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分子シャペロンと蛋白質の変性・凝集・再溶解
(Molecular chaperones and protein denaturation, aggregation, and disaggregation)

[ Summary ]
Proteins are subjected to conformational transitions in cells.
Among them, unfolded state is located at the central position
where the paths are crossed to folding into native structure,
transport to organella, secretion to outside, formation of
aggregates, and so on.
Aggregates are troublesome to the cell in general. There are three
kinds of aggregates. Good aggregates can be rescued to the
native protein by aid of molecular chaperones. Manageable
aggregates cannot restore the native structure but can be
digested by proteases.
Difficult aggregates have some ordered structures, are resistant
to protease digestion and are accumulated in the cell which
sometime cause cell death. I introduce here our recent
experiments on how to molecular chaperones rescue good
aggregates and how difficult aggregates grow.
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 吉田　賢右
(Masasuke Yoshida)
東京工業大学　資源化学研究所

 1.細胞の蛋白質の一生の新しい描像
　過去約10年の研究によって、細胞の中の蛋白質の運命について
のわれわれのイメージは大きく変化しつつある。蛋白質は、ポリ

ペプチドとして合成されれば、あとは間違いなく、自分自身で機

能的な高次構造（ネイティヴな構造）を形成し、所定のところに

出向いて、細胞の要求にこたえる役割を果たし、確率的に壊れて

いく。こういういささか牧歌的な概念は過去のものとなった。高

分子重合体としての蛋白質はリボソームでポリペプチドが出来上

がった瞬間にすでに完成している。しかしこれは、役立つ蛋白質

となるための単なる出発点であって、ゴールではない。ポリペプ

チドは細胞の中で、自力で、あるいは他の因子に助けられて、な

んとか機能的構造を獲得して一人前の蛋白質になる。この構造形

成の過程で脱落するポリペプチドも少なくない。その後、細胞内

を移動して特定のコンパートメントに入り込む段になると、蛋白

質はいったん高次構造がほどける必要がある。そして、あらかじ

め予定された場所にたどりついて定着し、やっと求められる機能

を発現することになる。しかし、その後もいろいろな機会に障害

が生じ、高次構造は損傷を受ける。損傷蛋白質は、場合によって

は修復されて快復し、手におえなければ分解されて消滅する。細

胞には、こうした蛋白質の一生のすべての過程を、絶えず監視し、

制御する巧妙で精緻なシステムが備わっていることが明らかに

なってきた。

2.分子シャペロンと蛋白質の凝集
　細胞内の蛋白質の運命に関するこのような認識の変化をもたら

した契機として、まず、分子シャペロンの発見があげられる。分

子シャペロンは、細胞内で新たに合成されたポリペプチドの折れ

たたみ（フォールディング）や集合（アセンブリー）、細胞の中で

生じた変性蛋白質の再生に働く。たとえば、リボソームで合成さ

れた直後の新生ポリペプチドはまだ高次構造を形成していないの

で、疎水性アミノ酸残基が分子表面に露出して凝集しやすい。こ

のような疎水性部分に様々なシャペロンが一過的に結合して、正

しい折れたたみに導くことが示されている。大腸菌の場合、全蛋

白質の少なくとも 1割は分子シャペロンの助けを借りて活性のあ
るきちんとした立体構造（ネイティヴな構造）に至るという。こ

の新しい「蛋白質の一生」の描像の中で、重要な意義を持つもの

として見直されてきたのが、アンフォールドした蛋白質であり、蛋

白質の凝集である。アンフォールドした蛋白質とは、ネイティヴ

な構造が大きく、あるいは完全に壊れて、ヒモ状の構造になった

蛋白質のことである。いわば、生まれてきたままの姿の蛋白質と

言えようか。蛋白質はアンフォールドした形を経過していろいろ

な次のステップに進むのは上に述べたとおりで、いわば蛋白質の

遷移の中央交差点にあたる。しかし、アンフォールドした蛋白質

はそのままにしておけば凝集して沈殿する。この沈殿は、蛋白質

を研究するものにとっては、こうなってしまったら蛋白質は意味

がないもので、いままでまともな研究の対象にならなかった。し

かし、近年これが細胞に重大な損傷を与え、ひいては多くの中枢

神経系の変性による病気を引き起こしていることがわかってきて、

にわかに真剣な研究が非常な熱心さをもって進められるように

なった。そして、ここでも、分子シャペロンが関わっていること

が見え始めた。この稿では、蛋白質の凝集とその脱凝集（再溶解）

および分子シャペロンとの関わりについて述べる。

3.良い凝集、処理できる凝集、どうにもならない凝集
　細胞が高温などのストレスにさらされると、分子シャペロンは

蛋白質の不可逆的な変性を防ぐべく活躍すると考えられるが、ス

トレスが強ければそれでも凝集が生じるのは避けがたい。しかし、

細胞はそれでただちに死ぬわけではない。たとえば、酵母を高温
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にさらすと、細胞の中に点々と蛋白質の凝集が出現するが、適温

にもどせば凝集は消失し、酵母は再び活動を始める1）。この場合、

凝集した蛋白質は、後述のように分子シャペロンによって再び活

性のある構造を回復すると考えられる。これは、「良い」凝集であ

る（Fig.1）。しかし、高温にさらす時間が長くなると、凝集はさ
らにすすみ大きな塊となり、酵母は死んでしまう。ゆで卵状態で

ある。今のところ誰もゆで卵を生卵にもどすことはできない。し

かし、ゆで卵は胃袋に入れば消化される。つまり、プロテアーゼ

で分解される。再生は難しいがプロテアーゼによって分解される

凝集は、なんとか「処理できる」凝集である。しかし、もっと悪

い「どうにもならない」凝集も存在する。分子シャペロンによっ

ても回復しないし、プロテアーゼによっても分解されない凝集で

ある。

4.「良い凝集」の脱凝集と再生
　さて、凝集をときほぐして水に溶ける形にもどし、さらに再生

するにはどうしたらいいだろうか。人工的には、凝集を高濃度の

尿素や塩酸グアニジンなどの蛋白質変性剤（溶解剤）に溶かし、次

に変性剤を透析などで徐々に除いていくと蛋白質の構造と機能が

回復する（ただし、これもいつもうまくいくとは限らない）。細胞

の中では分子シャペロンがこの作業にあたることが、最近になっ

てわかってきた。以下に私たちの研究を紹介する 2-4）。

　私たちは好熱菌 Thermus thermophilus のDnaK の研究をし
ていた。DnaKはストレス蛋白質であるHsp70ファミリーに属し、
DnaJ および GrpE と協同してATPを加水分解して、蛋白質の
凝集阻止や、適当な条件のもとでの変性からの再生を助ける働き

がある。このDnaKの遺伝子をクローニングして近くの領域を見
てみると、DnaJ や GrpEの遺伝子がすぐ近くにあるのは当然と
して、ClpBという分子シャペロンの遺伝子も同じオペロンに存在
していた。同じ転写調節を受けているからには、その作用もお互

いに協調しているのではないかと推定し、いろいろ調べてみると、

たしかにこの4つの蛋白質（ClpB, DnaK, DnaJ, GrpE ）は、高
温で変性し凝集した蛋白質の再可溶化（脱凝集）と再生に協調し

て働いていることがわかった。乳酸脱水素酵素を73 ℃で30分熱
すると変性し遠心すれば沈殿となる（Fig.2 A、lanes 1 and 2）。
これを（遠心しないで）55 ℃に温度を下げて同時に上記4蛋白質
を加えると、活性が 20％ほどもどってくるのである（Fig.2 B、

Fig.1 Three kinds of aggregates that can be generated in the cells. ”Good
aggregate” is the aggregate that can be resolubilized by aid of
molecular chaperones.  “Manageable aggregate” is digested by
proteases. ”Difficult aggregate” is not amorphous aggregate but has
some ordered structure, likely β sheets. It is resistant to protease
digestion and detergent solubulization.

Fig.2-A Effect of the Dnak ・ J-GrpE set and ClpB on aggregation of lactate
dehydrogenase (LDH). LDH,biotinylated for detection, was
incubates in the presence of indicated components at 73 ℃ for 30
min.The solutions were centrifuged,and supernatant (sup) and
precipitate (ppt) were analyzed by polyacrylamide gel
electrophoresis in the presence of sodium dodecylsulfate.
Electrophoresed proteins were blotted to the membrane, and
biotinylated LDH was detected by alkaline phosphatase-conjugated
streptavidin. KJ, E,and B represent DnaK ・ J comlex, GrpE and
ClpB, respectively. All of the chaperones were isolated from
Thermus thermophilus.

Fig.2-B Effect of order of additions of the DnaK ・ J-GrpE set and ClpB on
the recovery of LDH activity. The order of addition of chaperones
are indicated. For all experiments, ATP (3 mmol/l) was added from
the beginning of the 73 ℃ incubation. The LDH activities at 0 min
(brank bars) and 60 min (black bars) after temperature shift to 55
℃ were measured.
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lanes 4）。73 ℃の時にDnaK, DnaJ, GrpEとATPを加えてお
くと、変性は避けがたいが凝集はある程度抑えられて（Fig.2 A、
lanes 3）、55度に温度を下げた時にClpBを加えると活性は80％
ももどる（Fig.2 B、lanes 2）。ClpBには、このような凝集阻止
作用はなく（Fig.2 A、lanes 7 and 8）、DnaKなどと共存させ
るとかえってその凝集阻止作用を打ち消してしまう（Fig.2 A、
lanes 3 and 9）。同じころ米国のLindquistたちも酵母のHsp104
（ClpBのファミリー）とHsp70のセットで脱凝集が起こることを
実証し5）、また少し遅れて、ドイツのBukauたちも大腸菌で私た
ちと似た結果を報告した 6）。こうして、分子シャペロンHsp104/
ClpB とHsp70/DnaKの組み合わせによる凝集蛋白質の脱凝集が
原核生物と真核生物の両方で確認された。

　では、これらの分子シャペロンはどのように凝集から蛋白質を

ときほぐしフォールディングを可能とするのだろう。残念ながら

その機構についてはまだほとんどわかっていない。凝集体から蛋

白質を 1本ずつ引き出すのだろうか、それとも、変性剤のように
凝集体の中にもぐりこみお互い同士を結合している力を弱めて可

溶化するのだろうか。確証はないが凝集体にまず取りつくのはお

そらくClpBだと考えられるが、ClpBは6量体のリング構造の分
子であって、AAA-ATPアーゼというファミリーに属する蛋白質
である。この AAA-ATPアーゼファミリーのメンバーの中には、
ATPのエネルギーでポリペプチド鎖やDNA鎖をその中央の穴の
中に糸通しのように引き込んで送る活性が想定されているものが

ある。そこから類推すれば、ClpBは凝集体に結合して、露出した
ポリペプチド鎖を見つけてそれを引きずり出す、という活動をし

ているのかもしれない。ClpBのATP加水分解の活性中心に変異
を導入した変異体では、脱凝集活性はなくなる。ClpBの6量体リ
ングは反応の間中ずっと安定なものではなくリングを開いたり、

サブユニットが相互に回転したりする可能性も考えられる。ClpB
とDnaKがどのように任務分担をしているのかもまだわからない。
いまのところ、ClpB とDnaK系のシャペロンの作用を分離する
ことには誰も成功していないのである。ただ、この2つの分子シャ
ペロンの活動で、凝集していた蛋白質は自分でフォールディング

できる状態になったところで溶液中に放出されるようである。完

全にフォールディングして活性を取り戻してから溶液中に放出

されるのではないらしい。

5.どうにもならない凝集
　これは単に蛋白質のポリペプチド鎖がからまりあった凝集では

ない。構造を持った凝集である。ふつう、蛋白質は、さまざまに

配置された αヘリックスと βシートという 2種類の単位構造とこ
れをつなぐループからなる立体構造を持っている。αヘリックス
は、アミノ酸配列上ひとつながりの領域が螺旋状に巻いて出来る

構造であるが、βシートはアミノ酸配列上離れた2つの領域がほぼ
平行に（あるいは逆平行に）並んで結合した構造である。したがっ

て、αヘリックスは1つの蛋白質の内部で出現する構造であるが、
βシートは 2つの蛋白質の境界に形成されることもありうる。事
実、蛋白質複合体のサブユニット間に分子間βシートが存在し、サ
ブユニット同士の結合を安定化している例は少なくない。多数の

蛋白質が次々と分子間 βシートで結合すれば線維状の凝集体とな

る。これは、構造を持った凝集体であり、きわめて安定である。そ

もそも、何本ものポリペプチドが並んで 1つの湾曲した壁のよう
になった（あるいは一周して樽のようになった）βシートを持つ蛋
白質は非常に安定であることが知られている。たとえば、細胞生

物学などで便利な目印蛋白質として頻用される緑色蛍光蛋白質は、

そのような蛋白質であり、熱にも変性剤にも安定で、生化学でよ

く使われるSDSゲル電気泳動でもその緑の蛍光を失わない。した
がって分子間 βシートで結合した線維状の凝集体が非常に安定な
のは想像に難くない。いったんこれが生体の中に生じると、プロ

テアーゼも歯が立たず、どうにもならないままに蓄積してゆく。ア

ミロイド線維やプリオン線維と呼ばれるものはこうした構造の凝

集体であろうと考えられる。

6.プリオン線維の形成機構
　プリオン線維は、まず、線維のタネが生じて、次にこれが成長

してゆき、そのうち分裂していくと考えられる。したがって、（A）
タネとはどんなものでどのように形成されるのか、（B）どのよう
に成長するのか、（C）どんなことをきっかけにして分裂がおこる
のか、ということが問題になる。

　（A）については、タネは、これに付加成長してできてくる線維
の部分と構造的に区別がつかないらしい。したがって、タネの中

のプリオン蛋白質の一つ一つの構造は、線維の中のそれと同じ構

造であり、タネというのは単にまだ小さくて可溶性のオリゴマー

であろう、と考えられる。あるいは、タネは線維と違った構造の

オリゴマーではあるが、これが線維に成長すると線維と同じ構造

に変化する、という可能性もある。線維の生成は、時間とともに

直線的に進むのではなく、しばらく何もできないように見える期

間（lag phase）の後にどっと進行することがわかっている。凝集
反応は一般的に n次反応であるから、上記のどちらの考え方でも
lag phaseを説明できる。プリオンの毒性は、線維よりむしろこ
のタネにあるとする考えもあり、タネの構造や生成についての研

究は重みを増しているが、まだ確かな知見は少ない。

　（B）については、私たちの研究を後で紹介するとして、（C）に
ついて説明しておこう。毒性をもたない正常なプリオン蛋白質は、

タネを形成できないが、既存のタネに付加して線維を成長させる

ことはできると考えられる。たとえ異常プリオンのタネが細胞に

侵入しても、そのタネだけが線維に成長するのであれば、線維の

数はたかがしれていてそれだけでは細胞に問題を起こさないだろ

う。しかし、線維がちぎれて何本かに分裂してそれが（正常なプ

リオン蛋白質の付加で）また成長するとしたら、これは線維の自

己増殖であり、プリオンの感染性を説明できる。しかし、肝心な

分裂にかかわる因子は不明である。酵母の場合には、プリオン様

蛋白質Sup35のプリオン的な表現型は、前述のHsp104で制御
されることが知られている。すなわち、Hsp104の量が過少でも、
過多でも、プリオンの表現型は現れない7）。前述のように、Hsp104
は凝集した蛋白質を脱凝集する力がある。これが過少な時は、線

維の分裂がおきないので増殖できない。これが過多な時は、タネ

が脱凝集されてなくなってしまうのでプリオン線維はできない。

Hsp104がちょうど良い濃度の時には、Hsp104はタネの形成は
妨害せず線維の分裂だけを触媒する。今のところ、そう解釈され
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ている。

　（B）の線維の成長については、私たちの研究を紹介する 8）。酵

母のプリオン様蛋白質 S u p 3 5 の線維形成ドメインである
Sup35NMの末端にヒスチジンタグとシステインを導入し、その
SH 基に赤い蛍光、緑の蛍光、あるいはビオチンを付加した。
Sup35NMを、塩酸グアニジン溶液から希釈して放置すると、モ
ノマー（水可溶性のSup35NMがモノマーである確証はないがモ
ノマーと仮定しておく）のSup35NMから数時間かけて徐々に線
維ができて成長し始める。まず、赤いSup35NMで線維を作った。
　次に、緑のSup35NMモノマーを加え放置して再び線維を成長
させた後に、線維をガラス基盤に固定し、蛍光顕微鏡で観察した。

すると、赤い線維の先に緑の線維が成長した 2色からなる線維が
はっきりと見えた。赤い線維の片側に緑の線維が成長したケース、

両側に成長したケースの 2通りがあったが、前者が圧倒的に多数
（97％）であった（Fig.3）。他に、緑だけの線維が多数あった。こ
れは、後から加えた緑のSup35NMモノマーがタネを生じて線維
になったものであり、長さが短い。赤と緑の順番を逆にして、最

初に緑の線維を作り、次に赤いSup35NMモノマーを加えた場合
も、緑の線維の片側に赤い線維が成長する片方向成長が優勢で

あった。あらかじめ緑の線維をガラス基盤に固定し、そこに赤の

線維が成長していくようすを時間を追って観察することも出来た。

その場合も、片方向成長が70％を占めた。初めの線維をあらかじ
め超音波処理して細かく分断して新しい成長末端を露出させてか

ら次の成長をさせても、片方向成長優勢な結果は変わらなかった。

これは、成長中の線維の末端がたまたま閉じられることがあり、そ

の後に次のモノマーを加えたから一見、片方向成長に見える、と

いう可能性は少ないことを示す。

　線維の片側だけが成長することは何を意味するか考えてみる。

もし、水に溶けているモノマーのSup35NMは、そのままでは線
維に結合できないが、ある確率で構造変化を起こし、その結果、線

維の先端に結合できるようになるとする。線維成長が持続するた

めには、モノマーは、線維に結合するための結合部位だけでなく、

線維に結合した後に次にくるモノマーが結合できる受容部位を持

たなければならない。したがって、モノマーの構造変化とは、こ

の結合部位と受容部位の両方を生じるようなものである。そうす

ると、必然的に線維の成長は両方向となるはずである（Fig.4、モ
デルb）。今度は、モノマーは初めから結合部位を持っているが、受
容部位は線維に結合した後に構造変化がおきて生じるとする。そ

うすると、線維成長は片方向成長とならざるを得ない（Fig.4、モ
デルa）。構造変化は、モノマーが線維に結合する前に起きるのか、
それとも、モノマーが線維に結合してから起きるのか、2つのモデ
ルはそこが違っている。構造変化の引き金は、前者では、水に溶

けているモノマーに自発的に起きる確率的なものであり、後者で

は、線維の先端に結合したことによってモノマーにもたらされた

構造の歪みである。私たちの実験結果は、線維先端には、新しく

成長先端を形成する触媒活性のようなものがあることを示唆して

いるように見える。しかし、付け加えておかなければならないの

は、両方向成長も皆無ではないことである。ごく少数だが、両方

向に等しい速度で成長しているように見える線維もあった。私た

ちの報告の後、別の研究グループから原子間力顕微鏡で

Sup35NMの成長方向を調べた論文が発表されたが、やはり、少
数の線維は両方向に等しい速度で成長していた。また、片方向成

長のものも、少しだけ反対方向に延びているものも多かった。

Sup35NMは、単一の成長方式ではなく、いろいろな成長のしか

5 µm

Fig.3 Fibers grown from green-Sup35NM in the presence of preformed
red-Sup35NM fibers. Integrated fluorescent images of the Sup35NM
fibers. TMR-labeled (red) Sup35NM (30 µmol/l) in 8 mol/l guanidine
HCl was diluted 200-fold into Buffer A. After incubation for 10 h,
30 µmol/l of OG-labeled (green) Sup35NM in 6 mol/l guanidine HCl
was diluted 200-fold into the reaction mixture and incubated for
another 10 h. Red and green images
were recorded separately,and the colored images were subsequently
merged.

Fig.4 Two models of Sup35 prion-fiber growth. Model 1, a model for the
unidirectional growth of prion fibers. Critical conversion occurs after
the monomer associates to the fiber. Model 2, a model for the
bidirectional growth. Critical conversion occurs in a monomer before
association to a fiber.

a

b

構造変換

重合



News No.107(2003)

5

著者紹介

氏　　名：吉田 賢右（Masasuke Yoshida）
所　　属：東京工業大学　資源化学研究所　生物資源部門　教授

　　　　　〒 226-8503
　　　　　神奈川県横浜市緑区長津田町 4259
　　　　　TEL:045-924-5233
　　　　　FAX:045-924-5277
　　　　　E-mail:myoshida@res.titech.ac.jp
出 身 校：東京大学　理学系研究科　生物化学専攻課程　博士課程

学　　位：理学博士

たをするものの混合物である可能性がある。

7.終わりに
　細胞にとって、活性をもつ蛋白質ばかりが大事なのではない。ほ

どけた状態の蛋白質は、蛋白質の一生の転換点に現れてくる。こ

れをうまく処理しないとやっかいなことになる。特に、凝集して

しまうとまずい。それでも凝集が小さくて性質がよいならば、細

胞は分子シャペロンを動員してこれを活性ある姿に再生できるこ

とがある。再生できなければ、分解すると考えられるが、時には、

再生も分解もできない事態が発生する。この時、凝集は不定形と

いうよりも構造を持った結晶のようにふるまって線維を形成する。

この線維の形成にも分子シャペロンが関わっている気配が濃厚に

なってきている。
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新製品

p-HBC
化学名　p-Hydroxybenzoylcholine iodide

C12H18INO3=351.18

　p-HBCはコリンエステラーゼ活性を測定するための基質です。
p-HBCはコリンエステラーゼにより加水分解され、コリンとp-ヒ
ドロキシ安息香酸を生成します（第一反応）。次いでp-ヒドロキシ
安息香酸はNADPHの存在下、4-ヒドロキシ安息香酸水酸化酵素
によりプロトカテキュ酸に変換されます（第二反応）。このとき酸

化されるNADPHの340 nmにおける吸光度の減少よりコリンエ
ステラーゼ活性を測定します。第二反応の進行に伴って生ずるプ

ロトカテキュ酸の蓄積は主反応の吸光度測定に正誤差を与えるの

で、プロトカテキュ酸酸素添加酵素を反応液に共存させて測定系

から除去します。

　p-HBCは、水に対する溶解性が良好な上、コリンエステラーゼ
の至適pHにおいても基質安定性がよいため、再現性よく測定でき
ます。また、p-HBCを基質として使用したコリンエステラーゼ活
性測定法は反応機序が明確で、検出系にNADPHを用いたUV法
であるためモル吸光係数による計測が可能であり、ビリルビン、ア

スコルビン酸およびグルタチオンなどの還元物質の影響を受ける

ことがありません。

参考文献
1) 内藤正宏 ,他 ,新合成基質 p-ヒドロキシベンゾイルコリンを使用した血清

pseudo-cholinesteraseの測定法 ,第二回臨床化学夏期セミナープログラ

ム集 ,79,(1982).

2) 日本臨床化学会、甲信越、中国支部酵素委員会,酵素活性測定に関する日本

臨床化学会勧告法 ヒト血清コリンエステラーゼ活性勧告法（案）,臨床化

学 ,25( I ),15,(1996).

コリンエステラーゼ活性測定用基質

　品名　　　　　容量　　　　　価格（￥）　　　メーカーコード

p-HBC 1 g 5,000 H324
p-HBC 5 g 20,000 H324

HO O
N+

O

I -
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１． はじめに
　前回、プロテインアレイの内、タンパクの発現パターン変化を

解析するためのアレイについてご紹介した。今回は、タンパクの

機能解析、すなわち、タンパク間相互作用やタンパク－核酸、タ

ンパク－小分子などの相互作用、酵素活性などを直接評価するた

めのアレイについてご紹介する。Prote in- funct ion array
(Kodadek)、Functional proteomics (MacBeath)等と呼ばれる
ものである。タンパク検出用アレイと異なり、この場合には非常

に多種類のタンパクを同一基板上に固定化しなければならない。

機能解析用プロテインアレイにおける最大の難関は、このタンパ

クの固定化である。一方、アレイに相互作用させる対象分子は、比

較的簡単に検出用の標識を施せるので、検出過程は比較的容易で

あろう。

２．タンパク機能解析法とプロテインアレイ
　ヒトをはじめ、幾つかの生物で全ORFや cDNA配列が解析さ
れてきた現在、原理的には、全タンパクを取得する事が可能であ

る。しかしながら、これらを受けて、すぐにゲノム情報の利用が

可能になるわけではない。例えば、ヒトに先立ってゲノム配列解

析が修了した酵母でも、いまだ49％の遺伝子の機能は未知のまま
である1）。また、タンパクの場合、構造と機能（活性）の間に明確

な関連性が無い場合も多い 2）。ゲノム情報を実際に利用する際に

は、個々のタンパクの機能解明が不可欠である。しかしながら、全

く機能が未知であるタンパクの機能を解析する事は容易なことで

はない。タンパクの細胞内における機能推定に有用な手段として、

当該タンパクに結合するタンパクやその他の分子の特定がある。

　タンパク間相互作用の解析法としては、Yeast Two Hybrid
Systemが感度のよい方法として知られる3）。本手法は、タンパク

ケミストからみた
ポストゲノム

7
～プロテインアレイ（2）タンパク 機能解析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

間相互作用をレポーター遺伝子の発現シグナルで増幅できるため

高感度で、また、ゲノムワイドに行う手法も検討されている。し

かしながら、タンパクが転写因子との融合タンパクとしてしか扱

えない事や、マルチコンプレックスには適用できない事、転写ア

クチベータや毒性のあるタンパクには適用できない事、細胞内で

あるので、条件設定や統一が困難などの欠点がある。免疫沈降法

の利用は、マルチコンプレックスにも適用できる手法だが、対象

タンパクが様々なタンパク複合体にあることが多く、解析が困難

である4）。アフィニティークロマトグラフィーやGST pull-down
アッセイなどの手法もあるが、ゲノムワイドに行うには不向きで

ある。タンパク－核酸相互作用では、ゲル電気泳動法を用いたゲ

ルシフトアッセイ5）やフットプリント法6）がある。これらの手法

もハイスループット化が問題である。これに対し、多くのタンパ

クを同一基板上にディスプレイしたアレイは、対象分子との結合

を直接観察でき、しかも、pH、イオン強度、タンパクの修飾状態、
他の因子の有無などの種々の条件を制御できるため、非常に有望

な手法となりうる。また、現在、ほとんどよい方法のない、ハイ

スループットな小分子の結合アッセイにも適用できるため、薬物

スクリーニングなどその利用価値は広範である。

３． 如何に多種類のタンパクを取得するか
　機能解析用プロテインチップでは、基板上に非常に多種類のタ

ンパクを固定化する必要がある。したがって、それらのタンパク

をある程度の量、取得せねばならない。原理的には、発現ベクター

にcDNAを組み込み、タグ付タンパクとして大腸菌などで発現後、
アフィニティー精製すればよいが、ゲノムワイドに行うのは非常

に大変であろう。それでも、Invitrogenでは、GALプロモーター
とヒスチジンタグを組み込んだベクターを用い、酵母の2000種の
タンパクを取得しているし7）、Martzenらは、酵母の85％のORF
をGSTとの融合タンパクとして得ている8）。同様の手法で、Zhu
らは6200種といわれる酵母のタンパクの5800種を既に取得し9）、

予想されるプロテインキナーゼ122種の内、119種を取得してい
る 10）。今後は、アフィニティータグ配列を付加したプライマーと

プロモータ付プライマーを用いてPCRによりcDNAを得た後、in
vitroタンパク合成法などを用いる方が簡便かもしれない。

４．タンパクの固定化
　機能解析用タンパクアレイでは、取得したタンパクを基板上に

固定することが不可欠である。しかも、固定後、タンパクがその

機能を維持している必要がある。しかしながら、タンパクはそれ

ぞれ全く性質が異なり、基板表面との相互作用も異なるため、こ

れは容易なことではない。さらに、理想的には、固定化したタン

パク各々が同一の反応性を確保するため、タンパクの向きを揃え

て固定化することが好ましい。100種類のタンパクがあれば、100
種類の固定化法が必要だという研究者もいるくらいである。

　固定化法として最も原始的なものは、ニトロセルロース膜11）や

PVDF膜12）にタンパクをドットブロットの要領でスポットする物

理吸着法である(Fig.1(a))。転写因子などある種のタンパクでは、
ある程度の活性を維持できるようであるが一般性は乏しい。しか

しながら、抗体のスクリーニングなどに用いる場合は、固定化し
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たタンパクが変性していても差し支えないので、この手法で十分

である。ただし、一般にタンパクは金属やガラスなどの固体表面

との接触で変性しやすいため、何らかの表面修飾が必要である。自

己組織化膜(SAM)の利用は、基板表面を自由に修飾でき、利用価
値が高い(Fig.1(b))。ただし、一般的なSAMはアルキル鎖などの
会合により疎水場を形成するので、そのままではタンパクにとっ

て変性しやすい場を与える。したがって、PEG等をSAMと組み
合わせて用いることにより親水性の場に転換してやる必要がある。

タンパクの変性の問題を軽減する手法としては、スライドガラス

上に厚さ 10～ 100 µmのポリアクリルアミドのパッドを接合し
て、これにタンパクをスポットする手法がある(Fig.1(c))13,14）。こ

の場合、タンパクは 3次元空間に吸着するため、固定化量は 2次
元表面への手法に比べ、100倍以上が可能である。また、タンパ
クを多孔性ポリアクリルアミドゲル内にアミノ基を介して固定化

する方法もある 15）。

　タンパクを表面に吸着させるだけでは、機械強度に問題がある

ため、一般にはタンパクを何らかの形で基板上につなぎとめる必

要がある。そのような手法として最初に報告された方法は、

Schreiberらのアルデヒド修飾スライドガラスの利用であろう

(Fig.1(d))16）。この場合、タンパクのリジン残基などのアミノ基を

介して直接固定化することもできるが、Schreiberらは、まずBSA
の様なタンパクを固定化しておき、タンパク表面層を形成させて

おいて、さらにBSAのグルタミン酸残基などを利用した活性エス
テルを形成させ、これにタンパクを反応させて固定化する手法を

用いている。SAM等の末端に活性エステルを配して、タンパクを
固定化することも可能である(Fig.1(b))。また、アミノ基を利用し
た固定化としては、ガラス表面をエポキシ基で修飾し、これにタ

ンパクを固定化する手法もある10）表面のアミノ基を固定化反応に

用いると、タンパクの活性が損なわれる事が多く、また、タンパ

クの向きをそろえることができないなどあまりよい方法とはいえ

ない。

　これに対し、タンパクを発現する際、何らかのタグを付加して

おけば、そこを基板への固定化に用いることで、基板上でのタン

パクの向きをそろえることが可能である。しかも、固定化反応は

タンパク本体と別のところで起こるから、活性への影響も最小限

に抑える事ができる。このような手法としては、オリゴヒスチジ

ンタグを介して、ニッケル錯体で表面修飾した基板への固定化す

る方法がある(Fig.1(e))9）。この場合、タンパクの活性は比較的よ

く保たれる。Zhuらの酵母タンパクアレイでも 5800種の酵母タ
ンパクを固定化して、約80％が活性を保っている。我々も、この
手法を用いてエストロゲン受容体や転写因子を金電極上に固定化

しているが、活性はおおむね良好に保たれるようである 17,18）。た

だし、ニッケル錯体は荷電を有しているため、これに作用させる

サンプル中の種々の物質や、対象タンパクが非特異吸着をするこ

とがしばしば見られることが欠点である。これに対し、さらに強

力な結合であるビオチン－アビジン相互作用を用いる手法も検討

されている 19）。アビジンは毒性を有するタンパクであるため、基

版にビオチンを固定化して、固定化するタンパクにアビジンを融

合して発現するのは好ましくない。そこで、基版をアビジンでコー

トしておき、ビオチンをタンパクに修飾する事になるが、ラン

ダムに標識するとタンパクの変性や、固定化方向の統一性が取れ

なくなる。Yaoらは、インテインを利用してビオチンをタンパク
発現時にカルボキシ末端のみに標識する手法を報告している

(Fig.1(f))20）。インテインは、遺伝子から発現する際にその両端に

ある遺伝子からのタンパク同士を結合する性質を有しており、こ

の性質を利用してインテイン遺伝子の両端に目的タンパクとマル

トース結合タンパクの遺伝子をそれぞれ結合して発現させる。す

ると、目的タンパクとマルトース結合タンパクがシステイン残基

を介してチオエステル結合で融合したタンパクが得られる。これ

をキチンカラムでアフィニティー精製してキチンに捕捉させてお

き、これに末端システイン型のビオチン誘導体を作用させると、チ

オエステル部分で自発的に組換えが起こり、結果的に目的タンパ

クのC末端にビオチンがペプチド結合により導入される。この手
法を用いるとビオチンを介してタンパクを同方向に固定化できる。

以前ご紹介したように、タンパクの末端への小分子の標識は、こ

の他にもピューロマイシンを用いた手法でも可能である。これら

の手法は非常に興味深い方法であるが、標識効率を如何に挙げる

かがポイントである。同様の戦略として、ある温度以上でヘリッ

クスを形成し、互いに凝集する性質のある感熱性のタンパクを融

Membrane (nitrocellulose, PVDF etc)

Sample protein

Various proteins are spotted on a membrane

a) b)

PEG

Protein(adsorption) 
Protein (covalently immobilized)

a) Immobilization using SAM 

Glass plate

Polyacrylamide gel pad

Immobilized protein
c)

CHO C
N

O
OH

NH

BSA

NH
O=C

Glass plate

d)

Protein immobilization in gel pad

Protein is immobilized covalently on 
Glass slide

Oligo-histidine tag

Glass plate
Ni complex

e)

f) Target protein

intein

Tag protein

DNA

O

S

SH

O
H2N

O

S

biotin

2

1

O

SH

O
HN

Streptavidin-coated glass slide

Fig.1 various methods for protein-immobilization for protein-function array
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合して発現させ、同じタンパクで修飾した基板上に、このタンパ

クの会合性を利用して固定化する方法もある 21）。この場合、温度

変化により固定化したタンパクを可逆的に脱着できるのが利点で

あるが、どの程度のタンパクに適用できるのかは不明である。エ

ピトープタグを融合して発現させ、それに対する抗体で修飾した

表面に固定化するなどの手法も考えられる。

５．種々の機能解析用プロテインアレイ
　機能解析用プロテインアレイとして最初の例は、ニトロセル

ロース膜状にタンパクをスポットしたユニバーサルアレイである。

Ge11）は、転写因子など48種類のタンパクをメンブレンにスポッ
トし、アッセイしたいタンパクをGSTとキナーゼ基質ぺプチド
(RRASV)を融合して発現し、心筋キナーゼと32P- γ -ATPにより
ペプチド部分のセリンをリン酸化することで32P標識し、メンブレ
ン上にスポットしたタンパクとの結合性をオートラジオグラ

フィーでアッセイしている。対象分子がDNAの場合は、クレノー
フラグメントと32P-dCTPで3

,
末端を32P標識している。ただし、

この手法ではディスプレイできるタンパクの数と変性しないで用

いる事のできるタンパクの種類に限界がある。その後、より一般

性があり、高密度にスポットが可能なアレイとしてゲルパッドを

ガラス基板に接合した種々のアレイが報告された 13,14）。酵素など

の固定化においては、比較的活性がよく保たれるという。

　これに対し、よりDNAアレイに近い集積度を有するプロテイン
チップとして、市販のアレイヤーでタンパクをスポットし、蛍光

スキャナーで解析できるアレイが報告されてきた9,16）。これらは、

前述のアミノ基や、ヒスチジンタグを介した固定化法でガラス基

板上に固定化される。この手法では、スポット辺りnL程度の溶液
として数千～ 1万種のタンパクを固定化できるのが最大の利点で
ある。酵母のタンパクでは、比較的活性が保たれるものが多いが、

やはり20％ほどは不活性化するようである。検出は、蛍光標識し
たタンパクや小分子を用い、得られた蛍光強度から結合の程度を

推測する。Zhuらは、こうして作成した酵母タンパクアレイに、カ
ルモデュリンやリポソームを作用させ、33種の未知のカルモデュ
リン結合タンパク、150種のリン脂質結合タンパクを見出してい
る9）。また、ポリジメチルシロキサンを素材として18 mm×28 mm
に直径1.4 mmのウェル（300 µL）を10×14作成し、表面をエ
ポキシ基で修飾し、これに種々の基質タンパクをアミノ基により

固定化して、GST融合タンパクとして発現した酵母のプロテイン
キナーゼ 119種類を作用させ、リン酸化を 32Pを用いて評価した
例では、これまで知られていなかったチロシンキナーゼの可能性

のあるキナーゼが 7種類見つかっている 10）。

　この様に、この種のアレイでは、対象とするタンパクが結合す

る相手を迅速かつ網羅的に直接評価できるため、タンパクの機能

解析には極めて有効である。また、小分子との相互作用の評価例

では、125Iで標識したトリヨードチロシンを用いた例がある 11）。

６．プロテインアレイの定量性の評価(Fig.2)
　プロテインアレイを開発する場合、表面化学に対する知見があ

まりにも乏しいことが開発を困難にしているが、それにも増して、

一体どの程度のタンパクが固定され、それに作用させたタンパク

がどの程度結合したのか、さらに検出に標識抗体などを用いる場

合には、さらにどの程度の効率で（形成した複合体のどの程度が）

検出されているのかといった事を評価するのが極めて困難であり、

定量性の議論を妨げている。

　Levit-Binnunらは、アルデヒド修飾基板に固定した(BSA)に対
し、ビオチン化抗BSA抗体を結合させるモデル系を用いてこの問
題に対しアプローチしている 22）。検出は、金コロイド標識ストレ

プトアビジンを用い、走査型電子顕微鏡で検出している。固定化

したタンパクをP、作用させる標的分子をMとする。ここで、サ
ンプル溶液中でPと出会えるMの分子数をmvとすると、Pに結
合したM（すなわち、形成された複合体）の分子数 msは、PがM
より過剰の場合には、ms＝mvαで表される。mvは、半径 rのディ
スク（スポット）に関する拡散方程式から計算できる。m v＝

It=4DrA[M]（D：拡散係数、[M]：バルク溶液中のMの濃度、A：
アボガドロ数、I：拡散流）。ここで、例えばMとして抗体を用い
ているが、D＝ 3.8× 10-7 cm/s23）、rは 200 µm、3時間作用さ
せたとすると、mv＝ 1.98×1017 となる。αは、基板表面で複合
体が形成される効率であり、これが分かれば、サンプル溶液のタ

ンパク濃度が分かり基板表面で形成される複合体数が分かる。α
は、用いる系に固有の値であり、反応基の表面被覆率やその上の

Pの固定化率、PとMのKdなど多くの因子で形成される。一方、

検出効率をβとすると、検出される分子数mDは、mD＝msβ＝mvαβ
となる。よって、全プロセスでの検出効率は、αβで表される。す
なわち、作用させるタンパクの濃度を変化させて、mDとmsをプ

ロットすれば、傾きからαβが求まる。もし、作用させるタンパク
Mを直接蛍光標識などした場合では、βは1となり、この実験でα
が求まる。

７．おわりに
　タンパク機能評価用のプロテインアレイは、直接タンパクと対

象分子の結合を評価でき、しかも、標的分子としてタンパク以外

にも核酸や小分子なども自由に用いる事ができるため、多くのタ

ンパクが取得できれば、非常に有効な方法となる。しかしながら、

多くのタンパクを変性させずに、しかも、互いに決められた量、決

められた効率で固定化することは極めて困難である。今後、膨大

な表面化学に関する基礎検討と、理論的検討、基板の加工法検討

などの知見が蓄積されて初めて、理想的なプロテインアレイが開

発できるものと考えられ、まだかなりの時間と開発費用を要する

ものであると考えられる。一方、タンパク検出用プロテインアレ

イのところでも指摘したように、タンパクは決して1：1の相互作Fig.2 Method for qunatitation of protein interaction

P

M

Detecting group

ms

mD
mD

mv

slope β slope α β
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用をするものではなく、細胞内では既に、マルチコンプレックス

を形成している場合が多い。この様な場合、プロテインアレイを

用いた結果が、はたして真の標的タンパクの機能的な姿を反映し

ているかどうかは依然として問題の残るところであることは承知

しておく必要がある 24）。

　プロテインアレイは、潜在的な能力は疑う余地のないところで

あるが、開発上の多くの問題を抱えており、実用化にはまだ時間

を要する。最近、薬物標的として利用しやすい膜タンパクに対し

てリガンド結合や機能評価を行うためのチップが種々検討され始

めており、興味深い結果が出てきている。次回は、この様な膜タ

ンパクに対するプロテインチップ開発に関してご紹介する。プロ

テインチップは、DNAチップでは不可能な事にこそ用いるべきで
あり、最近、翻訳後修飾や小分子結合、活性変化等を対象にした

アレイの検討がなされている。そのような中で、ペプチドアレイ

は、タンパクに付きまとう変性の問題が無いため、よりシンプル

に問題にアプローチできる。そこで、最近、ペプチドアレイも非

常に活発に報告されている。これに関しても、追ってご紹介して

いく。
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第 14回フォーラム・イン・ドージン 開催のご案内

テーマ：

糖鎖生物医学：多様な糖鎖構造がつくりだす生物機能と病態

本年は、糖鎖をテーマとしたフォーラムを開催する予定とし

ております。

下記先生方をお招きし、ご講演いただく予定です。

詳細は次号に掲載いたしますが、小社ホームページでも順次

案内させていただきます。

谷口　直之　大阪大学大学院医学系研究科生化学

入村　達郎　東京大学大学院薬学系研究科

成松　　久　産業技術総合研究所糖鎖工学センター

浅野　雅秀　金沢大学学際科学実験センター遺伝子改変動物分野

古川　鋼一　名古屋大学大学院医学系研究科生化学

宮城　妙子　宮城県立がんセンター研究所生化学

本家　孝一　高知医科大学遺伝子病態制御学教室

遠藤　玉夫　東京都老人総合研究所

日　　　　時：平成 15年 11月 28日(金) 9：30開演
会　　　　場：鶴屋ホール（テトリア熊本 7階）
　　　　　　　熊本市手取本町 6-1
参　加　費：無料

お問い合わせ：フォーラム・イン・ドージン事務局

　　　　　　 （担当：蒲野 、堀口）
お申し込み先：E-mail:komine@dojindo.co.jp
　　　　　　　または　d-hori@dojindo.co.jp

　　　  TEL:0120-489548  FAX:0120-021557
　　　  URL http://www.dojindo.co.jp/
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 新製品

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

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

8-Nitroguanine(lyophilized)
8-ニトログアニン（凍結乾燥品）

＜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、脱プリン部位を生成し細胞分

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

HN

N

N

O

H2N N

O

OHOH

HH

HH

HO

NO2

遺伝子傷害検出抗体

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

ば、細胞内、特にヌクレオチドプールやRNA中にあるニトログア
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。

Anti-Nitroguanosine monoclonal antibody (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(>1 mmol/l)
　　8-Br-guanosine, 8-Br-guanine, 8-Cl-guanine
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 • 交差反応なし
guanosine, guanine, 8-OH-guanine,  8-OH-
deoxyguanosine, xanthine, adenine, adenosine, thymine,
deoxythymidine, uracil, uridine, 3-NO2-tyrosine, 2-NO2-
imidazole, cytosine

〈動物種〉

 • マウス（BALB/c）

〈形状および保存〉

 • 凍結溶液（1 mg/ml PBS溶液、防腐剤として0.1％ProClinを
含む）

 • 冷凍（解凍後は冷蔵保存）

　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。

Anti-Nitroguanosine polyclonal antibody
　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(1 µmol/l)
　　8-NO2-guanosine, 8- NO2-guanine

 新製品

遺伝子傷害検出抗体
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 • 交差反応なし
　　guanosine, guanine, 8-OH-guanine, 3- NO2-tyrosine

〈動物種〉

 • ウサギ（日本白色種）

〈形状および保存〉

 • 凍結溶液（200 µg/ml PBS溶液、防腐剤として 0.1％ProClin
を含む）

 • 冷凍（解凍後は冷蔵保存）

Fig.1 インフルエンザウィルス感染マウスの肺上皮組織切片を 8-ニトログアノ
シンポリクローナル抗体と蛍光(Vector Red)標識抗マウス抗体によって
免疫組織染色した画像。

（熊本大学医学部微生物学教室　赤池孝章助教授ご提供）

Fig.2 インフルエンザウィルス感染マウスの肺上皮組織における 8-ニトログア
ノシンポリクローナル抗体による免疫組織染色画像。

左から感染後 0, 6, 8, 10日目。

0 day 10 day8 day6 day

100 µm

8-NitroGuo (-) 8-NitroGuo (+)

100 µm100 µm

Fig.3 インフルエンザウィルス感染マウスの肺上皮組織。左は 8-ニトログアノ
シンポリクローナル抗体による免疫組織染色画像。右は染色時にニトログ

アノシンを添加した吸収試験画像。
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 新製品

遺伝子傷害検出抗体

　品名　　　　　容量　　　　　価格（￥）　　　メーカーコード

Anti-Nitroguanosine monoclonal antibody (Clone# NO2G52)
50 µg (  50 µl/vial) 65,000 AB02

Anti-Nitroguanosine polyclonal antibody
50 µg (250 µl/vial) 55,000 AB01

8-Nitroguanine (lyophilized)
100 µg 15,000 N455

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

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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8-Nitroguanine(lyophilized)
　8-Nitroguanine(lyophilized)は組織染色での吸収試験用です。
PBS溶液を凍結乾燥したもので、0.4 mlの超純水を加えることに
より 1.2 mmol/lの濃度に調整できます。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。

8-Nitroguanineの構造

抗ニトログアノシン抗体発売記念キャンペーンのご案内

小社から抗体の新製品が 6月 24日に誕生しました。
発売を記念しまして通常包装容量50 µgのところ、お気軽に
試しやすい10 µg包装を期間限定で販売致します。この機会
に是非お試し下さい。

キャンペーン期間：2003年6月24日（火）～8月12日（火）
キャンペーン商品：

キャンペーン問合せ先：

和光純薬工業 学術部 TEL:06-6203-1788
同仁化学研究所 マーケティング部 TEL:096-286-1515

　品名　　容量　　価格（￥）　　和光コード　　メーカーコード

Anti-Nitroguanosine monoclonal antibody(Clone#NO2G52)
10 µg 16,000 341-90671 AB02

Anti-Nitroguanosine polyclonal antibody
10 µg 14,000 348-90681 AB01
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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

Medium（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。 　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。

〈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

Medium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。

HTS用細胞内カルシウム測定キット

新製品
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Topics on Chemistry
抗体のもつ触媒活性の意味とは？

DOJINDO MOLECULAR TECHNOLOGIES,INC.　大内　雄也
　抗体が触媒活性をもっているのをご存知だろうか？

　1986年に抗体触媒が初めて報告されて以来、化学的手法では達
成できない反応や既存の酵素では触媒しないような反応など、抗

体がさまざまな化学反応を触媒することが示されてきた。今や抗

体は単なるアダプタータンパクとしてではなく、触媒としての地

位を築きつつある。にもかかわらず、実際に体の中で抗体が触媒

として働いているかどうかは確認されていない。はたして抗体の

もつ触媒能は単なる人工の産物なのであろうか？　

　今回、ここに生体内に存在する抗体が過酸化水素（H2O2）の生

成を触媒し、この触媒プロセスが実際の免疫応答に関与すること

を示唆する興味深い報告についてご紹介したい。

　最近Wentworth Jr.らの報告によって、抗体が一重項酸素
（1O2*）からの過酸化水素の生成を触媒することが明らかとなった1）。

この触媒活性は、抗体の種類や抗原特異性とは無関係にすべての

抗体において観察されており、キセノンを用いたX線結晶構造解
析は、一重項酸素が抗体によく保存された特定の疎水ポケットに

結合することを示唆している。詳細なメカニズムは不明であるが、

抗体は一重項酸素と水から中間生成物としてH2O3を産生し、それ

から過酸化水素を発生させているようである 2）。

　これらの報告は、触媒活性が体内に存在する抗体にも備わって

いるということを証明するとともに、抗体のもつこの触媒活性が

体内においてどのような役割を担っているのかという新たな疑問

を投げかけることとなった。

　貪食細胞は酸素から活性酸素を産生して、細菌などの外敵を酸

化分解することが知られている。はじめに酸素は活性化された

NADPHオキシダーゼによってスーパーオキサイドアニオン（O2
-●）

に還元される。その後、過酸化水素を経由して殺菌性の高いヒド

ロキシラジカルや次亜塩素酸に変換されるのである。一重項酸素

は次亜塩素酸から生成される活性酸素であるが、彼らは抗体がこ

の一重項酸素を過酸化水素に変換しているのではないかと考えて

いる（図 1）3）。しかし、なぜ抗体がこの反応を触媒するのかとい

う疑問の解決には至っていない。

　最近の論文4）で、彼らはこの疑問に対する1つの答えを導き出
している。抗体自身が殺菌を行っているというのである。確かに

過酸化水素は活性酸素の 1つとして殺菌に関与することが知られ
ている。しかし、過酸化水素自体の活性はそれほど高くはない。実

際に殺菌効果を示すのは、過酸化水素から発生するヒドロキシラ

ジカル（●OH）や次亜塩素酸（HOCl）などであり、事実、抗体か
ら産生される過酸化水素だけでは殺菌に十分ではないことが示さ

れている。つまり、抗体はこの触媒プロセスにおいて、過酸化水

素とは異なる別の活性種を産生して殺菌を行っている可能性が考

えられるのである。彼らはそれがオゾンのような化学種であると

推察している。この化学種は抗体の触媒プロセスにおいてだけで

なく、好中球の活性化や炎症の際にも発生することが確認されて

いる。すなわち、抗体は過酸化水素からさらにオゾン様の活性種

を産生することで実際の免疫系に寄与していることが示唆された

のである。

　オゾンはそれ自体非常に強力な酸化剤であるが、寿命が短く、電

子を受け取ると無害な酸素に変わる。このようなオゾンの性質は、

ある特定の部位だけに殺菌作用を及ぼすという点で非常に都合が

いいのかもしれない。また、オゾンは炎症における活性化因子と

して働いているという報告もある5, 6）。抗体は我々が想像する以上

に緻密に免疫系をコントロールしているのかもしれない。抗体の

もつ触媒活性は未知の免疫経路の存在を示唆している。

参考文献
 1)　A. D. Wentworth, L. H. Jones, P. Wentworth Jr., K. D. Janda, R. A.

Lerner, Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A., 97, 10930 (2000).

 2)　P. Wentworth Jr. et. al., Science, 293, 1806 (2001).

 3)　P. Wentworth Jr., Science, 296, 2247 (2002).

 4)　P. Wentworth Jr. et. al., Science, 298, 2195 (2002).

 5)　G. F. Joos et. al., Allergy, 55, 321 (2000).

 6)　H.-Y. Cho et. al., Am. J. Physiol., 280, L537 (2002).
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図 1. 貪食細胞による活性酸素の生成プロセス（文献 3より改変）
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〈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。

〈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発色および吸収

スペクトルをFig.1およびFig.2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
を示します。その検量線はDPDのそれより約2倍の傾きを示し、
より高感度な次亜塩素酸濃度の測定が可能です（Fig.3）。

残留塩素測定キット

新製品

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。
 • DPDに比べ 極めて低い細胞毒性 • 変異原性を示す。

〈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より高感度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しだいに着色し

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、新規発色試薬（SBT）により
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。お客様のご要望にお応えして

新たに、高温の温水測定に対応した高温用色調比色板を追加致し

ました。

〈セット内容〉
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
スポイド 1本
高温用色調比色板 1枚

（キットの仕様は　平成15年6月27日現在のものであり、予告な
く変更される場合があります）

Fig.1　残留塩素SBTキットによる発色
左より[HClO]=2, 1, 0.5, 0.25, 0.125 ppm
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Fig. 2　SBTの吸収スペクトル
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＜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、感染者数は300名ちかく
まで昇りそのうち 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・政令市市長宛てに

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、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
な試薬として開発いたしました。Fig.4には、熊本県内の数箇所か
ら採取した源泉水に次亜塩素酸を添加したものを、SBT法および
DPD法で測定した結果を示しました。SBT法はDPD法と高い相
関性があることが分かりました。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。

＜SBTの細胞毒性＞
　過去、残留塩素測定試薬として汎用されていたオルトトリジン

は、その毒性が高いために 2002年 4月、上水試験の公定法から

削除され、現在はDPDが残留塩素測定試薬の主流となっていま
す。しかしながら、DPDもその毒性が懸念されることから、DPD
およびSBTの細胞毒性試験をヒト子宮ガン細胞(HeLa細胞)を用
いて行いました。

　実験の結果、図から求めた LD50は SBT:13,500 µmol/ l、
DPD:50 µmol/lとなり、SBTはDPDに比べて非常に低い毒性を
示しました（Fig.5）。また、Ames試験により復帰突然変異誘発
能の有無を確認しました。S.typhimrium TA100、TA98株を用
いてDPD、SBTを比較したところ、SBTの変異原性は陰性であ
るのに対し、DPDではTA98（S9Mix＋）株において最高比活性
3.31× 103rev./mgと強い変異原性を示しました。このように、
SBT法はDPD法よりも人体への害が少なく、安心して残留塩素
の測定にご使用いただけます。

Fig.3　SBTおよびDPDの検量線

Fig.4　DPD法との相関

Fig.5　SBTおよびDPDの毒性試験
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Q＆A

残留塩素測定キット

残留塩素測定キット -SBT法

Q1 このキットの測定範囲は？

A1 0～ 2 ppmで測定できます。
　

Q2 検水調整液や色素液の量を間違えた場合はどうなりますか？

A2 色素液は2,3倍多く使用しても残留塩素量に相当する量しか
発色しませんので、過剰に使用しても差し支えありません。

ただし、その分、測定回数が少なくなります。

検水調整液を少なく使用した場合は発色に影響が出て、値が

低く出る可能性があります。

Q3 検水調整液と色素液の入れる順番を間違えたのですが、測定

値に影響はありますか？

A3 ミネラル成分が多い検水では、正しい残留塩素濃度を示さな

い可能性があります。

必ず、検水調整液を先に入れてください。

Q4 色素液を加えた後はすぐに測定出来ますか？

A4 直ちに測定可能です。色素液を添加し、振り混ぜた後はすぐ

に色調比色計にセットして測定して下さい。

Q5 検水中の残留塩素濃度が高すぎる時はどうすればよいでしょ

うか？

A5 純水や沸騰させ冷ました水道水などで希釈して測定してくだ

さい。求めた残留塩素濃度を希釈倍率で掛けたものが検水中

の残留塩素濃度になります。

Q6 検水の温度が高温でも測定できますか？

A6 プラスチック容器の試験管が変形しない程度の温度であれば

結構です。ただし、浴槽水などの温水の場合、若干色調が異

なりますので、温水を測定される場合は高温用の色調比色板

を使用して下さい。

Q7 測定に使用した液はどのように処理すればよいでしょうか？

A7 廃水処理設備のある排水溝に流すか、大量の水で希釈し、廃

水としてください。

Q8 保管はどのようにすればよいでしょうか？

A8 高温多湿を避けて保管してください。

車中やボイラー室に放置すると色調比色計等に容器変形など

が起こる可能性があります。

また、長期保存の際、薬品類は冷蔵での保管をお勧めいたし

ます。開封後は、きちんと蓋を閉めて保管してください。

Q9 キットの中の薬品が無くなったのですが、どのように購入す

ればよいでしょうか？

A9 薬品だけを別途販売しております。

ご使用量にあわせてご購入ください。

【残留塩素測定試薬 -SBT法】
　色素液・検水調整液がセットになっています。

　100回用と 500回用があります。
【色素液】

　色素液(100 ml)をポリ瓶に入れております。
　空になった点眼瓶(青)に詰め替えてご使用ださい。
　下記の検水調整液とセットにすると2000回分になります。
【検水調整液】

　検水調整液(200 ml)をポリ瓶に入れております。
　空になった点眼瓶(白)に詰め替えてご使用ください。
　上記の色素液とセットにすると 2000回分になります。

Q10 有効期限はありますか？
A10 特に設定しておりません。

お手元に到着後、高温多湿をさけて保管し、半年以内を目処

にご使用ください。不適切な保管を行われた際は、半年以内

でも品質の保証は出来ません。

（Q8の保管に関する項を参考にして下さい）

Q11 検水調整液が労働安全衛生法対象品となってますが、どの程
度危険なのでしょうか。

A11 皮膚についた場合、直ぐに水洗していただければ特に問題は
ありません。

検水調整液には酢酸が6%含まれますが、酢酸6%という濃
度は一般に市販されている食酢とほぼ同程度の濃度です。

酢酸は労働安全衛生法で含まれていることを通知しなければ

ならない対象物質ですので表示しています。

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 100 ml 9,000 ZK01-70
検水調整液 200 ml 5,000 ZK01-80

残留塩素測定キット -SBT法のお問合せ先のご案内

本製品は、株式会社同仁グローカルの開発製品です。

このためお手数ですが、本製品に関してのご購入ご質問は、

現在、小社製品をお買い求めの和光純薬工業様、販売店様で

はなく、直接、同仁化学研究所マーケティング部、カスタマー

サービス部へお問合せください。

　　　　　TEL：096-286-1515　
　　　　　フリーダイヤル：0120-489548
　　　　　E-mail：info@dojindo.co.jp



News No.107(2003)

18

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.107
ドージンニュース No.107　平成15年7月11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

ホームページのデザインを一新しました。

Q&Aを新しく追加し、製品に関する情報をより詳しくご覧になれるようになりました。
製品やホームページについてのご意見やご質問がございましたら info@dojindo.co.jp
までお寄せください。

Homepage Renewal Open!!
○ ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○


