
News No.105(2003)

■ Review

全反射現象を利用した液液界面での分子挙動の研究�
河済博文

■ Topics on Chemistry

Apoenzyme Reactivation Immunoassay System (ARIS)�
渡辺栄治

■ 連載

ケミストからみたポストゲノム 5
片山佳樹�

No.105
2003

ISSNO385-1516



News No.105(2003)

Review
　全反射現象を利用した液液界面での分子挙動の研究

　　近畿大学九州工学部  河済博文 ............................................ 1
　ケミストからみたポストゲノム 5
　　九州大学大学院工学研究院  片山佳樹 ................................. 8

Topics on Chemistry
　Apoenzyme Reactivation Immunoassay System (ARIS)
.................................................................................................. 13

Commercial
　新製品案内

　　Total RNA抽出キット ...................................................... 14
　　アガロースゲルからのDNA抽出キット ........................... 15
　　血液、細胞・動物組織からのDNA抽出キット ................ 16
　　水に溶けるPIPES ............................................................ 17

目次

容量、価格は下記ページをご覧ください。

　Get pureRNA Kit ................................................................. 14
　Get pureDNA Kit-Agarose ................................................. 17
　Get pureDNA Kit-Blood ..................................................... 17
　Get pureDNA Kit-Cell,Tissue ............................................ 17
　PIPES sesquisodium ......................................................... 17

Q&A
　Biotinラベル化剤 .................................................................... 5

お知らせ

　春の学会展示ご案内 .............................................................. 17
　フォーラム・イン・ドージン開催報告 ................................. 18

新製品案内

迎春準備の同仁化学研究所

仕事納めの日には、大掃除をすませた後つきたてのお餅を頂きます。



News No.105(2003)

全反射現象を利用した液液界面での分子挙動の研究
（Studies of molecular behavior on liquid-liquid interfaces by total reflection spectroscopy）

[ Summary ]
Studies of molecular behavior on liquid-liquid interfaces by total reflection
spectroscopy have been reviewed.  Various sciences, especially the
microsystems demand more direct information about the molecular and
reaction dynamics in the interface and its  characters.  Topics reviewed
are single molecule detection, total internal reflection fluorometry, second
harmonic generation, multi-photon ionization and thermal lens
spectroscopy in respect of the detection technique.  Some schematic
illustrations of the interface are presented and elucidate the molecular
behavior in the reaction such as metal ion recognition and chelate
formation.
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河済　博文
(Hirofumi Kawazumi)
近畿大学九州工学部

1) はじめに
　二種の混じり合わない溶媒からなる液液界面は、化学工業の合

成、精製プロセスから、環境問題におけるシミュレーションパラ

メータのひとつとしてまで、幅広い領域で重要な役割を果たして

いる。また、最近大きな期待が寄せられているマイクロ化学シス

テムでは、反応体積全体に対する界面の割合が非常に大きく、界

面現象の理解が不可欠になっている。液液界面で起こる化学変化

のメカニズムを明らかにするためには、素過程を分子レベルで研

究する必要がある1)。しかし、種々の光やビームによる測定技術が

開発されている「硬い」固体表面に比べ、「軟らかい」液液界面の

計測方法は限られており、表面張力や分配比といった古典的な実

験からでは、直接的な分子レベルの情報が十分に得られていない

のが現状である。

　分子動力学による計算では、液液界面の厚さは 1ナノメータ程
度と薄く2)、そこでの分子挙動の解析にはナノ領域の新しい計測方

法が開発されなければならない。近年、界面の状態を反映するよ

うに択ばれたプローブ分子や界面での接触が重要な化学反応に関

係した分子を、全反射により発生したエバネッセント波で励起し、

そこから発生する色々な信号を解析し、界面について分子レベル

の情報を得ることが、いくつかのグループで行われている。Fig.1
には、液液界面の全反射による励起と、本小論で取り上げた信号

発生のようすを模式的に示している。通常、興味ある界面は、水

相と適当な有機溶媒相（油相）の組み合わせであり、比重の大き

な水相を下にして、上に屈折率の大きな有機相がくる。ここでは、

我々の研究も含め国内の研究グループの結果を、詳しいデータの

解析ではなく、明らかになった液液界面のようすを模式図的に見

ることで、このアプローチの有用性を示すことにする。

2) 全反射現象とエバネッセント波
　光が光学的に異なった二つの物体の界面に至ったときの反射、

屈折のようすは、マックスウェルの電磁波方程式を用いて解析す

ることができる。しかし、この波動方程式から光の伝搬のようす

を直感的に理解するのは困難であり、我々はほとんどの場合、適

当な領域で積分することで得られる光線の経路として取り扱って

いる。その中で最も基本的なものが、透明で光学的に等方な物質

が接する界面でのスネルの屈折法則である。

　　　　n1 sin θ1 = n2 sin θ2（1）

　ここで、 nは屈折率、 θは界面法線からの角度、添え字1、2は
それぞれ入射側、透過側を表す。また、物質が等方的であっても、

光の電気ベクトルが入射面（光線と界面の法線とを含む面）内で

振動する場合と入射面に垂直に振動する場合とでは、反射率や透

過率が異なってくる。前者をp（平行）偏光、後者を s（垂直）偏
光と呼ぶ。 n1>n2のとき、臨界角 θc

　　　　sin θc = n2 / n1

を超えて入射角を深くすると、式（1）を満たすθ2は存在せず、光

がすべて反射する全反射現象が起こる。しかし、 透過側では依然

Organic Phase
(n1>1.33)

Aqueous Phase
(n2=1.33)

Electron

SHG

Heat
Fluorescence

Evanescent Wave

Laser Beam

θ1

Fig.1  Diagram of total reflection spectroscopy on liquid-liquid interface.
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が虚数になるマックスウェル方程式を満たす解が得られる。この

解は、電場の振幅が界面からの距離（深さ）に対して指数関数的

に減少し、伝搬方向が界面に沿った方向である波（p波）を表して
いる。この波は光強度が徐々に減衰することからエバネッセント

波（evanescent wave）と呼ばれる。光強度が1/eに減少する深
さ dは、波長 λの光が入射したとして

　　　　
2/12

21
22

1 sin2/ nnd -= θπλ 　（3）

となり、波長の数分の 1程度となる。入射光に強力なレーザ光を
用いれば、この微小な滲み出しによる励起でも検出に十分な応答

が得られ、偏光特性や光学系のデザインなどでも有利なため、光

源にはレーザが多用されている。

　このように波長以下の深さに滲み出す光は、通常の光が伝搬光

と呼ばれるのに対して近接場光と呼ばれ、波長程度の領域に局在

する特長を生かし、空間分解能の高い分光測定に積極的に利用さ

れることになる。全反射現象は、近接場光を発生できる最も容易

な方法であり、 ATRプリズム、スラブ導波路、光ファイバによる
吸光度測定には以前より利用されている。蛍光測定においては、励

起領域が数百ナノメータと限定され、背景光が抑えられるため、共

焦点顕微鏡よりも高感度なエバネッセント蛍光顕微鏡が開発され

ており、タンパク質の1分子イメージングが可能となっている。ま
た、エバネッセント波は界面に沿って伝搬するため、金属表面の

プラズモンを励起することができ、表面プラズモン共鳴（SPR）測
定にも利用されている。近接場光を発生させるもう一つの方法は、

波長以下の微小開口を用いるもので、近年、走査型光プローブ顕

微鏡（SNOM）として大きく発展している。こうした測定では主
に固体表面近傍での濃度や量に注目しているが、物質の移動が起

こり易い「軟らかい」液液界面では、エバネッセント波による励

起を行い、そこからの応答を測定すれば、分子レベルでの界面の

状態や化学反応の動的な情報を今までになく直接的に得ることが

できると考えられる。

3)蛍光による検出
　エバネッセント波で励起された分子から得られる応答のうち、

蛍光を測定する方法が最も一般的である。対象が蛍光性分子に限

られるが、一方で非常に多くの蛍光性プローブ分子が開発されて

おり、光電子増倍管などの高感度な検出器が利用できることから、

最も感度の高い方法と言える。さらに分光測定や時間分解測定を

行えば、より詳しい情報が得られる可能性がある。

　Wataraiらは、高倍率高効率の光学系が使えるように、中に液
液界面が作れる1 mm以下の非常に薄いセルを試作し、界面吸着
能のあるシアニン色素（dioctadecyltetramethyl-　
indocarbocyanine）の1分子検出に成功している3)。セルの上部

からプリズムを組み合わせて、ドデカン相へ全反射条件で連続発

振のNd:YAG laser（532 nm、50 mW）を入射し、セルの下側
からアバランシェフォトダイオードで光子計数により蛍光を測定

している。検出側のピンホールにより観測領域を界面上で1 µm以
下にし、そこでの平均分子数0.02個という状況で、1分子からの
蛍光をサブミリ秒の間に離散的に測定できている。分子が蛍光を

発する時間は、観測領域を横切る時間なので、その解析により界

面に存在する分子の拡散係数を直接求めることができ、界面の粘

性といった量を推定することができると期待される。

　界面に存在するプローブ分子の蛍光寿命の測定も界面の状態に

ついての情報を与えてくれる。Kitamuraらは、蛍光性プローブ分
子として sulforhodamine 101（SR101）を選び、サブピコ秒の
パルスレーザ光で全反射励起し、ナノ秒オーダの蛍光減衰をピコ

秒の時間分解能で精密に測定し、その解析結果から界面の「厚み

（thickness）」や「粗さ（roughness）」について検討している4)。

励起と蛍光観測において偏光面を制限した測定をすると、プロー

ブ分子サイズの1 nmに比べ、「薄い」界面では分子回転が二次元
的に制限され、「厚い」界面では三次元的に回転するため、蛍光減

衰曲線が異なってくる。極性の非常に低い四塩化炭素と水の界面

は「薄く」、極性の高い1,2-dichloroethaneとの界面は「厚い」と
いう結果が得られている。また、より長距離の界面の構造を

SR101からacid blue 1へのエネルギー移動を利用して求めてい
る。この分子間ではエネルギー移動は約 7 nmまで効率良く進む
が、分子相互が二次元的に分布しているときと、三次元的に分布

しているときでは、やはり、SR101の蛍光減衰曲線が異なってく
る。四塩化炭素－水界面は「平ら」であり、1,2-dichloroethane
－水界面は、7 nmのスケールでは「粗い」ため三次元的なエネル
ギー移動の寄与が入っているという結果が得られている。Fig.2に
そのようすを模式図的に示す。
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Fig.2  Schematic illustrations of sharp (upper) and rough (lower) interface.
Two molecules stand for donor and acceptor of energy transfer.
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4) 非線形現象による検出
　パルス幅が短くピーク出力の高いレーザ光を用いれば、エバ

ネッセント波による励起でも、第二高調波（second harmonic
generation、SHG）や多光子イオン化といった非線形現象による
信号が検出できる。これらの応答では、非線形過程にあるパラメー

タをコントロールすることで、より質の高い情報を得ることがで

きる。また、信号の光強度依存性が 2次以上であるので、より空
間分解能の高い測定が可能になる。

　Teramaeらは、ヘプタン－水界面に吸着したクラウンエーテル
骨格を持つ分子によるアルカリ金属イオンの分子認識について、

SHGにより研究している 5)。SHGの発生は分子の配向を要求す
るため、SHG信号は二次元的な領域である界面に存在する分子か
らのみ観測され、エバネッセント波励起とは別に界面選択性を

持っている。光応答部としてアゾ色素骨格を持つ 15-クラウン
エーテルをプローブ分子として用い、アルカリ金属イオン（Li+、
Na+、 K+）を抽出すると、それまで水相にあったプローブ分子が、

電荷が中和され有機相との界面に吸着する。そのため全反射条件

で入射したレーザ光に対する S H G 信号の発生が観測される
（Fig.3）。

　励起レーザ光の波長を掃引して得られるSHGスペクトルも測定
でき、対応する 1光子吸収スペクトルに比べて長波長シフトして
おり、界面吸着種を直接測定していることを支持した。さらに、そ

のシフト量から界面の極性が、オクタンと水の中間であることが

示された。抽出効率の順番は、イオンの水和の程度に対応してK+

＞Na+＞Li+とバルク相での結果と同じであったが、バルク相では
抽出できない Li－クラウンエーテル会合体でもSHG信号が観測
でき、界面上まではこの会合体も分配できることが分かった。

SHG信号は、その発生の仕組みから、直接、分子の配向を測定で
きる方法でもある。励起レーザ光の偏光面とSHG検出の偏光面の
関係を固定することで、会合体のアゾ色素部位の配向を求めてい

る。K+やNa+との会合体は界面においてアゾ色素部分を比較的フ

ラットな状態にして存在しているが、水和の程度が大きく親水的

なLi+との会合体は、より水相に沈んだところで、アゾ色素部分を
立ち上げた形で存在していることが明らかにされた。

　可視から紫外レーザ光を吸光性分子に強く照射すると、2光子励
起によりイオン化が起き、電子が放出される。通常の溶媒分子の

イオン化にはエネルギーが足りず、プローブ分子のみからの電流

信号が高感度に測定できる。電流の測定であるため、光検出で不

可避な散乱光の妨害を受けず、比較的簡便な装置構成であること

も特徴である。Inoueらは、この方法をプローブ分子やタンパク
質の液液界面からの深さ方向の分布測定に適用している6)。式（3）
において入射角θ1を変化させれば、エバネッセント波が滲み出す

深さをコントロールできる。指数関数的な減衰の滲み出しである

ため、信号強度は深さ方向で積分されたものとなるが、適当な仮

定をすることで、濃度分布に変換できる。Fig.4に、牛血清アルブ
ミン（BSA、等電点pH 4.7）を等電点前後のpHの緩衝液に加え、
オクタン－水界面からの光イオン化信号の窒素レーザ入射角度依

存性を示す。光イオン化信号はたんぱく質中のフェニルアラニン

残基などから得られている。同時に、式（3）により計算した滲み
出し深さ dをプロットしてある。電流測定のために界面を横切っ
て電圧を印加してあり、たんぱく質がプラスに帯電した場合（pH
2.7）とマイナスに帯電した場合（pH 7.5）とでは界面近傍のタン
パク質の濃度分布が大きく違うことは明らかである。解析結果か

ら、プラスに帯電したものはほとんど界面から 100 nm以下に存
在し、マイナスに帯電したものは 100 nm以上の領域まで分布が
大きく広がっていることが明らかになった。

5) サーマルレンズによる検出
　筆者らは、液液界面におけるイオン会合溶媒抽出反応を研究す

るために、サーマルレンズを検出する新しい計測法を提案し、キ

レート生成素過程を追跡した7,8)。Fig. 5に実験装置の概略を示す。

SHG
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Fig.3  Schematic illustration of alkali metal ion recognition by crown ether.
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ポンプレーザ光は全反射条件下で界面に導かれ、界面に生成した

錯体分子を励起する。電子励起エネルギーの緩和により発生した

熱は、媒体の屈折率変化を引き起こし、サーマルレンズ（TL）を
誘起する。全反射位置に対してプローブレーザ光を照射すると、レ

ンズ効果によりビームが広がり、ピンホール通過後、光強度の変

化が検出される。この幾何学的配置により液液界面に存在する分

子のみの濃度変化が測定可能となる。サーマルレンズのような光

熱変換測定は、蛍光性分子を必要とせず、吸収法と同様に物質濃

度に線形な応答を高感度で得ることができる。本方法でも、10-10

mol/cm2、単分子膜被覆の約1/100の界面濃度が検出できている。
この全反射励起界面サーマルレンズ法をバソフェナントロリン

（diphenyl phenanthroline、DPP）による Fe2+とのキレート生

成反応へ適用した。

　セル内でFe2+を含んだ水相にDPPを含んだベンゼン相を重ね
界面を形成すると、徐々にTL信号が増加した。これは界面での錯
体生成速度を直接的に測定したことであり、金属イオンやキレー

ト試薬の濃度依存性を解析し、Fig.6に示すような詳細な反応メカ
ニズムを明らかにした。反応全体の律速段階はキレート試薬の界

面への吸着、配向（図中のkabs）であり、界面での錯体生成速度（kf1）

は、バルク中に比べ約300倍速いことが明らかになった。界面反
応では界面近傍への濃縮効果により、見かけの反応速度が大きく

なることはよく知られているが、この結果は濃縮効果を含まない

本質的な反応速度であり、界面では配向や分子相互の接近方向な

ど立体的な効果が大きく寄与することが定量的に示された。

6) おわりに
　レーザ光による全反射励起を利用して、液液界面の分子の挙動

を計測し、界面の状態や化学反応メカニズムを探る研究につき紹

介した。新しい手法の発展段階であり、ここで見たものは限られ

た界面や反応の組合せであるが、新しい機能的なプローブ分子の

開発や有用な反応への適用など、今後も発展していくと期待され

る。界面の分子レベルの情報を得るための研究手法として全反射

を用いる以外にも、界面張力波を準弾性レーザ散乱により測定す

る方法や、Sheath Flowを利用した時間分解測定可能な界面作成
法など、新しい方法が提案されている。いずれの方法も万能では

なく、お互いの結果を補い合うことで、液液界面についての情報

の量と質が増え、界面の役割や機能が明らかになっていくものと

思われる。

Probe Laser
Diode(640 nm)

Organic Phase

Photodiode

Digital Stragescope

Pump Laser
Nd-YAG(532 nm)

Aqueous Phase

Pinhole
Optical Filter

Fig.5  Diagram of the interfacial thermal lens detection system.
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Q＆A

Biotin　ラベル化剤

　ビオチンはアビジンに対して高い親和性(105M-1)を持つことが
知られており、ビオチン - アビジン複合体を用いたシステムは
EIA(エンザイムイムノアッセイ)などの免疫学的測定や組織染色
の分野で広く利用されています。抗体やタンパク質にビオチンラ

ベル化後、酵素標識または蛍光標識されたアビジン、ストレプト

アビジンなどを反応させ、酵素反応により生じた可視色素や標識

された蛍光色素を検出するといった方法が行われます。

　弊社では、各官能基に対するビオチン化剤ならびにアミノ基標

識用のビオチンラベル化キットを販売しております。

ラベル化のタイプは以下のものを用意しております。

 • アミノ基標識用：活性エステルタイプ(Succinimidyl Biotin)
　　ε-アミノ基などの遊離のアミノ基(-NH2)と結合します。
 • SH基標識用：マレイミドタイプ(Maleimide Biotin)
　　システインなどのチオール基(-SH)と結合します。
 • 還元糖末端標識用：ヒドラジドタイプ(Hydrazide Biotin)
　　糖の還元末端のアルデヒド基(-CHO)と結合します。

  ○キット
Q1 Biotinylation Kitには[BK01][BK02]の 2種類があります

が、どのように違うのですか。

A1 一般用とBIACORE用があります。

BIACORE用はBiacore社のSPR装置に適する緩衝剤を
セットとしております。また、Biacore社用のチップの洗浄
及び再生用の薬品が入っております。

上記の装置を使用しないラベル化であれば、一般用（メー

カーコード：BK01）のものをご使用ください。

Q2 キット以外に必要なものがありますか。

A2 一般的な器具があれば、本キットだけでビオチンラベル化

できます。器具としては、マイクロピペッター(10 µl,
200 µl, 500 µl)、メスシリンダー、フラスコなどをご用意
ください。

タンパク質に幾つのビオチンが結合したかを確認される場

合は、HABA法に必要な avidin, HABA, DMSOを準備し
てください。HABA法に関してはカタログのプロトコール
をご覧下さい。

Q3 Biotinylation Kitに入っているBiotin-(AC5)2 Sulfo-OSuは
単品でも買えますか。

A3 単品でも販売しております。また、スペーサーの長さ（ビオ

チンと結合残基との距離）が違うものもございますので、目

的に合わせてお選び下さい。

  ○アミノ基標識用(Succinimidyl Biotin)
Q4 Biotinの -OSuタイプにも、AC5や(AC5)2などスペーサー

の長さが違うものがありますが、性能はどのように違うの

ですか。
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A4 アビジンのビオチン認識部位は深部にあるために、Biotin-
OSuよりもBiotin-AC5-OSuでラベル化した方が認識され
やすいと言われています。一方、タンパク質をビオチンで標

識する場合も、標識部位が深部にあるとビオチン化しても

アビジンが認識されない可能性があります。その場合もス

ペーサーは長いものが有利と考えられます。使用するタン

パク質により、使い分けて下さい。

Q5 アミノ基標識用にはOSuとSulfo-OSuの 2種類がありま
すが、どのように使い分けるのでしょうか。

A5 反応性に関してはほぼ同じですが、Sulfo-OSuタイプは、ス
ルホン酸基がついているため水に対する溶解性が高く、高

濃度での反応が出来ます。その反面吸湿しやすく、保存して

いるときに加水分解しやすくなります。

Q6 抗体がPBSに溶解してあるので、反応をPBSで行いたい
のですが、問題ないでしょうか。

A6 ラベル化反応の条件としては弱アルカリ側（pH7～ 9）が
適しているので、その範囲内にpHを調整したPBSを使用
してください。PBSの場合は、中性付近で使用することが
多く、アルカリ側での緩衝能が十分でないことも考えられ

ます。他の緩衝液（炭酸緩衝液やHEPESなど）に比べる
とpH変動が幾分あるかもしれませんが、反応は出来ます。
pHに注意してご使用下さい。
Tris bufferやGlycine bufferはアミノ基をもっていますの
で、活性エステルタイプの緩衝液としては使用できません。

Q7 ラベル化すると、抗体やタンパク質の性質が変わったり、機

能に問題が生じることがありますか。

A7 ラベル化される部位やラベル化率により、そのようなこと

が起こる可能性は十分あります。

Q8 Succinimidyl typeは水溶液中で不安定ということですが、
通常の反応条件でどのくらい分解するのでしょうか。

A8 文献によると、pH8.2、25℃、4時間で約 60％　-OSuが
残ってるという報告もあります。

Q9 ラベル化する時に注意することはありますか。

A9  • ラベル化時の pHは中性～弱アルカリ性にして下さい。
pHがずれると反応が進行しないことがあります。

 • 試料の濃度が薄くならないようにして下さい。
試料濃度が薄いとラベル化の進行が遅くなることがあり

ます。また、液量が多いとビオチン化タンパク質の最終濃

度が薄くなったり、ゲルろ過している間に溶出したりし

ます。

 • 溶けている試料の量を把握して下さい。
ラベル化率を求める時に必要になります。

  ○SH基標識用(Maleimide Biotin)
Q10 IgGをFab'にしてSH基との反応を行いたいのですが、Fab'

はどのように作成すればよいのでしょうか。

A10 IgG からのFab'作成方法を弊社カタログのプロトコールに
掲載しております。こちらを参考にしてください。

Q11 IgM型の抗体にビオチンを標識したいのですが出来ますか。
A11 基本的には、Fab'型にして、ヒンジ部のSH基を利用して、

Maleimideタイプで標識できます。
しかし、IgMでの報告は確認しておりません。
文献等によると、IgMはOSu型でアミノ基に標識する方法
や抗体糖鎖還元末端にBiotin-AC5-hydrazideで標識方法も
あります。

  ○還元糖末端標識用 (Hydrazide Biotin)
Q12 糖鎖のアルデヒド基にビオチンヒドラジドをシッフ塩基と

してつけて、ビオチンを使って分離精製後、シッフ塩基を加

水分解して糖を回収することを考えています。

1.酸、アルカリでシッフ塩基は加水分解するか。
2.糖を分解させないように中性でシッフ塩基を加水分解で
きないか。

3.カラム精製中にシッフ塩基は加水分解するか。
4.精製中シッフ塩基が切れないようするには還元した方が
良いか。

A12 1.加水分解します。
2.シッフ塩基は平衡反応なので、糖のアルデヒドよりも安
定なシッフ塩基を作るアルデヒド基を持つものを加える

と、加水分解して外れます。

3.条件によっては精製中に加水分解します。糖をつけると
水溶性となり、水系でのカラム精製になります。その際

にカラムの担体が触媒となり、加水分解することもあり

ます。

4.還元してシッフ塩基をアミンの形にすれば、加水分解し
て切れることはなくなります。ただし、後でビオチンを

切ることは出来なくなります。

  ○共通
Q13 ビオチンラベル化したサンプルの保存はどのようにすれば

よいのでしょうか。

A13 防腐剤として0.1％のアジ化ナトリウムを添加して、冷蔵で
保存して下さい。

Q14 HABA法でラベル化率を算出する際の注意事項はあります
か。

A14 ビオチン化タンパク質の濃度が高い場合、値が頭打ちにな

ります。タンパク質溶液添加後の吸光度が0.7以下になる場
合は溶液を希釈して測定して下さい。また反応時のpHは、

Q＆A

Biotin　ラベル化剤
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7.0～ 7.6で行なって下さい。
pH8以上になるとHABAとアビジンが結合しません。

Q15 HABA法を使用してビオチン化率を算出しているのですが、
なかなか正確な値が出ません。その他の実験からもタンパ

ク質がビオチン化されていることは明らかなのですが、

HABA-Assay以外の方法でラベル化率を算出する方法があ
りましたら教えてください。

A15 条件等が違うので一概には言えませんが、正確な値が得ら

れないのは、吸光度測定時の濃度が最適でない可能性があ

ります。文献（N. M. Green, Methods in Enzymol., 18,418 (1970).）

によると、ビオチン濃度やタンパク濃度が高いと誤った結

果を与えることがあるようです。（A14参照）
HABA法以外のビオチン化量測定法としては、2,6-ANS(2-
anilinonaphthalene-6-sulfonic acid)を用いる方法があり
ます。HABA法と同様の原理で蛍光測定する方法です。こ
の方法は感度が良いのでタンパク質の濃度が薄い場合に有

効な方法だと思われます。下記文献を参考にして下さい。
D. M. Mock, Methods in Enzymol.,184,234 (1990).

Q16　Biotinと反応させるのはアビジンとストレプトアビジンど
ちらがよいのでしょうか。

A16　どちらでも結構です。
アビジンは塩基性が高く、糖側鎖を含むのに対し、ストレプ

トアビジンは非常に低い等電点を示し炭化水素基を含まな

いため非特異的結合が非常に少ないという特徴があります。

しかし、その分ストレプトアビジンの方が高額です。これら

の点をふまえ、選択いただければと思います。

品名　　　容量　　　価格（￥）　　コード　　　メーカーコード
Biotinylation Kit(Sulfo-OSu)

1 set 34,000 － BK01
Biotinylation Kit(Sulfo-OSu,Designed for use with BIACORE

instrument systems)
1 set 38,000 － BK02

Biotin-OSu
10 mg 4,000 346-06351 B304

100 mg 13,500 342-06353 B304
Biotin-AC5-OSu

10 mg 5,200 343-06361 B305
100 mg 24,000 349-06363 B305

Biotin-(AC5)2-OSu
10 mg 8,000 340-06371 B306

100 mg 41,000 346-06373 B306
Biotin Sulfo-OSu

10 mg 5,200 345-06821 B319
100 mg 20,500 341-06823 B319

Biotin-AC5 Sulfo-OSu
10 mg 7,000 348-06811 B320

100 mg 29,000 344-06813 B320
Biotin-(AC5)2 Sulfo-OSu

10 mg 11,000 341-06801 B321
100 mg 51,500 347-06803 B321

Biotin-PE-maleimide
10 mg 8,900 347-06381 B300

100 mg 43,200 343-06383 B300
Biotin-PEAC5-maleimide

10 mg 8,900 344-06391 B299
100 mg 43,200 340-06393 B299

Biotin-hydrazide
10 mg 4,600 347-06401 B303

100 mg 25,000 343-06403 B303
Biotin-AC5-hydrazide

10 mg 6,200 344-06411 B302
100 mg 28,500 340-06413 B302

Biotin-(AC5)2-hydrazide
10 mg 6,800 341-06421 B301

100 mg 36,800 347-06423 B301

BIACORE はBiacore社の登録商標です。

Q＆A

表 1　各種タンパクに対するラベル化率

下記結果は、Biotinylation kitでの実測データで、条件により若干変動する可能
性があります。また、HABA法によりラベル化率を算出しました。
a) タンパク 1 molに対して混合したビオチン試薬のモル数
b) タンパク 1 molに結合したビオチンのモル数

タンパク溶液の濃度 混合比a) ラベル化率b)

濃度 添加量(μl) (mol/mol)
5.7 2.0 1.8

5 mg / 500 μl 14.3 5.0 3.7
28.6 10.1 7.3

rProtein A 2.9 2.0 1.5
(MW=42,000) 2.5 mg / 500 μl 10 mg / 355 μl 7.1 5.0 4.3

14.3 10.1 8.1
1.4 2.0 1.8

1.25 mg / 500 μl 3.6 5.1 4.5
7.1 10.0 7.5

BSA 2.9 2.0 1.6
(MW=68,000) 2.5 mg / 500 μl 10 mg / 567 μl 7.1 5.0 3.6

14.3 10.1 6.4
IgG 2.9 2.0 1.4

(MW=150,000) 2.5 mg / 500 μl 10 mg / 1218 μl 7.1 5.0 3.7
14.3 10.1 6.3

ビオチン試薬溶液添加量
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1.はじめに
　ゲノム研究により取得可能となった多くの遺伝子の多型解析や

それらから発現してくる蛋白質の機能解析は、ポストゲノム技術

の中心となるものである。これらを考える場合、従来の技術との

大きな違いの一つが、網羅的という言葉である。すなわち、今後

のポストゲノム技術に用いられる解析技術では、いかに多検体を

効率よく処理できるかがまず、重要なポイントである。その様な

目的のためには、多種類の対象物にあらかじめ個々を認識するた

めの目印をつけておく必要がある。分子に目印をつける手法は、従

来、蛍光分子や放射性同位体などを標識する技術が数多く存在す

る。しかしながら、極めて多くの物質を同時に見分けるためには、

扱う検体と同じ数の目印が必要である。これまでの分子標識法は、

限られた対象物に目印をつけるためのものであり、その様に多種

類の目印を一度に用意する事はできない。そこで、全く新しい標

識材料が必要になってくるのである。また、タンパク機能解析と

は、広義にとらえれば、細胞内のタンパクネットワークの解明に

他ならない。したがって、タンパクの構造変化、活性変化、分布

状況の変化など、機能変化を検出できる方法も必要である。最近、

この様な目的を指向した種々の興味深い新しい標識法が報告され

てきている。そこで、今回は視点を変えてその様な手法に関して

まとめてみた。

2.蛍光タンパク end-to-end fusionと
insertional fusion
（遺伝子レベルでタンパクを標識）
　最近良く用いられる最も一般的な手法に、GFP（オワンクラゲ
由来の緑色蛍光タンパク）に代表される蛍光タンパク質を、対象

とするタンパクに遺伝子レベルで融合してキメラタンパクとする

手法がある1）。ゲノム研究においては、未知の遺伝子がまず取得で

きる場合も多く、その段階でGFPなどと融合したタンパクを発現

ケミストからみた
ポストゲノム

5
～新しい標識法～

九州大学工学研究院応用化学部門

片　山　佳　樹

する遺伝子カセットに組み込んでやれば、in vitroでも細胞内でも
標識タンパクを発現させることができる。その場合、タンパクへ

の影響を考え、通常は蛋白質のアミノ末端かカルボキシ末端に融

合する(end-to-end fusion) 2）。この手法は、特に設計した標識タ

ンパクを細胞内で発現させる事ができる事から、細胞内における

標的タンパクの状況に応じた分布の変化などを計測するのに用い

られる。最近では、GFPに種々の変異を導入し、蛍光の色を変化
させたYFP（黄色）、CFP（シアン）、珊瑚由来の赤色蛍光タンパ
クも利用できる3）。これらを用いると2種以上のタンパクの分布を
同時に計測できる。例えば、2つのタンパクの細胞内での会合を、
融合した蛍光タンパク間の蛍光エネルギー移動で調べることも可

能である（図1(a)）4）。その他にキナーゼ基質ペプチドとリン酸化

ペプチドを認識する14-3-3ドメインを連結し、さらにその両端に
配した異なるGFP誘導体間のエネルギー移動によりキナーゼ活性
をモニターする分子なども報告されている(図 1(b)) 5）。蛍光強度

が小さいというGFPの欠点を補うためには、蛍光量子収率を向上
したEGFPやVenusなどがある。
　上記の手法では、蛍光タンパクの融合による対象タンパクへの

影響ができるだけ少なくなるように考慮しているが、蛍光タンパ

Fig.1 Fluorescent protein labeling (Gene fusion approaches)
a) Protein-protein interaction is detected by FRET using two different

GFP analogues
b) Detection of kinase activity using GFP-fusion protein
c) Application of domain insertion for functional switching

＋
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クを対象タンパクの真中に挿入する事で、逆に積極的にタンパク

の機能とのカップリングを利用する方法もある(図 1(c)) 6）。例え

ばGFPをショウジョウバエのシェーカー型カリウムチャネルに挿
入すると、膜電位依存的なチャネルタンパクの構造変化により

GFP蛍光に変化が生じるため、膜電位をモニターできる7）。また、

タンパク内にランダムにGFPを挿入してタンパク機能に重要な部
分を探す事もできる 8）。例えば、サイクリックAMP(cAMP)が結
合するAキナーゼの調節サブユニットにGFPを導入して機能探索
がなされ、その結果、サイクリックAMPの蛍光センサが得られた
り、β-ラクタマーゼにGFPを挿入し、阻害タンパクの会合を蛍光
で評価する方法などが報告されており9）、本手法は、未知タンパク

の機能部位探索にも応用できると考えられる。このアプローチは、

蛍光タンパクのほかにも種々の酵素をタンパク中央部に挿入した

例もあり、酵素活性を指標に用いる事ができる 10,11）。膜タンパク

の向きやランダムペプチドライブラリの機能探索などに利用され

ている 12）。

3.タンパク末端標識法
（タンパク機能を損なわず決められた位置に標識）
　タンパクの機能を解析するためには、標識により元のタンパク

の機能が影響を受けない事が重要である。前述のGFP融合タンパ
ク標識法はよい方法であるが、GFPが 238アミノ酸と大きいた
め、タンパクに影響を与える危険性が大きい。一方、蛍光有機分

子は小さいが、標識部位を特定できない。もちろん、site-directed
mutagenesis等の手法を用いてタンパクの特定部位に蛍光分子標
識のための官能基を導入する事は可能であるが、煩雑でコストが

かかり大量の検体には向いていない。この問題の解決法として

ピューロマイシンを用いる手法が報告されている(図 2(a)) 13,14）。

ピューロマイシンは、mRNAからタンパクが翻訳される際にリボ
ソームのAサイトに結合してそれまで伸長してきたペプチド鎖に
結合してタンパク合成を阻害する分子であるが、終止コドンを除い

たmRNAを用いる無細胞タンパク合成系に低濃度で添加すると、
タンパク合成終了後、mRNAに結合したままのリボソームを利用
して合成されたポリペプチド鎖のカルボキシ末端に結合する 15）。

これを利用して、ピューロマイシンにフルオレセインやCy5等の
蛍光色素を導入した分子(図 2(b))を用いて、蛍光分子をタンパク
のC末端のみに標識する事が可能である。この手法を用いれば、遺
伝子さえ入手できれば、どんなタンパクであってもC末端のみに
蛍光標識ができる。標識効率は、小麦胚芽抽出物を用いたタンパ

ク合成系が最も高く、50～ 95％である。タンパクへの影響も考
えられる限り小さいと期待できる。ただし、無細胞合成系では、得

られる標識タンパクの濃度が低い（数100 µM）ことが欠点である。
　この他に、特殊なペプチド配列（タグ）に選択的に結合できる

蛍光色素を設計すれば、蛋白質の目的位置のみに標識する事が可

能である（図2(c)）。Flashはその様な標識剤に分類される蛍光色
素である 16）。この分子はそれ自体無蛍光であるが、砒素にチオー

ルが配位するとフルオレセインと同様の蛍光を発する。もしタン

パクの末端に、特定の間隔でシステインが 4つ並んだタグを結合
すると、Flashの 2つの砒素に 2つずつのチオールが配位して蛍
光を発する。システインがこの様な間隔で 4つ配置したアミノ酸

配列は、通常のタンパク中には存在しないから、Flashは導入さ
れたタグにのみ結合する。遺伝子のレベルで末端にシステインタ

グを結合したタンパクを細胞中で発現させると、Flashによりそ
のタンパクが可視化できる。細胞内で用いる事は困難であるが、タ

ンパクの精製に多用されるオリゴヒスチジンタグも蛍光標識に利

用できる。この場合、タグは精製と検出に利用でき、in vitroでの
タンパク間相互作用の評価などには効率がよい17）。ヒスチジンタ

グは、NTA-ニッケル錯体に結合するが、ニッケルイオンは、蛍光
を若干消光する欠点がある。我々も単独に、ヒスタグに結合でき

る色素を合成し、フィルター上で検出したところ、ngレベルの蛋
白質が検出できた 18）。

　本項でご紹介した色素標識法は、タンパクアレイを標識タンパ

クで処理し、どのタンパクに結合するかなどの評価に有効である

と考えられる。

Fig.2 Specific labeling of fluorescent dye into proteins
a) Outline of fluorescent-labeling with puromycin-fluorophore

conjugate
b) Chemical structures of puromycin-fluorophore conjugates
c) FLASH and proposed structure of its complex with a α-helical

tetracystein-containing tag
d) Fluorescein-NTA and proposed structure of its complex with a

histidine-tag
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4.エネルギー移動型蛍光タグ
（単一励起波長で多くの蛍光波長を得る）
　蛍光色素分子を多検体同時計測に用いる場合、標識に多くの異

なる波長の色素を用意しなければならない。しかし、異なる発光

波長の有機分子の励起波長は、一般に異なっているから、これら

を検出するためには、多くの励起波長を切り替えつつ用いなけれ

ばならず、現実的でない。そこで、蛍光エネルギー移動を利用し、

単一の励起分子で異なる蛍光色素を励起できるように励起用蛍光

分子（フルオレセイン）と他のより長波長の蛍光色素を結合した

一連の蛍光標識剤が報告されている。最も初期に開発された

Bifluor-1は、フルオレセインにカルボキシローダミンがアミノメ
チル基を介して結合した色素で、フルオレセインを励起すると

ローダミンが発光する。しかし、その発光収率はローダミンに比

べ低かった。そこで、フルオレセインと一連のローダミン誘導体

をより長いリンカーで結んだ色素が報告されている（図3）19）。こ

れを D N A シーケンシングのためのプライマーに標識して
Dideoxy法に適用したところ、良好な結果が得られている。また、
蛍光色素間の距離をさらに調節できるようにオリゴヌクレオチド

誘導体に励起用色素と発光用色素を導入した蛍光励起タグも報告

されており、同様にPCRやシーケンシングの蛍光プライマー標識
に応用されている 20,21）。これらの手法は、同一励起波長で複数の

蛍光波長を取り扱える利点があるが、用意できる蛍光波長の種類

には限界があることや、蛍光スペクトルの重なりなどの問題があ

り、スループットに難がある。

5.蛍光ビーズを用いる方法
　前項の様なアプローチでは、現実問題として用いることのでき

る蛍光色素の種類は限られ、それが同時にアッセイできる検体数

を限定してしまう。これに対し、ポリスチレンビーズに異なる色

の蛍光色素（例えばオレンジと赤）を異なる比率で混合し、両者

の蛍光比をコードとすれば原理的に極めて多くの蛍光バーコード

を作る事ができる（図 4）22,23）。SNP検出のところで紹介した
Luminexビーズである。また、ビーズ中にある蛍光色素は、酸素
に触れないため消光も抑える事ができる。実際には、スペクトル

の重なりが出るため多くて100種類のビーズを用意するのが限度
である。64種類のビーズに異なる対象物を固定化し、これに会合
する物質をフルオレセインで標識し、両者の蛍光を同時にフロー

サイトメーターで読み取っていくFlowMetrixというシステムが市
販されている 24）。

　この他にも、蛍光色素の代わりに希土類錯体を用いた方法もあ

る。

Fig.3 Chemical structures of Energy-transfer dyes

Fig.4 Barcode-making with microspferes containing fluorescent dyes
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6.量子ドットおよびそれを利用したビーズ
（蛍光色素の欠点を克服）
　量子ドット(QD)は、15～ 120Åの半導体の結晶である。光を
照射すると exciton電子とホールが発生し、これに基づく発光が
見られる 25,26）。発光波長は、結晶の大きさと種類に依存し、粒径

が大きいほど長波長となる。ZnSe、CdS、CdSe、CdTe等では
発光は可視光域、InAs、InP、PbSでは近赤外域となる 27-29）。良

く用いられるCdSeでは、単に結晶径を変えるだけで青から赤ま
で任意の可視光の波長を作り出せる。バンドギャップの広いZnS
やCdSで表面をコートしてやると蛍光消光が抑えられる30）。合成

が比較的簡便で、同一の手法で多くの色を作り出せ、しかも、全

て同じ近紫外(350 nm)で励起できる、発光スペクトルがシャープ
で幅が狭く（25～30 nm）スペクトル同士の重なりが避けられる
ので、多くの色を同時に使えるなど、既存の蛍光色素の欠点を克

服できる。

　合成に際しては、CdSe/ZnSの表面をトリオクチルホスフィン
(TOP)やトリオクチルホスフィンオキシド(TOPO)でコートした
形で得られる31）。こうして得られるQDは有機溶媒に可溶である
が、水中では凝集してしまう。しかしながら、表面を覆う TOP/
TOPOは、極性基を持つチオール化合物などと交換可能であり、
水中に分散できるQDを調製することができる。例えば、メルカ
プト酢酸でコートしたQDを用い、表面のカルボキシル基にEDC
縮合でIgGを結合した例32）やメルカプトプロピオン酸でコートし

たQDにチオール末端を有するDNAを添加して配位子交換させ
QD表面にDNAを修飾した例がある 33）(図 5(a))。ジチオスレイ
トールで表面をコートしておき、水酸基をカルボニルイミダゾー

ルで活性化してアミノ化DNAを固定する事もできる(図5(a)) 34）。

In situハイブリダイゼーションなどへも応用例がある。ただし、長
いDNAでは、40ÅCdSの発光を消光するとの報告もある35）。タ

ンパクを修飾すると、量子収率が下がったり、Dihydrolipoic acid
等でコートの後、EDCカップリングなどで結合すると凝集が起
こったりとうまくいかない場合が多い。この解決手段として、QD
表面を lipoic acidでアニオンコートしておき、結合したいタンパ
クをカチオン性のロイシンジッパーと融合して遺伝子から発現し、

静電的にQD表面に結合させる手法が報告されている36）。この場

合は、QDの凝集やタンパクの変性などは見られないという(図
5(b))。QDは非常に小さいため、これに結合した生体分子は、均
一系とほぼ同じ速度で反応する。

　一方、この様に水溶性QD表面に直接対象分子を結合させるア
プローチでは、用いる事のできる色の種類に限界がある。そこで、

蛍光色素の代わりにQDを用いたバーコード作成が試みられてい
る（図5(c)）37）。考え方はLuminexビーズと同じである。ただし
発光スペクトル幅が狭いため多くの色を使う事ができる。例えば

３色を使い、各々の蛍光レベル（ビーズに封入するQDの数の比）
を10段階（0～9）で組み合わせると、強度0は使えないから103-
1＝ 999通りのコードを作成できる。同様に、6色用いれば 100
万種近くのコードを用意できることになる。（一般にm色をそれぞ
れn個のレベルで組み合わせれば、nm-1通りのコードができる。）
実際には、あまりにも各色の間での強度差が大きくなると、QDと
いえどもスペクトルが重なってしまうので、強度レベルを多く用

いるより、色の種類を増やした方がよい。現実的には、5～6色で
6つの強度レベルを組み合わせ、1万から4万種のコードが使える。
1～2 µmのビーズに封入するとQD同士はお互いに離れて（分散
状態で）ビーズ内に存在し、蛍光エネルギー移動などを起こす事

はないため、良好なコードを作る事ができる。

7.多孔質シリカを用いた光干渉による発光
（光消光のないバーコード）
　シリコン結晶をフッ化水素酸中で酸化すると数 µの孔が規則正
しく並んだ多孔質構造（マクロポーラスシリコン）が得られる。こ

の構造が光を干渉するため、その構造特有の波長の光を発し、着

色して見える。発光波長は、酸化条件を変化させ、多孔質構造を

調節する事で種々のものが調製できる 38-40）。

　この多孔質シリコン膜を調製し、表面をオゾン酸化して親水性

とし、これに生体分子を固定化した後、フィルムを砕いて小さな

破片として水中に分散して用いる 41）。これに、別の蛍光分子で標

識した分子を加え、相互作用した組み合わせを標識色素の蛍光で

見つけ出し、基板シリコンの発光波長で、その相手が何であるか

を特定できる 41,42）。この光は、干渉により起こるものであるから

光消光は全く起こらず安定である事、同一照射光で異なる色が出

せる事、同様の調製法で比較的簡単に多くの色が出せることなど

の利点があり、今後の利用が期待できる。まだ、アルブミンを吸

着させてこれに抗アルブミン抗体を結合し、フルオレセイン標識2
次抗体との結合をアッセイした基本的データが報告されているの

みであるが、発光スペクトル幅も狭く実用性を秘めている。

Fig.5 Application of quantum-dot for labeling of biomolecules or making of
barcodes
a) DNA-modification with quantum-dot
b) Protein-labeling with quantum-dot
c) Multiplexed optical code using quantum-dot-tagged microbeads
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8.おわりに
　これまでにない大量のサンプルを同時に網羅的かつハイスルー

プットに扱うためには、極めて多くの目印（バーコード）を作ら

なくてはならない。当初有機色素の組み合わせでこれを成し遂げ

る試みがなされ、蛍光ビーズとして実用化もなされている。しか

し、用意できる種類には限界がある。一方、半導体材料開発など

の分野から生まれた量子ドットや多孔質シリコンは、これまでの

蛍光法にない、種々の特質を兼ね備えており、ポストゲノム技術

に利用するための新しい標識剤として期待できる。元々、多くの

サンプルの目印としてのバーコードを作成する試みは、金属材料

などを利用して進められた。例えば、金属の微小なロッドに金や

銀をバーコード上にメッキしたり43）、ラジオ波を発する材料44）が

開発されたりしてきた。金属ロッドは、作成に手間がかかる上、マ

イクロメーターサイズの大きさが必要で実用性に乏しかった。

個々のご紹介したQDや多孔質シリコンは、これらの諸問題も克
服する可能性を秘めている。

　一方で、従来の蛍光有機色素はポストゲノム技術としては価値

を失ったかというとそうではない。例えば、QDや多孔質シリカ
との組み合わせで、計測対象がどこに結合したかを検出するのに

必要である。また、従来の標識法とは異なる種々の機能を付与し

た蛍光色素もタンパクの機能解析には必須であろう。今後は、

GFPのような蛋白質とあわせて、さらに特殊な機能を有する標識
法や蛍光色素が開発され、効力を発揮すると考えられる。

　大切な事は、ポストゲノム技術においては、蛍光標識といって

も、従来の概念にとらわれない手法や化学以外の他分野の手法を

組み合わせたり、これまで全く違う分野での材料であったものが

利用されるなど、分野間の垣根を越えなくては有用な技術が開発

できないという事実である。換言すれば、バイオに必要な革新的

技術は、バイオとは無関係の分野の材料から産み出される。バイ

オテクノロジーという分野は、決して医学生物学とその他の分野

の寄せ集めではなく、これらの要素を完全に融合して併せ持つ独

自の学問（技術）分野である事を認識する必要がある。
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Topics on Chemistry
Apoenzyme Reactivation Immunoassay System (ARIS)

（株）同仁化学研究所　渡辺　栄治

　ホルモンやペプチド等の低分子化合物の高感度検出法として、

競合EIA (Competitive　Enzyme Immunoassay)は重要なツー
ルの一つである。競合EIAでは通常、試料中の抗原をビオチン等
で修飾した抗原と競合的に抗体と結合し、抗体に結合した競合物

を発色反応により定量する。この手法では、抗原濃度の上昇とと

もに発色が減り、検量線は負の傾きとなる(図 1-a)。
　これに対し、正の傾きの検量線が得られる競合 EIA法として
Apoenzyme Reactivation Immunoassay System (ARIS) があ
る (図 1-b)。glucose oxidase (GOD)は補酵素として flavin
adenine dinucleotide (FAD)を含有している。FADを取り除い
たGOD (apo-GOD)は酵素活性を有しないが、FAD加えること
により酵素活性を有するホロ酵素が再構成される。ARISはこの原
理を利用した手法である。

　FAD修飾した抗原と抗体を結合させ、そこへ抗原を添加する
と、FAD修飾抗原が溶液中に放出される。apo-GODを添加し、
溶液中の FAD修飾抗原と再構成させる。抗体と結合した状態の
FAD修飾抗原は立体障害のためapo-GODと再構成することはで
きない。再構成された holo-GODをグルコース /POD/TMB等で
発色定量する。ARISではプレートの洗浄操作等が必要ないため、
所要時間は30分ほどであり、数時間が必要な通常のEIAに比べ非
常に短時間で分析を行うことができる。　　

　Niessnerらはトリニトロトルエン(TNT)と FADのコンジュ
ゲート(図 2)を合成し、ARISを用いた TNTの検出を行っている
(図3) 1)。本手法によるTNTの検出限界は5 µg/lであった。ARIS
は抗原濃度の上昇に伴い発色する手法であることから、試験紙へ

応用することも可能である。NiessnerらはARISを用いた TNT
試験紙を作成し、水道水中のTNTの検出限界は0.7 µg/lであると
報告している2)。このように、ARISは多くの利点を有した競合EIA
であり、今後の展開が期待される。

参考文献
  1) M. Dosch, M. G. Weller, A. F. Bückmann, R. Niessner: Homogeneous

immunoassay for the detection of trinitrotoluene (TNT) based on re-

activation of apoglucose oxidase using a novel FAD-TNT conjugate,

Fresenius J. Anal. Chem., 361, 174 (1998).

  2) C. Heiss, M. G. Weller, R. Niessner: Dip-and-read test strips for the

determination of trinitrotoluene (TNT) in drinking water, Anal. Chim.

Acta., 396, 321 (1999).

a)通常の競合 EIA

図 1　通常の競合EIAとARISの違い

b) ARIS

図 2　FAD-TNT複合体の構造

図 3　ARISを用いた TNT検出の原理
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新製品

Total RNA抽出キット

Get pureRNA Kit

＜特長＞

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

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

＜保存方法＞

本キットは冷蔵（0～ 5℃）で保存して下さい。

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

キャリーオーバーにより、下流のアプリケーションを阻害するな

どの問題がありました。また、スピンカラム法でのキットでは、

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

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

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

ルターチューブを用いるキットに比べ、大量のサンプルからでも

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

る際もご使用いただけます。

図 1　抽出 Total RNAの電気泳動

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

1%ホルマリン変性アガロースゲル

表 1　Total RNA回収量とその純度

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

回抽出できます。

＜操作方法＞　

例) 細胞からの Total RNA抽出

　品名　　　　容量　　　　　　価格（￥）　　　メーカーコード

Get pureRNA Kit
50 samples 18,000 GK04

Sample
Recovery

A260/ A 280
 (µg)

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

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

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

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

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

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

Blood (5 ml) 70 - 120 2.0-2.2

1 2 3

細胞サンプル（1×107cells）�

500 µI Lysis buffer

200 µI DNase working solution

50 µI Precipitation solution I

50 µI Precipitation solution II

5 µI β -Mercaptoethanol（別途準備）�

100 µI Precipitation solution I

室温で遠心分離（13,000xg以上、 5分間）�

室温で遠心分離（13,000xg以上、 5分間）�

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

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

上澄みと同量のエタノール添加�

1 ml 70%エタノール�

室温で遠心分離（13,000xg、 2分間）�

室温で遠心分離（13,000xg、 2分間）�

1ml 70%エタノール�
室温で遠心分離（13,000xg、 2分間）�

インキュベート（37℃、 15分間）�

＊�

上澄み�

上澄み�

沈殿�

沈殿�

沈殿�

Total RNA pellet



News No.105(2003)

15

Get pureDNA Kit-Agarose
〈特長〉

 • 70％以上の回収率で高純度のDNAが得られる。
 • 広範なサイズのDNA(0.05～ 50 kbp)の回収が可能。
 • DNAをペレットで回収でき、目的濃度のDNA水溶液を容易に
調製できる。

 • 短時間で回収できる。
 • TAEおよび TBE bufferで泳動したゲルの使用が可能。
 • 低融点・高強度タイプのアガロースからも回収可能。
 • 1 sampleあたり￥75と低コスト。
〈キット内容〉

・Gel lysis buffer 65 ml x 1
・Precipitation solution 65 ml x 1
・Co-precipitation solution(20 mg/ml glycogen) 0.5 ml x 1
〈保存方法〉

本キットは冷蔵（0～ 5℃）で保存して下さい。

アガロース電気泳動後の目的DNAの回収には、透析膜を用いた電
気泳動濃縮法、アガラーゼのようなゲル分解酵素を用いた方法、シ

リカ担体を用いた方法等が汎用されています。中でもシリカ担体

を用いた方法はキットとして市販されてますが、1)処理するゲル
の使用量に制限がある、2)高分子量のDNAでは回収量が低い、と
いう問題を抱えていました。

Get pureDNA Kit-Agaroseはゲル溶解剤、ゲル除去剤および
DNA共沈剤で構成され、目的DNAを簡便に高回収率で得ること
ができます。DNAはペレットで回収されますので、バッファーで
目的濃度の水溶液に調製でき、PCR、ライゲーション等にそのま
まご使用頂けます。

〈操作方法〉

アガロースゲルからのDNA抽出キット

新製品

Lane 1 23.0 kbp
Lane 2 9.42 kbp
Lane 3 6.56 kbp
Lane 4 4.36 kbp
Lane 5 2.32 kbp
Lane 6 2.02 kbp
Lane 7 回収前

0.8% Agarose, 100V, 60 min

λDNA/Hind IIIの各フラグメントの回収

〈Q＆A〉
Q1 このキットで使用可能なアガロースゲルの濃度はどのくらい

ですか。

A1 ゲル濃度3%以内でご使用下さい。それ以上の濃度ゲルから
回収する際、Gel lysis bufferにゲルが溶解しにくい場合が
あるので加温時間を延長し完全に溶解して下さい。また

TAE及び TBE bufferで泳動したゲルがご使用頂けます。
Q2 このキットで処理可能なゲル量はどれくらいですか。

A2 余分なゲルを含まないように切り出し、ゲル断片200 mg以
内でご使用ください。それ以上のゲル重量を取り扱う場合、

試薬量を比例倍に増やしてご使用ください。またその際1.5
mlチューブは使えませんのでご注意下さい。

Q3 回収したDNAフラグメントはどのようなアプリケーション
に使用できますか。

A3 ライゲーション、制限酵素消化反応、PCR増幅などにその
まま使用できます。

Q4 Co-precipitation solution(20 mg/ml glycogen)を使用し
ても回収後のアプリケーションに影響しませんか。

A4 A3のアプリケーションにも問題なくご使用頂けます。Co-
precipitation solutionなしでもDNAは回収できますがペ
レットとして確認できないことがありますので上澄み除去の

際にはDNAペレットを吸い取らないようご注意ください。
Q5 シリカパウダーや遠心フィルターを用いた方法との違いは何

ですか。

A5 汎用されているシリカパウダーや遠心フィルターを用いた場

合、(1)スピンカラムを用いるため処理できるゲル量に制限
がありました。 (2)一旦DNAをシリカ担体に吸着させた後、
指定のbufferにて溶出しますが、その際高分子量のDNA回
収率が低いという問題がありました。一方、本キットでは(1)
ゲル量に合わせてスケールアップが可能です。(2)DNAを担
体に吸着させることなくエタノール沈殿で回収するので、回

収量も DNA サイズにほとんど影響しません。さらには
(3)DNAをペレットとして回収できるため目的濃度のDNA
水溶液を調製できるという点が異なります。

λDNA/Hind III

1 2 3 4 5 6 7
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血液、細胞・動物組織からのDNA抽出キット

新製品

Get pureDNA Kit-Blood
Get pureDNA Kit-Cell, Tissue

〈特長〉

 • 高純度なDNAを高い回収率で得られる。
 • フェノール、クロロホルムなど有害な有機溶媒を使用しない。
 • スピンカラムを使わないため各種スケールに対応でき、大量の
　サンプルを一度に処理できる。

 • 回収したゲノムDNAのA260/A280値は 1.7～ 1.9となり、様々
　なアプリケーションにそのまま使用可能。

 • 1 sampleあたり￥143と低コスト。
 • キットには酵素類が含まれており別途準備する必要がない。

＜キット内容＞

　

〈保存方法〉

本キットは冷蔵(0～ 5℃)で保存して下さい。

　ゲノム解析法の一つであるサザンブロット法、ゲノムライブラ

リーの作製、およびPCRには、高純度のゲノムDNAを簡便かつ
短時間に抽出することが求められます。本キットは、①サンプル

を溶解する、②溶解液からRNAおよびタンパク質を除く、③エタ
ノール沈殿によりDNAを回収する、という3ステップで、高純度
のゲノムDNAを簡便に抽出できます。本キットは、フェノール /
クロロホルムを必要としませんので抽出したDNAは制限酵素反
応、PCR反応等にそのまま使用できます。

＜操作方法＞

Get pureDNA Kit-Blood

Get pureDNA Kit-Cell, Tissue

Ⅰ�

Ⅱ�

Ⅰ�

ト�

Ⅱ�

Ⅰ�

ト�

Ⅱ�
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＜Q&A＞
Q1 「Get pureDNA Kit-Cell, Tissue」で抽出できるサンプル量

と回数はどのくらいですか。

A1 培養細胞3x106～1x107 cells、動物組織25～30 mg　(肝・
腎・心臓等)、マウス尾0.5～1.0 cmのとき1キットで200
回抽出できます。また培養細胞1x106～3x106 cellsからの
抽出は 400回抽出できます。

Q2 ゲノムDNAの純度と回収量はどのくらいですか。
A2 どのサンプルもA260/A280は 1.7～ 1.9になります。回収量

はサンプルの種類によっても異なりますので下表をご参照く

ださい。

Table　各試料から得られるゲノムDNA量
　　　Sample　　　　　　　　　Recovery(µg)　　A260/A280　

HeLa cell(1x107 cells) 80 ～120 1.7～ 1.9
HL60 cell(1x107 cells) 40 ～ 60 1.7～ 1.9
Mouse liver(25～ 30 mg) 40 ～100 1.7～ 1.9
Mouse brain(25～ 30 mg) 20 ～ 40 1.7～ 1.9
Mouse tail(0.5～ 1 cm) 40 ～ 60 1.7～ 1.9
Whole blood(200 µl) 3 ～ 10 1.7～ 1.9

Q3 「Get pureDNA Kit-Cell, Tissue」を使って全血からの
DNA抽出はできますか。

A3 可能です。但し、使用前に一旦PBS(-)にて血球層を洗浄し
てからご使用ください。

Lane 1 : λDNA/Hind III
Lane 2～5 : mouse heart DNA
Lane 6～9: mouse kidney DNA
Lane 2, 6: undigested
Lane 3, 7: BamH I-digested
Lane 4, 8: EcoR I-digested
Lane 5, 9: Pst I-digested

0.8% Agarose, 100V, 60 min

1 2 3 4 5 6 7 8 9

　品名　　　　　　　　容量　　　価格（￥）　　メーカーコード

Get pureDNA Kit-Agarose
200 samples 15,000 GK01

Get pureDNA Kit-Blood
200 samples 28,500 GK02

Get pureDNA Kit-Cell,Tissue
200 samples 28,500 GK03

マウス組織からの抽出DNAとその制限酵素消化反応

水に溶けるPIPES

新製品

PIPES sesquisodium
化学名　Piperazine-1,4-bis(2-ethanesulfonic acid),

sesquisodium salt, monohydrate

〈特長〉

 • PIPESの 1.5ナトリウム塩
 • PIPESはあまり水に溶けないが、本品はよく溶ける。
　（3.53 g/10 ml）
 • 有機溶媒には溶けない。
 • 溶かすだけで pH7前後の緩衝液を作ることができる。
 • pH6.1～ 7.5で緩衝効果を発揮する。

　品名　　　容量　　価格（￥）　和光コード　 メーカーコード

PIPES sesquisodium
25 g 3,000 340-08032 GB25

N

N

SO3

NaO3S 1/2 H
.
1/2 Na

. H2O

C8H16.5N2Na1.5O6S2•2H2O = 353.36

春の学会展示ご案内

次の学会において、試薬新製品の展示を行ないます。

皆様のご来場をお待ちいたしております。

第 76回日本薬理学会年会
第 80回日本生理学会大会
3月 24日(月) ～ 26日(水)             マリンメッセ福岡
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　生命の設計図である DNA から、設計図通りにタンパク質が作
られる。その機能も予め DNA にプログラムされており、緻密な
機構によって生命が維持されている。そういった DNA を中心と
する生命観が最近大きく揺らいでいる。タンパク質は 100 % 設
計図通りに正しく作られる訳ではなく、我々が考える以上に間違

いが多いようだ。例えば、平均して 30 % もの不良品を産み出し
ているとも言われている。生まれたばかりのタンパク質は一本の

紐でしかなく、正しく折り畳まれて初めて機能を発揮する。この

折り畳み（フォールディング）をテーマとして、第13回のフォー
ラム・イン・ドージンが、さる11月29日、熊本市で開催された。
極めて今日的なテーマであったためか、参加者が延べ約160人と、
最近になく盛況でかつ充実したものとなった。

　今回も熊本大学医学部の山本先生、前田先生、それに岩永先生

（九大名誉教授）に企画の段階からお世話いただいたおかげで、国

内の第一線で活躍されている先生方に講演していただくことがで

きた。前半はフォールディングの機構、分子シャペロン、品質管

理といった基礎的な内容で、後半にはフォールディングの異常に

よって引き起こされる疾病の話と、内容的には2部構成となった。

　星野先生（阪大蛋白研）は、βラクトグロブリンや β2ミクログ
ロブリンを例に、NMR によるアミドプロトンの重水素交換速度の
測定がタンパク質のフォールディング過程の解析に有効であるこ

とを示した。永田先生（京大再生医科学研）は、分子シャペロン

Hsp47 およびEDEM の品質管理機構における役割について講演
された。EDEM は彼らによって新たに発見された小胞体タンパク
質で、糖タンパク質の小胞体関連分解（ERAD）を促進している。
この品質管理については、田中先生（東京都臨床医学研）がシャ

ペロン依存型の品質管理リガーゼである CHIP の役割について最
新の知見を紹介された。

　引き続き分子シャペロンに関して、森先生（熊大医）がタンパ

ク質のミトコンドリア輸送とフォールディングおよびアポトーシ

ス抑制におけるシャペロン系の役割について、また小椋先生（熊

大発生研）が AAA+ ファミリー ATPase について、最後に吉田
先生（東工大資源化学研）がシャペロニン GroEL/ES の作用につ
いて、一分子の動きをリアルタイムに捕らえた動画を交えて講演

された。

　後半のセッションでは、正しく折り畳まれなかったタンパク質

が凝集することで起こる疾病にフォーカスをあて、代表的な

フォールディング病であるアルツハイマー病、家族性アミロイ

ドーシス（FAP）およびプリオン病についての講演が行われた。西
道先生（理研）は、加齢に伴ってAβの分解系が低下し、結果的に
Aβの蓄積が起こることがアルツハイマー病の発症原因であるとい
う立場から、Aβの分解に関与するタンパク質ネプリライシンの役
割について話された。安東先生（熊大医）は、FAP の病態解析、
治療について講演された。FAP は熊本に大きなフォーカスがある
が、同じく患者数の多いスウェーデンとの興味ある比較データも

紹介された。発症年齢や浸透率に大きな開きがあり、環境要因が

重要なようである。最後に、堂浦先生（九大医）がプリオン病の

治療薬開発の現状について話された。βシート構造に親和性をもつ
蛍光色素 BSB は、FAP およびプリオンのタンパク質凝集体の染
色性に優れており、誘導体化することでこれら難治性疾患の診断

用プローブの開発も可能と思われる。

　どの演者の講演も非常に活発なディスカッションがあり、この

分野に対する関心の高さが窺われた。ただ単にトレンディーな

テーマを追いかけるだけに終わらず、しっかりとした分子的な基

盤を軸にし、今後も地方からの発信を続けたいと思っている。

（佐々本 一美）


