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ヘパリンと血小板ならびにフォンビルブラント因子との相互作用解析から
シュガーチップの開発へ

1

隅田泰生

鹿児島大学大学院理工学研究科

ナノ構造先端材料工学専攻

1．ヘパリンと血小板ならびにフォンビルブラント
　 因子との相互作用解析
1．1　へパリンについて
　抗血液凝固剤として知られるヘパリンは、高濃度に硫酸化され

ている天然多糖であり、抗血液凝固活性以外にも近年では細胞増

殖の調製因子としての活性が注目されている1-5）。ヘパリンの構造

的特徴は、一言でいえば不均一、即ち非常に多くの部分構造の混

合物であるということである。たとえば、図 1にはヘパリンの部
分構造の 1つを示している。この中の右から 3つ目からの五糖構
造は、抗血液凝固活性を担う最小単位であるAntithrombin IIIとの
結合ドメインとして同定されたもの6,7)である。五糖には3単位の
グルコサミンと 2単位のウロン酸があるが、全て構造が異なって
いる糖分子から構成されている。

1．2　へパリンと血小板相互作用
1．2．1　構造推定
　ヘパリンは抗血液凝固剤であり、第 2次大戦頃から臨床の場に
おいて使用されているが、1970年頃からヘパリンによって血小板
が凝集するという現象論が報告されていた8）。筆者は、この現象を

分子レベルで解析する研究を、1988年頃からDr. Sobel（現在、
米国ワシントン大学医学部）とともに行った。前述したように、ヘ

パリンの構造は単純ではなく、また血小板のどの蛋白質がこの現

図 1　へパリンの構造の不均一性

象に関係しているかという情報もなかった。そこで、まずヘパリ

ンを既知の 3つの方法で低分子化した後、分子量と電荷によって
分画し、一連の低分子化ヘパリン（LMWH）を調製し、それらの
活性を測定することによって、血小板に結合するヘパリンの部分

構造を推定しようとした9）。3つの方法は、図2に示すが、亜硝酸
での分解、過ヨウ素酸でvic-diolの酸化と引き続くb脱離反応によ
る分解、酵素（ヘパリナーゼ I）による酵素消化である。

　ラジオアイソトープ標識したヘパリンの血小板への結合を、調

製した LMWHがどれくらい強く阻害するかを調べる Binding
Competition Assayを行った。実験を迅速に行うためにラジオア
イソトープとして125ヨウ素を用いたが、そのために混合するだけ

でヘパリンの水酸基と共有結合できる新規修飾試薬も開発した10)。

それぞれの阻害活性を各々のLMWHの血小板への結合能として評
価し、図3に示した。横軸はLMWHの平均分子量、縦軸は血小板
への結合能である。いずれも分子量が大きいほど結合活性が高く

図 2　へパリンの分解とドメイン構造の例

［Summary］
　

キーワード：ヘパリン、構造特異性、オリゴ糖鎖、部分構造、結

合相互作用、無標識、チップ、表面プラズモン共鳴、血小板、フォ

ンビルブラント因子、糖鎖結合性蛋白質

Heparin, used clinically as an anticoagulant, is a highly sul-
fated natural polysaccharide and is composed of various dis-
tinct partial structures.  Recently, heparin has drawn more
attention, since it possesses regulatory functions for cell pro-
liferation, through the direct binding interaction with growth
factors.  We have studied heparin-platelet and heparin-von
Willbrand factor interactions using a synthetic approach with
structurally defined heparin partial structures.  Through this
work, we found that the assembly of the structurally defined
oligosaccharides was needed to mimic nature, and we also
lacked sufficient mass of oligosaccharides to study their func-
tion at the molecular level.  To resolve both issues, we have
developed a novel, molecular level technology – the oligosac-
charide-immobilized chip (named Sugar Chip).  This permits
real-time and high-throughput analysis of oligosaccharide-
protein interactions without any labeling of the targeted pro-
tein, using these Sugar Chips and the surface plasmon reso-
nance (SPR) apparatus.
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なっているが、色分けしている様に、ヘパリンの低分子化の方法

によって傾向が異なることがわかった。即ち、ヘパリナーゼで低

分子化したLMWH(HI-Hep)と亜硝酸分解のLMWH(NA-Hep)は
ほぼ同じ集合の中にあるが、過ヨウ素酸とアルカリで分解して調

製した LMWH(PI-Hep)はそれらより上にプロットされた。即ち
より強い活性を持つ集合を形成していることがわかった。一方、こ

れらLMWHの抗血液凝固活性は抗第10因子活性（anti-Xa活性、
antithrombin IIIとヘパリンの活性をもっとも直接的に見ることが
できる）を調べてみると、図中に数字（大きいほど活性が高い）を

示したように、PI-Hepの活性はほとんどないことがわかった。

　低分子化反応によって消失する構造を考える（図2参照）と、PI-
HepではAntithrombin IIIに結合する五糖構造の中に vic-diol構
造があり、これが過ヨウ素酸で酸化して環が開裂し、引き続くア

ルカリ処理でβ脱離がおこるので、五糖構造が消失する。それ故、
PI-Hepはanti-Xa活性が激減すると考えられるが、結果はその通
りになっていた。一方、血小板結合能は anti-Xa活性ほどはっき
りしていないが、分子量11000程度のLMWHを比較してみると、
PI-Hepは分画していないヘパリンと変わらない活性を持っている
が、Hi-Hepは半分以下の活性となっている。即ち、ヘパリナーゼ
処理によって消失した構造が血小板結合に重要な役割を持ってい

ると考え、図中のGlcNS6S-IdoA2Sと略した二糖構造を血小板
結合最小構造と推定した。

1．2．2　合成化合物による推定構造の確定
　推定した二糖構造がはたして本当に血小板結合性があるのか、

これを確定させるためにこの二糖構造を合成することにした 11）。

図 4に合成ルートを示したが、硫酸化オリゴ糖の合成は初めて
だったので、大学院生と試行錯誤しながら進め、1年以上がかかっ
たが、SynDSと命名した二糖を 10数ミリグラム得た。
　この合成硫酸化二糖(SynDS)の活性を、同様の結合阻害実験を
行い調べた。陽性コントロールとしてはヘパリン、二糖の比較対

照としてはヘパリンをヘパリナーゼで徹底的に消化して得られる

二糖構造（図中DigDSと略）を用いた。DigDSはSynDSと同
じ数の硫酸基、カルボキシル基を持つ二糖であるが、構造は全く

異なる。SynDSは、陽性コントロールのヘパリンと比べると活性
は弱く、かなりの高濃度を必要とするが、DigDSと比べると明確
に活性があることが示された。これから、ヘパリン中のヘパリナー

ゼ消化で消失する二糖構造GlcNS6S-IdoA2Sを血小板結合に関
する最小構造と結論した。

1．2．3　集合化化合物の合成と血小板結合活性
　ところで図 3のように、活性は LMWHの分子量に依存してい
た。このことは、最小二糖構造に基づくクラスター効果の影響で

あると考え、次に複数のGlcNS6S-IdoA2Sユニットを有する構
造明確な合成化合物を得ることを目指した。

　この際、硫酸化糖であることから、工夫が必要になった。即ち、

一般的な方法では、まず保護基を有する糖鎖前駆体を調製し、そ

れを集合化した後、脱保護、硫酸化を行う。しかし、実際やって

みると二糖構造が 3単位ある化合物までは、何とか合成すること
ができたが 12)、4単位以上では硫酸基がすべて入らず、不均一な
化合物ができてしまった。そこで、二糖では硫酸基をすべて導入

できていることから発想を変えて、ユニットの硫酸化二糖構造を

完成させたのち、マイルドな反応によって、ユニットごと集合さ

せる方法を考えた（図 6参照）。

図 3　低分子化へパリン（LMWH）の血小板結合活性

図4　GlcNS6S-IdoA2S構造を有するへパリン部分二糖構造の合成

図 5　合成へパリン部分二糖構造の血小板結合挙動
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　いくつかの方法を検討した結果、還元アミノ化法が硫酸基に影

響を与えない最適の方法であることを見出した13,14)。そのために、

最小二糖構造の還元末端側にグルコースを導入した三糖体をまず

合成した。また、還元アミノ化反応を詳細に検討したところ、反

応液の pHを 3～ 4に保つことが重要であることもわかり、この
pH領域で反応が起こるアミノ基として芳香族アミンを有するリン
カー化合物を設計した（図7参照）。芳香族アミノ基は疎水性があ
るため、疎水性相互作用に基づく非特異吸着があることが懸念さ

れるが、グルコースを末端に持つ化合物の場合、反応後グルコー

ス部位が親水性のリンカーとしても働くので、非特異吸着を最少

にする効果も期待した。

　この方法で、調製した化合物の一例を図 8に示す。精製がやや
困難であったことから、単離収率は 60％程度にとどまっている
が、硫酸基の脱離もなく、1ステップで硫酸化二糖を集合化した化
合物を調製できた。この化合物の同定・確認には、ちょうど市場

にでてきた陰イオンを高分解能、かつ高感度で測定できる ESI-
TOF/MSが役に立った。

　このようにして、図 9に示すように、複数の硫酸化二糖構造を
有する一連の構造明確な化合物群を得ることができた。

　そして、血小板への結合挙動を調べたところ、図10に示すよう
に、二糖構造1つだけでは活性を示さない濃度範囲でも、2，3ユ
ニットと増やしていくと活性は明確に存在することが示された。

分子量17000程度のヘパリンに比べるとまだ活性は1／500程度
にとどまっているが、二糖という非常に小さな単位でも、集合化

すれば活性を測定することができることが明確になった。

図 6　集合化オリゴ糖鎖の調製法 図8　図6のストラテジーに基づく集合化オリゴ硫酸化糖鎖の合成例

図 9　構造明確な集合化オリゴ糖鎖群
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図 10　集合化オリゴ糖鎖の血小板結合活性図 7　還元アミノ化方法によるオリゴ糖鎖の集合化
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1．3　へパリンとフォンビルブラント因子の結合相互作用の
解析
　フォンビルブラント因子（vWF）は血小板止血に関与する重要
な血液蛋白質であり、血管内皮の損傷部に吸着してそのコンフォ

メーションが変化すると血小板のGpIbと結合するようになり、結
果として血小板を損傷した血管部へ集積させる作用を持つ。しか

し、作用のバランスが壊れると血栓症を引き起こすので、特に血

管狭窄によって内皮損傷が起こる外科手術後の重篤なトラブルの

原因となる。そのため、vWFと血小板GpIbとの結合を阻害する
様々な薬剤が開発されているが、ヘパリンにその作用があること

がSobelらによって見つけられていた15）。しかし、ヘパリンをそ

のまま使うと抗血液凝固作用が大きく、ブリーディング（出血傾

向）が起こるので、ヘパリン中の作用部位を特定させ、新規薬剤

のリーディング化合物を見つけることは重要であった。

　ヘパリンの血小板結合を調べるのと同じ方法を採用した。即ち、

ヘパリンをヘパリナーゼまたは過ヨウ素酸とアルカリで低分子化

したLMWHを、ヘパリンビーズへのvWFの結合阻害実験と、vWF
依存性の血小板凝集阻害実験に供した。図11に示すように、この
場合もPI-HepはHI-Hepに比べて高い阻害活性を有していた。即
ち、血小板結合と同様に、ヘパリナーゼ消化によって消失する二

糖構造GlcNS6S-IdoA2Sが関与することが示唆された 16)。

　そこで、合成していた集合化化合物を用いて、ヘパリンビーズ

へのvWFの結合阻害実験を行った。血小板とは異なり、この場合
は 2単位のGlcNS6S-IdoA2Sでは活性を持たず、3単位持つ化
合物でようやく活性が認められた。さらに、血小板とは異なり、3
単位でもお互いのユニット間の距離が近い化合物がより高い活性

を有した。これらから、ヘパリンの vWF結合にはGlcNS6S-
IdoA2Sユニットが 3単位以上連結している部分が必要であるこ
とが示唆された（図 12）。

2．シュガーチップの開発 17)

　一連のヘパリンの研究から、特定の硫酸化オリゴ糖鎖の活性を

調べるためには、それを集合化することが重要であることがわ

かった。即ち、ヘパリンのような直線性の高分子でも、そのユニッ

トを 2次元的に並べれば、活性を評価できる。また、生体内には
ムチン糖鎖に代表されるように、オリゴ糖鎖は集合して存在する

事が多いことも、集合化を考えなければならない大きな理由であ

る。また、集合化化合物の合成は可能となったが、依然として時

間と労力がかかり、構造明確な化合物の量的な不足は常につきま

とうこともわかった。これらを解決するために、糖鎖をチップに2
次元的に固定し、それを表面プラズモン共鳴（SPR）のセンサー
チップに用いることができれば、構造明確なオリゴ糖鎖を複数回

使用できるので、量的な問題の解決法の 1つになる。また、対象
の蛋白質をラジオアイソトープなどで標識することなく、かつリ

アルタイムで結合挙動を観測できる。さらに、結合相手が不明で

も、SPRを用いれば、結合だけは観測できるので、結合を観測し
た後に質量分析を用いて、蛋白質を同定するというアイデアも生

まれた（図 13参照）。

図 12　GlcNS6S-IdoA2Sを含む集合化オリゴ糖鎖の vWFへの
結合活性

図11　LMWHのvWFに対する結合活性と血小板凝集反応に対す
る阻害活性

図 13　シュガーチップの概念と表面プラズモン共鳴（SPR）
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2．1　疎水性相互作用を利用した糖鎖の固定化
　それでは、どのように糖鎖をチップに固定すれば簡単に糖鎖と

蛋白質の結合を調べることができるか検討した。もっとも単純、か

つ世の中にあった技術としては、チップ上に疎水性の膜を調製し

ておき、それに疎水化した糖鎖を吸着させるという方法があった。

そこで、まずこの方法が適当なものであるか検討するために、図

14のように疎水化した硫酸化二糖構造（Hydro-mono-GlcNS6S-
IdoA2S-Glc）を合成した。

　オクタンチオール基で表面に膜を作製した金チップ18,19) に、図

14のように合成したHydro-mono-GlcNS6S-IdoA2S-Glc
(Compound 6) を濃度をあげながら添加していくと、SPRのシ
グナル強度の上昇が見られた。上昇が飽和に達するまで疎水化し

た二糖構造を添加した後、vWFのヘパリン結合ドメインの合成ペ
プチド（vWF－ペプチド）を流すとさらにSPRシグナルの上昇
が見られた（図 15a）。

濃度との関係をプロットすると、飽和曲線がかけたので、この方

法で糖鎖チップは調製できたと一旦は考えた。しかし、ネガティ

ブコントロールとして用いた疎水化マルトース（Compound 7）
を固定化したチップに対しても、vWFペプチドを流したときに
SPRシグナルの上昇が見られた（図15b）。vWFとαグルコース
の結合があるとは思えず、SPRシグナルの上昇は、非特異的相互
作用であることが予想された。

　これを確かめるために、疎水化マルトースを固定化したチップ

にBSAを流したところ、非常に大きなSPRシグナルの上昇が見
られた。この上昇は、疎水部分へのBSAの非特異的吸着と考えら
れ、この疎水性に基づく固定化は難しいと結論した。

　次に、チップ上に固定したアビジンと糖鎖に導入したビオチン

との強い特異的結合を利用した固定化を検討した。これに関して

は、別の成書20）を参考していただきたいが、アビジンに起因する

非特異的吸着を避けることはできず、常にネガティブコントロー

ルを同時に測定し、SPRシグナルの差を常に測定する必要がある
ことがわかった。

2．2　糖鎖固定化の最適
　今までの検討から、疎水性の脂質や、アビジンといった物質を

介して糖鎖を固定化すると、非特異吸着の問題を避けることがで

きないことがわかった。そこで、糖鎖に金チップに直接結合でき

る官能基を導入して「糖鎖リガンド複合体」を調製し、それを用

いて、糖鎖を固定化することとした。こうすれば、固定化する糖

鎖の数（相対濃度）は比較的簡単にコントロールできるという予

想もあった。

　糖鎖と金チップをつなぐリンカーとしては、糖鎖の集合化合物

を合成する際に有効であった還元アミノ化反応を効率よく進める

ことができる芳香族アミンと、金とAu-S結合を作ることができ、
かつ分子内環構造を有するチオクト酸を用いることにした。分子

内環化SS結合があるため、一時的に還元環境に晒されてSS結合
が解離しても、すぐに空気酸化を受けて元の構造に戻ることが予

想され、糖鎖リガンド複合体を精製する際に手間取らないと考え

たこともチオクト酸を採用した理由である。図 16に示したよう
に、末端にグルコースを導入したヘパリン部分二糖構造

(GlcNS6S-IdoA2S-Glc)をまず完成させた後、リンカーを反応さ

図 14　疎水化硫酸化二糖（Hydro-mono-GlcNS6S-IdoA2S-
Glc）の合成

図15 (a) Hydro-mono-GlcNS6S-IdoA2S-Glcの固定化と vWF
ペプチドの結合; (b) 固定した疎水化糖鎖とvWFペプチドの濃度
の関係。Compound 6, 7は図 14を参照。 図 16　Mono-valent型糖鎖リガンド複合体の合成
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　合成したリガンド複合体Mono-GlcNS6S-IdoA2S-Glc
（Compound 13）を50％メタノール溶液で10 µMに調製し、そ
の溶液にSPRの金チップを浸せきし、室温で終夜反応させ、固定
化チップを調製した。これに 2 µMの vWFペプチド を流したと
ころ、標準的なSPRセンサグラムが得られた（図17a）。一方、疎
水性を利用した固定化法では非常に大きなSPRシグナルと、バッ
ファーで洗浄してもチップ上に吸着したままだったBSAを流した
場合には、かなりの高濃度の溶液を流した場合でも、非常に小さ

なSPRシグナルしか観測されず、またバッファーの洗浄後速やか
にベースラインに戻ったことから、このチップにはBSAはほとん
ど結合しないことが示された。即ち、糖鎖をこの方法で金チップ

に直接結合させることによって、非特異的吸着をほぼ無視できる

系を構築することができた。vWFペプチドを結合させた後、800
秒間バッファーで洗浄しても残っているSPRシグナル量を平衡結
合量(equilibrium binding) とし、vWFの濃度に対してプロット
すると、図 17bが得られた。この図からKD値を 210 nMと推定
した。この値は、ラジオアイソトープラベルしたヘパリンを用い

て得られた報告値（370±200 nM) 21)と大差なかった。比較対照

として、グルコースにリンカーを導入したリガンド複合体(Mono-
Glc, Compound 14)を用いて、同様の実験を行った。この際vWF
ペプチドの濃度を上げても、全く SPRシグナルの上昇は見られ
ず、非特異的吸着を無視できる系であることが確認された（図

17b）。

図17 (a) Mono-GlcNS6S-IdoA2S-Glcを固定化したチップへの
vWFペプチドおよびBSAの結合挙動。(b)vWFペプチドのMono-
GlcNS6S-IdoA2S0GlcおよびMono-Glcを固定化したチップへ
の結合。

このチップを用いて、vWFのヘパリン結合ドメインを含む部分リ
コンビナント蛋白質(vWF-A1)22,23)の結合挙動を観測した。蛋白

質濃度の上昇にともなってSPRシグナルの上昇が見られ、KD値

は 1.2 µMと推定できた。

せ、60％以上の収率でリガンド複合体、Mono-GlcNS6S-
IdoA2S-Glcを得た。前述したように、末端のグルコースは親水性
のリンカーとしても機能し、糖鎖を金チップから離して、蛋白質

の結合を容易にすること、また疎水性に基づく非特異吸着を最小

限にすることを期待した。

2．3　クラスター化の検討
　このように、モノバレントのリガンド複合体を用いて、糖鎖と

糖鎖結合性の蛋白質の結合挙動をリアルタイムで測定することが

できるようになった。この場合、リガンドの固定化は容易であり、

チップ上にリガンドはほぼ均一に分散していると考えられるが、

糖鎖クラスターの密度（オリゴ糖鎖のチップ表面の濃度）はリガ

ンド複合体溶液の濃度や金チップの状態（凹凸）に依存する。そ

れらに依存しない系を構築するために、複数ユニットのオリゴ糖

鎖が常に2～5nmの距離内に集合した状態でチップ上に固定化さ
れたMulti-valent型のリガンド複合体について次に検討した。

2．3．1　合成
　Ashtonらの報告 24)を参考にして、Tri-および Tetra-valentリ
ンカーとリガンド複合体の合成を図18,19のように行い、それぞ
れ Tri-GlcNS6S-IdoA2S-Glc、Tetra-GlcNS6S-IdoA2S-Glc-
longを合成した。この過程で、集合化する糖鎖の大きさにもよる
が、集合化する糖鎖の数が多くなるに従い、リンカー中のSS部
位が金チップ表面に接触しにくくなるという立体反発的な要素が

大きくなる事がわかった。そのため、分岐部分とチオクト酸部分

の間のスペーサーを長くする必要があった。この際、疎水性を高

めないためにオリゴエチレングリコールの利用が効果的であった。

図 18　Tri-GlcNS6S-IdoA2S-Glcの合成
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図 19　Tetra-GlcNS6S-IdoA2S-Glc-Iongの合成

2．3．2　クラスター化リガンド複合体を用いた結合活性の評価
　Tri-GlcNS6S-IdoA2S-Glc (Compound 25)および Tetra-
GlcNS6S-IdoA2S-Glc-long (Compound 42) を固定化したチッ
プへ1.5 µM のBSAを流した時には、Mono- GlcNS6S-IdoA2S-
Glcを固定化したチップと同様（図17）、SPRシグナルは僅かに
上昇するが、バッファーで洗うと直ちにベースラインに戻り、

BSAはこのチップにはほとんど結合しない、即ち非特異吸着は無
視できることが分った。

　このように、直接結合型のリンカーを用いて糖鎖を金チップに

固定化すると、非特異吸着は無視できることが明らかとなったの

で、次に固定化された糖鎖リガンドの密度の影響を検討した。即

ち、硫酸化二糖構造をもつMon-, Tri-, および Tetra-valent リガ
ンド複合体と、糖鎖構造をもたないMono-Glc (Compound 8)を
混合した溶液を先ず調製し、それに金チップを浸漬することに

よってチップ上の相対リガンド濃度が違うチップを調製した。

図20　（a）Mono-GlcNS6S-IdoA2S-GlcとMono-Glcを混合し
て作成したチップの ATR-FT- IR スペクトル。（b）Mono-
GlcNS6S-IdoA2S-GlcとMono-Glcの仕込み比とチップ上の硫
酸基の相対強度との関係（R2 = 0.9984）。（c）Tri-GlcNS6S-
IdoA2S-GlcとMono-Glcの仕込み比とチップ上の硫酸基の相対
強度との関係（R2 = 0.9993）。（d） Tetra-GlcNS6S-IdoA2S-
Glc-longとMono-Glcの仕込み比とチップ上の硫酸基の相対強度
との関係（R2 = 0.9610）。
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　リガンド複合体中の硫酸化二糖構造の数が増えていくにつれて、

小さなKD（高い親和性）を有することが明確になっている。Mono-
valentリガンド複合体と比べると、その親和性は3倍程度高い。こ
の理由は、解離速度定数kdが小さいことから、クラスター化され

たリガンドの場合は数 nm以内に糖鎖が存在しているため、結合
と解離の平衡にあるとき、解離した蛋白質がすぐ近くのリガンド

に再び結合することが出来、その結果ネットの解離速度定数が小

さくなっていると解釈できる。リガンド複合体の濃度を50％に低
下させると、クラスター化リガンドの効果はさらに明確になった。

即ち、Tri-valentやTetra-valentのリガンド複合体はKDの値はほ

とんど変わらなかったが、Mono-valentリガンド複合体ではKDは

1.5倍になっていた。
　次に、部分構造ではなく全ヒトvWF蛋白質について検討した。
この蛋白質は単量体でも分子質量が270 kDaもある巨大な蛋白質
であるだけではなく、自己会合性が高く、一般に溶液中で存在し

ているときはその分子量は数百万におよび、また会合に伴いへパ

リン結合ドメインも複数有している。3種類のリガンド複合体の濃
度をそれぞれ100％と20％に変化させて調製したチップを用いて
vWFの結合活性を調べ、表 2に結果をまとめた。

表2　whole rhvWFの結合挙動：チップに固定化された硫酸化二
糖構造のクラスター効果が見られない例

図21　Mono-GlcNS6S-IdoA2Sを固定化したチップ上のリガン
ドの相対密度の vWFペプチド（2 µM）の結合に与える影響。

　これらから、チップ上の糖鎖の相対密度、またリガンドのMulti-
valencyを変化させて結合相互作用を評価することによって、蛋
白質の糖鎖結合ドメインがシングルかマルチかという判断をする

ことも出来ることが示された。

　最後に、調製した硫酸化二糖構造を固定化したチップを用いて、

結合阻害実験を行ってみた。すなわち、チップは Tri-GlcNS6S-
IdoA2S-Glcを固定化して調製し、200 nM の bFGF（塩基性繊
維芽細胞増殖因子）と阻害剤としてへパリンを濃度を変えて加え、

そのときのSPRシグナルの変化を測定した。図 22(a)にはSPR
シグナルの変化を、図 22(b)には阻害剤のへパリン（平均分子量
15000）の濃度と、結合したbFGFの濃度をプロットした。図22(b)
から、へパリンの阻害濃度 IC50は50-100 nMであると見積もる
ことが出来た。なお、この値はbFGFのへパラン硫酸プロテオグ
リカンへのKD値25)と近いものであり、この方法の有用性が示唆さ

れた。

8

　相対濃度は、各々のチップをATR-FT-IRで測定し、1200 から
1303 cm-1 に現れる硫酸基の吸収を積分して定量した。図20aに
Mono-GlcNS6S0IdoA2S-GlcとMono-Glcをそれぞれ混合比を
変えて作成したチップのATR-FT-IRスペクトルを、20b-20dに
は相対濃度と、仕込み比の関係を示した。

いずれの場合も、仕込み比と相対濃度には直線関係が成り立って

おり、硫酸化二糖はチップ上で均一に分散して固定化されている

ことが示唆された。また、仕込み比を変えることでチップ上の硫

酸化二糖構造の相対濃度を調整できることも明らかとなった。

2．3．3　へパリン結合性蛋白質の結合親和性
　リコンビナントのヒトvWf-A1 domain (rhvWf-A1) 22,23)をモデ

ル蛋白質に用いて、3つのリガンド複合体について、チップ上の糖
鎖の密度（100%と 50%）と結合親和性の相関について検討し、
表１に結果をまとめた。

表1　rhvWf-A1の結合挙動：チップに固定化された硫酸化二糖構
造のクラスター効果

　先の表 1の結果とは異なり、推定した KD値は全てほぼ同じで

あった。全vWF蛋白質の場合は会合してへパリン結合ドメインが
複数あるため、チップ上の硫酸化二糖の密度の影響がほとんどな

いのであろう。

　 なお、vWF-ペプチドとMono-valentリガンドの結合を調べる
と、相対密度が 40％以上ないと結合が見られなかった（図 21）。
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図22　硫酸化二糖構造を固定化したチップを用いたbFGFの結合
に対するへパリンの阻害実験 (a) SPRセンサーグラム、(b) へパ
リン濃度と bFGFの結合に起因するSPRシグナルの増加度

3.　結語
　へパリンと血小板、またvWFとの相互作用を、構造明確なオリ
ゴ糖鎖を用いることによって、分子レベルでの解析を行うという

目的で始めた研究が、糖鎖固定化チップ（他との差別化のために、

シュガーチップと総称している）の開発に繋がった。現在では、リ

ガンド複合体の数も70種類程度にのぼり、糖鎖と結合する蛋白質
をSPR法で系統的に解析したデータベースも整備することが出来
た。また、シュガーチップを調製する技術を金ナノ粒子に応用し、

糖鎖固定化金ナノ粒子（SGNPと総称）の開発にも成功した 26）。

SGNPは高価なSPR測定機器を用いることなく、糖鎖と蛋白質
の相互作用を可視で判断できるものである。そして、研究成果の

社会還元を目指し、本年 9月に起業し、シュガーチップを用いた
受託研究やSGNPの販売を行うことが出来るようになった27)。な

お、糖鎖チップや糖鎖アレイの技術は、世界中で開発されている
28-33)。しかし、そのほとんどは、対象とする蛋白質をあらかじめ蛍

光色素や酵素で標識するか、結合後に抗体を組み合わせて蛋白質

が結合した糖鎖を同定するものであり、SPRと組み合わせること
で網羅的な解析を可能とする技術はわれわれ以外にはほとんど報

告がないことを追記する。

　わが国の糖鎖研究は世界をリードする立場を保っている。我々

の技術が、わが国の糖鎖研究の国際優位性を保つのに役立つこと、

さらに現在開発研究を進めているシュガーチップ技術を用いた各

種疾患の検査・診断技術の開発を通じて、世界人類に貢献したい

と考えている。
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エイズから見た
感染症研究の最前線
その１　序：エイズ治療のストラテジー

熊本大学医学薬学研究部感染防御　原田信志

1．はじめに
　エイズはHIV (human immunodeficiency virus)というレトロ
ウイルスの感染症である。HIVに感染すると15から20年といわ
れる長い無症候期を経てエイズを発症し、悪性腫瘍、日和見感染、

精神神経症状で代表される病気が認められる。現在、日本で公的

に報告されているHIV感染者およびエイズ患者数は1万人程度で
ある。しかし、献血におけるHIV陽性件数は10万人あたり約1.5
件であり、もっと多くの人が感染している可能性が示唆されてい

る。全世界的には4000万人から5000万人がすでに感染している
といわれ、一年に約500万人が新たにHIVに感染している。その
意味ではHIV感染はすでにpandemicな状態であり、この感染の
拡大を阻止すること、あるいはHIV感染者をいかに治療するかは
公衆衛生上の火急の問題である。そのひとつはエイズ教育の普及

であり、また新たな感染を防ぐことが可能なワクチンの開発であ

る。HIV感染者やエイズ患者に対しては、体内でのHIV増殖を防
ぎかつ体内からウイルスを排除する方策を考えることが要求され

る。研究上で可能なHIV感染防止およびエイズ治療の方策を考え
てみたい。

2．ウイルスの一般的ライフサイクル
　HIVの感染を止めるということでは、このウイルスが細胞に感
染し如何に増殖するかを理解していなければならない。一般的に

ウイルスは多くの細菌とは異なりそれ単独での自己増殖能はない。

つまり、ウイルスはどんなに栄養豊富な培地を用いても、それ自

体で分裂を開始することが出来ない。ウイルスが増殖するために

は、細胞という宿主の助けが必要である。細胞のさまざまな増殖

機構を利用することではじめて自己複製が可能となる。その意味

で、ウイルスは細胞内寄生体である。従って、ここにウイルス感

染を阻止する新旧のアイデアが潜んでいる。一般的ウイルスのラ

イフサイクルとして、ウイルスは固有のレセプターに付着（吸着

adsorption）し、細胞内へ侵入penetrationする。脱殻uncoating
後、ウイルス遺伝子（DNAかRNA）は転写 transcriptionと翻訳
translationが行われ、ウイルス遺伝子の増幅とウイルス蛋白が産
生される。その後、増幅されたウイルスRNAあるいはDNAは、
産生されたウイルス蛋白と集合assemblyし、成熟maturation過
程を伴って細胞外へ放出 releaseされる（図 1）。
　レトロウイルスであるHIVでは、ウイルス粒子内に逆転写酵素、
インテグラーゼ、プロテアーゼという酵素があり、それぞれ固有

のライフサイクルに使用される。HIV RNAは侵入後、逆転写酵素
でDNAへ転写され、そのDNAは細胞の染色体DNAへインテグ
ラーゼを使って組み込まれる（組込まれたウイルスDNAをプロウ
イルスDNAと呼ぶ）。プロウイルスDNAからmRNAとウイルス
のvRNAが転写され、集合を経て細胞外へ出芽buddingにより放
出される。放出されたウイルスはプロテアーゼの作用で成熟し、感

染性を有したHIVとなる。一方で感染細胞は正常な細胞とHIVエ
ンベロープ糖タンパクとレセプターを介してお互いに融合する

（図2）。HIV感染細胞および融合細胞は最終的に死滅する。HIV固
有の酵素とその作用点は、HIVの抗ウイルス剤を開発する上での
最適な標的である。

3．HIV感染の制御
　レトロウイルスであるHIVの感染を阻止するには、そのライフ
サイクルのどこかで止めることである。それには以下の三つが理

論的に考えられる。

（A）HIV固有な感染阻止
　HIVのライフサイクルで、HIV特有なものは1）レセプター（CD4
とケモカインレセプター）、2）逆転写酵素、3）インテグラーゼ、
4）プロテアーゼである。それぞれの阻止剤は、非常に選択性の高
い、強力な抗HIV効果を持つと考えられる。事実、HIV-1の逆転
写酵素やプロテアーゼの阻害剤は現在広く臨床応用され、HIV-1
の血中ウイルス量を下げ治療効果が認められるという意味で非常

図 2　HIVによる細胞融合

ウイルス�

レセプター�
吸着、侵入、脱殻�

転写�

翻訳�

放出�

集合、成熟�

図 1　ウイルスのライフサイクル
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今回より新しい連載が始まります。
1つのテーマに対し様々な観点からの記事を掲載していく予定です。
ご期待下さい。
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　九州大学と小社は、九州大学での優れた研究成果を迅速に実用

化することを目的に組織対応型(包括的)連携契約を締結しており
ます。下記の技術に関して実用化を検討しております。これらに

ご興味がございましたら小社までお問い合わせ下さい。

No.010  PKCα特異的阻害剤ペプチド
　従来、ペプチドをはじめ、種々のPKC阻害剤が有るが、PKCα
に特異的なものは存在しなかった。PKCαはガンなどにおいて他
のPKCと全く異なる挙動を取り、発ガンに極めて重要なシグナル
であることが分かってきている。したがって、PKCα特異的な阻
害剤は非常に有用な物質であると考えられる。

　九州大学では、種々のPKCサブタイプに特異的な基質ペプチド
を開発する中で、これまでに存在しなかったPKCαに特異的な阻
害ペプチドを見いだした。この阻害剤ペプチドは、PKCα、ある
いはそれが深く関与するガンの研究に有用であると考えられる。

No.011 脂質膜局在型ヒドロキシルラジカル計測用蛍光試薬
　ヒドロキシルラジカルは活性酸素種の中でも特に反応性が高く、

様々な生体分子と速やかに反応して酸化的損傷を与える。ヒドロ

キシルラジカルが関与する反応は多様であるが、この中でも特に

重要なものに連鎖的脂質過酸化反応の開始反応がある。しかしな

がら、現存するヒドロキシルラジカル計測用蛍光試薬はいずれも

水溶液中（細胞質中を含む）でのヒドロキシルラジカル計測を意

図して開発されており、上記脂質過酸化反応のような細胞膜にお

けるヒドロキシルラジカルの挙動を捉える目的に適してはいない。

　九州大学では、優れた細胞膜局在性を示すヒドロキシルラジカ

ル計測用蛍光試薬を開発した。脂質過酸化反応のような細胞膜中

におけるヒドロキシルラジカルの活性を適切にモニタリングする

ための有用な新規試薬としての使用が期待できる。

No.012 シグマ受容体を認識するMRI造影剤
　シグマ受容体は、ドーパミン受容体のひとつで、主として中枢

神経系に発現している。一方、最近になり乳ガンなどのある種の

がん細胞では、シグマ受容体が高発現していることが明らかに

なってきている。

　九州大学では、シグマ受容体特異的なMRI造影剤を開発した。
本造影剤はシグマ受容体を発現するがん細胞だけを特異的に造影

できる可能性があり、がんの診断や研究、精神病や脳疾患の研究

に応用できるものと期待される。

九州大学 -同仁化学組織対応型連携に関するお知らせ
に有効なエイズ治療薬である。近い将来、ケモカインレセプター

やインテグラーゼ阻害剤も臨床的に使用される日が来るであろう。

（B）HIVの増殖を修飾する宿主因子
　HIV固有なものの阻害剤の最大の難点は、HIVの変異による耐
性ウイルスが出現しやすいことである。ウイルスの吸着、侵入、転

写、翻訳、集合、放出の過程では、これら全てのステップで何ら

かの宿主細胞の因子が作用している可能性が高い。この宿主因子

を探し出し、感染制御に用いようという試みがなされている。デ

フェンシン、インターフェロンは昔から良く知られたものである

が、最近HIVの感染系ではAPOBECやTRIM5αなどが報告され
ている。

（C）免疫によるHIV制御
　ウイルスおよびウイルス感染細胞は、生体内では免疫機構によ

り排除される。この意味で、この免疫機構を活性化させることは

感染阻止や感染防止に有効に働くと考えられる。これがいわゆる

ワクチンの基本的作用機序である。現在、ワクチン作用の主な目

的となっているのは、液性免疫としての抗体（ウイルスでは中和

抗体）と細胞性免疫の細胞傷害性T細胞（CTL）の誘導である。両
者とも非常に特異性の高い排除機構であるが、高変異性のHIVに
対し如何に有効な免疫を成立させるか大きな課題を抱えている。

4．おわりに
　本シリーズでは、以上三つの観点からHIV感染制御の最前線で
あるトピックスを拾いながら論じてみたい。それによりエイズと

は何か、HIVというウイルスの特徴、現在行われている治療戦略
の方向性を感じとっていただきたい。

＊本連載は一つのテーマを元に毎号異なる著者が執筆をしてまい

　ります。
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氏名：原田信志

所属：熊本大学大学院医学薬学研究部　感染防御

住所：熊本市本荘 1-1-1



News No.121(2006)

　現在、細胞を生きたままその機能を調べるという目的で、細胞

内の特定の分子と特異的に結合する、さまざまな分子や技術が開

発されている。

　特に、タンパク質標識技術として近年広く用いられてきている

GFP(Green Fluorescent Protein)のような、さまざまな可視蛍
光タンパク質(VFPs; Visible Fluorescent Proteins)は、遺伝子
組み換え技術により蛍光化したタンパク質を発現させ、解析する

手法の 1つである。しかし、このような標識プローブとしての
VFPsは分子量が大きく、細胞内での立体障害で挙動が変化して
しまう可能性がある。

　新しい蛍光標識技術の開発に関する研究の中でFlAsHを用いた
手法は、VFPsに比べて分子量が小さいため、タンパク質の構造
への影響が少なくなるという利点がある。

　Tsienらの開発したタンパク質標識試薬であるFlAsH-EDT2は、

無蛍光性で膜浸透性を持ち、ターゲットとなる tetracystein mo-
tif (Cys-Cys-Xaa-Xaa-Cys-Cys, Xaaは cystein以外のアミノ酸)
を正確に認識して、強い蛍光を発する安定な錯体を形成すること

が知られている1)。また、VFPsに比べて小さく、立体化学的な妨
害が減少するため、パルスチェースを使った実験手法やCALIを
使った実験手法が報告されている 2)。

　今回紹介するのは、Spagnuoloらによって開発されたフッ素基
を導入した F2FlAsHと F4FlAsHである 3)。

彼らは、モデルターゲットとしてペプチドシーケンス

(FLNCCPGCCMEP, P12)との複合体、F2FlAsH-P12および
F4FlAsH-P12を合成し、その性能を評価した。
F2FlAsH-P12はFlAsH-P12に比べ、4倍の蛍光強度を示し、7nm
大きなストークスシフトを持つ。

　また、水銀ランプによる光照射(490～ 560nm, 70mW/cm2,
120min.)による光退色の評価では、F2FlAsH-P12はFlAsH-P12
に比べて 50倍の光安定性を有していた。
　FlAsH-P12、F2FlAsH-P12、F4FlAsH-P12をリン酸バッ
ファーに溶解して、pHを 7.8から 5.6に変化させると、FlAsH-
P12 の吸収は 50% 減少したのに対して、F2FlAsH-P12、
F4FlAsH-P12は 16%の減少しかなく、pH依存性が低いことを
示した。

　F2FlAsH-P12(λex=500nm, λem=522nm)の蛍光スペクトルと
F4FlAsH-P12(λex=528nm, λem=544nm)の吸収スペクトルは大
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高性能 FIAsH誘導体
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図 1　FlAsH-EDT2による tetracystein motif　認識機構

きく重なる部分があるため、蛍光エネルギー共鳴転移(FRET;
Fluorescence Resonance Energy Transfer)を起こすのに有利
な J値を持つ。さらに F2FlAsH-P12(ドナー)と F4FlAsH-P12(
アクセプター)の結合によるRo値は、54Åであり、FRETが作用
する範囲が大きいことを示した。これは様々に開発されている他

の二砒素化合物群のFRETドナーとアクセプターにも新しい可能
性を示した。

　このように、Spagnuoloらは FlAsHにフッ素を導入すること
により、より高感度で光安定性の高いタンパク質標識試薬を得る

ことに成功した。今後、この成果はタンパク質の構造変化や分子

相互作用の動態研究に応用される、非常に魅力的な技術であると

期待される。

図 2　FIAsH誘導体
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　金属イオンの分析方法として「キレート滴定」があります。

小社の過去の資料の中から、有用と思われるものをご紹介いたし

ます。

　キレート滴定法で用いられるキレート試薬のほとんどがEDTA
といって差し支えない。しかし、EDTA以外のキレート試薬の中
には、金属イオンに対する安定度定数の値に相当の差異があった

り、あるいは TTHAのように安定な 1：2キレートを作るものも
ある。それらのキレート試薬を用いればEDTAでは困難な選択的
滴定も可能になる。

　EDTA以外のキレート試薬で、主なものは表1の通りである。表
に記した安定度定数は溶液のpHおよび補助錯化剤の影響を受けて
大きく変動するので、実際にはその他の影響までを含めた、いわ

ゆる”みかけの安定度定数” が重要な意味を持つ。詳しい理論は別
途、専門書をご覧いただきたいが、適当なpHを選び、その安定度
の差を利用すれば、EDTAを用いる場合とは異なった組み合わせ
の混合イオンの選択的分別滴定ができる。

応用

1）GEDTAを用いるCaの選択滴定
　表より明らかなようにGEDTAを滴定試薬に用いれば、Caと
Mgの安定度にΔ logK=11.0-5.2 = 5.8 と他の試薬では見られな
い差がある。そのため、Mg存在下のCaをpHを変えることなく
選択的に定量可能である。Ca、Mgの混合試料溶液を一旦中和し、
アンモニア緩衝液でpH10前後とする。指示薬としてはZincon2,3)

(0.1 mol/l Zn-GEDTA溶液　1～2滴を加える。終点の変色は青
→赤)、PAN4) (Zn-EDTAを添加、Ca標準液で逆滴定、終点の変
色は黄→ピンク)を用いる。
　なお、Ca、Mgの混合液にPO43-が共存するとpH6.9以上では
リン酸カルシウムとして沈殿し、滴定ができない。このような場

合は、pH6以下で過剰のGEDTAを加えた後、ゆっくりpHを12
～ 13に上げ、Calceinを指示薬として、Ca標準液で逆滴定する
方法がある。

2）GEDTAを用いるMgの選択滴定
　EDTAを用いるCa、Mgの混合溶液中のMg定量法は、まず
pH10でBTを指示薬とする滴定値 (Ca+Mg) と、pH12 ～13で
NNを指示薬とする滴定値 (Caのみ) の差から算出する方法がと
られている。このようにMgを直接滴定できないため、Ca、Mg
の混合比が大きい場合には誤差が大きくなる。このような場合に

GEDTAの安定度定数の差をたくみに利用すればCa、Mg混合物
中のMg選択滴定が可能になる。
　Ca、Mgの混合溶液にBa-GEDTAを加えると次のような反応
が起こることが知られている。

Mg+Ca+Ba-GEDTA+SO42-　→　Ca-GEDTA+BaSO4↓+Mg

表より、logK (Ca-GEDTA) = 11.0, logK (Ba-GEDTA) =8.4 で
あるから、Ca、Mgの混合溶液にBa-GEDTAを加えると、Caと
Baの交換反応が起こり、同時にBaは添加されているSO42-と反

応して難溶性のBaSO4となって沈殿し、試料溶液中にはMgイオ
ンのみが残存することとなる。このMgをBT指示薬を用いEDTA
で滴定する。この方法によってCa:Mg = 1:1～ 100:1 程度の試
料中のMgを少ない誤差で滴定できる。

3）GEDTAまたはDTPAを用いるCd、Znの選択滴定
　Cd、Znに対するEDTAのキレート安定度定数は、ほとんど等
しいので、EDTAをキレート試薬として用いる限り、Cd、Znは
同時に滴定される。GEDTAおよびDTPAの場合も安定度定数の
差はほとんどないが、適当なpH条件を選択すれば、みかけの安定
度に 3～ 4の差を生ずることが知られており、光度滴定、電流滴
定法を用いればCdのみ定量できる 7～ 10）。

Ca、Mgの場合と同様にSO42-を加えれば次式のような反応が起

こる。

　Zn+Cd+Pb-GEDTA+SO42-　→  Cd-GEDTA+PbSO4↓+Zn

　この反応を上手に利用すれば、Znのみ選択的に定量できる。
また、Zn-GEDTAはNaOHアルカリ性溶液中ではGEDTAと亜
鉛酸イオンに分解するのに対し、Cd-GEDTAは変化しないので、
Cdと Zn混合試料中のCdを選択的に滴定できる 12）。

4）CyDTAを用いるCu, Ni 中のCuの選択滴定 13)

　CyDTAは、ほとんどの金属に対してEDTAなどより安定度定
数が大きい。従ってCyDTAが存在するとKCNと反応しなくなる
金属がある (安定度定数が知られていないので比較できないことが
多く、同程度の安定度を持っている場合は先に加えたキレート剤

と反応する)。CyDTAがあると、NiはKCNと反応しない。この
性質を利用して CyDTAを過剰に加えてMg標準液で過剰分の
CyDTA量を滴定する。次に30％H2O2約2 ml、KCN約0.5 gを
加えるとCuのみCu(CN)42－を生じ、Cuとキレートとしていた

EDTA類似化合物をキレート試薬とする滴定法

Ca2+ Mg2+ Cd2+ Zn2+ Cu2+ Ni2+ Al3+ Fe3+ Ba2+

EDTA 10.59 8.69 16.46 16.50 18.80 18.62 16.13 25.1 7.76

CyDTA 12.50  10.32 19.23 18.67 21.30 19.4 18.63 28.05 8.64

DTPA 10.74  9.3 19.31 18.75 21.53 20.32 18.4 28.6 8.63

EDTA-OH 8.14 7.0 13.0 14.5 17.35 17.0 12.43 19.8 5.54

GEDTA 11.0 5.21 16.7 14.5 17.8 13.6 13.9 20.5 8.41

TTHA 10.06 14.38 26.85 28.7 32.6 32.4 19.7 40.5 11.63

(1:1) (1:2) (1:2) (1:2) (1:2) (1:2) (1:1) (1:2) (1:2)

表．各種キレート試薬の安定度定数�

14
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CyDTAが解離するので、Mg標準液で滴定を続ければCuのみ定
量できる。

5）CyDTAを用いるAl,Crの選択滴定 14，15)

　CyDTAはEDTAよりも反応速度が遅く、滴定に際しては加熱
するか、ゆっくりと行う必要がある。特にAl,Cr,Ni,Zrとは反応速
度が遅く、0 ℃ではCrとは数日以上反応しないといわれている。
AlとCrの混合試料の場合、Alは常温でCyDTAとゆっくり反応
するが、Crは反応しない。従って混合試料にAlに対して常温で
CyDTAを過剰加え、一定時間静置後XO指示薬を用いてPb標準
液で逆滴定する。滴定の終わった溶液にCrに対してCyDTAを過
剰加え、加熱して錯形成させた後、逆滴定を続けるとCrが滴定で
きる。クロム酸が共存してもこの方法は実施できるが、逆滴定を

行うには Zn標準液を用いる必要がある。

6）TTHAを用いる選択滴定 16～ 18）

　EDTA、CyDTA、GEDTAなどいずれも金属と1:1に結合する
のが特長である。しかしながらTTHAは金属の種類および pHを
選べば、1:1に結合する場合と1:2に結合する場合がある。例えば、
Caは 1:1に結合し、Mgは 1:2に結合する。従って、Ca+Mg等
量混合物を TTHAで滴定すれば、Mgは Caに対して半量しか
TTHAを必要としないため、EDTAで滴定した場合の1/2 mol/lの
滴定値をえる。この差により、Mgの存在量を知ることができる。
また、1:2結合する場合、安定度定数が極めて大きくなり、マスキ
ング剤の作用も著しく変化してくる。従ってこのような特殊なキ

レート試薬は適当に利用すれば、混合イオンの選択滴定に大いに

役立つと思われる。
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お知らせ

IgG精製キットの包装内容を変更しました
IgG Purification Kit – A
IgG Purification Kit – G

ご愛用いただいております IgG精製キット2種の、抗体回収
用のチューブを増量しました。

これまでは必要に応じてご用意いただいておりましたが、

「キットに入っているチューブと同じ形状のものを使用した

い」というご意見をいただき、チューブの本数をキットの使

用回数の上限である 10回分(10本)といたしました。

Total Glutathione Quantification Kit内容の一部変更
Total Glutathione Quantification Kitの中に含まれている
Coenzymeは、溶解した後の安定性が悪いため使いきりと
しておりましたが、改良を行い溶解方法を変えることで安定

性を向上させることができました。

それに伴い、製品仕様・使用方法が若干異なっておりますの

でご購入の際は製品説明書をよくご覧の上、ご使用ください。

　今後もより使いやすい製品を目指して参りますので、ご意

見ご要望をお寄せください。

15

IC Dye 販売中止のお知らせ

IC3-OSu, IC5-OSu, IC3-PE-maleimide, IC5-PE-
maleimide
(各 1mg、200 µg× 5包装)　に関しまして、販売中止とさ
せていただきます。

FIuoraI-P 販売中止のお知らせ

FIuoraI-P（コート：342-04491,1g包装）に関しまして販
売中止とさせていただきます。
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　平素は!シノテスト製品、Biopyrrin EIA Kitをご愛顧頂き有難
うございます。

　このたび、2007年1月1日以降に受注致しますBiopyrrin EIA
Kitの標準液を、ビリルビン溶液からバイオピリンを含む尿抽出物
へと変更することとなりました。

　この変更により希釈直線性が改善し、測定上限が 3.2u/Lから
6.4u/Lへと向上致しますが（図1）、測定値が従来と若干変わる場
合がありますのでご了承ください（図 2）。
標準液の変更に伴いますプロトコルの変更に関しては、小社ホー

ムページでご案内させていただきます。

　今後とも一層のお引き立てを賜ります様お願い申し上げます。

図 2．標準液変更前後の相関＊

＊検体の吸光度は、変更前後で共通のものを用いました。

《標準液変更に関するお問い合わせ先》

株式会社シノテスト　企画部　サービスチーム

神奈川県相模原市大野台 2 -29-14
TEL 0120-66-1141(フリーダイヤル)

FAX 042-753-1892　

Biopyrrin EIA Kitの変更予定のお知らせ

Biopyrrin EIA Kit

　Biopyrrinsの尿中排泄量は、生体内の酸化的状態を反映すると
考えられ、ストレスマーカーとしても報告されている。そのため、

今後の実験結果には多くの関心が持たれている。本キットは、

Anti-Bilirubin Monoclonal Antibody (24G7)を用いた、inhibition
ELISAによる尿中Biopyrrinsを簡便に測定できるキットである。
特　長

1．酸化ストレスマーカーと言われている尿中のBiopyrrinsを測
　 定出来る。

2．簡便に再現性良く測定出来る。
測定原理

アルカリフォスファターゼで標識した抗ビリルビンモノクロナー

ル抗体（24G7）を用いた inhibition ELISAによる測定。

尿中Biopyrrins測定キット

図1.　変更後の希釈直線性�

品名 容量 価格（￥） メーカーコード

Biopyrrin EIA Kit 1set 100,000 B433

このキットは研究用です。臨床や他の目的で使用しないで下さい。

（製造元：株式会社シノテスト）
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　HilyMax（ハイリーマックス）は、新規に開発したカチオン性
リポソームを利用した導入試薬です。（特許出願：PCT/JP2006/
304514）
　多岐にわたる動物細胞へ、プラスミドDNAを高効率に導入する
ことができます。また siRNA用導入試薬としても使用可能です。
培地中の血清の影響を殆ど受けないため、遺伝子導入時の面倒な

培地交換をする必要がありません。

　HilyMaxは、化学合成品のため、遺伝子導入時に影響を及ぼす
可能性のある生物由来成分は含まれていません。

遺伝子導入試薬

　24-wellプレートにて細胞密度 90% confluentのA549細胞に対し、NF-kB

依存的に転写活性化されるIL-8Lucを組み込んだプラスミドDNAを血清存在

下でトランスフェクションした。

　トランスフェクション 24時間後に TNF-a（NF-kBの活性化物質）、または

TNF-a＋dexamethasone（NF-kBの抑制物質）を添加した。添加剤投与6

時間後にTNFa及びdexamethasoneによる転写刺激応答をLuciferase活性

にて確認した。

　結果、HilyMaxにてトランスフェクションした細胞では、I社導入試薬のもの

に比べ、薬物刺激による応答が著明であった。

(データ提供：熊本大学大学院　医学薬学研究部

　　　　　　　　　　　　　　薬物活性学分野　礒濱洋一郎先生)

特長

• 多岐にわたる細胞へDNAを高効率に導入
• 血清を含む培地での導入が可能
• 導入遺伝子の細胞内シグナル応答が良好
• コストパフォーマンスに優れた純国産導入試薬

HilyMaxと汎用されている市販品でのプラスミドDNA導入率比較

シグナル伝達研究への利用

導入手順

・ワンチューブによるシンプルプロトコール

・遺伝子導入前の培地交換が不要

無血清培地を別途
容器に用意する。

プラスミドDNA
を添加する。

DNA溶液にHilyMax
を添加し、室温にて
インキュベートする。

DNA-HilyMax複合�
体を準備した細胞に�
添加する。

  細胞名 HilyMax �社導入試薬�

CHO 90% 80%
HeLa 70% 70%
HEK293 60% 60%
NIH3T3 70% 50%
A549 50% 50%
L6 30% 20%
3T3-L1 30% 30%
K562 30% 3%
LNCap 70% 30%
PC3 70% 45%

  細胞名 HilyMax �社導入試薬�

MCF-7 70% 70%
Neuro2a 70% 70%
MG63 20% 17%
HC 50% 65%
COS7 40% 50%
HepG2 10% 20%
Vero 40% 55%
MDCK 20% 25%
Jurkat 3% 4%
UtSMC 10% 15%

HilyMax
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�社導入試薬�

20.0

15.0

10.0

5.0

0.0

刺激なし�

TNF-α添加�

TNF-α＋ステロイド添加�
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血球系細胞(DT40)への遺伝子導入

Multi-color Labeling Kit（仮称）　試作品モニター募集

　6-wellプレートにて細胞密度 70%confluentのHEK293細胞に対し、HilyMax及び市販導入試薬を用いてHerpes virus protein
cDNA発現プラスミド(pcDNA3由来) 0.5 µgを血清存在下でトランスフェクションし、48時間後にウェスタンブロット法により目
的タンパクの発現を確認した。

（データ提供：鹿児島大学 大学院医歯学総合研究科 附属難治ウイルス病態制御研究センター 分子ウイルス感染研究分野 草野秀一先生）

　各培養細胞を遺伝子導入前日に24-wellプレートに播
種。hsGFP遺伝子発現ベクターを80% confluentの各
培養細胞へ血清存在下で遺伝子導入を行い、24時間後
に蛍光顕微鏡で観察した。

　COV（ニワトリ卵巣由来）細胞およびDT40（ニワトリB細胞由来）細胞にpGL3 vectorを血清存在下でトランスフェクションし、
24時間後に導入活性を測定した。
（データ提供：就実大学薬学部　生物薬学科　分子細胞薬学ユニット　工藤季之先生）

HEK293細胞への遺伝子導入

!：HilyMax
@：R社導入試薬 1
#：R社導入試薬 2
$：I社導入試薬
%：Non-transfected

初代培養細胞（COV）への遺伝子導入

遺伝子導入試薬

CHO細胞 HEK293細胞 HeLa細胞

A549細胞 NIH3T3細胞

!     @    #     $     %

HilyMax

M社導入試薬
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HiIyMaxを用いた遺伝子導入による各細胞でのGFP発現

HilyMax

M社導入試薬
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遺伝子導入試薬

　24-wellプレートにてEGFPを安定発現しているCHO細胞に
対し、HilyMaxを用いてGFP siRNAを血清存在下でトランス
フェクションした。24時間後にフローサイトメトリーにてEGFP
のノックダウン率を測定した。

（データ提供：福岡県工業技術センター生物食品研究所楠本賢一先生）
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Q1 HilyMaxは、どのような細胞種に使用できますか？
A1 NIH3T3、CHO、HEK293、HeLa、A549細胞をはじめ、

初代細胞、幹細胞など、広範囲な細胞種への高効率遺伝子導

入が可能です。I社導入試薬と同等以上の導入率を示した細
胞種を p17に示しております。

Q2　何故、HilyMaxは低価格で提供が可能なのですか？
A2 原料である陽イオン性脂質を自社合成することにより、大量

スケールでの導入試薬製造を実現しました。また完全化学合

成品のため、動物由来成分を含みません。

Q3　細胞種毎での導入プロトコルはありますか？
A3 遺伝子導入に広く用いられている細胞種(NIH3T3、CHO、

HEK293、HeLa)における、最適導入条件を記載したプロ
トコルをご提供いたします。また、導入実績のある細胞種に

ついては、随時HP上で更新していく予定です。

Q4　市販の導入試薬と比べて、どの程度の導入効率、毒性を示し
ますか？

A4 導入条件を最適化することにより、汎用されている導入試薬

（I社導入試薬）よりも高い導入率を示します。毒性について
も、最適化を行うことで、殆ど毒性が確認されない条件での

高効率遺伝子導入が可能です。

Q5　他の試薬にはない特徴はありますか？
A5 サイトカインに関する研究で遺伝子導入を行った際、これま

で使用していた導入試薬では転写活性にバラツキが大きかっ

たのですが、HilyMaxで遺伝子導入した細胞は、転写活性が
安定しているとの結果を数名の先生から頂いております。こ

のことからもHilyMaxによる遺伝子導入は、細胞内シグナ
ル伝達に影響を与えにくいと考えられます。

導入実績細胞種
〈動物細胞〉

COS-1 アフリカミドリザル 腎臓 HeLaS3 ヒト 子宮頸部 3T3-L1 マウス 胚

COS-7 アフリカミドリザル 腎臓 HepG2 ヒト 肝臓胆嚢 Neuro2a マウス 神経系

Vero アフリカミドリザル 腎臓 HFL-1 ヒト 胎児肺 NIH3T3 マウス 胎仔

MDCK イヌ 腎臓 Human hepatic Stellate ヒト 肝臓 L929 マウス 繊維芽

CHO チャイニーズハムスター 卵巣 Jurkat ヒト 白血病性 T細胞 C2C12 マウス 骨芽

DT40 ニワトリ 血球・リンパ系 K562 ヒト 血球・リンパ系 L6 ラット 筋組織

CEF ニワトリ 胚 LNCap ヒト 前立腺ガン RBL2H3 ラット 血球・リンパ系

COV ニワトリ　 卵巣 MCF-7 ヒト 哺乳器 VSMC ラット 血管平滑筋

A549 ヒト 肺上皮 Mesenchymal cell ヒト 間葉系幹

AGS ヒト 胃上皮 MG63 ヒト 骨肉腫 昆虫細胞

HC  ヒト 胎児肝臓 MKN ヒト 胃 細胞名 由来

HEK293 ヒト 胎児腎臓 PC3 ヒト 前立腺ガン BMN カイコ 卵巣

HeLa ヒト 子宮頸部 UtSMC ヒト 子宮平滑筋 Sf9 ヤトウガ

 細胞名 　　　　　         由来 　　　　　　　　  細胞名　　　　　　               由来　　　　　　　　　  細胞名　　　　　　　　　由来�

siRNA導入によるEGFPノックダウン

Q&A

品名 容量 価格（￥） メーカーコード

HilyMax 1.0 ml 20,000 H357
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　本製品は、アミノ基あるいはスルフヒドリル基を有する分子に

ペルオキシダーゼを標識するためのキットです。従来の0.1 mgタ
ンパク質標識用キットと同様に、Reactive Peroxidaseと標的分
子を混合するだけで簡単にペルオキシダーゼ標識体を得ることが

できます。

2007年 1月初旬発売予定
Peroxidase Labeling Kit –NH2（for 1mg）
　Peroxidase Labeling Kit –NH2は、アミノ基を有する分子に

ペルオキシダーゼを標識するためのキットです。NH2-Reactive
Peroxidaseは、その構造内に活性エステル基を有しているため、
アミノ基を有する標的分子と混合するだけで、安定な共有結合を

形成します。

　IgGのような分子量の大きい分子をサンプルに使用する場合、
ペルオキシダーゼ活性や標識反応を阻害するような低分子化合物

（アジ化ナトリウム、トリスまたはグリシン）などは、付属のFil-
tration Tubeを用いた前処理によって除去されるため、透析やゲ
ルろ過などの処理は不要です。また、低分子化合物を標識する場

合、未反応の低分子化合物はFiltration Tubeを用いた精製操作に
より除去されるため、高純度のペルオキシダーゼ標識体を得るこ

とができます。

　

＜特長＞
• 1 mgのタンパク質を標識可能である。
• 高分子化合物（MW>50,000）および低分子化合物
（MW<5,000） を標識できる。
• NH2-Reactive Peroxidaseと混合するだけでペルオキシダーゼ
標識体を形成する。

• Filtration Tubeを用いた分離操作により高い回収率で標識体が
得られる。

＜キット内容＞

・NH2- Reactive Peroxidase 1 mg X 1
・Washing Buffer 10 ml X 1
・Reaction Buffer 1.2 ml X 1
・Storage Buffer 10 ml X 1
・Filtration Tube *1 X 1 tube
・15mI Tube X 1 tube

*1　Filtration Tubeを使用する際は、15 ml容量の遠沈管に対応す
る遠心機が必要です。7,000 xgの遠心を推奨しますが、7,000 xg
以下の場合でも遠心時間を延長することで対応可能です。

試作品

ペルオキシダーゼ標識用キット（for 1mg）

Peroxidase Labeling Kit –SH（for 1mg）
　Peroxidase Labeling Kit –SHは、SH基を有する分子にペル
オキシダーゼを標識するためのキットです。SH-Reactive Per-
oxidaseは、その構造内にマレイミド基を有しているため、SH基
を有する標的分子と混合するだけで、安定な共有結合を形成しま

す。標的タンパク質がSH基を持っていない場合には、添付の還
元剤を用いて遊離SH基を調製することが可能です（ただし、S-
S結合の切断によってタンパク質の活性が失われる場合がありま
す）。IgGの場合、ヒンジ領域のSH基を利用することでペルオキ
シダーゼ標識体を得ることができます。

　IgGのような分子量の大きい分子をサンプルに使用する場合、
ペルオキシダーゼ活性を阻害するような低分子のアジ化ナトリウ

ムなどは、付属のFiltration Tubeを用いた前処理によって除去さ
れるため、透析やゲルろ過などの処理は不要です。また、低分子

化合物を標識する場合、未反応の低分子化合物はFiltration Tube
を用いた精製操作により除去されるため、高純度のペルオキシ

ダーゼ標識体を得ることができます。

　

＜特長＞
•  1 mgのタンパク質を標識可能である。
• 高分子化合物（MW>50,000）および低分子化合物
（MW<5,000）を標識できる。

• SH-Reactive Peroxidaseと混合するだけでペルオキシダーゼ
標識体を形成する。

•付属の還元剤を用いることで遊離SH基を持たないタンパク質へ
の標識も可能である *2。

• Filtration Tubeを用いた分離操作により高い回収率で標識体が
得られる。

＜キット内容＞

・SH- Reactive Peroxidase 1 mg X 1
・Reducing Agent X 1
・Solution A 10 ml X 1
・Solution B 4 ml X 1
・Reaction Buffer 0.6 ml X 1
・Storage Buffer 10 ml X 1
・Filtration Tube *1 X 1 tube
・15mI Tube X 1 tube

*2　還元剤(Reducing Agent)は、IgGへの標識用として最適化さ
れています。IgG以外のS-S結合を有するサンプルを使用する場
合は、S-S結合の切断によって標識対象分子の活性が失われる場
合があるため、検討が必要です。品名 容量 価格（￥） メーカーコード

Peroxidase Labeling Kit –NH2（for 1mg）
1 sampIe 30,000 LK51

開発元
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お知らせ

第 25版総合カタログ発行

第 25版総合カタログ（2006／ 2007）をお送りします。

今回のカタログではプロトコルをカラー化し、操作写真などを追

加することで、より見やすく分かりやすくなっております。新製

品のプロトコルも追加いたしましたので、是非ご覧下さい。

あわせて、ホームページの商品カタログ・プロトコルも更新致し

ました。

今後も、皆様のご研究により役立つ情報をご提供して参りたいと

考えております。

カタログのご請求は、小社マーケティング部までご依頼ください。

URL: http://www.dojindo.co.jp/catalog/index.html

Tel:0120-489548

商品毎のパンフレットをご用意いたしております。
Labeling Kitにはどんなものがあるの？　SAMs試薬ってどういう風に使い分けるの？

細胞が染まった写真を実際に見てみたいんだけど…..といったご要望に対応できるようにパンフレットをご用意いたしております。

是非ご請求下さい。

・遺伝子導入試薬 HiIyMax

・ Dojindo Labeling Kits データ集

・ -Cellstain-細胞染色用色素

・自己組織化単分子膜研究用試薬（SAMs試薬）

・膜タンパク質可溶化剤

・ Reagents for Cell Biology

・分子生物学関連試薬

・タンパク質定量キット

ご請求は小社マーケティング部までご依頼下さい。

URL: http://www.dojindo.co.jp/catalog/index.html

Tel: 0120-489548

商品に関するお問合せは、小社カスタマーサービス部にて承って

おります。お気軽にお問合せください。

E-mail:info@dojindo.co.jp

フリーダイアル：0120-489548

フリーファックス：0120-021557
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　参加者は昨年同様約120名とかなり多く、地元熊本以外に、東
京、大阪から参加された方もおられた。会場はいつもながら、参
加者からの熱心な質問が相次ぎ、やはりこの分野への関心が高い
ことが感じられた。参加者からのアンケートの意見も、内容がタ
イムリーで優れている点、また、熊本で最先端の話しが聞ける点
などを評価したものが多かった。

　また、今回初めての試みとしてランチョンセミナーを実施し、小
社が最近開発した遺伝子導入試薬“HilyMax”の紹介を行った。共
同開発者である福岡県工業技術センター（生物食品研究所）の楠
本先生に、HilyMaxによるsiRNAの導入実績について発表してい
ただいた。
　同時に会場に設置した製品案内用のブースに立ち寄られる方も
多く、今回のテーマとマッチした効果的な製品紹介を行うことが
できた。

　また、代表世話人の山本先生（熊大医）、さらに、座長を引き受
けていただいた中尾先生（熊大発生研）および遠藤先生（熊大小
児科）にもご尽力いただきました。詳しくは、どうぞ要旨集をご
覧ください。要旨集をご希望の方は、小社（info@dojindo.co.jp）
までご連絡ください。　　　　　　　　　　　　　　　（佐々本）

　昨年のフォーラム・イン・ドージンは、2本鎖RNAによって相
補的な遺伝子の発現が抑制されるRNA干渉を主題に行ったが、奇
しくも今年のノーベル医学生理学賞は、このRNA干渉を発見した
2名の米国研究者に与えられることになった。昨年のフォーラムの
際に、翌年のテーマについて参加者にアンケートしたところ、
RNAに関する希望が多く寄せられた。
　遺伝子をコードしないnon-coding RNAが実は多彩な生命機能
を調節しており、その広汎な役割が少しづつ明らかになり、生物
学そのものが変ろうとしている。そういった大きなうねりを少し
でも感じられたらという想いから、RNA研究の第一線で活躍され
ている研究者を熊本に集め、「生命活動を支えるRNAプログラム」
というタイトルで、11月17日、第17回フォーラム・イン・ドー
ジンを開催した。

　今回の世話人は塩見 春彦 先生（徳島大ゲノム機能研究セン
ター）にお願いした。さらに、塩見先生を中心に以下の先生方に
それぞれ講演をお願いした。菅 裕明 先生（東大先端研）は、先生
のところで開発されたフレキシザイム技術によるタンパク質の翻
訳合成について話された。
　続いて、井上 邦夫 先生（神戸大理）がゼブラフィッシュの発生
過程におけるマイクロRNAの役割について講演された。
　午後のセッションでは、鈴木 勉 先生（東大工）がRNA修飾に
ついて、宮川 さとみ 先生（大阪大医）がマウスの精子形成におけ
るエピジェネティック制御について、今泉 和則 先生（宮崎大医）
がスプライシング異常について、最後に、谷 時雄 先生（熊本大理）
がmRNAの輸送について講演された。
　いずれも最先端の研究内容を分かりやすく工夫された魅力的な
プレゼンテーションであったが、特に、菅先生の講演はケミスト
リーを踏まえたもので、強く印象に残った。
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URL : http://www.dojindo.co.jp/
E-mail : info@dojindo.co.jp

フリーファックス 0120-021557
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News No.121
ドージンニュース No.121　平成18年12月25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 吉田睦男　編集責任者　蒲野志保　年４回発行　許可なくコピーを禁ず

17thフォーラム・イン・ドージン開催報告

生命活動を支えるRNAプログラム


