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1．はじめに
医薬品は体内に取り込まれたのち肝臓をはじめとする種々の組織

において複数の代謝酵素による変換を受ける。これを薬物代謝とい
うが、通常、代謝物は水溶性が増し、体外へ排泄されやすい形へと変
換される。薬物代謝経路には酸化、還元、加水分解等を行う第Ⅰ相
反応と、極性の高い置換基を付加する第Ⅱ相反応に大別される。第
Ⅰ相及び第Ⅱ相反応は連続的に行われる場合が多く、第Ⅰ相を担う
代表的な薬物代謝酵素にはシトクロムP450（CYP）があり、第Ⅱ相
酵素にはUDP-グルクロン酸転移酵素（UDP-glucuronosyl-
transferase,UGT）や硫酸転移酵素（sulfotransferase,SULT）な
どが挙げられる。多くの医薬品は代謝によって不活化されるが、
近年、一部の医薬品が代謝により毒性を増し、副作用などを引き
起こすことが明らかになってきた。これを受けて、2008年には
米国食品医薬品局（FDA）から「医薬品代謝物の安全性に関する
ガイダンス」が出され、医薬品開発における基礎研究の段階から
代謝物の安全性試験を実施する必要が出てきた 1）。安全性試験で
はヒトが医薬品を摂取した際に体内で生じる代謝物を合成し、実
験動物に投与して毒性を評価する必要がある。
医薬品代謝物の調製法には有機合成の他、医薬品を投与した実

験動物の胆汁や尿からの代謝物の単離、および肝臓ミクロソーム
などの粗酵素画分を用いた生合成法などがある（表1）。一般に実

験動物を使用した安全性試験にはグラム単位の代謝物が必要であ
り、有機合成法による調製が有用であるが、位置および立体選択
的な水酸化あるいは抱合化は困難であるため、多くの場合、医薬
品自身とは全く異なる合成ルートを考案する必要があり、多大な
コストと手間がかかる。また、生体試料からの単離や酵素合成法
により調製可能な量は数十mg程度であり、グラム単位の代謝物
調製は技術的およびコスト的に困難である。そこで、筆者らは出
芽酵母Saccharomycescerevisiaeに種々の薬物代謝酵素を発現
させ、医薬品代謝物の効率的な生産システムを構築した。本稿で
は、薬物代謝酵素発現酵母による代謝物合成の特徴と、医薬品や
食品由来成分からの代謝物合成例について紹介する。

XenobioticphaseIandIIreactionsgenerallyrenderacompound
more watersoluble and pharmacologically inactive,thereby
eliminatingtheneedforfurtherevaluation.ConjugationinphaseII
processisthemostcommonpathwayfordetoxificationand
eliminationofhydrophobicxenobioticsinmammals.However,if
themetaboliteformsatoxiccompoundsuchasacylglucuronide,
additionalsafetyassessmentmaybeneeded.In2008,FDA
providedanewguidanceforsafetytestingofdrugmetabolites.
Generally,synthesisofenoughamountsofmetabolitesforsafety
testing is often difficult in conventional methods. Thus,
developmentoftheefficientsystem formetaboliteproduction
oftenbecomescriticalduringstudiesofxenobioticmetabolism
undertakeninthedevelopmentofanewpharmaceuticalproduct.
Wehaveestablishedwholecell-dependentproductionsystems
for human drug metabolites using genetically engineered
Saccharomycescerevisiaecells.Weconstructedtheexpression
systemsof20cytochromeP450（CYP）,38UDP-glucuronosyl-
transferase（UGT）,and6sulfotransferase（SULT）isoforms,and
wesuccessfullyproducedafewhundredmilligram-quantitiesof
metabolitesfromseveraldrugsubstratesin1Lreaction.Efficient
productionofacyl-glucuronideswhicharechemicallyreactivewas
attainedbyusingnotonlyhumanbutalsoothermammalianUGT
isoforms.Wealsoconstructedco-expressionsystemsofphaseI
andphaseIIenzymescombinedwithCYPandUGTisoforms,
resultinginthereconstructionofsequentialmetabolisminhumans.
Thesesystemswouldbeusefulforproductionofdrugmetabolites
andpredictionofdrugmetabolismforpharmaceuticalcandidates.

薬物代謝酵素発現酵母を用いたヒト代謝物生産システム
Wholecell-dependentproductionofhumanmetabolitesusinggeneticallyengineeredyeastcells
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表１ 医薬品代謝物調製法の比較
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2．出芽酵母を用いた薬物代謝酵素発現シス
テムの構築

1985年、榊らは出芽酵母Saccharomycescerevisiaeを宿主と
して薬物代謝に関与するP450およびNAPDH-P450還元酸素を発
現させることに成功し、ヒト由来P450分子種発現酵母を用いて
さまざまな医薬品代謝物を調製することが可能となった2）3）4）。さ
らに生城らはP450とUGTを酵母に同時発現させることにより、
医薬品の連続的な代謝反応を再現した 5）。これらの酵素が局在す
るミクロソーム画分を使用した代謝物調製が可能になったが、
UGTによるグルクロン酸抱合反応には補酵素として高価なUDP-
グルクロン酸（UDP-glucuronicacid,UDP-GA）を添加しなけれ
ばならず、安全性試験に必要な代謝物の大量調製にはコスト面で
の課題があった。同様に、invitroでのSULTによる硫酸抱合反応
には、UDP-GAよりもさらに高価な補酵素である活性硫酸（3’-
phosphoadenosine-5’-phosphosulfate,PAPS）の添加が必要であ
り、安全性試験に必要な量の代謝物調製には補酵素の添加を必要
としない生産システムの確立が必要であった。そこで、補酵素供
給系を含んだ酵母菌体を用いたバイオコンバージョン法による代
謝物生産システムの確立を試みた。

3．バイオコンバージョン法による医薬品代
謝物の生合成

酵母菌体内で薬物代謝反応を再現するためには、前述の補酵素
供給系が予め酵母内に備わっていることが必要である。酵母にお
いては硫酸抱合反応に必要な補酵素であるPAPS合成系を有して
いるが 6）7）、UGTの補酵素である UDP-GA合成に必要なUDP-グ
ルコース脱水素酵素（UDP-glucosedehydrogenase,UGDH）を
持っていない。そこで、UGTおよびUGDHの同時発現酵母を構
築し、菌体内でのグルクロン酸抱合反応を可能にした。UGTおよ
びUGDH同時発現酵母の構築により、酵母培養液中に基質となる
医薬品を添加するだけで容易に代謝物を生産することが可能にな
り、代謝物生産コストの大幅な削減に成功した。また、菌体をそ
のまま反応に用いるため粗酵素画分調製の時間も不要になり、容
易に大量の代謝物を調製することが可能となった（図1）。

4．薬物代謝酵素発現酵母を用いた代謝物生
合成

P450、UGTおよびSULTはいずれも遺伝子ファミリーを形成し、
多くの分子種が存在する。我々はヒトおよび動物由来の薬物代謝
酵素発現系を構築し、これまでに19種類のCYP、38種類のUGT
および6種類のSULT発現酵母を揃えている（図2）。多様な分子
種の品揃えにより、幅広い化合物への対応が可能となり、これま
でに多くの医薬品や食品成分の代謝物を調製した。方法は以下の
通りである。遺伝子組換え酵母は予め10Lスケールで培養して集
菌し、使用時まで冷凍保存することが可能である。代謝物調製に
際し、まずは小スケールにおける代謝スクリーニング試験により
最適分子種を選定し、0.1～1Lスケールで反応を行うことで、容
易に代謝物を調製することができる（図3）。モデル化合物であ
る7-ヒドロキシクマリン（7HC）を基質とした場合、UGT発現
酵母によるグルクロン酸抱合体への変換反応は概ね24時間で終
了する（図4）。生合成反応後の代謝物精製は反応液と菌体双方を
抽出するが、菌体外に代謝物が多く存在するケースが多く、遠心
分離で菌体を沈殿させ、代謝物を精製することも可能である。現

図1 薬物代謝酵素発現酵母を用いたグルクロン酸抱合体製造法の
比較 図2 薬物代謝酵素発現酵母のラインナップ

図3 薬物代謝酵素発現酵母を用いた代謝物調製スキーム
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在、1リットルの反応系あたり数十～数百mgの代謝物合成が可
能となっている。本法の特長として、酵素源調製にかかる工程が
遺伝子組換え菌体の大量培養と回収のみであり、酵素源の調製と
管理が非常に容易であるため、反応をさらにスケールアップすれ
ばグラム単位の代謝物調製が可能となる。
また酵素法による代謝物調製の特長として、特異的代謝物の取

得が容易であることが挙げられる。免疫抑制剤として使用される
ミコフェノール酸はその構造中にフェノール性水酸基とカルボキ
シル基を持ち、両方の官能基がUGTによるグルクロン酸抱合反
応を受ける。そのうちカルボキシル基における抱合は反応性の高
いアシルグルクロン酸抱合体を生じ、炎症反応を介した肝障害な
どの副作用を起こすことが懸念されている。UGT発現酵母を用
いてミコフェノール酸の代謝スクリーニングを行った結果、ヒト
UGT分子種においてはフェノール性水酸基が抱合されたエーテ
ル型グルクロン酸抱合体のみが合成されたが、ラットUGT2B1は
アシルグルクロン酸抱合体を選択的に合成した（図5）。同様にカ
ルボキシル基を有する複数の医薬品で代謝スクリーニングを行っ
た結果、ラットUGT2B1は効率的にアシルグルクロン酸抱合体が
生成した（表2）。このように、ヒト由来UGTでの生合成が困難
な場合でも、他の動物種由来UGTを使用することにより目的代
謝物を特異的に調製することが可能である。これらの医薬品のア
シルグルクロン酸抱合体はヒト体内においても合成されることが
知られているが 13）14）15）16）17）、ヒトUGT発現酵母での合成効率
は極めて低かった。UGTに限らず他の薬物代謝酵素においても、
ヒト以外の動物由来の酵素を幅広く取り揃えることは重要である。
ポリフェノールは複数のフェノール性水酸基をもつ植物由来成

分の総称であり、フラボノイドをはじめとしたポリフェノール類
は速やかに薬物代謝酵素による代謝を受け、不活化・排泄される

ことが知られている 9）。近年の報告では、体内に残存したフラボ
ノイド代謝物が炎症部位に蓄積し、加水分解酵素による脱抱合を
受けることで生じたアグリコンが局所的な生理作用を及ぼす可能
性が示され 10）11）12）、食品成分の機能性評価においても代謝研究の
重要性が高まっている。多くのポリフェノールは構造中の水酸基
がUGT、SULTやCOMTなどの第Ⅱ相酵素により代謝され、複数
の代謝物を生じる。SULT発現酵母を用いてブドウ果皮やそれを
使用したワインに多く含まれるポリフェノールであるレスベラト
ロールを代謝させた結果、SULT1A3は3位硫酸酸抱合体を、
SULT2A1は4’位硫酸抱合体をそれぞれ選択的に合成した。一方
でSULT1E1は3位および4’位における両抱合反応を触媒した（図
6）。このように、薬物代謝酵素発現酵母の最適分子種を選定する
ことにより位置選択的に抱合化を受けた代謝物を合成することが
可能であった。

5．連続代謝反応による複数代謝物の調製
前述の通り、薬物代謝反応は複数の酵素が関与する多段階の代

謝反応により成り立つものが多い。我々は、前述のP450電子伝
達成分系とグルクロン酸抱合反応系の同時発現系を構築し、第Ⅰ
相および第Ⅱ相反応の連続的な代謝反応を酵母内に再構築するこ
とに成功した。CYP/UGT同時発現系については5種のヒト由来
CYPと7種のヒト由来UGTの組み合わせにより35種類のヒト
CYP/UGT同時発現酵母株を構築した。モデル化合物として使用
した7-エトキシクマリン（7EC）に対するCYPによる代謝経路
は、脱エトキシ反応により7HCを生じる経路と3位水酸化反応の
二通りがある。35種類のCYP/UGT同時発現酵母による7EC代
謝解析を行ったところ、全ての分子種で脱エトキシ反応と3位水
酸化反応から始まる連続代謝反応を確認した（図7）。また、7EC
の連続代謝による7HCと7HC-グルクロン酸抱合体の同時調製

図4 ヒトUGT1A6発現酵母による7HC代謝反応の経時変化

図6 ヒトSULT1A3,1E1および2A1発現酵母によるレスベラト
ロール代謝様式の違い

表2 UGT発現酵母を使用したアシルグルクロン酸抱合体生産

図5 ヒトUGT1A9およびラットUGT2B1発現酵母によるミコフェ
ノール酸（Mycophenolicacid,MPA）代謝様式の違い
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には、ラットCYP1A1/ヒトUGT1A6同時発現酵母の使用が有用
であった（図8）。
代 表 的 な 非 ス テ ロ イ ド 系 抗 炎 症 剤（non-steroidalanti-
inflammatorydrugs,NSAIDs）であるジクロフェナックは、CYPお
よびUGTにより連続的に代謝される 17）。ヒトCYP2C9/ラット
UGT2B1発現酵母を用いることで、単回反応により酵母内で連続
的な代謝反応を行い、水酸化体とグルクロン酸抱合体を同時調製
することに成功した（図9）。また、ジクロフェナックとヒト
CYP2C9発現酵母との反応液上清をラットUGT2B1発現酵母と
の反応に用いることにより、2ステップでの代謝物調製に成功し
た（図10）。

6．おわりに
これまで薬物代謝反応はその多くが不活化反応と考えられ、代

謝物自体の活性は見過ごされがちであったが、近年医薬品の活性
代謝物による毒性だけでなく、食品成分由来代謝物の機能性に関
する報告も相次いでいる。また、薬物代謝酵素は肝臓の他、腸粘
膜にも高発現しており、腸管における代謝は医薬品や機能性食品
成分のバイオアベイラビリティを考慮する際の重要なファクター
となる。したがって、これらの代謝研究を行うに当たり代謝物の
需要はますます高まってくることが予想される。
平成23年4月に富山県立大学発ベンチャー企業、（株）TOPU

バイオ研究所が設立され、薬物代謝酵素発現酵母による代謝物製
造が事業化された。現在も酵素源の拡充を図っており、調製可能
な代謝物数は飛躍的に増加している。本技術が医薬品や食品成分
の代謝研究推進の一助となれば幸いである。

図7 ヒトCYPおよびヒトUGT同時発現薬物代謝酵素発現酵母を用
いた7ECの連続代謝と代謝様式比較
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NewsNo.157(2016)

5

［著者プロフィール］
氏名：西川 美宇 （MiyuNISHIKAWA）
所属：1）株式会社TOPUバイオ（トップバイオ）研究所

2）富山県立大学
連絡先：〒939-0398 富山県射水市黒河5180

TEL：0766-56-0155、FAX：0766-56-0155
E-mail：nishikawa@topubio.co.jp

出身学校：酪農学園大学大学院獣医学研究科
学位：博士（獣医学）
現在の研究テーマ：医薬品・食品成分の代謝様式および作用メカ

ニズムの解明

氏名：生城 真一 （ShinichiIKUSHIRO）
所属：富山県立大学
連絡先：〒939-0398 富山県射水市黒河5180

TEL：0766-56-7500（内線602）、FAX：0766-56-2498
E-mail：ikushiro@pu-toyama.ac.jp

出身学校：広島大学総合科学部
学位：博士（学術）
現在の研究テーマ：異物代謝酵素による食品中機能性成分の代謝

研究

氏名：榊 利之 （ToshiyukiSAKAKI）
所属：富山県立大学
連絡先：〒939-0398 富山県射水市黒河5180

TEL：0766-56-7500（内線601）、FAX：0766-56-2498
E-mail：tsakaki@pu-toyama.ac.jp

出身学校：京都大学大学院理学研究科
学位：博士（理学）
現在の研究テーマ：医薬品・食品成分の代謝様式および作用メカ

ニズムの解明

3) T.Sakaki,M.Shibata,Y.Yabusaki,H.MurakamiandHOhkawa.,DNA
CellBiol.,1990,9(8):603-614.

4) T.Sakaki,S.Kominami,S.Takemori,H.Ohkawa,Akiyoshi-ShibataM.
andY.Yabusaki.,Biochemistry,1994,26;33(16):4933-4939.

5) S.Ikushiro,M.Sahara,Y.Emi,Y.YabusakiandT.Iyanagi,Biochim.
Biophys.Acta.,2004,1672(2):86-92.

6) U.SchriekandJ.D.Schwenn,ArchMicrobiol.,1986,145(1):32-38.
7) S.Karamohamed,J.Nilsson,K.Nourizad,M.Ronaghi,B.Petterssonand

P.Nyrèn.,ProteinExpr.Purif.,1999,15(3):381-388.
8) S.Ikushiroetal.(inpress)
9) B.Wu,K.Kulkarni,S.Basu,S.ZhangandM.Hu.,J.Pharm.Sci.,2011,

100(9):3655-3681.
10)生城ら， ビタミン， 2009,83,351.
11)J.Terao,K.MurotaandY.Kawai,FoodFunct.,2011,2(1):11-17.
12)A.Ishisaka,K.Kawabata,S.Miki,Y.Shiba,S.Minekawa,T.Nishikawa,R.

Mukai,J.TeraoandY.Kawai.,PLoSOne.,2013,19;8(11):e80843.
13)N.Picard,D.Ratanasavanh,A.Prémaud,Y.LeMeurandP.Marquet.,

DrugMetab.Dispos.,2005,33(1):139-146.
14)J.Sato,Y.Yamane,K.ItoandH.Bando.Biol.Pharm.Bull.,1993,16(8):

811-812.
15)P.Gaganis,J.O.MinersandK.M.Knights,Biochem.Pharmacol.,2007,

15;73(10):1683-1691.
16)P.N.Langendijk,P.C.Smith,J.Hasegawaand L.Z.Benet,J.

Chromatogr.,1984,11;307(2):371-379.
17)S.Kumar,K.Samuel,R.Subramanian,M.P.Braun,R.A.Stearns,S.H.

Chiu,D.C.EvansandT.A.Baillie,J.Pharmacol.Exp.Ther.,2002,303(3):
969-978.

硫化水素イオン定量用試薬

-SulfoBiotics-Sulfidedibimane
-SulfoBiotics-Sulfidedibimane（S34）

＜特長＞
1．硫化水素イオン定量のための標準物質
2．HPLC及びMSに適用可能
3．標準物質の合成が不要

Monobromobimaneを用いた分析法は、最も高感度で汎用性の高
い硫化水素検出法として利用されています。Monobromobimane
は、チオール特異的蛍光ラベル化剤であり、硫化水素1分子に対
し、2分子のBimaneが結合した化合物（Sulfidedibimane）を生
成します（図1）。Sulfidedibimaneは、monobromobimaneがグ
ルタチオンやシステインなどのチオール化合物と反応した
bimane化合物とのHPLC分離が可能であり、また生成した化合
物が蛍光を有するため、蛍光検出による高感度分析ができます。
最近では、Sulfidedibimane（S34）と質量分析装置（MS）を併用
することでさらなる高感度化と高選択性を達成した方法が報告
され、硫化水素だけではなく、SH基を有する種々の生体物質の
詳細な解析法として確立されつつあります。

メーカーコード容量品名
SB1510nmol×5-SulfoBiotics-Sulfidedibimane
SB1610nmol×5-SulfoBiotics-Sulfidedibimane（S34）

試作品

図1 Monobromobimaneと硫化水素の反応

図2 HPLC解析例 図3 MS解析例

HPLCおよびMSによる測定例
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佐藤 貴哉

東北大学大学院理学研究科化学専攻

SmallinterferingRNA（siRNA）hasbeengainingmuchattention
as a next-generation therapeutics for targeting previously
‘undruggable'diseases such as cancerand viralinfection.
However,thepracticalimplementationishinderedmainlybythe
developmentofefficientand safe deliverycarriers.Forthe
successfuldevelopmentofsuchdeliverycarriers,usefulanalytical
methodsincludingfluorescenceimagingarestronglyrequiredto
facilitate the assessmentofsiRNA delivery process atthe
molecularlevelinlivingcells.Here,webrieflyreviewconventional
imagingmethodsforcellularsiRNAdelivery,andthenwepresenta
newimagingmethodusingsiRNA-selectivefluorescentprobethat
wehaverecentlydeveloped.

siRNA選択性蛍光プローブを用いた細胞内デリバリーイメージング解析
FluorescenceimagingofsiRNAdeliverybysiRNA-selectivefluorescentprobe

Summary

西澤 精一

東北大学大学院理学研究科化学専攻
教授

1．はじめに
1998年にA.Fire,C.C.Melloらによって発見されたRNA干渉

（RNAi:RNAinterference）1）、ならびにRNAiを誘起することが示
された小分子RNA二重鎖（siRNA:smallinterferingRNA）2,3）は、
ここ15年あまりの生化学分野の飛躍的な進歩を支えている。今
現在、siRNAは遺伝子発現パターンを制御し得る強力なツールと
して、その有用性が広く認められており、特に最近では、がんや
ウイルス感染症、神経疾患といったこれまでの難治性疾患に対し、
遺伝子レベルでの治療方法を開発する次世代型核酸医薬品として
もますます研究・臨床試験が活発化している 4）。しかしsiRNA医
薬開発が始まってから15年近くたった現在、承認に至ったもの
はない（2016年4月現在）。実用化の課題とされているのが
siRNAを標的組織・細胞へ輸送するデリバリーシステムの構築で
あり、これと同時に必要な情報（導入効率、局在、細胞内半減期
など）を分析する手法の開発が必要となる。最近、我々はsiRNA
選択的な結合機能を有する蛍光プローブを開発し、これに基づく
独自のsiRNAデリバリー過程のイメージング解析法を提案して
いる。ここではsiRNAの特徴と既存のイメージング解析法につ
いて化学的視点から簡潔に概観した後、我々が開発したイメージ
ング手法を紹介する。

2．siRNAの構造的特徴
siRNAは一般に19-21塩基長のRNA二重鎖（dsRNA）である。

細胞内に長いdsRNAが導入されると、細胞質に存在するdsRNA
切断酵素（Dicer:RNaseⅢの一種）により切断されてsiRNAが生
成する5）。この際3’末端に2塩基飛び出したオーバーハング構造
が生成する。siRNAはRNAi機構の中核を担うArgonauteタンパ
ク質などとRISC（RNA-inducedSilencingComplex）複合体を形
成し、配列特異的な標的RNA切断を誘発するが、このRISC複合
体はArgonauteタンパク質のPAZドメインへオーバーハング塩基
が入り込むことで安定化している 6）。通常、化学合成される

siRNAには、こうした構造を模して3’末端にdTdT（デオキシリ
ボチミン）オーバーハング2塩基を付与する。PAZドメインは疎
水性のアミノ酸が保存されたポケットであるため、どんな組み合
わせのオーバーハング塩基でもよいが、合成コストを抑えるため
にdTdTが汎用されている 3）。また、オーバーハング塩基はオー
バーハングのない単純なdsRNAと比較して、ヌクレアーゼ分解
耐性の向上にも寄与する。

3．siRNA医薬の実用化に向けた課題
核酸医薬開発にあたっては、その酵素耐性の低さおよび細胞膜

透過性の低さが大きな課題となる。酵素耐性の低さはRNAでは
特に顕著であり、たとえば天然のRNA分子は血中での半減期が
2-6分と極めて短い 4）。また、RNAは親水性のポリアニオンであ
るため、負に帯電した細胞膜（脂質二重膜）を貫通することはで
きない。これらの課題を克服するため、siRNAの化学修飾やキャ
リアによる輸送技術が活用されている。化学修飾はsiRNAの酵
素分解耐性の向上 4）や免疫システムによる認識の回避 7）に寄与し、
RNAi効果を向上させることも可能である 8）。これまで承認され
た核酸医薬3例（Vitravene,Macugen,Kynamuro）はいずれも化
学修飾を施されたものであったことからも、その必要性がうかが
える。これに加えて患部への直接注射を用いない、経口薬として
siRNA医薬を開発する場合、キャリアの利用がほぼ必須である。

4．実用化の要であるデリバリーキャリア
デリバリーキャリアの多くはsiRNAと静電相互作用を介して
siRNA/キャリア複合体を形成し、RNaseからの分解を阻害し、血
中の動態を調節する役割を果たす。siRNA医薬の実用化において、
優れた輸送能力を持つキャリアの開発が律速段階と考えられてい
る。これまでに多くのキャリアが開発されているが、その中で最
も実用化に近いと言われているのが、カチオン性脂質ベースの
キャリアであり、それに続くのがポリマーベースのキャリアであ
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る 9）。キャリア設計にあたっては、内包したsiRNAを患部へ輸送
し、必要な時に必要量のsiRNAを放出し続ける能力（徐放性）が
求められる。そのためには、キャリアの高度かつ精密な分子設計
と、その輸送能力を生きた細胞内で分子レベルで評価することが
必要である。

5．デリバリー過程の生細胞内イメージング
解析

細胞内へのデリバリー過程は、蛍光イメージング技術を利用す
ることで高感度にかつリアルタイムで解析可能である。デリバ
リ ー 過 程 に は、siRNAの 取 り 込 み（uptake）、細 胞 内 輸 送

（trafficking）、siRNA放出（releasing）といった多くの注目すべき
段階がある。同時にsiRNA導入によるRNAi活性の評価や細胞毒
性評価も行わなければならない。siRNA自身は無蛍光であるため、
解析には蛍光色素をsiRNAやキャリアに修飾する必要がある。
下記にまとめたラベル化法にはそれぞれの特徴・欠点があり、デ
リバリー過程の中でも解析可能な段階が異なる。

5-1．キャリアのラベル化
量子ドットをはじめとする蛍光性ナノ粒子は、その粒径や分光

特性の調節が容易で、表面修飾を施しやすい機能性ナノマテリア
ルである。この表面にsiRNAを共有結合あるいは静電相互作用
を介して修飾することで、ナノ粒子がデリバリーマテリアルとし
て機能することが報告されている（Fig.1A）10）。一般に、有機色
素と比べると輝度が大きく退色しにくい優れた分光特性を有して
おり、蛍光性ナノ粒子をキャリアとして用いれば、siRNA/ナノ粒
子複合体の取り込みや輸送を追跡することが可能である。しかし
ナノ粒子のコアを形成するカドミウムなどの元素の毒性が懸念さ
れている。また広く用いられる脂質やポリマーベースのキャリア
は無蛍光性であり、有機合成で色素を修飾することは必ずしも容
易ではない。そのためイメージング解析に適用可能なキャリアに
は制限がある。

5-2．siRNAのラベル化
蛍光イメージング法の多くはsiRNAへ有機蛍光色素を共有結

合で修飾する手法を用いている。この方法では市販の蛍光色素を
siRNAの末端に修飾し、任意のキャリアを用いてトランスフェク
ションを行うことで、siRNAの取り込み・細胞内局在を直接追跡
することが可能である（Fig.1B）11）。特に適当な2種類の色素を
同一siRNA分子に修飾することで、そのFRET（Fluorescence
ResonanceEnergyTransfer）シグナルを解析に用いることができ
る 12）。FRETは色素同士が近接した時にのみ得られるため、その
シグナルは二重鎖状態のsiRNAに由来する点で特徴的である。
個々の色素のシグナルを追えば、センス鎖とアンチセンス鎖を区
別してそれぞれの鎖の挙動を別々に調べることもできる（Fig.
1C）。また蛍光性の擬塩基を用いた解析法も提案されている
（Fig.1D）。蛍光性シトシン類縁体 PhenylpyrroloC13）やシアニン
色素であるチアゾールオレンジ（TO:ThiazoleOrange）14）をsiRNA
に組み込むことで、siRNAの細胞内取り込みや局在だけでなく、
RISC複合体を可視化 14）できることが報告されている。
一般に、蛍光色素の修飾はsiRNAとRISCタンパク質との相互

作用を阻害して、RNAi活性の減少を引き起こしてしまうことが
課題で、修飾部位として、センス鎖の5’末端を選ぶとsiRNAのサ
イレンシング活性の減少が最小限に抑えられることが知られてい
る15）。また、トランスフェクションするsiRNAの内の数%のみを
色素修飾siRNAに置換することもしばしば行われる。しかし、通
常の蛍光色素は比較的疎水性が高く、ミトコンドリアなどの細胞
内小器官やタンパク質へ非特異吸着してしまうことによる局在パ
ターンの変化に注意が必要である。さらに多くの色素は常に蛍光
シグナルを発しているため、siRNAが分解されたのちに遊離する
色素からのシグナルは、siRNAの挙動を反映していない擬陽性シ
グナルとなる点も解析上注意すべき点である。

6．siRNA結合性蛍光プローブによるアフィ
ニティーラベル化法の開発

従来のイメージング技術により、siRNAの細胞内デリバリー過
程の理解は格段に進んできた。しかし広く用いられているsiRNA
の色素修飾体はいわば「siRNAmimic」であることに注意しなけ
ればならない。特に分子量がそれほど大きくないsiRNAに対し

Fig.1 ConventionalsiRNAimagingmethodologies.
（A）siRNA bound on the surface ofa fluorescent
nanoparticle.（B）siRNA modified with an organic
fluorophoreattheterminal.（C）siRNAmodifiedwithapair
oftwofluorophores.（D）siRNAmodifiedwithfluorescent
baseanalogue（s）.
Ex:Excitationsource,Em:Emissionsignal.

Fig.2 ProbedesignandpossiblebindingmodeofPy-AA-TOto
thesiRNAoverhangstructure.ChemicalstructureofPy-AA-
TOandthesiRNAsequenceagainstFireflyLuciferaseGL2
genearealsoshown.（XX=dTdT,targetsiRNA;dAdA,
mismatchedsiRNA;none,fully-matcheddsRNA）
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蛍光色素を共有結合で連結することは、RNAi活性の減少といっ
た上記の問題を引き起こす原因であり、またコストやアッセイの
利便性の面でも決して最善の手法とはならないであろう。つまり
医薬としての本来の姿・機能を持ったsiRNAを用いてデリバリー
解析できることが望ましい。そこで我々は、siRNAに選択的に結
合する蛍光性プローブを用いたアフィニティーラベル化法を着想
した。すなわち非共有結合で標的siRNAをラベル化することが
できればsiRNA自身への色素修飾が不要となり、色素がもたらし
うるRNAi活性の低下や擬陽性シグナルといった問題への新しい
解決策になると考えた。同時に分析コスト、操作性、汎用性の面
でも優れた分析法となることも期待できる。

6-1．siRNA選択性蛍光プローブの設計と結合能評価
細胞内では多種多様な高次構造をとるRNAが大量に存在して

いる。そうした環境内でsiRNAへの選択的な結合を達成するた
めに、その3’末端オーバーハング構造とその近傍の二重鎖部位を
結合部位として着目した（Fig.2）16）。オーバーハング2塩基認識
部位として、それと相補的な2塩基ペプチド核酸（PNA:Peptide
NucleicAcid）を基本骨格として用い、このC末端へ二重鎖認識部
位としてlight-up型インターカレータであるチアゾールオレンジ
（TO）を連結した。さらに、N末端にはピレン（Py:Pyrene）を
連結することで、プローブPy-AA-TOを得た。
Fig.3にプローブのTO部位由来の典型的な蛍光スペクトルを

示す。一連の実験はホタルルシフェラーゼGL2遺伝子を狙った
siRNA配列（siGL2）を用いた。プローブ単体ではTO部位が励
起状態でねじれることによる無輻射失活によりほぼ無蛍光である。
ここへ等量のdTdTオーバーハングを有する標的siGL2を添加す
ると、40倍以上の蛍光量子収率増大を示した。これに対し一本鎖
に対する応答は10分の1程度と非常に小さかったことから、TO
部位は二重鎖の塩基対間へ結合していることが示唆される。塩基
対間へのインターカレーションによりTO部位の回転が抑制され、
明瞭なlight-up応答が観測されたものと考えられる。また、dAdA
オーバーハングを有するミスマッチsiRNAやオーバーハングの

ないフルマッチdsRNAに対しても蛍光強度は3分の1程度に抑
えられていた。このことからプローブのPNA部位がオーバーハ
ング構造、ならびにその塩基を識別していることが示唆された。
こうした選択的蛍光応答はRNAが過剰（～5倍）に存在した条
件下でも維持されていた（Fig.3,inset）。一方、Py部位を持たな
いプローブ（AA-TO）を用いた場合、RNAが等量以上存在すると
siRNA選択的な蛍光応答は見られなかったことから、Py部位が
選択的結合において重要な役割を果たしている。すなわち、ス
タッキング能力の高いPyを導入することにより、プローブはTO
部位とPy部位で分子内スタッキングした初期構造をとるため

（Fig.2参照）、TO部位単体の非選択的な結合（二重鎖部位への結
合）を抑制し、siRNA選択性が向上したと考えている。これに加
えて、結合時には末端のPNA-オーバーハング塩基対へ覆いかぶ
さることで2塩基の塩基対形成を促進する「分子キャップ」とし
て機能していると推測している（Fig.2参照）。
本プローブの解離定数（Kd）を蛍光滴定実験から算出したとこ

ろ（Fig.3,inset）、1.3μMと求まり、これは単純なRNA二重鎖
に対する値（7.0μM）よりも5倍以上小さいことが分かった。さ
らに、dGdGオーバーハング塩基に対しては、シトシン塩基を組
み込んだプローブを用いることで同様の選択性が得られたことか
ら、汎用性のある分子設計であると言える。

6-2．siRNAデリバリー解析
続いてPy-AA-TOをsiRNAのアフィニティーラベル化剤（非共

有結合に基づくラベル化剤）として利用し、デリバリー解析を試
みた 16,17）。siGL2と等量のPy-AA-TOを混合した緩衝溶液中にポ
リマーベースのキャリア（jetPRIMER,polyplus）を添加すること
で、キャリアにPy-AA-TOとsiRNAの錯体が内包された（Fig.
4A）。こうして生成したsiRNA/キャリア複合体の平均粒径は
238nmで、プローブを添加しなかった場合（227nm）と同程度
であった。この複合体の溶液をHeLa（ヒト子宮頸がん）細胞の

Fig.3 FluorescencespectraofPy-AA-TO（200nM）inthepresence
ofanequimolartargetsiGL2（red）,mismatchedsiRNA（blue）,
fully-matcheddsRNA（green）,orintheabsenceofRNA

（black）.Inset:fluorescencetitrationplotof1.0μM probe
with0.0-5.0μMRNA.
（ReproducedfromRef.16withpermissionfromtheRoyal
SocietyofChemistry）

Fig.4（A）SchematicillustrationoffluorescenceimagingofsiRNA
deliverybyusingPy-AA-TOasanaffinity-labelingagentfor
siRNA.（B）TypicalfluorescenceimagesoflivingHeLacells
at3hpost-transfection.
BF:BrightField,Green:Py-AA-TO,Blue:Hoechst33342.
Scalebar:20μm.
（ReproducedfromRef.17withpermissionfromtheJapan
SocietyforAnalyticalChemistry.）
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培地へ添加し、3時間後蛍光顕微鏡で観察したところ、細胞質に
Py-AA-TOの蛍光シグナルが輝点状に観測された（Fig.4B）。こ
れはエンドサイトーシスで取り込まれた複合体がエンドソーム内
にトラップされた状態であると考えられる。この小胞は時間が経
つと酸性化が進み、やがてリソソームへ融合する。実際にリソ
ソーム染色剤との共染色実験から、確かにプローブのシグナルの
大部分がリソソームと重なっていた（Fig.5）。ここで重要なこと
は、プローブのシグナルは今回の濃度条件では細胞質全体には見
られず、複合体に選択的であったことである。Alexa647を修飾
したsiRNAを用いて対照実験を行うと、Alexaのシグナルは細胞
質全体に観測されたことから、siRNAの一部はこの時間スケール
では既に細胞内全体に放出されていることが分かった。一方、プ
ローブのシグナルは変わらず複合体に由来する点状構造を示した。
これらの結果から、我々のプローブはsiRNA/キャリア複合体（複
合体状態のsiRNA）を選択的に可視化していることが分かった。
これは脂質ベースのキャリア（Lipofectamine2000R,invitrogen）
を用いても同様であった。
この性質は、細胞内取り込みや放出を定量する際に極めて有用

で、色素修飾したsiRNAを利用する従来法では困難な解析が可能
となる。例えば、汎用されるフローサイトメトリーを用いて、
siRNA/キャリア複合体を取り込んだ細胞数をプローブの蛍光シ
グナルを検出することで評価すると、培地添加後1時間で76%と
見積もられ、これはAlexa-siRNAを用いた従来法で得られた83%
という値とほぼ同程度であった（Fig.6）。このことは細胞内取り
込みの初期段階においては、複合体状態のsiRNAの取り込みを定
量的に評価できることを示唆している。さらに、培地添加後4時
間で培地を交換し、20時間まで培養時間を伸ばしてみると、プ
ローブのシグナルが観測される細胞数は徐々に減少していくこと
が分かった（Fig.6）。この結果は複合体が解消するにしたがって
プローブがsiRNAから解離し、蛍光シグナルがオフになったため
であると考えられる。実際、プローブのシグナル減少の半減期は

およそ1-2時間と見積もられ、類似のキャリアで報告されている
値 18）に近い。従って、本プローブを用いれば、siRNAの細胞内
取り込みだけでなく、その放出（あるいは複合体の解消）も簡便
に解析することが可能である。一方、Alexaのシグナルは4時間
での93%という値のまま20時間後も変化が見られなかった（Fig.
6）。これは、色素を修飾した場合では色素が複合体から放出され
た後も、siRNAの状態にかかわらず光り続けているためで、
siRNAの細胞内取り込みは解析できるものの、その後のsiRNA放
出過程を評価することはできないことになる。

6-3.RNAi活性への影響
デュアルルシフェラーゼアッセイにより、siRNAのサイレンシ

ング活性を評価した。本プローブでアフィニティーラベル化した
siGL2を導入した時の活性は、siGL2単体の活性と同程度で、約
80%であった（Fig.7）。これはsiRNAがキャリアから放出される
とプローブが速やかに解離した結果、インタクトなsiRNAが細胞
内に輸送されたためと考えられ、本プローブによるラベル化は
RNAi活性に影響を与えないことが示唆された。また今回の濃度
条件ではプローブ導入による細胞毒性は見られなかった。

Fig.5 FluorescenceimagesoflivingHeLacellstreatedwithPy-
AA-TO/siGL2-containingcomplexes（green）incombination
withlysosomestaining（red）at4hpost-transfection.The
colocalization ofPy-AA-TO/siGL2-containing complexes
andthelysosome-stainingprobeisdetectedasyellow
spots.Scalebar:20μm.
（ReproducedfromRef.17withpermissionfromtheJapan
SocietyforAnalyticalChemistry.）

Fig.6 FlowcytometricanalysisofHeLacellstreatedwithPy-AA-
TO/siGL2（black）or Alexa647-siGL2（gray）-containing
complexes.The percentages ofcells thatexhibited
fluorescenceatvarioustimepointsareshown.
（ReproducedfromRef.17withpermissionfromtheJapan
SocietyforAnalyticalChemistry.）

Fig.7 EffectoftheuseofPy-AA-TOasansiRNAaffinity-labeling
agentonthegenesilencingactivityofsiGL2.
（ReproducedfromRef.16withpermissionfromtheRoyal
SocietyofChemistry.）
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以上のように、本プローブを用いた解析では、本来のsiRNA活
性を殆ど損なうことなく一連の細胞内デリバリー過程を可視化・
評価することができる。共有結合を介した蛍光色素のラベル化に
基づく従来のイメージング手法とは異なり、医薬として本来の構
造と機能を維持したsiRNAのデリバリー過程を可視化できる点
に、本手法の本質的な価値がある。

7．おわりに
主に化学の観点からsiRNAデリバリーのイメージング解析に

ついて概観し、我々が提案している新しいイメージング法につい
て述べた。siRNA選択性蛍光プローブを利用したsiRNAイメージ
ング法は、キャリアに内包されたsiRNAを選択的に可視化する点
に特徴があり、複合体の取り込み・輸送から解消過程までを明瞭
に可視化することが可能である。また、キャリアにも蛍光色素を
修飾する必要がないため、実用化の要となるキャリア分子そのも
のの物性を評価し、かつsiRNAの活性との相関をより正確に評価
し得る点も優れた特徴となる。さらに低コストかつ操作性の高い
点も分析法として大きな利点となる。
一方、分子レベルでの挙動に加え、個体レベルでのsiRNA/キャ

リア複合体の薬物動態やRNAi活性との相関を調べることも重要
である。こうした分野では、自家蛍光や光散乱の影響を大きく受
けやすい蛍光イメージングよりも、陽電子放出断層撮影（PET:
PositronEmissionTomography）や 単 一 光 子 放 射 断 層 撮 影
（SPECT:SinglePhotonEmissionComputedTomography）、核磁
気共鳴画像法（MRI:MagneticResonanceImaging）、近赤外光な
どを用いたいわゆる「invivoイメージング」が近年急速に発展し
ている 19）。適切なモダリティを利用することで、イメージング技
術はsiRNA医薬の実現に向けた研究開発において強力な分析手
法になると考えられる。
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癌の研究や診断において、存在量の少ないマーカーの検出が極
めて重要とされている。癌マーカーの検出には抗体を用いた一般
的な免疫法が用いられているが、感度が不足しており実用的とは
言い難い。そのため、高感度な癌マーカー検出法の開発が必要不
可欠とされている。
CARD（catalyzedreporterdeposition）は、酵素を用いたシグ

ナル増幅システムであり、HRP（HorseradishPeroxidase）とチ
ラミド基質を用いたTSA（Tyramidesignalamplification）法が一
般的に用いられている。この方法では、チラミド基質が過酸化水
素存在下でHRPと反応すると、反応性に富むラジカル中間体に
変換され、近傍に存在するタンパク質中の電子リッチなアミノ酸
残基（チロシンやトリプトファン）と共有結合する。このラジカ
ル中間体は非常に寿命が短いため、HRP近傍にシグナルを増幅さ
せることが可能となる。チラミド基質として蛍光色素やビオチン
誘導体を用いれば、直接的な蛍光検出やアビジン-酵素複合体を
利用した種々の測定法に適用することが可能である。
本稿では、Polaskeらが開発したALP（Alkalinephosphatase）を

用いた新しいシグナル増幅システムQMSA（Quinonemethide
signalamplification）について紹介する。本システムは、基質が
ALPとの反応によってキノンメチド（QMs）と呼ばれる反応性の
シグナル分子を産生する機構に基づいている。基質がALPと反
応すると、リン酸基の加水分解に伴い、フッ素が脱離してキノン
メチドを形成する。このキノンメチドは近傍のアミノ基やチオー
ル基などの求核性の高い官能基と結合し、蓄積される。基質とし
て蛍光色素やビオチン誘導体を用いれば、TSA法と同様に増幅シ
グナルとして検出することができる（図1）。
Polaskeらは本手法を開発するにあたり、二種類のレポーター

分子（キノンメチド前駆体1,2）を用いて条件の最適化を試みて
いる（図2）。ジフルオロ型のキノンメチド前駆体1はジェミナル
なフッ素原子を有しているため、脱リン酸化効率とキノンメチド
反応率が低下する。そのため、標的部位以外への好ましくない拡
散が生じ、本手法の基質としては適していないことが確認されて
いる。一方で、モノフルオロ型のキノンメチド前駆体2は、最適
なpH条件において標的部位における明瞭なシグナル増幅が得ら
れることが確認され、この基質を用いた本手法の有用性が示され
ている。
TSA法に加え、ALPを用いた新しい手法QMSAを用いる利点と

して、多重染色への適用が可能となる点が挙げられる。Polaske
らは、TSA法にテトラメチルローダミン基質、QMSA法にCy5
基質を用いて、組織内の細胞膜と核の共染色を試みている。細胞
膜の染色にはE-cadherin、また核の染色にはKi67を抗原タンパク
質として、それぞれに対しTSA法とQMSA法を適用した結果、
明瞭な蛍光二重染色画像が得られており、多重染色への適用も可
能であることが確認されている。
今回の結果は、HRP以外の酵素を用いた高感度検出システムへ

の応用を示すものであり、多様な臨床診断や研究への展開が期待
できるものと考えられる。

TopicsonChemistry
キノンメチドシグナル増幅システム（QMSA）

同仁化学研究所 田中 敬子

［参考文献］
N.W.Polaske,B.D.Kelly,J.Ashworth-Sharpe,andC.Bieniarz,“Quinone
MethideSignalAmplification:CovalentReporterLabelingofCancerEpitopes
usingAlkalinePhosphataseSubstrates”,BioconjugateChem.,2016,27,660.

図1 キノンメチドシグナル増幅システム（QMSA）

図2 キノンメチド前駆体1，2の構造

第89回日本生化学会大会
期日：2016年9月25日（日）～27日（火）
会場：仙台国際センター展示場

展示ブースでお待ちしております。
ぜひ、お立ち寄り下さい。

学会展示、ポスター発表のご案内

テーマ 低酸素応答の光と影
－エリスロポエチン純化から40年－

日時：2016年10月28日（金）
場所：熊本ホテルキャッスル
講演予定
河北 誠（熊本第一病院）
山本 雅之（東北大学大学院医学系研究科）
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※参加登録開始は、2016年7月下旬を予定しております。

第27回フォーラム・イン・ドージン開催のお知らせ
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ミトコンドリア局在型一重項酸素検出
蛍光プローブ

Si-DMAforMitochondrialSingletOxygen
Imaging
＜特長＞
1．細胞内で一重項酸素の蛍光イメージングが可能
2．一重項酸素に非常に高い選択性

一重項酸素は活性酸素種の一つで、非常に強い酸化力を持ち、
皮膚のシミやシワの原因となることが知られております。最近
ではレーザー光と光感受性物質により発生する一重項酸素を利
用する光線力学的治療法も行われております。一重項酸素を検
出する既存の蛍光試薬は、細胞膜を透過しないため細胞で使用で
きないという欠点がありましたが、真嶋らが開発した一重項酸素
検出蛍光試薬Si-DMAは細胞膜を容易に透過し、ミトコンドリア
に集積され一重項酸素に選択的に応答します 1)。Si-DMAは一重
項酸素と反応する前はほとんど蛍光を発しませんが、一重項酸素
と反応すると蛍光強度が増大します。そのため、これまでできな
かった、細胞内の一重項酸素蛍光イメージングが可能です。

メーカーコード希望納入価格（￥）容量品名

MT0520,0002μg
Si-DMAforMitochondrial
SingletOxygenImaging

本製品は大阪大学の真嶋哲朗教授らにより開発された製品です。

新製品

［参考文献］
1） S.Kim,T.Tachikawa,M.FujitsukaandT.Majima,J.Am.Chem.Soc.,

2014,136(33),11707-11715.
T.Majima,S.Kim,T.TachikawaandM.Fujitsuka,WO2015194606,A1(23,
December,2015)

図1 Si-DMAの細胞染色原理

図2 Si-DMAの一重項酸素反応特異性

マイトファジー検出蛍光プローブ

MitophagyDetectionKit
＜特長＞
1.低分子蛍光試薬を用いてマイトファジーを簡便に検出
2.蛍光顕微鏡による生細胞イメージングにも適用
3.付属のリソソーム染色試薬との共染色によりマイトファ
ジーの確認が可能

ミトコンドリアはエネルギー産生の場として知られ、細胞内で
重要な機能を持つオルガネラの一つです。近年では、アルツハイ
マー病やパーキンソン病の原因の一つに不良化したミトコンド
リアの蓄積が報告され、mitophagyがその中で重要な役割をもっ
た機構であることが明らかになってきています。mitophagyは酸
化ストレスやDNA損傷等により不良化したミトコンドリアを選
択的に除去するシステムであり、オートファゴソームにより隔離
され、リソソームと融合し消化されます。
小社ではmitophagyを検出する蛍光性低分子（MtphagyDye）を

製品化いたしました。MtphagyDyeは細胞内のミトコンドリア
に集積し、化学結合により固定化され、周りの環境により蛍光強
度が低くなっています。一方、mitophagyが誘導されると、ミト
コンドリアがリソソームと融合し、その結果MtphagyDyeの蛍
光強度が増大します。本キットはmitophagyを検出する
MtphagyDyeとリソソームを染色するLysoDyeで構成されてお
ります。

新製品

図1 MtphagyDyeによるmitophagy検出機構

メーカーコード希望納入価格（￥）容量品名
MD0136,0001setMitophagyDetectionKit
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S-ニトロシル化タンパク質解析キット

-SulfoBiotics-
ProteinS-NitrosylationMonitoringKit
＜特長＞
1.タンパク質のS-ニトロシル化状態が目視で分かる
2.ウェスタンブロット解析が可能
3.使いきりタイプで操作が簡便

タンパク質S-ニトロシル化反応は、一酸化窒素（NO）によっ
て起こる重要な翻訳後修飾であり、転写やタンパク質発現、シグ
ナル伝達などの様々な細胞機能の制御に関与していることが明
らかにされています。本キットには、タンパク質内遊離チオール
基のブロッキング剤、S-ニトロシル基の選択的還元剤およびS-
ニトロシル基還元後のチオール基のラベル化剤が含まれており、
タンパク質内のS-ニトロシル基をゲル電気泳動法、ウエスタン
ブロット法によって解析することが可能です。

レドックス応答性タンパク質解析キット

-SulfoBiotics-
ProteinRedoxStateMonitoringKitPlus
＜特長＞
1.タンパク質のSH基数が目視で分かる
2.ウェスタンブロット解析が可能
3.使いきりタイプで操作が簡便

タンパク質システインのチオール基修飾は、代表的な翻訳後修
飾の一つであり、生体内のレドックス変化に応答して生じます。
近年、このようなチオール基の修飾が、転写やタンパク質発現、
細胞死などの様々な細胞応答を制御していることが明らかにさ
れてきています。チオール基の翻訳後修飾によるタンパク質の
機能制御を理解するためには、個々のチオール基の酸化還元状態
を解析することが必要不可欠です。
本製品を用いることで、タンパク質のチオール基のレドックス

状態をウェスタンブロット法において可視化することが可能で
す。

-SulfoBiotics-ProteinRedoxStateMonitoringKitPlusの解析原理

本キット中のSH標識試薬は、タンパク質へのラベル化後にUV
光の照射によりラベル化物を切断することが可能であるため、ウ
エスタンブロットによる解析が可能となります。
※動物細胞用に最適化されています。

20samples包装追加

メーカーコード希望納入価格（￥）容量品名

SB12
23,0005samples-SulfoBiotics-ProteinRedox

StateMonitoringKitPlus 50,00020samples
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メーカーコード希望納入価格（￥）容量品名

SB1459,00020samples
-SulfoBiotics-Protein

S-NitrosylationMonitoringKit

本製品は東京工業大学の久堀教授、原特任助教らにより開発され
た高分子ラベル化剤を使用しております。

新製品

本製品は東京工業大学の久堀教授、原特任助教らにより開発され
た製品です。

図1 電気泳動によるタンパク質SH基数の可視化

その他の生体硫黄関連試薬は下記キーワードで検索下さい。

関連試薬
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細胞毒性測定LDHAssayKit

2000tests包装追加

CytotoxicityLDHAssayKit-WST
＜特長＞
1.生細胞存在下（ホモジニアス）、および細胞培養液のみ（ノンホモジニアス）の両方の系で死細胞数の測定が可能
2.測定毎の溶液調製が不要
3.［51Cr］リリースアッセイのようなラジオアイソトープは不要

CytotoxicityLDHAssayKit-WSTの測定原理

メーカーコード希望納入価格（￥）容量品名

CK12
9,600100tests

CytotoxicityLDH
AssayKit-WST

25,400500tests
38,0002000tests

CytotoxicityLDHAssayKit-WSTは、細胞から培地中に放出され
た乳酸脱水素酵素（LDH）活性を測定することにより細胞傷害を測
定するキットです。本キットは、生細胞と反応せず、かつ、細胞に
ダメージを与えないため、生細胞と死細胞が混在する細胞培養液中
に直接試薬を加えても細胞傷害を測定することが可能です（ホモジ
ニアスアッセイ）。なお、一般的に用いられる細胞培養液を取り出
してLDH活性を測定する方法も可能です（ノンホモジニアスアッセ
イ）。また、調製した溶液は長期間保存でき、用時調製する必要があ
りません。そのため、多検体アッセイから、少ない検体数の測定に
も対応することができます。

Workingsolution調液後の安定性評価
LDHアッセイに使用するWorkingsolutionは、調製後6ヶ月間冷蔵
にて保存が可能です。調製後の溶液が安定なため、試薬の無駄を省
くことができます。

例えば、小社CellCountingKit-8は生細胞の呼吸活性を測定する
キットですが、測定原理上、毒性試験を行う上で、生細胞が減少し
ているのか、もしくは細胞自体の活性が落ちているのか分かりませ
ん。そこで別の指標を用いて細胞アッセイを行いデータの裏付けを
取ることが重要です。
右図のデータは、HeLa細胞にMitomycinCを各濃度で添加した

際の細胞毒性をCellCountingKit-8とCytotoxicityLDHAssayKit-
WSTを併用して測定した結果です。CellCountingKit-8を用いた生
細胞アッセイでは、MitomycinCの濃度が高くなる程、吸光度が減
少しており、一方でCytotoxicityLDHAssayKit-WSTを用いた死細
胞アッセイでは吸光度が増加しており、毒性試験により生細胞が減
少している確かなデータが得られました。

細胞毒性試験の比較
複数の指標で細胞を測定し、データの裏付けを取ることをオススメ
します。
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