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１．はじめに
近年、生体内における一酸化窒素（nitric oxide, NO）の多彩な

生理活性が注目されている1, 2）。NOは、比較的安定な無機ラジカ

ルであるが、酸素ラジカルなどとは異なったユニークな化学的反

応性を示す。生体内で生成したNOは、種々の酸化反応を介して

最終的に比較的安定なNO2
-やNO3

-イオンとなるが、その過程で

NOは、共存する分子状酸素（O2）や酸素ラジカル（活性酸素）、

さらには重金属（Fe, Cu）と反応することにより、より反応性に

富む窒素酸化物が生じ、NOそのものには認められない多彩な活

性が発現される。

NOによるシグナル伝達には可溶性グアニレートサイクラーゼ

の活性化によるcGMPを介する経路と、cGMPに依存しないもの

がある。前者は、血管内皮依存性弛緩反応に代表される情報伝達

メカニズムであるが１）、後者の場合、NOそのものというより、

NO由来の反応性窒素酸化物であるパーオキシナイトライト

（ONOO-）やN2O3, N2O4（NO2）などによるニトロ化やニトロソ化

反応を介する経路により、生体内の幅広い生命現象に関わってい

ることが明らかにされつつある3-5）。

特に最近では、パーオキシナイトライトなどによるチロシンの

ニトロ化反応が生体内のリン酸化反応を制御したり、アポトーシ

スを誘導することにより、細胞内あるいは細胞間のシグナル伝達

や細胞死に深く関わることが示唆されている。従って、生体内で

生成した３-ニトロチロシン（以下ニトロチロシン）検出法の確

立は、パーオキシナイトライトなどの反応性窒素酸化物の生体内

における生成の指標（バイオマーカー）としてだけでなく、それ

ら反応性窒素酸化物の生物活性を解析する上で重要な課題であ

る。本稿においては、生体内ニトロチロシン生成のメカニズムに

ついて概説した後、現在主に用いられているニトロチロシン検出

法について紹介する。

熊本大学医学部微生物学教室
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ニトロチロシンの生体内検出
Measurement of 3-nitrotyrosine in biological systems

２．ニトロチロシン生成メカニズム
Table１に、現在までニトロチロシン生成に関与することが示

唆されている反応メカニズムをまとめた。パーオキシナイトライ

トはNOとO2
-の反応産物である（２次反応速度定数6.7× 10

9M-

1sec-1）。我々は、マウスインフルエンザウイルス肺炎モデルにお

いて、ウイルス性炎症に伴ってNOとO2
-産生の共誘導がもたらさ

れ、その結果、パーオキシナイトライトが過剰に産生されること、

さらに、このパーオキシナイトライトがウイルス感染病態の病原

性発現に深く関わっていることを報告してきた6, 7）。

パーオキシナイトライト（ONOO-）のpKaは6.8であるので、

やや酸性側の生理的pH域ではパーオキシナイトライトはプロト

ン化され、ONOOH（peroxynitrous acid）の生成を経て、最終的に

は硝酸（イオン）になる。パーオキシナイトライト生成以後の反

応の過程で、特にONOOHがHNO3（NO3
-）へと変換する間に、

反応性の高い中間体が生じ、これがチオール化合物などの酸化を

澤　智裕
（Tomohiro SAWA）

Summary
Much attention has been given to a diverse function of nitric oxide (NO).

Two different NO-dependent signal transductions are now known to occur in
biological systems.  One is cyclic GMP (cGMP)-mediated pathway via
activation of soluble guanylate cyclase, the other is through cGMP-
independent mechanism.  Nitrosylation and nitration appear to be critically
involved in various cGMP-independent biological phenomena caused by
NO.  It is now well conceivable that various oxidized forms of NO such as
peroxynitrite and NOx, rather than NO per se, produce nitrosothiols and 3-
nitrotyrosine.  The biological significance of the tyrosine nitration is a major
interest in this regard, because ample evidence indicates formation of 3-
nitrotyrosine in vivo under various pathological conditions.  A number of
detection methods for nitrotyrosine are reported, however, only a few of them
can be performed conveniently and reproducibly.  Specific and sensitive
measurement of 3-nitrotyrosine will be helpful to obtain a better
understanding of physiological and pathological effects of nitration reaction in
biological systems.  The mechanism of biological nitration and its
identification and quantification are reviewed in this article.
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もたらすものと考えられている8, 9）。パーオキシナイトライト

（ONOO-
/ONOOH）の反応性は、･OH などの酸化反応に比べ劣っ

ているが、パーオキシナイトライトは･OH とは質的に全く異な

った興味ある反応性を示す。すなわち、パーオキシナイトライト

はアミノ酸、特に蛋白質中のチロシン残基のニトロ化をもたら

し3, 8, 9）、核酸塩基、特にグアニンのニトロ化や水酸化を来す10）。

さらに最近、パーオキシナイトライトのニトロ化反応が生体内に

豊富に存在する（1.2 mM）二酸化炭素（CO2）により促進される

ことが明らかにされた11）。すなわち、パーオキシナイトライトが

CO2と直接反応し、生じたONOOCO2
-が強いニトロ化活性を発揮

すると考えられている。また、ONOO-は、中性域において･OH

より、はるかに安定でその寿命は数秒であり、より安定な生物活

性を発揮し、多彩な生理活性を有することがわかっている8, 12）。

一方、最近Eiserichらは、パーオキシナイトライトに依存しな

い生体内ニトロチロシン生成メカニズムを提唱している13）。それ

は、ミエロパーオキシダーゼ（myeloperoxidase, MPO）とH2O2

（＋Cl-イオン）によるNO2
-の過酸化反応によりNO2Cl（未同定）

が生じ、これが強いニトロ化反応をもたらすというものである。

この反応は、好中球由来のMPOに依存した反応であるため、炎

症局所における好中球浸潤の有無が、MPO依存性のニトロチロ

シン生成の前提条件となる。実際、ニトロチロシン抗体を用いた

各種組織の免疫染色像を検討した場合、ニトロチロシンの局在は、

好中球・マクロファージを中心に認められることが多い。また

MPO以外にもNO2
-の過酸化反応によるニトロ化を触媒する内因

性パーオキシダーゼも存在することが示唆されており３）、今後、

このシステムが生体内ニトロ化反応にどの程度寄与するかさらに

検討が必要であろう13）。

３．ニトロチロシン検出法
これまで試験管内でのチロシンニトロ化の解析には、主にUV

検出器を接続した高速液体クロマトグラフィー（HPLC）が用い

られてきた14）。しかしながら、生体内でのニトロチロシン生成量

は、チロシン100残基に対して0.0115）～0.816）程度と報告されてお

り、検出感度と特異性の点から通常のHPLC-UV法においてはい

くつかの問題点が指摘されている。例えば、パーキンソン病やア

ルツハイマー病などの中枢神経系の病理組織中には、単波長の

UV検出器を接続したHPLCでは区別できないアーチファクトの存

在が示唆されており、HPLC-UVのみから求めた３-ニトロチロシ

ンの値については疑問視されている17）。そのため、現在では以下

に述べる分析手法が生体内でのニトロチロシン生成の検出に応用

されている。

３.１　免疫化学的検出法

現在、米国Upstate Biotechnology社などから抗ニトロチロシン抗

体が市販されており、これを用いた免疫化学的検出が盛んに行わ

れている３）。我々も、インフルエンザ感染マウス肺６）やサルモネ

ラ菌感染マウス肝18）におけるニトロチロシン生成を免疫組織化

学的に検出している。本法はニトロチロシン生成とともにその局

在も同定できるという利点もあるが、定量性に乏しい。そのため、

生体内ニトロチロシンの定量においては、以下に述べるような、

感度および特異性に優れた検出法を応用しなくてはならない。

３.２　HPLC-電気化学検出器

HPLC-電気化学検出法（HPLC-EC法）は、HPLCにより分離し

た化合物（AもしくはB）を電極セルへと導入し、その電極表面

上で起こる酸化還元反応（式１）により、検出・定量する方法で

ある。

A B  +  e- (1)

HPLC-EC法は、蛍光検出器に匹敵する検出感度を持ち、また幅広

い濃度範囲で直線性を有するなどの特徴から、核酸塩基の酸化物

（８-オキソグアニンなど）をはじめとする様々な生体内物質の検

出・定量に用いられている。ニトロチロシンに関しても、いくつ

かの動物モデルを用いて、その生成をHPLC-EC法により解析した

報告がある。例えば、Shigenagaらは、サンプル中のニトロチロシ

ンをsodium dithioniteにより還元し、アミノチロシンとして、EC法

により検出する方法を報告している15）。しかしながら、生体試料

中でのニトロチロシンの還元効率やアミノチロシンとしての収率

などにいくつかの問題が残されている。また、単一電極による

HPLC-EC法では、試料に夾雑する物質との区別が困難な場合が多

く、より特異的な検出法が望まれている。
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Fig. 1. HPLC-EC array chromatogram of tyrosine (5 pmol), 3-chlorotyrosine (5
pmol), and 3-nitrotyrosine (5 pmol) illustrated in two-dimentions.

Fig. 2. Hydrodynamic voltamograms generated for tyrosine, 3-chlorotyrosine,
and 3-nitrotyrosine.



３.３　HPLC-多電極EC法

最近、Hensleyら16）、およびCrow19）により、HPLC-多電極EC法

が、ニトロチロシン生成をより特異的に、しかも高感度に検出で

きる優れた方法であることが報告された。HPLC-多電極ECでは、

通常８～12個の電極セルが直列に接続され、HPLCで分離された

試料はそれら多電極へ次々と導入される。その結果、一つの溶出

時間に対して一度の測定で多数の電圧-電流関係を求めることが

可能となる。例としてチロシン、クロロチロシン、ニトロチロシ

ンをHPLC-多電極EC（CoulArray, ESA社）で検出した結果をFig.１

に示す。図では300 mVより50 mVずつ電圧を上げているが、それ

ぞれの化合物が異なる電圧において酸化反応をしていることが分

かる。このときのピーク面積の累積値を印加電圧に対してプロッ

トしたものがFig.２である。このようなプロファイルはそれぞれ

の化合物に固有であることから、HPLCによる溶出時間とあわせ

てピークを同定する上で、大変有用な知見を与える。

多電極ECにおいても単電極EC同様、高感度な検出が可能であ

る。多電極ECでは、さらに電極が直列に接続されているために、

一つ前の電極がガードセルとしての役目も果たす。そのため、単

電極に比べ、よりノイズが抑えられる結果として、より高い感度

が実現される。Fig.３には750 mVにおけるニトロチロシン量とピ

ーク面積との関係を示している。今回、検討した結果では0.1

pmol（50μl injection）まで検出可能であった。

タンパク質内に結合しているニトロチロシンを検出するために

は、何らかの方法でタンパク質をアミノ酸まで分解することが必

要である。Fig.４には、コントロール（無処理）のウシ血清アル

ブミン（BSA）あるいはパーオキシナイトライトで処理したBSA

を、Waters社製のタンパク質加水分解装置（Pico-Tag）を用いて、

6N HCl、110℃、12時間、酸加水分解した試料をHPLC-多電極EC

にて分離した結果を示している。アミノ酸混合物においてもニト

ロチロシンがきれいに検出され、またこの条件においては、チロ

シン（約９分に溶出）も同時に分離・定量が可能であるため、タ

ンパク質中のチロシンニトロ化率を、全チロシン残基中のニトロ

チロシン残基量として求めることができる。この他に、蛋白質分

解酵素を用いる方法も報告されている16, 19）。

上述したように、我々はインフルエンザ感染マウス肺において

5

ニトロチロシンが生成していることを免疫組織化学的に明らかに

してきた。そこで今回、本システムを用いて感染マウス肺内に生

成したニトロチロシンの定量を試みた。Fig. 5a には、インフルエ

ンザ感染７日後のマウス肺ホモジネートを上記の酸加水分解した

試料のHPLCプロファイルを、標品のニトロチロシンのそれ（Fig.

5b）とともに示す。このときの肺内のニトロチロシン量は、

0.03/100チロシン残基と見積もられた。このように本システムに

より、生体内のニトロチロシン生成が感度良く定量できることが

示された。

３.４　ガスクロマトグラフィー法

Ohshimaら20）、およびPetruzzelliら21）によりガスクロマトグラフ

ィー法（GC法）でのニトロチロシン検出法が報告されている。

Petruzzelliらによるとthermal energy analysis（TEA）を組み合わせた

GC-TEA法では、ニトロチロシンの検出限界が 37 pmol/mg protein

となり、Ohshimaらの方法に比べて25倍の感度向上がみられると

いう。しかしながら、我々は上述した多電極型ECを接続した

HPLC法により、さらに10倍以上感度良くニトロチロシンを検出

できることを確認している。
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Fig. 3. HPLC-EC response to serial dilution of 3-nitrotyrosine obtained with
applied potential of 750 mV. Fig. 4. HPLC-EC analysis of (a) acid hydrolysate of control BSA, (b) acid

hydrolysate of BSA treated with ONOO- (2 mM), and (c) authentic 3-
nitrotyrosine (50 pmol) detected with applied potential of 720 mV.

Fig. 5. Nitrotyrosine formation in mouse lung infected with influenza virus
infection.  (a) acid hydrolysate of lung homogenate (7 days
postinfection) analyzed by HPLC-EC at 700 mV, (b) authentic 3-
nitrotyrosine (500 fmol).
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４．HPLC-多電極ECによるニトログアノシンの検出
パーオキシナイトライトはチロシン以外にも様々な生体分子に

対して酸化やニトロ化をもたらす。Yermilovらは、パーオキシナ

イトライトが核酸塩基グアニンの８位を効率よくニトロ化するこ

とを報告している10）。生成した８-ニトログアニンの生物学的な

意義は未だ不明であるが、YermilovらはDNA鎖上に生じた８-ニ

トログアニンが自発的に脱塩基反応を起こし、アベーシック部位

を形成することを示している10）。DNA複製においてアベーシック

部位の向かい側にはアデニンが取り込まれやすくなることが知ら

れており22）、Yermilovらは８-ニトログアニンがアベーシック部位

形成を介してG→T変異を誘発する可能性があると示唆している10）。

一方、Szaboらは、パーオキシナイトライトによるDNA鎖切断が

アポトーシスを起こす引き金となる可能性を示唆している23）。こ

れらのことから、８-ニトログアニンは核酸とパーオキシナイト

ライトとの反応を知るためのバイオマーカーとしても注目されて

いる。

これまでニトログアニンは、HPLC-UV法24）や、ニトロ基を一

旦アミノ基へ還元した後HPLC-EC法10）により検出されていた。

今回、我々は上述したHPLC-多電極EC法によるニトログアノシン

の検出を試みた。その結果、Fig.６に示すように、他の正常ヌク

レオシド（アデノシン、グアノシン、ウリジン、シチジン）の混

合試料中から８-ニトログアノシンを良好に分離でき、しかも還

元などの処理を行うことなく８-ニトログアノシンそのものを検

出することができた。

５．まとめ
以上述べてきたように、HPLC-多電極ECは、生体内ニトロチロ

シン生成を高感度に、しかも特異的に検出・定量できる優れた方

法であることが示された。今後、免疫組織化学法と組み合わせた

解析を行うことでより詳細な生体内ニトロ化反応の解析が可能に

なるものと期待される。
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Fig. 6. HPLC separation of 8-nitroguanosine from nucleoside mixture detected
by (a) UV detector and (b) EC detector (750 mV).
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Reactive oxygen species (ROS), such as hydrogen peroxide, superoxide

and hydroxyl radical are products of oxygen metabolism in all aerobic

organisms.  ROS are generated as a result of energy production from

mitochondria (from the electron transport chain), as part of an

antimicrobial 1) or antiviral 2) response, as well as detoxification reactions

carried out by the cytochrome P-450 system 3, 4). Environmental agents such

as ultraviolet light, ionizing radiation, redox chemicals and cigarette smoke

also readily generate ROS.  The antioxidant defense system in most cells is

composed of two components, the antioxidant enzymes component which

includes enzymes such as superoxide dismutase, catalase and glutathione

peroxidase, and the low molecular weight antioxidants component that

includes vitamins A and E, ascorbate, glutathione and thioredoxin.  These

substances are the body
,
s natural defense against endogenous generated

ROS and other free radicals, as well as ROS generated by external

environmental factors. Oxidative stress occurs when the production of ROS

exceeds the body
,
s natural antioxidant defense mechanisms, causing

damage to biomolecules such as lipids, proteins and DNA.

Spectrum of DNA damage resulting from oxidative stress

Oxidative damage to DNA is a result of interaction of DNA with ROS, in

particular the hydroxyl radical.  Superoxide and hydrogen peroxide are

normally not reactive towards DNA. However, in the presence of ferrous or

cuprous ion (the Fenton reaction), both superoxide and hydrogen peroxide

are converted to the highly reactive hydroxyl radical.   Hydroxyl radical

produces a multiplicity of modifications in DNA.  Oxidative attack by OH

radical on the deoxyribose moiety will lead to the release of free bases from

DNA, generating strand breaks with various sugar modifications and simple

abasic (AP) sites. In fact, one of the major types of damages generated by

ROS is AP site, a site where a DNA base is lost. 

AP sites are also formed at an appreciable rate from spontaneous

depurination.  It is estimated that at least 10,000 depurination events occur

per cell per day under physiological conditions.  A similar amount of AP

site is thought to be generated by normal aerobic respiration.  In addition to

AP site, a wide spectrum of oxidative base modification occurs with ROS

(Figure 1).  The C4-C5 double bond of pyrimidine is particularly sensitive

to attack by OH radical, generating a spectrum of oxidative pyrimidine

damage including thymine glycol,  uracil glycol, urea residue,  5-OHdU, 5-

OHdC, hydantoin and others.   Similarly, interaction of OH radical with

purines will generate 8-OHdG, 8-OHdA,  formamidopyrimidines and other

less characterized purine oxidative products.  It has been estimated that

endogenous ROS can result in about 200,000 base lesions per cell per day.

The biological consequences of many of the oxidative products are known.

For example, unrepaired thymine glycol is a block to DNA replication and

is thus potentially lethal to cells.  On the contrary, 8-oxoG, an abundant

oxidative damage to dG, is readily bypassed by the DNA polymerase and is

highly mutagenic.  Unrepaired 8-oxoG will mispair with dA, leading to an

increase in G to T transition mutations. 

Enzymatic repair of oxidative DNA damage

In order to maintain the fidelity of genetic material, all organisms have

evolved many different repair pathways to remove various types of DNA

damage, resulting from either endogenous or external DNA reactive agents.

Oxidative damage is repaired by an ubiquitous base excision repair

pathway 5, 6).  Base damage is recognized by DNA N-glycosylase.  There are

two major N-glycosylases for oxidative base damage (a deamination
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Fig. 1. Chemical structure of some of the stable oxidative DNA base lesion.
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product such as uracil is recognized by uracil N-glycosylase).

Endonuclease III from E. coli is the prototype repair enzyme that

recognizes many types of oxidative pyrimidine damages 7, 8).  Homologues

of endonuclease III are found in all cells examined, and its gene has been

cloned from bacteria, yeast, mouse, and human cells.  The substrate

specificity of various endonuclease III homologues appear to be similar 9, 10).

The enzyme has an associated β-lyase activity. After the release of the

damaged base by endonuclease III, the enzyme cleaves to the

phosphodiester bond 3' to the AP site, leaving behind a 3' modified sugar

moiety, 4-hydroxypentenal 11). On the other hand, oxidative purine damage

is recognized by formamidopyrimidine N-glycosylase (fpg) 12, 13). Functional

homologues of the bacterial fpg protein are present in yeast and human

cells.  The eukaryotic enzyme that recognizes 8-oxoG is called 8-xooG

glycosylase (OGG1 gene product) and shares no amino acid sequence

homology with the bacterial fpg protein 14).  The substrate specificity of

bacterial fpg and eukaryotic OGG1 protein is similar, recognizing 8-oxoG

and formamidopyrimidines. However, the bacterial fpg protein has an

associated β,δ-lyase activity, leaving behind a 3' phosphate terminus15, 16).

The eukaryotic OGG1 protein is a β-lyase, leaving behind a 3' 4-

hydroxypentenal residue. The 3' residue (either the 4-hydroxypentenal or

phosphoryl group) left behind by these N-glycosylases are further

processed by AP endonucleases, generating the 3' OH that is required for

repair synthesis catalyzed by DNA polymerase.  There are two major types

of AP endonuclease,  endonuclease III and the exonuclease IV.  In E. coli,

both AP endonucleases are present, with exonuclease III being the major

AP endonuclease.  In human cells, the major AP endonuclease is

exonuclease III and in yeast,  the major activity is endonuclease IV.  After

the 3' end of the DNA is processed by AP endonucleases, the repair process

is completed following repair synthesis and ligation by DNA polymerase

and ligase, respectively.

Oxidative stress and human diseases

Oxidative stress has been thought to contribute to the general decline in

cellular functions that are associated with many human diseases including

Alzheimer
,
s disease 17, 18), amyotrophic lateral sclerosis (ALS)19, 20), Parkinson

,
s

disease 21, 22), atherosclerosis 23, 24), ischemia/reperfusion neuronal injuries,

degenerative disease of the human temporomandibular-joint 25),  cataract

formation 26, 27), macular degeneration 20, 28), degenerative retinal damage 29),

rheumatoid arthritis 30), multiple sclerosis 31), muscular dystrophy 32, 33), human

cancers 34, 35) as well as the aging36, 37) process itself. Increased cellular level of

ROS due to oxidative stress can result in an increased steady state level of

oxidative DNA damage.  There is increasing evidence that an increased

level of oxidative damage such as AP site is detected in cells obtained from

ALS and Alzheimer patients or after ischemia/reperfusion.  Due to the fact

that many human diseases might be resulting  from chronic oxidative stress

and the magnitude of oxygen damage to DNA that is associated with

oxidative stress,  it this important to have a simple and accurate procedure

for estimating the level of oxidative DNA damage in oxidative stressed

cells.

Detection and quantification of oxidative DNA damage by
the ARP assay

ARP reagent (N'-aminooxymethylcarbonylhydrazino-D-biotin, Fig. 2) is a

biotinylated hydroxylamine derivative.  The chemical reacts specifically

with an aldehyde group, thus allowing the detection of DNA modifications

that resulted in the formation of an aldehyde group.  AP site in DNA exists

in equilibrium between the ring closed and the ring opened form (Fig. 3).

Approximately 5% of the AP site is in the ring opened form, which has an

active aldehyde group.  ARP, a biotinylated alkoxylamine (Fig. 2) reacts

specifically with the aldehyde group in the ring opened AP site.  After

treating DNA containing AP sites with ARP reagent, AP sites are thus

tagged with a biotin residue.  By using an excess amount of ARP reagent,

essentially all AP sites can be converted to biotin-tagged AP sites.  The

amount of biotinylated AP sites can then be easily quantified with an

ELISA-like assay, using avidin-biotin complex conjugated with either

horseradish peroxidase or alkaline phosphatase as an indicator enzyme (Fig.

4).  This procedure has been successfully used by 
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Fig. 2. Chemical structure of ARP reagent

Fig. 3. Chemical structure of an AP site

Fig. 4. Principle of ARP assay
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several laboratories for accurate measurement of AP sites in DNA38, 39, 40, 41).

A modification of the ELISA-like ARP assay was made by (38), allowing

even more sensitivity in the detection of AP site.  Instead of binding DNA

to a microtiter plate, DNA was bound to a nitrocellulose membrane using a

dot blot apparatus.  A microtiter plate-based AP site assay kit is currently

available from Dojindo Laboratories. 

Many kinds of base damages are recognized by damage specific DNA

glycosylases.  The substrate spectrum of DNA glycosylases varies

depending on the enzymes; some have very narrow substrate specificity,

such as uracil DNA N-glycosylase and T4 endonuclease V, while some can

recognize a variety of base modifications such as endonuclease III, 8-

oxoguanine N-glycosylase and alkA protein.  These glycosylases remove

modified bases, leaving behind either intact AP sites or modified sugar

moieties (4-hydroxy-pentenal) still attached to the 3' termini of nicked

DNA.  Both products of N-glycosylases still retain the active aldehyde that

can easily be quantified by the use of ARP assay.  Therefore, treating

damaged DNA with a specific repair enzyme will permit the determination

of a class of base damages that is normally recognized by the repair

enzyme.  The advantage of the enzyme-coupled ARP assay is that it allows

the investigator to assess the contribution of a whole spectrum of base

damage that is normally recognized by the repair enzymes.  Furthermore, if

one would like to assess the amount of oxidative DNA damage due to

increased oxidative stress, treatment of the damaged DNA with both

endonuclease III and yeast OGG1 will provide a relatively good assessment

of the total amount of oxidative base damage that has occurred on the

DNA. Endonuclease III has been shown to recognize many different types

of pyrimidine oxidative damages. Therefore DNA samples treated with

excess endonuclease III will leave behind a 3' modified sugar moiety (4-

hydroxypentenal) that can be tagged with the ARP reagent.  The amount of

ARP tag can then be determined and be used as a measurement for

endonuclease III sensitive site or an oxidative pyrimidine lesion. In fact, the

enzyme coupled-ARP assay has been used for the quantification of thymine

glycols and alkylation damage in DNA39, 41).  Similarly, oxidative purine

damage can be detected using either the yeast 8-oxoguanine glycosylase

(yOGG1) or the human 8-oxoguanine glycosylase (hOGG1).  In the latter

case, the bacterial fpg protein cannot be used since the enzyme generates a

phosphoryl group.  OGG1 has been shown to recognize mostly 8-oxoG and

formamidopyrimidines (OGG does not recognize 8-oxoA), but the amount

of damage determined by the use of OGG might underestimate the total

oxidative purine damage.  However, it should provide a good assessment of

the level of biologically important purine damage present in the cells.  A kit

for estimating the amount of oxidative pyrimidine and purine damage is

currently under development by Dojindo Laboratories, and should be

available soon.
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DNA損傷部位ビオチン化キット
新製品

【はじめに】

生物の遺伝情報を保持しているDNAは、複製時のDNA

polymeraseのエラーに加えて、環境中の放射線や紫外線、または

アルキル化剤等の化学物質、生体内における活性酸素等の代謝産

物等により損傷を受けます。これらのエラーや損傷が正しく修復

されなければ、突然変異を誘発し、これが癌や老化の原因となり

ます。

DNA損傷部位には修復機構が働き、その一つとして塩基除去

修復があります。この時 AP site（apurinic / apyrimidinic site）と呼

ばれる塩基除去部位が出現します。つまりAP site の検出はDNA

損傷部位を測定し得る有効な方法となります。

ARP（N'-Aminooxymethylcarbonylhydrazino-D-biotin）はこのAP

siteと特異的に結合し、ビオチン化できる試薬として知られてい

ます。ARP Kit は、ARPを用いてDNAをビオチン化し96穴マイク

ロプレートに固定化して検体DNA中のAP site を簡便に定量でき

るキットです。

このキットには、AP site 数が既定された標準DNAが含まれて

おり、既存のビオチン検出法を用いることによってAP site の定量

ができます。

【測定原理】

１）精製した検体DNAのAP site をARPで標識します。

２）標準DNAと共にARP標識した検体DNAを96穴マイクロプレ

ートに固相化します。

３）ARPはビオチン構造を持つため、酵素標識したアビジンで認

識されます。

４）アビジンの標識酵素活性を利用し、酵素発色基質試薬で発色

させます。吸光度を測定し、標準DNAより作成した検量線

より検体DNAのAP site 数を定量します。

【キット内容】
●標準ARP-DNA
（5 AP-sites/10,000nucleotides 0.2μg/ml）
●希釈用ARP-DNA
（0 AP-sites/10,000nucleotides 0.2μg/ml）
●BSA（ブロッキング用）
●PBS（BSA希釈用）
●ARP
●アミノプレート

3 ml

3 ml

0.8 g
40 ml
3 mg
１枚

ARP Kit
- DNA損傷部位ビオチン化キット（AP site）-

お知らせ

ドージンニュースNo.89（p16）にてご案内いたしました

Aluminum detection kit は試験・研究用であり医薬品としては使

用できません。
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⑦ビオチン検出用試薬添加

h
⑧プレート洗浄

h
⑨発色基質溶液添加、発色

h
⑩発色停止、吸光度測定

発色停止後、マイクロプレートリーダーで吸光度測定

h
⑪検量線作成

標準DNAの吸光度測定結果より作成した検量線から検体DNA

中のAP-site 数を求めます。

検量線作成例

【注意事項】

●このキットはARPによってDNA中のAP siteをビオチン化するキ

ットです。よって、本キットで【測定操作】⑤）までが行なえま

す。

●ビオチン検出用酵素試薬としてABC試薬のほか、POD

conjugated Avidin, ALP conjugated Avidin 等を使うことができます。

試薬の濃度、発色試薬などの条件により、検出感度が異なります。

●測定感度はプレート間差、測定温度や発色の条件によっても異

なってきます。そのため検体DNAと標準DNAの比較は同一プレ

ート上で同時に行って下さい。
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【キット以外に必要な器具、試薬】

１）マイクロピペッター

２）マイクロプレートウォッシャー

３）恒温槽

４）マイクロプレートリーダー

５）TE buffer（10mM Tris , 1mM EDTA , pH7.5）

６）PBST（0.1％Tween 20 in PBS）

７）ビオチン検出用試薬（ABC（Avidine-Biotin-POD complex）試薬など）

８）発色基質試薬（OPD, SAT Blueなど）

【測定操作】

①検体DNAの標識

精製した検体DNAをARPと反応させDNA中のAP-sitesを標識し

ます。

h
②検量線作成用標準溶液の調製

標準ARP-DNAと希釈用ARP-DNAを混合し検量線作成用の標準

溶液を調製します。

h
③DNA溶液のプレートへの固相化（37℃、１時間）

①②で調製したDNA溶液をアミノプレートに固相化します。

h
④プレート洗浄

PBSTでプレートを洗浄します。

h
⑤BSA溶液でブロッキング（37℃、２時間）

ビオチン検出用酵素試薬の非特異的吸着を防ぐため、BSA溶液

をプレートに添加しプレート表面をブロッキングします。

h
⑥プレート洗浄

h

DNA損傷部位ビオチン化キット
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１．はじめに

高速液体クロマトグラフィー（HPLC）は、近年、最も汎用さ

れている分離分析法の一つで、このための装置の普及により多く

の分野（例えば、医療、食品、環境など）で、これが日常的に使

用されるようになった。通常、HPLC の検出は測定対象物質（目

的成分）自身の物理的・化学的性質を検知することに基づいてお

り、吸光度、示差屈折率、電気化学、質量分析、蛍光、化学発光

の各検出器などが用いられている。これらの検出法は、測定する

試料の種類（状態）、目的成分の化学的性質や濃度などにより適

宜選択する。しかし、これら検出法に対し、目的成分が必ずしも

強い応答を示すとは限らず、ある場合は全く応答を示さないこと

もある。この場合、これらの物質の測定は困難となる。

誘導体化は、検出器に対し目的物質が十分な応答を示さないと

きに、化学反応などにより検出器に強い応答を示す物質へ変換す

ることをいう。また、それに使用する試薬を誘導体化（ラベル化）

試薬と呼ぶ。このように、誘導体化は目的成分の高感度かつ高選

択的分析を可能にするため、特に、複雑なマトリックスから構成

される試料中の微量の目的成分を分析する際に、極めて有効な手

段である。近年、この誘導体化法及び試薬の開発が進み、一部で

は日常的に用いられつつある。

誘導体化には、プレカラム誘導体化とポストカラム誘導体化が

あり、前者はカラム分離を行う前に誘導体化を、後者はカラム分

離後にオンラインで試薬を加えて誘導体化を行う操作である。ポ

ストカラム誘導体化は自動分析計に応用され、日常分析に使用さ

れる。

HPLC では、吸光、蛍光、化学発光、電気化学の各検出法など

において誘導体化が用いられている。この中で、蛍光誘導体化が、

その高感度性、高選択性などの理由から汎用されている。また、

誘導体化に必要な試薬類も数多く開発・販売されており、蛍光法

が誘導体化の主流となっている。

蛍光検出法は、特定波長の光（励起光）を照射し、それを吸収

した目的成分より発する蛍光を検出する。光を吸収する物質のう

ち、その光エネルギーを蛍光として発する物質（蛍光物質）はご

く一部である。従って、蛍光検出法は他の検出法に比べて選択性

が高く、高感度である。また、複数の成分を分析するとき、それ

ぞれの保持時間に応じて、最適な励起及び発光波長に設定できる

機能を有する装置も一般化している。近年、蛍光検出器の感度を

さらに上げるために、レーザー光を光源に用いるレーザー励起

（誘起）検出器が市販されている。レーザー光は波長が限定され

るので、目的成分の励起波長と適合すれば高い感度が期待される。

一般に、蛍光誘導体化は次の３タイプがある。

A タイプの試薬は、試薬自身に蛍光性がなく、目的成分と反応

することによって強蛍光性物質となるものである。これは、プレ

及びポストカラム誘導体化のいずれにも使用される。

B タイプの試薬は、強蛍光性物質と、目的成分の特定官能基に

反応する活性基とによって構成されるもので、いわば目的成分に

実用的蛍光誘導体化

1
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ある。器具として、ガラス製を使用する場合が多く、著者らは次

の手順で洗浄している。

ガラス器具を使用後、直ちに軽く水で洗浄→無蛍光性の洗剤を

入れたバケツに浸ける→器具を取りだし、ブラシで洗浄（ガラス

器具を傷つけないよう注意！）→水洗後、硝酸（市販の濃硝酸を、

等容量の水で希釈）に、一夜浸ける→器具を取りだし、ブラシで

水洗→イオン交換水で洗浄→（できれば、メタノールで洗浄）→

蒸留水で洗浄→乾燥（風乾は避ける）。

（２）器具の保管

洗浄した器具を放置しておくことは、当然避けるべきである。

器具類は、アルミ箔などで栓をするか、外気との接触を避けるた

めの収納庫に保管する。

（３）試薬、溶媒、溶液、測定試料の調製・保管

HPLC 用の溶媒はもちろんであるが、前処理、各種溶液調製、

誘導体化反応等に使用する溶媒にも、その汚染に注意する。特に

低濃度の標準溶液の調製時には、細心の注意を払う必要がある。

保管方法にも前述と同様、留意したい。また、測定する試料への

汚染も起こりうる。例えば、著者らは呼気などからの脂肪酸が、

溶媒や血液試料に混入し、測定に支障をきたした経験がある。

（４）器具の材質

前処理や誘導体化に用いられる器具の材質に注意を要すること

もある。前処理や誘導体化の際に、有機溶媒を使用する場合が多

い。使用する溶媒に耐久性のある材質の器具が必須となる。ガラ

ス器具を用いるのが一般的である。

器具の壁に、溶液中の溶質が吸着することもある。器具は傷の

ないものを使用する。生体試料中の微量生理活性アミン類の分析

の場合のように、アミン類のガラス器具への吸着が問題になるこ

ともしばしばある。これを防止するためにガラス器具をシリコー

ン処理することもある。しかし、この場合、溶液の液性に注意す

る必要があるため、ポリプロピレン、ポリエチレン等の合成樹脂

製の器具を使用する場合もある。

（５）分析を行う場所は、汚染を防ぐため、できるだけ汚染源と

遮断された部屋あるいはクリーンベンチなどで行うことを勧め

る。著者らの研究室では、薬品を調製する部屋と生体試料を取り

扱う部屋は別室である。また、極く微量生体成分の分析では、実

験者と直接接触のない条件下が望ましい。

このほか、取り扱う試料の種類、目的成分の濃度や化学的性質

などに対応して、その都度種々の面で注意を払うべきであろう。

こう書いてくると、極めて面倒な操作であるように思われるで

あろうが、日常的にこれらの操作を行っていると、それほど苦労

はしない。

News No.90 (1999)

強蛍光性物質というランプをぶら下げる様な種のものである。こ

れは、プレカラム誘導体化に使用される。

C タイプの試薬は、試薬の環境が変化（例えば、親水の場から

疎水の場への変化）することにより、蛍光強度や波長が大きく変

化するものである。

その他、種々の蛍光特性［時間分解、偏光（解消）、エキシマ

ーなど］を利用する誘導体化（試薬）もある。

次号からは、市販されている試薬を中心に、目的成分の官能基

別に誘導体化試薬を紹介し、実際にそれらがどのように使用され

ているかを、著者らの経験を基に述べていく。著者らは、生体試

料中の微量成分の分析に蛍光誘導体化を利用しているため、内容

がこれらに片寄ることをお許しいただきたい。

生体試料中の微量の生体関連物質を実際に測定するとき、ほと

んどの場合、誘導体化のみで効果的に目的成分を計測することは

困難である。分析の過程で、前処理や濃縮などの操作が必要であ

る。これについては、ドージンニュースの前号までに記されてい

るが、実際の計測例を示す上で前処理法についても解説する。

ところで、近年、蛍光誘導体化は実用的な分析法として広く使

用されつつある。しかし、一部では、誘導体化操作が面倒である

ことなどの理由から、未だに敬遠されがちであることも事実であ

る。また、実際に試してみたが、期待したほど良い結果が得られ

なかったということもよく耳にする。分析関係の雑誌である

Analytical Chemistryに２年に一度ずつ掲載される Fundamental

Reviews：Liquid Chromatography で、誘導体化は、“necessary evil

（必要悪）”と称され続けている所以でもあろう。しかし、これは

蛍光分析に関わる基本的な知識の欠如から生じている場合も多

い。特に、高感度性が要求される蛍光測定において、次のことが

十分に留意されるべきである。

（１）器具の洗浄

蛍光分析は感度が極めて鋭敏であるため、極く微量の不純物の

混入によって大きな影響を受け、測定が困難になることがある。

従って、前処理や誘導体化に用いる器具は十分に洗浄する必要が
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AR II, DR II

AR II, DR IIは東京薬科大学の工藤先生らにより開発された、新し
い培養細胞内でのPKA活性化イメージング試薬です。
【特長】
・培養液に添加するだけで比較的簡単に細胞内に導入できます。
・従来の試薬に比べ安価です。
・AR II：DLDVPIPGRFDRRVSVAAC-Ad
・DR II：DLDVPLPAKADRRVSVAAC-DACM

Ｑ）どのような原理で測定できるのでしょうか？
Ａ）これらの試薬は、cAMP依存性蛋白リン酸化酵素(PKA)の調節
ドメイン（regulatory domain）の一部を切り出しそのリン酸化部位
の近くに蛍光基を付したものでPKAの特異的な基質となります。
酵素の活性化に伴いこれらの試薬がリン酸化されると、ペプチド
構造が変動し蛍光物質の蛍光強度が変動します。その変化を捉え
解析することで、PKAの活性化を可視化することが出来ます。

Ｑ）AR IIとDR IIはどこが違うのでしょうか？
Ａ）AR II及びDR IIどちらもペプチドC端のシステインのSH基に、
それぞれ蛍光物質のアクリロダン及びDACMをMichael付加して
導入したものなので、その蛍光基の違いにより蛍光波長が異なり
ます。AR IIはλex＝366nm,λem＝525nmであるのに対しDR IIはλ
ex＝386nm, λem＝475nmです。
また、細胞膜の透過性が若干異なるようです。文献によりますと、
AR IIはNG108-15には容易に取り込まれますが、海馬神経細胞の
初代培養細胞には取り込まれにくいようです。DR IIはAR IIのペ
プチドのアミノ酸配列を一部変更して若干膜透過性を上げたもの
で、これを使用すると海馬神経細胞の初代培養細胞も容易に染色
できるようです。

Ｑ）測定装置はどのようなものが必要でしょうか？
Ａ）これらの蛍光変化は数％から十数％程度と余り大きくなく、
細胞内でのPKAの活性化を可視化するには、培養細胞の蛍光顕微
鏡画像を感度良く取り込んで画像処理する必要があります。浜松
ホトニクス社のArgus 50やArgus 100を用いた報告があります。そ
の他、Argus/Hiscaを用いて可視化した例もあります。

Ｑ）何が測定できますか。
Ａ）細胞内でのPKAの活性化状態を可視化することができます。
PKA活性化前後の相対的な蛍光強度変化を追っておりますので、
活性化したPKAやcAMPなどの細胞内濃度などが測定できるわけ
ではありません。

Ｑ）細胞への負荷はどのようにすればいいのでしょうか？
Ａ）使用前にPBSなどのバッファーなどに溶解しそのまま培養液
に添加すると細胞内にロードできます。濃度は文献では、数十μ
g/ml から100μg/ml の濃度で使用されております。添加後30分か
ら１時間程度インキュベートして頂くだけで細胞内にロードされ

ます。

Ｑ）AR IIとDR IIはどの位の期間安定なのでしょうか？
Ａ）本品は凍結乾燥品であり、冷凍庫で保存すれば１年以上安定
です。短期間であれば冷蔵でも構いませんが、長期間保存される
のであれば冷凍にて保存してください。

Ｑ）高濃度のストック溶液として保存したいのですがどのような
溶媒が使用できるでしょうか。また、水溶液にした後の安定性、
保存方法について教えて下さい。
Ａ）純水に使用時の数十倍程度の濃度（数十～数百μg/100μl）
で溶解してお使いください。通常のペプチド同様、溶液での長期
保存は出来ません。溶液を調製した後は、小分け後冷凍（-20℃
以下）で保存して下さい。なお、凍結融解は繰り返さないように
してください。

Ｑ）細胞に負荷後、細胞外をDRII free の溶液にした場合
DRIIの流失はどの程度でしょうか？
数十分の計測に充分耐える位には保持されるのでしょうか。
Ａ）細胞内への保持時間・漏出割合を調べたこと、またそれに関
する論文などはございませんが、細胞内にロードして一晩置いた
ものでも細胞内に留まっているものもあります。全ての細胞で同
様であるとは言えませんが、細胞内での保持は良いのではないか
と思います。

Ｑ）PKAそのものに蛍光基を導入したタイプのもの（FICRhR）
が市販されていますが、それに対する利点は何ですか？
Ａ）FICRhRはPKAの調節ドメイン、触媒ドメインそれぞれに蛍
光基であるローダミン及びフルオレセインを導入したもので、
PKAの活性化に伴いその２つのドメインが解離して蛍光波長が変
化するものです。したがって、レシオメトリー測定が可能である
という利点がある反面、巨大分子であるために細胞内への負荷に
はマイクロインジェクションなどの操作が必要です。また、非常
に高価であるという欠点もあります。それに比較して、AR II 及
びDR IIは膜透過性の蛍光プローブですので、培養液に添加する
だけで細胞への負荷が出来ます。また、FICRhRに比較しても非
常に安価です。

Ｑ）参考となる文献を紹介してください。
Ａ）下記の論文を参考にされるとよいと思います。

１）H. Higashi, K. Sato, A. Omori, M. Sekiguchi, A. Ohtake, Y. Kudo,

FEBS Lett., 414, 55（1997）.
２）H. Higashi, K. Sato, A. Omori, M. Sekiguchi, A. Ohtake, Y. Kudo,

Neuroreport, 7, 2695（1996）.
３）工藤佳久、東秀好、細胞工学、16, 64（1997）.

News No.90 (1999)

Q&A PKA用ペプチドプローブ



【特長】

実験室内の秤量時などの飛散による汚染を防ぎ、使いやすくする

ために、これらの試薬を溶液化しました。生細胞染色用試薬とし

てよく使われているCalcein-AMも溶液化することにより、さらに

使いやすくなりました。

-Cellstain - PI（propidium iodide）はDNAにインタカレートする蛍

光試薬ですが、生細胞の膜を通過することができないために、死

細胞や固定細胞の核の染色に用いられています。二本鎖構造の

RNAにも結合するのでRNaseでRNAを除去することが望まれま

す。赤色の蛍光を発するので、FITC標識した抗体やCalcein-AMと

で二重染色をすることが可能です。

-Cellstain - EB（Ethidium bromide）も-Cellstain - PIと同様、DNAにイ

ンタカレートする蛍光試薬であり、死細胞染色剤としても使用さ

れます。

-Cellstain - AO（Acridine orange）は二本鎖DNAと一本鎖DNAおよ

びRNAとで蛍光波長が異なり、二本鎖DNAは緑色の蛍光に、一

本鎖DNAおよびRNAは赤色の蛍光を発します。よってDNAと

RNAを染め分けることができます。

-Cellstain - Calcein-AMは細胞内のエステラーゼによってAM（ア

セトキシメチル）基が切断されます。その結果、無色のCalcein-

AMが緑色の蛍光をもつCalceinに変わります。また、Calcein-AM

は膜透過性を示しますが、Calceinは膜不透過性化合物ですので、

発色後の色素漏出も少ない。エステラーゼ活性が生細胞由来であ

ることより、生細胞染色色素として使用されます。

PI, EB, AOは変異原性がありますので、取り扱いには十分にご

注意下さい。

特長１　変異原性の無い新規水溶性発色基質SAT-3を使用しています。

特長２　発色基質,過酸化水素が予め混合されていますので、面倒な調製

や混合の必要が無くそのまま用いることができます。

特長３　保存による感度低下が無いので、保存期間に関係無く安定した

データが得られます。

特長４　水溶性基質を使っているので沈殿を生じる恐れがありません。

ペルオキシダーゼ（POD）を標識酵素としたELISAに本試薬を

用いると、PODによって次第に青色色素（λmax＝670 nm）を生

じ、硫酸等で酵素反応を停止させると、吸光度の増大を伴って黄

色色素（λmax＝470 nm）に変化します。この色素体は従来から

用いられているo-phenylenediamine（OPD）等と同様に450 nmまた

は 490 nmのフィルターで吸光度の測定ができます。また自動分

析機器やキットにも応用が可能です。

【容　　量】 50ml（遮光高密度ポリエチレン容器）

【保存条件】 冷蔵または冷凍保存

（水溶性の基質を用いており冷凍による沈殿等が起こらないた

め、長期にわたる冷凍保存も可能となりました。）

長期保存を除いては冷蔵で保存することをお勧めします。

【使 用 法】 POD標識抗体を固相化したマイクロプレート１ウェル

に対し、本試薬を100μl加えます。（使用前に発色温度でプレインキ

ュベートすることによって、安定したデータを得ることができます。）

・反応時間：10分-120分

・測定波長：450- 490 nm（反応停止時：λmax＝474 nm）

650- 680 nm（発色反応中：λmax＝674 nm）

・反応停止液：希H２SO４（最終濃度：2- 3mol/l）

その他、酸性タイプ停止液の使用が可能です。

参考文献

M. Mizoguchi, M. Ishiyama, M. Shiga and K. Sasamoto, Anal. Commun, 35, 179（1998）
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新規水溶性POD基質溶液
新製品

細胞染色用色素溶液
新製品

試薬の調製を必要としないELISA用新規発色基質溶液

SAT Blue
N,N'-Bis（2-hydroxy-3-sulfopropyl）-tolidine, disodium salt

（SAT-3）液状化POD基質

Fig. SAT BlueとOPDの感度比較



固体表面上に種々の分子を集積させる手法の一つである自己組

織化法は、欠陥の少ない単分子膜を容易に構築できること、配向

制御された組織的膜による新規機能付与、また固体表面の分析手

法および分析機器の進歩などから近年、活発に研究されています。

なかでもアルキルチオール類を金表面に吸着させた自己組織化単

分子膜（SAM; Self-Assembled Monolayer）は、金修飾電極、表面

プラズモン共鳴（SPR; Surface Plasmon Resonance）、水晶発振子マ

イクロバランス（QCM; Quartz Crystal Microbalance）等に利用され

注目されています。いずれも基板となる金表面にチオール化合物

あるいはジスルフィド化合物を用いてプローブ分子を固定し、そ

れぞれ電流、反射角、振動数変化を検出しています。

これらの自己組織化単分子膜を構成する分子は基本的に固体基

板への吸着を目的とする官能基、主鎖および機能性官能基の３つ

の部位から構成されており、その単分子膜の性質は主鎖の長さや

その親水性、末端官能基の選択により多彩な機能を持たせること

ができると期待されます。

今回紹介するSAM研究用試薬は固体基板への吸着部位として

チオールまたはジスルフィド、末端官能基としてそれぞれアミノ

基とカルボキシル基を有しており、タンパクやペプチド、その他

の分子認識サイトを導入する際に有用です。

これらのチオール誘導体は金と特異的に吸着しアルキル鎖間の

van der Waals 力により高密度・高配向な自己組織化単分子膜を形成

します。単分子膜の作製には特殊な装置を必要とせず、チオール誘

導体の溶液中に基板を浸漬するだけで容易に構築でき、浸漬条件
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Self-Assembled Monolayer(SAM)研究用試薬 －チオール誘導体シリーズ－

新製品

（溶媒、濃度、温度、時間）によって構造、配向の制御も可能です。

以下に開発中の 8-Amino-1-octanethiol hydrochlorideを用いて自己

組織化法にて修飾電極を作製し、電気化学的に評価した結果を示

します。

【評価１】

8-Amino-1-octanethiol hydrochlorideのアセトニトリル溶液（5mM）

に金電極（φ6.0 X 1.6mm）を30分間浸漬し修飾電極を作製。酸

化還元マーカーである［Fe（CN）6］3-に対する修飾電極の酸化還元

ブロッキング挙動をサイクリックボルタンメトリー（CV）法に

て評価。

〈測定条件〉

作用電極：上記修飾電極、対極：Pt plate（1.5 X 1.5mm）、参照

電極：SCE、開始電圧：600mV、最大掃引電圧：600mV、最小掃

引電圧：-600mV、掃引速度：100mV/sec

2mM K3［Fe（CN）6］/o-Tetraethylammonium hydroxide（pH 11.0）溶

液中、アルゴン雰囲気下でCV測定。

修飾電極において単分子膜形成による［Fe（CN）6］3-の酸化還元

挙動のブロッキングが観測された。

【評価２】

8-Amino-1-octanethiol hydrochlorideのエタノール溶液（0.2mM）

に金電極（φ5.0mm）を20分間浸漬し修飾電極を作製した。強ア

ルカリ条件下におけるチオール単分子膜の金表面からの脱離挙動

をCV法にて評価。

〈測定条件〉

作用電極：上記修飾電極、対極：Pt plate（5.0 X 5.0mm）、参照

電極：Ag/AgCl、開始電圧：-200mV、最大掃引電圧：-200mV、

最小掃引電圧：-1250mV、掃引速度：50mV/sec

0.1M KOH水溶液中、窒素雰囲気下でCV測定。

＊熊本大学工学部物質生命化学科　谷口研究室の御指導のもとに

測定しました。

新製品
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金表面からのチオレートアニオンの脱離に由来する不可逆なカ

ソード電流が-0.96Vに観測された。

チオール誘導体は空気酸化を受けジスルフィド体を生成するた

め、不活性ガス雰囲気下で冷凍で保存することが必要です。ここ

に紹介した新製品は上記条件で保存することにより６ヶ月以上安

定です。

参考文献
１）山口淑久, Dojin News No.86,  p14（1998）
２）近藤敏啓, 魚崎浩平, ぶんせき, 6, 457（1997）
３）K. Kajikawa et al., Molecular Electronics and Bioelectronics, 7(1), 2（1996）
Amine type
４）Yasuo Yoshimi et al., Mater. Sci. Eng. C, 5, 131（1997）
５）Masami Tanahashi et al., J. Biomed. Mater. Res., 34, 305（1997）
６）Joe Tien et al., Langmuir, 13, 5349（1997）
７）Fumihiko Mukae et al., Bull. Chem. Soc. Jpn., 69, 2461（1996）
８）Shai Rubin et al., Mater. Res. Soc. Symp. Proc., 413, 377（1996）
９）Ko Takehara et al., Bull. Chem. Soc. Jpn., 68, 1289（1995）
10）Ko Takehara et al., Electrohim. Acta, 39, 817（1994）
Carboxylic acid type
11）Lukas Scheibler et al., Tetrahedron, 54, 3725（1998）
12）Daniela D. Schlereth et al., J. Electroanal. Chem., 444, 231（1998）
13）Lukas Scheibler et al., Polym. Bull., 40, 151（1998）
14）Stephan Heyse et al., Biochemistry, 37, 507（1998）
15）Myoungho Pyo et al., Bull. Korean Chem. Soc., 19, 122（1998）
16）Luis A. Godinez et al., Langmuir, 14, 137（1998）
17）Jennifer L. Trevor et al., Langmuir, 14, 1664（1998）
18）Helen Schmitt et al., Adv. Mater., 10, 475（1998）
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News No.90 (1999)

Maleimido-C3-NTA

最近、人工蛋白質の精製や蛋白質を固体表面に並べる“His-tag”

という技術が注目されています。官能化された（通常、サクシニ

ミド、チオール、エポキシなどの反応性基をもった）固体表面と

反応させ、さらに、Ni(II)を加えて錯形成させます。ここで、Ni(II)

の配位座は完全には満たされず、空いた部分には水が配位します。

この状態で６個のヒスチジンを末端に発現させた融合蛋白質を加

えるとヒスチジン部分がNi(II)に配位するため、固体表面で特異的

かつ一定方向に結合されることになります（この結合は強固です

が、フリーのヒスチジンやイミダゾール、EDTA等のキレート剤に

よって可逆的に解離します）。先に弊社では末端アミノ基を持った

AB-NTAを発売しました。さらに、今回はマレイミド基を官能基と

しましたMaleimido-C3-NTAを製品化しました。マレイミド基はチオ

ール基と選択的に反応するため、チオール基で官能化された固体

表面に結合可能です。

機能性キレート試薬
新製品
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塩化物イオンイオノフォア
新製品

Bisthiourea-1

生体試料中あるいは環境中の塩化物イオンの測定法として、各

種方法が考案されていますが、なかでも簡便な方法としてイオン

選択性電極を用いる方法が広く用いられています。塩化物イオン

の測定に使用される陰イオン選択性電極としては、銀塩化銀に基

づく固体膜電極や、PVCなどの高分子支持膜中に、第４級アンモ

ニウム塩を感応物質（リガンド）として添加した高分子支持膜型

電極が報告されています。その他、有機スズ化合物、有機水銀化

合物、金属ポルフィリン化合物に基づくニュートラルキャリヤー

型陰イオン選択性電極なども報告されています。しかしながら、

この種の塩化物イオン選択性電極の選択性はいわゆるHofmeister

序列によって支配され、脂溶性の高い陰イオンによって塩化物イ

オンの測定値が妨害を受けやすいという問題があります。その他

にも、選択性が十分でなかったり、長期安定性が不十分であるな

どの問題点もあります。

東京大学の梅澤先生らは、塩化物イオンの新しいニュートラル

キャリヤー型イオノフォアとして、ビスチオウレア部位を基本骨

格に持つBisthiourea-1を開発しました。塩化物イオンは水素結合

の良い受容体として知られています。一方、このリガンドの２つ

のチオウレア骨格にある合計４つのNH基は水素結合供与体とし

て働くことから、水素結合を形成して塩化物イオンと錯体を形成

することが可能です。 Bisthiourea-1は、塩化物イオンと１：１で

錯体を形成し、その錯安定度定数は840（M-1）（DMSO-d6中）で

あることが確認されております。

ポリ塩化ビニル（PVC）を高分子膜母材とし、膜溶媒にNPOE

を用い、1wt% のイオノフォアとそれに対して50モル％の

Bisthiourea-1を添加して作成した塩化物イオン選択性電極を、イ

オン交換体（TDDMACl）を使用した従来型の塩化物イオン選択

性電極と比較した結果をTableに示します。

塩化物イオン濃度が10
-5から10

-2Mで直線的にネルンスト応答

し、測定限界は（6.5±3.0）x10-6Mであることが確かめられてい

ます。その他イオンに対する塩化物イオンの選択性は、SCN-、

salicylate, NO3
-、I-及び Br-に対して、log K 値はそれぞれ、＋

1.6、＋1.8、＋0.7、＋0.5 及び ＋0.4 であり、従来型のものより選

択性が向上していることが確認されました。

この電極を用いて、馬血清中の塩化物イオンの定量を行い、電

位滴定法で求められた値とほぼ同じ値が得られています。従来型

のものより測定誤差が少なく、濃度測定の正確さにおいても信頼

性の高いものといえます。

参考文献

１）K. P. Xiao, P. Buhlmann, S. Nishizawa, S. Amemiya, Y. Umezawa,

Anal. Chem., 69(6), 1038（1997）.

２）P. Buhlmann, S. Nishizawa, K. P. Xiao, Y. Umezawa, Tetrahedron,

53(5), 1647（1997）.

MPM: matched potential method;  SSM: separate solution method.
a For the chloride concentration range from 10-5.00 to 10-4.70 M.  b For the
chloride concentration range from 10-2.34 to 10-2.04 M. c Required selectivity
coefficients for measuring chloride in normal blood samples. d Selectivity
coefficients for these anions are too small to be accurately determined at 10-2.34

M Cl-.

Pot
Cl, j

４月発売予定

・抗S19タンパク質ポリクローナル抗体

リボソーム由来のS19タンパク質は、近年、二量体の形成に

よって単球特異的な走化活性をもつことが発見されました。

本抗体は、慢性リウマチ等の慢性炎症疾患の病態解明への応

用が期待されます。

・抗メタロチオネインモノクローナル抗体

メタロチオネインは、銅、亜鉛等の重金属と結合するタンパ

ク質です。メタロチオネイン- I は、重金属により誘導される

ので、カドミウム汚染等の研究分野での応用が期待されます。

製造元　株式会社　クマモト抗体研究所
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水溶性セレンテラジン
Coelenterazine-WS
セレンテラジンを発光部分としてもつ発光たんぱく質エクオ

リンは、カルシウムイオンと特異的に結合して発光するため、

細胞内カルシウムイオンの発光分析法として広く用いられてい

ます。

しかしながら、セレンテラジンは中性 pH における水溶性が

低く、また細胞表面へ吸着するなど、細胞系での使用にとって

大きな障害になっていました。

今回紹介するCoelenterazine-WSは中性 pH での水溶性が飛躍

的に向上しており、種々のバッファーにも容易に溶解します。

さらに細胞への導入が容易になることで、エクオリンの発光性

能が増します１）。

セレンテラジン溶液：Coelenterazine-WS 10 mg を10 mM リン酸

バッファー（pH 7.0）0.1 ml に溶解したもの。

参考文献

１）K. Teranishi and O. Shimomura, Biosci. Biotech. Biochem., 61, 1219 (1997).

新製品

訂正のご案内

図中ａ－ｄは以下の通り。
ａ）Triton X-100 を加え酵母細胞を破壊後、Coelenterazine-WSを
加え、測定したもの。

ｂ）Triton X-100 を加え酵母細胞を破壊後、セレンテラジン（メタノ
ール溶液）を加え測定したもの。

ｃ）Coelenterazine-WSを用いたもの。
ｄ）セレンテラジン（メタノール溶液）を用いたもの。

ドージンニュースNo.89において、上記図説に誤りがござい

ました。おわびと共に訂正いたします。

ビテロジェニン実技セミナー開催報告

環境ホルモン学会魚分科会開催のビテロジェニン実技セミナー

に協賛

去る１月26日、２月８日に環境ホルモン学会魚分科会開催の

実技セミナーが東京、大阪の和光純薬工業株式会社会議室で開

催され、クマモト抗体研究所、和光純薬工業株式会社、小社の

３社が協賛しました。

東西合わせて26名（25企業・機関）の方がご参加され、東京

会場では北海道大学原先生、帝京大学中村先生、長崎大学有薗

先生、大阪会場では長崎大学征矢野先生、新潟大学東藤先生が

ご講演されました。

ビテロジェニンの学術的説明、測定意義、ビデオによる魚か

らの採血方法など詳細なご説明を頂き、参加された方からは大

変ご好評いただきました。

誤）
ａ）セレンテラジン（メタノール溶液）を用いたもの。
ｂ）Coelenterazine-WSを用いたもの。
ｃ）Triton X-100 を加え酵母細胞を破壊後、セレンテラジン（メタノール溶液）を加え測定
したもの。

ｄ）Triton X-100 を加え酵母細胞を破壊後、Coelenterazine-WSを加え、測定したもの。
正）
ａ）Triton X-100 を加え酵母細胞を破壊後、Coelenterazine-WSを加え、測定したもの。
ｂ）Triton X-100 を加え酵母細胞を破壊後、セレンテラジン（メタノール溶液）を加え測定
したもの。

ｃ）Coelenterazine-WSを用いたもの。
ｄ）セレンテラジン（メタノール溶液）を用いたもの。
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