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Photodynamictherapy(PDT)isatherapeutictreatmentusing
lightandphotosensitizer,whichgeneratescytotoxicsubstancesby
lightirradiation.Singletoxygen(1O2),areactiveoxygenspecies
generatedbyphotosensitizerinthetripletexcitedstate,playsa
keyroleincytotoxicityofPDT.Thus,understandingthebehaviorof
intracellular1O2 isimportantin orderto elucidatemolecular
mechanismandimprovetherapeuticefficacyofPDT.Inthisreview,
how to develop a fluorescence probe forvisualization of
intracellular1O2duringPDTisillustratedwithabriefintroductionof
photoinducedelectrontransfer(PET).

光線力学療法で発生する一重項酸素の視覚化のための蛍光プローブSi-DMAの開発
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1．はじめに
光線力学療法（Photodynamictherapy、PDT）は、光励起によっ
て活性酸素種を生成する薬物（＝光増感剤）を投与し、がんのよ
うな体内の有害組織および感染症、皮膚病などの疾病を治療する
方法である（図1）。光を利用する様々な治療法に比べ、酸素存在
下で励起状態の光増感剤が生成する活性酸素種が、患部を構成す

る細胞の細胞死をもたらすという治療機構がPDTの特徴である1）。
光増感剤として、一重項酸素（Singletoxygen、1O2）を生成する
有機化合物（例、ポルフィリン誘導体など、図2）や酸素ラジカ
ルを生成する無機材料（例、TiO2などの半導体、励起に紫外光が
必要である場合が多く、主に光殺菌に使用）などが使われている。
PDTは、治療機構によってタイプⅠとⅡに分類される。その

図1 一般的なPDTの流れ。①治療目的に合わせて適切な薬物（光増感剤）を投薬し、②病理組織に光増感剤が集積されるまで暗室で待機
する。その後、③光源（主に、可視光～近赤外光）で患部を照射すると、励起状態の光増感剤が酸素と反応し高い酸化力をもつ活性
酸素種が生成され、有害組織を消去する。
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定義は、研究分野によって多少異なるが 2，3）、一般的に、光増感剤
によって最初に生成される活性酸素種が酸素ラジカルか 1O2かに
よって、前者がタイプⅠ、後者がタイプⅡと呼ばれる。また、生
体分子ラジカルが生成される場合もあり、タイプⅠに分類される。
現在、FDA（アメリカ食品医薬品局）によって検証されている
Photofrin（Porfimersodium）、5-アミノレブリン酸（5-ALA、図
2c）などの薬物の多くは、ポルフィリン誘導体が光増感剤として
働いている。したがって、医療現場では活性酸素種が 1O2である
タイプⅡに基づいたPDTが主流である。

我々は、タイプⅡの治療機構において最も重要な役割を果たす
1O2に注目した。1O2とは、名前の通り一重項状態のスピンを有す
る励起状態の酸素分子であり、周辺分子の酸化反応を誘起するこ
とができる（図3a）3）。スーパーオキシド（O2●－）、ヒドロキシラ
ジカル（●OH）のような酸素ラジカルが電子移動反応によって発
生するのに対し、1O2は三重項励起状態の光増感剤と三重項基底
状態の酸素分子間のエネルギー移動（三重項－三重項エネルギー
移動反応、Triplet-tripletenergytransfer、TTET）から発生する
（図3b）。一方、活性酸素種間の連鎖反応（Haber-Weiss反応、
H2O2＋ O2●－→ 1O2＋ ●OH＋ －OH）によって 1O2が発生する
可能性もある。しかし、様々な生体分子が混みあっている細胞内
環境で、このような活性酸素種間の二次反応を介して発生する
1O2は極めて少量であると考えられる。

1O2は水中で短い寿命（約3μs）を持ち、Einstein式、＜x2＞
＝2Dt（x、D、tはそれぞれ物質の拡散距離、拡散係数、拡散す
る物質の寿命）から、数百nm程度まで拡散することが予想され
る 4）。さらに、Linker教授らは、溶媒による 1O2の失活速度が速い
ほど、拡散による自然減衰よりも、1O2が周辺分子との酸化反応を
起こす確率が増加することを明らかにした5）。つまり、1O2が急速
に失活する水中（kd＝3.2×105s－1）では、Einstein式で計算した

図2 PDTおよび関連研究に使用されている光増感剤とその1O2生成量子収率（ΦΔ）。（a）ヘマトポルフィリン（HP、PhotofrinはHPの誘導体）、
（b）ケイ素フタロシアニン（Pc4）、（c）5-ALA（左）とがん細胞のミトコンドリア内で生合成されるプロトポルフィリンIX（PpIX,右）、
（d）水溶性のポルフィリンTMPyP4、（e）RoseBengal（RB）、（f）EosinB、（g）MethyleneBlue（MB）。

図3（a）基底状態の酸素分子（3O2）と 1O2の電子配置。（b）光
増感剤（Sens）からの三重項-三重項エネルギー移動（TTET）
による一重項励起状態の酸素分子（1O2）の生成と（c）その
リン光スペクトル（TMPyP4の空気飽和水溶液、λex＝532
nm）

（a）

（b）

（c）
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最大拡散距離（1O2の寿命分布を考慮し、約100～300nm）より
はるかに近くに存在する生体分子（数十nmの範囲）のみ 1O2と
酸化反応が起こることを示唆する。よって、光増感剤の初期位置
がPDTの細胞死過程において最も重要であると考えられる（表1）
6）。
しかしながら、数十～数百nm程度拡散して減衰する1O2が、周

辺の生体分子に対してどのような化学反応を誘起し、約20μm
に達する細胞全体に変化を及ぼすのかについてはまだ解明されて
いない。特に、1O2が誘起する初期の生体分子の酸化反応を解明
するためには、細胞内 1O2の生成および拡散を実時間視覚化する
技術が必要不可欠である。

2．1O2の検出方法
最も直接的に1O2の動的挙動を観測する方法は、1O2の時間分解

リン光測定である（図3c）7）。しかし、近赤外光領域である1270
nm付近で1O2のリン光を観測するためには、高価な高感度赤外光
領域検出器が必要である。さらに、水中 1O2リン光の強度は非常
に弱いため、その生成を2次元像として観測する際、リン光強度
を増幅する工夫をしなければならない。例えば、リン光寿命が長
くなる重水の培養条件で、5秒の露光時間および1細胞レベルで
1O2生成を視覚化した報告例がある8）。しかし、重水で得られた結
果に基づいて生体現象を解明することは困難である。また、細胞
内での 1O2の挙動を理解するためには、0.1s以下で、かつ小器官
レベルの時空間分解能での 1O2の視覚化が必要である。

より簡便に1O2を検出するため、1O2と選択的に反応する化合物
を使用する方法がある（図4）。1O2は、Schenck-ene反応、付加
環化反応などの独特な酸化反応を誘起するため、アントラセン
（図5a）、ベンゾフラン（図5b）などが 1O2を選択的に捕捉する
化合物として知られている。これらの芳香族分子の吸光度および
蛍光強度は、1O2との反応によって減少し（図4a）、その変化量か
ら 1O2生成量を準定量的に測定することが可能である。また、1O2
と の 反 応 に よ っ て ラ ジ カ ル 種 に な る 化 合 物（2,2,6,6-
tetramethylpiperidine、TEMP、図5c）を使用し、電子スピン共鳴
法（Electronspinresonance、ESR）を用いて検出する方法もあ
る。

1999年、蛍光色素と消光剤を組み合わせた 1O2蛍光プローブが
東大薬学研究科の長野教授らによって提案された（図5d）9）。蛍
光色素としてフルオレセイン、消光剤としてアントラセン誘導体

表1 光増感剤の初期位置によるPDT細胞毒性 6)

細胞への影響†初期位置

ミトコンドリア膜電位の消失
アポトーシス促進因子の放出ミトコンドリア

カルシウム濃度の恒常性変化
タンパク質の変性小胞体

アポトーシス誘発ライソソーム

細胞形態の変形
細胞有糸分裂に障害微小官

細胞膜破壊
アポトーシス誘発細胞膜

DNA損傷細胞核
†細胞種と光増感剤の種類によって異なる場合がある。

図5 1O2検出に使用されている化合物と 1O2との酸化反応。
（a）9,10-Anthracenedinyl-bis（methylene）dimalonic acid
（ABDA）と（b）1,3-diphenylisobenzofuran（DPBF）のいず
れも 1O2との酸化反応によって酸化物となるため、吸光度およ
び蛍光強度が減少する。（c）ESR用プローブTEMPは1O2との
酸化反応によってラジカルTEMPOが発生しESRで検出でき
る。（d）蛍光色素と消光剤が結合したダイアド（DMAX9））の
蛍光は弱いが 1O2との酸化反応によって緑色蛍光が増加する。

（a）

（b）

（c）

（d）

図4 蛍光色素を利用した 1O2プローブ。（a）1O2が色素の酸化反応
を誘起し色素酸化物となるため、色素の吸光度および蛍光強
度が減少する（蛍光オフ）。（b）初期状態では、色素と消光剤
間で起きる光化学反応（光誘起電子移動、蛍光共鳴エネルギー
移動など）を介し、色素の蛍光が消光される。一方、1O2が色
素に結合している消光剤に酸化反応を誘起し消光剤酸化物と
なると、色素の発光強度が増加する（蛍光オン）。
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を用い、緑色光でフルオレセインを選択的に光励起すると、アン
トラセン部位からフルオレセインへの電子移動が起こり、蛍光が
消光される。従来の有機分子プローブと比べて進歩した点は、
1O2の検出によって蛍光強度が減少するのではなく、蛍光強度の
増加が達成できたことである（図4b）。このような蛍光オン型の
プローブの場合、より少量のターゲット物質の検出が可能である。
次章でこの蛍光プローブの駆動原理となる光誘起電子移動につい
て簡単に紹介する。

3．光誘起電子移動（Photoinducedelectron
transfer、PET）

PETとは、光励起によって誘起される電子移動反応である 10）。
光励起の対象となる発色団を光励起すると、一つの電子が高いエ
ネルギーの分子軌動に遷移した励起状態になる。そこで発色団は、
分子間のエネルギー準位との関係により電子アクセプター（一電
子酸化剤）になることもあり（図6a）、また、電子ドナー（一電
子還元剤）になることもある（図6b）。PETが起こる反応速度は、
マーカス理論に従い、電子移動反応の自由エネルギー変化（ΔG）
に大きく依存する。PETのΔGはRehm-Weller式、ΔG＝ED/D＋－
EA/A－－E0,0－Ec（ED/D＋、EA/A－、E0,0、Ecはそれぞれドナーの酸化電位、
アクセプターの還元電位、励起される発色団の励起状態のエネル
ギー、クーロンエネルギー）から計算でき、電子ドナーと電子ア
クセプターの酸化還元電位の差、周辺溶媒の極性、電子ドナーと
アクセプターとの間の距離などがPETの反応速度を決める重要
な因子である。
蛍光プローブのオンオフ比を大きくするため、オン状態の蛍光

量子収率（Ф fl）を最大に、または、オフ状態のФ flを最小にする
ことが必要である。そこで、Ф fl＝kfl/（kfl＋knr）（kfl、knrはそれぞれ
輻射遷移（蛍光）速度、無輻射遷移速度）から考えてみると、一
般的な蛍光色素の蛍光寿命（τfl＝1/（kfl＋knr））である数ナノ秒よ
りも高速な無輻射失活過程である分子内PETが起こると、より暗
いオフ状態のプローブを設計できる。
DMAXの場合（図5d）、蛍光色素を緑色光で励起すると、電子

アクセプター性の高いフルオレセインの一重項励起状態が生成し、
アントラセンのHOMO（Highestoccupiedmolecularorbital）か
らフルオレセインのHOMOに分子内PETが起こる（図6a）。し
たがって、フルオレセインの一重項励起状態は蛍光発光によって
失活されず、アントラセンからの電子移動による電荷分離状態の
生成により高速に失活する 11）。一方、アントラセンが 1O2と反応
しエンドペルオキシドを生成すると、その電子ドナー性が低下し、
一重項励起状態のフルオレセインへの電子移動が起こらない。そ
のため、1O2が存在する際、DMAXのФ flが約0.02から0.81に増
加すると説明されている 9）。

4．ケイ素ローダミン-アントラセンダイアドを
用いた細胞内 1O2蛍光プローブの分子設計

1O2の検出のために使われるこれらの化合物（図5）は、細胞実
験の用途で開発されているものではないため、細胞透過性を有し
ない、または、細胞内で非特定な場所を染色することが知られて
いる。したがって、我々はPDT中で発生する 1O2を細胞内で視覚
化できる蛍光プローブの開発に着手した。その分子設計において、
自己蛍光を発生しない遠赤色～近赤外光で励起可能な色素、優れ

た細胞透過性を有する分子構造、1O2と選択的に反応する捕捉部
位の導入の3点を考慮した。

生体イメージングにおいて青～緑色の励起光が問題視されてい
る理由は、細胞の内因性発色団（例、ポルフィリン、フラビン、
一部のアミノ酸など）からの自己蛍光を誘起するためである。自
己蛍光が強すぎる場合、蛍光プローブからの信号との区別が困難
である。よって、細胞小器官レベルで 1O2生成の視覚化を実現す
るためには、内因性発色団からの自己蛍光が抑制される赤色～近
赤外領域に吸収帯をもつ蛍光プローブを利用することが必要であ
る。赤色～近赤外光を吸収および発光する有機蛍光色素として
Cy5、Cy7、テキサスレッド、ローダミン800、Aza-BODIPYなど
が使用されている。さらに、Ф flの大きい（kflが大きい、knrが小
さい）蛍光色素をプローブに用いると、より高い発光性のオン状
態のプローブが設計できる。一方、系間交差を経て自ら活性酸素
種を発生する蛍光色素や、自己酸化や光退色しやすい蛍光色素は、
活性酸素種の蛍光プローブの発色団として相応しくない。
我々は、色素の光安定性、光学的特性、色素分子の大きさ（一
般的に、π電子共役系が大きくなるほど吸収帯が長波長シフトす
るが、細胞透過性と水溶性が低下する）などの要素を考慮し、ケ
イ素ローダミン（SiR）を選んだ。SiRとは、ローダミン色素の酸素
がジメチルシランに置換されたローダミン誘導体を総称し（図
7a）、超高分解顕微鏡法、invivoイメージングなどの蛍光色素と
してよく使われている 12）。Siの低いLUMO（Lowestunoccupied
molecularorbital）エネルギー準位により、類似の化学構造を有す
るテトラメチルローダミンに比べて約100nm長波長シフトした
吸収帯を示す（表2）。さらに、ローダミン系の色素は＋1の正味
電荷と適度の脂溶性を持っているため、細胞内のミトコンドリア
を選択的に染色できるといった利点がある。
アントラセン誘導体が 1O2を選択的に捕捉することを利用し、

SiRにアントリルフェニレン（An）が結合されたSiR-Anを合成

図6 色素部位が分子内PETの電子アクセプター（a）、または、ド
ナー（b）になる場合の 1O2蛍光プローブの発光原理。色素部位
がフルオレセイン、反応部位がジメチルアントラセンである
DMAXは、色素部位が電子アクセプターとして働く（a）。実際、
標的物質がドナーとアクセプターのどちらかの分子と選択的
に反応を起こすことができれば、一般的に使用可能な蛍光プ
ローブ分子設計である。
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した（図7a）13）。その吸収スペクトルから、SiRとAnが結合し
ていることを確認し（図7b）、そのФ flはケイ素ローダミン誘導
体Si-Meより約6倍低い0.05であった（表2）。ただし、SiR-An
のФfl＝0.05は、分子内PETが数ピコ秒～数十ピコ秒の時間帯で
起こることから予想されるФfl＜0.01に比較して大きい。そこで、
アントラセンとSiRの間に本当にPETが起こるかについて、レー
ザーフラッシュフォトリシスおよびパルスラジオリシスを用いて
確認した。これら過度吸収分光法は、パルスレーザーあるいは電
子線パルスを試料に照射し、生成される様々な過渡種の吸収スペ
クトルを時間分解測定する方法である。SiR-Anにおいて、SiRの
選択的光励起によって分子内PETが起こるならば、SiRの一重項
励起状態（1SiR＊）生成とほぼ同時に、SiRとAnのラジカルイオン
対（電荷分離状態）の過渡吸収が観測できると予想される。
まずSi-Meを用い、SiR部位の一重項励起状態（1Si-Me＊）お

よびラジカルイオン（Si-Me●－、Si-Me●＋）の過渡吸収スペクトルを
測定した（図8a）14）。次にSiR-Anのフェムト秒レーザーフラッ
シュフォトリシスにおいて、レーザー照射後 1Si-Me＊のみが観測
され、分子内PETが起こらないことを示す（図8b）。一方、SiR-
ジメチルアントラセンダイアド（5.Si-DMA参考）の場合、1Si-Me
＊とラジカルアニオン（Si-Me●－）が同時に観測され、PETによる電
荷分離状態（SiR●－とAn●＋、注：後者はSiRの基底状態の吸収ス
ペクトルと同じ波長領域に吸収を持つため、明確に観測できない）

が生成することがわかった（図8c）14,15）。
これらの実験を通して、次のようなSiR-Anの特性および1O2蛍

光プローブの開発への課題点が明らかになった。
1.Si-Meに比べてSiR-AnのФ flが約6倍以上減少した。これは、
SiRとフェニレンの間の自由回転によって、励起エネルギーが蛍
光ではなく、熱として溶媒分子に発散したからである（無輻射遷
移）。
2.SiR-Anにおいては、SiRとAnの間でのPETが起こらない。こ
れは、（1）1SiR＊の還元電位とAnの酸化電位の関係から、PETの
－ΔGが十分に大きくない、（2）SiRとアントラセン基との間に
フェニレン基が存在するため、ドナー（SiR）とアクセプター（ア
ントラセン基）との距離が長くなり、PETが輻射遷移（蛍光）よ
り遅いことに起因すると考えられる。すなわち、PETを活用した
蛍光プローブを分子設計するには、蛍光色素と消光剤が直接結合
している分子構造が好ましい。
3.SiR-Anは、細胞のミトコンドリアに集積される（図9）13）。つ
まり、SiR-Anと同程度の分子の大きさと脂溶性を持ちながら、カ
チオン性のSiR色素を利用した蛍光プローブを開発すれば、PDT
において重要なターゲットであるミトコンドリアで発生する 1O2
を検出できると予想される。
4.SiR-Anは、1O2との反応速度が非常に遅く、反応による蛍光増
加が確認できなかった。これは、分子内PETが起こらない、かつ、
求電子剤の 1O2がSiR-Anのアントラセン基と容易に反応しない
ことを示唆する。したがって、1O2との反応性を高めるためには、

図7（a）ケイ素ローダミン誘導体Si-Meとケイ素ローダミン‐ア
ントリルフェニレンダイアド（SiR-An）、（b）メタノール中
SiR-Anの吸収（黒）および蛍光スペクトル（赤）。

（a）

（b）

表2 ケイ素ローダミン誘導体Si-Me、およびケイ素ローダミン-ア
ントラセン誘導体ダイアド（SiR-An、Si-DMA）の光学特性
（溶媒はメタノール）

Ф flλfl/nmλabs/nm
ケイ素ローダ
ミン誘導体

0.32665647Si-Me

0.05667648SiR-An

0.01678651Si-DMA

図8（a）ケイ素ローダミン（SiR）の標準色素としてSi-Meを用い、
その励起状態（1Si-Me＊）およびラジカルイオン（Si-Me●－、
Si-Me●＋）の吸収スペクトルを測定した。（b）SiR-An（レー
ザー照射後、0.4、5.2、17、53および73ps後）と（c）Si-
DMA（レーザー照射後、0.4、1.2、3.0、5.2、10.2および53
ps）の過渡吸収スペクトルの変化（λex＝650nm、溶媒はメ
タノール）

（a）

（b）

（c）
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アントラセンの 9,10位に電子供与基を導入し、電子密度を増加
させることが必要である。

5．Si-DMAによる細胞内 1O2の視覚化
SiR-Anの結果に基づいて、9,10-ジメチルアントラセンとSiR

を直接結合したSi-DMAの開発に成功した（図10a）15）。1O2が存
在しない環境ではSi-DMAのФ flは約0.01であり、Si-Me（表2）
のФ flより約32倍減少した（図10a）。一方、1O2が生成されると、
Si-DMAの蛍光強度が最大18倍増加することを確認した（図10b）。
したがって、アントラセンの9,10位に電子供与基であるメチル
基を導入することによって 1O2との反応性が増加することが示唆
された。
そこで、Si-Meに比較し、Si-DMAのФflの約32倍の減少がPET
に起因するのかを確認するために、Ф flの溶媒依存性の検討と過
渡吸収測定（図8c）を行った。その結果、溶媒の誘電率が小さく
なるほどSi-DMAのФflが大きくなることを確認し、PETの電子移
動速度が溶媒の誘電率に反比例する特徴と一致した。また、Si-
DMAの650nmフェムト秒レーザーフラッシュフォトリシスにお
いて（図8c）、1SiR＊（1Si-Me＊）とともにSiR●－（Si-Me●－）の生
成が観測された。よって、Si-DMAは分子内PETによって蛍光消
光されることを示す14）。PETに関して、Si-DMAとSiR-Anとの差
異は、Si-DMAの場合、（1）電子ドナーとアクセプターとの間の
距離が近く、（2）9,10-ジメチルアントラセン（Eox＝1.05Vvs.
SCE）がアントラセン（Eox＝1.19Vvs.SCE）より酸化されや
すいので、PETの－ΔGが十分に大きく、PET速度が速くなり、
電荷分離状態が高効率で生成することに起因すると考えられる。

次に細胞を使用した実験を行い、約100nM以下の濃度でSi-
DMAを30分間インキュベーションすると、ミトコンドリアに集
積されることを確認した（図11）15）。Si-DMAを用いてミトコン
ドリアで生じる1O2を視覚化するためには、その内部に1O2を生成
できる光増感剤を導入することが必要である。我々は、市販の
PDT薬剤である5-ALAを使用した。5-ALAはヘムの前駆体であ
り、がん細胞内では特異的にノンヘムポルフィリン（PpIX）をミ
トコンドリアに蓄積させる効能がある（図2c）。本実験では、
HeLa細胞に5-ALAを加え3時間インキュベーションし、ミトコ
ンドリアにPpIXを生合成させた後、20～100nMSi-DMAを加え
30分間インキュベーションした。そこで、赤色レーザー（λex＝
640nm）を用いてPpIXとSi-DMAを同時に励起した結果、約20
秒以内にSi-DMAの蛍光が初期値の約2倍に増加した（図12a）
15）。
一方、他の細胞内器官（ライソソーム）に局在化したTMPyP4

の光増感作用によって生成した 1O2（図12b）、ミトコンドリア内

に存在する光増感タンパク質（KillerRed）が生成した酸素ラジカ
ル（図12c）、または、細胞の酸化バースト過程で生成された酸素
ラジカルによっては、ミトコンドリア内のSi-DMAの蛍光増加は
観測されなかった。これらの実験結果から、1O2の細胞内拡散距
離は、理論通り数十～数百nmに過ぎないこと、また、酸素ラジ
カルの二次反応（Haber-Weiss反応など）による 1O2の生成量は
無視できる程度（＝細胞死に影響しない程度）であることがわかっ
た。このような結果は過去文献の報告とも一致し6,16）、Si-DMAが
PDT中に発生する 1O2を視覚化できる蛍光プローブであることを
立証した。なお、本研究で開発されたSi-DMAは国内外特許出願
を経て 19）、2016年2月末から世界中で販売開始されている（同
仁化学研究所および米国法人DojindoMolecularTechnologies,
Inc.、Si-DMAforMitochondrialSingletOxygenImaging）。

6．おわりに
以上のように、細胞内 1O2の視覚化のために必要な蛍光プロー

ブSi-DMAを開発し、過渡吸収分光法などを用いてその性質を調
べた。PETの原理を基盤とした蛍光プローブは、分子内PETの速
度を最速にすることによって最も暗いオフ状態を設計でき、103

倍以上のオンオフ比を達成することができる。ただし、溶液中で
得られたオンオフ比が細胞内では大幅に低下する場合が多く、蛍
光プローブの細胞中の使用において、十分注意しなければならな
い。これは、溶液中とは異なる細胞内の様々な環境要因（誘電率、
極性、粘度、分子クラウディングなど）がPET過程に影響を与え
たためであると考えられる。
したがって、細胞内での高いオンオフ比を示す蛍光プローブを
開発するためには、蛍光共鳴エネルギー移動（Försterresonance
energytransfer、FRET）、凝 集 誘 起 発 光 特 性（Aggregation
inducedemissionenhancement、AIEE）18）、近赤外光励起が可能
なアップコンバージョンナノ粒子および二光子吸収発光体などの
様々な光化学的な原理をプローブの分子設計に採用することが必
要である。また、1細胞内での 1O2生成を観測するため、発光プ
ローブのみならず、1O2との反応による色変化（＝吸収スペクトル

図9 HeLa細胞のミトコンドリアに選択的に局在化したSiR-Anの
蛍光写真（λex＝640nm）。

図10（a）Si-DMAと 1O2との付加反応によって生成するSi-DMEP
の化学構造とそのФ fl。（b-c）光増感剤（TMPyP4）の光照射
（510-550nm、0.07Wcm－2）によって発生する 1O2との付
加反応によるSi-DMAの蛍光強度（F.I.）の増加（［SiR-An］
＝50μM、［TMPyP4］＝5μM）。

（c）

（a）

（b）
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変化）19）、ラマン散乱スペクトル変化の測定、または、プラズモ
ン効果を利用した 1O2リン光強度の増幅 20）も検討されている。今
後、さらなる 1O2高感度定量検出法の進展により、PDTにおいて
生成する 1O2の視覚化を実現し、より効果的な治療の確立が望ま
れる。
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図11（左）MitoTrackerGreenでミトコンドリアを染色、（中）Si-
DMA、（右）左と中の写真を重ねてある。Si-DMAがミトコ
ンドリア内に選択的に局在化することがわかった。

図12 様々な光増感剤を加えたHeLa細胞内のSi-DMAの蛍光写真。
（a）5-ALAとSi-DMAを加えたHeLa細胞に赤色光（λ=640
nm）を30秒間照射すると、蛍光強度が約2倍増加した。こ
れは低発光性のSi-DMAと 1O2との付加反応によって、強発
光性のSi-DMEPが生成したことを示す。（b）ライソソーム
に局在化されたTMPyP4および（c）ミトコンドリアに発現さ
れた光増感タンパク質KillerRedは、Si-DMAの蛍光増加を誘
起しなかった。前者は、光増感剤がSi-DMAと数百nm（1O2
の細胞内最大拡散距離）より離れている場所で存在する場合、
Si-DMAとは酸化反応を起こさないことを示す。一方、後者
は、光増感剤とSi-DMAが同じ場所（ミトコンドリア）に存
在しても、光増感剤が主に酸素ラジカルを生成するのでSi-
DMAの酸化反応を起こさないことを意味する。

（a）

（b）

（c）
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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．生細胞内の一重項酸素をイメージング
2．ミトコンドリア集積プローブ
3．蛍光イメージングによる高感度検出

一重項酸素検出試薬 Si-DMAは、容易に細胞膜を透過しミトコ
ンドリアに集積後、選択的に一重項酸素に応答して強い蛍光を発
します。このことからSi-DMAは、細胞内一重項酸素のリアルタ
イムイメージングが可能な蛍光プローブとして、酸化損傷やPDT
（光線力学的治療法）などの分野で利用されます。
＜実績データ＞

生細胞中の一重項酸素検出
HeLa細胞への刺激（過酸化水素100μmol/l及び次亜塩素酸100μmol/l添加）
の有無で、細胞内に生じた一重項酸素をSi-DMAにて確認した。
励起波長：600±25nm、蛍光波長：685±25nm

メーカーコード価格（¥）容量品名

MT0520,0002μg
Si-DMAforMitochondrial
SingletOxygenImaging

ミトコンドリア染色試薬

MitoBrightSeries
＜特長＞
1．生細胞のミトコンドリアを特異的に染色
2．ミトコンドリア内での高い滞留性
3．既存ミトコロンドリア染色剤との高い相関

MitoBrightは生細胞のミトコンドリアを特異的に染色する蛍光
プローブです。MitoBrightを用いた染色では、細胞膜透過後に正
常なミトコンドリアに集積し蛍光を発します。また集積後ミト
コンドリアとの強い相互作用により色素の滞留性が向上してい
ます。
＜実績データ＞

新製品

メーカーコード価格（¥）容量品名
MT069,80050μg×3MitoBrightGreen
MT079,80050μg×3MitoBrightRed
MT089,80050μg×3MitoBrightDeepRed

マイトファジー検出蛍光プローブ
MitophagyDetectionKit
＜特長＞
1．低分子蛍光プローブを用いてマイトファジーを簡便に検出
2．生細胞を用いたライブイメージングが可能
3．共有結合によるミトコンドリアへの高い滞留性

マイトファジーは酸化ストレスや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す。本キット
の低分子蛍光プローブは、細胞内のミトコンドリアに集積し共有
結合により固定化され、マイトファジーが誘導されると蛍光が増
強し可視化できます。
＜実績データ＞

関連製品

MitoBrightSeriesによるミトコンドリア染色像
各MitoBright染色試薬によりHeLa細胞のミトコンドリアおよびHoechst
33342[code:H342]を用いて核（青）を染色した。

励起波長：561nm
蛍光波長：558-617nm

励起波長：640nm
蛍光波長：656-700nm

励起波長：488nm
蛍光波長：501-563nm

MitoBrightGreen

Parkin発 現 HeLa細 胞 を 用 い て carbonylcyanidem-
chlorophenylhydrazone（CCCP）によりマイトファジー
を誘導。本試薬を生細胞中に添加し、マイトファジーを
確認した。
励起波長：550±25nm
蛍光波長：605±35nm

メーカーコード価格（￥）容量品名

MD0136,0001setMitophagyDetectionKit

MitoBrightRed MitoBrightDeepRed

Parkin発現HeLa細胞を用いたマイトファジー染色像

ミトコンドリア研究用試薬の特徴と違いを一覧表で紹介
ミトコンドリア研究用の検出試薬として、マイトファジー検

出をはじめ、ROS（活性酸素種）を含む酸化ストレスの検出、
更にはミトコンドリア染色および膜電位依存的な各種蛍光プ
ローブの特徴を紹介しています。

試薬比較ページのご案内

QRコード
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Ca2＋ playspivotalrolesinregulatingavarietyofphysiological
functionsinvariousendocrineandexocrinecells.Stimulationof
thesecellswithspecificsecretagoguestriggersanincreasein
intracellularCa2＋ concentration（［Ca2＋］i）.Inadditiontothese
secretagogues,gasotransmitterssuchasH2S,NO,andCOalso
modulate［Ca2＋］i.Here,weattemptedtointroduceeffectsof
gasotransmitters on［Ca2＋］i and presumed intracellular
machineriesdeducedfromourrecentinvestigatuonscarriedoutin
pancreaticacinarcells,parotidacinarcells,pancreaticisletβ-cells
andperitonealmastcells.Potentialinteractionsamongthegases
willalsobediscussed.

キーワード：NO、CO、H2S/polysulfide、膵腺房細胞、耳下腺腺房
細胞、膵島β細胞、肥満細胞、cross-talk、細胞内Ca2＋、
SSP4

内外分泌細胞における硫化水素をはじめとしたガス性情報伝達物質の細胞内Ca2＋動態に及ぼす作用
EffectsofhydrogensulfideandothergasotransmittersonintracellularCa2＋dynamicsinexocrine

andendocrinecells

Abstract

葉原 芳昭

北海道大学
大学院獣医学研究科
比較形態機能学講座
生理学教室

MoustafaAmira

ZagazigUniversity
DepartmentofPhysiology
FacultyofVeterinaryMedicine,
Egypt

1．はじめに
1998年にF.Murad,L.Ignarro,R.Furchgottの3氏に「循環器
系における信号伝達物質としての一酸化窒素（NO）の発見」とい
う功績でノーベル生理学・医学賞が授与されてからすでに20年が
経とうとしている。この発見は、常温・常気圧で気体で、生体機
能に毒性作用をもたらすことはあっても、シグナル分子として生
理機能の調節に関わっているとは多くの科学者が予想だにしてい
なかった時代の秀逸なブレークスルーであった。今ではNOの血
管弛緩・降圧作用の細胞内メカニズムが明らかにされ、内皮細胞・
平滑筋細胞ともに細胞内のCa2＋が中心的な役割を担っているこ
とがわかっている。
ところで、気体状態の物質が生理機能を制御している例はNO
にとどまらない。NOに続いて、近年、第2のガス性情報伝達物質
として一酸化炭素（CO）が、第3のガスとして硫化水素（本稿で
はH2Sと記載する）が注目されている 1-3）。いずれについても多
彩な生理作用が想定されているが、NOに比較して細胞内Ca2＋動
態との関連については一部の組織を除いて不明な点が多い。
私どもはこれまで様々な内外分泌細胞の開口放出における

Ca2＋の役割についてもっぱらCa2＋画像解析法によって研究を進
めてきている。ここ数年、三種類のガスの細胞内Ca2＋動態に及
ぼす作用について検討を加えていることから、本稿では主にH2S
ならびにポリスルフィドの細胞内Ca2＋動態に及ぼす作用につい
て最近の知見を中心にまとめてみたい。

2．膵腺房細胞におけるHSの［Ca ］に対す
る作用

酵素原を放出する膵臓の腺房細胞において、細胞内Ca2＋は開

2
2＋

i

口放出を始動する必須因子である。この細胞にはCBSとCSEが
発現していることから、H2Sの産生と作用が想定されている。
H2SのドナーであるNaHSを、実験的に作用させたところ、容量
依存性で、二相性かつ細胞内外のCa2＋に依存する［Ca2＋］i上昇が
認められた（図1A）。また、H2Sの合成基質のひとつであるL-
cysteineを加えても［Ca2＋］iが上昇した。細胞内のCa2＋遊離に依
存する上昇は、フォスフォリパーゼC阻害薬のU73122、Gqタン
パク質拮抗薬のGP2AおよびIP3感受性のCa2＋遊離を阻害する
xestosponginCによって抑制されたことから、H2SによるIP3産
生が関係していると推測された。さらに興味深いことに、H2Sに
よる［Ca2＋］i上昇が、非特異的NO合成酵素阻害薬のL-NMMAお
よびNO消去剤のcPTIOで抑制されることを見いだした。この結
果は、H2Sの［Ca2＋］i上昇作用に一部NOが介在していることを推
測させる。実際、NOの蛍光指示薬であるDAF-2を用いてNO産
生を調べたところ、容量依存性にNOが産生されていることを示
す結果が得られた。また、H2Sによる［Ca2＋］i上昇は、可溶性グア
ニル酸シクラーゼ阻害薬のODQおよびプロテインキナーゼ阻害
薬のKT5823によって抑制されたことからもNOの関与が強く示
唆された。以上の結果を基に現在私どもが想定しているH2Sの膵
腺房細胞内作用経路を図1Bに示した 4）。

3．耳下腺腺房細胞におけるHSの［Ca ］に
対する作用

膵腺房細胞と構造・機能が類似している耳下腺腺房細胞につい
てもH2Sの作用を検討した。この細胞でもCBSとCSEが発現し
ていた（図2A）。膵腺房細胞同様、H2Sはこの外分泌細胞でも容
量及び細胞内外のCa2＋依存性に［Ca2＋］iを上昇させた（図2B）。

2
2＋

i
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この上昇はH2Sの消去剤であるハイポタウリンおよびL-NMMA
とcPTIOによって抑制された。またDAF-2によりNOの産生も示
唆されたことから、一部は膵腺房細胞同様NOを介するものと推
測された。なお、本細胞にnNOSとeNOSの発現が認められた 8）。
ここまでは膵臓と耳下腺で共通と考えられたが、両者で細胞内経
路に大きな違いがあることが浮かび上がった。膵臓では有効で
あったU73122とxestosponginCが耳下腺では無効である一方、
ODQ,KT5823およびリアノジン受容体阻害薬のルテニウムレッ
ドはH2Sによる［Ca2＋］i上昇を有意に抑制した。この結果は耳下
腺腺房細胞では、もっぱらリアノジン受容体チャネルを介する
Ca2＋遊離であることを示している（図2C）5）。

4．腹腔肥満細胞におけるポリスルフィドと
HSの［Ca ］に対する作用

肥満細胞でCBSとCSEが認められた（図3）。また、nNOSと
eNOSも発現していた 6）。本細胞についてはH2Sに加え、より低
濃度で作用を発揮する事が報告されているポリスルフィド 7）の作
用を検討した。ポリスルフィドドナーのNa2S4及び、よりゆっく

2
2＋

i

りとH2Sを遊離するGYY4137により、いずれも容量依存性に
［Ca2＋］iが上昇し、L-NMMAとcPTIOはこれを抑制した。また
DAF-2によってNO産生も確認された。このことから、先の二種
類の外分泌細胞同様、H2Sの作用の一部が、産生されたNOによ
るものであると考えられた。加えて、ポリスルフィドの蛍光プ
ローブであるSSP4を用いてGYY4137およびNOドナーのDEA
NONOateによるポリスルフィド生成の可能性を検討したところ、
両者ともに容量依存性にポリスルフィドを生成していた 6）。H2S
とNO間のみならず、ポリスルフィドも加わった複雑な細胞内現
象が［Ca2＋］i動態に関わっているようである。

5．膵島β細胞におけるHSの［Ca ］に対す
る作用

膵島β細胞で、CSE,CBS,eNOS,nNOSの発現が認められた
（図4A）。膵島β細胞でもH2Sは［Ca2＋］iを上昇させ、L-NMMAは
この上昇を抑制し、H2SによるNO産生も確認された。複雑なこ
とに、H2Sの作用はCO合成酵素抑制物質のSnPPで阻害された
ことからCOも関係している可能性が浮かび上がった。実際、ミ

2
2＋

i

図1 膵腺房細胞におけるH2SによるFluo3プローブで捉えた細胞
内Ca2＋濃度上昇の一例
A：二相性の上昇と疑似カラーで示した膵腺房細胞の細胞内
Ca2＋濃度上昇。B：H2Sによる細胞内Ca2＋濃度上昇の細胞経
路（作業仮説）。IP3が主たる細胞内シグナル因子と考えられ
る。［文献4）を改変］

図2 耳下腺腺房細胞におけるH2SによるFluo3プローブで捉えた
細胞内Ca2＋濃度上昇の一例
A：H2S合成酵素の局在。B：疑似カラーで示した細胞内Ca2＋

濃度上昇の一例。C：H2Sによる細胞内Ca2＋濃度上昇の細胞
経路（作業仮説）。リアノジン受容体を介してCa2＋が遊離され
ると考えられる。［文献5）を改変］

B C

A

B

A
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オグロビンを用いてCO産生を測定したところH2Sによって容量
依存的にCOが産生されていることがわかった。さらに検討を重
ねた結果、NOはH2S/ポリスルフィドとCOの産生を、COはNO
とH2S/ポリスルフィドの産生を促すという、たいへん複雑な相
互作用が三種類のガス間に存在している可能性が示唆された（図
4B）8）。NOはインシュリンの基礎分泌を促進し、H2Sは有意な効
果を示さない一方、COはむしろ抑制するという三者三様の結果
を得ており、分泌に対する作用についても明快な説明は難しい。

6．おわりに
H2Sとポリスルフィドは相互変換し、後者は前者の300倍生理
作用が強い。NO関連で注目すべきは、H2SはeNOSのシステイ
ン残基をs-スルフヒドリル化して二量体形成を促進し活性化する。
また、PI3K-Akt経路によりeNOSのリン酸化も促進する。このこ
とからNOの産生が促される可能性がある。H2Sおよびポリスル
フィドの作用の一部がNOを経由している可能性がある。H2Sと
NOからポリスルフィドが生成され、ここに一酸化炭素も加わり、
極めて複雑な細胞内cross-talkがある可能性がある。

［著者プロフィール］
氏名：葉原 芳昭（YoshiakiHabara）
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図3 蛍光抗体法による腹腔肥満細胞におけるCSEとCBSの発現
トリプターゼを検出することにより肥満細胞であることを確
認し、CSE,CBSを同定した。［文献6）を改変］

図4 膵島β細胞におけるH2SとNO合成酵素
A：インシュリンを検出することでβ細胞であることを確認
し、CSE,CBS,eNOS,nNOSを同定した。B：H2S,NO,CO
間に想定されたcross-talk。［文献8）を改変］
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DNAのエピジェネティクス修飾やタンパク質の翻訳後修飾の
ように、RNAにも様々な化学修飾が存在する。特に、トランス
ファーRNA（tRNA）はタンパク質翻訳を仲介する中心的な小分
子RNAである。近年、分析技術の発展によりtRNAに多彩な転写
後修飾が存在することが明らかになってきている。しかし、哺乳
動物では未知の化学修飾が多く、修飾の高次機能や生理意義に未
だ不明な点が多い。特に、イオウを含む修飾はアンチコドンルー
プに多く存在していることから、イオウ修飾がタンパク質翻訳に
おける新たな制御機構として注目されている。一方で、高い求核
性と強力な抗酸化能を有している活性イオウ分子種（reactive
sulfurspecies：RSS）が生体内で様々な生理機能を担っており、
レドックスシグナル伝達を制御していると考えられている 1）。本
トピックスでは、このような活性イオウ分子種によるtRNAチオ
メチル化修飾と機能について紹介する 2）。
チオメチル化修飾は、イオウ原子およびメチル基によって構成され
るtRNAの転写後修飾である。哺乳動物細胞では2種類のチオメチル
化修飾、ms2t6A（2-methylthio-N6-threonylcarbamoyladenosine）お
よびms2i6A（2-methylthio-N6-isopentenyladenosine）が知られて
いる。
CDKAL1（Cdk5regulatorysubunitassociatedprotein1-like-1）
は、細胞質のtRNALys（UUU）の37位アデノシンをチオメチル化し、
ms2t6Aを与えるチオメチル化修飾酵素であるが、その反応機構の
詳細は不明であった。今回、魏らは活性イオウ分子種であるシス
テインパースルフィド（CysSSH）に着目し、CDKAL1によるtRNA
チオメチル化修飾におけるCysSSHの潜在的な役割とその生理的
意義を明らかにしている。
細胞内のCysSSH産生は、CBS（cystathionineβ-synthase）
やCTH（cystathionineγ-lyase）などの合成酵素により調節され
ているが、tRNAチオメチル化修飾レベルがこれらの酵素や
CysSSHによって有意に変動することが明らかとなっている。ち
なみに、細胞内CysSSH量の変動は、サルフェン硫黄選択的蛍光
プローブSSP4を用いたイメージングにより解析している。一方

で、硫化水素やシステインではtRNAチオメチル化修飾レベルに
変化が見られなかったことから、活性イオウ分子種である
CysSSHがtRNAチオメチル化修飾の調節に選択的に関与するこ
とが示唆されている （図1）。
さらに、CDKAL1のシステイン残基にCysSSHの活性イオウ原
子が転移することが、安定同位体化したシステインパースルフィ
ド（CysS34SH）を用いた質量分析から明らかとなっており、
CDKALのチオメチル化修飾反応には、CysSSHからCDKAL1の
システイン残基に転移したイオウ原子が関与していることが示さ
れている。
tRNAのチオメチル化修飾は、コドン-アンチコドンの安定化に

寄与しており、正確で効率的なタンパク質翻訳に必要とされてい
る。CDCAL1遺伝子に存在する1塩基多型変異が2型糖尿病と相
関することが明らかにされているが、これは膵β細胞においてプ
ロインスリンの翻訳障害が生じ、インスリン分泌が低下するため
だと考えられている。今回の報告では、細胞内CysSSHによる
tRNAのチオメチル化修飾がインスリン生合成を介した糖代謝に
大きく寄与することが示されている。
近年、活性イオウ分子種のさまざまな生体内機能が明らかと
なっている。今回tRNA修飾における活性イオウ分子種の直接的
な関与が示されたことによって、今後さらなる活性イオウ研究へ
の展開が期待できるものと考えられる。

TopicsonChemistry
活性イオウ分子種によるtRNAのチオメチル化修飾と生理機能

株式会社同仁化学研究所 立中 佑希
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図1 CBS/CTHによるCysSSHの生合成とtRNAのチオメチル化修飾
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サルフェン硫黄検出用蛍光プローブ

-SulfoBiotics-SSP4
＜特長＞
1．サルフェン硫黄と反応して強い蛍光を発する
2．サルフェン硫黄への高い反応特異性
3．細胞内イメージングへの適用が可能

近年、硫黄原子が連結したパースルフィドやポリスルフィドの
ようなサルフェン硫黄（SulfaneSulfur）を含む分子種が生体内
に多く存在していることが明らかにされています。このような分
子種は、硫化水素の産生や貯蔵、放出だけでなく、S-スルフヒド
リル化などのタンパク質内チオールをターゲットとしたシグナル
伝達にも関与していることが示唆されています。SSP4（Sulfane
SulfurProbe4）は、サルフェン硫黄と特異的に反応して強い蛍光
（λex.482nm,λem.515nm）を発する試薬であり、サルフェン
硫黄の蛍光検出や細胞内解析に利用することが可能です。
＜原理＞

＜実績データ＞

＜最新論文＞

サルフェン硫黄の細胞内イメージング
左図：処理をしていないCHO細胞
右図：サルフェン硫黄ドナー（Na2S3）で処理したCHO細胞
＊細胞内へのSSP4導入には界面活性剤を使用。

SSP4の反応特異性
SSP410μmol/l（PBS）中の各活性種（100μmol/l）に対する反応性
（Y軸：Blankを1とした時の蛍光強度比）

サンプル論文
COS細胞ScientificReports
HeLa細胞AngewandteChemie
膵β細胞FreeRadicalBiologyandMedicine
HeLa細胞NucleicAcidsResearch

最新の論文情報については小社の製品ページにてご紹介してい
ます。下記のキーワードにて検索ください。

メーカーコード価格（￥）容量品名
SB1029,0001mg-SulfoBiotics-SSP4

硫化水素検出用蛍光プローブ

-SulfoBiotics-HSip-1
HSip-1は、硫化水素と反応し強い

蛍光（λex491nm,λem516nm）を
生じます。またグルタチオンやシステ
インとは反応しない硫化水素特異的な
蛍光色素です。

開発中

HSip-1のH2S検出原理

試薬の反応特異性比較
HSip-11mmol/l（30μmol/lHEPES,pH7.4）中の各活性種に対する反応性を確認
（Y軸：Blankを1とした時の蛍光強度比）

-SulfoBiotics-HSip-1DA（細胞イメージング用）

本試薬に関するお問い合わせは、info@dojindo.co.jpまでご連
絡下さい。

HSip-1DAのH2S検出原理

HSip-1DAを用いた細胞内H2S蛍光イメージング

左図：未処理のHeLa細胞
右図：Na2S＊ を添加したHeLa細胞

＊Na2S：硫化水素ドナー

Ex:491nm
Em:516nm
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生体イオウ関連研究用試薬
-SulfoBiotics-Series

硫化水素放出剤
Na2S ［コード： SB01］ H2Sdonor5a［コード： SB07］
Na2S（34） ［コード： SB05］ H2Sdonor8l［コード： SB08］
GYY4137 ［コード： SB01］ H2Sdonor8o［コード： SB09］

硫化水素定量
Sulfide-dibimane ［コード： SB15］
Sulfidedibimane（S34）［コード： SB16］

硫化水素蛍光イメージング
HSip-1DA＊1（開発中）
HSip-1＊1 （開発中）
＊1本試薬に関するお問合せはinfo@dojindo.co.jpまで
ご連絡ください。

HSip-1DAによる検出

サルフェン硫黄放出剤
Sodiumdisulfide（Na2S2） ［コード： SB02］
Sodiumtrisulfide（Na2S3） ［コード： SB03］
Sodiumtetrasulfide（Na2S4）［コード： SB04］

サルフェン硫黄蛍光イメージング
SSP4［コード： SB10］

ニトロシル化タンパク質検出
ProteinS-NitrosylationMonitoringKit［コード： SB14］

SNO基数

-SNO×3

-SNO×2

-SNO×1

-SNO×0

HeLa細胞溶解液中のGAPDHS-ニト
ロシル化の解析

A.1mmol/lS-Nitrosoglutahione処理
B.処理なし

一酸化窒素（NO）放出剤
NOCs、NORs、S-Nitrosoglutathione

一酸化窒素（NO）消去剤
Carboxy-PTIO［コード： C348］

一酸化窒素（NO）定量
NO2/NO3AssayKit-CⅡ［コード：NK05］
NO2/NO3AssayKit-FX ［コード：NK08］

SSP4による検出

A B
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タンパク質チオール修飾解析
ProteinRedoxStateMonitoringKit＊2 ［コード：SB11］
ProteinRedoxStateMonitoringKitPlus＊2［コード：SB12］
PEG-PCMal＊2 ［コード： SB20］
Biotin-HPDP（WS）solution ［コード：SB17］

*2P.16に「よくあるお問い合わせ」を掲載しています
ので、そちらもご参照ください。

HeLa細胞中Thioredoxinのレドックス
状態をPEG-PCMalで可視化

SH×5

グルタチオン定量
GSSG/GSHQuantificationKit［コード： G257］

(kDa)

33

28

10

16

A B

A：ラベル化なし
B：PEG-PCMalによるラベル化

3-MST:3-mercaptopyruvatesulfurtrasferase
CSE:cystathionineγ-lyase
GS:glutathionesynthetase

CAT:cysteineaminotransferase
DAO:D-aminoacidoxidase
α-KG:α-ketoglutarate

CBS:cystathiohineβ-synthase
GCL:glutamatecysteineligase
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よくあるお問い合わせ
Q．チオール解析の原理を教えてください。
A．タンパク質チオール（SH基）を高分子マレイミド試薬でラベル化後、ゲル電気泳動によって
分離します。タンパク質SH基の数に応じて分子量が大きくなるため、SH基数が多いほど高
分子領域に異なるバンドとして検出することができます。またProteinRedoxState
MonitoringKitPlusとPEG-PCMalは、電気泳動後のゲルにUV照射し、リンカー部位を切断
することで、ウェスタンブロットにおけるタンパク質の検出効率を飛躍的に向上できます。

Q．操作手順を教えてください。
A．前処理したサンプルに、ラベル化剤を加え反応させます。ゲル電気泳動後、ゲルにUVを照射しリンカーを切断、メンブランに転
写後、抗体を用いてタンパク質を検出します。※詳細は取扱説明書をご参照ください。

Q．実績のあるサンプルを教えてください。
A．SB11、SB12：動物細胞（HeLa、HL60、K562細胞）、

精製タンパク質
SB20：動物細胞、動物組織、植物サンプル

Q．免疫沈降したタンパク質も使用できますか？
A．使用できます。 しかしながら、免疫沈降後タンパク質を回収す
る際にタンパク変性等を行うと、SH基数が変化する可能性がご
ざいます。

Q．ポリサルファ化（-SSnSH）したタンパク質を区別して検出
できますか？

A．本キット類を用いてポリサルファ化したタンパク質を区別して
検出した実績はございません。現在、ポリサルファ化タンパク
質を検出するための試薬を開発中です。
※ご興味のある方はinfo@dojindo.co.jpまでご連絡ください。

Q．キット以外に必要な試薬を教えてください。
A．電気泳動関連試薬［ゲル、LoadingBuffer、タンパク染色試薬
（CBB等）］、ウエスタンブロット関連試薬類［PVDF膜など］※
細胞サンプルの前処理には別途アセトン、TCA（トリクロロ酢
酸）、エタノールが必要です。

Q．光切断に使用実績のある装置を教えてください。
A．トランスイルミネーター
（メーカー：UVP、型番：NTM-15、切断条件：302nm15Wで10分）
ハンディUVランプ
（メーカー：アズワン、型番：SLUV-4、切断条件：365nm4Wで30分）

レドックス応答性タンパク質解析キット及び試薬

チオール解析の原理 電気泳動によるSH基数の分析

Step1
サンプル溶液に
試薬添加

Step2
ラベル化反応

Step3
ゲル電気泳動

Step4
UV照射（リン
カー切断）

Step5
メンブレンに転写
タンパク質検出

メーカーコード価格（￥）容量品名

SB1118,0005samples-SulfoBiotics-ProteinRedoxState
MonitoringKit

SB1223,0005samples-SulfoBiotics-ProteinRedoxState
MonitoringKitPlus 50,00020samples

SB208,0001mg×1
-SulfoBiotics-PEG-PCMal 50,0001mg×10

第89回日本生化学会大会にてタンパク質チオール
解析に関する下記2つのテーマを発表しました。

学会発表ポスターの紹介

新規タンパク質チオール解析用試
薬 PEG-PCMal［SB20］の開発

タンパク質チオール修飾解析の
ための新規ビオチンラベル化剤
Biotin-HPDP（WS）［SB17］

上記のポスターは小社HPでご覧頂けます。
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少量抗体（10μg）標識キット

Ab-10RapidHiLyteFluorTM555LabelingKit
Ab-10RapidHiLyteFluorTM647LabelingKit

Ab-10RapidLabelingKitシリーズは、10μgの抗体に30分以
内で標識するためのキットです。本キットに含まれる標識剤は、
活性エステルを導入しており、抗体と混合するだけで安定な共有
結合を形成します。本キットには標識に必要な全ての試薬が含
まれています。
＊安定化剤の濃度によっては精製が必要な場合があります。詳細は小社HPに

てご確認ください。

＜実績データ＞

新製品

アクチン（黄）：HiLyteFluorTM555標識抗体
ミトコンドリア（赤）：HiLyteFluorTM647標識抗体
核（青）：DAPI

メーカーコード価格（￥）容量品名

LK3524,0003samples
Ab-10RapidHiLyteFluorTM 555
LabelingKit

LK3624,0003samples
Ab-10RapidHiLyteFluorTM 647
LabelingKit

抗ミトコンドリア抗体および抗アクチン抗体による二重染色像（HeLa細胞）

関連製品

メーカーコード価格（￥）容量品名

LK3224,0003samples
Ab-10RapidFluorescein
LabelingKit

LK3319,0003samples
Ab-10RapidPeroxidase
LabelingKit

LK3428,0003samples
Ab-10RapidR-Phycoerythrin
LabelingKit

架橋・標識試薬の選び方、使い方がわかる！

下記のキーワードで検索し小社HPにお越しください。

抗体・タンパク質（50-200μg）標識キット

DojindoLabelingKits

DojindoLabelingKitsは、標識試薬とフィルトレーション
チューブ（限外濾過膜）、各種バッファーにより構成されたキット
で、抗体やタンパク質、ペプチド等へ簡単に標識できます。タン
パク質サンプル中に含まれる低分子の夾雑物は、反応前のバッ
ファー交換時に除くことが可能なため、標識反応に影響する化合
物を除いた上で反応が行えます。

＜標識操作＞

＜実績データ＞

メーカーコード価格（￥）容量品名

LK0122,2003samplesFluoresceinLabelingKit-NH2

LK1422,2003samplesHiLyteFluorTM555LabelingKit-NH2

LK1522,2003samplesHiLyteFluorTM647LabelingKit-NH2

LK3147,8003samplesICGLabelingKit-NH2

LK2345,6003samplesR-PhycoerythrinLabelingKit-NH2

LK2643,2003samplesR-PhycoerythrinLabelingKit-SH

LK2145,6003samplesAllophycocyaninLabelingKit-NH2

LK2443,2003samplesAllophycocyaninLabelingKit-SH

LK0312,8003samplesBiotinLabelingKit-NH2

LK1012,8003samplesBiotinLabelingKit-SH

LK1222,2003samplesAlkalinePhosphataseLabelingKit-NH2

LK1322,2003samplesAlkalinePhosphataseLabelingKit-SH

LK1118,2003samplesPeroxidaseLabelingKit-NH2

LK0918,2003samplesPeroxidaseLabelingKit-SH

NH2標識タイプ

SH標識タイプ

Fluorescein標識抗ラットI-A
抗原抗体を用いた染色
（データ提供：東京医科歯科大学大学院
医歯学総合研究科歯髄生物学分野 川
島伸行先生）

AlkalinePhosphatase標識抗体
によるウェスタンブロット

この他にも標識用キットを取り揃えております。詳細は小社HPに
てご案内いたしております。
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熊本県上益城郡益城町田原2025-5〒861-2202
発行責任者 満田健一 編集責任者 永田貴裕 年４回発行 許可なくコピーを禁ず

第27回フォーラム・イン・ドージンが10月28日、震災で被
害をうけ一部修復中の熊本市内のホテルキャッスルを会場に開催
された。当日は、あいにくの雨にもかかわらず非常に多くの参加
者が集まり、活発な質疑応答がみられた。今年のテーマは、「低酸
素応答の光と影～エリスロポエチン純化から40年～」である。副
題のエリスロポエチン純化とは、バイオ医薬品として最も普及し
ているエリスロポエチンを、2.5トンの尿から精製・単離し、臨
床応用への道を開いたのが、40年前に熊本で行われたのを記念し
てのことである。当時の熊本大学・血液内科の宮家、河北の二人
の医師によってなされた研究は、透析医療のありかたも一変させ、
現在、多くの人がその恩恵に浴している。フォーラム当日は河北
先生（熊本第一病院理事長）が、長年の苦労のすえに10mgの純
品をやっと得ることができ、それを誰も信用しなかったことなど
を紹介された。会場には宮家先生もお見えになり、世界に誇れる
研究が熊本の地で行われたことを実感でき、復興まっただ中にあ
る熊本にとっては大きな励みにもなった。

続いて講演された山本雅之先生（東北大学医学部）は、そのエ
リスロポエチンが腎臓のどこで産生され、どのように働くのか、
分子生物学的なアプローチによって解明されている。低酸素応答
はHIFで制御されるが、血中酸素濃度の変化を感知してエリスロ
ポエチンが産生される部分は、完全には明らかになっていないよ
うである。続く名古屋大学の藤田祐一先生の講演では、シアノバ
クテリアが酸素に脆弱なニトロゲナーゼによる窒素固定と、二酸
化炭素を固定し酸素を発生する光合成とを同時に行っている、い
わゆる“酸素パラドックス”について話された。このパラドック
スを克服すべく、植物は幾つかの巧みな戦略をとっている。因み
に、熊本原産のスイゼンジノリもシアノバクテリアの仲間である
ことを初めて知った。午前中のセッションでは一般市民の方の来
場もあり、あらかじめ用意した席だけでは足りなくなるほどだっ
た。

午後のセッションは三浦恭子先生（北海道大学）のハダカデバ
ネズミの話である。ハダカデバネズミは長寿モデルの動物として、
今ではすっかり有名になっている。250頭飼育されているらしく、
今後さらに面白い発見が期待できそうだ。今回の演者のなかでは
最も遠方から来られたが、意外にも熊本との縁は最も深い方だっ
た。熊本大学の魏（ウェイ）范研先生は、tRNAのチオメチル化
修飾とその破綻によっておこる疾病の話で、チオメチル化修飾が
Fe-Sクラスターを介して低酸素の影響をうけ、タンパク質翻訳
の精度が向上するという興味深い内容だった。さらに、この修飾
にGysSSHが関与していることが、小社との共同研究で明らかに
されている。
エリスロポエチンが低酸素応答の光の部分だとすると、がん細

胞の放射線抵抗性や浸潤・転移の亢進は影の部分かも知れない。
最後のセッションでは、原田浩先生（京都大学）がHIF-1依存的
ながんの悪性化のメカニズムについて最近の研究成果を報告され
た。特に、IDH3やUCHL1が強く関わっていることが分かり、転
移の抑制や予後の診断への応用が期待されている。フォーラム最
後の演者である東大循環器内科の武田憲彦先生は、臨床の立場か
ら低酸素による心筋組織の線維化などについて話された。
そもそも、生体は酸素分子を利用して大きなエネルギーを産み

だすが、エネルギー産生以外にも、HIFのように酸素分子を固定
するような反応は非常に多い。気体である酸素分子を基質として
プロリン残基を水酸化する反応は、DNAやヒストンの脱メチル化
反応を司るTETやKDMもまったく同様で、低酸素や酸化ストレ
スの影響をうけている。今回のフォーラムではそのような生体と
酸素の関わりについて、光と影の両面から議論する貴重な機会と
なった。4月には熊本地震があり、今回のフォーラム開催も危ぶ
まれたが、関係者の熱意によって開催にこぎつけることができた。
復興のひとつの証になれば幸いである。 （佐々本 一美）

27thフォーラム・イン・ドージン開催後記
「低酸素応答の光と影～エリスロポエチン純化から 40年～」

要旨集の残部がございますので、ご希望の方は小社マーケティング部までお問い合わせください。
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