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1．国内の動向-1-
1.1「動物愛護及び管理に関する法律の改訂」およ

び関連指針
昭和48年（1973）に制定された「動物の愛護及び管理に関す

る法律（以後、動愛法と記す）」が2006年（平成18年）6月、
環境省より施行され、第41条 動物を科学上の利用に供する場
合の方法、事後措置等が改訂された 1)。これまでの、“できる限り
動物に苦痛を与えない方法によって実験を行わなければならない
こと”に加え、“できる限り動物を供する方法に代わり得るものを
利用すること、できる限りその利用に供される動物の数を少なく
すること等により動物を適切に利用することに配慮するものとす
ること”が付記された。さらに、「実験動物の飼養及び保管並びに
苦痛の軽減に関する基準」が環境省より告示された 2)。その基本
的な考え方には、動物を科学上に利用することは必要不可欠であ
るので、3R（Reduction：実験動物の削減、Refinement：実験動
物の苦痛の軽減、Replacement：実験動物の置き換え）を徹底す
るために、適正な飼養および保管並びに科学上の利用に努めるこ
とが記載されている。加えて、環境省は平成18年10月「動物の
愛護及び管理に関する施策を総合的に推進するための基本的な指
針」を定めた 3)。この中では、実験動物の適正な取扱いの推進につ
いて述べられている。

これらを受け、同時期に文部科学省4)、厚生労働省 5)、農林水産
省 6)が関連「研究機関等における実験動物の実施に関する基本指
針」を告示した。動物実験責任者の責務、動物実験委員会の設置、
機関内規定の策定、動物実験計画の承認、データの信頼性を確保
する観点から、適切な動物実験方法の選択、動物実験等の施設お
よび設備を踏まえて動物実験計画を立案し、適正に実施すること
が記載されている。実験方法の選択には動物実験代替法（以下、
代替法と記す）の利用、実験動物の選択、苦痛の軽減への配慮が
明記されている。
さらに、同時期に日本学術会議は「動物実験の適正な実施に向

けたガイドライン」を示している 7)。動愛法の基本指針を踏まえ
て、各研究機関が動物実験等に関する規定を整備するに際してモ
デルとなる共通ガイドラインを作成した。この他にも、日本実験
動物学会、日本薬理学会、日本トキシコロジー学会、日本生理学
会、日本神経科学会、日本実験動物協会などがそれぞれに指針を
示している 8)。

さて、動愛法には附則第9条において、「政府は、この法律の
施行5年後を目途として、新法の施行の状況について検討を加え、
必要があると認めるときは、その結果に基づいて所要の措置を講
ずるものとする」とされている。これに基づけば、平成23年度
を目途として施行状況を検討し、必要であれば法改正を行うこと
になる。実際、中央環境審議会動物愛護部会において、動物愛護
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enforcementofscientific animaltesting.OtherJurisdiction
systemshavebeenestablishedbysuccessiveinJapan.
Ontheotherhand,MHLW createdtheJapaneseCenterfor

theValidationofAlternativeMethods(JaCVAM)attheNational
InstituteofHealthSciences(NIHS)in2005.JaCVAMhaspromoted
the3Rsinanimalexperimentsfortheevaluationofchemical
substancesafetyandestablishedguidelinesfornewalternative
experimentalmethodsthroughinternationalcollaborationfor5
years.ManyJapanesecolleagueshavesupported JaCVAM
activitiesbyperformingvalidationstudiesandpeerreviewsandby
providingregulatoryacceptancefornewalternativeexperimental
methods.Furthermore,wemustpushforwardwithinternational
harmonization efforts in accordance with the International
CooperationonAlternativeTestMethods(ICATM)framework,
whichwasorganizedinApril,2009.Wethinkthatdevelopments
andcontinuedactivitiesofthesecentersarekeycontributionsin
3Rs.
WeexpecttheseJapaneseactivitiesmaycontributetothe
Internationalharmonizationin3Rs.
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動物実験の3Rにおける国内外の動向
NationalandInternationaltrendsof3Rsinanimalexperiments

要約

Thereisslow,steadilyprogressingthemovementof3Rs(to
Replacethem withnon-sentientalternatives,toReducetoa
minimum the number ofanimals used,and to Refine
experimentswhichused animalsso thattheycaused the
minimumpainanddistress)ofanimalexperimentsinJapan.
TheJapanHealthSciencesFoundationestablishedtheCenter
forAccreditationofLaboratoryAnimalCareandUsein2007.
Withthepurposeofassessingandverifyingcompliancewiththe

“BasicGuidelinesforProperConductofAnimalTestingand
Related Activities in the Research Institutions underthe
JurisdictionoftheMinistryofHealth,Labourand Welfare
(MHLW)”,theobjectiveofthecenteristopromotetheoptimum
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管理法見直しに向けた議論が平成22年6月より進んでいる9)。こ
の中で、実験動物の福祉が議題にあがっており、どのような追加
記載がなされるのか注目していきたい。ただし、混同がないよう
に、用語を正確に区別しておきたい。環境省が扱っているものは、
「実験動物」であり、一方、その他省庁が扱っているのは、「動物
実験」である。改訂が検討されているものは、「実験動物」であり、
「動物実験」の規制が今後どう改正されるのか定かでない。

ところで、5年前の動愛法の改訂にあたり、3Rの原則が導入さ
れた理由について考えてみたい。これについては、鍵山が興味深
い記述を残している 10)。すなわち、3Rは国際原則であり、先進国
で3Rを法令で謳っていない国は日本以外に見当たらなかったこ
と、研究論文のレフエリーの指摘事項の背景に3Rの原則の非明
文化があったこと、我が国の製薬会社は欧米からアウトロー呼ば
わりされ、国際展開に苦戦していたことがその理由であると記載
している。日本の3Rの必要性は、動物福祉のためでなく、国際
社会の中での生き残り、科学水準や国際経済力の維持のためのよ
うである。今回の動愛法の改正によっても、この考え方が中心で
あろう。

1.2 動物実験施設の第三者認証機関
日本学術会議の「動物実験の適正な実施に向けたガイドライン」

には、実験動物等の適正化に必要な教育訓練、自己点検・評価お
よび検証ならびに情報公開に関する記述がある 7)。この自己点
検・評価には、「当該機関以外の者による検証を行うことを考慮す
る」と示されている。この検証機関として、米国ではAAALAC

（AssociationforAssessmentandAccreditationofLaboratory
AnimalCare）が国際認証をできる組織としてよく知られているが 11)、
日本ではこれまで当該機関以外の者が評価する公的な仕組みがな
かった。この当該機関以外の者による審査を担当する組織として、
2007年、財団法人ヒューマンサイエンス振興財団が第三者認証
機関を設立し 12)、公私立大学実験動物施設協議会、国立大学法人
動物実験施設協議会 13)、日本動物実験協同組合 14)など複数の認証
制度においても審査が進んでいる。日本においても本格的な当該
機関以外の者による検証が始まったことを意味している。

2．国際動向
これまで説明してきた動愛法や動物福祉問題はすべて欧米にそ

の起源が遡る。そこで、我が国の現状を客観的にみるため、欧米
諸国の仕組みについて確認しておきたい。

2.1 EUの動向
欧米諸国には、前述した「実験動物」と「動物実験」の線引き

はない。例えば、英国はAnimalActで3つの免許制度を導入して
いる 15)。実験実施施設の指定、実験者の免許、実験計画の審査お
よび免許の交付である。ところが、この法律はEUの法律と比べ
表現が弱いとされており、2013年には改訂を予定している。こ
のEUの法律とは、欧州議会が、EUの研究室で使用されている年
間1200万以上の実験動物を規定するEU指令609-86に代わる新
しいものであり、2010年9月に改正案の採用が決議され、ヨー
ロッパの多くの加盟国に、動物実験の水準向上を促した 16)。以下
が特記すべき事項である。
煙チンパンジーなどの類人猿の使用禁止（一部の例外を除く）。
煙事前の倫理的・科学的な評価の権威化。

煙実験動物のすべてのブリーダー、サプライヤー、ユーザが、
機器や動物のケージの選択およびトレーニング等に関する法
令の順守。

煙EUと加盟国レベルにおける医学研究や教育などを含むすべ
ての分野での、非動物の方法の開発および推進。

このようなEUの思想、法律的な問題が経済にまで波及した事
例が、化粧品開発における動物実験の規制問題 17)およびリーチ法
（REACH：Registration,Evaluation,AuthorisationandRestriction
ofCHemicals）問題である 18)。

化粧品の規制に関しては、2003年に化粧品指令7次改正が公布
され、2009年3月に代替法が確立されている試験がある場合には、
①EU域内での動物試験の完全禁止、②動物試験した製品、動物
試験をした原料を含む製品の販売禁止が決められている 17)。さら
に、EU委員会は、期限内の開発が困難と判断された試験法の場合
には、2013年まで延長する法案を提出している。これに対応す
べく、EUでは欧州化粧品工業会（COLIPA：EuropeanTrade
AssociationfortheCosmetic,ToiletryandPerfumeryIndustry）19)

と欧州代替法評価センター（ECVAM：EuropeanCentreforthe
ValidationofAlternativeMethods）20)が共同で試験法の開発、バリ
デーションおよび専門家による第三者評価（以後、第三者評価と
記す）を進めている。
一方、REACHとはすでにEU市場に流通している約3万の化学

物質に関し、その製造・輸入を行う事業者は、その安全性データ
などを揃え、登録することが義務つけられる規制を指す。登録、
評価、認可、制限の総称である18)。この背景にはEUで化学品会社
が27,000社（売上額590billion€）あり、170万人の従業員、国
際市場の33％ を占めている事情がある一方、職業性皮膚炎の治
療費に3million€／日、 約600million€／年が必要であるとと
もに、既存化学物質86％ の毒性データが不足していることに端
を発している 21)。この安全性評価はハザードベースでなく、リス
クベース（ハザードと曝露評価）が中心である、2009年までに事
前登録された約18万の化学物質について、70％の試験を2017年
までに実施しなければならない。実験を行う場合にはITS

（IntegratedTestingStrategies）という戦略に従い、Read-across
という関連物質情報の調査、構造活性相関（QSAR：Quantitative
Structure-Activity（またはAffinity）Relationship）などのinsilico
の利用、代替法を優先せざるを得ないと記されている。1t以上
の製造／輸入物質には代替法により有害性を同定する。さらに製
造量が増えるにつれて、曝露評価まで求められており、動物実験
を有効に使っていかねばならない 22)。

ただし、新規代替法が開発されても、例えば、経済協力開発機構
（OECD：OrganisationforEconomicCo-operationandDevelopment）
テストガイドラインなどに 23)、受け入れられるためには10年が
掛かると言われており、これまで通りの方法では2017年までに
は多くの新規試験法を用意できない。新規試験法に求められるも
のは、化学物質等の安全・安心の確保であり、代替が第一優先で
はない。新規試験法の採用においては、各分野の専門家により、
適用範囲や再現性、正確性などの視点で慎重に議論されねばなら
ないからである。そこで、類似した試験法については、既存試験
法の性能標準（performancestandard）に基づいたバリデーショ
ンにより、REACHのために“適切な” 方法を短期間で選択する
me-tooバリデーションという方策が検討されている 23)。

2.2 米国における動向
アメリカにおいては、実験動物はAnimalWelfareAct24)、動物
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実験はHealthResearchExtensionActで規制されている25)。これ
らを国立科学アカデミー（NAC：NationalAcademyofSciences）
傘下の実験動物研究協会（ILAR：InstituteforLaboratoryAnimal
Research）が関係省庁の支援を受けて、実験動物の管理および使
用に関する指針を編集し、実験動物および動物実験の倫理・科学
的な自主管理を促している 26)。以上のような状況は、日本に近い。
ただし、その詳細は大きく異なっている。一番大きな相違点は、
獣医師の役割である。日本学術会議のガイドラインでは、獣医師
の役割は少ないが、ILARの指針では、実験動物を専門とする獣医
師が科学と動物福祉の推進役として定められている。また、前述
したAAALACの国際認証なども厳しいものであると聞いている。

2.3 国際協調機関
このような動物実験の3Rは欧米主導ということもあり、

OECD、世界動物保健機関（OIE：WorldOrganisationforAnimal
Health）、日米EU医薬品規制調和国際会議（ICH：International
ConferenceonHarmonizationofTechnicalRequirementsfor
RegistrationofPharmaceuticalsforHumanUse）、動物用医薬品
の承認審査資料の調和に関する国際協力会議（VICH：
InternationalCooperation on Harmonization ofTechnical
RequirementsforRegistrationofVeterinaryProducts）、化粧品国
際 規 制 会 議（ICCR：InternationalCooperationonCosmetics
Regulations）、国際標準化機構（ISO：InternationalOrganisation
forStandardization）などの規制に関わる国際協調機関においても
3Rに関する声明を出している。これらの中で、OECDでは、今後
提案されるテストガイドライン案には3Rの精神が盛り込まれる
ことを望んでおり 23)、代替法や動物実験でも複数の試験を組み合
わせたガイドラインが増えている。OIEの実験動物福祉綱領では、

加盟国に実験動物福祉に関する法的整備を勧告している 27)。ICH
では、動物実験数削減の可能性もテーマの一つとしてあげられて
おり、invitro試験の議論も少しずつではあるが、増えている 28)。
比較的知名度が低いICCRとは、厚生労働省、米国医薬食品庁
（FDA：FoodandDrugAdministration）、カナダ厚生省（Health
Canada）および欧州委員会企業産業総局により2007年9月に設
立された化粧品規制のための国際的な協力会議である。その具体
的な議題の一つとして、EUの動物実験事情に国際的に対応する
ため、「化粧品成分の安全性評価と代替法」が挙げられている 29)。

2.4 代替法のための国際機関
代替法の開発の中で、化学物質等の安全性試験の公定化には厳

密な国際ルールが作られている。これが2005年に発行された
OECDガイダンス文書（GuidanceDocument：GD）No.34であ
る 30)。この文書の中には、今後、新規試験法が公定化される場合
のバリデーションや第三者評価に関する手順、手法が記載されて
いる。すなわち、図2に示すように 31)、新規試験法が公定化され
るにはバリデーションや第三者評価、行政的な受入れのための評
価を経なければいけない。ところが、図1に示すように、バリ
デーションや第三者評価を実施すると言っても、正確性や再現性
の確認に種々の過程を要する。ましてやバリデーションの実施や
実行委員会の構築にはノウハウが多い。第三者評価においても
種々の専門家への要請、公的な認証までの手順をも考慮する必要
がある。そこで、このガイダンスに先立ち、世界各地にバリデー
ションセンターが設立された。1990年代に米国ではNICEATM（The
NationalToxicology Program Interagency Center for the
Evaluation ofAlternative ToxicologicalMethods）/ICCVAM

（Interagency Coordinating Committee on the Validation of

図1.試験法の公定化の過程
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AlternativeMethods）32)、欧州にはECVAMが設立された 20)。これ
らのセンターの役割はそれぞれ法律で規定されており、代替法へ
の関与を粛々と進めている。さらに、遅れて2009年には韓国 33)

とブラジル34)にもバリデーションセンターが設立された。いよい
よ国際的なバリデーションセンター時代の幕開けである。これら
センターの混乱を避ける理由もあり、2009年4月には代替試験法
協力国際会議（ICATM：InternationalCooperationonAlternative
TestMethods）が設立され 35)、代替法の開発に国際協調の重要性
が謳われている。このICATMが設立された理由は、限られた人
的・物量的な資源の中、それぞれのセンターが重複した検討を避
け、代替法研究を加速することにある。
ただ、欧米のセンターは米国のAlternativeResearch&Develop-
mentFoundation36)、CAAT（JohnsHopkinsCenterforAlternatives
toAnimalTesting）37)やEU内の各国の専門機関FRAME（Fundfor

theReplacementofAnimalsinMedicalExperiments）38)、NCA
（NetherlandsCenterforAlternativestoanimaluse）39)、NC3R
（UK NationalCenterfortheReplacement,Refinementand
ReductionofAnimalsinResearch）40)やZEBET（GermanCenter
fortheDocumentationandEvaluationofAlternativestoAnimal
Experiments）41)、EPAA（European Partnership forAlternative
ApproachestoAnimalTesting）42)というような歴史ある助成機関
や代替法専門研究機関を下地にしており、我が国と研究者の層が
違うことを認識しておかねばならない。

2.5 代替法に関する欧米の取り組み
2004年以降、多くの代替法がOECDでテストガイドラインと

して認められるようになった。表1に示すように、2001年以降に
認められた動物実験の3Rに関する試験法を示す。光毒性試験 43)、
腐食性試験 44-46)などである。
化粧品の規制を考慮に入れ、2008年には、三つの局所刺激性試

験のガイドライン案がOECDに提出された23)。一つは培養表皮モ
デルEPISKINを用いたinvitro皮膚刺激性試験である。ECVAM科
学諮問委員会（ESAC：ECVAMScientificAdvisoryCommittee）
の認証を経て 47)、EUからOECDに提出された。さらに、ESAC
は他の培養表皮モデルEpiDermやSkinEthicsをも認証し48)、これ
らを合わせ、2010年にテストガイドラインNo.439として承認さ
れている 49)。

後の二つは眼刺激性試験代替法BCOP（BovineCorneal
Opacity/PermeabilityAssay：牛摘出角膜混濁試験）およびICE

（IsolatedChickenEyeAssay：鶏摘出眼球試験）である。いずれ
も腐食性・強い眼刺激性を検出できる方法としてICCVAMから提
案され 50)、ECVAMも認証した 51)。これら代替法は異例の早さで
2009年9月にOECDテストガイドラインとなった52,53)。昨今では、
これらの素材に病理学的な評価を組合せ、弱い刺激性を評価しよ
うというガイダンスが検討中である 23)。さらに、ECVAMでは眼
刺激性試験の代替法として、過去に実施された細胞毒性試験

（ニュートラルレッド放出試験、赤血球試験、蛍光物質放出および
マイクロフィジオロメーターの各試験）の回顧的なバリデーショ
ンを行い、ESACは2009年7月、蛍光物質放出試験およびマイ
クロフィジオロメーター試験を限定的な使用で認証した 54)。これ
らの試験法は、OECDテストガイドラインとして検討されること

図2.公的な試験法ができるまで

InternationalAcceptanceMethod

OECDTG429(2010)UpdatedMurinelocallymphnodeassay(LLNA)for
skinsensitization(20%reduction)

OECDTG429(2010)ReducedLLNA(rLLNA)

OECDTG442B(2010)NonradioactiveLLNAprotocol,LLNA：BrdU-ELISA

OECDTG442A(2010)NonradioactiveLLNAprotocol,LLNA：DA

OECDTG425(2001)UpandDownProcedure(UDP)

OECDTG487(2010)Invitromicronucleustest

OECDTG420(2001)FixedDoseProcedure(FDP)

OECDTG423(2001)AcuteToxicClassMethod(ATC)

OECDTG436(2009)Inhalationtoxicity-acutetoxicclassmethod

OECDTG455(2009)Stableytransfected human estrogen receptor-α
transcriptionalactivation assay fordetection of
estorogenicagonist-activityofchemicals

InternationalAcceptanceMethod

OECDTG435(2006)CORROSITEXSkinCorrosivityTest

OECDTG431(2004)EpiSkinSkinCorrosivityTest

OECDTG431(2004)EpiDermSkinCorrosivityTest

OECDTG431(2004)SkinEthicRHESkinCorrosivityTest

OECDTG431(2004)EST-1000SkinCorrosivityTest

OECDTG431(2004)RatTERSkinCorrosivityTest

OECDTG439(2010)Invitroreconstructedhumanepidermistestmethods
EpiDerm,EPISKIN,SkinEthicRHE

OECDTG432(2004)3T3NRUPhototoxicityTest

OECDTG437(2009)BovineCornealOpacityandPermeability(BCOP)
TestMethod

OECDTG438(2009)IsolatedChickenEye(ICE)TestMethod

表1 2001年以降成立した動物実験3Rに関するOECDテストガイドライン (TG)
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が2010年3月に決まっている 23)。なお、次のステップとして、
EpiOcular、SkinEthicsなどの培養角膜モデルのバリデーションが
進捗中である。
もう一つの開発を急がねばならない代替法である急性毒性試験

については、ICCVAMから細胞毒性試験で急性毒性試験の最高適
用濃度を定めるという第三者評価報告書 55)が2009年、OECDに
提案され、2010年にガイダンスとして承認されている 56)。

また、invitro皮膚感作性試験代替法のプレバリデーションが
ECVAMで始まった 20)。本試験の代替法として、ペプチド結合試
験 57)および細胞株を用いた試験が挙がっており 58-60)、株式会社資
生堂および花王株式会社が日本化粧品工業連合会の有志や
COLIPAの協力を得て開発を進めてきたヒト細胞株活性化試験
(HumanCellLineActivationTest：h-CLAT）をも含めた検討が、
2010年3月に開始された 23)。

一方、10年以上前に問題となった環境ホルモンの検出（スク
リーニング）を指標としたガイドラインがStablyTransfected
Human Estrogen Receptor-alpha TranscriptionalActivation
AssayforDetectionofEstrogenicAgonist（STTA）NO.455が2009
年に成立し61)、H295RSteroidogenesisAssayの成立が2011年に
予定されている 23)。

繰り返しになるが、これら試験法の開発を支えているものは、
EUや米国における研究資金である。EPAAという政府と産業界
が資金を出し合う団体にて、適切な資金･資源の提供を通して、代
替法の開発やバリデーションを加速し、安全性評価のための代替
法の行政による承認の迅速化を目指している 42)。また、動物愛護
国際協会（HumaneSocietyInternational）の支援も貢献度が高い
62)。現在でも、これら団体等によりEUでの第7次の研究支援がな

されており、さらにAXLR8（accerate）という第三者評価により、
研究が推進されている 63)。
一方、米国においても、NASは21世紀の毒性試験の中で、“包

括的なinvitro試験の利用は、ヒトの生物学に基づいた細胞や分子
システムと関連する生物学的挙動を明確にし、最終的には、作用
機構を基にしたアプローチにより、動物実験の必要性を排除でき
るかもしれない”と述べている 64)。
ま た、米 国 毒 性 プ ロ グ ラ ム（NTP：NationalToxicology
Program）により開発およびバリデートされた試験方法は動物実
験の3Rを可能にする。NTPのロードマップの活動と試験法は、
規制当局への価値を最大化するため、ICCVAMとの協力および協
議 を 促 す と 述 べ て い る 65)。さ ら に、米 国 環 境 省（EPA：
EnvironmentalProtectionAgency）、米国環境健康科学研究所

（NIEHS：NationalInstitutesofEnvironmentalHealthSciences）、
米国衛生研究所（NIH：NationalInstitutesofHealth）／米国ヒト
ゲノム研究所（NCGC：NIHChemicalGenomicsCenter）および
FDAが進めているToxCastというプロジェクトでは 66)、化学物質
のリスク評価のためのツールとして、ハイスループットシステム
を検討している。特に、EPAの戦略では、1）将来の化学物質の
スクリーニングや優先順位付けのための毒性経路情報の利用、2）
リスク評価における毒性経路情報の利用、3）技術移転を主眼とし
ている。

3．国内の動向-2-
さて、欧米の状況から世界の潮流を理解して頂いたところで、

もう一度、国内の動向、特に代替法に特化して説明していきたい。

図3.JaCVAMの試験法評価システム
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3.1 日本動物実験代替法学会の動向
日本動物実験代替法学会は 67)、設立されて20年を越える世界

で初めて設立されたの代替法に関する学会である。これまで、日
本でも眼刺激性、皮膚刺激性、感作性、光毒性試験などの代替法
についてバリデーションや第三者評価を行ってきた 68)。これらの
内容はレベルの高いものであり、欧米での評価は高い。
2007年8月に第6回国際動物実験代替法会議（6thWorld
CongressonAlternatives&AnimalUseintheLifeSciences：
WC6）69)、2008年2月にWC6フォローアップをいずれも東京で
開催し 70)、日本国内での盛り上がり以上に日本の活動に対する国
際的な評価が高い。大会の内容も世界のトップレベルに近いもの
であったと感じている。ただし、残念ながら、日本は世界の代替
法研究の中心にはいない。よって、その情報は欧米から遠く、高
い代替法開発の技術を持ちながら、その技術を利用して、世界の
ニーズに対応させるという戦略が欠けているようである。

3.2 代替法のための機関
欧米の組織と同様、日本においても置き換えや動物数の削減に

つながる新規または改良代替法の開発・評価のために、2005年11
月に国立医薬品食品衛生研究所 安全性生物試験研究センター内
に新規試験法評価室が設立された 71-74)。この部署の業務の一つが
新規または改良試験法の評価という活動である。この活動を我 は々
JaCVAM（JapaneseCenterfortheValidationofAlternative
Methods）と呼んでいる 75)。JaCVAMの活動目的は、1）日本にお
ける動物実験の3Rの普及、2）国際協調を重視した新規動物実験
代替法の公定化である。その試験法検証のための組織を図3に示
す。試験法毎にバリデーション、ワーキンググループ、第三者評
価の組織を構築し、それらの報告書を受け、行政的な受入れ評価
を行い、公定化に支障のない試験法を行政機関に提案している。
残念ながら、JaCVAMは欧米のセンターのような法的な裏付けを
持たず、永続的な活動ではない。しかし、ICATMの主要メンバー
として国際的な期待および、その評価は高い。これは、日本人の
本分野における活躍への期待が大きいからと認識している。具体
的に言えば、試験法の開発・改良、バリデーションへの参画は日
本人に向いており、現時点では研究者層は薄くとも、代替法研究
の加速を期待させるからと感じている。

3.3 JaCVAMの活動
3Rの国際動向に応えるため、JaCVAMでは、眼刺激性、皮膚

刺激性、感作性、光毒性試験などの代替法について、日本独自の
バリデーションや第三者評価を実施してきた。これまでJaCVAM
が承認し、行政に提案した試験法を表2にまとめた。また、現在
関与しているバリデーションを表3に記載した。これらの情報は
JaCVAMホームページで逐次更新しており、最新情報を入手して
ほしい 75)。以下には昨今、大きな進捗がある安全性試験法を紹介
する。
1）腐食性、皮膚刺激性試験
腐食性試験の代替法として、日本製の培養皮膚モデルVitrolife-

Skinの正当性をJaCVAM評価会議が認証した 76)。
また、皮膚刺激性試験の代替法としてESACにより認証された

培養表皮モデルEPISKINについて47)、JaCVAM皮膚刺激性評価委
員会がESACの認証内容を確認し、JaCVAM評価会議が認証した
77)。一方、日本製の培養表皮モデルLabCyteEPI-MODEL（株式会
社J-TEC）については 78)、2008-2009年に日本動物実験代替法学

会で実施されたバリデーションおよび2010年のJaCVAM主導の
追加バリデーションにおいて、EPISKINと同程度の予測性を持つ
ことが検証された。LabCyteEPI-MODELについてはOECDガイ
ドラインへの掲載を目指している。
2）眼刺激性試験
BCOPやICEについても、JaCVAM眼刺激性評価委員会が

ICCVAMの認証内容を確認し、JaCVAM評価会議が認証した 50)。
さらに、1998年に厚生労働科学研究補助金を得て作成された「細
胞毒性試験による眼刺激性試験代替法のガイダンス」について
79,80)、上記評価委員会にて第三者評価が進行している。また、株
式 会 社 花 王 で 開 発 さ れ た 細 胞 毒 性 試 験STE（ShortTime
Exposure）81)のバリデーションが日本動物実験代替法学会および
JaCVAM主催で実施された。
3）感作性試験
日本が提案したリンパ節中のATP量の変化を指標とした

LLNA-DA法82)やBrdUの取り込みを指標としたLLNA-BrdUELISA
法 83)が、JaCVAM評価会議で認証されるとともに 84,85)、2010年
にOECDテストガイドラインとなった 86,87)。一方、前述したよう

TestMethodNo.

Invitroskincorrosiontesting：Vitrolife-Skin,EpiDerm1

TheBovineCornealOpacityandPermeability(BCOP)TestMethodfor
IdentifyingOcularCorrosivesandSevereIrritants

2

TheIsolatedChickenEye(ICE)forIdentifyingOcularCorrosivesandSevere
Irritants

3

Skinsensitizationassay,LLNA：DA4

Skinsensitizationassay,LLNA：BrdU-ELISA5

Invitroskinirritationtesting：EPISKIN6

目標参加施設終了予定時期試験法

OECDテスト
ガイドライン

14施設（内、日本
からは4施設）

2011年秋遺伝毒性試験
invivoコメットアッセイ

OECDテスト
ガイドライン

7施設（内、日本
からは1施設）

不明遺伝毒性試験
invitroコメットアッセイ

OECDテスト
ガイドライン

3施設（すべて国
内）

2010年 10月
終了

発癌性試験スクリーニング
Bhas形質転換試験

OECDテスト
ガイドライン

3施設（内、日本
から2施設）

2011年3月内分泌かく乱試験スクリーニング
STTA-antagonistアッセイ

OECDテスト
ガイドライン

3施設（内、日本
から１施設）

2011年1月内分泌かく乱試験スクリーニング
CCiアッセイ

OECDテスト
ガイドライン

3施設（すべて国
内）

2010年 12月
終了

皮膚刺激性試験
LabCyteEPI-MOEDL

未定3施設（すべて国
内）

2010年 12月
終了

眼刺激性試験
STE法

ICHガイドラ
イン

未定（すべて国
内）

2011年光毒性試験
ROSアッセイ

EU認証4施設（内、日本
から2施設）

2011年皮膚感作性試験
h-CLAT

表2 JaCVAM評価会議によって認証された動物実験代替法

表3 JaCVAMが実験に参加している国際バリデーション研究
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に、h-CLAT58,59)のバリデーション研究をECVAMとともに実施し
ている。
4）光毒性試験
活性酸素種（Reactiveoxygenspecies：ROS）を指標とした光

毒性試験が光毒性の予測に有用であるとの報告を受け 88)、日本製
薬工業会の支援を受け、バリデーションを実施している。なお、
資生堂株式会社にて酵母・赤血球を用いた光毒性試験の組合せ法
は 89-91)、JaCVAM評価会議でバリデーション結果が不十分と判断
されている 92)。
5）遺伝毒性試験
コメットアッセイについては 93)、日本環境変異原学会／哺乳類

変異原性（MMS）研究会、欧米の研究機関と協力して国際的なバ
リデーションを進めている。invivo試験に関しては、最終的なバ
リデーションの段階にある。invitro試験に関しては、プロトコル
を固めるプレバリデーションの段階にある。
また、イニシエーションに加え、プロモーターも検出できる形

質転換試験法 Bhasアッセイについては 94)、独立行政法人新エ
ネルギー・産業技術総合開発機構（NEDO）プロジェクトでバリ
デートされ、OECDにテストガイドラインとしての申請を行って
いる 23)。
6）内分泌かく乱物質スクリーニング
前述したテストガイドラインSTTA法は 61)、化学物質評価研究

機構（CERI）によって開発された。現在では、このテストガイド
ラインにアンタゴニストの評価系も加えるべく、バリデーション
を実施している。
また、同様にCERIおよび大塚製薬株式会社によって開発され

たアンドロゲンの検出試験においても、テストガイドライン案を
OECDに提出している 23)。
7）急性毒性試験
日本薬局方には、プラスティック容器の品質管理のため、急性

毒性試験に代わり、細胞毒性試験を推奨している 95)。さらに、ゴ
ム製品の品質管理のために細胞毒性試験の利用を検討している 96)。
8）発熱性物質試験
欧州薬局方（EuropeanPharmacopoeia：EP）に掲載された主

にヒト血液を用いるinvitro試験に関しては97)、バリデーション結
果が不十分と、ICCVAM98)およびJaCVAM評価会議で判断されて
いる 99)。

4．終わりに
動物福祉問題イコール、3Rである。ただ、実験動物に携わる

方々とお話ししていて感じるのは、3Rを持ち出せば、とりあえず
既得権を確保できる、免罪符という発想である。確かに、獣医師
もRefinementの面では福祉的な配慮をされているが、削減や置
換えの知識やその方策を全くお持ちでないことに愕然とする。上
記してきたように、公定な代替法の開発には多額の経費と長い時
間が掛かることさえも知らない方が多い。欧米の追随でなく、
「動物実験3Rは日本にとって得意芸に近い分野であり、国際的な
信用を高め、ビジネスチャンスをつかむ好機である」というよう
に発想を変えて頂きたいものである。欧米の期待を横目で見なが
ら、手を拱いている時間はない。既存の殻を破るため、皆さんの
技術を世界に広めるために、今後もJaCVAM活動に努めてきたい
と考えている。
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1．はじめに
小学校の理科で誰もが一度は触れたことがあるであろう、pH

によるBTB溶液の色の変化、さらし粉によるアニリンの呈色、ヨ
ウ素によるでんぷんの呈色反応。pH、アニリン、でんぷんといっ
た直接目で観察することの出来ない分子が、BTB溶液・さらし粉・
ヨウ素といった試薬を加えるとなぜか特定の“色”に変化し視覚
的に確認できるようになる……そんな現象に感動を覚えた方も少
なくないだろう。これらは特定の条件下になると色が変化する原
理を用いた検出法だが、色の変化の代わりに、特定の条件下での
み“蛍光”を発するような試薬も知られている。“蛍光プローブ”

と呼ばれるこれらの試薬は、より高感度な検出が可能であるため、
試験管の中だけでなく「生きている状態の生物試料」における種々
の生理活性物質の動態をリアルタイムに観測する研究ツールとし
て、現在の生物学的研究には欠かせないものとなっている。「蛍
光生物学」の最前線の第一回目である今回は、このような蛍光プ
ローブの特徴や開発の経緯、また筆者らが確立してきた蛍光プ
ローブのオリジナル設計法および本設計法に基づき開発した種々
の蛍光プローブを紹介していきたいと思う。

2．蛍光プローブとは
では、蛍光プローブとはどのような機能や特徴を持った分子な

のだろうか？ 図1(a)に、蛍光プローブを用いて「生きている」
細胞を「生きたまま」観測する手法の原理を簡潔にまとめた。観
測対象とする生理活性分子（▽）の検出を考えるとき、ほとんど
の生理活性物質は無色であるため、光学顕微鏡でただ観察しても
その動きを知ることは出来ない。そこで、元々は無蛍光性であり、
▽と反応・結合することで初めて蛍光を発する分子（蛍光プロー
ブ）を細胞内に存在させることで、▽の動きを蛍光の変化として、
高感度かつリアルタイムに追うことが可能となる。このように、
簡便かつ高感度に観測対象分子を可視化する蛍光プローブは、現
在の生命科学研究や医学・薬学研究において欠かせないツールと
なっている。
その端緒となったのが、1980年にTsienらにより開発された、
Ca2+イオン蛍光プローブの開発であった 1-3）。現在では、Ca2+イ
オンが細胞内の情報伝達を司る代表的なセカンドメッセンジャー
として働いていることは、既に疑いの無い事実であるが、これは
Ca2+イオンを高感度かつ迅速に蛍光検出可能な蛍光プローブの

「蛍光生物学」の最前線
１

生体機能イメージングを実現する

蛍光プローブの精密設計

神谷 真子・浦野 泰照
東京大学大学院医学系研究科

図1（a）蛍光プローブの機能 （b）代表的なCa2+イオン検出蛍光プローブFluo-3の、Ca2+イオン結合前後における蛍光特性変化
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開発によるところが極めて大きい。代表的なCa2+イオン検出蛍
光プローブであるFluo-3の構造とCa2+イオン検出の原理を図
1(b)に示した。Fluo-3はフルオレセイン骨格とCa2+イオンキレー
ターであるBAPTA部位とが融合した構造であるが、Ca2+フリー
の状態ではほぼ無蛍光であり、これがCa2+イオンと結合すること
でその蛍光強度が36-40倍に上昇する性質を持つことから、生細
胞におけるCa2+イオンの挙動を初めて詳細に検討することが可
能になったのである。

上述のように生細胞観測に極めて重要な役割を果たす蛍光プ
ローブであるが、これまでに開発されてきた有機小分子蛍光プ
ローブのほとんどはtrialanderrorで開発されてきており、望みの
機能を実現する蛍光プローブを狙って開発することは極めて困難
であった。
そこで筆者らはこのような状況を打破し、目的の機能を有する

蛍光プローブを論理的に精密に設計することを目標とした研究を
行ってきた結果、光誘起電子移動（PhotoinducedElectron
Transfer;PeT）を設計原理とする蛍光プローブの論理的なデザイ
ン法を確立することに成功した。すなわち、例えば代表的な蛍光
分子であるフルオレセインは、分子をベンゼン環部位と蛍光団で
あるキサンテン環部位の2つに分けて考えることが可能であり、
分子内PeTによりその蛍光特性を精密に制御可能であることを

3．分子内光誘起電子移動に基づく蛍光プロー
ブの論理的精密設計法の確立

見出した（図2(a)）。具体的には、ベンゼン環部位のHOMOエネ
ルギーレベルがある値よりも高いフルオレセイン誘導体は全てほ
ぼ無蛍光であり、これが低い誘導体は全てフルオレセインと同等
の強い蛍光を発することが明らかとなった（図2(b)）4,5）。
以上の知見を発展させることで筆者らは、図2(c)に示した蛍光

プローブの論理的設計法の確立に成功した。すなわち、ある観測
対象分子に対する蛍光プローブの開発を考える際、その観測対象
分子と特異的に結合・反応し、かつその反応前後で基質のHOMO
エネルギーレベルが大きく低下する化学反応（分光学的な変化は
一切必要ない）さえ知っていれば、これを活用して反応前はPeT
によりほぼ無蛍光であり、反応後にPeTが起こらなくなることで
強い蛍光を発するプローブを論理的に開発することが可能となっ
た。
そこでまず筆者らは、上述の蛍光プローブデザイン法を活用し

て、各種活性酸素種（ROS）の選択的検出を可能とする蛍光プロー
ブの開発を試みた。活性酸素種（ROS）は、炎症、ガンなど多く
の疾患に関わるとされ、また近年では細胞内情報伝達物質として
の役割も持つとの指摘もあり、ますます注目を集めている。一口
にROSと言っても、スーパーオキシド、過酸化水素、ハイドロ
キシルラジカル、一重項酸素など多くの種が存在し、これらはそ
れぞれ特徴的な化学反応性を持つことから、生体内においても異
なる役割を持つ可能性も高い。ROS検出用蛍光プローブは、筆者
らの研究以前にもいくつか開発され、中でもジクロロフルオレセ
インの2電子還元体であるDCFH（Dichlorodihydrofluorescein）
が広く用いられてきた。しかしながらDCFHにはROS間の特異
性は全くなく、また励起光を当てるだけでROSの有無にかかわ

図2（a）代表的な長波長励起蛍光分子であるフルオレセインは2つの部位に分割して考えることができる （b）フルオレセイン誘導体の蛍光量子収率は、ベンゼ
ン環部位のHOMOエネルギーレベルに依存した光誘起電子移動の概念によって、精密に予測することが可能である （c）これまでに確立した、光誘起電子
移動に基づく蛍光プローブの論理的精密設計法の一例
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らず大きく蛍光が増大してしまう欠点を持っており、生物学的に
意味あるデータを得ることは困難であった。そこで筆者らは、あ
る特定の活性酸素種のみを検出可能な蛍光プローブの精密設計を
試みた結果、多数の新規蛍光プローブの開発に成功した 6-9)。図3
にいくつかの代表例を示したが、例えば一重項酸素とパーオキシ
ナイトライトとをそれぞれ高選択的かつ高感度に検出可能な蛍光
プローブは、前者はアントラセンからエンドパーオキサイドを生
成する化学反応 5,6)を、後者はフェノールのニトロ化反応 8)をそれ
ぞれ鍵化学反応として活用することで、論理的にそれぞれの蛍光
プローブを開発することに成功した。

さらに最近、フルオレセインの骨格構造を大胆に見直すことで、
新たな蛍光プローブデザイン法に繋がる誘導体群の創製に成功し
た。すなわち上記のPeTの考え方によれば、カルボキシ基は他の
官能基に変換することが可能なはずであると考え、メチル基、メ
トキシ基など他の官能基に置換した誘導体の開発に成功した（図
4(a)）。驚いたことにこれらの単純なフルオレセイン誘導体は新
規化合物であり、また以下に詳述するようにこれらは極めて有用
な蛍光プローブ母核となるものであったため、これらの新規蛍光
骨格をTokyoGreen（以下TGと略す）と命名した 10)。次にこれら

4．TokyoGreen骨格の創製に基づく、各種加水
分解酵素活性可視化蛍光プローブの開発

TGsの蛍光特性を精査した結果、ベンゼン環HOMOエネルギー
レベルの上昇により蛍光量子収率が減少するというPeTの原理
に一致した結果が得られたばかりでなく、蛍光On/Offの境界は
キサンテン環部位の水酸基がアニオン型である場合と、分子型で
ある場合で大きく異なることも明らかとなった（図4(b)）。本知見
はプローブ設計の観点から非常に有用である。すなわち、図4(b)
のオレンジの枠で囲ったm-メトキシトルエンをベンゼン環部位
として持つTGは、キサンテン部位がアニオン型の時は強蛍光性
である一方、分子型になるとほぼ無蛍光であるという特異な性質
を有するキサンテン系色素と考えられ、極めて有用な蛍光プロー
ブ母核となり得ることを示している。以下、本特性を活用して開
発に成功した各種加水分解酵素活性を可視化する蛍光プローブを
紹介する。
まず、レポーター酵素として汎用されているβ-ガラクトシ

ダーゼ活性検出蛍光プローブTG-βGal（図4(c)）を紹介する。TG-
βGalは、m-メトキシトルエンをそのベンゼン環部位とするTG
類であり、このプローブ自身のキサンテン環部位の水酸基は、ガ
ラクトースと結合しているエーテル構造となっており、よって
pH7.4の水溶液中でも分子型をとる結果、ほぼ無蛍光性である。
これがβ-ガラクトシダーゼにより特異的に加水分解されること
で、キサンテン環部位の水酸基はフリーとなるが、そのpKaが約
6.2であるため脱プロトン化してアニオン型となるため、生成物
である2-Me-4-OMeTGは強い蛍光を発する。すなわち本プロー
ブはβ-ガラクトシダーゼ活性検出蛍光プローブとして機能する。

図3 確立した設計法に基づき開発に成功した、各種活性酸素種を種特異的に検出可能な蛍光プローブ群 （a）一重項酸素検出蛍光プローブDPAX，DMAX類 （b）
強い酸化活性種（hROS）のみを検出するプローブHPF，APF（c）ニトロ化ストレス検出蛍光プローブNiSPY類 （d）次亜塩素酸特異的、抗光褪色性蛍光プ
ローブHySOx
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実際、本反応前後での蛍光増大率は約800倍にも達し、極めて鋭
敏にβ-ガラクトシダーゼ活性検出が可能である。また、本プ
ローブは生細胞系への適用が可能であり、実際図4(c)に示したよ
うに、生細胞系におけるβ-ガラクトシダーゼを高感度に検出す
ることが可能である 10,11)。
上述の設計法で用いるアルキル基部位は、もちろんガラクトー

スに限られるものではない。これを光解除性保護基であるニトロ
ベンジル基とすれば、いわゆるCaged蛍光色素が誕生する。実際
本設計法に基づいて開発されたTG-NPEは、それ自身は分子内
PeTの結果ほぼ無蛍光であり、ここに350nmの解除光を照射す
ることで大きな蛍光増大を示すCaged蛍光色素として機能する。
TG-NPEは上述のTG-βGalと同様、1段階の光解除性保護基の脱
離により最大の蛍光強度変化を生じるため、従来色素に比べ極め
て短時間の解除光照射で単一細胞の蛍光染色が可能であることも
示された（図4(d)）12)。

5．空間局在の制御が可能な蛍光プローブ
上述のように、筆者らの確立した蛍光プローブ設計法により、

望みの機能を持つ蛍光プローブを狙って開発することが出来るよ
うになってきた。一方で近年では、蛍光プローブと、FlAsH-tag、
Halo-tag、SNAP-tagといった蛋白ラベル化技術とを組み合わせ
ることで、蛍光プローブの細胞内局在を制御しようという試みが
報告されている 13-15)。筆者らも、独自の蛍光プローブ設計法によ
り新たな高感度Ca2+蛍光プローブを開発し、SNAP-tagと組み合
わせることで、部位特異的なCa2+挙動の観察に成功したので下記
に紹介する。
まず初めに、筆者らの方法論に則りプローブ骨格の最適化を図

ることで、既存のCa2+蛍光プローブよりも大きな蛍光上昇を示す
プローブを設計した。具体的には、tetramethylBODIPYを基本蛍
光骨格として、Ca2+キレーターであるBAPTAを適切に配置させ
ることで、従来までの蛍光プローブでは成し得なかった250倍と

図4（a）新規フルオレセイン誘導体TokyoGreensの創製 （b）TokyoGreensの特徴的な蛍光特性 （c）TokyoGreen骨格を活用した、高感度かつ生細胞系での使
用が可能な世界初のβ-ガラクトシダーゼ検出蛍光プローブTG-βGalの開発 （d）新規Caged蛍光色素（CagedTG類）の開発
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図5（a）BODIPYを母核とした新たな高感度Ca2+蛍光プローブ（BOCA-1）と、そのCa2+との結合前後における蛍光特性変化。（b）空間局在が可能なCa2+蛍光
プローブ（BOCA-1-BG）のSNAP-tagへのラベル化反応と、そのCa2+との結合前後における蛍光特性変化。（c）BOCA-1-BGを用いた局所Ca2+蛍光イ
メージング
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いう蛍光強度上昇を示す新たなCa2+蛍光プローブ（BODIPY-
basedcalciumindicator,BOCA-1）の開発に成功した（図5(a)）。
次に、開発したBOCA-1に、SNAP-tagとの反応部位である

benzylguanineを組み込んだ化合物（BOCA-1-BG）を合成した。
BOCA-1-BGのSNAP-tagとのラベル化後における蛍光特性を精
査した結果、Ca2+添加により180倍もの蛍光強度上昇を示し、蛋
白とのラベル化後にもその機能が保持されることが示された（図
5(b)）。
さらに、SNAP-tagを細胞内の特定の部位（核・細胞質）に局

所発現させた細胞を用い、BOCA-1-BGの生細胞における局在性・
応答性を検討した。ビーズロード法16)により化合物を細胞内に導
入したところ、SNAP-tagが発現している部位のみにCa2+蛍光プ
ローブを局在させることが出来、またATP刺激によりCa2+濃度変
化を局所的に観察することに成功した（図5(c)）17)。このような局
所Ca2+濃度変化を可視化する手法の開発により、細胞内シグナル
伝達におけるCa2+の担う役割について、より深い洞察および新た
な知見がもたらされるものと考えている。

6．おわりに
筆者らが確立することに成功した有機小分子蛍光プローブの論

理的な設計法により、開発可能な蛍光プローブの種類は飛躍的に
増大し、実際、本稿で紹介してきたように、生きている生物試料
の中で起こる各種イベントを可視化する、実用性のある新規蛍光
プローブ群の開発に成功してきた。今後、これらのプローブをよ
り現場の要望に応じたプローブへと育てていくとともに、新たな
機能を持つプローブを開発していく予定である。
また今回は紹介できなかったが、筆者らは、従来培養細胞系が

主な対象であった蛍光プローブをinvivoにも適用することで、極
めて高精度なinvivoがんイメージングへと適用拡大することに
も成功している。興味のある方は筆者らの総説などを参照して頂
ければと思う 18,19)。
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同一個体の細胞が持つ遺伝子は同じであるが、個体の部位や個
体への発生・分化において、すべての遺伝子が発現されるわけで
はない。すなわち、組織・器官によって特異的な遺伝子が、それ
ぞれの発生期において時期特異的に発現し、固有のタンパク質が
合成されたり、発現を抑制したりして、細胞の個々の組織・器官
への発生・分化が達成される。細胞の分化制御機構を解明しよう
とする際には、分化誘導物質や分化阻害物質の性質とそれらの機
能、作用機序の研究が、極めて重要な意味を持つ。以前から知ら
れている低分子蛍光化合物が、最近、筋肉細胞の分化を制御する
機能を持つことが新たに見い出されたので紹介する 1)。

初期の筋肉細胞分化の過程では、未分化な細胞が筋繊維由来の
細胞である｢筋芽細胞｣になる。筋芽細胞はさらに分化を開始し、
筋肉細胞特異的なタンパク質が発現される。特に、筋肉細胞の分
化で特徴的な現象は細胞融合である。単核細胞である筋芽細胞が
融合して、多核細胞である「筋管細胞」へと分化する（図1）。さ
らに成熟した筋管細胞から、収縮能を持つ筋繊維を形成する段階
を経て、筋肉が完成する。シャーレ中で培養した筋芽細胞から筋
管細胞への分化は容易であり、筋管細胞から筋繊維への分化は、
小胞体ストレスを誘起する薬剤の投与によって誘導される報告が
ある 2)。
以前、Kimらは筋芽細胞には染色せず、筋管細胞にのみ特異的

に染色し、筋肉細胞の分化状態を識別することができるローサミ
ン化合物を報告している 3)。カチオン性の芳香環をもつローサミ
ン化合物は、低分子蛍光化合物であり膜電位が負に帯電している
ミトコンドリアに引き寄せられ内側へ入る。さらに最近、Kimら
は筋芽細胞から筋管細胞への分化を阻害するローサミン化合物
（B25化合物）を見つけ出した1)。マウス筋芽細胞C2C12にローサ
ミン化合物（A25-B25化合物類）を添加し、蛍光顕微鏡で観察し
たところ、B25化合物を添加した筋芽細胞は未分化状態を保持し
ていた。対照的に、B25化合物と類似の構造をもつA25化合物は、
長い円筒状の筋管細胞が形成され、ローサミン化合物類を添加し
ていない条件と同じように筋芽細胞の分化が確認された。
また、分化した筋管細胞へB25化合物を添加したところ、筋管

細胞が分裂し、単核細胞へ変化していた。A25化合物を添加した
筋管細胞は長くまっすぐな構造を保持していた。そこで、筋管細
胞の細胞分裂を確認するために、筋肉分化マーカーであるミオシ
ンの染色を行った。B25化合物を添加し、筋管細胞から分裂した
単核細胞の約40%が抗ミオシン抗体により染色され、筋管細胞

が筋芽細胞へ分裂したことが示唆された。また、B25化合物が分
裂を誘起する濃度は数µmol/L以下であった。
B25化合物による筋芽細胞への分裂メカニズムを検証するため

に、myoseverin（図2）との比較を行った。プリン誘導体である
myoseverinは、微小管を不安定化し、筋管細胞から単核細胞への
分裂を誘導する試薬として知られている4)。筋芽細胞C2C12にそ
れぞれの化合物を添加し、抗微小管抗体で染色した。myoseverin
を添加したC2C12細胞の微小管は不規則な配向に変化していた
が、B25化合物を添加したC2C12細胞の微小管はA25化合物を
添加した細胞と同じように平行で束状に配列した正常な形状を
保っていた。微小管が開裂すると細胞周期は停止するため、
myoseverinは細胞周期の停止を誘発する試薬としてもよく知ら
れている。そこで、myoseverinまたは、B25化合物処理をした
C2C12細胞の細胞周期を観察したところ、myoseverinを添加し
たC2C12細胞はG2/M期で停止していた。更に、神経細胞分化の
モデル細胞としてよく知られているラット副腎髄質の褐色細胞腫
細胞PC12の分化の際に、myoseverinを添加したところ、神経分
化が阻害されていた。つまり、myoseverin処理をした筋管細胞は
細胞種や細胞状態に関係なく、微小管開裂を引き起こし分裂して
いた。それとは対照的に、B25化合物はPC12細胞の増殖や神経
細胞への分化に影響を与えなかった。これらの結果から、B25化
合物処理による細胞分裂のメカニズムは、myoseverinが微小管を
開裂させて誘起する細胞分裂のメカニズムとは異なることが示唆
された。
また、B25化合物によって誘起された筋管細胞の分裂に、NF-

κB（nuclearfactorκB 核内因子κB）の活性化が関与するかど
うかを検証した。NF-κBは筋肉の分化に深く関与する因子とし
て知られている。TNF（tumornecrosisfactor 腫瘍壊死因子）に
よって活性化されたNF-κBはヒト筋芽細胞やマウス筋芽細胞
C2C12の分化を抑制することが報告されている 5)。筋芽細胞
C2C12にレンチウイルスを用いて、NF-κB遺伝子を導入し、筋管
細胞へ分化させた。この筋管細胞へB25化合物を添加し、活性を
測定したところ、NF-κBは活性化されていた。
また、NF-κBの強力な阻害剤であるクルクミンとB25化合物

を同時に添加して筋管細胞を処理したところ、分裂は抑制された。
この結果から、NF-κBの活性化はB25化合物による筋管細胞分
裂に必要であることが示唆された。しかし、TNFはNF-κBを活
性化するにもかかわらず、筋管細胞の分裂を誘起しなかったこと

TopicsonChemistry
低分子蛍光化合物による筋肉細胞の分化制御

株式会社同仁化学研究所 上薗 貴広

図1 筋肉細胞の分化と分裂
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から、NF-κB経路は細胞分化の制御には関与するが、NF-κB活性
化だけでは筋管細胞の分裂を引き起こすには不十分であることが
わかった。
このように、既知の低分子蛍光化合物が蛍光性のみならず、細

胞の分化制御に関わるような新たな機能を合わせもつ可能性が出
てきた。
今回紹介した論文では、組織観察、マーカー・特異的タンパク

質の検出や転写因子の活性により、低分子蛍光化合物による細胞
の分化制御機構の解明を試みている。低分子化合物による分化制
御機構の研究は、再生医療の基礎研究部分になる幹細胞増殖因子
や分化誘導因子などによる発生分化のメカニズムに関わると考え
ている。

［参考文献］
1）YunkyungKim,Hyung-HoHa,Jun-SeokLee,XuezhiBi,Young-HoonAhn,
SitiHajar,Jae-JungLeeandYoung-TeaChang,J.Am.Chem.Soc.,2010,
132,576-579.

2）KeikoNakanishi,NaoshiDohmaeandNobuhiroMorishima,FASEBJ.,
2007,21,2994-3003.

3）BridgetK.Wagner,HymanA.Carrinski,Young-HoonAhn,YunKyungKim,
etal.,J.Am.Chem.Soc.,2008,130,4208-4209.

4）GustavoR.Rosania,Young-TaeChang,OmarPerez,DanielSutherlin,
HelinDong,DavidJ.LockhartandPeterG.Schultz,NatureBiotechnology,
2000,18,304-308.

5）PeterMagee,StephenPearsonandJeremyAllen,LipidsinHealthand
Disease,2008,7,24.

アセチルコリンエステラーゼ活性測定用キット

試作品

AChE-SpecificAssayKit

アセチルコリンエステラーゼ（AChE）は、神経伝達物質であ
るアセチルコリンを分解して神経伝達系をコントロールする重要
な酵素の一つであり、脳や血中等に存在することが知られていま
す。この酵素は有機リン系およびカルバメート系の農薬や殺虫剤
などによって活性が低下することから、これらの薬物の曝露指標
として用いられています。また、アルツハイマー病では神経障害
によってアセチルコリン量が減少するため、AChE阻害剤がアル
ツハイマー病治療薬として注目されています 1)。
本キットは、AChE活性を測定するためのキットです。キット

には、新規基質であるMATP+が含まれており、一般的な基質であ
るアセチルチオコリンに比べ、高選択的にAChE活性を測定する
ことができます 2)。検出にはDTNBを用いた比色法を利用し、
キット付属のスタンダードを用いることで、簡便にAChE活性を
求めることができます。また、AChE阻害活性を測定することも
可能であり、農薬の検出やAChE阻害物質のスクリーニングにも
有用です。

＊MATP+は、独立行政法人 放射線医学総合研究所によって開発され
た新規のアセチルコリンエステラーゼ（AChE）基質です。

＜測定原理＞

［参考文献］
1）杉本八郎 日薬理誌,2004,124,163-170.
2）T.Kikuchi,T.Okamura,K.Fukushi,andT.Irie,Biol.Pharm.Bull.,2010,33,
702-706.

StandardAChEで作成した検量線の例

・新規の基質であるMATP+を使用
・高選択的にアセチルコリンエステラーゼ活性を測定できる
・DTNBを用いた簡便な比色法
・アセチルコリンエステラーゼ阻害活性も測定できる

＜特長＞

図2 ローサミン類及びmyoseverinの構造式
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TopicsonChemistry
細胞周期の進行を時間・空間的にリアルタイムで可視化する技術

細胞は増殖する際、DNA複製によりDNAを2倍にし、細胞分
裂の過程で均等に染色体を分配して2つの娘細胞を形成する。こ
の現象は周期的に起こることから細胞周期と呼ばれる。
細胞周期についてはこれまで様々な手法によって活発に研究さ

れており、詳細な分子メカニズムが次々と明らかにされてきた。
細胞周期はG1期（DNA合成準備期）、S期（DNA合成期）、G2
期（分裂準備期）、M期（分裂期）、G0期（静止期）に分かれて
いる。2001年にノーベル医学・生理学賞を受賞したHartwellらに
よって細胞周期の主な制御因子群が発見され、細胞周期の分子メ
カニズム解析は躍進的に進歩し多くの成果をあげている。細胞周
期で最も重要な制御因子はcyclinとcyclindependentkinase
（CDK）の複合体であり、cyclinとCDKには、それぞれ約10種
類のサブタイプが存在している。G0/G1期移行はcyclinD-CDK4
複合体、G1/S期移行はcyclinE-CDK2複合体、S期進行はcyclin
A-CDK2複合体、G2期進行はcyclinA-CDK1複合体、G2/M期移
行はcyclinB-CDK1複合体が制御していることなどが解明されて
いる。
これまでの研究では、1つの細胞に着目して細胞周期のメカニ

ズムが解析されてきた。一方、多くの細胞から成る個体では、細
胞は存在する場所によって異なる調節を受けて細胞周期が進行し、
組織や器官を形成・維持していると考えられている。しかし、多
細胞生物の胚発生における形態形成、ガン細胞の増殖や浸潤、転
移などと細胞周期がどのように関わっているのかはよくわかって
いない。組織や器官、個体において、各々の細胞が「いつ、どこ
で、どのように」細胞周期が制御されているかを理解することは、
基礎生物学分野の理解を深めるだけでなく、再生医療やガン研究
などの医療分野においても重要である。
従来、生きた細胞や組織における細胞周期進行は、光学顕微鏡

を用いた観察により解析されてきた。細胞周期のM期からG1期
への移行は、染色体や紡錘体の出現、細胞分裂などの形態的変化
が起こるため光学顕微鏡で識別することができる。しかし、細胞
周期の開始ポイントであるG1期からS期への移行は、形態変化
を伴わないため、光学顕微鏡で識別することができない。そこで、
G1/S期移行を解析するために、nuclearbromodeoxyuridine

（BrdU）を使った細胞染色が用いられてきた。この方法は、DNA
合成の際にBrdUを取り込ませた後、細胞を固定して抗BrdU抗体
で染色する必要があり、生きた状態をリアルタイムで観察するこ
とができない。そのため、生きた組織において細胞周期進行を時
間空間的にリアルタイムで可視化する技術の開発が求められてき
た。
2008年ノーベル化学賞を受賞した下村脩によってオワンクラ

ゲから単離された緑色蛍光タンパク質（greenfluorescent
protein:GFP）は、目的タンパク質と融合させて細胞に発現させる
ことで、タンパク質の細胞内局在や特定細胞の体内分布を観察す
るためのレポータータンパク質として利用されている。この
GFPタンパク質と細胞周期に特異的なタンパク質の融合タンパ
ク質は、生きた細胞でS期とG2期を観察するためのマーカーと
して開発されてきた。例えば、S期に特異的に発現しDNA複製に
関与するproliferatingcellnuclearantigen（PCNA）、S期後期か
らG2期初期に発現し複製されたDNAの結合に関与するDNA
ligaseI、そしてS期後期に発現しDNAの二重らせんをほどいて
いくDNAhelicaseBなどのGFP融合タンパク質がこれまでに作
製されてきた 1,2)。しかしながら、これらのGFP融合タンパク質
は、細胞内で蛍光の発現が微弱で短時間であることが多く、蛍光
シグナル明暗差の検出がしばしば困難であるため、細胞周期移行

を観察するマーカーとして、現時点では実用性に欠ける。
本稿で紹介する「Fucci（fluorescent,ubiquitination-basedcell

cycleindicator）技術」は、G1期とS/G2/M期を見分けることが
できる蛍光マーカーであり、細胞周期を時間空間的にリアルタイ
ムで可視化することを可能にした 3)。この技術が開発されたこと
により、様々な生物現象と細胞周期の相互関係を生きた状態でリ
アルタイムで観察できるようになった。
この技術では、細胞周期の特定の時期だけに発現する2つの制

御タンパク質であるCdt1とgemininを利用している。これらの
制御タンパク質は、ユビキチン化を介して細胞周期依存的に分解
を受ける。Cdt1はDNA複製の開始因子であり、G1期に発現量が
最大になりS/G2/M期には分解される。一方、gemininはCdt1機
能の抑制因子であり、DNA複製を抑制している。gemininの発現
はS/G2/M期に最大となりG1期には分解され存在しない（図1）。
この異なる発現パターンを示す2つのタンパク質に、それぞれ異
なる色の蛍光タンパク質を融合させて細胞周期マーカーを作製し、
蛍光顕微鏡下の細胞の蛍光色の違いで簡単に細胞周期を見分ける
ことを可能にした。

具体的には、Cdt1とgemininの全長遺伝子を用いると細胞分裂
が進行しないので、細胞分裂が進行するための最適配列を探索し、
その最適配列に蛍光タンパク質を融合させている。ヒトCdt1遺
伝子の部分配列にヒラタクサビライシから単離された赤色蛍光タ
ンパク質（monomericKusabira-Orange2:mKO2）の遺伝子を、ヒ
トgeminin遺伝子の部分配列にはアザミサンゴから単離された緑
色蛍光タンパク質（monomericAzami-Green:mAG）の遺伝子を
融合させ、mKO-hCdt1とmAG-hGemを作製した。これら2つの
遺伝子をレンチウイルスを使ってHeLa細胞内へ同時に導入して
発現させたところ、G1期の細胞の核は赤色の蛍光を示し、
S/G2/M期の細胞の核は緑色の蛍光を発することが観察された。
すなわち、細胞周期に沿って赤色と緑色の蛍光が交互に出現した。
この蛍光色の変化はBrdUやPCNAの免疫染色による細胞周期の
分析結果と一致していた。また、Fucci（mKO-hCdt1とmAG-
hGem）を発現させても細胞周期に影響はないことが、細胞形態の
経時変化から確認された。このように、細胞周期に同期して蛍光

株式会社同仁化学研究所 日吉 友香

図1 細胞周期サイクルと制御タンパク質の発現
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色が交互に変化する様子が確認され、細胞周期の可視化が実現さ
れた。
Sakaue-Sawanoらは、体内においてガン細胞がどのようにふ

るまうかを解析するためにFucci技術を利用した。Fucciを発現
する良性の腫瘍細胞塊（NMuMG細胞）をヌードマウスの乳腺上
皮周辺の脂肪帯に移植して16日後の状態を観察したところ、移
植細胞塊の大きさに変化はなく、赤色を呈していた。このことは、
移植細胞はG1期あるいはG0期の状態となり増殖は止まってい
ることを示している。一方、Fucciを発現する悪性の腫瘍細胞塊
（HeLa細胞）を移植した場合は、細胞塊は大きく成長し、赤色（G1
期）と緑色（S/G2/M期）が混在していた。このことから、悪性
の腫瘍細胞は体内で増殖が盛んであることが確認された。さらに、
悪性腫瘍細胞の転移の過程における細胞周期の進行を検証するた
めに、Fucciを発現するHeLa細胞のゲル懸濁液をヌードマウスの
皮膚静脈に注入したところ、血管壁に付着した移植ガン細胞は、
ほとんどすべてが赤色蛍光を発し、G1期にあることが判明した。
そして、血管壁から組織内に浸潤・転移を開始したガン細胞では、
赤色（G1期）と緑色（S/G2/M期）が混在した黄色の核が観察さ
れた。さらに、注入して4日後には組織内に侵入して増殖してい
た。これらの結果は、ガン細胞が浸潤・転移を開始するときに細
胞周期の進行も開始され、組織に入った後、ガン細胞は盛んに分
裂することを示している。このように、Fucci技術によって、腫
瘍の悪性度の判定や腫瘍の浸潤・転移における細胞周期進行をリ
アルタイムに観察することも可能となった。
さらにSakaue-Sawanoらは、脳の神経組織の発生における細

胞周期の進行も生きた動物を対象に解析している。赤色蛍光
Fucci発現トランスジェニックマウスと緑色蛍光Fucci発現トラ
ンスジェニックマウスを交配させて、新たなFucciトランスジェ
ニックマウスを作製した。このマウスの細胞は、すべて、赤色ま
たは緑色の蛍光を発する。このようなトランスジェニック動物は、
細胞周期と神経細胞発生の相互関係を、生きた状態で検証するた
めには、今までにない理想的なモデルである。
脳の神経前駆細胞のほとんどは脳室面で誕生し、その後最終配

置部位へ移動し分化すると言われている。この神経前駆細胞の移

動・分化が、細胞周期進行とどのようにリンクしているかを調べ
るために、前述のトランスジェニックマウスを利用している。神
経細胞の分裂が盛んな脳原基を生きたままスライス培養して、蛍
光顕微鏡で観察した。その結果、数個の細胞の動態がリアルタイ
ムに確認された。ある動態パターンでは、脳室帯の緑色を呈する
細胞（S/G2/M期）は、移動して脳室面に到達すると分裂するこ
とがわかった。その後、生じた2つの娘細胞は赤色（G1期）に
変化して脳室面から中間帯へ移動することが明らかになった。ま
た、別の動態パターンでは、中間帯にある赤色を呈する細胞（G1
期）は、脳室面へ移動を開始すると同時に黄色（G1/S期移行）
を経て、緑色（S/G2/M期）に変化することが確認された（図2）。
このように、これまで解析が困難であった脳発生において、それ
ぞれの細胞の細胞周期と細胞の移動・分化がどのように制御され
ているか、時間空間的にリアルタイムで解析することが可能と
なった。
Fucci技術は、生体内における細胞周期を可視化し、容易に時

間空間的にリアルタイムで観察することを可能にした。今後、生
体内において細胞の増殖・分化と細胞周期がどのように関係して
いるのか更に明らかになると考えられる。この技術によって、細
胞周期の制御が深く関わっているガン細胞の浸潤・転移や、再生
医療に重要なiPS細胞の分化などと細胞周期進行を関連させて評
価することが可能である。さらに、創薬分野で細胞増殖に関わる
薬の評価に利用できると期待される。
今回紹介したFucci技術では、細胞周期のG1期とそれ以外の
S/G2/M期を識別する2種の蛍光マーカーを用いている。今後、
各々の期に特異的な蛍光マーカーが開発され、細胞周期の進行が
より詳細に明らかにされることを期待したい。

［参考文献］
1）H.Leonhardt,H.P.Rahn,P.Weinzierl,A.Sporbert,T.Cremer,D.Zinkand
M.C.Cardoso,J.CellBiol.,2000,149,271.

2）H.P.Easwaran,H.LeonhardtandM.C.Cardoso,CellCycle,2005,4,453.
3）A.Sakaue-Sawano,H.Kurokawa,T.Morimura,A.Hanyu,H.Hama,H.
Osawa,S.Kashiwagi,K.Fukami,T.Miyata,H.Miyoshi,T.Imamura,M.
Ogawa,H.MasaiandA.Miyawaki,Cell,2008,132,487.

図2 脳原基における神経前駆細胞の動態
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近赤外蛍光色素標識キット

ICGLabelingKit-NH2

ICG（IndocyanineGreen）は肝機能検査のための色素負荷試験
にも用いられているシアニン色素で、近赤外領域に蛍光を持ちま
す。励起波長は774nm付近、蛍光波長は805nm付近であり、
生体内で用いた場合でも、ヘモグロビンなどによる妨害を受けに
くいという蛍光特性があります。抗体に標識して近赤外蛍光を利
用した蛍光内視鏡への応用が報告され、近年invivo蛍光イメージ
ングへの応用が期待されています。ICGLabelingKit-NH2はアミ
ノ基を有するタンパク質、特に抗体にICGを標識するためのキッ
ト で す。既 に 発 売 し て い るFluoresceinLabelingKit-NH2や
HiLyteFluorTM555LabelingKit-NH2、HiLyteFluorTM647Labeling

Kit-NH2と同様に、キット付属のNH2-ReactiveICGは分子内に活
性エステルを有しているため、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（Fig.1）。タンパク質に
ICGを標識する場合、標識反応を阻害するような低分子化合物

（トリスなど）や未反応のNH2-ReactiveICGは付属のFiltration
Tubeを用いて容易に除去することができます。ICG標識IgGの場
合、励起波長/蛍光波長は774nm/805nmです（Fig.2）。本キットに
は標識に必要なすべての試薬と作製したICG標識体を保存するた
めの溶液が含まれています。
Fig.3に、ICG標識抗インテグリン抗体を用いて、マウス内の癌

細胞を蛍光観察した例を示します。本キットを用いてICG標識し
た抗インテグリン抗体を、癌細胞を移植したマウスに尾静注した
後、invivo光イメージング装置（ClairvivoOPT；島津製作所）に
より近赤外蛍光（励起波長/蛍光波長＝785nm/845nm）を観察
いたしました。その結果、ICG標識抗体を導入して48時間後には
癌細胞を移植した部位に明瞭な近赤外蛍光が観察され、ICG標識
抗体が癌細胞に集積していることが確認できました。このように
本キットは、近赤外蛍光を利用したinvivoイメージングに有用で
す。

［参考文献］
1）Dual-Modality Molecular Imaging Using Antibodies Labeled with
ActivatableFluorescenceandaRadionuclideforSpecificandQuantitative
TargetedCancerDetection,M.Ogawa,C.A.S.Regino,J.Seidel,M.V.
Green,W.Xi,M.Williams,N.Kosaka,P.L.ChoykeandH.Kobayashi,
BioconjugateChem.,2009,20（11）,2177.

2）InvivoMolecularImagingofCancerwithaQuenchingNear-Infrared
FluorescentProbe Using Conjuates ofMonoclonalAntibodies and
IndocyanineGreen,M.Ogawa,N.Kosaka,P.L.ChoykeandH.Kobayashi,
CancerRes.,2009,69（4）,1268.

3）Clinicalimplicationsofnear-infraredfluorescenceimagingincancer,N.
Kosaka,M.Ogawa,P.L.Choyke,H.Kobayashi,FutureOncology,2009,5
（9）,1501.

＜キット内容＞
［1sample］
・NH2-ReactiveICG 1tube
・WSBuffer 1.5ml×1
・ReactionBuffer 250µl×1
・FiltrationTube 1tube

［3samples］
・NH2-ReactiveICG 3tubes
・WSBuffer 4ml×1
・ReactionBuffer 500µl×1
・FiltrationTube 3tubes

新製品

・50～200µgの抗体やタンパク質にICG（IndocyanineGreen）
を簡単に標識可能

・細胞損傷や自家蛍光の影響が少ない近赤外蛍光イメージン
グに有用（励起波長/蛍光波長＝774nm/805nm）

・Filtrationtube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

＜特長＞

Fig.1 抗体への標識反応

開発元

メーカーコード希望納入価格（￥）容量品名

LK3120,0001sampleICGLabelingKit-NH2

LK3145,0003samples

Fig.2 ICG標識抗体の蛍光スペクトル

Fig.3 ICG標識抗インテグリン抗体による癌細胞のinvivo蛍光イメージング
＊invivo光イメージング装置（ClairvivoOPT；島津製作所）を用いて蛍光観察
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ビオチン-SAM試薬

新製品

Biotin-SAMFormationReagent

QCMやSPR等のバイオセンサーにSelf-AssembledMonolayer
（SAM）を介してタンパク質を固定化する方法のひとつにビオチ
ン-アビジン法があります。このたび、小社ではNeutrAvidinや
Streptavidinなどのアビジン類を効率的に固定化し、非特異的吸
着の少ないセンサーを作製するためのビオチン-SAM試薬を開発
いたしました。

本製品には、ビオチン化したアルカンチオール試薬が含まれて
おり、エタノールに溶解して金基板上にアプライするだけで効率
的なビオチン-SAMを金基板上に形成することができます（Fig.1）。
Fig.2に本製品および他社ビオチン-SAM試薬を用いてビオチ

ン-SAMを形成させたQCM基板の性能を比較した結果を示しま
す。形成したビオチン-SAMの表面にStreptavidinを結合させた
後、FBSを添加することによってタンパク質の非特異吸着量を、
またビオチン化BSAを添加することによってビオチン結合能を
評価しました。その結果、本製品を用いて作製したビオチン
SAM-Streptavidin基板は、FBSの非特異吸着がほとんど観察され
ず、またビオチン結合能は他社試薬を用いて作製した基板よりも
5倍以上高いことが確認されました。
本製品は、QCMやSPR、電極などのセンサー表面に効率的な

ビオチン-SAMを形成させる方法として有用です。

Fig.1 ビオチン-アビジン法による金表面への抗体固定化の模式図

・簡単にビオチン-SAMを金基板上に形成できる
・アビジン類を効率的に固定化できる
・タンパク質の非特異的吸着を抑えることができる

＜特長＞

メーカーコード希望納入価格（￥）容量品名
Biotin-SAMFormationReagent

B56416,0001µmol×3

Fig.2 Biotin-SAMFormationReagentおよび他社Biotin-SAM試薬を用いて
作製したSAMへのStreptavidin結合量とStreptavidin結合後の表面への
FBS非特異吸着量およびビオチン化BSA結合量の比較（QCMにて評価）

新型デタージェント

開発中

トレハロースエーテル型
トレハロースは、グルコースが1,1-グリコシド結合している二

糖類の一種であり、タンパク質の変性防止や食品の乾燥・凍結に
対する保護など他の糖には見られない特異な性質を持っているこ
とが知られております。現在開発中の3種のトレハロースデター
ジェントは、エーテル結合で親油基と結合しているため広いpH
領域で水溶液安定性が高く、トレハロースを基本骨格としている
ことから特異な性質を有することが期待されます。

メーカーコード希望納入価格（￥）容量品名

T45920,000500mgTrehaloseC8
T46020,000500mgTrehaloseC10
T46120,000500mgTrehaloseC12

関連商品
TrehaloseC8、TrehaloseC10、TrehaloseC12は、親水基がトレ

ハロース、親油基が直鎖脂肪酸エステルで構成される、新しいタ
イプの非イオン性界面活性剤です。
トレハロースは、グルコース2分子が、α，α-1，1で結合した

非還元性の糖であり、天然に存在します。トレハロースを添加す
ることにより、タンパク質や脂質の変性を抑制することから、食
品・菓子原料に幅広く利用されています。それはトレハロースが
細胞中で水に代わる働きを有し、細胞から水が失われた場合でも
そのダメージを抑制するためです。
このように、他の糖にはない性質をもつトレハロースを基本骨

格としたトレハロース型デタージェントは、特異な性質を有する
ことが期待されます。

●TrehaloseC8 ●TrehaloseC10

cmc=5.6mmol/l cmc=3.0mmol/l

●TrehaloseC12

cmc=0.15mmol/l
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アルカンチオール類

アルカンチオールやジスルフィド類が金属基板上で形成する自己組織化単分子膜（Self-AssembledMonolayers:SAMs）は光ス
イッチング・光電池などの薄膜光学材料、超微細フォトレジストなどのパターン化材料、つや出し・濡れ性などの表面改質といっ
た機能性材料分野から、マイクロアレイ、化学修飾電極、QCMやSPR等を用いたバイオセンサーなどの分野で広く応用されてい
ます。小社では様々な特性を有するチオールやジスルフィド類を販売しており、このたび、上記のようなスルホベタイン、アミド
タイプのアルカンチオールを製品ラインナップに追加いたしました。
末端にスルホベタイン基を導入したSAMは、イオン強度200mmol/l以上の条件下、または、弱アルカリ領域で非特異吸着抑制

の効果が特に高いことが報告されています 1）。この性質を利用して他のチオールやジスルフィドとの混合SAMを形成させた高感
度バイオセンサーの作製ができると期待されます。また、Ostuniらは、金基板へのバクテリア、哺乳類細胞のパターニングの研究
にSulfobetaine3-undecanethiolを用いており 2）、生体物質パターニングへのさらなる応用も期待できます。
アミド基を導入したSAMは、他の官能基を導入したSAMと比較して、その水素結合性の効果により熱安定性が高いことが報告

されています 3）。また、Mosleyらは、水素結合性を利用した脱離可能なポリマーシート作製の研究を行い、テンプレートとしてア
ミド基を導入したSAMを用いています 4）。さらに、濡れ性とタンパク吸着の関係性の研究にアミド基を導入したSAMが用いられ
ており、アミド基を有するSAMはタンパク吸着抑制効果が見られることが確認されています 5,6）。

［参考文献］
1）R.E.Holmlin,X.Chen,R.G.Chapman,S.Takayama,G.M.Whitesides,Langmuir,2001,17,2841.
2）E.Ostuni,R.G.Chapman,M.N.Liang,G.Meluleni,G.Pier,D.E.Ingber,G.M.Whitesides,Langmuir,2001,17,6336.
3）R.Valiokas,M.Östblom,S.Svedhem,S.C.T.Svensson,B.Liedberg,J.Phys.Chem.B,2002,106,11550.
4）D.W.Mosley,M.A.Sellmyer,E.J.Daida,J.M.Jacobson,J.Am.Chem.Soc.,2003,125,10532.
5）G.B.Sigal,M.Mrksich,G.M.Whitesides,J.Am.Chem.Soc.,1998,120,3464.
6）A.Sethuraman,M.Han,R.S.Kane,G.Belfort,Langmuir,2004,20,7779.

新製品

メーカーコード希望納入価格（￥）容量品名

S35020,00010mgSulfobetaine3-undecanethiol
A50814,00010mg5-Amido-1-pentanethiol

48,000100mg
A50914,00010mg7-Amido-1-heptanethiol

48,000100mg
A51014,00010mg10-Amido-1-decanethiol

48,000100mg


