチンがアルギニンと同様に反応して

Pentosidine類似のAGE構造であるC-pentosidineを生成する
と考えるには矛盾がない。特にクレアチンが高値を示す疾患にお

いては、C-pentosidineの生成はより亢進していると考えられ、C-
pentosidineが今後、新たなAGEとして注目されると期待される。
リジンとアルギニン残基の架橋構造であるPentosidineはAGE
構造の一つであり、種々の疾病との関連が報告されている。本研

究では1)リジンとリボース、クレアチンのインキュベーションで
はPentosidine類似化合物(C-pentosidine)の生成をもたらした。
2)この化合物の構造解析では通常のPentosidineのアルギニン部
分がクレアチンで置換された構造であることが明らかとなった。

3)透析患者血漿でC-pentosidineが検出され、クレアチンがタン
パク質の修飾とC-pentosidineの生成を促進していることが明ら
かとなった。

　初めに述べたように宮田らは 25）腎症患者の血漿中に存在して

Pentosidine生成を増大させる化合物の分子量は5,000以下であ
ると提唱している 25）。この化合物の同定は未知であるが、彼らの

知見は本研究の知見と矛盾していない。なぜならin vitroでのBSA
とリボースによるPentosidine生成はクレアチンの存在によって
2.5倍以上と顕著に増大した。さらに、杉山ら 48）は血漿

Pentosidineレベルが血漿クレアチンレベルと著しく相関してい
ることを報告している。上述の知見と現在の我々の結果は、クレ

アチンがこの内因性の促進物質かその前駆体の一つであるという

考えを示唆している。

　クレアチンはクレアチンpathwayでグリシンとアルギニンから
S-adenosylmethionineによって生じるグアニジノ酢酸のメチル
化によって生成する。その98％は筋に取りこまれ、筋肉内ではク
レアチンリン酸に合成されてエネルギー源となっている。クレア

チンは血清中には1 mg/dl（76 nmol/ml）程度以下しかなく、尿
細管で吸収されるので尿中には微量にしか存在しない。しかしそ

の代謝産物であるクレアチニンは腎糸球体から濾過された後、ほ

とんど再吸収されずに尿中に排出される。そのため腎機能障害、腎

不全では血中クレアチニンが高値を示すことが知られている。一

方でクレアチンは筋肉で消費されるので、筋ジストロフィー症、筋

萎縮性側索硬化症のような筋疾患において、血清、尿中クレアチ

ン値が高値を示すとされている。筋疾患時にクレアチンが高値を

示す機序はわかっていないが、筋崩壊や膜の異常に伴う筋肉への

クレアチンの取り込みの異常、筋中への保持の異常などが考えら

れている。腎機能障害においては、血中クレアチニン値は高値を

示すがクレアチンは影響されないと考えられる。今回、腎不全患

者の血漿サンプルを用いて血中C-pentosidineの生成を確認しよ
うとしたが、その検出検体数は少なく、十分な結果を得ることは

できなかった。また透析前クレアチニン値は 7.0～ 12.6 mg/dl
（= 618～1,113 nmol/ml）と正常の10倍もの高値を示していた
が、Pentosidine、C-Pentosidineとの有意な相関を見出すこと
ができなかった。

　正常状態ではクレアチンレベルと、アルギニンレベルは共に

100 nmol/ml前後であり大きな差がない。従ってこれらの条件下
ではクレアチン濃度がさらに高まることで、C-pentosidineは
Pentosidineに比較してin vivoでもより効率的に生成すると期待

される。我々の in v i t ro の実験は C-pentosidine の生成が
Pentosidineの生成よりも速いことを示したが、透析患者での血
漿C-pentosidineレベルはPentosidineのそれよりも 30%しか
ない（表1）。これは、血漿中ではPentosidineの大部分は、血漿
タンパクに多量に存在するアルブミンのアルギニン残基とリジン

残基から生成すると考えられるので、Pentosidine類の総量とし
ては、通常のPentosidineの方がC-pentosidineよりも多量に存
在すると考えられる。実際、血漿サンプル中のPentosidine類を
HPLCで測定した場合にも、通常のPentosidineの方が顕著に多
かった。

　血漿Pentosidineレベルは多くの報告ではHPLC分析18,22,25,26,28-

30,36,40,48）とポリクローナル抗Pentosidine抗体を用いたELISA5, 32）

で決定されている。C-pentosidineの構造は通常のPentosidineに
非常に似ている。事実、C-pentosidineは我々のモノクローナル抗
Pentosidine抗体によって認識され、またHPLC分析でのリテン
ションタイムは通常のPentosidineのそれと近い。それ故、血漿
PentosidineレベルはC-pentosidineによって過大評価されている
可能性も考えられる。

9) おわりに
　加齢や糖尿病に対するAGEの寄与について、AGEが疾病の要
因であるのか、あるいは痕跡であるのかを検討する上では、AGE
の生成機構の解明が重要である。本研究ではC-pentosidineは以
下の性質を持つことが明らかとなった。

　1） Pentosidineと類似の蛍光特性を持ち、Pentosidineと類似
の芳香環構造を持つ。2） Pentosidineとは異なるリテンションタ
イムを持つ。3） 抗Pentosidine抗体に対して反応性をもつ。4）
NMRで芳香環領域の構造はPentosidineと同じである。5） 構造
中にクレアチンのN-メチル基が存在する。6） これらの結果を支
持する構造として提唱した構造は質量分析において、矛盾しない

分子量を与えた。したがって、我々はこの分子がクレアチンのグ

アニジノ基がリジン-リボースと反応して取り込まれた構造である
と考えている。

　生体内でクレアチンがタンパク質の修飾に関与し C -
pentosidineの生成を促進することが明らかとなり、AGEが関与
する疾病に関する知見が得られた。

＊本研究は熊本大学医学部生化学第二教室（堀内 正公 教授）にお
いて行われた 49）。
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現在の研究テーマ：抗ニトログアノシン抗体の開発

　　　　　　　　　タンパク糖化反応（AGE）関係

近日発売

遺伝子傷害検出抗体

抗ニトログアノシン　モノクローナル抗体 (Clone# NO2G52)
Anti-Nitroguanosine monoclonal antibody (Clone# NO2G52)

50 µg (1mg/ml, 50 µl)

抗ニトログアノシン　ポリクローナル抗体
Anti-Nitroguanosine polyclonal antibody

50 µg (200 µg/ml, 250 µl)
＜特長＞

 • 遺伝子傷害のマーカー
 • 高い特異性、免疫組織染色、ELISAで使用可能
 • モノクローナル抗体サブタイプ：IgG1

　8-ニトログアノシンは、生体内で血管の弛緩を制御し血圧調節
をつかさどっている一酸化窒素（NO）と、活性酸素（スーパーオ
キシドアニオンラジカル）によって生じる過酸化亜硝酸（パーオ

キシナイトライト）によってDNAやRNAがニトロ化された核酸
です。生体組織が炎症を起した際には、多量のNOが産生され、多
くの過酸化亜硝酸が生じグアノシンをニトロ化することが知られ

ています。化学修飾を受けた核酸塩基は、細胞分裂によって遺伝

子を複製する際に、翻訳の間違いを引き起こし、本来G-Cの対で
あった部分が、分裂と共にT-A対に置き換えられた遺伝子変異を
引き起こすと言われており、癌組織中にはT‐A配列が多く存在す
ることが知られております。これらのことから、8-ニトログアノ
シンは発癌や遺伝子変異に関与した遺伝子傷害の指標として注目

されています。

8-ニトログアノシンの構造

　今回、熊本大学  赤池孝章先生らのグループと共同で抗ニトログ
アノシン抗体を開発致しました。赤池先生らはまず、ポリクロー

ナル抗体を用いて、インフルエンザ感染マウスの肺上皮細胞の炎

症を起した場所でニトログアノシンが多量に生成していることを

発見しました。ニトログアノシンの局在は抗 iNOS抗体で染色し
た iNOS発現部位と一致し、過剰に産生したNOによってニトロ
グアノシンが生成していることが示唆されました1)。NOがウィル
ス遺伝子の変異をもたらすことは知られており2)、ニトログアノシ

ンがNO由来の遺伝子変異に関与していることが考えられます。
その後、力価の高いモノクローナル抗体で検討を進めていくと、ニ

トログアノシンは炎症部位以外にも正常な細胞でも微量ながら生

体内に広く存在し、遺伝子傷害の指標としてだけではなく、生体

内での酸化還元に関与し、生体機能を調節する因子として作用し

ていることが示唆されました。抗ニトログアノシン抗体を用いれ
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ば、細胞内、特にヌクレオチドプールにあるニトログアノシンの

存在を免疫組織化学的染色によって、検出することができ、ニト

ログアノシンの役割や遺伝子傷害や発癌機構の解明に役立つもの

と期待されています。

モノクローナル抗体 (Clone# NO2G52)
　モノクローナル抗体は、8-ニトログアノシンとその塩基である
8-ニトログアニンに強く反応しますが、正常なヌクレオシドや核
酸塩基には反応しません。また酸化ストレスのマーカーである8-
ヒドロキシグアニン、8-ヒドロキシデオキシグアノシン、3-ニト
ロチロシンとも交差しない上、構造的に8-ニトログアニンと類似
しているキサンチンや2-ニトロイミダゾールとも交差しないなど、
抜群の特異性と高力価を有しています。

　下図はプレートに固相化した 8-ニトログアノシン結合 BSA
（NO2-Guo-BSA）と各種の物質に対する、本抗体の反応を競合法
ELISAで検定したものです。8-ニトログアノシンと8-ニトログア
ニンに対してのみ、競合物質の濃度に依存した右下がりの曲線を

与え、本抗体が反応していることを示しています。他のヌクレオ

シド等は反応しないため、競合物質の濃度に関係なく本抗体は固

相化したNO2-Guo-BSAに反応し、ほぼ一定の値を示します。

モノクローナル抗体NO2G52の反応性

〈用途〉

 • ELISA（1 µg/ml）、免疫組織染色（10 µg/ml）

〈モノクローナル抗体NO2G52の反応性（IC50（µmol/l））〉
 • 強く反応する(10 µmol/l)
　　8-NO2-Guanosine, 8-NO2-Guanine
 • わずかに交差反応あり(>1mmol/l)
　　8-Br-Guanosine, 8-Br-Guanine, 8-Cl-Guanine
 • 交差反応なし

Guanosine, Guanine, 8-OH-Guanine,  8-OH-
deoxyGuanosine, Xanthine, Adenine, Adenosine, Thym-
ine, deoxyThymidine, Uracil, Uridine, 3-NO2-Tyrosine, 2-
NO2-Imidazole, Cytosine

　本抗体はわずかに 8-Br-グアノシン、8-Br-グアニン、8-Cl-グ
アニンと交差反応を示しますが、これはグアニンの 8位近傍を正
確に認識する力価が高いためと考えられます。8-ニトログアノシ
ン、8-ニトログアニンとの反応性の差は100倍以上ありますので、
問題なく使用できます。

ポリクローナル抗体
　ポリクローナル抗体も8-ニトログアノシンと8-ニトログアニン
にのみ反応し、正常なグアノシン、グアニンには反応しません。ま

た8-ヒドロキシグアニンや、3-ニトロチロシンとも交差しません。
ウサギ由来であるためマウスなどげっ歯目の組織染色に適用でき

ます。

ポリクローナル抗体の反応性

〈用途〉

 • ELISA（5 µg/ml）免疫組織染色（10 µg/ml）

〈ポリクローナル抗体の反応性(IC50(µmol/l))〉
 • 強く反応する(10 µmol/l)
　　8-NO2-Guanosine, 8- NO2-Guanine
 • 交差反応なし
　　Guanosine, Guanine, 8-OH-Guanine, 3- NO2-Tyrosine

　組織染色での吸収試験用として8-ニトログアニンも近日発売予
定です。予め過剰の8-ニトログアニンで処理した抗体を添加した
染色像が陰性であれば、抗体による陽性像は非特異的染色ではな

く8-ニトログアノシンまたは8-ニトログアニンを検出しているこ
とを意味します。

参考文献
 1) T. Akaike, S. Okamoto, T. Sawa, J. Yoshitake, F. Tamura, K. Ichimori,

K. Miyazaki, K. Sasamoto, and H. Maeda, Proc. Natl. Acad. Sci. USA,

100 (2), 685 (2003).

 2) T. Akaike, S. Fujii, A. Kato, J. Yoshitake, Y. Miyamoto, T. Sawa, S.

Okamoto, M. Suga,  M. Asakawa, Y. Nagai, and H. Maeda, FASEB

J., 14, 1447 (2000).
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新製品

Total RNA抽出キット

Get pureRNA Kit

＜特長＞

 • フェノール、クロロホルム等有害な有機溶媒を使用しない。
 • 高純度な Total RNAを高回収率で抽出できる。
 • 動物細胞、組織および血液からの抽出が可能。
 • 大量サンプルからの抽出が可能。
 • RT-PCR、ノーザンブロット等に使用できる。

＜キット内容＞
50 samples
・Lysis buffer 13 ml   x 2本
・Precipitation solution I 13 ml   x 1本
・Precipitation solution II 8 ml   x 1本
・DNase 0.55 ml　x 1本
・DNase dilution buffer 12 ml   x 1本

＜保存方法＞

本キットは冷蔵（0～ 5℃）で保存して下さい。

　Total RNA抽出には酸性フェノール法（AGPC法）が用いられ
てきましたが、有害な有機溶媒を使用すること、フェノール等の

キャリーオーバーにより、下流のアプリケーションを阻害するな

どの問題がありました。また、スピンカラム法でのキットでは、

RNAは水溶液として回収されるため、任意の濃度に調製できない
という問題がありました。

　Get pureRNA Kitは、溶解液、タンパク除去液およびDNase
溶液により構成されており、フェノール、クロロホルム等の有害

な有機溶媒を一切使用せず、1時間程度で高純度なTotal RNAを
ペレットとして得ることができます。また、スピンカラムやフィ

ルターチューブを用いるキットに比べ、大量のサンプルからでも

高純度なRNAの抽出が可能です。本キットは少量の組織や血液、
あるいは培養細胞で容易に行えるため、複数のサンプルを処理す

る際もご使用いただけます。

図 1　抽出 Total RNAの電気泳動

Lane 1: RNA Marker
Lane 2: HeLa Total RNA (Run 1)
Lane 3: HeLa Total RNA (Run 2)

1%ホルマリン変性アガロースゲル

表 1　Total RNA回収量とその純度

*上記A260/A280値は、回収したRNAを TE buffer(10 mmol/l Tris, 1 mmol/l
EDTA, pH8.0)に溶解した際の値です。DEPC-treated waterに溶解すると、
A260/A280値が低く算出される場合があります。
*サンプルサイズにより1キットで可能な抽出回数は異なりますのでご注意くだ
さい。細胞1 x 106 ～1 x 107 cells、組織25 ～30 mg、血液200 µlのとき50

回抽出できます。

＜操作方法＞　

例) 細胞からの Total RNA抽出

　品名　　　　容量　　　　　　価格（￥）　　　メーカーコード

Get pureRNA Kit
50 samples 18,000 GK04

Sample
Recovery

A260/ A 280
 (µg)

HeLa (1 x 107 cells) 90 - 150 2.0-2.2

HeLa (1 x 108 cells) 800 - 1400 2.0-2.2

Mouse liver (20 mg) 60 - 75 2.0-2.2

Mouse liver (1.0 g) 3800-4400 2.0-2.2

Mouse brain (30 mg) 15 - 25 2.0-2.2

Mouse brain (1.0 g) 700-1000 2.0-2.2

Blood (5 ml) 70 - 120 2.0-2.2

1 2 3

細胞サンプル（1×107cells）�

500 µI Lysis buffer

200 µI DNase working solution

50 µI Precipitation solution I

50 µI Precipitation solution II

5 µI β -Mercaptoethanol（別途準備）�

100 µI Precipitation solution I

室温で遠心分離（13,000xg以上、 5分間）�

室温で遠心分離（13,000xg以上、 5分間）�

室温で遠心分離（13,000xg、 2分間）�
上澄みと同量のエタノール添加�

＊上澄みに沈殿物が混入している際は再度�
　遠心分離し上澄みのみを回収してください�

上澄みと同量のエタノール添加�

1 ml 70%エタノール�

室温で遠心分離（13,000xg、 2分間）�

室温で遠心分離（13,000xg、 2分間）�

1ml 70%エタノール�
室温で遠心分離（13,000xg、 2分間）�

インキュベート（37℃、 15分間）�

＊�

上澄み�

上澄み�

沈殿�

沈殿�

沈殿�

Total RNA pellet
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1．はじめに
　ゲノム情報を利用していくためには、遺伝子を取得するだけで

は不十分である。遺伝子の機能、言い換えれば遺伝子から発現す

るタンパクの機能を知ることが不可欠である。ゲノムワイドな視

点からタンパク機能を研究する分野をプロテオミクスというが、

これがポストゲノム研究の中心課題である。プロテオミクスは、タ

ンパクの量的変化、機能的変化、構造的変化、相互作用、さらに

タンパク全体のネットワークの解析など、極めて広範囲なカテゴ

リーを含む。しかし、遺伝子に比べ、タンパクは極めて複雑な性

質を有しており、現状の技術では、アプローチが困難であるのが

現状である。ここではまず、プロテオミクス研究の重要なツール

として期待されるプロテインアレイ及びペプチドアレイについて

概説し、その内の 1つであるタンパク検出用のアレイについてご
紹介する。その後、何回かに分けて各タイプのアレイに関しても

解説してみたい。

2．プロテインアレイ・ペプチドアレイの分類
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　(Fig.1)

　プロテインアレイは、何を目的とするかで、大きく分けて 2つ
のタイプに分類できる。1つは、これまでDNAアレイを用いて行
われてきた遺伝子発現差解析の流れを汲むものである。すなわち、

これまでmRNAの量的変化で評価してきたものを、その最終生成
物であるタンパクの量的変化で直接見ようとするものである。一

方、もう一つのアレイは、調べたいタンパクや薬物などが結合す

る標的タンパクを探そうとするものである。言い換えれば、タン

パク間、タンパク－小分子、タンパク－核酸などの相互作用を直

接評価することを目的とするアレイである。Kodadekは、前者を
Protein-detection array、後者を Protein-function array、

ケミストからみた
ポストゲノム

6
～プロテインアレイ（１）タンパク検出用プロテインアレイ～

九州大学工学研究院応用化学部門

片　山　佳　樹

MacBeathは、前者をQuantitative proteomics、後者を Func-
tional proteomicsと呼んでいる 1, 2)。両者は、全く異なるもので

あり、要求される条件やアプローチ法、現状における問題点も大

きく異なるため、別個に考える必要がある。これに対し、ペプチ

ドアレイは、よりコンビナトリアルケミストリーの側面を有し、酵

素の基質探しやインヒビターの探索などに用いられる 3)。

3．タンパク検出用アレイ
3-1：背景
　DNAアレイの開発は、疾患などにより遺伝子の発現状況がどの
ように変化するかをゲノムワイドに調べることを初めて可能にし

た。これにより、種々の疾患に関連すると思われる多くの遺伝子が

発見されてきた。この手法は、遺伝子から転写されるmRNAのレ
ベルの変化を正常細胞の状況と直接比較するものである。しかしな

がら、mRNAの量と、それから翻訳されるタンパクの量には密接
な相関が無く、ある場合には20倍以上も異なることが分かってき
ている4)。さらに、タンパクは、リン酸化、糖化、アセチル化など

の翻訳後修飾や限定分解により、機能の全く異なる状態に変化す

る。この様な理由から、mRNAレベルでの発現状況のパターンか
らは、間接的な情報しか得られない。従って、より直接的な情報

を得るためには、どうしてもタンパク全体の発現状況

（Proteome）を検討する必要がある 5)。この様な目的のために現

在、もっともよく用いられる手法は、2次元電気泳動である6)。こ

の手法は、通常のゲル電気泳動と等電点電気泳動をそれぞれ90度
異なる方向に行うことによって、細胞内に発現した全タンパクを

Fig.1 Two major type of protein array
a) Protein array for the detection of protein expression.
b) Protein array for the investigation of protein or ligand function

Cell lysate
(protein mixture)

Ligand array 

Each protein is detected by
direct labeling, labeled antibody,
mass spectrometry or SPR

(a)

Protein array

Fluorescent label 

Protein or other molecule,
that is interested Molecular interaction is detected

by direct labeling, labeled antibody,
 mass spectrometry or SPR

(b)
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バイアス無しに全て分離、検出しようとするものである。分離さ

れたタンパクのスポットは、銀染色などで可視化し、同定はマス

スペクトル(TOF-MS等)で行う。ところが、銀染色では感度に問
題があることに加え、タンパクの量は、大きいものでは 106倍も

異なるため、量的に少ないタンパクは検出が困難である7)。しかし

ながら、重要なタンパクには量が少ないものが多い。さらに、ハ

イスループット化が困難であることや、マススペクトルは定量性

の問題があることも欠点である。

　一方、全タンパクの発現量変化を見るのではなく、特定の標的

タンパクの変化を追跡するのであれば、検出はもっと楽になる。

Paweletzらは、laser captured microdissectionにより取得し
たガン病変部位の溶解液(lysate：すなわち全タンパクの混合物)
を、ガラススライドに保持したニトロセルロース膜に 3 nl (250-
300 µm)づつスポットし、対象タンパクに対する抗体を用いて検
出した8)。検出はELISA法を利用し、蛍光標識抗体、あるいはHRP
標識抗体を用いた化学発光法により、リン酸化型ErkやAkt、切断
型Caspase-7やPARPの量的変化を計測している。その結果、ガ
ンの進行に伴い、リン酸化Erkは減少し、リン酸化Aktは増加す
ることを見出した。しかしながら、この様な手法では、感度が低

い(1 ng/ml)ことと、一度に多くの対象を計測できないのが難点で
ある。これに対し、もし基板上に、予め各タンパクを認識して結

合するサイトを設けておけば、それぞれの場所にタンパクを捕捉

し、最適の検出法で必要なタンパク群の量的変化を直接評価でき

る。これを可能にするのが本プロテインアレイである。また、DNA
アレイでは本質的に不可能な、タンパクの翻訳後修飾の変化を見

ることができるのが利点である。一方、本手法では扱えるのが既

知タンパクに限られるのが欠点である。

3-2：リガンドの取得
　基板上の所定の位置に目的タンパクを捕捉するためには、それ

らを特異的に認識して結合するリガンドが必要である。そのよう

なリガンドとして最も可能性の高いものは抗体であろう。Silzelら
は、4種の IgGモノクローナル抗体をポリスチレンフィルムにス
ポットして同時分析を試みた9)。これが最初の例である。その後、

多くの例が報告されており、例えば、Schweitzerらは75種類の
抗サイトカイン抗体をアレイ化している 10)。しかしながら、もし

ゲノムワイドなタンパクの量的変化を追跡しようとするなら10万
～100万種の抗体が必要であり、この様に多種類の抗体を如何に
取得するかが問題である。ある程度網羅的解析をしようとするな

ら、少なくとも1000種の抗体は欲しいところである。しかしなが
ら、従来の動物やハイブリドーマを用いる手法では,手間と時間が
かかりすぎ、現実的ではない。ファージディスプレイを用いる単

鎖抗体のスクリーニング 11)は、将来的に可能性のある手段である

が、如何に結合力と特異性の高い抗体をハイスループットでスク

リーニングできるかが今後の課題である。

　抗体以外のリガンドとしては、アプタマーがある 12-14)。アプタ

マーは、核酸やタンパクの一部の配列をランダムに変化させて、特

定の分子に結合するものをセレクションすることで得られる。抗

体よりもセレクションが楽で効率がよい。特にDNAやRNAアプ
タマーの場合は、PCRと結合アッセイを組み合わせることで、高
速でのセレクションが可能である 12, 13)が、一方で、それ自身が負

荷電を有しているので、タンパクの表面荷電の影響が大きい。タ

ンパクアプタマーとしては、チオレドキシンを基本とするものが

よく知られている。チオレドキシンは、小さく安定であることに

加え、ループ部分に配列を種々変化させても全体の構造に影響を

及ぼさない領域が存在し、この部分をアプタマーとして利用でき

る 14, 15)。アプタマーでは、如何に標的タンパクとの結合力の大き

いものを取れるかが鍵である。SomaLogic社は、タンパクに結合
後、光照射でタンパクと共有結合するフォトアプタマ－の利用を

検討している 16)。

　コンビナトリアルケミストリーにより合成される小分子も、潜

在的にはタンパクのリガンドとなりえるが、1つの基本骨格で多種
類のタンパクに適応できる一般性を有するとは考えにくい。その

ような中で、ペプチドリガンドは、タンパクとの結合力が高いも

のが得られることが示されており（Kd=10-9～ 10-12mol/l）、リガ
ンドとして使える可能性がある 17)。

　いずれにしても、実用的な性能を有するリガンドを多種類確保

することは、今後の大きな課題である。

3-3：検出法
　タンパク検出用のアレイは、基本的にはイムノアッセイのアナ

ログである。従って、イムノアッセイの利点を有する反面、その

欠点も同時に有している。

　DNAアレイで行われてきた発現差解析をタンパクレベルで行う
には、コントロール細胞と対象細胞でのタンパク存在量を直接比

較しなければならない。この様な目的のための最も簡単なアプ

ローチは、双方の細胞に存在する全タンパクを、それぞれ異なる

蛍光色素で標識するDual color approachである(Fig.2(a))18)。例

えば、試料細胞の溶解液に存在するタンパクをCy5、コントロー
ル細胞溶解液に存在するタンパクをCy3で標識して、両者を混合
して抗体アレイと反応すると、各タンパクの量的変化が蛍光によ

り評価できるはずである。例えば、146種類の抗体を固定したア
レイを用いて、放射線処理細胞と未処理細胞の溶解液をこのア

プローチにより比較することで、ストレス応答や細胞周期調節に

関するタンパクの発現量変化が評価できた例がある19)。しかし、タ

ンパクは核酸と異なり、PCR法などに対応するサンプル増幅法が
無いため、検出シグナルの増幅を行わないこの様な手法では、検

出感度が低く（µg/mlよいものでもng/ml）、発現量が少ないタン
パクの検出が困難である。検出シグナルを酵素反応により増幅す

ると 3ケタほど感度の向上が期待できる。タンパクを蛍光標識す
る代わりにビオチン標識し、抗体アレイに結合後、酵素標識アビジ

ンを用いてシグナルを増感する手法20)が報告されている(Fig.2(b))
が、Dual color approachが使えないため、直接比較ができない。
リンパ球表面の分化抗原に対する抗体アレイにリンパ球そのもの

を結合させて暗視野顕微鏡で検出するなどの方法(Fig.2(c))21)もあ

り、この場合には、細胞内を別の色で標識できるはずであるので

面白い。定量性の問題は改善できないが、今後、この手法で 2色
が使える手法の開発が待たれる。しかしながら、タンパクへの直

接の標識は、タンパクそのものの性質を変化させる危険性を常に

包含している。例えば、リジン残基の側鎖アミノ酸にペプチド結

合などで分子を標識すると、タンパク質表面の正電荷を消去する

ことになり、大きな摂動を与えてしまう。
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　タンパクを標識せずに検出できれば、上記の問題は解決できる。

ELISAにおけるサンドイッチ法は、まさにこの条件を満たしてい
る(Fig.2(d))。サンドイッチ法は、標的タンパクを捕捉する固定化
抗体と別に、標的タンパクの別のエピトープを認識して結合する2
次抗体を用いて検出する手法である。Huangらはメンブレンに抗
サイトカイン抗体をアレイ化し、サイトカインを捕捉後、ビオチ

ン標識抗体を介してHRP標識アビジンやCy3標識ストレプトア
ビジンを用いて、化学発光法や蛍光法で検出している 22)。また、

Wieseらは96穴マイクロプレートのウェルに64種類の前立腺特
異的抗体をアレイ化し、ターゲットを捕捉後、2次抗体を作用さ
せ、さらにHRP標識抗体を結合させて蛍光法によりインターロイ
キンなどを計測している23)。同じくHRP標識抗体と化学発光法を
利用するサンドイッチアッセイを利用して、種々のメンブレンが

検討されており、Biotrans (ICN)、MagnaGraph(MSI)、
HybondECL(Amersham)などが適しているとの報告がある 24)。

最近、検出シグナル増幅法として酵素のほかに、SNP検出のとこ
ろでご紹介したSniperアッセイと同じ、DNAのRolling circle
amplification25)をサンドイッチイムノアッセイに適用した例もあ

る10)。この手法は、将来的にDual color approachに適用できる
と面白い。サンドイッチ手法は、一般に 2次抗体を用いることで
特異性も向上するのでよい方法であるが、各々の標的タンパクに

対し、互いに競合しない 2種類の抗体が必要となるため、ゲノム
ワイドでの適用はさらにハードルが高い。また、抗体は多くが糖

化されており、また認識部位の面積が大きいため、本来交互反応

性を有するため、DNAアレイのような高い定量性は期待できな
い。まして、プロテインアレイでは非常に多くのELISAを同時に
同じ基板上で行うわけであるから、条件の最適化は解決すべき多

くの問題を含んでいる。

　タンパク標識無しで標的タンパクを検出するには、ELISA法の

利用のほかに、マススペクトルや表面プラズモン共鳴(SPR)があ
り、抗体を使わない検出法として興味深い。マススペクトル法は、

直接タンパク質の同定ができるため、有用なツールである。ただ

し、定量性が無いのが最大の欠点である。質量分析では絶対的な

定量性を解決することはできないが、標準サンプルの値と比較す

ることで解決できる。ただし、同一のタンパクは分子量が同じで

あるので、前述のDual color approachの様に、両者を混合して
計測することができない。これを解決したのが ICAT法 26)に代表

される同位体タグの利用である。例えば、通常のチオール反応性

のビオチン標識剤と、その一部の水素を重水素化したものを、そ

れぞれのサンプルに標識して混合し、検出時に限定分解して質量

分析すれば、システインを含む部位の量的変化を比較定量できる。

この他にも、片方の細胞を15Nを含む培地で培養して両者の質量に
差を生じさせる手法もある 27)。この様な同位体タグの利用はこの

他にも種々あり、単にタンパク量変化のみではなく、翻訳後修飾

の解析などにも利用されている。この辺りの質量分析法のプロテ

オミクスへの利用に関しては、改めてご紹介する。SPR法は、金
基板上に固定化した抗体へのタンパクの結合を、標識無しに検出

する手法である 28)。表面プラズモンは、金属表面の自由電子波の

量子化された準位である。もし、基板の裏側から光照射すると、プ

ラズモン吸収の効率は角度依存性がある。この共鳴角は、表面に

結合した分子の質量に依存するから、これを利用して表面におけ

る分子の結合が検出できる。SPR法は、標識無しで分子の結合を
定量できること、kineticsが計測できるなどの利点を有するが、
Dual color approachの様な、サンプル間の直接比較ができない
こと、結合した分子の直接の同定はできないこと、金のプラズモ

ン波長が長いため、高密度のアレイを作成できないなどの欠点が

ある。Biacoreでは、将来的には1000サンプルのアレイを開発可
能であるとしており 16)、将来的には質量分析法との組み合わせな

ど、期待される手法の一つである。

3-4：タンパク検出用プロテインアレイの解釈の複雑さ
　DNAアレイは、配列さえ決まれば、アレイ上の一本鎖リガンド
とターゲットは、ほぼ1：1で決まる。しかしながら、タンパクの
場合、本来種々のタンパクやその他の分子と相互作用する性質を

有している。分泌型のサイトカインなどではよいが、細胞内のタ

ンパクでは、通常、多くのタンパクが多成分の複合体を形成して

いる。もし、基板上の抗体に結合するエピトープ部分が、その他

のタンパクと複合体に使われている場合、抗体との競争になるた

め、実際の量より過小評価されてしまう(Fig.3(a))29)。一方、もし

抗体結合部位が、タンパク複合体形成部位と異なれば、基板上の

抗体に標的タンパクが結合した後、これにさらに他のタンパクが

会合するかも知れず、その場合、実際の量より過大評価されてし

まう(Fig.3(b))。この様な問題は，サンドイッチ法を用いる場合，
2種の抗体が関わってくるから尚深刻である。質量分析では、会合
するタンパクを同定できるが、ELISA法やSPR法では、この問
題を本質的に解決できない恐れがある。

　これに加え、抗体には本質的な交互反応性があるため、解析には

注意が必要である。また、抗体の標的結合力は、µmol/l～ nmol/l
であり、もし、標的タンパクが量的にpmol/l以下であれば検出で
きない危険性を伴う。

Target protein from cell (A)
(labeled with fluorophore (a))

Target protein from cell (B)
(labeled with fluorophore (b)) 

mix together

(a) (b)

HRP

fluorophore

Enzymatic reaction

biotin

avidin

(c) lymphocyte

antigen

(d)

HRP

HRP

Fig.2 Detection of captured protein on ligand (antibody) array
a) Dual color approach (Differential analysis of protein expression)
b) Signal amplification using biotin-avidin system
c) Non-labeling method for the detection of cellular surface antigens
d) Sandwich type ELISA detection method
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4．おわりに
　以上、タンパク検出用のプロテインアレイについて概説した。こ

のタイプのアレイは、これまでDNAアレイで行われてきた発現差
解析をより正確に行うためのものである。2次元電気泳動などとは
異なり、目的に応じた標的群のみの量的変化を直接評価できるこ

とと、何よりもDNAアレイでは絶対に不可能な翻訳後修飾の様な
機能変化を追跡できることが一番の利点である。しかしながら一

方で、タンパクは核酸に比べ機能を受け持つ分子であることから

も分かるように、非常に扱いや解釈の複雑な分子である。従って、

プロテインアレイを単純にDNAアレイの延長という風に安易に捉
えて開発することはできない。そこにはご紹介したように、これ

から解決しなければならない、しかも非常に困難なハードルが数

多く存在する。例えば、Zyomyx、Somalogic、HTS Biosystems、
Phylos、Biacoreなどの各社がいずれも2001年末までにプロテ
インアレイを上市させることを表明していたにもかかわらず、軒

並み製品化が遅れていることからも分かる様に、その開発が如何

に困難であるかが分かる。現在、プロテインアレイとして製品化

されているものは、CiphergenのSELDI-MS検出用の低密度型
フィルターアッセイ法くらいである 30)。これは、理想的なタンパ

ク検出用アレイとは言いがたいが、それでも2001年にその売り上
げは、1900万ドルとタンパクアレイを待望する市場が如何に大き
いものであるかが分かる。潜在市場は、Bioinsightの見積もりで
は、2006年に5億ドル、Biacoreの見積もりでは20億ドルとも
いわれている。今後、リガンドの取得、検出法の改善などがなさ

れ、実用的アレイが開発されれば、診断法を初め多くのDNAアレ
イの市場は、プロテインアレイに取って代わられることが十分に

予想できる。次回は、目的タンパクや分子の結合標的タンパクを

探索するためのプロテインアレイについてご紹介する。
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Topics on Chemistry
G6PD異常症のスクリーニング

名古屋大学大学院医学系研究科　川本　文彦
　地球温暖化の影響により熱帯域が拡大していくにつれ、今まで

日本とは無縁と思われていたマラリアが、身近な問題としてク

ローズアップされる日も近いのではないかと思われる。今回は、そ

のマラリア発生地域に深く関係のあるG6PD異常症およびそのス
クリーニング方法に関して紹介したい。

　G6PD異常症（G6PD Deficiency）とは、グルコース6リン酸
脱水素酵素(G6PD)の活性が著しく低いため、酸化作用を防御す
る還元型グルタチオン(GSH)の補充が不十分となり、ヘモグロビ
ンの変性によるHeinz小体の形成、細胞膜の透過性異常の結果、主
として血管内溶血をきたす疾患である。平素は無症状であるが、感

染などで薬剤服用後、ヘモグロビン尿を主症状とする溶血発作、黄

疸、貧血を呈する。酵素異常による溶血性貧血では最も頻度が高

い疾患である。

　G6PDの構造を決定する遺伝子は X染色体に存在する。した
がって、母親から異常な遺伝子を受け継いだ男児に発症する。女

性でもホモ接合であれば発症するが、ヘテロ接合では正常酵素を

持った赤血球と異常酵素を有する赤血球が種々の割合で混在する

ため、全体の活性は個人差が大きく、一般には無症状となる場合

が多い。

　世界中ではおよそ4億人がG6PDの異常遺伝子を持っていると
みなされている。地理的分布に特徴があり、アフリカ、地中海沿

岸諸国、東南アジアの頻度が高い。人種的にはクルド系ユダヤ人

男性の50％、アフリカのバンツー人の20％、アメリカ黒人の10
～15％、ナイジェリア人の20％、北ヨーロッパ白人の0.1％以下
など偏りが顕著である。日本における頻度は0.1％以下とみなされ
ている。

　本症はマラリアと深い関係にあり、本症の分布とマラリアの流

行地域の地理的相関から、この疾患はマラリアの自然淘汰により

有利な形質として選択された結果と想像されている。特に、G6PD
異常症の熱帯熱マラリア原虫感染に対する抵抗性は、疫学的な相

関と人工培養での研究からも推察されている。しかしながら、最

近の疫学調査では、G6PD異常症とマラリア感染防止の間には相
関がないと結論している報告 1)もある。

　三日熱マラリア感染の根絶療法薬として、また、熱帯熱マラリ

アの生殖母体による伝播を防止するための薬としても使用されて

いるものにプリマキンがある。しかし、このプリマキンがG6PD
異常症患者に対して溶血性貧血を引き起こす。この溶血性貧血は

医学的に重大な問題であり、また、マラリア対策における化学療

法活動においても制限を与える結果となっている。従って、マラ

リア対策プログラムが開始する前に、地域住民のG6PD異常症を
前もって把握することが大変重要となっている 2)。

　G6PD異常症の診断には、今日までに多くの方法が発表され、蛍
光スポット法3,4)、ホルマザン基質の3-(4,5-dimethyl-2-thiazolyl)-
2,5-diphenyl-2H tetrazolium bromide（MTT）と発色試薬の
phenazine methosulfate（PMS）を使ったホルマザン法5,6,7) な
どが知られている。しかし、いずれの方法でも村落の現場で実際

に応用するには種々の問題を抱えている。特に、蛍光スポット法

は最も良く知られた方法で、簡便かつ迅速な方法の一つである。し

かし、本法は紫外線ランプと電気を必要とすることが主たる欠点

である。即ち、多くのマラリア流行地などの辺鄙な地域では電気

が供給されておらず、たとえ供給されていても夕方以降のみであ

ることが多い。また、この方法では、片方のX遺伝子のみが異常
であるヘテロ接合体の女性（50%前後の活性を有する）のG6PD
異常症の検出は極めて難しい8)。本症は、父親のみならず母親から

も子供に伝わる遺伝子疾患であるため、ヘテロ接合体の女性異常

者の検出も重要となる。

　一方、MTTホルマザン法では、MTTがヘモグロビンと反応す
るため、これが普及できない主要な問題の原因ともなっている。即

ち、血液とMTTを直接反応させないようにするため種々の工夫が
行われてきたが、そのために診断キットの作製に多大な時間や研

究室的な作業が必要となっている。これらの方法の中では、

DEAE-Sephadexを担体とした方法 7)は、全く機器を使用せず、

視認で判定する方法で大変優れた方法である。しかし、ゲルの作

製に多量の緩衝液と多大な時間を必要とし、10%以下の活性であ
れば検出が容易であるが、20-50％程度の欠損者の検出は難しい。
また、使用されている試薬のPMSが強い光感受性であるため、判
定の正確性に問題がある1)。更に、これまでに報告されたホルマザ

ン法を利用したG6PD異常症の診断では、産生されたホルマザン
が非水溶性であるため、G6PD活性の定量的測定はかなり難しい
という欠点を持つ。

　筆者は、新しいホルマザン基質である 2-(2-methoxy-4-
nitrophenyl) -3-(4-nitrophenyl)-5-(2,4-disulfophenyl)-2H tetra-
zolium monosodium salt (WST-8)がヘモグロビンと反応せず、
産生されたホルマザンも高度に水溶性であり、MTTとは異なって
いることに着目し、G6PD異常症診断への応用を試みた。そして
G6PD酵素で産生されたNADPHの測定に、WST-8を基質とし
て水溶液中で使用することが可能となった （Fig 1）。WST-8の
ホルマザンは460nmに最大吸収を有し、強い橙色を呈するため発
色結果を視認で確認できる。従って、マラリア流行地のような電

気が供給されていない地域でも、電気や高価な機器類を一切必要

とすることなく、その場で目視による診断ができることになる。更

に本法は、MTTホルマザン法では測定できなかった20-50％程度
の欠損者に対しても目視で診断できるようになった（Fig 2）。ま
た、電気が供給されている都市部では、ELISAリーダーなどを利
用して、少量の試薬で正確な酵素活性を定量的に測定することも

可能である（Fig 3）。
　このようにWST-8をホルマザン基質として使用することで、簡
便かつ高精度のG6PD異常症の診断が可能になった。マラリア発
生地域住民のG6PD異常症を本法で診断される日も近い。

Fig. 1 WST-8を用いたG6PD活性の測定原理
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Total Glutathione Quantification Kit
　glutathioneは哺乳動物に存在するトリペプチドで、glutathione
peroxidase, glutathione-S-transferaseおよびthiol transferase
等の酵素基質として関与しています。また、glutathioneは酸素ラ
ジカル捕捉能があり、アスコルビン酸と同様の抗酸化作用が認め

られています。

　glutathioneの定量には化学的方法と酵素的方法がありますが、
DTNBを用いる酵素サイクリング法は感度が良く、比較的簡便な
方法です。詳しくはカタログ、ホームページのプロトコル「P11
総グルタチオン量を測りたい」をご覧下さい。

（URL:http://www.dojindo.co.jp）

Q1 測定範囲はどのくらいですか？

A1 1～ 100 µmol/l(但しGSHとして)の濃度範囲で測定可能
です。また、0～25 µmol/lの低濃度域の測定は高感度測定
法を用いれば、感度よく測定できます。

Q2 サンプルが赤血球や血漿の場合、どのくらいの血液が必要で

しょうか？

A2  一つのwellに必要なサンプル量は 20 µlになります。単純
に n=3にすると 20 µl× 3 =60 µlとなりますが、前処理を
行うことを考えた場合　数百 µlは必要となります。

Q3 サンプル中のglutathione量が多いのですが、サンプルを薄
める時はどのようにすればよいでしょうか？

A3 水か 0.5％スルホサリチル酸(SSA)で希釈してください。
5％SSAでも調製可能ですが、測定時にはSSA濃度を 1%
以下にする必要があります。

Q4 SSAは何のために使うのでしょうか？
A4 除タンパクと glutathioneの酸化を防ぐために用いていま

す。

Q5 検体の前処理に使用するSSAは何で溶かせばよいですか？
A5 純水で調製してください。比較的容易に溶解します。

Q6 試料中の SSA濃度が高いとどのような影響がみられます
か？

A6 試料のpHが低くなりすぎます。SH基を定量する時に影響
を受け、十分に発色しません。

Q7 substrate working solutionを入れてからの発色が速く、プ
レート内でかなりのタイムラグが出ます。どうすればよいで

しょうか？

A7 以下の点をご検討下さい。

 • マルチチャンネルピペットを使用する。
 • substrate working solutionを添加する時、低温環境下

1 2 3 4 5 6 7

　正常血液とG6PD異常症血液を混ぜて得られた種々の酵素活性サンプルを反
応チューブに入れてWST-8にて橙色に発色させた。
　各々のチューブには 5µlの血液を加えている。

1.血液無添加の陰性対照区
2.基質を抜いて血液を加えた陰性対照区
3. G6PD異常症血液
4～ 6.G6PD異常症血液と正常血液を 3：1、1：1、1：3の割合で混ぜた

血液の活性

7.正常血液
　チューブ1～3には橙色の発色は認められない。またチューブ4～5では弱い
発色が認められ、陰性対照区（チューブ1～3）と陽性対照区（チューブ 7）が

容易に区別できる。

　Fig.2の血液サンプルのG6PD活性を吸光度計で測定した結果。
測定値は 5回の繰り返し実験の平均値を示す。室温で 30～ 60分の反応で、吸

光度の直線的増加が認められる。

参考文献
 1) I. S. Tantular, et al., Tropical Medicine and International Health, 4,

245 (1999).

 2) A. Ishii, et al., Japanese Journal of Parasitology, 43, 312 (1994) .

 3) E. Beutler, Blood, 28, 553 (1966).

 4) E. Beutler and M. Mitchell, Blood, 32, 816 (1968).

 5) V. Fairbanks and E. Beutler, Blood, 20, 591 (1962).

 6) H. Fujii, et al., Acta Haematologica Japonica , 47, 185 (1984).

 7) A. Hirono, et al., Japanese Journal of Tropical Medicine and Hygiene,

26, 1 (1998).

 8) A. Pujades, et al., Int. J. Hematol., 69, 234 (1999).

Fig. 3 血液サンプルの発色の時間的増大

Fig. 2 実際の発色画像

m
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（例えば低温室）で行い、その後室温で一定時間（例えば

10分間）インキュベートする。
 • 低温環境下でインキュベート時間を長くして測定する。
 • 測定サンプル数を30サンプルより少なくしサンプル間の
時間差をなるべく少なくするようにする。

 • 高濃度領域ほどタイムラグは大きくなるので希釈したサン
プルで測定する。（高感度測定を行うことになります。）

Q8 DTNBはSH基にのみ反応するのですか？
A8 必ずしもSH基選択的ではありません。SO32-やS2-とも同

様の反応をします。また、CN-なども妨害しますので、これ

らのイオンの共存は避けてください。

Q9 他に測定の妨害要因となるものはありますか？

A9 アスコルビン酸、β -メルカプトエタノール、ジチオスレイ
トール〔DTT〕のような還元性物質やシステイン、またSH
基と反応するような化合物(マレイミド等)は測定に影響を
与えます。

また、アセトンなどの有機溶媒が共存すると吸光度が著しく

変化します。その他、Q6のように反応時のpHが低くなる
と定量に影響を受けます。

Q10 30℃でインキュベーションすることになっていますが、37
℃や室温ではだめでしょうか？

A10 glutathione reductaseの至適条件で行っておりますので
30℃にしておりますが、測定の際はstandardも同時に測定
しますので 37℃や室温でも問題はありません。

Q11 キット以外に必要なものはありますか？
A11 プレートリーダー(405 nmもしくは415 nmのフィルター)、

96wellプレート、マイクロピペッター、インキュベーショ
ン装置、5-スルホサリチル酸(SSA)が必要です。

Q12 キットは開封後、保存できますか？
またどのように保存すればよいでしょうか？

A12 Coenzyme working solutionは溶解後は氷冷保存し、その
日の内に使用して下さい。

Substrate working solution, GSH standard solutionは溶
解後、-20℃にて保存してください。約2ヶ月使用できます。
Enzyme working solutionは希釈後 4℃にて保存してくだ
さい。約 2ヶ月使用できます。

Q13 GSHとGSSGを測り分けたい時にはどのようにすればよ
いのでしょうか？

A13 GSSGを測定する際は、別途GSSG standardと 2-
vinylpyridineをご購入いただく必要があります。測定方法
は次のようになります。

　品名　　　　容量　　　　　　価格（￥）　　　メーカーコード

Total Glutathione Quantification Kit
100 tests 25,000 T419

①キットを使用して total glutathione量を測定する。
②試料中のGSHを 2-vinylpyridineを使ってマスクする。
③②の試料中の glutathione量を測定し、GSSG量を求め
る。同時にGSSG standardを用いた検量線を作成し、そ
の検量線より値を求める。

④ Total glutathione量から③で求めた値を差し引きGSH
量を算出する。

＊生体中ではGSHが大半でGSSGの量はわずかで(1%以
下)値としてはかなり低いものとなります。そのため、検
量線を作成する際には低濃度の standardが必要となりま
す。

感度を上げるためには、インキュベーション時間を長く取

るなどの工夫が必要となりますが、実際の測定値はかなり

低いものとなるため、データのバラツキなどの問題が生じ

るかもしれません。

Q14 GSSGを測定する際の前処理の時にもSSAは必要でしょう
か？

A14 SSAは必要です。これは前処理の段階でGSHがGSSGに
なるのを防ぐ目的で添加します。

中性以上の pHではGSHは容易にGSSGに酸化されてし
まいます。また、中性ではGSH、GSSGともに γ-GTPの
基質になりますので酸性条件で取り扱う必要があります。

ただし、酸性溶液のままですと2-vinylpyridineによるGSH
のマスキングの反応性が落ちますので、2-vinylpyridineを
添加する際にはtriethanolamineなどで溶液を中性にする必
要があります。

この後、再度SSAを添加する必要はありません。そのまま
検出反応に使用してください。

Q15 GSHをマスクする物質として 2-vinylpyridineとN-
ethylmaleimideの2種類を文献で見かけます。どちらの方
がよいのでしょうか？

A15 N-ethylmaleimideは、還元型のglutathioneとの反応は非
常に速いのですが、ある一定の濃度を超えると、その後の

glutathione reductaseを用いた酵素サイクルの反応を阻害
するようです。2-vinylpyridineは過剰になってもあまり測
定には影響が無いようなので、こちらの方が有用だと思われ

ます。

GSS測定の詳細は下記文献をご参照ください。
 1) O. W. Griffith, Anal. Biochem., 106, 207 (1980).

 2) M. E. Anderson, Methods in Enzymology, 113, 548 (1985).
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Calcium Kit – Fluo 3

〈特長〉

 • Probenecidや界面活性剤を別添付にしており、任意の濃度に調
製可能。

 • ハイスループットスクリーニングに用いられる各種蛍光プレー
トリーダーで測定可能。

 • 96穴マイクロプレート、384穴マイクロプレートの両方に対応。

　Calcium Kit - Fluo 3は、細胞内Ca2+測定試薬であるFluo 3-
AMと、その測定に必要なBuffer等を組み込んだ大量スクリーニ
ングに最適なキットとなっております。細胞種や添加する薬剤な

どに応じて、Pluronic F-127またはCremophor EL（Fluo 3-AM
の溶解補助剤）、Probenecid（陰イオントランスポーターの阻害
剤）の各濃度を任意に設定することが可能です。1キットで2,000
アッセイ（96穴プレート 20枚分）の測定が可能です。

〈キット内容〉
 • Fluo 3-AM 1 mg× 1本
 • Dimethylsulfoxide 2 ml× 1本
 • Recording Medium (2×) 100 ml× 2本
 • 250 mmol/l Probenecid 2.5 ml× 1本
 • 5% Pluronic F-127 5 ml× 1本
 • 5% Cremophor EL 5 ml× 1本
＊必要に応じて細胞洗浄用のPBSをご用意下さい。Kitには組み込まれておりま

せん。

〈測定方法〉

細胞の培養

 • 付着細胞を使用する際は一般に、96穴プレートでは 15,000
cells/well、384穴プレートでは5,000 cells/well程度の細胞
を、一晩培養して使用することをお薦めします。

 • 培養に用いる培地の量は、96穴プレートで100 µl/well、384
穴プレートで 25 µl/wellをお薦めします。

Loading Bufferの調製 （マイクロプレート 20枚分）
1. 添付のDimethylsulfoxideから 1 mlを分取し、Fluo 3-AM

1本（1 mg）に加え、よく溶解する。
2. 200 ml スケールの容器を準備する。Recording Medium（2
×）100 mlに、測定条件に応じて、任意の量*1)の5% Pluronic
F-127（または 5% Cremophor EL）、250 mmol/ l
Probenecidを添加し、これに全量が200 mlとなるように純
水を加え、よく混合する（本キットは予め、測定に最適な

pH7.4付近となるよう構成してあります。）
3.  Fluo 3-AMのDimethylsulfoxide溶液(1 ml) を添加して、
超音波などでよく溶解し、Loading Bufferとする。

*1) 推奨濃度をProbenecid: 1.25 mmol/l 、Pluronic F-127:
0.04 %としておりますが、濃度の変更は可能です。Loading

HTS用細胞内カルシウム測定キット

新製品

Buffer 200 mlを調製する場合、Probenecid、Pluronic F-
127 (またはCremophor EL) のアッセイ時の最終濃度と、添
加量の関係は以下のようになります。

250 mmol/l Probenecidの添加量と最終濃度

添加量 (ml) 0.4 0.6 0.8 1.0 1.2
最終濃度 (mmol/l) 0.50 0.75 1.00 1.25 1.50

5 % Pluronic F-127 ( または 5 % Cremophor EL)の
添加量と最終濃度

添加量 (ml) 0.4 0.8 1.2 1.6 2.0
最終濃度 (%) 0.01 0.02 0.03 0.04 0.05

Recording Medium (1×) の調製 （マイクロプレート 20枚分）
1. 別途、200 ml スケールの容器を準備する。Recording Me-

dium（2×）100 ml に、測定条件に応じて、任意の量*2) 250
mmol/l Probenecidを添加し、これに全量が200 mlとなる
ように純水を加え、よく混合する（本キットは予め、測定に

最適な pH7.4付近となるよう構成してあります）。
2. 37℃インキュベーター中で加温しておく。

*2)  推奨濃度をProbenecid: 1.25 mmol/lとしておりますが、濃
度の変更は可能です。Recording Medium（1×） 200 mlを
調製する場合、Probenecidのアッセイ時の最終濃度と、添
加量の関係は以下のようになります。

250 mmol/l Probenecidの添加量と最終濃度

添加量 (ml) 0.4 0.6 0.8 1.0 1.2
最終濃度 (mmol/l) 0.50 0.75 1.00 1.25 1.50

細胞への Fluo 3-AMのロード
1. 細胞を傷つけないように培地を取り除いた後、96穴プレート
で 100 µl/well、384穴プレートで 25 µl /wellの Loading
Bufferを、それぞれのwellに加える（必要に応じて、Loading
Buffer を添加する前に、37℃に加温したPBSで細胞を洗浄
して下さい）。

2. 37℃で 1時間、インキュベートする。
3. 細胞を傷つけないように Loading Bufferを取り除き、予め

37℃に加温しておいたRecording Medium (1×)を、96穴
プレートで100 µl /well、384穴プレートで25 µl /wellずつ
加える（必要に応じて、Recording Mediumを添加する前
に、37℃に加温したPBSで細胞を洗浄して下さい）。

4. 薬剤添加による蛍光強度変化を、ハイスループットスクリー
ニング用の各種蛍光プレートリーダーで測定する。
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　品名　　　　容量　　　　　　価格（￥）　　　メーカーコード

Calcium Kit - Fluo 3
2000 assays 65,000 CS21
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Calcium Kit-Fluo 3 測定結果
(1)メラニン凝集ホルモン(MCH) 受容体を発現させたCHO細胞(チャイニーズ
ハムスター卵巣細胞 , 15,000 cells/well)を 10 nmol/l  MCHで刺激した。

(2)orexin B受容体を発現させたCHO細胞(チャイニーズハムスター卵巣細胞 ,
15,000 cells/well)を 10 nmol/l  orexinで刺激した。

(3)SH-SY5Y細胞(ヒト神経芽腫細胞 15,000 cells/well)を 0.1 µmol/l
ionomycinで刺激した。

試作品

膜タンパク質可溶化剤

Sodium deoxycholate (purified)
化学名　Deoxycholic acid, sodium salt, monohydrate

　デオキシコール酸ナトリウムはドデシルスルホン酸ナトリウム
(SDS) 同様、陰イオン性界面活性剤で、CMC値は5 mmol/lです。
本試薬はステロイド環上にも 2つの水酸基を持ち、かつ末端にカ
ルボキシル基を持っているため親水性部分が分子の一部分に限定

されないという特徴を持っています。3つの水酸基を持つコール酸
に比べると親水性は弱く、より強い界面活性作用を示します。デ

オキシコール酸は7分子が会合して小さいミセルを形成するため、
透析等によって除去できます。

　この応用としては、大腸菌のH
+
輸送性ATPase(F0F1)の可溶化

に 0.35%濃度で用いられた例や、好熱菌PS3のアラニン輸送担
体を 2%コール酸ナトリウムと 1%デオキシコール酸ナトリウム
の混合溶液で可溶化した例などがあります。

　本品は十分に精製をすることにより、着色を除いたものです。そ

のまま水に溶かして、膜タンパク質の可溶化、精製に使うことが

できます。

C24H39NaO4•H2O = 432.57

HO

OH ONa

O

H2O

〈注意事項〉
 • 本キットは、冷凍にて保存してください。
 • Fluo 3-AM Dimethylsulfoxide溶液、Loading Buffer及びRecording Me-

diumは、用時調製してください。
 • Fluo 3-AMをDimethylsulfoxideに溶かした状態で長期保存しますと、Fluo

3-AMが分解する可能性がございます。
　Loading Bufferは、1回の操作で使い切ることをお薦めします。

 • ご購入後、1年以内にご使用ください。

参考文献
 1) D. L. Foster, R. H. Fillingame, J. Biol. Chem., 254, 8230 (1979).

 2) H. Hirata, N. Sone, M. Yoshida, Y. Kagawa, Biochem. Biophys. Res.

Commun., 69, 665 (1976).

 3) J. C. Norton, S. E. Holt, W. E. Wright, J. W. Shay, DNA Cell Biol., 17,

217 (1998).

 4) M. B. Jones, J. C. Garrison, Anal. Biochem., 268, 126 (1999).
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〈次亜塩素酸の定量〉

本キットを用いて次亜塩素酸と反応させた時の吸収スペクトルお

よび発色をFig. 1およびFig. 3に示します。水中の次亜塩素酸濃
度に応じてSBTの青緑色の発色が強くなります。また、各塩素濃
度におけるSBTの675 nmでの吸光度を塩素濃度に対してプロッ
トすると、相関係数R2=0.999と良好な直線性を示し、次亜塩素
酸濃度の正確な定量が可能です（Fig. 2）。

残留塩素測定キット -SBT法は水中の次亜塩素酸と反応し青緑色
に発色します。その発色強度はDPD法の約2倍であることから、
より高感度に遊離塩素を検出することが可能です(Fig. 4)。

21
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残留塩素測定キット -SBT法
残留塩素測定試薬 -SBT法

〈特長〉

 • 検水中の遊離残留塩素と瞬時に反応し、青緑色に発色する。
 • 発色試薬は安定な水溶液で、DPD法のように溶解 • 混和の操作

が不要である。

 • 感度はDPD法の約 2倍を示す。
 • 0～ 2.0 ppmまでの遊離残留塩素を測定できる。

〈はじめに〉

　古くから水道水およびプール水中の消毒には次亜塩素酸ソーダ

などの塩素剤が用いられてきました。わが国では水道法により水

道水中の遊離残留塩素濃度は 0.1 mg/l(0.1 ppm)以上を維持する
ことが定められており、各水道局などでは常に塩素濃度を監視し

ています。また、近年公衆浴場等の浴槽水からのレジオネラ菌類

による集団感染が問題となっておりますが、塩素剤を用いた浴槽

水の殺菌が有効であるために、厚生労働省から浴槽水中の遊離残

留塩素濃度を維持・管理するよう指針が出されています。

　残留塩素濃度の測定には、安価で操作性の良い吸光光度法が望

まれます。N,N-Diethylphenylenediamine (DPD)が測定試薬と
して汎用されていますが、1) 検水への溶解 • 混和が煩雑である、

2)溶液状態で不安定などの問題がありました。昨年弊社で開発し
たSAT-3を用いた残留塩素測定では（Dojin News, No. 100, 10-
11 (2001).参照）、DPDに比べより高感度な検出を実現しました
が、溶液中での安定性が十分でなく、とりわけ日光下では次第に

着色してしまうという問題がありました。

　残留塩素測定キットSBT法は、SAT-3法の問題を解決し試薬
溶液の安定性の向上を実現しました。また、点眼瓶による試薬添

加および色調比色計の採用などにより、より使いやすいキットと

しました。

〈セット内容〉
残留塩素測定キット -SBT法
 • 検水調整液（白キャップ点眼瓶） 1本
 • 色素液（青キャップ点眼瓶） 1本
 • 色調比色計 1式
 • 試験管 2本
 • スポイト 1本

残留塩素測定試薬 -SBT法
 • 検水調整液（白キャップ点眼瓶） 1本
 • 色素液（青キャップ点眼瓶） 1本

〈測定手順〉

1.試験管の下部のラインまで検水を入れる。
2.検水調整液（白キャップ点眼瓶）を 2滴加え軽くふり混ぜる。
3.色素液（青キャップ点眼瓶）を 1滴加え軽くふり混ぜる。
4.発色後ただちに色調比色計にセットし、遊離残留塩素濃度を求
める。
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Fig. 1 残留塩素測定キット -SBT法の吸収スペクトル

Fig. 2 残留塩素測定キット -SBT法による検量線



News No.106(2003)

22

ホームページアドレス�
URL : http:// www. dojindo.co.jp/
E-mail : info@dojindo.co.jp

フリーファックス 0120-021557
フリーダイヤル 0120-489548

News No.105
ドージンニュース No.105　平成15年1月22日発行
株式会社同仁化学研究所　DOJINDO LABORATORIES
熊本県上益城郡益城町田原2025-5 〒861-2202
発行責任者  石田和彦　編集責任者　斉藤素子　年４回発行　許可なくコピーを禁ず

残留塩素測定キット

新製品

＜浴槽水中の残留塩素測定＞

　近年、温泉や公衆浴場でレジオネラ菌に感染するケースが多発

しています。宮崎県での集団感染では、感染者数が300名近くま
で上りそのうち 7名が死亡するという衝撃的なケースとなりまし
た。この他、全国各地でレジオネラ菌の感染事例が多数報告され

世間を震撼させています。この背景には温泉施設の大型化・近代

化に伴い、「循環式」の浴槽が普及してきたことが挙げられ、パイ

プやタンク、濾過器の清掃 • 消毒等の衛生管理を怠ったため浴槽
中に菌が繁殖し、人体へ影響を及ぼす濃度にまで増殖したためと

されています。厚生労働省はこのような事例を受け、レジオネラ

症防止対策に関する指針等を各都道府県 • 政令市首長宛てに度々
通達してきました。平成14年10月29日発行の指針では、「浴槽
水の消毒に当たっては、塩素系薬剤を使用し、浴槽水中の遊離残留

塩素濃度を頻繁に測定して、通常 1 L中 0.2ないし 0.4 mg程度を
保ち、かつ、遊離残留塩素濃度は最大1 L中1.0 mgを超えないよ

う努めるとともに、当該測定結果は検査の日から三年間保管するこ

と」とされています。今後、各自治体での条例化が進み、残留塩素

濃度の測定の義務化が予想されます。

　残留塩素測定キット -SBT法は温泉水中の残留塩素測定が可能
なキットとして開発いたしました。熊本県内の数ヶ所の源泉から

採取した温泉水を用いて、次亜塩素酸の添加回収試験を行った結

果をFig.5に示します。いずれの温泉水の場合でも検量線は良好な
直線性を示し、その傾きは純水における検量線の傾きとほぼ一致

し、100％回収されています。また、残留塩素測定キット -SBT法
は殺菌能力の少ない結合型塩素とは反応しません。このように

SBT法は多種多様な成分が含まれる温泉水においても正確に遊離
残留塩素濃度を求めることができます。

品　　名 容量 価格（￥） メーカーコード

残留塩素測定キット -SBT法 set 7,000 ZK01-50
残留塩素測定試薬 -SBT法 100回用 1,300 ZK01-60
残留塩素測定試薬 -SBT法 500回用 5,000 ZK01-60
色素液 100ml 9,000 ZK01-70
検水調整液 200ml 5,000 ZK01-80

Fig.3 残留塩素測定キット -SBT法による発色
左より[HClO]=2, 1, 0.5, 0.25, 0.125 ppm

Fig. 4 次亜塩素酸 2 ppm中におけるDPD法およびSBT法の発色スペクトル

Fig. 5 各温泉水の添加回収試験
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本品の総発売元は株式会社同仁グローカルとなりますが、

お問合せは株式会社同仁化学研究所までお願いします。

　　担当　満田　E-mail:mitsuda@dojindo.co.jp
　　　　　斉藤　E-mail:motoko@dojindo.co.jp
　　TEL:096-286-1515　FAX:096-286-1525


