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１ はじめに

アルコール類の酸化反応は、有機合
成の背骨とも例えられるカルボニル化
合物への直截的な到達を可能とする
重要反応であり、医薬、農薬、香粧
品、電子材料をはじめとする高付加価
値有機化合物の合成に利用されてい
る。そのため古くからアルコールの酸
化に関する膨大な研究が蓄積され、そ
の結果として幾多の優れた手法が開発
されてきた。単位反応として、アル
コールの酸化反応ほど多様な方法が編
み出された反応はないと言っても過言
ではない。実験室的には、クロム酸
を用いる方法やジメチルスルホキシ
ド（DMSO）の活性化による方法な
どは古くから天然物合成などで用いら
れてきた。近年では、これらの方法に
加えて超原子価ヨウ素試薬を用いる方
法（IBX酸化、Dess-Martin酸化）や
ルテニウムを用いる方法（TPAP酸
化）なども開発され、その広い基質適
用性から実験室レベルの有機合成にお
いて頻繁に用いられている。しかしな
がら、これらの方法はいずれも工業
プロセスにおいては避けられる傾向
にある１）。１）経済性、２）環境調和
性、３）安全性、４）操作性、５）堅
牢性等の厳しい制約が課せられるた
めである。著者らは天然物合成研究
の途上で、有機ニトロキシルラジカ
ルTEMPO [ 2 , 2 , 6 , 6 -tetramethyl 1 - 
pineridinyloxy（１）]を触媒とする酸化
手法に出会い、安価で毒性の低いバ
ルク酸化剤の使用を可能とする本
触媒プロセスの実用性と有用性を
学んだ２）。そして、このことを契機
として有機ニトロキシルラジカル種
の化学に興味を抱き、その酸化触媒
としての機能性開発研究に着手した。
本稿では、その途上で見出したアザ
アダマンタン型ニトロキシルラジカ
ル1-methyl- 2 -azaadamantane N-oxyl 
（２）３）［以下、1-Me-AZADOと略記］

の優れたアルコール酸化触媒としての
特性を紹介する。

２ アルコール酸化能の発見
とTEMPO酸化の発展

1965年Golubevら４）は、4-hydroxyl- 
TEMPOを塩素と反応させて得た塩
（オキソアンモニウムイオン）がエタ
ノールを酸化して、アセトアルデヒド
を与えることを見出した。この発見
が、有機ニトロキシルラジカルを酸化
触媒として用いるその後の発展の端緒
となった。
ニトロキシルラジカル種は、このも
のを中心としてオキソアンモニウムイ
オンおよびヒドロキシルアミンへと
可逆的に一電子酸化、還元を行うこ
とがその後の研究によって明らかに
された５）（スキーム１）。このユニー
クな酸化還元特性に基づいて、1975

年、mCPBA６）をバルク酸化剤とする
初めてのアルコールの触媒的酸化が報
告された。以来、TEMPOを用いた触
媒的アルコール酸化反応の研究が盛ん
に行われるようになり多くのバルク
酸化剤が開発されてきた。1987年に
は、現在工業プロセスにおいて最も汎
用されている安価で環境負荷の少ない
NaOCl７） が報告された。また1997年
には、幅広い官能基共存性を実現する
超原子価ヨウ素試薬PhI（OAc）2８）の
活用法が見い出された。
TEMPO酸化は優れた1級アルコー
ル選択性を発現することが知られて
いる。このユニークな特性は1983年、
Semmelhackら９） によって初めて指
摘され、その後、 NaOClやPhI（OAc）2
を始めとする実用性の高い共酸化剤が
開発・普及するに伴って急速に精密有
機合成化学の領域に浸透していった。
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最近では、天然物合成の重要な局面に
おいてTEMPO酸化を活用している例
も多々報告されるようになってきた。
TEMPO酸化の反応機構は以下のよ
うに提唱されている10）（スキーム２）。
まずTEMPOがバルク酸化剤によって
酸化され活性本体であるオキソアンモ
ニウムイオンを与える。ここに基質の
アルコールが結合した後、Cope型の
分解を経てカルボニル化合物とヒドロ
キシルアミンを与える。このヒドロキ
シルアミンが酸化されTEMPOが再生
することで触媒サイクルが完成する。

３ 有機ニトロキシルラジカルおよび
オキソアンモニウムイオンの安定性

一般的にニトロキシルラジカルのα
位炭素に水素が置換している場合、以下
に示すようにヒドロキシルアミン４と
ニトロン５へと速やかに不均化11） する
ことが知られている。従って、TEMPO
のN-オキシル基α位の４つのメチル基
はTEMPOの安定ラジカルとしての存在
を保障する構造化学的要素といえる（ス
キーム３）。そのためTEMPOの活性中
心近傍には適度な立体要求性が発現し、
1級アルコールの選択的酸化を可能とす
る。しかし、このことは逆説的に立体障
害の大きなアルコールの酸化を困難なも
のにすることになる。
またTEMPO由来のオキソアンモ
ニウムイオン1aは塩基性条件下でス
キーム４のような分解を起こすことが
知られており12）、触媒強度という点で
改善の余地を残している。

このように、TEMPOは安価で環境
負荷の少ないNaOCl水溶液をバルク酸
化剤として用いて、バルク合成へも適
用可能な触媒的アルコール酸化プロセ
スを成立させる一方で、嵩高い基質の
酸化を苦手としていることやその酸化
体の構造的安定性に不満を残している。

４ アザアダマンタン型ニトロキシ
ルラジカルの潜在的機能性

上述の知見を踏まえ、著者らはア
ザアダマンタン型ニトロキシルラジ
カルのアルコール酸化触媒としての
ポテンシャルに興味を抱いた。す
なわち、2-azaadamantane N-oxyl ［以
下、AZADO（８）と略記］はN-オキ
シル基のα位に水素原子を有するが、
Bredt則によってニトロンへの異性化
が阻まれることとなり、安定ラジカル
として存在が保障されるはずである。
もし、これらのラジカル種がTEMPO
と同様のレドックス特性を示すならば
オキソアンモニウム種8aはTEMPO
に比べ広い反応場を与えることとな

り、TEMPOでは酸化困難な立体障害
の大きいアルコール類の酸化も可能と
するのではないか。加えて、アダマン
タン骨格の堅牢性に基づく耐久性も期
待される（図１）。
文献調査を行ったところ、８は1978
年、Rassatら13）のグループによっ
て合成され、安定ラジカルとして存
在することが実証されていたが、こ
のものの酸化触媒としての機能性に
関する検討は全くなされていなかっ
た。文献の報告に従い合成を試みた
が目的の８は低収率で微量しか得る
ことができなかった。そこで実用性
の追究という観点から、1位にメチ
ル基を残した1-Me-AZADO（２）を目
指して合成検討を重ねた。その結果、
1, 3 -adamantanediolから１工程で導
かれるビシクロ体９14）より、再現性
良く合成する経路を確立できた（ス
キーム５）４）。

５ 1-Me-AZADOの合成と触媒活性

合成した1-Me-AZADO （２）のアル
コール酸化触媒としての性能を評価し
た。まず、 NaOCl７）をバルク酸化剤と
して１級アルコールの酸化を検討し
た。その結果、1-Me-AZADO（２）は
TEMPO（１）の10倍以上の触媒活性を
発揮することが判明した（表１）。とこ
ろでAnelli条件下での酸化では、分子
内に炭素－炭素二重結合を有する基質
はアルコールの酸化と同時にクロルカ
チオンによる副反応が競合し収率が低

和光純薬時報　Vol.75, No.1（2007）
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下することが知られている。この化学
選択性に関する問題は、PhI（OAc）2８）

をバルク酸化剤として採用することに
よって回避できる。２は、この条件に
おいても１に比べ高い触媒効率を示す
ことが確認された（表２）。次に、２級
アルコールに対する２の適応性を検証
した。その結果、TEMPOでは酸化す
ることが困難な立体障害の大きいアル
コールにおいて、２を用いた場合では
20分という短時間で酸化が完結し、ほ
ぼ定量的に対応するケトンを与えるこ
とという予想以上の結果を得ることが
できた（表３）。残念ながら、分子内に
塩基性アミノ基が存在する基質の酸化
は困難であることが明らかとなった。

６ アザアダマンタン型ニトロキシ
ルラジカルの構造－活性相関

上述のようにTEMPO （１）を凌駕す

るアルコール酸化触媒活性を有する有
機ニトロキシルラジカル1-Me-AZADO
（２）を開発することができたが、１
位メチル基と触媒活性の相関に対す
る疑問が残った。そこで、触媒活性
部近傍の環境が異なるAZADO （８）、
1, 3-dimethyl-AZADO（14）３）を合成し、
それぞれのアルコール酸化能を検証し
た。興味深いことに、これらの触媒は
１級アルコールの酸化反応については、
ほぼ同程度の触媒効率を示した。立体
的に嵩高い基質の場合、AZADO （８）と
1-Me-AZADO（２）はほぼ同程度の活

和光純薬時報　Vol.75, No.1（2007）
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CH2Cl2 at 0 oC for 20 min. Method B: reactions were catalyzed by TEMPO or 1-
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表１．Anelli 条件下での TEMPOと 1-Me-AZADOの触媒活性の比較

表２．Margarita 条件下での TEMPOと 1-Me-AZADOの触媒活性の比較

表３． ２級アルコールの酸化におけるTEMPOと1-Me-AZADO
の触媒活性の比較
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性を示したが、1, 3 -dimethyl-AZADO
（14）では反応が殆ど進行しないこと
が確認された。1, 3 -dimethyl-AZADO
（14）の基質受容性はTEMPO（１）のそ
れと同等であると理解される（表４）。
各種ニトロキシルラジカル類のサイク

リックボルタンメトリー（CV）の測定
を行った。その結果、酸化の受けやすさ
の指標となる式量電位Eo’値は1, 3-DiMe-
AZADO（136mV）> 1-Me-AZADO（186mV）
>AZADO（236mV）>TEMPO（294mV）と
なることが判った。この序列はAnelli条件
下並びにMargarita条件下で観測されたア
ルコール酸化活性の序列（AZADO> 1-Me-
AZADO>> 1, 3-DiMeAZADO～TEMPO）
とは相関性がない。この結果は、これら
ニトロキシルラジカルの酸化触媒活性が
速度論的因子によって影響を受けている
ことを示唆している４）。

７ おわりに

TEMPOの機能－構造相関にヒント
を得て、アザアダマンタン型ニトロキ
シルラジカルに潜在するアルコール酸

化触媒としての有用性を開発できた。
1-Me-AZADOはアルコール類の酸化
においてTEMPOと相補的な活用性
を提供することから、今後、有機合成
の多様な局面での活用が期待される。
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コードNo. 品　　　　　　名 規　格 容　量 希望納入価格（円）
132-15261 1-Methyl-2-azaadamantane-N-oxyl 有機合成用 100mg 8,500
138-15263 500mg 29,000

表４．種々の有機ニトロキシルラジカルの触媒活性の比較
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R1, R2 = alkyl, arylCH2Cl2-NaHCO3 (aq.), 0 oC, 20 min.

AZADO 1-Me-AZADO 1,3-dimethyl-AZADO TEMPO

8 2 14 1

ニトロキシルラジカル
ニトロキシドラジカルとも言われる。室
温で ESR（電子スピン共鳴法）によっ
て検出できる程度の「安定ラジカル」か
ら、室温・空気中で純粋な結晶あるいは
液体として長期間保存可能な「超安定ラ
ジカル」まで多様なニトロキシルラジカ
ルが知られている。ニトロキシルラジカ
ルは、ニトロンへの短寿命ラジカル種の
付加によっても生成する。この反応は、
スピントラップ法として生命科学領域で
活用されている。

バルク酸化剤
「触媒的酸化プロセスにおける実質的酸
化剤」の意味で用いられる。バルクとい
う形容詞は「バルク原料」、「バルク合成」
のように医薬プロセス化学の領域で「大
量供給可能な」という意味で汎用される。
従って、しばしば「安価で大量入手可能
な酸化剤」という意味でも用いられる。
分子状酸素、オゾン、過酸化水素、次亜
塩素酸ナトリウム、オキソン、t-ブチル
ヒドロペルオキシド等がバルク酸化剤の
代表選手といえよう。

P ro d u c t s
環境調和型有機酸化触媒環境調和型有機酸化触媒環境調和型有機酸化触媒環境調和型有機酸化触媒
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はじめに

芳香族基質プレニル基転移酵素は、
炭素数５のイソプレン単位から構成さ
れるプレニル基をさまざまな芳香族化
合物に付加する酵素の総称である。こ
の芳香族基質プレニル基転移酵素に
よって生合成される生体成分は数多
く、例えば、ビタミンEやビタミンK、
電子伝達系に必須なユビキノンやメナ
キノン、光合成に必須なクロロフィル
やプラストキノンは、いずれも生体に
とって重要な機能を担っている一次代
謝産物である。一方、二次代謝産物と
しては、多種の植物から単離されてい
るプレニルフラボノイドが良い例であ
る１）。これらプレニルフラボノイドの
中には、たいへん興味深いことに、元
のプレニル化されていない化合物には
なかった生物活性が付与される化合物
がある（図１）。例えば、6-ジメチル
クリシンは、乳がん細胞が薬剤耐性を
獲得するために必要なタンパク質であ
るABCG 2というABCトランスポー
ターの薬剤排出を阻害するため、抗癌
剤との併用効果が期待されている２）。
キサントフモールは、結腸がん細胞株
において細胞増殖の抑制とアポトーシ
ス誘導活性を示す３）。ナリンゲニンの
６位に炭素数10のゲラニル基が付加し
た6-ゲラニルナリンゲニンは、脂質酸
化を抑制する抗酸化活性を示す４）。ま
た、同じ位置に炭素数５のジメチルア
リル基が付加した6-ジメチルアリル
ナリンゲニンは、抗酸化活性に加えて
抗菌活性、抗腫瘍活性も示すことが報
告されている４，５）。これらの活性変化
は、元の化合物がプレニル化されたこ
とによって脂溶性が高まり、その結
果、プレニル化化合物の細胞への取り
込み量が増大したこと、標的分子との
相互作用が増強したことに起因すると
解釈されている。このことから、プレ
ニル化が活性発現に重要な役割を担っ
ていると考えられるが、これまでに、

フラボノイドのプレニル化反応を触媒
するプレニル基転移酵素の報告例はほ
とんどなかった。また、グラム陽性細
菌に属するいくつかの放線菌からも、
プレニル化反応が関与している化合物
が報告されているが、プレニル化酵素
に関する情報は限られたものであっ
た。このような状況下、われわれは、
放線菌、Streptomyces sp. CL190株が
生産する抗酸化物質、ナフテルピン６）

の生合成研究の過程において、その生
合成の鍵酵素と考えられる芳香族基質
プレニル基転移酵素を取得し、その基
質特異性と生産物特異性が広いことを
明らかにした７）。
プレニル化化合物は上記以外にも多
数単離されてはいるが、微量成分であ
ることもあり生物活性や作用機構の研
究はあまり進んでいないのが現状であ
る。そこでわれわれは、放線菌から取
得した基質特異性の広いプレニルトラ
ンスフェラーゼを生体触媒として利用
することにより、天然からは微量にし
か得られないプレニル化化合物の合成
や、天然からは得られていないプレニ
ル化化合物（非天然型プレニル化化合
物）の創製を目指した研究を展開して
いる。以下にその実例を紹介する。

放線菌由来新規芳香族基質
プレニルトランスフェラーゼ

われわれが利用しているプレニ

ルトランスフェラーゼは、放線菌、
Streptomyces sp. CL190株の代謝産
物から発見された抗酸化化合物、ナ
フテルピンの生合成酵素であるNphB
（和光純薬より発売）と、S. coelicolor 
A3（2）の機能未知酵素、Sco 7190７）、
そして、抗生物質ノボビオシンの生産
菌であるStreptomyces niveus 由来の
NovQである８）。これらの酵素は、他
のプレニルトランスフェラーゼと相同
性を示さず、基質であるプレニルジリ
ン酸のジリン酸基結合モチーフとして
既知のプレニルトランスフェラーゼで
は高度に保存されているアスパラギン
酸リッチモチーフを含んでいないとい
う特徴を持っている。

NphBとSco7190によるプ
レニル化芳香族化合物の創製

NphBはプレニル基供与体としてゲ
ラニルジリン酸（GPP）を、Sco7190
とNovQはジメチルアリルジリン酸
（DMAPP）を基質として利用する。
一方のプレニル基受容体としては、
NphBとSco7190は共に広範な基質を
利用でき、骨格の異なる芳香族化合
物にプレニル基を付加することがで
きる。従って、これらの酵素を利用
することにより、入手可能なフラボ
ノイドや植物ポリケタイドなどのポ
リフェノール類にプレニル基を付加
して、天然には微量にしか存在しな

和光純薬時報　Vol.75, No.1（2007）

図１．プレニル化フラボノイドの構造例

基質特異性と生産物特異性の広い芳香族基質プレニル基転移酵素
東京大学生物生産工学研究センター　葛山　智久、熊野　匠人
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いプレニル化化合物、あるいは非天
然型プレニル化化合物を取得するこ
とが可能である。一方、NovQについ
ては、現在までのところ、ヒドロキ
シフェニルピルビン酸が基質として
利用されることが明らかになってい
るのみである。

ジヒドロキシナフタレン
（DHN）のプレニル化

NphBの本来の基質は未同定である

が、ナフテルピンの部分構造に近い
と考えられる1, 6 -ジヒドロキシナフ
タレン（DHN）は効率よくプレニル
化される（表１、Entries 1 - 3）。プレ
ニル基供与体に関しては炭素数10の
GPPが最適であり、炭素数15のファ
ルネシルジリン酸はわずかに反応す
る。金属イオンとしてはマグネシウム
イオンが反応に必須である。水酸基の
位置の異なるDHNである、2, 7 -DHN
を利用した場合にもプレニル化化合物
が得られ（表１、Entries 4 , 5）、二カ

所にゲラニル基が付加した化合物も得
られる。
一方、Sco7190については炭素数５
のDMAPPのみがプレニル基供与体
として利用され、金属イオンは不要で
ある。1, 6 -DHNを基質として使用し
た場合には5-dimethylallyl- 1 , 6 -DHN
（表２、Entry 1）が得られ、2, 7-DHN
の場合には1-dimethylallyl- 2 , 7 -DHN
（表２、Entry 2）が得られる。

フラボノイドのプレニル化

プレニル化フラボノイドは植物が生
産し、その活性は抗酸化、抗菌、抗腫
瘍、多剤耐性抑制など様々である１）。
しかしながら、天然から単離される量
は微量であり、生物活性や作用機構が
解明されていないものも多い。した
がって、酵素反応により人工的にこれ
らプレニル化フラボノイドを合成でき
れば、より有用な活性の発見や作用機
構の研究につながると考えられる。そ
こで、NphBとSco7190両酵素を用い
てフラボノイドのプレニル化を試み

和光純薬時報　Vol.75, No.1（2007）

表１．NphBによるゲラニル化の反応例１

表２．Sco7190によるジメチルアリル化の反応例
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ている（表２、３）。NphBはナリンゲ
ニン（表３、Entries 1 , 2）、アピゲニ
ン（表３、Entries 3 , 4）、ゲニステイ
ン（表３、Entry 5）、ダイゼイン（表
３、Entry 6）のフラボノイドに対
して６位の炭素原子あるいは７位の
水酸基の酸素原子にゲラニル基を付
加する。酸素原子にゲラニル基を付

加する酵素はNphBが初めての例で
あり、水酸基にゲラニル基が付加し
た新規化合物の生物活性にも興味が
持たれる。一方Sco7190は、ナリン
ゲニンに対して６位の炭素原子にジ
メチルアリル基を付加する（表２、
Entry 3）。

植物ポリケタイドのプレニル化

フラボノイド以外に芳香環を持つ植
物由来のポリケタイドについてもプレ
ニル化の検討を行っている。
カンナビノイドの中間体であるオ
リベトール（表４、Entries 1 , 2）と、
赤ワインに含まれる抗酸化物質レスベ
ラトロール（表４、Entry 3）につい
ては、NphBとSco7190は共にプレニ
ル基を付加する。NphBにより合成さ
れるゲラニル化オリベトール（表４、
Entry 2）は大麻の向精神作用の有効
成分であるテトラヒドロカンナビノー
ルの前駆物質であるが、ゲラニル化オ
リベトール自体にはその作用は無い。
ゲラニル化レスベラトロール（表４、
Entry 3）は、材木となるアフリカン
チークから単離例があるが、その生
物活性についての報告は無い。一方、
Sco7190により合成されたジメチルア
リル化された化合物は新規化合物であ
り生物活性についても興味深い（表
２、Entries 4 , 5）。

おわりに　今後の展望

酵素の基質特異性は一般的には厳密
で、酵素とその基質は鍵穴と鍵に例え
られるように一対一の関係にあり反
応産物もほとんど一種類である。し

和光純薬時報　Vol.75, No.1（2007）

表３．NphBによるゲラニル化の反応例２ 表４．NphBによるゲラニル化の反応例３
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かしながら、まれに、本稿で紹介し
たNphBとSco7190のように、基質特
異性が「寛容な」酵素も存在する。こ
のような「寛容な」酵素は二次代謝産
物の生合成酵素にみられることが多い
が、最近では、酵素の立体構造に基づ
いて部位特異的変異を導入することに
より人工的に基質特異性を「寛容に」
している例もある９）。
われわれはこれまでに、NphBにつ
いてはX線結晶構造解析により立体
構造を高解像度で解明することに成功
している７）。今後はSco7190やNovQ
についても解明し、基質認識機構とプ
レニル化反応の触媒機構を明らかにす
る予定である。さらに、結晶構造に基
づいて部位特異的変異を導入すること
により、フラボノイド、植物ポリケタ
イドなどのポリフェノール類を始めと
する多様な骨格をもつ天然有機化合物
や合成化合物に対するプレニル化酵素
をデザインし、それらを生体触媒とし
て用いることによってプレニル化化合
物ライブラリーの創製につなげたいと
考えている。
最初にも述べたように、プレニル化
フラボノイドは天然から得られる量は
微量ながらも、さまざまな植物から多
くの誘導体が発見され生物活性も多様
である。そこで現在、放線菌由来のプ
レニルトランスフェラーゼを植物中で
発現させ、植物が元々生産しているフ

ラボノイドを植物体内でプレニル化し
有用なプレニル化フラボノイドを大量
生産させるための「植物工場」の構築
を目指した研究も進行中である。近い
将来、それらの中から医薬品シードな
どとなるような化合物が得られること
を強く期待している。
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芳香族基質プレニル基転移酵素（NphB），組換え体，溶液
本品はフラボノイド骨格など、芳香族化合物にイソプレン単位の官能基を付与する（プレニル化）酵素です。
天然・非天然化合物をプレニル化することにより新たな生理活性が得られる場合があります。新たな化合物の探
索や開発にご利用下さい。

P ro d u c t s

コードNo. 品　　　　　　名 規　　格 容　量 希望納入価格（円）
017-20891 Aromatic Prenyltransferase（NphB）, recombinant, Solution 細胞生物学用 1 mg 20,000

n

基ルリアルチメジ,0=n
基ルニラゲ,1=n

基ルシネルァフ,2=n
基ルニラゲルニラゲ,3=n
基ルニレプタクオ,7=n位単ンレプソイ
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HO
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HO
P
O

HO
HO

+

素酵成合酸ンリジルシネルァフ

× 2

プレニル基

　炭素数５のイソプレン単位から構成
される官能基の一つ。プレニル基には、
炭素数５のジメチルアリル基、炭素数
10のゲラニル基、炭素数15のファルネ
シル基、炭素数20のゲラニルゲラニル
基、さらには炭素数40のオクタプレニ
ル基などがある。いずれの官能基も元
はジリン酸体として生合成される。そ
の合成酵素の総称がポリプレニル合成
酵素であり、ジメチルアリルジリン酸
に複数分子のイソペンテニルジリン酸
を順次head to tailで縮合する。例えば、
ファルネシルジリン酸合成酵素は、１
分子のジメチルアリルジリン酸に 2 分
子のイソペンテニルジリン酸を順次
head to tail で縮合してファルネシルジ
リン酸を合成する。

プレニル化化合物の作製にプレニル化化合物の作製にプレニル化化合物の作製にプレニル化化合物の作製に
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はじめに

甘草は全漢方処方の約70％の処方
に配合される最も重要な生薬の一つで
ある。甘草には多種のフラボノイドを
含有するが、薬理効果の面から見れば
グリチルリチンが重要であろう。グリ
チルリチンは甘草から抽出され肝炎や
アレルギーの治療薬として市販されて
いる。また、醤油、味噌、飲料水の甘
味料としての需要も大きく、年間数千
トンの甘草又は甘草エキスを輸入して
いる。中国の甘草自生地では重要な換
金作物となっており、乱獲が進みこれ
に伴って砂漠化が進んでいるとの見解
から自生甘草の採取を厳しく規制する
体制がとられ、漢方薬の製造・販売に
大きな支障が生じるのでは、との衝撃
が走ったことは記憶に新しい。現在も
自生株の採取は規制が強く、栽培化が
奨励されている。
以上のように大量の甘草を消費して
いるので産地による成分の変動も大き
い。このため日本薬局方では甘草の品
種とグリチルリチン含量を規定してい
る。品種はGlycyrrhiza uralensis とG. 
glabraの２種でグリチルリチンは2. 5％
以上の要件が求められている。このた
め現在ではHPLCによりグリチルリチ
ン含量を分析しているのが現状である。
以上の通り多くの甘草が消費され、
これに伴って膨大なサンプルのグリチ
ルリチン含量を分析する必要があるの
で、分析感度と分析精度の改善、分析
時間のスピードアップ、前処理等を必
要としない簡便法、HPLCで分析する
時のメタノールやアセトニトリル等の
有機溶媒を必要としない環境保全等
を目的にグリチルリチンに対するモ
ノクローナル抗体（MAb）を作成し
た。これを用いた高感度分析法である
Enzyme-linked immunosorbent assay 
（ELISA）法を確立した。また、甘草
に含まれる130種におよぶ多くの成分
の中からグリチルリチンのみを発色出

来る新しい検出法を見出し、イースタ
ンブロットと命名した。さらに新しい
イースタンブロット法の開発や尿検査
で用いるスティックタイプの簡易分析
キットを開発してきた。これらの開発
方法と応用面等について概説する。

１ 抗グリチルリチンMAbの作成

従来はウサギに抗原を注射して抗体
を作成していたが、我々はマウスを用
いる方法を選んだ。しかしグリチルリ
チンはそのままでは抗原とはなり得な
いので、図１に示す通りグリチルリチ
ンのグルクロン酸部分を過ヨウド酸ナ
トリウムで処理し、糖部を開環し、そ
こへウシの血清アルブミン（BSA）を
加え、複合体を作成した。複合体中の
グリチルリチンの結合数を確かめた後、
マウスへ注射し、抗体化が上昇した時
点でマウスの脾臓細胞を単離する。こ
れとがん細胞の一種であるミエローマ
と呼ばれる細胞を融合して、抗グリチ
ルリチンMAbを生産する一つの細胞を
選抜し、徐々に大量培養へ移行しMAb
を多量に生産することに成功した。

２ ELISAによる分析

図２はグリチルリチンの検量線で
ある。通常のHPLCの検量線とは逆
向きの右肩下がりの検量線となる
が、20ngから200ngの間で信頼性
のおける分析が可能で、感度は概ね

HPLCの千倍程度である。
MAbで重要なことは多数の成分の中
においてターゲットとする成分のみを
簡便に分析出来る機能を持っているこ
とである。クロスリアクションを調べ
た結果、グリチルリチン以外の成分と
は親和性が無く、従って選択性の高い
分析が可能なことが明らかとなった。
次に実際のサンプルの定量を行い

（表１）、その信頼性を調べたところほ
とんど５％以内の誤差に収まり極めて
精度の高い方法であることを検証でき
た。これらの結果についての詳細は文
献１を参照頂きたい。なお、本法を応
用したELISAキットが作成され販売
される予定である。

３ イースタンブロッティングの開発

サザン、ウエスタン、ノーザンブ
ロッティングに次いで４番目の染色法

和光純薬時報　Vol.75, No.1（2007）

図１．グリチルリチンーウシ血清アルブミンとの複合体の作成

図２．グリチルリチンの検量線
  20-200ng の間でよい直線性を示し良好

な分析が可能である。

甘草の主有効成分、グリチルリチンに対するモノクローナル抗体の
作成とその応用

九州大学大学院　薬学研究院　正山　征洋
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としてイースタンブロッティングと命
名したので紹介する。
甘草や漢方薬のサンプルを通常の
TLCを用いて溶媒系で展開し、硫酸
等で発色すると全ての化合物が発色す
るのでスタンダード無くしてはグリチ
ルリチンを特定することは不可能に近
い。特に血清成分の分析等において
は不可能である。本法ではTLCで成
分を展開し、化合物全てをTLCから
PVDF膜に転写し、膜を前述の過ヨウ
ド酸ナトリウムで処理すると膜上のグ
リチルリチンの糖部が開環し、そこへ
BSA等を加えると複合体を形成し同
時に膜上への結合能を付与する。この

時点で抗グリチルリチンMAbを加え
抗原抗体反応を行い、パーオキシダー
ゼを標識した２次抗体、抗マウスIgG
抗体を加え、最後にパーオキシダーゼ
の基質を添加することによりグリチル
リチンのスポットのみが発色する。図
３はグリチルリチンをラットに静注後
グリチルリチン量を分析したもので、
２時間後も検出可能である。なお、本
イースタンブロット法により甘草や甘
草配合漢方処方も分析しているので詳
細は文献３，４を参照されたい。
本イースタンブロット法のもう一つ
の応用例をご紹介する。甘草の中のグ
リチルリチンの分布をクリヤーに知る
ことは出来なかったが、我々は甘草の
スライス上にPVDF膜を重ねてグリ
チルリチンを膜に吸着させ、イースタ
ンブロット法を適用すると図４の様に
グリチルリチンの分布が容易に見るこ
とが出来る。人参のスライスについて
も検討したが、図４の下のように人参
のスライスは発色しないので、本法は
成分特異性が極めて高い方法であるこ
とが明らかとなった。

４ 簡易分析キットの開発

甘草の育種を目的としたフィールド
におけるグリチルリチン含量の分析も

必要になってくるであろう。本目的で
簡便分析キットを開発した。
図５に示すように抗原・タンパク複

合体を配置する。一番トップには全ての
抗体をトラップ出来るよう抗マウスIgG
抗体を配置した。甘草サンプルと金粒
子で標識した抗グリチルリチンMAbを
バッファーにより展開すると、抗原抗体
反応が起こり、競合が起こる。余分の抗
グリチルリチンMAbが残存すればグリ
チルリチン―BSA複合体でトラップさ
れ、金粒子の赤い色が発色する仕組みで
ある。本反応は競合法なので、発色す
ればグリチルリチンは含まれないこと
になる。本キットで分析した後に前述の
ELISAで分析し最終的な含量を決定す
る。フィールドにおいて簡易分析キット
で大雑把に分析し、比較的含量が高いサ
ンプルを選抜し、ELISAで分析し、目
指す固体を選抜しグリチルリチン高含量
株を選抜育種することも可能と考えてい
る（論文５参照）。

終わりに

近年慢性病、生活習慣病の患者が増
加する中で、漢方薬の需要が増加の途
にある。また、医学教育に漢方医学が
平成14年からコアカリキュラムに組
み込まれ、臨床医療に漢方を取り入れ

和光純薬時報　Vol.75, No.1（2007）

表１． 各種甘草および甘草配合漢方処方の
グリチルリチンの分析

A

C

B

D

図３．イースタンブロッティングによる血清中のグリチルリチンの検出
 左は通常の TLCで右がイースタンブロッティング
 明らかにグリチルリチン（矢印）が検出出来る。

図４．抗体染色によるグリチルリチンの分布
  Ａがイースタンブロッティングで右が切片である。下の人参切片は

当然染色されない。
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る医師が急増することは自明である。
このような状況の中で、漢方薬の効き
目を担保するのは配合される生薬の品
質にかかっているのは当然である。こ
のため品質評価が重要なパートになっ
ている。本稿ではグリチルリチンに限
定したが、人参のジンセノシド類、柴
胡のサイコサポニン類、芍薬のペオニ
フロリン等、サフランのクロシン、黄
ゴンのバイカリン等の配糖体や黄連の
ベルベリン、細辛のアリストロキア酸
類等多数のMAbを作成し、その応用
研究を行ってきた。これらについては
別稿に譲りたい。本稿で概説した様
にMAbは複雑な成分系の中から唯一

グリチルリチンをターゲットとして検
出する機能を持っているので、本稿で
示した例を越えて、新しい興味ある分
析法への適用があろう。例えば甘草は
偽アルドステロン症を惹起するケース
もあるので、血中濃度のモニタリング
など、臨床分野での応用が広がるもの
と期待している。また、生化学の分野
にも適用範囲が広まるものと考えてお
り、今後もMAbの進化に努めるべく
研究を継続したいと念じている。

〔参考文献〕
 1）  Shan, S., Tanaka, H. and Shoyama, Y. :.“Enzyme-
linked immunosorbent assay for glycyr-
rhizin using anti-glycyrrhizin monoclonal 

antibody and an eastern blotting technique 
for glucuronides of glycyrrhetinic acid”, 
Anal. Chem., 73, 5784-5790（2001）.

 2）  Shan, S., Tanaka, H. and Shoyama, Y. :“Western 
blotting method for the immunostaining 
detection of glucuronides of glycyrrhetic 
acid using anti-glycyrrhizin monoclonal 
antibody”, Biol. Pharm. Bull ., 22, 221-223 
（1999）.

 3）  Fukuda, N., Shan, S., Tanaka, H. and Shoyama, 
Y. :“New staining methodology : eastern 
blotting for glycosides in the fi eld of Kampo 
medicines”, J. Nat. Med., 60, 21-27（2006）.

 4）  江頭亨、高山房子、油布文枝、正山征洋：
「グリチルリチンの単回および長期投与によ
るラット血中のグリチルリチンおよびグリ
チルレチン酸の動態」，Minophagen Medical 
Review, 41－47（2003）.

 5）  Putalun, W., Tanaka, H. and Shoyama, Y. : “Rapid 
detection of glycyrrhizin by immunochromato-
graphic assay”, Phytochem. Anal ., 16, 370-374
（2005）.

 6）  Morinaga, O., Fujino, A., Tanaka, H. and  
Shoyama, Y. :“An on-membrane quantita-
tive analysis system for glycyrrhizin in 
licorice roots and traditional Chinese 
medicines”, Anal. Bioanal. Chem ., 383 , 
668-672（2005）.

 7）  Sakai, T., Shinahara, K., Torimaru, A., 
Tanaka, H., Shoyama, Y. and Matsumoto, 
K. :“Sensitive detection of glycyrrhizin 
and evaluation of the affinity constants 
by a surface plasmon resonace-based 
immunosensor”, Anal. Sci ., 20, 279-283（2004）.
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操　　作

GC-Alb プレート
↓
GC標準液 50 μℓ
↓
抗GC抗体 50 μℓ
↓  室温、１時間反応
↓  ４回洗浄
POD標識抗体
↓  室温、30分間反応
↓  ４回洗浄
酵素基質液 100 μℓ
↓  室温、10分間反応
反応停止液 100 μℓ
↓
波長 450nmにて吸光度測定

本グリチルリチン（GC）ELISAキットは、サンプル中のグリチルリチンを特異的に測定できる競合型ELISAキット
です。甘草や甘草配合漢方中のグリチルリチンの分析に最適です。

グリチルリチンELISAキットワコー

図５．簡易グリチルリチン検出キット
 左下は模式図である。
  右上は実際の発色状況をしめす。１には２つのスポットを検出しているのでグリチルリチ

ンを含有していない。２はスポットが検出出来ないのでグリチルリチンを含有している。

キット構成
●GC-Alb感作マイクロプレート 96ウエル
●GC標準液（7濃度） 各0. 3mℓ
●抗GC抗体（100×） 0 . 1mℓ
●POD標識抗体（100×） 0 . 2mℓ
●反応用緩衝液 40mℓ
●洗浄用緩衝液（10×） 40mℓ
●酵素基質液（TMB） 12mℓ
●反応停止液 12mℓ

標準曲線

ℓ

コードNo. 品　　　名 規　格 容　量 希望納入価格（円）
298-65201 Glycyrrhizin ELISA Kit Wako 免疫化学用 96回用 近日発売
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近年、医薬品分野における創薬部
門及び農薬、化学品分野での研究開発
期間の短縮に伴い、これを達成する目
的でコンビナトリアルケミストリー
（combinatorial chemistry）技術が導入さ
れてきました。この技術は、コンビナ
トリアル合成を支援する各種の自動合
成装置（ロボット合成）、自動精製装置、
高効率スクリーニング装置（HTS装置）
の開発により急速に発展してきました。
現行のPresep® Silica Gel Type Lは、

ディスポーサブルタイプのシリンジ型
カラムに破砕状シリカゲルを充てんし
たフラッシュクロマトグラフ用カラム
です。現行製品は自動合成装置などで
合成された多種多様なリード化合物の
精製に使用されていますが、精製装置
の進歩に伴い更なる高性能化が求めら
れるようになってきました。
高性能Type Lの開発としてカラム
構成部材の再設計、充てん剤の検討
（破砕状及び球状シリカゲルの２タイ
プ）を進めております。以下にこれま
での検討内容をご紹介します。

（１）カラムフィルターの検討
Presep® Silica Gel Type L現行製品
の構造概略を図１及び表１に示しまし
た。カラム本体はポリプロピレン製、
カラム先端のルアー側フィルターはガ
ラスファイバー、シリンジ開口部側は
ポリエチレン製フィルターを装着して
います。今回のカラム性能の向上に関
する検討で、まずガラスファイバーを
肉厚硬質タイプのポリエチレン製フィ
ルターへ変更することでカラム先端の
テーパー領域が確保され、カラムの通
液性を飛躍的に改善することができま
した。高性能Type Lの構造概略も同
じく図１、表１に示しました。

（２）充てん剤の検討
破砕状シリカゲルについて現行製品
とは粒度分布が異なりますが、さらに
厳しく微粉をカットした原料の採用、
充てん方法にも改良を加えた結果、カ
ラム理論段数が大幅にアップし、図２
に示したように今まで以上にシャープ
なピークが得られるようになりまし

た。また、新規に球状シリカゲル充て
んカラムの検討も進めております。

（３）カラムホルダー
Type L専用カラムホルダーを装着
した写真を図３に示しました。本品は
カラム開口部側フィルター上面に密着
するよう設計され、カラムIN側のデッ
ドボリュームをゼロにすることにより
カラム性能をさらに引き上げる効果が
あります。

高性能Type Lの特長を以下に記載
しました。
（高性能Type Lの特長）
・高理論段数＝高カラム効率
・シャープなピーク形状
・ 通液性の向上＝コンディショニング
が早い
高性能Presep® Silica Gel Type Lは、

現在、さらなる改良を行っておりま
す。商品としてみなさまにお届けでき
るようになりましたら、追って本誌で
紹介させていただきます。

和光純薬時報　Vol.75, No.1（2007）

高性能Presep® Silica Gel Type L の開発
和光純薬工業株式会社　試薬研究所　久保田　守

表１．

Presep® Silica Gel Type L
現行製品 高性能 Type L（破砕状） 高性能 Type L（球状）

カラムサイズ 27（内径）× 136（長さ＊1）mm
カラム容積 70mℓ
カラム材質 PP＊2

開口部側フィルター HDPE＊3（気孔径 20μm、2mm（厚さ）） HDPE＊3（気孔径 20μm、3mm（厚さ）） HDPE＊3（気孔径 20μm、3mm（厚さ））
ルアー側フィルター ガラスファイバー 同上 同上
充てん剤 破砕状シリカゲル 破砕状シリカゲル 球状シリカゲル
充てん量 30 g 30 g 36 g
粒子サイズ 20～ 40μm 40～ 60μm 40～ 64μm
＊1：ルアー部位を除く　　＊2：ポリプロピレン　　＊3：高密度ポリエチレン

ー LC Conditions ー
Column  : Presep® Silica Gel Type L(破砕状)
Eluent : A) n-Hexane, B) Ethyl Acetate
Gradient : 0-15min, B : 0-100%(Linear)              
Flow rate  : 40mℓ/min at ambient
Detection : UV254nm 
Sample : 1) Toluene (100mg/mℓ) 
   2) Dioctyl Phthalate (70mg/mℓ)
   3) Diethyl Phthalate (50mg/mℓ)
Inj. vol. : 1mℓ 

Retention time(min)
0 5

1
2

3

10

図１．Presep® Silica Gel Type L 構造図 図２．高性能 Type L（破砕状）を用いた測定例 図３．Type L 専用カラムホルダー



食品衛生法などの一部を改正する法律（平成15年法律
第55号）により、食品に残留する農薬、動物用医薬品ま
たは飼料添加物に関し、ポジティブリスト制度が導入され
ました。
この度、残留農薬試験用標準品及びHPLC用動物用医薬
品標準品を追加しました。品目は順次追加の予定です。

農薬標準品　追加品目
■クロルピリホスオキソン標準品
化学名： Diethyl 3, 5, 6-Trichloro-2-pyridyl 

Phosphate
CAS No.：5598-15-2
含量（cGC）：98.0%以上
外　観：白色結晶性粉末

■ダゾメット標準品
化学名： Tetrahydro-3, 5-dimethyl-1, 3, 

5-thiadiazine-2-thione
CAS No.：533-74-4
含量（cGC）：98.0%以上
外　観：白色結晶性粉末
溶解性： 水 3g/kg  （20℃）
　　　　 シクロヘキサン400、クロロホルム

391、アセトン173、ベンゼン51、
エタノール15、ジエチルエーテル6
（g/kg、 20℃）

■2, 4-DB 標準品
化学名： 4-（2, 4-Dichlorophenoxy）butyric 

Acid
CAS No.：94-82-6
含量（HPLC）：98.0%以上
外　観：白色結晶性粉末～粉末または塊
溶解性： 水 46mg/ℓ （25℃）
　　　　 アセトン、エタノール、ジエチルエーテ

ルに可溶。
　　　　 ベンゼン、トルエン、ケロセンにわず

かに溶ける。

■フルミクロラックペンチル標準品
化学名： Pentyl[2-Chloro-5-（cyclohex-

1-ene-1, 2-dicarboximido）-4- 
fl uorophenoxy]acetate

CAS No.：87546-18-7
含量（HPLC）：98.0%以上
外　観：白色結晶性粉末
溶解性： 水 0.189mg/ℓ （25℃）
　　　　 メタノール48.7、ヘキサン3.28、n-

オクタノール16.0、アセトン590（g/ℓ）

■マラオキソン標準品
化学名： Diethyl[（Dimethoxyphosphino）

thio]butanedioate
CAS No.：1634-78-2
含量（cGC）：98.0%以上
外　観：ごくうすい黄色澄明液体

■プロパクロール標準品
化学名： 2-Chloro-N -isopropylacetanilide
CAS No.：1918-16-7
含量（cGC）：98.0%以上
外　観：白色結晶性粉末
溶解性： 水 580mg/ℓ （25℃）
　　　　 アセトン448、ベンゼン737、トルエン

342、エタノール408、キシレン239、
クロロホルム602、四塩化炭素 174、
ジエチルエーテル219（g/kg, 25℃）

■スピロジクロフェン標準品
化学名： 3-（2, 4-Dichlorophenyl）-2-oxo-

1-oxaspiro[4.5]dec-3-en-4-yl 2, 
2-Dimethylbutyrate

CAS No.：148477-71-8
含量（cGC）：98.0%以上
外　観： 白色結晶性粉末～粉末
 

動物用医薬品標準品　追加品目
■アンプロリウム塩酸塩標準品
化学名： 1-[（4-Amino-2-propyl-5-

pyrimidinyl）methyl]-2-
methylpyridinium Chloride 
Hydrochloride

CAS No.：137-88-2
含量（HPLC）：98.0%以上
外　観：白色結晶性粉末～粉末

■カルプロフェン標準品
化学名： 6-Chloro-α-methyl-9H-carbazole-

2-acetic Acid
CAS No.：53716-49-7
含量（HPLC）：98.0%以上
外　観：わずかにうすい褐色粉末

■セフォペラゾンナトリウム標準品
化学名：  （6R, 7R）-7-[[（2R）-[[4-Ethyl-2, 

3-dioxo-1-piperazinyl）carbonyl] 
amino]（4-hydroxyphenyl）acetyl] 
amino]-3-[[（1-methyl-1H-tetrazol-
5-yl）thio]methyl]-8-oxo-5-thia-1-
azabicyclo[4.2.0]oct-2-ene-2-
carboxylic Acid

CAS No.：62893-20-3
含量（HPLC）：95.0%以上
外　観：白色粉末

Productsew
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コードNo. 品　　　名 規　格 容量 希望納入価格（円）

037-20131 Chlorpyrifos Oxon Standard 残留農薬試験用 100mg 25,000

045-29631 Dazomet Standard 残留農薬試験用 200mg 8,000

048-29741 2,4-DB Standard 残留農薬試験用 200mg 10,000

067-04771 Flumiclorac-pentyl Standard 残留農薬試験用 100mg 19,000

137-15211 Malaoxon Standard 残留農薬試験用 200mg 24,000

164-22191 Propachlor Standard 残留農薬試験用 200mg 12,000

199-14231 Spirodiclofen Standard 残留農薬試験用 200mg 18,000

ポジティブリスト 関連標準品ポジティブリスト 関連標準品ポジティブリスト 関連標準品ポジティブリスト 関連標準品
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■エンロフロキサシン標準品
化学名： 1-Cyclopropyl-7-（4-ethyl-1-

piperazinyl）-6-fl uoro-1, 4-dihydro-
4-oxo-3-quinolinecarboxylic Acid

CAS No.：93106-60-6
含量（HPLC）：98.0%以上
外　観：わずかにうすい黄色粉末

■グリカルビラミド標準品
化学名： 4, 5-Imidazoledicarboxamide
CAS No.：83-39-6
含量（HPLC）：98.0%以上
外　観：白色粉末

■メンブトン標準品
化学名： 4-Methoxy-γ-oxo-1-

naphthalenebutanoic Acid
CAS No.：3562-99-0
含量（HPLC）：98.0%以上
外　観：白色結晶性粉末～粉末

■リファキシミン標準品
化学名： [2S-（2R＊, 16Z, 18E, 20R＊, 21R＊, 

22S＊, 23S＊, 24S＊, 25R＊, 26S＊, 
27R＊, 28E）]-25-（Acetyloxy）-5, 
6, 21, 23-tetrahydroxy-27-
methoxy-2, 4, 11, 16, 20, 
22, 24, 26-octamethyl-2, 7- 
[epoxypentadeca（1, 11, 13） 
trienimino]benzofuro[4, 5-e]pyrido 
[1, 2-a]benzimidazole-1, 15（2H）
-dione

CAS No.：80621-81-4
含量（HPLC）：98.0%以上
外　観：だいだい色結晶性粉末

■ニフルスチレン酸ナトリウム標準品
化学名： Sodium 4-[2-（5-Nitro-2-furanyl）

ethenyl]benzoate
CAS No.：54992-23-3
含量（HPLC）：98.0%以上
外　観：黄褐色粉末または塊

■スルファドキシン標準品
化学名： 4-Amino-N-（5,6-dimethoxy-4-

pyrimidinyl）benzenesulfonamide
CAS No.：2447-57-6
含量（HPLC）：98.0%以上
外　観：白色結晶性粉末

■スルファピリジン標準品
化学名： 4-Amino-N-2-

pyridinylbenzenesulfonamide
CAS No.：144-83-2
含量（HPLC）：98.0%以上
外　観：ごくうすい黄褐色結晶性粉末

日本薬局方適合 
生薬有効成分

■ 硝酸デヒドロコリダリン
硝酸デヒドロコリダリンは、エンゴサクの成分含量測定
用として、第十五改正日本薬局方に収載されました。エン
ゴサクの塊茎から抽出された有効成分には、浄血、鎮痙、
鎮痛作用があるとされています。コリダリンは、エンゴサ
クに含まれる10種類以上のアルカロイドの一つです。

起源： Corydalis  turtschani-
novii  Besser forma 
yanhusuo Y. H. Chou 
et C. C. Hsu（Papav-
eraceae）

CAS No.：13005 - 09 - 9

■ エレウテロシドB
エレウテロシドBは、シゴカの確認試験に、液体クロマ
トグラフィー用として第十五改正日本薬局方に収載されま
した。シゴカはエゾウコギの根茎で中国、千島、北海道に
見られ、古くから生薬として用いられてきました。

起源： E l e u t h e r o c o c c u s 
senticosus（Ruprechtet 
et Maximowicz）Maxi-
mowicz（Acanthopanax 
senticosus（Ruprecht et 
Maximowicz）Harms）
（Araliaceae）

CAS No.：118 - 34 - 3
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C19H22FN3O3 = 359.39

NN

COOH

O

F

NH3C

C5H6N4O2 = 154.13

N

N
H

C

O

NH2

C NH2
O

C15H14O4 = 258.27

O

O
CH3

COOH

C43H51N3O11 = 785.88

O
N

N

OHOH

NH

O

O
O

CH3

CH3

CH3

CH3

CH3
O

H3CO

CH3

HO

OH

CH3

H3C

H3C

O

C13H8NNaO5 = 281.20

O
COONa

O2N

C12H14N4O4S = 310.33

H2N

S
N
H

OO NN

OCH3
OCH3

C11H11N3O2S = 249.29

H2N

S
N
H

NOO

コードNo. 品　　　名 規　格 容量 希望納入価格（円）

017-20651 Amprolium Hydrochloride Standard 高速液体クロマトグラフ用 200mg 8,000

037-19761 Carprofen Standard 高速液体クロマトグラフ用 200mg 10,000

035-19941 Cefoperazone Sodium Salt Standard 高速液体クロマトグラフ用 200mg 10,000

059-07471 Enrofl oxacin Standard 高速液体クロマトグラフ用 200mg 8,000

077-05171 Glycarbylamide Standard 高速液体クロマトグラフ用 200mg 10,000

135-15011 Menbutone Standard 高速液体クロマトグラフ用 200mg 10,000

181-02041 Rifaximin Standard 高速液体クロマトグラフ用 200mg 18,000

146-08251 Sodium Nifurstyrenate Standard 高速液体クロマトグラフ用 200mg 10,000

192-14221 Sulfadoxine Standard 高速液体クロマトグラフ用 200mg 8,000

199-14471 Sulfapyridine Standard 高速液体クロマトグラフ用 200mg 4,000

コードNo. 品　　　名 規　格 容量 希望納入価格（円）

046-29541 Dehydrocorydaline Nitrate 局方生薬試験用
（成分含量測定用） 10mg 25,000

051-07551 Eleutheroside B 局方生薬試験用
（液体クロマトグラフィー用） 20mg 近日発売

C22H24N2O7＝428.44 
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OCH3

OCH3 NO3
-

C17H24 2O9・xH O 
（C17H24O9＝372.37） 

CH2OHH3CO

OCH3
OGlc



Productsew

16 和光純薬時報　Vol.75, No.1（2007）

トータルアフラトキシン分析用ELISAキット 
AgraQuant® Afl a
AgraQuant® Afl aキットは、直接競合法によるELISA

（酵素固定化免疫測定法）キットです。特にコーンなどの
測定に最適です。AgraQuant® Afl a 1/ 20は食安監発第
0713001号の分析方法に準拠した製品です。

特　　長
●簡易定量が可能
●抽出から検出までわずか 30 分で完了
●反応時間の至適化により高精度 ･高再現性
●２種類の定量範囲、ウェルタイプを用意
●特にコーンの測定に最適

＊ピペットは含みません

保存条件  
２～８℃
使用期間：製造から 12 ヶ月

＊AgraQuant® は、Romer Labs 社の商標です。

トータルアフラトキシン簡易検査キット 
AgraStripTM Afl a
AgraStripTM Afl aは、競合イムノクロマト法を用いたトー

タルアフラトキシン用簡易検査キットです。AgraStripTM Afl a
は食安監発第0713001号の分析方法に準拠した製品です。

特　　長
●測定時間は、わずか５分
●操作手順が非常に簡潔
●３種類の境界値（４、10、20ppb）に対応
●室温保管が可能
●USDA/GIPSA認可（コーン）

＊ピペットは含みません

検　　出

陰性：Aflatoxin 含量　境界値以下
　　　（２本ライン）検出時間 1分

陽性：Aflatoxin 含量　境界値以上
　　　（コントロールライン（C）のみ１本ライン）
　　　検出時間５分

測定不良： 
　　　（コントロールラインなし）
　　　検出時間 5分

AFLATOXIN
T    C

T    C

T    C

AFLATOXIN

AFLATOXIN

AFLATOXIN

AFLATOXIN

保存条件  
２～ 25℃
使用期間：製造から 12 ヶ月

＊AgraStripTM は、Romer Labs 社の商標です。

コードNo. メーカーコード 品　　　名 定量範囲
（ppb） 容量 希望納入価格（円）

637-09891 RA100148
AgraQuant® Afl a
 （1/20）

１～20

48 回用 42,000

630-09901 RA100196 96 回用 80,000

637-09911 RA100248
AgraQuant® Afl a
（4/40）

４～40

48 回用 42,000

637-05251 RA100296 96 回用 80,000

コードNo. メーカーコード 品　　　名 定量範囲
（ppb） 容量 希望納入価格（円）

638-07981 RA129040 AgraStripTM Afl a 4 4 24 本 36,000

635-07991 RA129100 AgraStripTM Afl a 10 10 24 本 36,000

632-08001 RA129200 AgraStripTM Afl a 20 20 24 本 36,000

食案監発第0713001号に準拠した食案監発第0713001号に準拠した
トータルアフラトキシン検出キットトータルアフラトキシン検出キット
食案監発第0713001号に準拠した
トータルアフラトキシン検出キット
食案監発第0713001号に準拠した
トータルアフラトキシン検出キット
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低バックグラウンドのために！ 
Protein-Free Blocking Buff er
従来のブロッキングバッファーは交差反応により、高
バックグラウンドやシグナル強度の減少をもたらすことが
あります。本品はプロテインフリーのため、交差反応やグ
リコシル化プロテインによる高バックグラウンドを大幅に
抑えることができます。

特　　長
●プロテインフリー
●S/N比が高い
●Ready-to-Use

デ ー タ
■他社製品とのバックグラウンド比較（プロテインアレイ）

プロテインアレイ 
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グバッファー処理後、
well のバックグラウ
ンドを測定。

■他社製品とのバックグラウンド比較（ウエスタンブロット）
Protein-Free
Blocking Buffer

露光時間　（A)１分間　（B) 30分間

（A)

（B)

Non-animal protein
blocker X

Non-animal protein
blocker Y

サンプル： Jurkatアポトーシスライセート（レーン1：0. 25μg、
レーン2：0.50μg）

検　　出：  4- 20%トリスーグリシンゲルにより電気泳動を行い、ニ
トロセルロース膜とPVDF膜、各々に転写後、各種ブロッ
キングバッファーにより１時間（室温）処理を行い、検出。

一次抗体：マウス抗PARP抗体 
二次抗体：ヤギ抗マウスIgG-HRP
化学発光試薬： SuperSignal West Dura Extended Duration Substrate 

[コードNo. 535- 50254 メーカーコード34075]

アプリケーション
●ウェスタンブロット
●ELISA
●プロテインアレイ
●アビジン－ビオチン系を使用した免疫検出

＊Tween 20が添加されたタイプです。

関連商品

抗体除去試薬

化学発光基質

高速液体クロマトグラフ用 
ズダン、パラレッド標準品
ズダンⅠ～Ⅳ、パラレッドは日本、欧米において食品へ
の添加が認められていない油溶性の合成色素（アゾ色素）
です。本品はHPLCで分析する際に使用できる標準品です。

分 析 例
■ ズダン、パラレッド　５種混合の分析例

コードNo. メーカーコード 品　　　名 容量 希望納入価格（円）

518-00111 37570 Protein-Free（TBS）Blocking Buffer １ℓ 28,800
515-00121 37571 Protein-Free T20（TBS）Blocking Buffer＊ １ℓ 32,000
512-00131 37572 Protein-Free（PBS）Blocking Buffer １ℓ 28,800
519-00141 37573 Protein-Free T20（PBS）Blocking Buffer＊ １ℓ 32,000

コードNo. メーカーコード 品　　　名 容量 希望納入価格（円）

527-79775 21059 Restore™ Western Blot Stripping Buffer 500mℓ 22,800

コードNo. メーカーコード 品　　　名 容量 希望納入価格（円）

536-44191 34080 SuperSignal West Pico 
Chemiluminescent Substrate 500mℓ 44,900

531-50251 34075 SuperSignal West Dura  
Chemiluminescent Substrate 100mℓ 67,900

534-84551 34095 SuperSignal West Femto  
Chemiluminescent Substrate 100mℓ 68,800

556-71823 32209 Pierce ECL Western Blotting Substrate 250mℓ 22,500

506-99981 37070 SuperSignal ELISA Pico 
Chemiluminescent Substrate 100mℓ 44,900

528-79141 37075 SuperSignal ELISA Femto  
Chemiluminescent Substrate 100mℓ 47,200

（1）パラレッド
（2）ズダンⅠ
（3）ズダンⅡ
（4）ズダンⅢ
（5）ズダンⅣ

＜HPLC conditions＞
Column ： Wakopak® Navi C18-5, 4.6×250mm
Eluent ： CH3CN/H2O=85/15
Flow rate ： 1.2mℓ/min. at 50℃
Detections ： Vis.480 nm
Injection ： 2μg/mℓ（CH3CN）, 10μℓ

コードNo. 品　　　名 規　　格 容量 希望納入価格（円）

193-14131 Sudan Ⅰ Standard 高速液体クロマトグラフ用 200mg 8,000
190-14141 Sudan Ⅱ Standard 高速液体クロマトグラフ用 200mg 8,000
197-14151 Sudan Ⅲ Standard 高速液体クロマトグラフ用 200mg 8,000
194-14161 Sudan Ⅳ Standard 高速液体クロマトグラフ用 200mg 8,000
160-22171 Para Red Standard 高速液体クロマトグラフ用 200mg 9,000
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JCSS認定標準液 
（Japan Calibration Service System）
pH標準液（第２種） 100mℓ包装
本品は計量法トレーサビリティ制度に適合した標準品で
す。当社は金属標準液、pH標準液、イオン標準液の校正
事業者として、商品１本ごとに、国家計量標準にトレーサ
ブルであることを証明する「校正証明書」を添付しており
ます。
この度、使いきりサイズである100mℓ包装のpH標準
液を追加しましたので、ご活用下さい。

特　　長
● JCSS 認定品
●一回使い切りサイズ

関連商品
pH標準液  500mℓ包装

細胞増殖、細胞凍結保存に有効な添加因子 
ピュアセリシン
本品はセーレン（株）で製造されたカイコの繭由来タン
パク質です。培地に本品を0 . 1w/v %添加すると細胞
増殖促進作用や細胞死抑制作用を示すと報告されてい
ます１，２）。また、基礎培地に１w/v %添加すると無血清
凍結保存液として利用できると報告されています３）。 

使 用 例
■  ハイブリドーマ細胞によるモノクローナル抗体生産系への適用

図１．生細胞密度の経時変化

図２．生存率の経時変化

図３．培養上清中の抗体濃度

セリシンを用いた無血清培地が実際に有効かを確認する目的で検
討した。基礎培地として日本製薬（株）のダイゴT培地（動物細胞
培養用基礎培地）を選択し、①ダイゴＴ培地のみ、②0. 1w/v%
セリシン含ダイゴT培地、③10％ FBSを添加したダイゴT培地
の３つの条件で比較した。その結果、ダイゴT培地のみの場合と
比較して0. 1w/v%セリシン含ダイゴT培地では生細胞密度及
び生存率の改善が見られた（図１、図２）。また、抗体産生量は
10%FBS添加と同等であった（図３）。
（データ提供：福井大学　工学研究科　助教授　寺田　聡先生）

コードNo. 品　　　名 pH値（25℃） 容量 希望納入価格（円）

166-12141 Phthalate pH Standard Solution 4.01 100mℓ 2,000

163-12151 Phosphate pH Standard Equimolal Solution 6.86 100mℓ 2,000

203-08771 Tetraborate pH Standard Solution 9.18 100mℓ 2,000

コードNo. 品　　　名 pH値（25℃） 容量 希望納入価格（円）

151-01845 Oxalate pH Standard Solution 1.68 500mℓ 2,500

168-12145 Phthalate pH Standard Solution 4.01 500mℓ 2,400

165-12155 Phosphate pH Standard Equimolal Solution 6.86 500mℓ 2,400

166-17445 Phosphate pH Standard Solution 7.41 500mℓ 3,300

205-08775 Tetraborate pH Standard Solution 9.18 500mℓ 2,400

037-16145 Carbonate pH Standard Solution 10.01 500mℓ 2,600

［次頁に続く］



Productsew

19和光純薬時報　Vol.75, No.1（2007）

■ヒト肝がん細胞株HepG2を用いた凍結・融解の検討

5×105

1. 2.

凍結・融解後の生細胞数（ヒト肝がん細胞株HepG2）

ヒト肝がん細胞株HepG2を対象に－80℃での凍結・融解による
細胞への影響を検討した。下記の凍結保存液にHepG2細胞を各
アンプルに約2×105cellsになるように懸濁後、－80℃フリー
ザーで３日間凍結した。その後融解して３日間培養しその生細胞
数を測定した。
１．通常凍結保存液（90%FBS＋１%DMSO）
２．セリシン液（PBSにアミノ酸など＋１%セリシン＋10% 
　　DMSO）

（データ提供：福井大学　工学研究科　助教授　寺田　聡先生）

〔参考文献〕
１） Terada, S., Nishimura, T., Sasaki, M., Yamada, H. and Miki, M. : 
Cytotechnology, 40 , 3 （2002）.

２） Terada, S., Sasaki, M., Yanagihara, K. and Yamada, H. : J. Biosci. 
Bioeng. , 100 , 667（2005）.

細胞培養用 
液体培地
本品は、細胞培養に汎用されている液体培地です。各
種の細胞培養にご利用いただけます。
また、ご要望が多い３品目を追加発売しました。従来
品と併せてご利用下さい。

細胞増殖試験
従来品を含めた当社培地を用いてVero細胞あるいはMolt
細胞の増殖試験で他社培地との比較を行った。その結果、
いずれの培地でも良好な細胞増殖が得られた。

方　法
培養容器はコーニング社の12-well plate［コードNo. 642- 01101］を用
いた。細胞は５%FBSを含む培地で継代培養したものを使用した。
増殖試験もすべて５％ FBS存在下で行った。

コードNo. 品　　　名 規　　格 容量 希望納入価格（円）

189-02025 RPMI-1640 with L-Glutamine and Phenol Red 細胞培養用 500mℓ 1,200

044-29765 D-MEM（High Glucose） with L-Glutamine and Phenol Red 細胞培養用 500mℓ 1,200

040-30095 D-MEM（High Glucose） without L-Glutamine and Phenol Red 細胞培養用 500mℓ 1,200

043-30085 D-MEM（High Glucose） with L-Glutamine, Phenol Red, Sodium Pyruvate 細胞培養用 500mℓ 1,200

041-29775 D-MEM（Low Glucose） with L-Glutamine and Phenol Red 細胞培養用 500mℓ 1,200

051-07615 E-MEM with L-Glutamine and Phenol Red 細胞培養用 500mℓ 1,200

135-15175 MEMα with L-Glutamine and Phenol Red 細胞培養用 500mℓ 1,200

087-08335 Ham’s F-12 with L-Glutamine and Phenol Red 細胞培養用 500mℓ 1,200

048-29785 D-MEM/Ham’s F-12 with L-Glutamine and Phenol Red 細胞培養用 500mℓ 1,200

084-08345 HBSS（－） with Phenol Red 細胞培養用 500mℓ 1,200
045-29795 D-PBS（－） 細胞培養用 500mℓ 1,200
048-29805 10×D-PBS（－） 細胞培養用 500mℓ 2,300

コードNo. 品　　　名 規　　格 容量 希望納入価格（円）

167-22681
Pure Sericin 細胞培養用

1g 7,000

163-22683 5g 20,000

図１．D-MEM（L）培地でのVero
　　　細胞の増殖

図３．Ham’s F-12培地でのVero
　　　細胞の増殖

図４．E-MEM培地でのVero細
　　　胞の増殖

図２．RPMI-1640でのMolt細
　　　胞の増殖

1wellあたり９×104（cells/mℓ）となるように細胞をまく。
↓37℃、5%CO2環境下で培養する。
３, ４日目の細胞数をカウントする。

NEW

NEW

NEW
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当社では、抗がん作用を持つ試薬をラインナップしてお
ります。がんの基礎研究試薬としてご使用頂けます。
含量または力価試験の他にもチェック項目を設け、品質
を保証しております（項目は各製品で異なる）。

アルキル化薬
アルキル化作用によりDNAやタンパク質との間に架
橋を形成します。この結合によりDNAの複製を阻害し
ます。

代謝拮抗薬
代謝物質と類似した活性物質に体内で変換され、細胞か
ら代謝物質の取込みを阻害します。主に分裂期の細胞に特
異的に作用します。

白金錯体
DNA鎖内及び鎖間の白金－DNA架橋を形成し、DNA
の複製及び転写を阻害します。

抗生物質
核酸合成を阻害し、細胞分裂を抑制します。

アルカロイド
紡錘体の形成及び微小管の脱重合を阻害することにより
細胞分裂を阻害します。

がん研究用試薬がん研究用試薬がん研究用試薬がん研究用試薬

コードNo.
品　　名 CAS No.

［分子式・分子量］ 規　格 容量 希望納入価格（円）
主な対象

029-09352
1, 4-Butanediol
Dimethanesulfonate【Busulfan】 55- 98- 1

和光一級 25g 5,000
慢性骨髄性白血病

［C6H14O6S 2= 246. 30］

030-12953
Cyclophosphamide
Monohydrate 6055- 19- 2

生化学用
1g 5,400

034-12951 乳がん、卵巣がん、
悪性リンパ腫

［C7H15Cl 2N 2O2P・
H2O= 279. 10］ 5g 15,000

047-29951 Dacarbazine 4342- 03- 4
薬理研究用

200mg 6,700
043-29953 悪性黒色腫、悪性リンパ腫 ［C6H10N6O= 182. 18］ 1g 24,500
090-05401 Ifosfamide 3778- 73- 2

薬理研究用
50mg 9,500

096-05403 肺がん、前立腺がん ［C7H15Cl 2N 2O2P= 261. 09］ 500mg 49,000
135-15251 Melphalan 148- 82- 3

薬理研究用
100mg 11,000

131-15253 多発性骨髄腫 ［C13H18Cl 2N 2O2= 305. 20］ 1g 68,000
161-22581 Procarbazine Hydrochloride 366- 70- 1 薬理研究用 100mg 5,000
167-22583 悪性リンパ腫 ［C12H19N 3O・HCl= 257. 76］ 1g 26,500

コードNo.
品　　名 CAS No.

［分子式・分子量］ 規　格 容量 希望納入価格（円）
主な対象

039-16041 Carboplatin 41575- 94- 4
生化学用

25mg 5,200
035-16043 頭頸部がん、肺がん ［C6H12N2O4Pt= 371. 25］ 250mg 31,500
033-20091 Cisplatin 15663- 27- 1

薬理研究用
200mg 8,200

039-20093 膀胱がん、頭頸部がん ［PtCl 2（NH3）2 = 300. 05］ 2g 49,200
156-02691 Oxaliplatin 61825- 94- 3 薬理研究用 5mg 8,000
152-02693 大腸がん ［C8H14N2O4Pt= 397. 29］ 50mg 48,000

コードNo.
品　　名 CAS No.

［分子式・分子量］ 規　格 容量 希望納入価格（円）
主な対象

035-20051 Carmofur 61422- 45- 5
薬理研究用

1g 8,000
031-20053 消化器がん、乳がん ［C11H16FN3O3= 257. 26］ 5g 29,000
030-11951 Cytosine-1-β- D（+）-

arabinofuranoside【Cytarabine】 147- 94- 4
100mg 4,200

034-11954 生化学用 500mg 9,000消化器がん、乳がん、
急性骨髄性白血病

［C9H13N3O5= 243. 22］036-11953 1g 13,200
042-29901 Doxifl uridine 3094- 09- 5

薬理研究用
100mg 8,000

048-29903 消化器がん、乳がん ［C9H11FN2O5= 246. 19］ 1g 48,000
068-01401

5-Fluorouracil 51- 21- 8
1g 2,100

064-01403 和光特級 5g 4,300
［C4H3FN2O2= 130. 08］066-01402 乳がん、子宮がん、消化器がん 25g 11,800

085-06653 Hydroxyurea【Hydroxycarbamide】 127- 07- 1
化学用

5g 7,500
089-06651

慢性骨髄性白血病
［H2NCONHOH= 76. 05］ 10g 12,000

130-07991
6-Mercaptopurine
Monohydrate 6112- 76- 1

生化学用
1g 3,300

136-07993 急性骨髄性白血病、
慢性骨髄性白血病

［C5H4N4S・
H2O= 170. 19］ 5g 10,500

139-13571 Methotrexate 59- 05- 2
生化学用

100mg 7,000
135-13573 乳がん、慢性リンパ性白血病 ［C20H22N 8O5= 454. 44］ 1g 37,000

206-10351 1-（2-Tetrahydrofuryl）-5-fl uorouracil【Tegafur】 17902- 23- 7 生化学用 1g 3,000
202-10353

消化器がん、乳がん
［C8H9FN2O3= 200. 17］ 5g 7,700

コードNo.
品　　名 CAS No.

［分子式・分子量］ 規　格 容量 希望納入価格（円）
主な対象

017-12341
Aclarubicin Hydrochloride 75443- 99- 1

生化学用 10mg 17,500
消化器がん、乳がん ［C42H53NO15・HCl= 848. 34］

017-13424
Actinomycin D 50- 76- 0 1mg 4,000

013-13421 生化学用 5mg 11,000
［C62H86N 12O 16= 1255. 42］019-13423 ウィルムス腫瘍、絨毛性疾患 25mg 38,500

028-07801
Bleomycin Hydrochloride 67763- 87- 5

生化学用 10mg 33,000
皮膚がん、頭頸部がん ［Unspecifi ed］

043-30041 Daunorubicin Hydrochloride 23541- 50- 6
薬理研究用 5mg 7,500

049-30043 ［C27H29NO10・
HCl= 563. 98］ 50mg 45,000急性白血病

040-21521 Doxorubicin Hydrochloride【Adriamycin Hydrochloride】
25316- 40- 9
［C27H29NO11・
HCl= 579. 98］

生化学用
10mg 16,800

046-21523
消化器がん、悪性リンパ腫

50mg 58,000

058-07561 Epirubicin Hydrochloride 56390- 09- 1
薬理研究用 1mg 8,000

054-07563 ［C27H29NO11・
HCl= 579. 98］ 5mg 24,000悪性リンパ腫、消化器がん

134-07911
Mitomycin C 50- 07- 7

生化学用 10mg 6,800
消化器がん、子宮がん ［C15H18N 4O5= 334. 33］

132-13201 Mitomycin C withSodium Chloride 50- 07- 7
生化学用

2mg 5,000
138-13203

消化器がん、子宮がん
［C15H18N 4O5= 334. 33］ 2mg×10 39,000

169-12011
Peplomycin Sulfate 70384- 29- 1

生化学用 10mg 33,600［C61H88N 18O 21S 2・
H2SO4= 1571. 67］皮膚がん、頭頸部がん

160-14741
Pirarubicin 72496- 41- 4 生化学用 25mg 47,000
乳がん、頭頸部がん ［C32H37NO12= 627. 64］

コードNo.
品　　名 CAS No.

［分子式・分子量］ 規格 容量 希望納入価格（円）
主な対象

057-05853 Etoposide 33419- 42- 0
生化学用

25mg 5,800
051-05851 肺がん、悪性リンパ腫 ［C29H32O 13= 588. 57］ 100mg 15,700
169-18616

Paclitaxel
33069- 62- 4

生化学用

1mg 2,500
169-18611 5mg 7,000
165-18613 卵巣がん,胃がん、乳がん、

消化器がん
［C47H51NO14= 853. 91］ 25mg 25,000

163-18614 100mg 70,000
221-00751 Vinblastine Sulfate 143- 67- 9

生化学用
10mg 11,000

227-00753 悪性リンパ腫、絨毛性疾患 ［C46H58N 4O9・H2SO4= 909. 05］ 50mg 38,000
228-00761 Vincristine Sulfate 2068- 78- 2

生化学用
10mg 19,000

224-00763 悪性リンパ腫、多発性骨髄腫 ［C46H56N 4O10・H2SO4= 923. 04］ 50mg 73,500
225-01631 Vindesine Sulfate  59917- 39- 4

薬理研究用
2mg 11,000

221-01633 肺がん、食道がん ［C43H55N 5O7・H2SO4= 852. 00］ 10mg 44,000
222-01641 Vinorelbine Ditartrate 125317- 39- 7 薬理研究用 10mg 12,000
228-01643 肺がん、乳がん ［C45H54N 4O8・2C4H6O6= 1079. 11］ 50mg 48,000

［次頁に続く］

NEW

NEW

NEW

NEW

NEW

NEW

NEW

NEW

NEW

NEW

NEW

NEW
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合成ホルモン薬
腫瘍形成に関するホルモンの作用を抑制します。

その他

 
■ アデニル酸シクラーゼ毒素，組換え体，溶液
百日咳菌が産生・分泌する一本鎖ポリペプチドです。標
的細胞への侵入を受容体を介さないエンドサイトーシスに
よって行います。ポリペプチド鎖上にcAMP触媒ドメイ
ンと孔形成ドメインを有しており、宿主細胞由来ATPを
基質にしてcAMPを産生したり、宿主細胞に陽イオン選
択的な孔を形成して細胞膜を破壊します。
分子量：177 , 000
形　状：溶液
由　来：E. coli  expressed adenylate cyclase toxin

■ ウェルシュ菌エンテロトキシン溶液
食中毒原因菌として知られるウェルシュ菌が産生するタ
ンパク質毒素です。動物細胞のタイトジャンクションの構
成タンパク質であるクローディン3、4、6、7、8、14に結
合して細胞膜上に孔を形成して細胞膜を破壊します。
分子量：35 , 000
形　状：溶液
由　来：Clostridium perfringens NCTC 8239 strain

■ 皮膚壊死毒素溶液
Bordetella 属（百日咳菌、類百日咳菌、気管支敗血症菌
など）が産生するタンパク質毒素です。動物細胞の低分子
量GTP結合タンパク質であるRho、Rac、Cdc 42をポリア
ミン化し、下流の情報伝達経路を活性化します。
分子量：160 , 000
形　状：溶液
由　来：Bordetella bronchiseptica

■ パスツレラ毒素ヒスチジンタグ，組換え体，溶液
パスツレラ菌が産生するタンパク質毒素です。標的細胞
上の受容体に結合した後エンドサイトーシスによって細胞
内に取込まれます。細胞内では動物細胞の三量体GTP結合
タンパク質αサブユニットのGq及びG12/ 13を活性化してこ
れらサブユニット依存性の情報伝達経路を活性化します。
分子量：145 , 000
形　状：溶液
由　来：E. coli  expressed pasteurella multocida toxin

■ 百日咳毒素溶液
百日咳菌が産生するタンパク質毒素です。百日咳毒素は
5種6個のサブユニットからなり、サブユニットS 1（分子
量：26 , 000）はAプロトマーと呼ばれ、細胞内に侵入し
てGタンパク質をADPリボシル化します。S 2（22 , 000）、
S 3（22 , 000）、S 5（12 , 000） そ れ ぞ れ １ 分 子 と、S 4
（12 , 000）の２分子からなる複合体はBオリゴマーと呼ば
れ、本毒素の細胞表面への結合能を有し、Aプロトマーを
細胞内に侵入させる働きがあります。
形　状：溶液
由　来：Bordetella pertussis

コードNo.
品　　名 CAS No.

［分子式・分子量］ 規　格 容量 希望納入価格（円）
主な対象

035-15161 Chlormadinone Acetate 302- 22- 7
生化学用

1g 7,300
031-15163 前立腺がん、前立腺肥大症 ［C23H29ClO 4= 404. 93］ 5g 21,000
047-18863 Dexamethasone 50- 02- 2

生化学用
100mg 2,500

041-18861 悪性リンパ腫、乳がん ［C22H29FO5= 392. 46］ 1g 6,000
069-04851 Flutamide 13311- 84- 7

薬理研究用
2g 7,500

065-04853 前立腺がん ［C11H11F 3N2O3= 276. 21］ 10g 24,500
138-09991 Medroxyprogesterone Acetate 71- 58- 9

生化学用
1g 4,500

134-09993 乳がん、子宮がん ［C24H34O 4= 386. 52］ 5g 13,000
165-11491 Prednisolone 50- 24- 8

生化学用
1g 3,300

161-11493 悪性リンパ腫、乳がん ［C21H28O 5= 360. 45］ 5g 9,000
209-14361

54965- 24- 1
［C26H29NO・C6H8O7

= 563. 64］
生化学用

250mg 3,500
205-14363 Tamoxifen Citrate 1g 10,000
203-14364 5g 35,000
207-14362 乳がん 25g 100,000

コードNo.
品　　名 CAS No.

［分子式・分子量］ 規　格 容量 希望納入価格（円）
主な対象

186-01114
302- 79- 4

生化学用

50mg 2,200
182-01116 all-trans -Retinoic Acid【Tretinoin】 100mg 3,000
182-01111 ［C20H28O 2= 300. 44］ 250mg 4,200
188-01113 急性骨髄性白血病 1g 12,000

コードNo. 品　　　名 規　格 容　量 希望納入価格（円）

010-20761
Adenylate Cyclase Toxin,
recombinant, Solution

細胞生物学用 50μg 40,000

038-20041
Clostridium Perfringens
Enterotoxin Solution

細胞生物学用 50μg 40,000

041-29851 Dermonecrotic Toxin Solution 細胞生物学用 10μg 40,000

161-22461
Pasteurella Multocida Toxin
Histidine Tag, recombinant, Solution

細胞生物学用 50μg 40,000

168-22471 Pertussis Toxin Solution 細胞生物学用 25μg 40,000

NEW

細菌由来タンパク質毒素細菌由来タンパク質毒素細菌由来タンパク質毒素細菌由来タンパク質毒素
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細胞周期、がん、アポトーシス研究に最適 
MARINPHARM社の光る（蛍光）細胞
MARINPHARM社の蛍光タンパク質発現細胞の取扱い
を開始しました。MARINPHARM社はEvrogen社よりラ
イセンスを受けた蛍光タンパク質遺伝子をトランスフォー
ムした各種細胞を製造・販売しております。また、この技
術を用いた受託製造サービスも行っております。細胞質全
体、または、局在化させた細胞群をラインナップしてお
り、がん研究や細胞周期の研究の応用にご利用頂けます。

特　　長
●現在47種の製品をラインナップ 
●高い蛍光強度を持つタンパク質を使用 
●95%以上トランスフェクトされた細胞を提供
●世代間で安定した発現を保証
●簡単な培養方法や最良の検出をサポート

仕 　 様
■局所発現（局在化）
・ミトコンドリア 
・アクチン 
・チューブリン 
・フィブラリン 
・ペルオキシソーム 
・BIDタンパク質
■使用蛍光タンパク質
・TurboGreen（緑色）
・PhiYellow（黄色）
・J-Red（赤色）
・KillerRed（赤色：アポトーシス誘導用）
・HyPer（緑色：H2O 2センサー） 

■細胞生物種

製品の詳細はhttp://www.marinpharm.comをご参照下さい。価格
はお問合せ下さい。

For transfection we use plasmids coding for the newly developed 
fluorescent proteins TurboGreen, PhiYellow, J-Red, licensed from 
EVROGEN, Moscow, Russia. For further information, please visit www.
evrogen.com

高い導入効率を実現するNucleofector® 
Systemに96ウェルタイプが登場！
遺伝子導入システム　Nucleofector® 96-well Shuttle® System

■ Nucleofector®と同等の高い遺伝子導入効率
■ 小スケール（20μℓ）での検討可能
■ 1ウェルごとにプログラム設定可能

Nucleofector® 96-well Shuttle® Systemは、キュベット方
式のNucleofector®Ⅱの拡張ユニットで、独自の96ウェル
タイプのミニキュベットを用いて遺伝子導入を行い、小ス
ケールで迅速な多検体処理を可能にしたシステムです。各
ウェルのプログラムは、制御用コンピューター上の専用ソ
フトウェアで設定することができ、ハイスループットな
遺伝子導入を可能とし、siRNAライブラリー評価に最適
です。Nucleofector®Ⅱと同じ最適化されたエレクトロポ
レーション法を採用することにより、プライマリー細胞、
導入の難しい株化細胞でも高い導入効率が得られます。

製品構成
●Nucleofector® 96 -well Shuttle® １台
●制御用コンピューター（専用ソフトウェアインストール済み） １台
※ 別途Nucleofector®ⅡDevice［コードNo. 514- 22171］が必要です。

［次頁に続く］

HeLa細胞-TurboGFP-ミトコンドリア局在 PtK細胞-PhiYellow-ミトコンドリア局在

PtK細胞-J-Red-ミトコンドリア局在

ヒト HeLa, T406, T24, T47

マウス 3T3, C2C12, M3, C3H1

ラット PC12, WALKER256

ラットカンガルー PtK2

イヌ MDCK, Mardie-Darbin-MDCK

Nucleofector® ⅡDevice【別売】 Nucleofector® 96-well Shuttle® System
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特　　長
● 多検体処理が可能になり、ライブラリー（siRNA、DNA）
評価に最適
●導入条件検討が短時間で可能
　　専用キットをラインナップ
●遺伝子を核内に直接導入＆早い時間で発現確認が可能
● 細胞毒性を抑制する独自開発のポリマー製マイクロプ
レートキュベットを使用
●各種株化細胞専用キットをラインナップ
●同一プログラム選択で導入細胞の一括準備が可能
　　 １プレートが約19キュベットに相当（100μℓ/キュベット，

20μℓ/ウェルで換算した場合）

●１プレート（96サンプル）を約３分で処理
　　プログラムによって時間は変化します

試薬ラインナップ

新規カチオン性遺伝子導入試薬 
HilyMax（ハイリマックス）
HilyMaxは新規に開発したカチオン性リポソームを利用
した遺伝子導入試薬であり、多岐にわたる動物細胞へプラ
スミドDNAを高効率に導入可能です。また、siRNA用導
入試薬としても使用可能です。培地中の血清の影響をほと
んど受けないため、遺伝子導入時の面倒な培地交換をする
必要がありません。
HilyMaxは化学合成品のため、遺伝子導入時に影響を及
ぼす可能性のある生物由来成分は含まれておりません。

特　　長
●コストパフォーマンスに優れた純国産導入試薬
●DNA及びsiRNAを高効率に導入
●血清を含む培地での導入が可能

導入手順

デ ー タ
■HilyMaxによるGFP遺伝子導入例

各培養細胞を遺伝子導入前日に24-wellプレートに播種。hSGFP 
遺伝子発現ベクターを80% confl uentの各培養細胞へ血清存在下
でトランスフェクションし、24時間後に蛍光顕微鏡で観察した。

■ 他社品との比較：HilyMaxと汎用されている市販品で
のプラスミドDNA導入例

コードNo. メーカーコード 品　　　名 容　量 希望納入価格（円）

555-88961 AAM-1001 Nucleofector® 96-well
Shuttle® System 1セット 5,800,000

514-22171 AAD-1001S Nucleofector®Ⅱ Device 1セット 2,750,000

コードNo. メーカーコード 品　　　名 容　量 希望納入価格（円）

550-89011  VHPA- 1001 96-well Nucleofector
® for

B cells, human 96 回用 170,000

557-89021  VHPA- 1002 96-well Nucleofector
® for

T cells, human 96 回用 170,000

554-89031  VHPA- 1006 96-well Nucleofector
® for

T cells, mouse 96 回用 170,000

551-89041  VHPA- 1007 96-well Nucleofector
® for

Monocytes, human 96 回用 170,000

558-89051  VHPB- 1002 96-well Nucleofector
® for

HUVEC 96 回用 170,000

555-89061  VHPD- 1001 96-well Nucleofector
® for

Dermal Fibroblast, human 96 回用 170,000

517-03121  VHPG- 1003 96-well Nucleofector
® for

Neuron, rat 96 回用 170,000

516-01251  VHPI - 1003 96-well Basic Nucleofector® for
Primary Mammalian Neuron 96 回用 170,000

552-88971  VHCA- 1001 96-well Nucleofector
® for

Cell Line kit SE 96 回用 170,000

559-88981  VHCA- 1002 96-well Nucleofector
® for

Cell Line kit SF 96 回用 170,000

556-88991  VHCA- 1003 96-well Nucleofector
® for

Cell Line kit SG 96 回用 170,000

553-89001  VHCO- 1001 Cell Line Optimization96-well Nucleofector® kit 96 回用 170,000

Step1 Step2 Step3 Step4

無血清培地を別
途容器に用意す
る。

プラスミドDNA
を添加する。

DNA溶液にHily 
M a xを添加し、
室温にてインキュ
ベートする。

DNA-HilyMax
複合体を準備した
細胞に添加する。

コードNo. メーカーコード 品　　　名 容量 希望納入価格（円）

342-91103 H 357 HilyMax １mℓ＊ 20,000

HEK293細胞 CHO細胞

HeLa細胞 NIH3T3細胞

＊24wellプレート約330回分

細胞名 HilyMax I社導入試薬
MCF-7 70% 70%
Neuro2a 70% 70%
MG63 20% 17%
HC 50% 65%
COS7 40% 50%
HepG2 10% 20%
Vero 40% 55%
MDCK 20% 25%
Jurkat 3% 4%
UtSMC 10% 15%

細胞名 HilyMax I社導入試薬
CHO 90% 80%
HeLa 70% 70%
HEK293 60% 60%
NIH3T3 70% 50%
A549 50% 50%
L6 30% 20%
3T3 -L1 30% 30%
K562 30% 3%
LNCap 70% 30%
PC3 70% 45%
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BACアレイCGH解析に最適 
ゲノムDNA標識キット
本キットは、ゲノムDNAを蛍光標識するためのキットで、

ゲノムDNAを蛍光標識するために必要なすべての試薬が含
まれています。本キットを用いて標識したDNAは、CGH
（Comparative Genomic Hybridization）解析などに使用でき
ます。また、新規蛍光色素WY- 547、WY- 647の採用によ
り、BACアレイCGH解析において、低バックグラウンドで
バラツキが少なく、再現性のよい結果が得られます。

特　　長
● 新規蛍光色素WY- 547、WY- 647の採用で、再現性のよ
い結果が得られる
●650nm付近の蛍光色素取込み効率が高い
● 16反応（各色素８反応）に必要なすべての試薬がキッ
ト中に含まれている

キット内容
●Klenow Fragment 52μℓ×１本
●Random Primer Solution 380μℓ×１本
●WY- 547 -dCTP 26μℓ×１本
●WY- 647 -dCTP 26μℓ×１本
●5mol/ℓ EDTA 450μℓ×１本
●dNTP Solution 90μℓ×１本
●D.W. 900μℓ×１本

使用方法

ゲノムDNA　0. 5μg（滅菌済みチューブ）
　　　←Random Primer Solution 20μℓ
　　　←D.W.で全量39μℓに調製
　　　100℃，10分間
　　　急冷，氷水上, 5分間
　　　6, 000rpm（2, 000×g），5分間
　　　←dNTP Solution　5μℓ
　　　←WY- 547-dCTPまたはWY- 647-dCTP　3μℓ
　　　←Klenow Fragment 3μℓ
　　　インキュベート，37℃，一晩
　　　←0. 5mol/ℓ EDTA 5μℓ
標識DNAの精製ステップへ

ChIP解析をたった1日で！ 
抗体反応～DNA精製までを4時間に短縮 
OneDay ChIP Kit　～Rapid Chromatin IP ～
OneDay ChIP Kitは、クロマチン免疫沈降で通常２日
間かかる工程（抗体反応 ～ DNA精製）をわずか４時間
に短縮することができるキットです。そのため、細胞の
回収からPCR解析まで従来３日間必要であったChIP解析
を、たった１日で終わらせることができます。
多検体のサンプルを解析する場合はもちろん、実験結果
を早く知りたいお客様にも最適です。

特　　長
● 超音波洗浄器＊の利用で抗体反応を２時間に
● 脱クロスリンクからDNA精製までを２時間に
● フェノール／クロロホルム抽出、エタノール沈殿による
精製が不要

＊超音波洗浄器「BRANSONIC 3510」（Branson社）が必要です。
　 超音波洗浄器を使用しない場合、抗体反応のみ従来の反応時間
が必要です。

キット内容
●ChIP buff er（５×）   300mℓ
●Protease Inhibitor mix（P. I. 200×） 100μℓ
●Antibody binding beads（Protein A coated beads）  2 , 800μℓ
●Negative Control IgG from rabbit  100μℓ
●５% BSA 200μℓ
●DNA purifying slurry  10mℓ
●Proteinase K  100μℓ
●PCR-grade H 2O 28mℓ

OneDay ChIP Kit の所要時間

クロマチン断片化ステップ 
　細胞固定・回収 １時間
　細胞溶解 30分間
　クロマチン断片化 30分間

OneDay ChIP Kitステップ 
　バッファー準備 10分間
　免疫セレクション 30分間
　遠心 10分間
　免疫沈降 30分間
　洗浄 50分間
　DNA精製 ２時間

PCRステップ 
　定量PCR ２時間

従来法では時間のかかっていた抗体反応とDNA精製のステップ
を大幅に時間短縮！
コードNo. 品　　　名 容　量 希望納入価格（円）

313-80461 OneDay ChIP Kit 60 回用 66,000
コードNo. 品　　　名 規　格 容　量 希望納入価格（円）

290-64801 Genomic DNA Labeling Kit 遺伝子研究用 8 回用 85,000

核酸合成率

色素取込み率

蛍光色素取込み量の比較他社キット
（Cy®5）

当社キット
（WY-647）

同一核酸量当たりの
取込み率

150
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細胞増殖検出試薬 
5-ブロモ -2’- デオキシウリジン（BrdU）
本品は、細胞毒性が低く、胚細胞や神経細胞をはじめと
するさまざまな細胞の培養培地に添加することにより、生
細胞中の染色体DNAに取込まれます。この性質を利用し
て、BrdU添加培地中の培養細胞の細胞分裂や細胞増殖を、
抗BrdU抗体による免疫染色で検出可能です。

純度：98%以上
備考：非動物由来の
　　　原料で合成。

保存条件 　－ 20℃

関連商品

エピジェネティクス研究に 
DNAメチル化阻害剤

■5-アザシチジン
本品は、濃度依存的にゲノムDNAの脱メチル化を引き
起こす、DNAメチル化阻害剤です１）。前立腺がん細胞に
おけるプロモーター部位メチル化研究２）、幹細胞の脂肪細
胞への分化誘導研究３）、植物（イネ）レトロトランスポゾ
ンのエピジェネティクス研究４）など、使用されている研
究分野は多岐にわたります。

純度：97%以上
備考：非動物由来の
　　　原料で合成。

保存条件 　－ 20℃

〔参考文献〕
１）Stresemann, C. et al . : Cancer Res ., 66 , 2794（2006）.
２）Leiblich, A. et al . : Oncogene, 25 , 2953（2006）.
３）Bowers, R. R. et al . : Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 103 , 13022（2006）.
４）Cheng, C. et al . : Mol. Genet. Genomics , 276 , 378（2006）.

■5-アザ -2’-デオキシシチジン
本品は、濃度依存的にゲノムDNAの脱メチル化を引き起

こす、シチジン類縁体のDNAメチル化阻害剤です１）。肺が
ん細胞におけるプロモーター部位メチル化研究２）、悪性神経
膠腫（脳腫瘍）におけるエピジェネティックな遺伝子発現の
プロファイリング研究３）、IFN-γとの併用による神経芽細胞
腫のCaspase- 8誘導性アポトーシス研究４）など、主に腫瘍細
胞におけるエピジェネティクス研究に使用されています。

純度：97%以上

保存条件 　－ 20℃

〔参考文献〕
１）Stresemann, C. et al . : Cancer Res ., 66 , 2794（2006）.
２）Vuillemenot, B. R. et al . : Mol. Cancer Res ., 4 , 267（2006）.
３）Kim, T. Y. et al . : Cancer Res ., 66 , 7490（2006）.
４）Fulda, S. et al . : Oncogene, 25 , 5125（2006）.

■ ゼブラリン
本品は、濃度依存的にゲノムDNAの脱メチル化を引き

起こす、シチジン類縁体のDNAメチル化阻害剤です１）。
5-Azacytidineや5-Aza- 2’-deoxycytidineと比較して、水
溶液中での安定性が高く、低毒性であることが知られて
います２）。in vitro 及びin vivo において本品の使用によっ
て腫瘍細胞の放射線感受性が上昇するという報告３）、p 53
腫瘍抑制遺伝子のプロモーター部位メチル化研究４）など、
5-Azacytidineや5-Aza- 2’-deoxycytidineに替わる新規の
DNAメチル化阻害剤として、主に腫瘍細胞におけるエピ
ジェネティクス研究に使用されています。

純度：97%以上

保存条件 　－ 20℃

〔参考文献〕
１）Stresemann, C. et al . : Cancer Res ., 66 , 2794（2006）.
２）Cheng, J. C. et al . : J. Natl. Cancer Inst ., 95 , 399（2003）.
３）Dote, H. et al . : Clin. Cancer Res ., 11 , 4571（2005）.
４）Hodge, D. R. et al . : Cancer Res ., 65 , 4673（2005）.
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コードNo. 品　　　名 規　格 容　量 希望納入価格（円）

027-15561
5-Bromo-2’-deoxyuridine 生化学用

1g 10,000
023-15563 5g 41,000

コードNo. 品　　　名 規　格 容　量 希望納入価格（円）
010-20641 100mg 4,800
016-20643 5-Azacytidine 生化学用 250mg 10,000
014-20644 1g 38,000
018-20941 5-Aza-2’-deoxycytidine 遺伝子研究用 10mg 16,000
014-20943 50mg 68,000
267-01891 Zebularine 遺伝子研究用  5mg 14,000
263-01893 25mg 56,000

コードNo. メーカーコード 品　　　名 容量 希望納入価格（円）

538-46851 NA20 Anti-BrdU（Ab-2）Mouse mAb（ZBU30）100μg 39,800
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　坂内　聡子

第22回Wakoワークショップ『新
たな生命科学、エピジェネティクスの
可能性』が、2006年11月24日に全電
通ホールにて開催されました。日本の
エピジェネティクス研究をリードして
いらっしゃる10人の先生方によるご
講演は、エピジェネティクスの基礎か
ら臨床に至るまで様々な角度・視点か
らアプローチされているものでした。
はじめに、今回のワークショップ
の総合企画をされました東京大学の塩
田邦郎先生からご挨拶がありました。
『DNAの塩基配列は、A（アデニン）
T（チミン）C（シトシン）G（グアニ
ン）の４つからなるものだと教科書に
書かれていますが、実は５つあります。
それがメチル化シトシンなのです』と、
魅力的な語り口でお話を始められた先
生は、エピジェネティクスとはいかな
るものか、そしてその研究はどのよう
な部分に位置づけられているのか、さ
らにエピジェネティクス研究が生命科
学の基礎や臨床研究において今後ます
ます注目されていく研究領域になって
いくだろうという、とてもスケールの
大きなお話をされました。また、本
ワークショップは、『エピジェネティ
クスの基礎』『エピジェネティクス異
常とがん』『エピジェネティクスと慢
性疾患』と題した３部構成で進められ、
エピジェネティクス研究に直接携わっ
ていない参加者にも理解しやすいよう
に配慮されているものでした。
塩田先生のご挨拶に続いて、『エピ

ジェネティクスの基礎』と題した午前
の部が始まりました。最初の演者、理
化学研究所の岡野正樹先生は、哺乳
類初期胚発生におけるDNAメチル化
が動的に制御されている事に着目さ
れ、DNAメチル化酵素によるDNA
メチル化プロファイルの調節機構と
その機能解明を進められています。
DNAメチル化酵素である、Dnmt3a
とDnmt3bのノックアウトマウスを
解析し、それらの酵素は胚発生におけ
るde novoメチル化や生殖細胞におけ
るインプリント遺伝子のメチル化にも
大きく関与していることを明らかにさ
れました。実際、Dnmt3a欠損マウス
は消化管運動異常をきたし離乳期致
死、Dnmt3b欠損マウスは胎生致死と
なり、Dnmt3a/ 3b両欠損マウス胚は
着床後まもなく致死となるとのことで
した。また、栄養外胚葉特異的に発現
するホメオボックス遺伝子Rhox6の
DNAメチル化による組織特異的な転
写制御にもDnmt3a、Dnmt3bが必須
であることが分かりました。de novo
メチル化の機構が解明されていくこと
は、DNAメチル化異常の様々な臨床
研究に大いに役立っていくだろうこと
を強く感じさせられたお話であったと
同時に、エピジェネティクス研究の大
きな柱のひとつであるDNAのメチル
化についても非常に分かりやすいご説
明をいただけました。
次いで京都大学の眞貝洋一先生は、
ヒストン修飾の一つであるヒストンの

リジンのメチル化による遺伝子の発現
制御について、先生ご自身で発見しク
ローニングされたヒストンメチル化酵
素のひとつであるG 9aを中心にお話
を展開されました。前半はエピジェネ
ティクス研究のもうひとつの大きな
柱となっているヒストン修飾に関し
て、『ヒストンコード』という概念を
挙げてご説明されました。ヒストン
コードとは、ヒストンの異なるアミノ
酸が異なる化学修飾を持つことでそれ
ぞれが特異的な機能的アウトプットを
生み出すという概念のことです。例
えばG 9aはヒストンH 3の9番目のリ
ジン（H3K9）をメチル化する働きを
持っており、このメチル化は、遺伝子
の転写抑制やヘテロクロマチン形成、
DNAメチル化と関わっていることが
明らかになっています。今後は、ヒス
トンコードのネットワーク、すなわち
様々な修飾がどのような相互作用を
持っているか解析していくことが大き
な課題のひとつとなっているとのこと
でした。後半は、G 9aに関する具体
的なお話に入りました。生殖細胞特異
的なG 9a欠損マウスでは、オスは減
数分裂の途中で止まってしまうことが
原因で不妊に、メスでは卵発生が抑制
されることで大部分で不妊になること
が分かったそうです。また、急性白血
病といったヒストンメチル化酵素の異
常と人の疾患との関連性も明らかにさ
れてきており、エピジェネティクス研
究の進展が様々な疾患の原因解明の

第22回

新たな生命科学、エピジェネティクスの可能性

総合企画の塩田邦郎先生 講演風景
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きっかけとなりうる事を、とても強く
感じました。
続いて東北大学の松居靖久先生が、
減数分裂の進行を制御するエピジェネ
ティクス機構についてのご講演をされ
ました。ヒストンH3K4のメチル化に
よる減数分裂の制御について、松井先
生が発見されたヒストンメチル化酵
素Meisetzに関する詳しいご説明をい
ただきました。Meisetz遺伝子を欠損
したマウスは雌雄ともに生殖能力が
無く、減数分裂がパテキン期で停止
してしまうこと、正常な生殖細胞形成
にはDnmt3aとDnmt3LによるDNA
メチル化、そしてG 9aやSuv39h 1、
Suv39h 2によるヒストンのH3K9のメ
チル化、さらにMeisetzによるH3K4
のトリメチル化が必須な役割を果たし
ていることが分かりました。前演者の
眞貝先生からヒストンH3K9メチル化
酵素と減数分裂の関係のお話をいただ
いた直後だったため、ヒストン修飾、
減数分裂のエピジェネティクス制御に
ついて、さらに理解を深めることが出
来ました。
午前の部最後の演者は、東京大学の
田中智先生でした。田中先生は、胎盤
を形成する細胞である栄養膜細胞に着

目された研究を続けられています。前
半は、マウスを例に挙げてその胚発
生と胎盤の形成について、そして胎
盤という臓器そのものについての基
礎的なお話をされました。後半には、
ES細胞特異的に発現する遺伝子であ

るOct- 4は、栄養膜幹細胞（TS細胞）
においてDNAメチル化とヒストンア
セチル化により制御されていること
を、さらにOct- 4と同様にES細胞特
異的に発現している遺伝子Nanogは、
DNAメチル化だけでなくヒストンの

岡野　正樹先生 眞貝　洋一先生 松居　靖久先生 田中　智先生 中尾　光善先生

副島　英伸先生 牛島　俊和先生 間野　博行先生 久保田　健夫先生

第22回
Wakoワークショップ

開催日時：平成 18 年 11 月 24 日（金）
　　　　　　9：50 ～17：30
開催場所：全電通ホール 
　　　　　　東京都千代田区神田駿河台３－６
　　　　　　TEL：03－3219－2211

総合企画：東京大学大学院農学生命科学研究科
　　　　　細胞生化学研究室　教授　塩田　邦郎

「新たな生命科学、エピジェネティクスの可能性」「新たな生命科学、エピジェネティクスの可能性」「新たな生命科学、エピジェネティクスの可能性」

　　　　　　　　　　　　　　　　◎講演プログラム◎
　開会挨拶 和光純薬
　□はじめに
　　【エピジェネティクスの時代】 東大院農 塩田　邦郎
　□エピジェネティクスの基礎
　　【DNAメチル化による哺乳類胚発生エピジェネティクス制御】 理研 CDB 岡野　正樹
　　【ヒストンメチル化と生命機能制御】 京大ウイ研 眞貝　洋一
　　【生殖細胞の特性を規定するエピジェネティック制御】 東北大加齢研 松居　靖久　 
　　【胎盤のエピジェネティクス】 東大院農 田中　　智
　□エピジェネティクス異常とがん
　　【エピジェネティクス機構による細胞制御と病態】 熊大発生研 中尾　光善
　　【がんにおけるDNA修復遺伝子のエピジェネティックな発現抑制機構】 佐賀大医 副島　英伸
　　【過去の発がん因子暴露と将来の発がんリスクマーカーとしてのDNAメチル化】 国立がんセ研 牛島　俊和
　□エピジェネティクスと慢性疾患
　　【うっ血性心不全を特徴づけるエピジェネティック変化】 自治医大 間野　博行
　　【小児自閉症治療に向けたエピジェネティクス研究の展開】 山梨大院医工 久保田健夫
　□おわりに 東大院農 塩田　邦郎
　閉会挨拶 和光純薬
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メチル化もTS細胞での発現抑制に関
与している可能性があるというお話も
されました。このように、エピジェネ
ティック制御を受けている遺伝子やエ
ピジェネティクスに関連して働いてい
る遺伝子をひとつひとつ丁寧に解析し
ていくことが、DNAメチル化やヒス
トン修飾による遺伝子特異的な制御様
式の解明につながり、発生学等への応
用につながっていくことを強く感じま
した。
昼食後の第二部は、『エピジェネ

ティクス異常とがん』に焦点をあてた
お話を３人の先生方からいただきまし
た。熊本大学の中尾光善先生は、神経
細胞分化のエピジェネティクスをヒス
トン結合タンパク質であるHP1を中
心にお話を展開され、遺伝子のサイレ
ンシングは複数のエピジェネティクス
修飾が段階的にその調節を行っている
ことを示されました。見かけ上、エピ
ジェネティックな修飾により転写が抑
制された後にも、さらにその抑制が強
化されるようなエピジェネティクス修
飾がなされているとのことでした。さ
らに、クロマチンインスレーターに結
合し発現抑制に関与している、DNA
結合タンパク質のCTCFへとお話し
は続き、エピジェネティクス制御機構
の複雑ながらも順序だった相互作用が
実感できるような、とても素晴らしい
ご講演でした。
続いて佐賀大学の副島英伸先生は、
DNA修復遺伝子MGMTのエピジェ
ネティクスによる制御とがんについて
のお話をされました。各種がん細胞
において、MGMTプロモーター領域
にあるCpGアイランドがメチル化さ
れてしまうことが分かっており、ま
た、がんの予後を予測するマーカー
ともなっています。MGMTは、DNA
メチル化⇒MeCP2結合⇒ヒストンの
H3K9ジメチル化⇒ヘテロクロマチン
化という順序を経てエピジェネティッ
クな修飾がなされることで、その発現
が抑制されることを明らかにされまし

た。ゲノムの安定性の維持にもエピ
ジェネティクスの制御は大きくかか
わっており、その破綻ががんを引き起
こす大きな原因のひとつとなっている
ことは既に揺ぎ無い事実となってお
り、エピジェネティクス研究ががん治
療と予防、メカニズムの解明に貢献し
ていることを実感しました。
第二部の最後は国立がんセンターの
牛島俊和先生から、ヘリコバクター・
ピロリ感染によって引き起こされる
DNAメチル化異常と胃がんとの関係に
ついてのお話をいただきました。実際
に胃がん患者の方々の細胞を解析され
ている先生のお話は大変分かりやすく、
身近に感じました。参加者の方々の中
にも私と同じように感じた方がいらっ
しゃったせいなのか、質問内容もバラ
エティに富んだものとなりました。
コーヒーブレイクを挟んで最後の
２演題は、『エピジェネティクスと慢
性疾患』に関する内容でした。自治医
大の間野博行先生は、うっ血性心不全
とヒストン修飾の変化との関連性につ
いてのお話をされました。最初、心不
全という疾患についてのご説明いただ
いたのですが、心不全は成人の主たる
死因の一つとして広く知られている疾
患でありながらも、現時点では画期的
な治療薬は無いそうで、段階を経て悪
化していく心機能を回復することは極
めて困難な状況にあるとのお話、あま
りにも広く知られた疾患なだけに意外
に感じてしまいました。先生のグルー
プでは、疾患モデルラットの解析から
ヒストンアセチル化異常を、またヒ
トの臨床例検討においては、H3K4と
H3K9のトリメチル化の変異も起こっ
ていることを明らかにされました。心
不全という疾患に対してエピジェネ
ティクス的治療が出来るようになるこ
とを目指しているとおっしゃられた先
生の言葉は、とても心強く感じられま
した。
ワークショップ最後のご講演は、山
梨大学の久保田健夫先生から精神発達

障害の治療に向けた現状を紹介いた
だくものでした。精神発達障害にエピ
ジェネティクスがどのように関わって
いるのか、そのエピジェネティクス変
異はどのようなものなのか、そしてど
のような治療法が有効なのかという流
れのお話でした。臨床での例を挙げな
がら、Rett症候群がMeCP 2の変異の
みによって引き起こされる疾患である
こと、そして自閉症の症状の中にRett
症候群と同じような症状が示されるこ
とから、MeCP2の解析を進めることで
自閉症の治療へとアプローチしていく
試みがまさに始められようとしている
ことを知りました。自閉症のみならず
中枢神経疾患におけるエピジェネティ
クス異常に対する研究が進み、少しで
も有効な治療法が発見されることを切
に願わずにはいられませんでした。
すべての講演を拝聴させていただ
き、生命科学研究の中では比較的新し
い分野といえるエピジェネティクス研
究が既に多岐に渡った分野で研究が進
められていることを実感し、今後ます
ます生命の謎を解き明かしていくに違
いないと感じることが出来た素晴らし
いワークショップでした。私事になり
ますが、今回のワークショップを総合
企画されました東京大学の塩田教授の
下で２年間研究をさせていただいた経
緯から、教授のご厚意より参加させて
いただける運びとなりましたこと、心
より感謝申し上げます。また、ご講演
をされました先生方、そして和光純薬
のスタッフの方々皆様のご尽力にも重
ね重ね感謝申し上げます。

当社展示風景
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陽極線分析により元素同位体がは
じめて認識される
J. J. Thomsonによってこの年、真空
放電管の陰極に小孔を空けて放電させ
た陽極線の実験で抛物線グラフが二つ
の線に分かれることを見出した１）（写
真１，２）。これが質量分析法の最初の
有効な利用のきっかけとなり、ネオン
同位体の発見に導かれた。Thomson
はF. W. Astonをキャベンディッシュ
研究所に招いて、共同でネオンの陽極
分析を行い、1920年になって、20Ne
と22Neの同位体の分離に成功した２）。

ワイスの分子磁場説が提出される
フランスの物理学者P. WeissがP. 

Langevinの常磁性理論３）を強磁性に
適用して説明する仮説を提出した４，５）。
それによると磁気モーメントに作用す
る局所場磁場、いいかえると分子磁場
が存在し、強磁性体ではこの磁気モー
メントを互いに平行に向けようとする
強い相互作用がはたらくとする。こ
のWeissの仮説は1919年になって、H. 
Barkhausenによって、強磁性体が磁
壁の不連続移動によって磁化し、二次
コイルに雑音が生じるというバルクハ
ウゼン効果により実験的に証明され６）、
さらに1928年にW. Heisenbergによっ
て理論的に説明された７）。

アインシュタインの比熱式が発表
される
A. Einsteinが結晶中の原子の振動が
量子化されていることを認め、統計力
学の手法を用いて、熱容量が温度とと
もにゼロに近づくいわゆるアインシュ
タインモデルを発表した。この固体の
比熱に対する説はデュロン－プティの
法則による古典的方法では熱容量が絶
対零度でゼロに収束することが説明で
きなかったのを量子論的に説明したも
のである。

限外顕微鏡により分子の実在が証
明された
T. SvedbergおよびJ. B. Perrinが独
立にコロイド粒子の溶媒中での運動を
限外顕微鏡で測定して、ブラウン運動
が溶媒中の微粒子の熱運動によるとい
う理論を実験的に証明した。これに
よって分子の存在が実証されることに
なった。

放射性物質の壊変による地殻の年
齢測定法が見出された
地球の年齢が45億年と推定される
に至ったのは最近の数十年前の話であ
る。19世紀末には約１億年と考えられ
ていた。多くの有名な科学者を巻き込
んだ過去３世紀にわたってくりひろげ
られた地球年齢についての論争の決着
は地球上の岩石中の放射性元素の分析
法が導入されることによってはじめて
可能となった。
1907年にアメリカのB. B. Boltwood

が地殻中の岩石の年齢を知るのにウラ
ンとその壊変の最後の産物である鉛と
の比率を測定して、ウランの壊変速度
から、地殻の年齢を知る方法を提案し
た。それには放射性壊変はその間にい
かなる化学的、物理的過程の影響を受
けないものとされた。このBoltwoodに

よって開拓された放射年代決定法は、
その後A. Holmesによって発展させら
れ、広く認められることになり、遂に
地球の年齢は45億年と定まることに
なった８）。またこれが今日、考古学に
おいて広く用いられる放射性炭素によ
る年代測定法の発見の動機ともなった。

トリウムの同位体イオニウムが発
見される
この年、B. B. Boltwoodがウラン鉱
物中にトリウムに類似するが、232Th
のトリウム壊変系列に属するトロ
ンすなわち220Rnを放出しないイオ
ン化作用の強いα放射体を見出し
た。Boltwoodはこれを新元素と信じ
て、イオンの名に因んで、イオニウム
ioniumと命名した。同じものは同じ
頃、O. HahnによってもRaの親核種
として発見されている。
今日ではイオニウムは新元素ではな
く、その名称はトリウム同位体230Th
の歴史的呼称となっている。これはウ
ラン系列に属する半減期7. 7×104年
の放射性核種であって、ウランを含む
火山岩の生成年代の測定にこの238Ｕ壊
変系列の放射非平衡を利用した方法を
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写真１．Thomsonの1907年の陽極線実験装置図

写真２． 陽極線分
裂の実験
図
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特にイオニウム年代測定法と呼ばれる
ことがある。

活動度の概念が提出される
G. N. Lewisによって溶液または混
合気体の成分の活動度aiは、与えられ
た状態での成分iの逃散度fiと、純粋
状態での同温度での逃散度fi 0の比で
与えられるという活動度activityの概
念を提出した。
ai＝fi / fi 0

フロイントリッヒの吸着式が提出
された
H. Freundlichにより吸着系を再現

する実験式が提出された。気体の吸着
が起ると、その吸着量ｖと平衡圧ｐと
の間にv＝ap1/nの関係があるという
ものである。aおよびnは温度や吸着
系によって異なる定数である。溶液か
らの吸着の場合はpの代わりに濃度c
が用いられる。この吸着式の指数1/n
は吸着の強さを表す尺度である。

空中窒素固定によるアンモニアの
合成法が確立された
窒素と水素から直接アンモニアを
合成する方法は20世紀のはじめから
ドイツのH. W. NernstやF. Haberに
よってその熱力学的平衡について研究
されていたが、1907年になってHaber
が高圧触媒反応によってアンモニアが
合成できることをはじめて明らかにし
た。実用的アンモニア合成に関して
は、I. G.のK. Boschの協力を得て、高
圧装置が完成された1913年になって、
Haber-Bosch法と呼ばれる工業的製法
に成功した。

最初の合成プラスチックのベーク
ライトが発明される
ベルギー生まれのアメリカの化学

者L. H. Baekelandが、1907年に助手
のN. Thurlowとともにフェノールと
ホルムアルデヒドの重合樹脂を発明し
て、ベークライトbakeliteと名づけ
た９，10，11）。フェノール過剰で得られた
オリゴマーのノボラックを硬化剤で硬
化させるか、ホルムアルデヒド過剰で
得られたオリゴマーのレゾノールを加
圧、加熱して硬化させて三次元構造の
ベークライトを形成させた。ベークラ
イトは最初の完全合成実用プラスチッ
クで、1910年にドイツ、ついで米、英
で生産が始まり、製品材料として汎用
されることになった。今年はプラス
チック誕生100年の年である。
フェノールとホルムアルデヒドの
縮合による人工樹脂の合成は、それよ
り前の1872年にA. Baeyerによって試
みられ12）、その後C. H. Meyerにより
セラックの代用品として工業化される
に至っていたが、ベークライトが現れ
るまでに実用的価値は拡がってはいな
かった13）。
Baekelandはその前に写真印画紙べ
ロックスを発明して、巨額の富を得て
私設実験室を開設し、そこでこのベー
クライトを発明した。

化学療法剤がはじめて現れる
ドイツでは19世紀末に発展してい

た染料化学のおかげで、合成染料が細
菌に結合することが見出され、顕微鏡
下に着色した細胞を検出する方法が開
発された結果、多くの細菌が発見され
て細菌学が勃興した。
P. Ehrlichはこの合成染料が病原菌
の細胞に特異的に結合するときに、細
菌に対して何らかの毒性を示し、それ
が人間の細胞に結合しなければ、病原
菌を殺す新しい方法になるというアイ
ディアを抱いた。
1907年にEhrlichは眠り病をひきお
こす病原虫のトリパノゾーマに、トリ
パンレッドと呼ばれる染料が結合して
原虫を殺すことを見出し、その治療に
役立つことを発見した。これはその後
発展する化学療法の第一号であった。
同じ原理で、ある病原菌に特異的に
結合して、人間の細胞に影響を与えな
ければ、広く細菌病治療に結びつくと
考えて、日本からの留学生の秦佐八郎
とともに梅毒に著効を示すサルバルサ
ンを見出したのは、その翌々年の1909
年であった。

ショウジョウバエによって動物に
おける遺伝学が開かれた
G. Mendelによってえんどう豆の実
験で植物に遺伝の法則が存在すること
がわかっていたが、動物は方法論的に
は遺伝の研究対象にはなり難かった。
1907年にアメリカの遺伝学者のT. H. 
Morganがはじめてショウジョウバエ
を用いて遺伝形質が染色体上に連結す
ることを明らかにし、遺伝機構に関す
る研究が飛躍的に発展することになっ
た。
ショウジョウバエは各細胞に４本の
染色体しかなく、飼育が簡単で短期間
に繁殖できるという利点があった。

アルツハイマー病が発見された
ドイツの精神科医A. Alzheimerに
よって老人性痴呆症アルツハイマー病
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写真３．L. H. Baekeland



31

がはじめて報告された。

日本で板ガラスの生産が始まった
この年、岩崎俊弥によって旭硝子株
式会社が設立され、わが国で本格的な
板ガラスの生産が開始された。

Chemical Abstractsが創刊された
アメリカで最新の化学研究報告を
抄録するChemical Abstractsが、主
任編集者W. A. Noyes、副編集者C. E. 
Waterのもとに、155名の抄録者の陣
容で、この年１月1日をもって創刊号
が発刊された。

メンデレエフが没した
1869年に元素周期律を発見したロシ
アの化学者D. I. Mendeleevが、この
年２月２日（一説には１月20日）に
享年72歳の生涯を閉じた。

モアッサンが急死した
1886年にフッ化カリウムを溶かした
無水のフッ化水素酸溶液を白金電極を
用いて電気分解してはじめてフッ素を
単離し、また人造ダイヤモンド合成の
研究を行ったフランスの化学者F. F. H. 
Moissanがノーベル化学賞受賞直後の
1907年２月20日に54歳で急死した。

ベルテローが逝く
フランスの化学者で有機化合物の
完全合成の可能性を確信して、化学合
成synthèse chimiqueという語を提唱
し、化学史にも造詣が深かったP. E. 
M. Berthelotがこの年３月27日（一説
には18日）に享年79歳で亡くなった。

パーキンが死去した
イギリスの有機化学者で初の合成染
料モーブを発見し、合成染料工業の創

始者と目されていたW. H. Perkinがこ
の年7月14日に死去した。享年69歳。

〔参考文献〕
 1）  Thomson, J. J. : Phil.  Mag ., 13 , 561（1907）  ; 
20 , 752（1910）. ; 24 , 209（1912）.

 2） Aston, F. W. : Phil.  Mag., 39 , 449（1920）.
 3）  Langevin, P. : Ann.  Chim.  Phys.（Paris）, 5 , 
70（1905）.

 4） Weiss, P. : J.  Phys., 6 , 661（1907）.

 5） Weiss, P. : Physikal . Z. , 9 , 358（1908）.
 6） Barkhausen, H. : Physikal.  Z ., 20 , 401（1919）.
 7） Heisenberg, W. : Z.  Physik ., 49 , 619（1928）.
 8）  Lewis, C. :“The Dating Game : One Man’s 
Search for the Age of the Earth”, Cambridge 
U. Press（2000）.

 9）  Baekeland, L. H. : U. S. P., 942 699（1907/ 
1909）. ; D. R. P. 233 803（1908/ 1911）.

10）  Baekeland, L. H. : J.  Ind. Eng. Chem., 1 , 149
（1909）.

11）  Baekeland, L. H. : Chemiker. Ztg ., 33 , 317 , 
326 , 347 , 358（1909）.

12） Baeyer, A. : Ber ., 5 , 25 , 280 , 1094（1872）.
13） Kämerer, H. : Angew. Chem., 70 , 390（1958）.

和光純薬時報　Vol.75, No.1（2007）

写真４．Chem. Abst. 創刊号第１頁

写真５．D. I. Mendeleev

写真６．F. F. H. Moissanの切手図

写真７．P. E. M. Berthelot
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特　　長
●ヒト由来ウイルスとその他の夾雑物質の混入がない
●多くの細胞株で細胞増殖を促進する
● 無血清最小培地を用いたハイブリドーマのIgG 1生産
量は、トランスフェリン添加時の約1. 5倍
●トランスフェリンと比較して細胞増殖速度が早い

外　観：わずかにうすい赤褐色～褐色
　　　　結晶～粉末または塊
鉄含量：0. 2%以下
分子量（k）：約80

動物由来成分不含動物由来成分不含動物由来成分不含動物由来成分不含

増殖促進細胞株

ラクトフェリン，ヒト，植物発現組換え体【rhLF】
　本品は、ヒトラクトフェリンを発現する植物から精製しているためヒト由来のウイルスや、その他の夾雑物質を含有しま
せん。増殖効率が低い細胞の培養やハイブリドーマによる IgG1 生産に最適です。

デ ー タ
■無血清培地におけるマウスハイブリドーマのIgG1生産能

　

FBS：無血清培地＋6% FBS
－Fe：無血清培地＋6% FBS（Fe 不含）
rhLF：無血清培地＋100μg/mℓ rhLF
Transferrin：無血清培地＋100μg/mℓ Transferrin
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マウスハイブリドーマ細胞を上記培養条件の無血清培地で
3日間培養し、IgG1生産量を測定した。その結果、本品を
100μg/mℓの濃度で添加した培地は、FBSを6v/v%の濃度
で添加した培地と同等のIgG1生産量を示した。

■ヒト骨芽細胞の増殖試験
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C：骨芽細胞培養用標準培地       *： P＜0.01

ヒト骨芽細胞を培養し、本品を0. 1～100μg/mℓの濃度で
添加した培養条件と、未添加の培養条件との細胞増殖効率を、
チミジン取込み率の相対値に換算し測定した。その結果、本
品を100μg/mℓの濃度で添加した際には、未添加培地と比較
して細胞増殖能が大きく亢進した。

生物種 細胞種

ヒト

Human lymphocytic cell line（ヒトリンパ球細胞株）

Human embryonic kidney cell（ヒト胎児腎臓細胞）

Human colon adenocarcinoma cell line（HT29）
（ヒト結腸腺がん細胞株）
Human endometrial stromal cell
（ヒト子宮内膜間質細胞）

Human osteoblast（ヒト骨芽細胞）

マウス

Mouse hybridoma cell（AE1，L243）
（マウスハイブリドーマ細胞）
Mouse embryo fi broblast cell（BALB/c 3T3）
（マウス胚線維芽細胞）

Mouse lymph node cell（マウスリンパ節細胞）

ラット
Rat crypt cell（ラット腺窩細胞）

Neonatal rat hepatocyte（ラット新生児肝細胞）

チャイニーズハムスター Chinese hamster ovary（CHO）cell
（チャイニーズハムスター卵巣細胞）

rhLF→
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分子量（k）1 2

lane 1：本品 2.5 µg
lane 2：分子量マーカー

コードNo. 品　　　　　　名 規　格 容　量 希望納入価格（円）
188-02051 50mg 9,200
184-02053 Lactoferrin, Human, recombinant Expressed in plant 細胞培養用 100mg 14,000
182-02054 500mg 60,700
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