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1 はじめに

光開始剤は、光照射によってさまざ
まな活性種が発生する化合物群の総称
であり、塗料、インキ、接着剤、フォ
トレジストなど、さまざまな分野で活
用されている。光開始剤は発生する活
性種によって、①光ラジカル発生剤、
②光酸発生剤、③光塩基発生剤（本稿
では Photo Base Generator、以下 PBG
と省略）に大別される。これらの活性
種を用いた UV 硬化のうち、UV ラジ
カル硬化と UV カチオン硬化は古くか
ら検討されており、迅速に硬化反応が
進むことから生産性を高める点で非常
に優れている。しかし発生する活性種
に起因する問題を種々抱えている。例
えば UV ラジカル硬化は、発生するラ
ジカルが空気中の酸素により失活され
やすく、UV カチオン硬化は超強酸を
活性種とするため、金属材料の周辺に
使用した際に腐食が起こる可能性があ
る。一方で PBG は、UV 照射によっ
てアミンなどの有機塩基を発生する化
合物であり、他の光開始剤が抱える問
題点を克服しうる新たな材料として注
目されている。PBG から発生する塩
基は、ラジカルと異なり露光後も活性
を維持するため、後硬化を進行させる
ことが可能である。また強酸と異なり
金属材料の腐食の心配がない（図 1）。

2 PBGが得意とする重合系

アクリレートのラジカル重合や強酸
を触媒に用いたエポキシのカチオン重
合は、同じ種類の官能基が連続的に反
応して重合末端が伸長していく連鎖重
合系であるのに対し、塩基の場合は官
能基が 1 対 1 で反応して反応末端が閉
じるいわゆる逐次重合系を得意として
いる。逐次重合には副生成物の生じな
い付加反応、水やアルコールなどの副
生成物が生じる縮合反応がある。付加
反応では、求電子種として既に販売さ

れているエポキシ、アクリレート、イ
ソシアネートなどのモノマーを利用す
ることができ、さまざまな求核種を反
応させることで、既存の材料に新たな
機能を付与することが可能である。一
方、縮合反応の代表例としては、シラ
ノール含有ポリマーを前駆体として用
い、無機骨格であるポリシロキサンを
形成する反応が知られている。あらか
じめ有機側鎖が導入されているシラ
ノール前駆体を用いれば、有機成分と
無機成分が均質に混ざり合った有機無
機ハイブリッド材料を作製できる。ま
た一部の PBG は、UV 照射によって
ラジカルと塩基を発生することから、
2 つの異なった活性種を用いた硬化系
も報告されている 1）。本稿では PBG
を用いたさまざまな硬化系や新しい応
用例について報告する。

3 エポキシ・チオール

エポキシ・チオール中に触媒量の塩
基を発生させることで付加反応が促進
される。WPBG-300 は、ほう素アニオ
ンで安定化されており、エポキシ中で
も安定に存在できる。WPBG-300 自体
は、長波長域に吸収帯を有さないが、
各種増感剤を併用することで、365nm
などの光源にも感光が可能となる。2
官能エポキシオリゴマーと 4 官能チ
オール中に WPBG-300 と光増感剤の
ニフェジピンを添加し、基材に塗布し
たのち UV-LED 365nm を照射するこ
とで室温にてゆっくりと硬化が進行す
る（図 2）。エポキシ・チオール系は、
硬化物の密着性が優れる点、適度な柔
軟性を有する点、硬化に高温・長時間

図２．�エポキシオリゴマーと多官能チオールによるUVアニオン硬化

図１．�光開始剤の比較
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を必要としない点から UV 後硬化型接
着剤としての応用展開が期待されてい
る。種々のパラメータ（露光時間、露
光後加熱の有無）によって硬化時間の
調整が可能であることから、塗工～貼
り合わせに時間を要する部材、被着体
が高温に弱いプラスチック、UV を透
過しない材料、複雑形状の材料の組み
立てに適していると考えられる。

4 イソシアネート・チオール

イソシアネート類は、求電子剤とし
ては非常に反応性が高く、チオール化
合物と混和後に塩基を発生させると迅
速に硬化が進行する。前述の WPBG-
300 は、少ない添加量でも硬化が可能
であり、UV 照射後、室温 10 分程度
で硬化が進行する（図 3）。本組成は
必要な原料がすべて試薬レベルで入手
可能であり、UV 光源さえあれば、気
軽に UV アニオン硬化を試すことがで
きる。ただし本組成は安定性に欠ける
ことから、使用直前の 2 液の混合や保
存安定剤（スルホン酸類）の添加及び
冷凍保管が必須である。現在、UV ク
リアコーティングへの応用が検討され
ている。

5 シラノール

アルコキシシリル基を有する化合物
の加水分解によって生じるシラノール
は、縮合が進行することによってシロ
キサンとなる。シロキサンは、強固な
Si-O-Si 結合で耐候性にも優れること
から幅広く応用されている。一般的に
シラノールの縮合は、酸触媒では反応
速度が遅く、塩基触媒の方が反応速度
が速い。シラノール樹脂中に、嵩高い
有機側鎖が含まれると、シラノール同
士の重縮合が進みにくくなる。立体的
に嵩高い置換基の付いたシラノールの
脱水縮合では、アミンの塩基性度が低
いと触媒として十分な機能を果たさな
いため、強塩基を発生する PBG が好

ましい。メチルフェニルシリコーンレ
ジンである KR-300（信越化学工業㈱
製）は、立体的に嵩高いフェニル基を
有するシラノール含有ポリマーであ
り、完全硬化させる場合、触媒を無添
加の状態では 250℃/60 分が必要であ
る。KR-300 に WPBG-266 を加えて露
光することで、硬化温度を低下させ、
短時間で硬化が可能となる。得られた
硬化膜の 200℃における熱重量変化を
測定すると、メーカーが推奨する条件
で熱硬化させて得られた硬化物とほぼ
同等の値であったことから、十分な重
縮合が進行していると示唆された（図
4）。

6 ビニルスルホン誘導体

ビニルスルホンは優れた求電子体と
して作用し、さまざまな求核剤と反応
する。ビスビニルスルホン誘導体
VS-C は、スルホンとアミドの間に活
性プロトンを有する炭素が存在してい
る。そのため、触媒量の塩基が存在す
ることで VS-C 自体が単独で架橋して
ゲル化する。分子内に求核種と求電子
種が共存しているため当量数を合わせ
る必要がない。ビニルスルホンはラジ
カル重合性も有していることから、従
来の UV ラジカル硬化系へ添加するこ

図３．�イソシアネートと多官能チオールによるUVアニオン硬化

図４．�WPBG-266 を用いたシラノール含有樹脂の硬化促進
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とで UV 照射のみでは表面が硬化しに
くい系において、表面硬化性を改善で
きる。本系には UV 照射によってラジ
カルと塩基が発生する WPBG-266 が
使用できる（図 5）。また VS-C は、水
溶性を有しており水系組成にも適用可
能である。

7 光潜在化Redoxフロンタル重合

有機過酸化物は、アミンのような還
元性のある化合物と反応すると分解し
てラジカルが発生する。ベンゾイル
パーオキシド（BPO）存在下、PBG
から塩基を発生させると酸化還元反応
が起こりラジカルが生じる。周囲にア
クリレートモノマーが存在するとラジ
カル重合を開始するが、この際に発生
する重合熱によってさらに BPO の分
解が進行して、露光部分から未露光部
分へと重合界面が移動する「フロンタ
ル重合」が進行する 2）。通常の UV ラ
ジカル硬化は、UV 照射部分しか硬化
しないが、本系であれば影部分や未露
光部分の硬化が可能となる。Redox
フロンタル重合には WPBG-345 を使
用することができる（図 6）。

8 おわりに

近年では、中国や欧州において PBG
を活用した研究が活発化しており、本稿

で紹介した以外にもさまざまな応用事例
が開拓されつつある。今後も、新たな 
PBG の開発を通して、科学技術の振興
と学術研究の進展に寄与し、人々の豊か
な暮らしに貢献していきたい。

〔参考文献〕
1）�Shin, J. et al.  : Chem. Mater ., 22, 2616 （2010）.
2）�He, M. et al.  : J. Polym. Sci., Part A Polym. 

Chem., 51, 4515 （2013）.

コードNo. 品 名 容量 希望納入価格（円）

355-44341 1,2-Diisopropyl-3-[bis（dimethylamino）methylene]guanidium 2-（3-Benzoylphenyl）
propionate 【WPBG-266】 5g 38,000

352-44731 （Z）-{[Bis（dimethylamino）methylidene]amino}-N-cyclohexyl（cyclohexylamino）
methaniminium Tetrakis（3-fluorophenyl）borate 【WPBG-345】 5g 38,000

352-44351 1,2-Dicyclohexyl-4,4,5,5-tetramethylbiguanidium n-Butyltriphenylborate 【WPBG-300】 5g 38,000

その他のWPBG製品は、当社HPをご覧下さい。

試薬事業トップ→合成・材料→高分子重合→光酸・光塩基発生剤→光塩基発生剤『WPBGシリーズ』
https://labchem-wako.fujifilm.com/jp/category/00203.html

配合比率： TMPTA/BPO/WPBG-345/ITX=100/0.49/0.72/0.26

図５．�ビスビニルスルホン誘導体 VS-C を用いた UV 硬化

図６．�PBG と BPO を用いたアクリレートの光潜在化 Redox フロンタル重合

WPBG-266、WPBG-345、WPBG-300WPBG-266、WPBG-345、WPBG-300

https://labchem-wako.fujifilm.com/jp/category/00203.html
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はじめに

京都大学 iPS 細胞研究所の齊藤博英
教授らが発明した「RNA スイッチ TM」
技術は、細胞内に存在し、生命現象の
様々な作用機序を制御すると言われて
いる miRNA（マイクロ RNA）を検
知して、細胞の遺伝子発現を制御する
こ と を 可 能 と し ま す。 細 胞 内 の
miRNA の活性状態を細胞が生きたま
ま識別できることが大きな特徴の 1 つ
であり、この技術により判明した細胞
種特異的な活性 miRNA に対応する
RNA スイッチ TM を使うことにより、
再生医療に用いる心筋細胞など、iPS
細胞 /ES 細胞から分化誘導した目的
細胞の同定及び選別または疾患に関連
する miRNA の探索ツールとしての応
用を可能とします。

自殺遺伝子を組み込んだ RNA ス
イッチ TM では、細胞に導入するだけ
で特別な機械などを使用せず、迅速か
つ簡単に細胞選別を行うことが出来ま
す。また、蛍光タンパク質遺伝子を組
み込んだ RNA スイッチ TM では、蛍
光の発光・消失を指標に疾患ターゲッ
ト探索に寄与することが期待されま
す。

1 RNAスイッチ TM とは？

RNA スイッチ TM とは、図１に模式
的に示したように、「miRNA を認識
する配列」と自殺遺伝子や蛍光タンパ
ク質遺伝子などの「マーカー遺伝子」
から構成された mRNA（メッセン
ジャー RNA）を指しています。

RNA スイッチ TM は、タンパク質複
合体を形成した活性型の miRNA によ
り、特定の miRNA ナンバーに相応し
て切断を受けます。miRNA は、細胞
内に存在し、生命現象の様々な作用機
序を制御すると言われており、データ
ベースで報告されている miRNA の数
は、重複を除いて 2,657 種類存在して

います（株式会社 aceRNA Technologies
でリストアップ）。データベースにあ
る全ての miRNA に対応する RNA ス
イッチ TM をライブラリーとして準備
することにより細胞種毎に特有の活性
型 miRNA を検出するツールとして使
用することが可能となります。

2 RNAスイッチ TM の機序

RNA スイッチ TM は細胞内に導入さ

れた後、目的の miRNA が存在すれば
分解されますが、目的の miRNA が存
在しなければ、タンパク質が発現し、
マーカー遺伝子が蛍光タンパク質の場
合は光るという現象になります。また
は自殺遺伝子の場合、細胞死という形
で細胞の識別・選別が可能となります

（図２参照）。
再生医療分野では、RNA スイッチTM

ライブラリーを用いて、細胞の分化状
態で特有に発現する miRNA を探索

細胞内に発現するmiRNAを検知し、目的の細胞を選別する
RNAスイッチ TM 技術

株式会社 aceRNA Technologies　進　照夫

図１．�

和光純薬時報　Vol.88, No.1（2020）
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し、その miRNA をターゲットとした
RNA スイッチ TM を使用することで、
例えば iPS 細胞/ES 細胞から分化誘導
した心筋細胞を純化するために心筋以
外の細胞を除去することが可能です。
創薬分野への応用としては、疾患の状
態で活動している miRNA を探索する
ことで疾患関連の miRNA を検出する
ことも可能となります。

3 製品の概要

（1）製品名：�RNAスイッチTMシリーズ
（表１）

例えば、iPS 細胞から心筋細胞に分
化誘導した際に、分化誘導効率によっ
ては、心筋細胞以外の邪魔な細胞が混
入しています。図３のアプリケーショ
ンデータでは、RNA スイッチ TM によ
り、心筋細胞に邪魔な細胞が混入して
いる状態から、細胞選別を実施した結
果として心筋細胞のみを抽出したこと
を示しています。

また、Control detector RNA SwitchTM

を使用することで、目的の細胞への
RNA スイッチ TM の導入効率を確認し
ながら実験を進め、細胞選別を実施す
ることが可能です。
（２）特長
・�特定の細胞種だけを識別または選別

することができる試薬です。第一弾
として、心筋細胞用、iPS 細胞用そ
れに関連する製品を販売します。

・�セルソーターなどの細胞選別する特
殊な装置を使用せず、簡便な操作で
トランスフェクション効率の確認や
細胞選別などを行うことができま
す。

・�「RNA スイッチ TM」自体は人工の
mRNA であるため、細胞への導入
により、速やかな遺伝子発現が観察
されます。

（３）製品開発の背景
これまでの細胞を選別するための技

術では、目的の細胞種を高純度で得る
ために、細胞表面の抗原を識別する抗

体を利用したセルソーターなどの装置
により選別しています。しかし、適当
な表面抗原が同定されていない細胞
種も多く、このような細胞を選別す
ることは容易ではありません。京都大
学の研究グループでは、細胞内の
miRNA を検知することで細胞を識別
する方法の開発を試みました。細胞
内に発現している多数の miRNA の集
団のなかから、心筋細胞に特徴的
な miRNA を同定し、人工の mRNA

（RNA スイッチ TM）を用いて、目的
の RNA が存在しない時にだけ蛍光タ
ンパク質が光る仕組みを構築していま
す。このような研究成果を基に、以下
の内容を含んだ RNA スイッチ TM 製
品の開発を行いました。
・�iPS 細胞から分化・誘導した細胞に

は、未分化状態の細胞も残ってお

り、望まない細胞を形成する可能性
があります。その為、分化・誘導後
の細胞だけを選別して取得すること
が課題となります。

・�再生医療の実現に向けては、細胞選
別に膨大な時間とコストが掛かるこ
とが予想されます。今後の再生医療
の発展の為には、より安価で高効率
な細胞選別方法が求められていま
す。

4 おわりに

この RNA スイッチ TM 技術は、細
胞内に発現する miRNA の活性化の状
態を可視化するツールとして使用でき
ます。そのツールをどのような場面で
使用するかで、例えば再生医療の分野
では、細胞選別・細胞純化に応用が可
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表１．�RNAスイッチ TM シリーズ製品リスト

品　　名 製品コード 用　　途

Control detector RNA SwitchTM P-0001 検出用コントロール、導入効率の確認

CM detector RNA SwitchTM P-0002 検出用（心筋細胞）

iPSC detector RNA SwitchTM P-0003 検出用（iPS細胞）

CM purifier RNA SwitchTM P-0004 選別用（心筋細胞）

iPSC eliminator RNA SwitchTM P-0006 除去用（iPS細胞）

puro resistant mRNATM P-0007 ピューロマイシン耐性

図３．�アプリケーションデータ：RNAスイッチ TM による細胞選別の結果
RNAスイッチ TM による細胞選別の結果；細胞選別前の“ i ”で示した部分は、除去すべき細胞。
RNAスイッチ TM による細胞選別後にはなくなっている。



RNAスイッチTM

〈ご購入の前に〉
本品のご購入に関しては事前に注文内容及び使用条件などを確認させて頂いています。
当社HPより使用承諾書フォーマットをダウンロード頂き、必要事項をご記入の上、当社担当営業または販売代理店
へお渡し下さい。
https://labchem-wako.fujifilm.com/jp/category/01745.html

P ro d u c t s

ヒトiPS 細胞 / ヒトiPS細胞由来心筋細胞の
「選別」・「除去」・「検出」に
ヒトiPS 細胞 / ヒトiPS細胞由来心筋細胞の
「選別」・「除去」・「検出」に

和光純薬RNAスイッチ　使用承諾書 検 索 ➡
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能となります。また別の場面では、病
態を示す細胞に適用することで、疾患
に関連するmiRNA探索をすることも
可能であると思われます。
その他では、例えば薬物を添加する
前の細胞の状態をレファレンスに取
り、薬物添加後のmiRNA発現状態の
変化を捉える手法など、毒性評価や有
効性評価にも応用可能であり、今後の
miRNA研究への応用範囲は非常に大
きいものと期待されます。この RNA
スイッチ TM の製品開発を通して、今
後もRNAスイッチ TM 技術の応用研究
を推進していきたいと考えています。

〔参考文献〕
1）�Miki, K. et al . : Cell Stem Cell , 16, 699 （2015）.
2）�Parr, C. J. et al . : Sci. Rep., 6, 32532 （2016）.

RNAスイッチ TM

miRNAを認識する配列とマーカー遺
伝子からなる mRNA の構造物を指し
ています。細胞内の活性型 miRNA
を検知して、マーカー遺伝子の発現
を制御する人工的なmRNAです。認
識する miRNA の存在下で遺伝子発
現が抑制される 「OFFスイッチ」と、
活性化される 「ONスイッチ」の 2種
類のスイッチが考えられます。

mRNA（メッセンジャーRNA）
遺伝子から読みだされ、タンパク質
配列情報と構造を含んだ RNA の配
列です。

miRNA（マイクロRNA）
タンパク質発現の制御を通して、分
化、細胞増殖、アポトーシスなど生
命現象に深く関与しており、生物に
とって必須の因子と考えられていま
す。

RNA
リボ核酸。リボヌクレオチドがホス
ホジエステル結合で繋がった核酸で
あり、mRNA を合成するために必要
な要素です。
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…2〜 10℃保存	 …− 20℃保存	 …− 80℃保存　 150…− 150℃保存　表示がない場合は室温保存です。その他の略号は、巻末をご参照下さい。
掲載内容は、2020 年 1月時点での情報です。最新情報は、当社HPをご参照下さい。

コードNo. メーカーコード 品 名 用　　途 容量 希望納入価格（円）

637-46891 P-0001 Control detector RNA SwitchTM	 検出コントロール、
導入効率の確認 9μg 60,000

630-46901 P-0002 CM detector RNA SwitchTM 検出（心筋細胞） 9μg 60,000

637-46911 P-0003 iPSC detector RNA SwitchTM	 検出（iPS 細胞） 9μg 60,000

634-46921 P-0004 CM purifier RNA SwitchTM 選別（心筋細胞） 9μg 60,000

631-46931 P-0006 iPSC eliminator RNA SwitchTM 除去（iPS 細胞） 9μg 60,000

638-46941 P-0007 puro resistant mRNATM	 ピューロマイシン耐性 9μg 60,000

NEW

NEW

NEW

NEW

NEW

NEW
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1．研究バックグラウンド

本研究の目的は蝸牛全有毛細胞を観
察する手法の開発になります。蝸牛は
異なる機能を持つ細胞が複雑に配置さ
れて構成される極めて精巧な組織であ
り、骨包に囲まれているために解析法
は限定的でした。従来の蝸牛有毛細胞
の 組 織 解 析 は 切 片 作 成 や surface 
preparation による観察が主流でし
た 1, 2）。しかし、切片作成は蝸牛軸と
水平面で行う為、コルチ器から側壁ま
での観察が可能ですが有毛細胞の観察
できる領域は極めて限定的でした。一
方、 幼 若 マ ウ ス の 蝸 牛 の surface 
preparation では大多数の有毛細胞の
観察が可能ですが剥離される蝸牛側壁
の観察は不可能でした 1）。成体マウス
での surface preparation では成長に
伴う蝸牛軸周囲の骨を含めた骨包の骨
化によって蝸牛を分割する必要がある
だけでなく、断片化された蝸牛の側壁
除去を行う際に一部の有毛細胞を犠牲
にせざるをえませんでした。さらにラ
イスネル膜と蓋膜の除去処理には側壁
処理以上に極めて繊細な手技を要する
為、熟練した研究者のみ可能な手法で
した。蝸牛正常生理及び病態生理の解
明には 3 次元構造を温存した状態での
解析が不可欠であり、「蝸牛の解剖学
的制約」と「研究者の手技的制約」を
補完する技術開発が必要とされていま
した。

２．�内耳を透明化しようと
した背景

内耳の蝸牛内にはコルチ器と呼ばれ
る感覚装置があり、この組織の重要な
細胞要素である、有毛細胞と呼ばれる
感覚細胞の機能を評価することはヒト
の耳の機能を評価する上で極めて重要
です。コルチ器には異なった周波数の
音に対応して反応する有毛細胞が高い
音から低い音に向かって順番に整然と
配列しており、これらの多数の細胞全
体の空間的なアトラスを作成できれ

ば、難聴などの耳の疾患の研究に広く
利用することができます。しかしなが
ら、これまでコルチ器の有毛細胞の状
態を調べるには組織切片を使って全体
の細胞のほんの一部を解析する手法が
主に使われてきました。あるいはヒト
の手によって微細なコルチ器を複雑な
骨の迷路の中から取り出してくる方法
もありますが、非常にデリケートなコ
ルチ器を無傷で取り出す事は大変難し
く、一般的な解析方法にはなっていま
せん。このような背景から、耳の機能
の研究を発展させるには、コルチ器全
体を傷を付けない状態でイメージング
し、中に存在する有毛細胞を全て検出
して、一個一個の細胞レベルでその細
胞に障害が起こっているのかを判断す
る技術が必要だと考えました。

３．�内耳の全感覚細胞透明化
により得られた新規知見

本研究では、コルチ器に存在する数
千個の有毛細胞全てを高い精度で自動
的に検出し、一個一個の細胞の障害程
度などを評価できる技術が提案されて
います 3）。このような解析を実現させ
るために、新しい技術である組織の透
明化手法を骨に囲まれたコルチ器にも
応用できるように改良しました。その
結果として、組織深部からの蛍光シグ
ナルを検出できる二光子顕微鏡による
イメージングと組み合わせることで、

コルチ器を含む内耳の組織全体の 3 次
元画像を取得できるようになりまし
た。次に得られた 3 次元画像から自動
的に全ての細胞の位置や細胞毎の情報
を抽出するためのプログラムを、機械
学習の手法を活用して開発しました。
これまで人の眼で行っていた一個一個
の細胞の同定や計測をプログラムに
よって自動化することができ、サンプ
ル作成から全細胞データの取得までを
5 日間で終えることが可能になりまし
た。この自動化プログラムはヒトの眼
による有毛細胞の検出や細胞死によっ
て細胞が抜け落ちた部位の同定を代替
することが可能で、その正確度や精度
も人間による測定と同レベルにありま
した。新しいコルチ器の細胞アトラス
作成法を用いると、加齢や騒音によっ
て引き起こされるコルチ器の障害を短
時間で詳細に解析することが可能にな
り、障害の原因によって異なった細胞
死を起こす細胞の空間的な配置に違い
があることもわかりました。またこの
方法は細胞を同定するだけではなく、
細胞内の構造や特定のタンパク質、有
毛細胞が神経細胞と形成するシナプス
構造の検出も可能です。解析の応用例
の一つとして障害を受けて死んでいく
細胞の周囲の細胞にも、細胞骨格レベ
ルでの変化が生じている事が示唆され
ました。

４．�透明化プロトコルとアプリケーションデータ

和光純薬時報　Vol.88, No.1（2020）

基礎から応用までよくわかる組織透明化技術

第４回　�骨組織に囲まれた内耳イメージングのための透明化法、
Modified ScaleS

東京大学大学院医学系研究科　浦田　真次、岡部　繁男

Modified ScaleS プロトコル 4）

A. 蝸牛摘出
a.	�4％パラホルムアルデヒド（PFA）による経心灌流を行った後、側頭骨を摘出する。
頭蓋底側に露出した三半規管をメルクマールに内耳を同定する［Figure 1A］。骨
裂にそって内耳を摘出する［Figure 1B］。摘出された内耳を 4%PFA に浸透させ
て 4℃で一晩インキュベートする。

b.	�リン酸緩衝生理食塩水（PBS）で 15分× 3回洗浄を行う。
c.	�エチレンジアミン四酢酸（EDTA）で 37℃で 45時間インキュベートする。
d.	�リン酸緩衝生理食塩水（PBS）で 15分× 3回洗浄を行う。
e.	�内耳周囲に付着している組織を除去する。
f.	� 三半規管と前庭を切り離し、蝸牛を摘出する［Figure 1C,D］。

B. 脱脂
Solution 1 に浸透させて 37℃で 2時間インキュベートする。
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基礎から応用までよくわかる組織透明化技術

Figure 1.　蝸牛摘出
Ａ：側頭骨を摘出し頭蓋底を観察すると球状の三半規管（SC）が観察できる。SCの内側に蝸牛（C）が存在する。内耳の外周に沿っ
て（点線）組織の剥離を行い内耳を摘出する。Ｂ：内耳摘出図。Ｃ：蝸牛と三半規管の間の裂隙（赤矢印）に沿って半割を行い
蝸牛を摘出する。Ｄ：蝸牛摘出図。Scale bar : 1mm、使用顕微鏡：Nikon A1MP、使用レンズ：N25X-APO-MP（NA1.10, 
WD2.00）, VC 20x（NA0.75, WD1.00）

Figure 2.　サンプル準備工程
Basukokuを塗布したスライドグラスに
Blu-Tack でサンプル高さに合わせて土
手を作成し、Basukoku 上にサンプルを
静置 [ 蝸牛軸がスライドグラスに垂直に
なるよう（vii-a）に ] する。次にカバー
グラスを静置し蝸牛表層と接着するまで
圧迫しSolution 2 を充填し密閉する。
使用顕微鏡：Nikon A1MP、使用レンズ：
N25X-APO-MP（NA1.10, WD2.00）, VC 
20x（NA0.75, WD1.00）

C. 免疫組織染色（GFP発現サンプルはSkip）
a.	�0.1% Triton X-100 を含有する PBS（PBST）に置換し 30
分洗浄する。

b.	一次抗体を37℃で2時間から48時間インキュベートする。
c.	PBST で 15分× 3回洗浄を行う。
d.	�二次抗体を 37℃で 12時間から 48時間インキュベート後、
PBSTで 15分× 3回洗浄を行う。

D. サンプル準備
a.	�Blu-Tack を円柱状に形成する［Figure 2 （i）］。
	 注 1）�円直径の長さと蝸牛をスライドグラスに置いたとき

の高さが同じ（もしくは円柱が少々高い程度）にする。
b.	�Basukoku をスライドグラス上に馬蹄形に塗る［Figure 2 
（ii）］。
c.	�馬蹄形に塗布された Basukoku の上に D-a で作成した Blu-
Tack をのせる［Figure 2 （iii, iv）］。

d.	�馬蹄形の Blu-Tack の内側のスライドグラス上に少量の
Basukoku を塗布する［Figure 2 （v）］。

e.	�塗布した Basukoku 上に蝸牛を置く［Figure 2 （vi）］。
	 注 2）�全有毛細胞観察の為には蝸牛軸がスライドグラスに

垂直であることが望ましい［Figure 3 （次ページに掲
載）］。

f.	� Blu-Tack 上にカバーグラスを置き［Figure 2 （vii）］、蝸牛
表面に接するまでカバーグラスを圧迫する［Figure 2 
（vii-a）］。
	 注 3）�カバーグラスが蝸牛表面に接したことは目視でも確

認できる。カバーグラスの破損を防ぐ為に圧迫する
力は均等になるよう慎重に行う。カバーグラスが破

損した場合は新しいスライドグラスを用いてD-a 工
程からやり直す。

	 注 4）�サンプルの固定が不十分な場合、イメージングがで
きなくなる場合があるのでD-f 工程は極めて重要で
ある。

g.	�スライドグラスに沿わせて Solution 2 を充填する［Figure 
2 （viii）］。

	 注 5）�サンプルが移動する場合は Solution 2 を吸引し D-f
工程からやり直す。

h.	Basukoku で密閉する［Figure 2 （ix）］。
	 注 6）�気泡はイメージングでの視野障害になるだけでなく

サンプル保存の際に乾燥する原因となる為、気泡が
入らないように注意する。

	 注 7）�Solution 2 浸透後、速やかに透明化が開始する。約
20分で透明化工程は終了する。自然光では蝸牛輪郭
や血管条の色味は残る。スライドグラス後方に指を
かざし透視できればイメージングを行う。

試薬調製
A.	Solution 1 （20 mL）
	 5.7g グアニジン塩酸塩
	 7g D-ソルビトール
	 3g D-グルコース
	 800μL（w/v）Triton X-100 含有 PBS （pH 6.0-8.0）
B.	Solution 2 （20 mL）
	 5.7g グアニジン塩酸塩（もしくは 4.8g 尿素）
	 12g D-ソルビトール
	 20μL Triton X-100 含有 PBS （pH 7.1）
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５．�各種透明化技術の比較例 
（Figure 4）

従 来 の 透 明 化 手 法（3DISCO5）, 
iDISCO6）, CLARITY7）, CUBIC8））で
は 蝸 牛 の 透 明 度 は 上 昇 し ま す が、
MYO7A によって標識化された蝸牛有
毛細胞を観察することはできませんで
した。Modified ScaleS を用いること
でラセン状に配列している有毛細胞群
を観察することができるようになりま
した。

６．�透明化技術を用いた今後
の展望

本成果により、これまで解析するこ
とが困難だった難聴のモデル動物の内
耳に起こっている変化を、短時間の内
に網羅的かつ一細胞レベルで解析する
ことが可能になりました。難聴を表現
型とする疾患動物のモデルは多く存在
しますが、これまではコルチ器での有
毛細胞の病態を効率良く検出する技術
が存在しなかった為に、細胞レベルで

どのような変化が初めに起こるのかは
ほとんど明らかになっていません。本
成果を活用することで、様々な難聴の
モデル動物での有毛細胞における初期
の変化を特定することが可能です。現
在、我々は Modified ScaleS を用いて
有毛細胞以外の蝸牛内細胞群の観察に
おいても有効性があることを見出して
います（Figure 5）。様々な難聴モデ
ルマウスでの研究を通じて、乳幼児を
悩ます先天性難聴や高齢者を悩ます老
人性難聴の病態の解明やそれに基づく

和光純薬時報　Vol.88, No.1（2020）

基礎から応用までよくわかる組織透明化技術

Figure 3.　Modified ScaleS
時間変化（A）、透明性変化（B）。（iv）から（viii）は Solution 2 浸透後 5分毎の変化を示す。
Scale bar : 1mm、使用顕微鏡：Nikon A1MP、使用レンズ：N25X-APO-MP（NA1.10, WD2.00）, VC 20x（NA0.75, 
WD1.00）

Figure 4.　従来法との比較
Modified ScaleS のみで有毛細胞（MYO7A）を観察することができる。Scale bar : 500μm、使用顕微鏡：Nikon 
A1MP、使用レンズ：N25X-APO-MP（NA1.10, WD2.00）, VC 20x（NA0.75, WD1.00）

脱灰
蝸牛摘出
脱脂
免疫組織染色
屈折率調整

A）

B）
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治療戦略の開発が将来的に加速すると
期待されます。

〔参考文献〕
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和光純薬時報　Vol.88, No.1（2020）

基礎から応用までよくわかる組織透明化技術

コードNo. 品　　　名 規　格 容　量 希望納入価格（円）
299-79901 SCALEVIEW-S Trial Kit	 組織透明化用 1 キット 45,000
196-18521 SCALEVIEW-S0	 組織透明化用 250mL 12,000
194-18561 SCALEVIEW-S4	 組織透明化用 250mL 12,000
191-18571 SCALEVIEW-SMt	 組織透明化用 250mL 15,000
041-34425 deScale Solution	 組織透明化用 500mL 12,000

富士フイルム和光純薬　透明化 検 索➡当社では、さまざまなタイプの透明化試薬をラインアップしています。
詳細は当社HPをご覧下さい。

　組織透明化技術は、Modified ScaleSのように論文発表された方法をベースに用途に合わせた技術開発
や応用方法が多数報告されています。当社の組織透明化試薬SCALEVEW-Sも同様に、用途に合わせた
応用が可能です。

SCALEVIEWは、オリンパス株式会社の登録商標です。オリンパス株式会社より使用許諾を受けています。

…2〜 10℃保存	 …− 20℃保存	 …− 80℃保存　 150…− 150℃保存　表示がない場合は室温保存です。その他の略号は、巻末をご参照下さい。
掲載内容は、2020 年 1月時点での情報です。最新情報は、当社HPをご参照下さい。

SCALEVIEW®-SSCALEVIEW®-S

Figure 5.　蝸牛全解析
蝸牛内における有毛細胞（A）、血管（B）を観察することができる。蝸牛管（C）を拡大するとラセン神経節（SG）、コルチ器（OC）、
血管条（SV）、ラセン靭帯（SL）内の血管、組織マクロファージ（CX3CR1-GFP）を観察することができる（D）。また、リボンシ
ナプス（CtBP2）、ニューロフィラメント（NF200）、グルタミン酸トランスポーター（VGLUT3）、支持細胞核（SOX2）などの免
疫染色も可能である。使用顕微鏡：Nikon A1MP、使用レンズ：N25X-APO-MP（NA1.10, WD2.00）, VC 20x（NA0.75, WD1.00）

関連製品
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注目を受ける環状ペプチド	

本連載の第1回で述べた通り、ペプチド医薬の可能性が改
めて注目されている。低分子合成医薬は低コストかつ経口投与
が可能であるなど多くの利点を持つが、昨今行き詰まりを指摘さ
れている。また抗体医薬をはじめとしたバイオ医薬は製造コスト
が高くつき、経口投与は不可能である上、巨大分子であるタン
パク質は細胞内に入り込めないことなどから、適用可能な疾患
は限られている。ペプチド医薬が期待されるのは、この両者の

「いいとこ取り」ができると考えられるためだ。
ただしペプチドとてアミノ酸が連結してできている以上、胃酸

や消化酵素の攻撃で分解されてしまうことや、細胞膜の透過性
が悪いといった問題は、タンパク質と変わりない。しかし、免疫
抑制剤として用いられるシクロスポリンは、ペプチド骨格でありな
がらこれらの問題点をクリアし、経口投与で利用可能な医薬品
となっている。

これは、シクロスポリ
ンがペプチドとしては特
殊な構造を持つため
だ。シクロスポリンは11
のアミノ酸が環状骨格
を成しており、N-メチル

アミノ酸やD-アミノ酸など、通常のタンパク質には含まれないアミ
ノ酸を多く含有する。このため消化酵素にペプチドと認識されに
くく、攻撃を受け付けない。また、環状のしっかりした骨格で、
N-メチル基によって脂溶性も上がっていることから、膜透過性
が改善されると考えられる。

ただしこうしたペプチドは、合成難度が高いという問題がある。
N-メチルアミノ酸は反応性が低く、通常の手法ではカップリング
の効率が低下する。それ以上に問題なのは大環状骨格の形成
で、有機合成の手法が大いに進んだ現代においても極めて厄
介な問題として残されている。長い直鎖状の前駆体の両端が
出合い、望み通りに反応する確率は低く、多量化が起こりやす
くなる。これを防ぐためには、溶媒を多量に用いて環化を行う
（高度希釈法）必要がある。こうした事情のため、環状ペプチ
ド骨格を持った化合物の合成は長時間・高コスト及び高い技術
を要し、スクリーニングサンプルとして多数の化合物を供給する
のは難しいと考えられてきた。

フレキシザイムによる環状ペプチド合成	

こうした常識を覆し、多種多様な環状ペプチドの供給を可能
にしたのが、菅裕明・東京大学教授らの開発した一連の技術
だ。その手法は、既存のペプチド合成やタンパク質発現技術な

どとは全く異なる、極めて独創性の高いものだ。
よく知られている通り、DNAの持つ遺伝情報は3塩基が1組

となり、1つのアミノ酸に対応するようになっている。この情報が
mRNAに写し取られ、リボソームにおいて対応するタンパク質
が合成される。この時、タンパク質の原料となるアミノ酸は
tRNAに結合する形で運ばれ、リボソームにおいて連結されて
ゆく。

菅らは、人工的に「進化」させることで創り出したRNA触媒
「フレキシザイム」を用い、tRNAに任意のアミノ酸を導入するこ
とに成功した1）。このtRNAを用いれば、天然の20種のアミノ
酸に限らない、多様なアミノ酸（N-メチルアミノ酸やβ-アミノ酸
を含む）を連結させることが可能になる。いわば、自然が創り出
したタンパク質合成システムを改造してしまうことで、好きなアミノ
酸鎖を合成するという手法だ。

ただしこれだけでは、単に珍しいアミノ酸を含んだ直鎖状ペプ
チドが得られるに過ぎない。そこで菅らは、N-クロロアセチルア
ミノ酸とシステインを導入する手法を考案した。両官能基は自発
的に反応し、大環状骨格を持ったペプチドを与える。また、ア
ルキン部位を持ったアミノ酸と、アジド基を持ったアミノ酸を導入
することで、いわゆるクリック反応で環化を行うことも可能である。

またこの両者を併用することで、二環性骨格のペプチドの合
成にも成功している。抗がん剤ロミデプシンなど、天然の生理
活性物質に二環性骨格のペプチドが多く存在していることを考
えれば、この手法は有用であろう。

ランダムな配列のDNAを多数用意す
れば、これに対応した多様な環状ペプチ
ドを一挙に作り出し、ライブラリを構築す

ることができる。菅らはこうしたシステムを整備し、標的タンパク
質に対して高い活性を示すペプチドを、素早く創出する強力な
創薬プラットフォームを築き上げた2）。この技術をもとに設立された
バイオベンチャーであるペプチドリーム社は、内外の製薬企業と
提携を進め、注目を集める存在となっている。

こうして得られたペプチドは、抗体に匹敵する基質特異性を
示すものもあり、医薬候補化合物として十分な活性を示す。タ
ンパク質間相互作用（PPI）の阻害など、合成低分子では難
しい標的も、環状ペプチドでは対象になりうる。また、薬理作用
を持った低分子を、標的タンパク質に親和性を持った環状ペプ

和光純薬時報　Vol.88, No.1（2020）

ペプチド医薬合成基礎講座

第４回　環状ペプチド合成の新潮流
サイエンスライター　佐藤　健太郎

図１．�シクロスポリン

図２．�クロロアセ
チル基とシ
ステイン残
基間の環化
反応

図３．�ロミデプシン

最終回
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チドと結合させ、標的に送り込む「ペプチド-医薬複合体」
（PDC）などの手法も研究されている。

環状ペプチドの化学合成	

こうした生化学的手法でなく、化学合成による環状ペプチド
の合成も、もちろん数多く研究されている。前述の通り、大環
状骨格を形成する際には、分子間反応を防ぐために高度希釈
法を用いる必要があり、この点がネックとなる。

そこで、ペプチドの側鎖部分を担体に結合させた後で必要な
アミノ酸鎖を伸ばし、環化させた上で切り出す手法が試されて
いる。ポリマーに担持させた状態で環化を行うため、二量化を
防ぐことができるという考えだ。たとえばNicolasらは、固相上で
PyBOP-HOAｔによる環化反応を行い、環状ペンタペプチドをほ
ぼ定量的に得ることに成功している3）。

ただしこの方法では反応性が十分でなく、液相での高度希
釈法の方がよい結果を与えるケースも少なくない。たとえば
Malesevicらは、固相上での環化反応と、高度希釈法による
液相での環化反応を比較し、前者が収率1％であったのに対し、
後者では収率が36％であったケースを報告している4）。固相で
も液相でも、環化の際に両端の反応点が近づくコンホメーション
を取りうるか否かが重要と考えられる。

千葉らは、脂溶性タグを取りつけたペプチドが、THFなどの
溶媒にはよく溶けるものの、高極性溶媒では沈殿してくることを
利用し、効率的なペプチド合成技術（molecular hiving）を
編み出している。この脂溶性タグは環化反応においても有効に
働く。たとえばアミド窒素に対してタグを導入したヘプタペプチド
は、低極性溶媒中でペプチド鎖部分が折り畳まれて、環化に
有利なコンホメーションとなる。このため、ペプチドが20mMと
いう比較的高濃度で反応を行っているにもかかわらず、収率よ
く環化反応が進行する5）。タグの存在により、この後の精製操

作も簡便であり、トリフルオロ酢酸による処理でタグの除去も容
易である。

大環状ペプチドはアミド結合のみで形成されるものでなく、シ
スチン結合のように側鎖を介した骨格のものも多数知られてい
る。こうした骨格を、できるだけ簡便に構築しようという試みもな
されている。たとえばKaleらのグループは、無保護のN末端ア
ミノ基及びシステイン残基を持ったペプチドに対し、各種のビス
求電子剤を作用させることで、効率よく大環状骨格を構築でき
ることを報告している6）。

ペプチド側、求電子剤側とも多様な化合物が適用可能であ
り、反応条件も比較的容易なものであるため、ライブラリ構築も
可能である。また、合成された化合物の中から、プロテアーゼ
の一種であるトロンビンの阻害剤が見つかっているなど、医薬
候補化合物としてのポテンシャルを備えた骨格といえよう。

その他、ネイティブケミカルライゲーション法を環化反応に適用
する方法など、多くの手法が研究されている。環状ペプチドの
医薬としての応用が注目を集めると同時に、その合成法も大い
に進歩しており、今後さらに新たな手法が出てくることであろう。
〔参考文献〕
1）�Ohuchi, M. et al . : Curr. Opin. Chem. Biol ., 11, 537 （2007）.
2）�小嶋達矢 他：生物物理, 52, 4 （2012）.
3）�Torres-Garcia, C. et al . : J. Org. Chem., 79 （23）, 11409 （2014）.
4）�Malesevic, M. et al . : J. Biotechnol ., 112, 73 （2004）.
5）�Fujita, Y. et al . : Org. Lett ., 15, 1155 （2013）.
6）�Kale, S. S. et al . : Sci. Adv., 5, eaaw2851 （2019）.

ジスルフィド結合形成試薬ジスルフィド結合形成試薬

コードNo. 品　　　　　　名 規　格 容　量 希望納入価格（円）
148-09791 Npys-OMe【2-（Methoxythio）-3-nitropyridine】 ペプチド合成用 100mg 22,000

和光純薬時報　Vol.88, No.1（2020）

ペプチド医薬合成基礎講座

図５．�脂溶性タ
グを活用
した環化
反応

図６．�ビス求電
子剤によ
る環化反
応

図４．�固相上で
のペンタ
ペプチド
環化反応
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◆はじめに
水道水の安全管理のため、多種多様

な検査が日々実施されている。その中に
は、水道法による水質基準を始め、水質
管理上留意すべき項目として水質管理目
標設定項目、さらには毒性評価が定まら
ない物質や水道水中での検出実態が明
らかでない項目が要検討項目と位置づけ
られている。水質管理目標設定項目とし
て測定・評価されている農薬類（水質管
理目標設定項目15）のうち、固相抽出に
よる前処理後に GC-MS や LC-MS で測
定を行っている農薬が、平成 30 年 3 月
28日改訂の別添方法 20 の 2、LC-MS/
MS による一斉分析法へ測定対象農薬と
して追加された。これら農薬類の測定に
は、トリプル四重極質量分析計（QqQ）
であるLC-MS/MSを用いた MRM 測定
が広く実施されている。MRM 測定の場
合、対象化合物ごとに測定条件を予め
作成する必要があるため、それら対象化
合物以外の物質は測定することができな
い。一方、同じ液体クロマトグラフ―質
量分析計の 1 つである四重極飛行時間
型質量分析計（QTOF）の LC-QTOF

を用いた測定においては、事前の条件検
討を必要とせず、且つ対象外の化合物
の測定も可能である。また、QTOF の特
長である高分解能測定により、バックグラ
ウンドの低減による高感度化も期待でき
る。今回、QTOF であるSCIEX X500R 
QTOF システムを用いて、別添方法 20
の 2 に検査法が定められている農薬類の
一斉分析の検討を行った。

◆SWATH® Acquisitionについて
ノンターゲット分析で使用されるデータ

依存的プロダクトイオンスペクトル取得
（Data Dependent Acquisition；DDA）
では、微量成分を取り逃す事例が報告さ
れている。一方、ターゲット分析に使用さ
れるMRM は選択性が高い反面、ノン
ターゲット分析や網羅的な解析を行うこと
が難しい。そこで今回の検討では、従来
型のデータ取得に代わり、微量成分の取
り逃しを極力減らした包括的な分析が
可能なデータ非依存的プロダクトイオン
ス ペクトル 取 得（Data Independent 
Acquisition；DIA） で あ る SWATH® 
Acquisitionを用いた。一度の測定で全

てのイオンのプロダクトイオンスペクトルを
取得できるSWATH® では定性分析はも
ちろん、プレカーサーイオンを用いた定量、
さらにはプロダクトイオンを用いた定量解析
も実施することができる。TOF-MSを用
いた高分解能のプロダクトイオン情報から
の定量となるため、選択性が高く、夾雑
イオンの排除によるLOQ の向上が期待で
きる。さらに MRMと異なり対象化合物ご
との条件検討の必要がなく、一度の測定
ですべての情報が取得できることから、
基本的に再分析することなく、対象外の
化合物についても再解析で検出・定量が
可能である。SWATH® の測定は、Q1
セル（四重極）でプレカーサーイオンを一
定の Window（取り込み幅。図 1 では
25 Da であるが可変）で通過させ、コリ
ジョンセルで開裂させる。生成したプロダ
クトイオンは TOF-MS で測定する。この
Windowを連続的に繋げ（例えばm/z 
400-425、425-450、 450-475、 ・・・1175-
1200）、非常に早いスキャンスピードで測
定していくことで全てのイオンのプロダクト
イオンスペクトルを取得することができる。

QTOFを用いた水質LC-MS/MS対象農薬の一斉分析
（水道法 水質管理目標設定項目 別添方法20の2）

SCIEX アプリケーションサポート部　秋山　愛子、会田　祐司

和光純薬時報　Vol.88, No.1（2020）

方　法

〈測定試料〉
標準液として下記の原体及び市販の農薬混合標準溶液を用いて、各濃度が 1μg/mL になるよう混合標準液を調製した。この混
合標準液を 10%アセトニトリルを用いて濃度 0.005, 0.01, 0.02, 0.05, 0.1, 0.2, 0.5, 1, 2, 5, 10, 20, 50 ng/mL に調製した。

〈原　　体〉
アミトラズ、（5Z）- オリサストロビン、チオファネートメチル、プロパルギット、2- ベンズイミダゾールカルバミン酸メチル、
ベンフラカルブ、DPA、ホセチル（いずれも富士フイルム和光純薬製）

〈農薬混合標準溶液〉
66種農薬混合標準液　水質-1-2、15 種農薬混合標準液　水質-2、28 種農薬混合標準液　水質-3、63 種農薬混合標準液　水
質-4、農薬混合標準液　水質-6、29種農薬混合標準液　水質-9（いずれも富士フイルム和光純薬製）

〈測定条件〉
高速液体クロマトグラフ：SCIEX ExionLCTM AD システム
カラム：InertSustain C18  1.9μm, 2.1 mmφ× 100 mm（GLサイエンス製）
移動相A：0.5 mM酢酸アンモニウムを含む精製水
移動相B：0.5 mM酢酸アンモニウムを含むメタノール
グラジエント条件：B：�5 % （0 min）-30 % （1 min）-45 % （2 min）-75 % （11min）-98 % （14 min）-98 % （16 min）

-5 % （16.1 min）-5 % （20 min）
流速：0.3 mL/min
注入量：30μL
カラムオーブン：40℃
質量分析計：SCIEX X500R QTOF システム
イオン化法：ESI 法
測定モード：SWATH® Acquisition
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◆結果と考察
SCIEX X500R QTOFシステムを用い

て SWATH® Acquisitionを行うことによ
り、事前の測定条件の検討をほとんど必
要とせずに、水質管理目標設定項目の別
添方法 20 の 2 に記載の農薬類の内、
198 種の化合物で目標値の 1/100 以下
の濃度から検量線を作成できた。また、
目標 値の 1/100 以 下の濃 度で CV 値

（n=5）が 7% 以下と良好な再現性を確

認できた。
198 成分の内、ほとんどの化合物につ

いては、TOF-MS で取得した精密質量
の抽出イオンクロマトグラムを用いて定量
が可能であったが、ジメピペレートなど 11
成分でバックグラウンドが高く、目標値の
1/100 の濃度で定量下限を満たさなかっ
た。そこで、SWATH® で同時に取得し
ていたプロダクトイオンスペクトルを用いて
再解析を行ったところ、バックグラウンドが

低減し、上記 11 成分全てで目標値の
1/100 以下の濃度で定量できることが確
認できた（図 2）。また、SWATH® は
TOF-MS スペクトルだけでなくプロダクトイ
オンスペクトルも同時に取得しているため、
同位体の理論パターンと併せて、プロダク
トイオンスペクトルライブラリとの比較による
定性確認が可能である。今回の分析のよ
うな多成分の一斉分析では、異性体など
組成式が全く同じ化合物も多く含まれる

和光純薬時報　Vol.88, No.1（2020）

図１．�SWATH® Acquisition

図２．�ジメピペレートのクロマトグラム比較（0.02ppb）
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が、プロダクトイオンスペクトルを用いて同
定確認することで各化合物を識別できた

（図 3）。実サンプルでピークが検出され
た場合においても、同時に取得したプロ
ダクトイオンスペクトルを用いて同定確認が
できるため、陽性・擬陽性の判断を再測
定不要で即時に行うことが可能である。

◆おわりに
SCIEX X500R QTOFシステムを用い

た SWATH® Acquisition は、 別 添 方
法 20 の 2 農薬類の一斉分析において、
TOF-MS で取得した精密質量のプロダク
トイオンスペクトルによるさらなる高感度定
量と同時に、同位体の理論パターン、プ
ロダクトイオンスペクトルライブラリとの比較
による定性確認もできる有用な測定手法
であることが示された。

〔参考文献〕
1）�水質管理目標設定項目の検査方法（平成 15

年 10 月 10 日付健水発第 1010001 号）（最終
改正 平成 30 年 3 月 28 日）厚生労働省医薬・
生活衛生局水道課

2）�QTOF 用いた水質 LC-MS 対象農薬の一斉分
析（第 26 回環境化学討論会、佐藤 香代、ポ
スター発表）

3）�QTOF 用いた水質 LC-MS 対象農薬の一斉分
析（別添方法 20 の 2）（第 28 回環境化学討論
会、秋山 愛子、ポスター発表）
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図３．�メフェナセットの抽出イオンクロマトグラム、同位体パターン及びプロダクトイオンスペクトル
　　　（青：実測値、グレー：理論パターン（同位体パターン）・ライブラリ（プロダクトイオンスペクトル））

…2 〜 10℃保存	 …− 20℃保存	 …− 80℃保存　 150…− 150℃保存　表示がない場合は室温保存です。その他の略号は、巻末をご参照下さい。
掲載内容は、2020 年 1 月時点での情報です。最新情報は、当社 HP をご参照下さい。

QTofMS用溶媒も取揃えています。詳細は当社HPをご覧下さい。
試薬事業トップ→分析→溶媒・溶離液→液体クロマトグラフィー用溶媒→QTofMS用溶媒
https://labchem-wako.fujifilm.com/jp/category/00962.html

コードNo. 品　　　名 規　　格 容　量 希望納入価格（円）
168-26631 66 種農薬混合標準液 水質-1-2

（各 20μg/mL アセトン溶液）	   危 残留農薬試験用
1mL 19,000

164-26633 1mL×5A 59,000
169-23883 15 種農薬混合標準液 水質-2

（各 20μg/mL アセトン溶液）	   危 残留農薬試験用
1mL 10,000

163-23881 1mL×5A 30,000
166-23893 28 種農薬混合標準液 水質-3

（各 20μg/mL アセトニトリル溶液）	   危 残留農薬試験用
1mL 11,000 

160-23891 1mL×5A 35,000
168-26011 63 種農薬混合標準液 水質-4

（各 20μg/mL アセトニトリル溶液）	   危 残留農薬試験用
1mL 20,000

164-26013 1mL×5A 60,000
164-27613 農薬混合標準液 水質-6

（各 20μg/mL メタノール溶液）	  危
残留農薬試験用

1mL   9,000 
168-27611 1mL×5A 18,000
160-28433 29 種農薬混合標準液 水質-9

（各 20μg/mL アセトニトリル溶液）	   危 残留農薬試験用
1mL 16,000

164-28431 1mL×5A 42,000

農薬混合標準液農薬混合標準液

https://labchem-wako.fujifilm.com/jp/category/00962.html
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１．はじめに

アミノ酸は私たちの身の回りにある
ありふれた化合物でありながらも、そ
の構造の多様性や分析の難易性によ
り、クロマトグラフィーを主体とした
多くの分析法の開発が試みられてき
た。クロマトグラフィーの発展はアミ
ノ酸分析法の適用拡大において欠かせ
ないものであったと言っても過言では
ない。近年はアミノ酸分析法が、従来
の生化学分野や食品分野のみならず、
臨床化学分野や医学分野においても多
用されるようになってきており、それ
らの測定結果に対して信頼性の向上が
叫ばれている。産業技術総合研究所・
計量標準総合センター（AIST/NMIJ）
は、アミノ酸測定の機器校正において
肝となるアミノ酸標準液について、国
際単位系（SI）にトレーサブルなアミ
ノ酸混合標準液を供給すべく、この
10 年にわたって活動を行ってきた。
このたび富士フイルム和光純薬株式会
社より、SI にトレーサブルなアミノ
酸混合標準液の発売が開始されるにあ
たり、本稿ではそれにまつわる NMIJ
での基礎検討～標準物質開発～混合標
準液調製の技術移転までの具体的な取
り組みについて概要を紹介する。

２．アミノ酸CRMの開発

アミノ酸測定における計量トレー
サビリティを確保するため、17 種類
のタンパク質加水分解アミノ酸につ
いては、計量学的に最高の品質を有
するアミノ酸認証標準物質（Certified 
Reference Material; CRM）の開発を
行った。CRM の形状としては、安定
性に優れている点や、ユーザーが任意
の種類や濃度、溶媒で溶液調製できる
といったメリットを勘案し、固体粉末
での供給を選択した。

アミノ酸 CRM の純度決定法として
は、アミノ酸の塩基性を利用した非水

滴定法とアミノ酸に含まれる窒素を利
用した窒素分析法という、一次標準測
定法（Primary method）に該当する
滴定法を二つ用いた。いずれの方法に
おいても、滴定用試薬である過塩素酸 /
酢酸溶液や硫酸の規定度は、それぞれ
フタル酸水素カリウム認証標準物質

（NMIJ CRM 3001-a）や炭酸ナトリウ
ム認証標準物質（NMIJ CRM 3005-a）
により標定を行い、測定結果の SI へ
のトレーサビリティを確保した 1）。

非水滴定法と窒素分析法を用いたア
ミノ酸の定量においては、塩としての
純度ならびに窒素としての純度が求ま
るが、いずれも他の類縁不純物（主成
分以外のアミン類）を併せて測り込む
可能性がある。実際、一部の候補標準
物質は、無視できないレベルの類縁不
純物を含んでいた。そのため、滴定法
を利用したアミノ酸の純度決定におい
ては、類縁不純物を見落としなく精確
に定量する必要があった。我々はポス
トカラム誘導体化検出法（OPA 法な
ど）やプレカラム誘導体化検出法

（AQC 法）、LC/MS な ど、 複 数 の 分
離分析法を組合わせることで、類縁不
純物を見落としなく精確に定量できる
ような評価系を構築し 2）、これらの定
量結果を滴定値に加味することで、ア
ミノ酸純度を求めた。

非水滴定法と窒素分析法それぞれを
ベースに求めたアミノ酸純度を重み付
き平均したところ、17 種類全てのア
ミノ酸について拡張不確かさ 0.3 % 以
下の精確な純度決定を行うことがで
き、純度もすべて 99.7 % 以上であっ
た。また、アミノ酸は光学異性体分析
への需要も見込まれることから、グリ
シン以外のアミノ酸については、Ｄ体
についての評価も行い、「Ｌ体アミノ
酸としての純度」と「光学異性体を考
慮しない場合のアミノ酸純度」の２つ
を認証値とした。

このようにして純度評価を行った
17 種類のアミノ酸 CRM は NMIJ の
ウェブサイト（https://unit.aist.go.jp/

qualmanmet/refmate/index.html） に
掲載されている、「取扱事業者」より
入手可能である。CRM に付属の認証
書には、認証値、認証値の決定方法、
計量計測トレーサビリティのほか、参
考情報として認証時のアミノ酸関連不
純物含量やＤ体の含量についても記載
されているため、参考にされたい。

３．アミノ酸TRMの開発

タンパク質性アミノ酸類等（尿素お
よび塩化アンモニウムを含む）につい
ては、当所の認証標準物質（NMIJ 
CRM）の整備が進められてきたが、
非タンパク質性アミノ酸類について
は、リソースの観点から当所単独では
早期開発が困難であったことなどか
ら、NMIJ CRM は整備されてこなかっ
た。非タンパク質性アミノ酸類におい
ては、混合標準液としての供給が主な
用途であったことから、最高の計量学
的品質を目指した NMIJ CRM を開発
するのではなく、試薬メーカーが事前
に小分け・瓶詰めした原料物質の純度
を評価して、校正証明書を発行する

「依頼試験型のスキーム」で開発を行
うこととした。また、２年間で 22 種
類の開発という要請から、計量トレー
サビリティを確保しつつも迅速性を重
視する必要があり、タンパク質性アミ
ノ酸類とはやや異なる値付け方法を選
択した。すなわち、測定条件の最適化
に時間のかかる滴定法を一つにし、定
量核磁気共鳴分光法（qNMR）による
純度評価を組合わせることで、計量ト
レーサビリティの確保と迅速性を両立
した。22 種類の非タンパク質性アミ
ノ酸類に qNMR を適用したところ、
純度の不確かさとしては 0.5 % ～ 1.9 
%（95 % の信頼水準）と精確さの点
で滴定法にはおよばないものの、滴定
法で得られた純度と不確かさの範囲で
一致する良好な結果が得られた 3）。な
お、タンパク質性アミノ酸類と同様
に、不純物として含まれる一定濃度

第5回　SI トレーサブルなアミノ酸測定に向けた取り組み
産業技術総合研究所　計量標準総合センター　加藤　愛、山㟢　太一、井原　俊英

本シリーズの企画・構成に際し、味の素株式会社 宮野博様にご協力頂きました。

最終回
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アミノ酸分析
〜新たな潮流〜
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（0.01 % 以上）のアミノ酸類を LC/
MS およびポストカラム誘導体化液体
クロマトグラフィーを併用することに
より定性・定量し、滴定法により得ら
れた測定値から差し引いたものを滴定
法による純度とした。

原料物質の小分け・瓶詰めや純度評
価、さらには後述する混合標準液の調
製を正確に行ううえで重要なのが、安
定に秤量できることである。しかしな
がら、非タンパク質性アミノ酸類に関
しては湿度環境と吸湿速度の関係につ
いての定量的なデータがほとんど無
かった。そこで、温度と湿度の両者が
制御できる熱重量測定装置を用いてそ
れらの評価を行ったところ、7 種類の
非タンパク質性アミノ酸類において有
意な吸湿が認められたため、上限湿度
を規定して安定的に取扱えるような工
夫を行った 4）。

このようにして純度評価を行った
22 種類の非タンパク質性アミノ酸類
は、富士フイルム和光純薬株式会社に
おいて実施された均質性と安定性の評
価結果を加味し、計量トレーサビリ
ティの保証された標準物質である TRM

（Traceable Reference Material）とし
て、同社から供給が行われている。

４．�国際比較における国際
整合性確保

NMIJ のような世界各国の計量機関
の測定能力については、BIPM （国際
度量衡局）における CCQM（物質量
諮問委員会）で実施される国際比較で
測定能力の同等性を評価し、国際的な
相互承認を行っている。ここでは、純
度測定、濃度測定、成分分析など多岐
にわたる物質を対象とした国際比較が
実施されており、得られた比較試験結
果は BIPM でデータベース化され、
広く閲覧できる 5）。アミノ酸に関する
純度測定および混合標準液の調製・測
定能力については、L- バリンの純度測
定（CCQM-K55.c）やアミノ酸混合標

準液の濃度測定（CCQM-K148.b）に
関する比較試験が実施された。NMIJ
もこれらの国際比較に参加し、参加機
関の中でも非常に良好な結果を報告し
ている。

５．�精確な混合標準液調製
のためのシステム構築
および安定性について
の基礎的検討

計量トレーサビリティの確保され
たアミノ酸混合標準液の供給を目指
すにあたり、開発した高純度標準物
質である NMIJ CRM19 種類および
TRM22 種類の計 41 種類のうち、後
述する標準液中での長期安定性などの
観点から、L- グルタミン、L- アスパ
ラギン、L- トリプトファンおよび 2-
アミノアジピン酸を除いた 37 種類の
アミノ酸類を対象に、精確な混合標準
液調製システムの構築を行った。

アミノ酸類は人に含まれることから
実験操作中に比較的容易にコンタミ
ネーションを起こしうるばかりでな
く、混合標準液の調製では多くのアミ
ノ酸類を同時に扱うことから相互のコ
ンタミネーションにも注意する必要が
ある。また、吸湿防止の観点から天秤
でのはかり取りを規定した上限湿度以
下で行う必要がある。さらには、これ
らの操作が調製者の熟練度に大きく依
存せずに迅速かつ堅牢に実施できるこ

となどを念頭に、自動粉体分注ユニッ
トを備えた天秤を恒温恒湿チャンバー
に設置したシステムを用意した。当該
システムはアミノ酸類を個別に分注
カートリッジ内に封入しておくことが
できるため、人からのコンタミネーショ
ンおよび相互のコンタミネーションの
両者を最小限にすることができる。加
えて、分注カートリッジを交換するだ
けで連続的に任意の量のアミノ酸類を
自動計量できるため、ハンドリングが
しやすいなどの利点がある。そこでア
ミノ酸混合標準液を当該システムを用
いて調製したところ、従来は熟練者で
あっても半日以上を要していた調製が
１〜 2 時間で実施可能であり、全ての
成分において相対標準偏差 0.3 % 以内
で調製可能であることが確認できた。

次に、アミノ酸混合標準液の認証標
準物質を開発するにあたって重要なポ
イントの一つである、混合標準液中に
おける各成分の安定性について基礎的
検討を行った。評価に着手する時点に
おいて、これまで市販されてきたアミ
ノ酸混合標準液では、いずれの先行品
においても個々のアミノ酸の混合標準
液中における安定性は十分に示されて
いなかった。そこで、先述した調製シ
ステムを用いて、先行品と同様の調製
条件（各アミノ酸濃度が 2.5 mM とな
るよう 0.1 N の希塩酸に溶解）でアミ
ノ酸（17 種類）混合標準液を調製し、

和光純薬時報　Vol.88, No.1（2020）

図．本プロジェクト成果のトレーサビリティ体系における位置づけ
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加速試験を行ったところ、保存温度が
上昇するにつれグルタミン酸が環化
し、ピログルタミン酸に変化している
ことが確認された。加速試験結果をも
とにグルタミン酸の分解速度を予測し
たところ、冷蔵保存では、1 年間で最
大 2 ％の濃度低下が起こることが推
測された。一方、より希薄な塩酸を用
いて混合標準液を調製した場合、グル
タミン酸の安定性は改善し、かつグル
タミン酸以外の加水分解アミノ酸の安
定性には影響を及ぼさなかった。した
がって、グルタミン酸の pKa 近傍に
おける溶媒 pH の最適化は、グルタミ
ン酸の安定性を確保する上で非常に重
要であることが分かった。グルタミン
酸以外にも側鎖にカルボキシル基を有
する、2- アミノアジピン酸は同様に環
化が起きることを確認しており、この
ような構造のアミノ酸の安定化をはか
るうえでも溶媒の pH の最適化は重要
であると考えられる 6）。

６．混合標準液調製の技術移転

上記のような検討結果をもとに、産
業技術総合研究所では富士フイルム和
光純薬株式会社からの受託研究に基づ
いて、アミノ酸混合標準液におけるア

ミノ酸濃度、溶媒の pH の最適化後に、
各成分の安定性を評価して 5 処方のア
ミノ酸混合標準液の最適化を進め、混
合標準液の調製方法およびアミノ酸濃
度の評価方法を確立した。確立した調
製方法は同社へ技術移転し、2 機関で
の共同試験を実施することで、実際に
アミノ酸混合標準液を製造する現場に
おける調製能力に問題がないことを確
認した。また、技術移転先の同社にお
いては、2019 年 10 月に、アミノ酸類
混合標準液の生産能力について、ISO 
17034 の第三者認定を取得している。

７．おわりに

計量トレーサビリティの確保され
たアミノ酸類の供給要請に応えるた
め、高純度標準物質として 41 種類の
NMIJ CRM および TRM を開発した。
また、それらを混合した混合標準液に
ついても、精確な混合標準液の調製方
法ならびに評価方法を確立し、また、
標準液中での成分の安定性に関する基
礎的検討により、安定性に問題のあっ
た一部の成分における長期安定性の向
上を図ることができた。このようにし
て開発を行ったアミノ酸混合標準液
は、富士フイルム和光純薬株式会社よ

り、計量トレーサビリティの確保され
た CRM として供給が行われる運びと
なっており、世界的にも類を見ない計
量学的品質と種類のアミノ酸混合標準
液が誕生したことで、SI トレーサブ
ルなアミノ酸測定に向けた基盤が整備
されたと言えよう。
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コードNo. 品　　　名 規　格 容量 希望納入価格（円）
015-27891 Amino Acids Mixture Standard Solution, Type AN	 アミノ酸自動分析用 1mL×5A 照　会
011-27871 Amino Acids Mixture Standard Solution, Type B	 アミノ酸自動分析用 1mL×5A 照　会
018-27881 Amino Acids Mixture Standard Solution, Type H	 アミノ酸自動分析用 1mL×5A 照　会
017-27851 APDSTAG® Wako Amino Acids Mixture Standard Solution No.1	 アミノ酸自動分析用 2mL×5A 48,000
014-27861 APDSTAG® Wako Amino Acids Mixture Standard Solution No.2	 アミノ酸自動分析用 2mL×5A 48,000

「アミノ酸分析〜新たな潮流〜」シリーズ終了にあたって　  　　　　　　　　味の素株式会社　宮野　博
本連載は、HPLC の最高傑作の一つであるニンヒドリン法によるアミノ酸分析に始まり、LC/MS/MS による高速・高

感度分析、D,L- アミノ酸分離分析、ペプチド・タンパク質分析まで、アミノ酸に関連する分析技術の最新情報を提供して
きた。この連載の根底にあったのは、対象を「精確に定量する」ための技術開発であった。

最終回は、まさにその最後を飾るにふさわしい「SI トレーサブルなアミノ酸測定」に向けた取り組みに関する総説で
ある。SI トレーサブルなアミノ酸混合標準液の商品化はアミノ酸を「精確に定量する」ことの根幹を形作るに必要不可
欠な大きな技術進歩である。

アミノ酸のみならず、人々の食や栄養に不可欠なあらゆる成分分析やメタボロミクス研究において、「精確に定量する」
ことの重要性が、この連載を通じて再認識されれば、幸いである。

SIトレーサブルなアミノ酸混合標準液SIトレーサブルなアミノ酸混合標準液

NEW

NEW

近日
発売
近日
発売
近日
発売
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従来、細胞間コミュニケーションや
細胞周辺環境の恒常性維持には細胞外
に放出される液性因子（サイトカイン
など）が機能していると考えられてき
たが、近年の研究により微小分泌小胞
もこれらにとって重要な役割を果たし
ていることが明らかになってきた。特
にエンドサイトーシスを起点とする細
胞内小胞輸送経路を経て生成される細
胞外小胞の一種、エクソソームに関し
ては基礎生物学的な機能解明に留まら
ず診断、治療、ドラッグデリバリーの
ツールとして臨床応用に向けた開発研
究も非常に活発化している。本稿では
このうちエクソソーム内包分子を利用
した疾患の新しい診断技術開発につい
て世界的な動向を概説する。

エクソソームは直径数十～百ナノ
メートルほどの脂質二重膜構造を持
ち、特定のタンパク質群（テトラスパ
ニンファミリー、Rab ファミリー、
Tsg101、Alix など）や miRNA が細
胞内構成比率と比して特に多く含まれ
る小胞とされる。これらに加え、病因
細胞由来のエクソソームにはその細胞
において特異的に発現している分子群
が包含され、かつこれらが血液や尿と
いったあらゆる体液から検出が可能で
あることから、生検を行わずとも非侵
襲的な体液診断で疾患の分子病態を読
み取れる「リキッドバイオプシー」の
有望なツールであると考えられてい
る。

現在エクソソームを利用した診断法
の開発が最も進んでいる疾患領域はが
んである。実際、血清中エクソソーム
から肺がん特異的EML4-ALK 融合遺
伝子転写物を検出する検査（ExoDxTM 
Lung （ALK）, Exosome Diagnostics, 
Inc.）や、尿中エクソソームから前立腺
がん特異的 2 種 mRNA （SPDEF, ERG）
と 1 種 ncRNA （PCA3）を検出する検
査（ExoDxTM Prostate （IntelliScore）, 
Exosome Diagnostics, Inc.）が既に米
国で上市されている。また同社は
2019 年 4 月、血漿中エクソソームに

含まれる DNA、RNA （ExoNA）を利
用して肺がん細胞で見られる代表的な
EGFR 遺 伝 子 変 異 L858R、T790M、
exon 19 indels をそれぞれ感度 90％、
83 ％、73 ％、 特 異 度 100 ％、100 ％、
96％で検出可能であったと報告してい
る（n = 110）1）。エクソソーム中から
がん特異的遺伝子変異を検出した他の
例としては、リンパ節郭清を行った悪
性黒色腫患者から得られた滲出リンパ
液（exudative seroma, ES）よりエク
ソソームを単離して解析したところ
BRAFV600E 変異の検出に成功し、その
検出頻度は再発リスクと相関があった
とするものがある 2）。

筆者らの研究グループによる腎がん
特異的エクソソームタンパク質バイオ
マーカー開発の例では、手術切除した
腎がん部および隣接正常部を採取し培
養した無血清培地から生存ヒト組織由
来エクソソームを抽出、最先端質量分
析技術を用いた詳細な分析を行った。
20 症例由来腎組織を用いた本解析か
らは 3,781 種のエクソソームタンパク
質が定量的に検出され、このうち 106
種タンパク質が腎がん部由来エクソ
ソームにおいて腎正常部由来エクソ
ソーム中と比較して有意に発現亢進
しており（p < 0.05、Fold-change > 2.0）、
特 に azurocidin （AZU1） タ ン パ ク
質が最も顕著な発現上昇を示すこ
とが分かった（p = 2.85 × 10-3、Fold-
change = 31.6）。 エ ク ソ ソ ー ム 上
AZU1 （Exo-AZU1）は腎がん患者血
清中からも腎がん特異的に検出が可能
であり、通常のサンドイッチ ELISA
と同様の測定系でハイスループット計
測が可能なことから、現在、体外診断
用キット化が民間企業主導で進められ
ている 3）。

超高感度質量分析技術を駆使したエ
クソソームのメタボローム解析も盛ん
に試みられており、Falcón-Pérez ら
は前立腺がん患者および前立腺肥大症
患者の尿中エクソソームから 248 種の
代謝物を定量検出することに成功して

いる。とりわけステロイドホルモンで
ある 3β-Hydroxyandros-5-en-17-one-
3-sulphate （Dehydroepiandrosterone 
sulphate）が前立腺がん患者尿中エク
ソソームおいて有意に高値であるこ
と、アンドロゲンレベルとよく相関す
る特徴があることなどを示し、非侵襲
的な尿中エクソソームを利用した前立
腺がんの特異的存在診断マーカー、治
療選択マーカーとしての可能性を提言
している 4）。

これら以外にも次世代シークエン
サーや質量分析計をはじめとするオミ
クス分析技術の飛躍的な発達に伴っ
て、がん細胞由来エクソソームに含ま
れ る あ ら ゆ る 生 体 分 子（mRNA、
miRNA、ncRNA、タンパク質、表面
糖鎖、脂質、代謝物、微量元素など）
の詳細な定量的プロファイル解明に基
づくがんエクソソームバイオマーカー
開発事例が次々と報告されている 5）。

エクソソームを含むリキッドバイオ
プシー診断技術開発が最も期待されて
いる疾患分野の一つはアルツハイマー
病やパーキンソン病を代表とする脳神
経変性疾患である。これらの疾患は生
検によって病変組織を採取して診断す
ることが困難であり、画像診断や血
液、髄液バイオマーカーの情報と認
知、行動テストの結果から総合的に病
勢や進行度を判断しなければならない
が、精度の高い画一的な診断法は確立
されていない。そこで、ニューロンや
グリア細胞といった中枢神経系細胞が
分泌するエクソソームに注目が集まっ
ている。これらが診断に利用可能な脳
脊髄液中から捕捉可能であり、さらに
一部は血液脳関門を透過して末梢血か
らも検出が可能であることが分かった
からである。重要なことに、アミロイ
ドβ、αシヌクレイン、タウといった
神経変性疾患の発症に深く関わるタン
パク質群も脳脊髄液、血液中エクソ
ソームから検出されている 6）。脳脊髄
液中からアミロイドβやタウ、リン酸
化タウを測定する検査は実用化されて
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いるが、原則的にこれらは病態が進行
し、死んだ細胞から漏出してくるもの
と考えられており、生存状態の細胞が
分泌するエクソソームに包含されるこ
れらマーカー分子群を検出できれば、
より早期の病態変化（軽度認知障害

（MCI）など）も捉えられるのではな
いかと期待されている。また、血液中
に含まれる脳神経細胞由来エクソソー
ムは微量であると考えられるため、よ
り高深度で特異性の高いバイオマー
カー開発を実現する目的で同エクソ
ソームを特異的に濃縮精製可能な技術
の開発も盛んに行われている。Goetzl
らは L1CAM 分子を標的とする免疫
捕捉法で神経細胞由来エクソソームを
血中から濃縮し、同エクソソーム中
cathepsin D、LAMP-1、ユビキチン
化タンパク質レベルがアルツハイマー
病患者群で有意に上昇すること、逆に
HSP70 タンパク質濃度が低下するこ

とを明らかにしている 7）。
一方、現在世界の死因第一位である

心血管疾患分野においてもエクソソー
ムの病態への関与やそれを応用した診
断法は注目されつつある。一例とし
て、心筋梗塞によりダメージを受けた
心筋細胞からは特定の miRNA（miR-
1, 208, 499）を含むエクソソームが放
出され、これが骨髄単核細胞に取り込
まれて CXCR4 の発現を抑制すること
で循環前駆細胞が増加、全身性の心筋
修復を誘導することが報告された 8）。
こうした特徴的な心血管系細胞由来
miRNA（myo-miRs）が包含されたエ
クソソームは心筋障害の鋭敏なバイオ
マーカーとなる可能性があり、重篤な
症状が顕在化する前に病変を認知でき
るようになる可能性がある。

以上の例以外にも、非常に多岐にわ
たる疾患を対象として様々な体液試料
からエクソソームバイオマーカー候補

分子が報告されているが（表 1）、複数
の独立した研究によって再現性が確認
されたものはまだわずかである。しか
しながら、前述の Exosome Diagnostics
社 を は じ め、ADAPT Biotargeting 
SystemTM を用いて乳がんのリキッド
バイオプシーを開発する Caris Life 
Sciences 社や TauSomeTM バイオマー
カーによって慢性外傷性脳症のモニタ
リングマーカーを開発する Exosome 
Sciences 社など、産業界も活発にエク
ソソーム体外診断薬の開発を進めてい
る。なお、Exosome Diagnostics 社は
2018 年 8 月に Bio-Techne Corporation 

（NASDAQ）が約 350 億円のマイルス
トーン契約を含む計約 620 億円で買収
し、2019 年 6 月には ExoDxTM Prostate

（IntelliScore）検査が FDA のブレイ
クスルーデバイス指定を受けるなど更
に事業を加速させている。本稿はエク
ソソームの診断利用についてその一角

表１
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疾患カテゴリー 疾患名 測定試料 エクソソームバイオマーカー 原著論文

脳神経変性疾患 パーキンソン病 血漿 DJ-1, α-Synuclein Front. Aging Neurosci ., 10, 438 （2018）.

脳神経変性疾患 アルツハイマー病 血漿 Aβ42, T-tau,
and P-T181-tau Alzheimers Dement., 15, 1071 （2019）.

脳神経変性疾患 アルツハイマー病 血清 miR-135a, miR-193b, miR-384 Biomed. Environ. Sci ., 31, 87 （2018）.

脳神経変性疾患 免疫性脱髄疾患 脳脊髄液 hsa_circ_0087862,
hsa_circ_0012077 （環状 RNA） Front. Genet., 10, 860 （2019）.

循環器系疾患 急性心筋梗塞 血清 miR-192, miR-194, miR-34a Circ. Res., 113, 322 （2013）.

循環器系疾患 冠動脈硬化症 血漿 miR-30e, miR-92a Mol. Med. Rep., 19, 3298 （2019）.

腎疾患 菲薄基底膜病 尿 CD13, VASN, A1AT, Cp Proteomics, 11, 2459 （2011）.

腎疾患 巣状分節性糸球体硬化症 尿 miR-193a Biomed. Res. Int ., 2017, 7298160 
（2017）.

腎疾患 原発性アルドステロン症 尿 sodium-chloride cotransporter
（NCC）

Journal of the American Society
of Nephrology, 28, 56 （2017）.

腎疾患 間質性腎線維症 尿 miR-29c Exp. Mol. Pathol ., 105, 223 （2018）.

口腔疾患 歯周炎 唾液 PD-L1 mRNA Front. Genet., 10, 202 （2019）.

がん 食道がん 唾液 Chimeric GOLM1-NAA35 RNA Clin. Cancer Res., 25, 3035 （2019）.

がん 膵がん 血清 LysoPC 22:0, PC （P-14:0/22:2）
and PE （16:0/18:1） Metabolomics, 15, 86 （2019）.
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を紹介したが、今後はエクソソームを
利用した新規治療法やドラッグデリバ
リーシステムなど一層多くのエクソ
ソーム製剤が臨床応用されていくと期
待される。これを加速し、また安全性
や品質を科学的に保証できる厳密なエ
クソソームに関する基礎生物学的デー
タ蓄積の重要性が一段と増していると

言える。
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高純度細胞外小胞の精製ツール
■ �MagCaptureTM エクソソームアイソレーション
キットPS

特　　長
●�高純度精製
●�インタクトなエクソソームを精製
●�培養上清・血清・血漿・尿に対応
●�高い再現性
●�超遠心分離不要

原 　 理

デ ー タ
■電子顕微鏡解析（TEM）及び粒子径解析（NTA）

細胞外小胞の高感度解析ツール
■ �PS CaptureTMエクソソームELISAキット
　（ストレプトアビジンHRP）

特　　長
●�培養上清・血液検体に対応
●超高感度（検体の節約）
●検体から直接検出可能（単離不要）

測定原理

デ ー タ
■正常血液検体の各種エクソソームマーカー測定
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細胞外小胞

ビオチン標識抗体

HRP標識ストレプト
アビジン

B

Ca2+ Tim4

ホスファチジルセリン（PS）結合分子 Tim4を用いて細胞外小胞を金属
イオン依存的に捕捉した後、キレート剤により溶出します。

本キットでは、ビオチン標識抗体を
一次検出、HRP標識ストレプトア
ビジンを二次検出に用いています。
そのため、抗体種に依存せずに細
胞外小胞を解析できます。また、
二次検出にHRP標識ストレプトア
ビジンを採用しているため、血液
成分への非特異結合が低く、血
液サンプル中の細胞外小胞を高
感度に検出できます。

本キット
TEM

本キット

平均粒子径
106 ± 4.1 nm

50～100nm

Size Distribution: Mean: 106 +/- 4.1 nm
 Mode: 85 +/- 2.0 nm
 SD: 45 +/- 4.0 nm
Total Concentration: 82.87 +/- 3.46 particles/frame
 9.32 +/- 0.34 E8 particles/mL

サンプル：K562細胞培養上清(無血清培地)

細胞外小胞(50～100nm)の粒径に相当
する粒子の濃縮が確認できた。

粒度分布計：NanoSight LM10

TEM NTA
超遠心分離法
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精製から解析までトータルサポート精製から解析までトータルサポート

和光純薬時報　Vol.88, No.1（2020）

エクソソームと生命現象

コードNo. 品　　名 規格 容量 希望納入価格（円）

298-80601 PS Capture
TM Exosome ELISA Kit 

（Streptavidin HRP）	
遺伝子
研究用   96回用 58,000

コードNo. 品　　名 規格 容量 希望納入価格（円）
299-77603 MagCaptureTM Exosome Isolation 

Kit PS	
遺伝子
研究用

    2回用 20,000
293-77601   10回用 80,000
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エクソソーム実験のポジティブコントロールに
エクソソーム，COLO201 細胞由来，精製品

COLO201 細胞由来の高純度精製エクソソームです。
COLO201 細胞の培養上清から PS affinity 法（Tim4 とホ
スファチジルセリンのアフィニティー）を用いてエクソ
ソームを単離しています。

特　　長
●�高純度
●�高い安定性
●�使いやすい溶液タイプ

製品概要
●組成：�エクソソーム、TBS（pH 7.4）、EDTA、
　　　　ポリマー（安定化剤）
●エクソソーム濃度：10μg/mL

（CD 63シグナル値から補正したタンパク質濃度）

デ ー タ
■ �ウエスタンブロットによるエクソソーム表面マーカー
タンパク質の検出

■ �凍結融解耐性

■ �Nano Tracking Analysis（NanoSight）による粒子
径分布

　その他のエクソソーム研究試薬は当社 HP をご覧下さい。

NEW

NEW

NEW

NEW

NEW

NEW

コードNo. 品　　名 規格 容量 希望納入価格（円）

052-09301 Exosomes, from COLO201 cells, purified	
遺伝子
研究用 50μL 48,000

本品を10ng/Laneとなるよう非還元SDS-PAGEを行い、エクソソーム
表面マーカータンパク質であるCD9、CD63、CD81を抗体で検出した。
10ng のサンプル量で 3種類のエクソソーム表面マーカータンパ
ク質の発現を確認できた。

本品は他社品よりも均一な粒子径分布を示した。

− 20℃での凍結と室温での融解を 15回繰り返し、電子顕微鏡に
より本品の構造を観察した。
凍結と融解を繰り返しても構造が保たれることを確認できた。

〈一次抗体〉
・抗CD9, モノクローナル抗体（1K）［コードNo. 014-27763］
・抗CD63, モノクローナル抗体（3-13）［コードNo. 012-27063］
・抗CD81, モノクローナル抗体（17B1）［コードNo. 011-27773］
〈二次抗体〉
・抗マウス IgG, ペルオキシダーゼ標識

本品

他社品：A549細胞由来エクソソーム

測定条件：Camera Level 12, Detection Threshold 8, N=2

5.87
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エクソソームガイドブックVer. 2 を発行！
Research Product Ver.2

エクソソームの総説や、豊富な
アプリケーションデータを掲載
したカタログです。
当社 HP より、PDF 版をダウン
ロード頂けます。
https://labchem-wako-pages.
fujifilm.com/catalog-exosome-2019.
html

Exosome研究 和光純薬 検 索➡

分子量（k）

https://labchem-wako-pages.fujifilm.com/catalog-exosome-2019.html
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エクソソーム解析に
抗CD9, ラットモノクローナル抗体（30B）, ビオチン結合

CD9 は 4 回膜貫通型ドメインを持つテトラスパニンと
呼ばれる膜タンパク質の 1 つです。インテグリンや他のテ
トラスパニンタンパク質と複合体を形成することが知られ
ており、CD9 は細胞外小胞のマーカーとしても知られて
います。本品は、DNA 免疫法で樹立した CD9 に対する
ラ ッ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の ビ オ チ ン 標 識 品 で す。
ELISA やウエスタンブロットなどのアプリケーションに
適用可能です。エクソソーム解析にご利用下さい。

特　　長
●高感度
●非還元サンプルを認識

製品概要

デ ー タ
■ �エクソソームの検出精度

■ �体液サンプル（血清・血漿）由来エクソソームの検出

■ �ウエスタンブロット解析

NEW

NEW

コードNo. 品　　名 規格 容量 希望納入価格（円）

013-27951 Anti CD9, Rat Monoclonal Antibody 
（30B） Biotin Conjugated	

免疫
化学用

  20μL   8,400

019-27953 100μL 30,800

溶液組成 1×TBS、50w/v%グリセロール、0.05w/v%アジ化
ナトリウム

クローンNo. 30B

免疫動物 ラット

サブクラス IgG2b

交差性 ヒト （ラットCD9とごくわずかに反応する）

適応 ELISA 1 : 2,000-1 : 8,000
ウエスタンブロット（非還元状態）1 : 1,000-1 : 4,000

当社 ELISA キットの一次抗体として本品及び他社品を用い、検
出精度比較を行った。本品は他社品に比べ、ブランクウェルの値
が低く、S/B比が優れていることが示された。

当社キットを用いて単離したエクソソームのサンプルを非還元状
態で電気泳動し、本品を用いてウエスタンブロットを行った。
24k 付近にバンドが検出され、本品はウエスタンブロット解析に
適用可能であることが示された。

当社 ELISA キットの一次抗体として本品を用い、体液サンプル
由来エクソソームの検出を行った。結果、サンプル濃度依存的な
シグナル値の変動が確認され、ヒト血清、ヘパリン血漿中のエク
ソソームを検出できることが示された。

サンプル：COLO201 細胞培養上清
使用キット：�PS CaptureTMエクソソームELISAキット（ストレプトアビジン

HRP）［コードNo.298-80601］
一次抗体：�本品（4,000 倍希釈）及び他社ビオチン結合抗体

サンプル：ヒト血清及びヒトヘパリン血漿
使用キット：�PS CaptureTMエクソソームELISAキット（ストレプトアビジンHRP）
　　   　［コードNo.298-80601］
一次抗体：�本品（4,000 倍希釈）

血清

血清 ヘパリン血漿 COLO201
培養上清

⊿
45
0n
m
/6
50
nm

ヘパリン血漿

サンプル：�COLO201 細胞培養上清，ヒト血清及びヒトヘパリン血漿由来
のエクソソーム

エクソソームの単離：�MagCaptureTM Exosome Isolation Kit PS
　　　　　　  　　［コードNo.293-77601］
ゲル：�スーパーセップ TMエース，10-20％，17ウェル 
　　  ［コードNo.198-15041］
一次抗体：�本品（4,000 倍希釈）
検出試薬：HRP-Streptavidin

分子量（k）
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先染め・後染め両方に対応したリニューアル品を追加
SAFELOOKTM

SAFELOOKTM シリーズは、低変異原性かつ安価な核酸
染色試薬です。変異原性が高いとされるエチジウムブロマ
イドに取って代わる核酸染色試薬として開発されました。
SAFELOOKTM グリーン / レッド核酸染色液は先染めと後
染めの両方に使用可能です。一方、SAFELOOKTM ロード
グリーン / ロードレッドはローディングバッファーのよう
にサンプルと混合して使用します。

特　　長
●�従来の低変異原性核酸染色試薬と比較して優れたコスト

パフォーマンス
●�低変異原性のため、安心して使用可能
●�先染め・後染めタイプ、ローディングダイタイプの2種

類をラインアップ

製品仕様

※�SAFELOOKTMレッド核酸染色液/ロードレッドはUVでの観察
を推奨します（LEDでの観察は条件検討が必要です）。

使 用 量
先染め	 ：�ゲ ル 溶 液100mLに つ き、SAFELOOKTMを

5μL添加。必要に応じて泳動バッファー
200mLあたり5- 10μLを添加

後染め	 ：�バッファー 100mLにつき、SAFELOOKTMを
10 - 20μL（1: 5,000 - 1 : 10,000）添加

サンプル添加	：�サンプル及びマーカーに、染色液：サンプル
= 1: 5の比率で添加

使 用 例

SAFELOOKTM
グリーン核酸染色液

SAFELOOKTM
レッド核酸染色液

染⾊方法 先染め・後染め
励起波⻑ 490nm 540nm

蛍光波⻑ 520nm（DNA）
635nm（RNA） 630nm

光源 LED/UV LED/UV（※）

推奨ゲル アガロース
推奨サンプル dsDNA/ssDNA/RNA

SAFELOOKTM
ロードグリーン（6×）

SAFELOOKTM
ロードレッド（6×）

染⾊方法 サンプル添加
励起波⻑ 490nm 540nm
蛍光波⻑ 525nm 630nm
光源 LED/UV LED/UV（※）

推奨ゲル アガロース/ポリアクリルアミド
推奨サンプル dsDNA/ssDNA/RNA

コードNo. 品　　名 規格 容量 希望納入価格（円）

194-18843 SAFELOOK
TM Green Nucleic Acid 

Stain	 遺伝⼦研究用 500μL 10,000

197-18833 SAFELOOK
TM Red Nucleic Acid 

Stain	 遺伝⼦研究用 500μL 10,000

199-18153 SAFELOOKTM Load-Green （6×）	 遺伝⼦研究用 1mL 13,600
196-18163 SAFELOOKTM Load-Red （6×）	 遺伝⼦研究用 1mL 13,600

NEW

NEW

NEW

NEW

NEW

NEW

NEW

NEW

NEW

NEW

NEW

NEW

NEW

①SAFELOOKTM
グリーン核酸染色液

先染め 後染め 先染め 後染め
UV UVLED UV LED UV

②SAFELOOKTM
レッド核酸染色液

③SAFELOOKTM
ロードグリーン（6×）

〈SAFELOOKTM 添加量〉
①SAFELOOKTMグリーン核酸染色液
　（先染め） 100 mLゲル溶液あたり5 μL+100 mL 泳動バッファーあたり5 μL
　（後染め） 100 mL バッファーあたり10 μL
② SAFELOOKTMレッド核酸染色液
　（先染め） 100 mLゲル溶液あたり5 μL+100 mL 泳動バッファーあたり5 μL
　（後染め） 100 mL バッファーあたり10 μL
③SAFELOOKTMロードグリーン（6×）
　（サンプル添加） 染色液 :サンプル =1:5の比率で添加
④SAFELOOKTMロードレッド（6×）
　（サンプル添加） 染色液 :サンプル =1:5の比率で添加
〈分子量マーカー〉
①、②Gene Ladder Wide1［コードNo. 313-06961］
③、④DNA MW Marker 5［コードNo. 312-00674］
〈検出装置〉
LED : ゲルみえーる［コードNo.290-33891］
UV : Dolphin-View 2
〈ゲル〉1% アガロースゲル

サンプル添加 サンプル添加
LED UV UV

④SAFELOOKTM
ロードレッド（6×）
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ミクログリアマーカー
抗 Iba1, ヤギポリクローナル抗体

本品は、Iba1 を認識するヤギポリクローナル抗体です。
Iba1 は神経系のミクログリア特異的に発現している約

17kDa のタンパク質で、ミクログリアマーカーとして使
用されます。

使 用 例  （免疫組織染色）

ELISA測定精度評価／技能評価に
レビス ® ELISA スキルチェック

ELISA の手技はやさしそうですが、実際の操作には熟練
が要求される手技が必要とされます。そのため ELISA 測定
精度評価／技能評価を定期的に実施することにより、ELISA
測定従事者の技能を客観的に評価することができます。さら
に、測定環境の改善点を見出す良い機会にもなります。

本キットでは、標準品、低濃度・高濃度の管理試料
（QC）を測定し、得られた標準曲線から QC 濃度を求めま
す。そのため各標準品や QC の真度、C.V. 値を比較するこ
とにより測定技量を確認することができます。

特　　長
●1キットで3名同時測定が可能
●短時間で測定可能（3時間）
●高い再現性 （C.V.値10%未満）
●管理試料2濃度（低・高）
●すべての試薬が溶液タイプで即座に使用可能

推奨用途
●ELISA測定における測定者（室）の継続的な技能評価
●測定者（室）の問題点の把握、改善
●測定室の付加的な信頼性の提供材料として
●測定者の研修
●測定室間差の把握

（データご提供：創価大学 中嶋一行先生）

シバヤギ　動画 検 索➡

【良い結果を出すためのポイント（動画）ついて】
動画で操作法のポイントを分かりやすく説明しています。測定を
実施される前にご覧下さい。
http://www.shibayagi.co.jp/movie.html

抗原 合成ペプチド（Iba1のC末端相同配列）
溶液組成 TBS
交差性 マウス、ラット
抗体濃度 0.5-0.7mg/mL

適応
免疫組織化学（凍結切片）1:250-1:1,000
免疫組織化学（パラフィン切片） 1:250-1:1,000
ウエスタンブロット 1:1,000

製品概要

その他 Iba1 抗体を多数取揃えています。当社 HP の Iba1
抗体シリーズをご覧下さい。
試薬事業トップ→ライフサイエンス→抗体製品→神経関連
抗体→ Iba1 抗体シリーズ

コードNo. 品　　名 規格 容量 希望納入価格（円）

011-27991 Anti Iba1, Goat	 免疫化学用 100μL 45,000NEW

NEW

〈実験条件〉
サンプル：�ラット、マウス

大脳皮質
抗体希釈率：�1：250
二次抗体：�Alexa Fluor488

標識抗ヤギIgG

ラット

マウス

コードNo. メーカーコード 品　　名 容量 希望納入価格（円）
639-46471 AKR-TR3 LBISTM ELISA Skillcheck	 96回用 24,800

ELISAを行うすべての人に読んでほしい

ELISA -A to Z- 増補改訂第 5 版
シバヤギ技術顧問をされていた、群馬大学名誉教授の若林

克己先生がELISAの原理、実技、測定技術向上のコツを詳し
く解説。これからELISAを始める人は
もちろん、経験を積んだ方にもぜひ読ん
でほしい一冊です。
実習や教育の解説にも役立ちます。

上記キットを購入された方でご希望
の方には無償で差し上げます。当社担当
営業員または販売代理店までご請求下さ
い。
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品目追加
局方生薬試験用試薬

当社では、局方規格及び自主規格の生薬試験用標準品を
多数取揃えており、新たにラインアップしました製品をご
紹介します。

■ �ビリルビン
日本薬局方 一般試験法 試薬・試液に収載されている定

量用ビリルビンとしてご使用頂けます。定量用ビリルビン
は生薬「ゴオウ」の定量法に使用されます。

■ �エボジアミン
日本薬局方 一般試験法 試薬・試液のエボジアミン、定

量用に適合しています。「呉茱萸湯エキス」の純度試験に
用いられます。

■ �ペウケダヌム・レデボウリエルロイデス
日本薬局方 一般試験法 試薬・試液のペウケダヌム・レ

デボウリエルロイデス、純度試験用に適合しています。
「ボウフウ」の純度試験に用いられます。本品は、ペウケ
ダヌム・レデボウリエルロイデスの根及び根茎を粉末にし
たものです。

■ �プラチコジンD
日本薬局方 一般試験法 試薬・試液のプラチコジン D、

薄層クロマトグラフィー用に適合しています。「キキョウ」
の純度試験に用いられます。

上記以外にも局方生薬試験用製品を取揃えています。詳細は当社
HPをご覧下さい。
試薬事業トップ→医薬品 製造・品質管理→一般試験法用試薬→試
薬・試液→生薬
https://labchem-wako.fujifilm.com/jp/category/00683.html

NEW

NEW

NEW

NEW

コードNo. 品　　名 規格 容量 希望納入価格（円）

025-19381 Bilirubin	 局方生薬試験用
（定量用） 50mg 40,000

059-09311 Evodiamine	 局方生薬試験用
（定量用） 20mg 18,000

165-28721 Peucedanum Ledebourielloides	
局方生薬試験用
（純度試験用） 10g   9,800

162-28731 Platycodin D	 局方生薬試験用
（薄層クロマトグラフィー用）   5mg 18,000

C19H17N3O＝303.36

CH3
N

NH

N

O

C33H36N4O6＝584.66

CAS RN
®
 635-65-4

HNNH

CH
3

H
3
C

HO
O

HO
O

H

N

CH
3

O

CH
2

H

N
O

CH
3

CH
2

C
57
H
92
O
28
＝1225.32

CAS RN

®

 58479-68-8

CH
3

CH
3

CH
3

H C
3

CH
3

3

OH

O

O

O

O O

OH

OH

HO

OH

O

O

O

O

HO

H

OH

OH

OH

OH

OH

O

O

OH

CH

H H

H

H

H

H

H

OH

OH

OH

OH

O

追加品目のお知らせ

当社では、ポジティブリスト制度の対象となる農薬標
準品、動物用医薬品の標準品を取り扱っています。下記
品目を新たに発売しました。

農薬標準品
■エチルチオメトン標準品
■フラザスルフロン標準品
■フルフェナセット代謝産物Ｗ標準品
■フルフェナセット標準品
■ヒドロキシイソキサゾール標準品
■ �イソキサチオン標準品
■ピコキシストロビン標準品
■セトキシジムM2-SO2 標準品

コードNo. 品　　名 規　格 容量 希望納入価格（円）

055-03154 Ethylthiomethon Standard	   危
残留農薬試験用 100mg 15,000

060-03323 Flazasulfuron Standard	 残留農薬試験用 100mg   9,000

067-06851 Flufenacet Metabolite W Standard	 残留農薬試験用 100mg 22,000

063-06831 Flufenacet Standard	 残留農薬試験用 100mg 18,000

084-06863 Hydroxyisoxazole Standard	 残留農薬試験用 100mg 照  会

098-02244 Isoxathion Standard	   危 残留農薬試験用 100mg   6,000

162-28611 Picoxystrobin Standard	 残留農薬試験用 100mg 15,000

190-18781 Sethoxydim M2-SO2 Standard	 残留農薬試験用 100mg 15,000

随時、当社 HPのリストに発売品目を追加・更新しています。
詳細は当社HPをご覧下さい。
試薬事業トップ→分析→食の安全・安心→残留農薬分析（標準品
他）→ポジティブリスト制度 関連試薬 取り扱い標準品一覧
https://labchem-wako.fujifilm.com/jp/category/00370.html

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

NEW

NEW

NEW

NEW

NEW

NEW

NEW

近日
発売
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…2〜 10℃保存	 …− 20℃保存	 …− 80℃保存　 150…− 150℃保存　表示がない場合は室温保存です。その他の略号は、巻末をご参照下さい。
掲載内容は、2020 年 1月時点での情報です。最新情報は、当社HPをご参照下さい。

ICP分析用単元素標準液
ジスプロシウム標準液 （Dy 1000）

ユウロピウム標準液 （Eu 1000）

近年、電子材料や水質の他、食品や医薬品でも微量元素
の管理が必要とされています。微量元素分析では多元素一
斉分析が主流のため、使用する標準液中の不純物元素の情
報は重要です。当社では不純物の少ない高純度な標準液を
品揃えしています。2019 年 7 月より、不純物元素の測定
法を ICP-MS に変更し、より厳しい不純物元素保証になり
ました。

特　　長
●�不純物元素の測定をICP-MSで実施、目標値は0. 05mg/L

以下
●�JCSS実用標準液またはNIST SRMにトレーサブル
●�現品説明書に不純物元素情報をロット毎に記載

《現品説明書（単元素標準液）》
●製品に現品説明書を添付
●�トレーサビリティ元、濃度測定
の手法を記載（①）
●不純物元素情報を記載（②）

ラインアップ
ジスプロシウム標準液とユウロピウム標準液を新たに追

加し、46 元素をラインアップしています。今後も順次、
追加予定です。

単層グラフェン製造用
オリゴマーイオン液体

イオン液体は、「イオンのみで構成され、100℃以下で液
体状態の塩」と定義され、有機溶媒の極性と無機塩のイオ
ン性を併せ持つ特殊な液体です。なかには融点が 0℃以下
の物質も存在します。

本品は東京大学の相田卓三教授の研究グループが開発した
新規のイオン液体です。これらのイオン液体を使用し、グラ
ファイトから単層グラフェンを製造することができます 1, 2）。

なお、本品の使用方法と使用例を、2019 年 7 月発行の
本誌総説においてご紹介しています 3）。

※�本品は東京大学から特許第6234922号のライセンスを受けて試
験研究用を目的として製造・販売しています。

　�関連する用途特許として、特許第6122949号・特願2017 - 529952
があります。当該特許をご確認の上、本製品をご使用下さい。

〔参考文献〕
1）相田卓三 他：特許第6234922号
2）Aida, T. et al . : Nature Chemistry., 7 , 730 （2015）.
3）松本道生、相田卓三：和光純薬時報，87 （3）, 5 （2019）.

その他、約 100 種類のイオン液体を販売しています。当
社 HP にてカチオン種の構造ごとに分類してご紹介してい
ます。
試薬事業トップ→合成・材料→イオン液体
https://labchem-wako.fujifilm.com/jp/category/synthesis/
ionic_liquid/index.html

コードNo. 品　　名 規　格 容量 希望納入価格（円）

155-03521 Oligomeric Ionic Liquid OIL2PF6
機能性有機
材料用 5g 25,000

152-03531 Oligomeric Ionic Liquid OIL4PF6
機能性有機
材料用 5g 60,000

159-03541 Oligomeric Ionic Liquid OIL4TFSI
機能性有機
材料用 5g 60,000
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6

OIL4PF6

OIL4TFSI

C20H36N4O2・2PF6＝654.45
CAS RN® 1485521-68-3

C38H66N8O6・4PF6＝1310.84
CAS RN® 1485521-95-6

C38H66N8O6・4C2F6NO4S2＝1851.57
CAS RN® 2071203-58-0

その他の元素標準液は、当社 HP をご覧下さい。
試薬事業トップ→分析→元素分析→単品標準液→ ICP 分析
用元素標準液
https://labchem-wako.fujifilm.com/jp/category/00442.html

NEW

NEW

コードNo. 品　　名 規格 容量 希望納入価格（円）

044-34591 Dysprosium Standard Solution （Dy 1000） ICP分析用 100mL 15,000

056-09321 Europium Standard Solution （Eu 1000） ICP分析用 100mL 15,000

①

②

https://labchem-wako.fujifilm.com/jp/category/synthesis/ionic_liquid/index.html
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　　九州大学 大学院薬学府ライフイノベーション分野　河野　敬太

2019 年 11 月 12 日に第 35 回 Wako
ワークショップ「ミクログリア研究の
最前線 −基礎から臨床へ−」が秋葉
原コンベンションホールにて開催され
ました。ミクログリアは中枢神経系に
存在する免疫担当細胞です。そのミク
ログリアが Hortega によって初めて
解剖学的に記述されたのが、1919 年
のこと。そのため開催された 2019 年
は、ミクログリアが発見されてちょう
ど 100 年というメモリアルな年である
ことがオーガナイザーの津田誠先生か
ら紹介され、ワークショップの開会と
なりました。そんな 100 年の歴史を持
つミクログリア研究ですが、近年の研
究の進歩は特に目覚ましく、生理およ
び病態における多彩な役割が次々と明
らかになってきております。本ワーク
ショップでは、異なる視点からミクロ
グリア研究を行っている 6 名のスペ
シャリストから、未発表データを含め
たまさに最先端の研究成果をご紹介頂
きました。「−基礎から臨床へ−」と
いうサブタイトル通り、全ての演題で
中枢神経系疾患（アルツハイマー病、
てんかん、脳梗塞、慢性疼痛および精
神疾患）とミクログリアの関わりが紹
介されました。非常に知的好奇心が掻
き立てられたのは特記するまでもな
く、これまでに前例のない「ミクログ
リア創薬」への期待がより一層大きく
なったワークショップでした。

最初の講演者である京都薬科大学の
高田和幸先生には、全演題のイントロ
ダクションということで、ミクログリ
アの歴史と機能について概説して頂い
た後に、ミクログリアの発生・起源と
iPS 細胞を用いたアルツハイマー病治
療の可能性についてご講演頂きまし
た。アルツハイマー病は神経変性と脳
萎縮を呈する認知症ですが、病態形成
の引き金はアミロイドβ（Aβ）の蓄積
と考えられています。ミクログリアは
Aβを貪食・除去する能力を持つため、
アルツハイマー病の治療標的になりう
ると考えられています。しかしその一
方で、ミクログリアの Aβ除去能力が
加齢とともに減弱することや加齢ミク
ログリアそのものがアルツハイマー病
を増悪させる可能性も報告されていま
す。そこで高田先生らは、より原始的
な（若い）ミクログリアの補填が病態
改善に有効であると考え、幹細胞由来
ミクログリア様細胞を用いた細胞治療
というコンセプトを提案されていま
す。その一環で、iPS 細胞由来ミクロ
グリア（iMicros）も開発されており、
非常に興味深い画期的な技術の詳細に
ついてもご紹介頂きました。現在は、
臨床応用を目指したミクログリア移植
法のアイデアも検討中とのことで、今
後の研究成果からアルツハイマー病の
メカニズムだけでなく、その治療も大
きく前進することが期待されます。

次に東京大学の小山隆太先生より
「ミクログリアによるシナプス貪食の
可視化とそのメカニズム解明」という
タイトルでご講演頂きました。ミクロ
グリアの重要な機能の一つにシナプス
の貪食がありますが、貪食を受けた神
経が細胞死を起こすのではないかとい
う疑問や、貪食現象そのものにも懐疑
的な意見がありました。小山先生はそ
の議論に決着をつけることを目的に、
リアルタイムでシナプス貪食の瞬間を
捉えるため、ミクログリア・シナプ
ス・神経の三者同時イメージングを行
われています。この実験には生体に存
在するミクログリアの機能や形態を
in vitro で再現する必要があるため、
小山先生はミクログリアの新しい in 
vitro 培養技術の開発から行っておら
れます。in vivo ミクログリアと区別
がつかないような美しい形態を持つミ
クログリアやそのミクログリアがシナ
プスを取り込む瞬間を捉えた動画（未
発表データ）には感動を覚えました。
この実験系を利用し、シナプス貪食の
メカニズムとして、神経活動性と補体
C1q の必要性を解明されており、さら
にそのメカニズムが熱性けいれんモデ
ルマウスにおいても生じていることを
示されました。また、小山先生の研究
は非常に多岐にわたり、精神疾患や環
境汚染物質（シリカ微粒子）とミクロ
グリアの関係についても、多数の未発

ミクログリア研究の最前線 −基礎から臨床へ−

オーガナイザーの津田 誠 先生

講演風景

第35回
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表データとともにご紹介頂きました。
新しいミクログリア培養技術を利用し
たミクログリア機能の更なる解明と、
そこで明らかになった分子メカニズム
を基盤とした研究で、病態とミクログ
リアとの因果関係が解明されることが
期待されます。

東京都医学総合研究所の七田崇先生
には、脳梗塞時のミクログリアや血液
細胞の挙動とそれら細胞の機能の変
遷についてご講演頂きました。脳梗塞
後の組織炎症は梗塞巣の拡大や病態の
悪化を引き起こしますが、単純に炎症
を抑制する治療では、脳梗塞後の予後
は改善しません。これは炎症を引き起
こすミクログリアやマクロファージ
が、炎症の収束期においては神経保護
的な作用を持っており、炎症を抑制す
ることでその神経保護作用も抑制され
るためと考えられています。そこで七
田先生は、脳梗塞後に生じる炎症を抑
制するのではなく、収束を早めるとい
う治療コンセプトを提案されていま
す。その治療戦略に向けた研究結果と
して、脳梗塞後に炎症を惹起する物質

（DAMPs）をミクログリアやマクロ
ファージが除去することを見出し、そ
の分子メカニズムも紹介して頂きまし
た。具体的には、転写因子 MAFB に
よって発現が制御される MSR1 と
MARCO といったスカベンジャー受
容体が DAMPs の排除と炎症の収束
に必要であることが示されました。ま
た、MSR1 を高発現するミクログリア
やマクロファージは、栄養因子 IGF1
を産生する組織修復細胞であることも

見出されています。さらに、既承認薬
タミバロテンが MAFB → MSR1 →炎
症収束の経路を賦活化し、病態も改善
することを示されました。七田先生は
脳梗塞という複雑な病態において、病
期や発現遺伝子が違うと各細胞の役割
も違うことを詳細に調べられており、
随所に網羅的解析を行うことで分子メ
カニズムまで明らかにする研究アプ
ローチは大変勉強になりました。ま
た、既承認薬によって病態を改善でき
るというデータから、今後の迅速な臨
床応用に期待が高まるご講演でした。

本ワークショップのオーガナイザー
である九州大学の津田誠先生からは

「ミクログリアサブセットと慢性疼痛」
というタイトルでご講演頂きました。
末梢神経が損傷すると脊髄のミクログ
リアが活性化します。津田先生らは活
性化ミクログリアに発現する P2X4 受
容体が疼痛発症に必要十分であること
を示し、活性化ミクログリアの神経障
害性疼痛に対する因果性が証明されま
した。また、P2X4 受容体の下流に存
在する脳由来神経栄養因子 BDNF が
痛み伝達神経の異常興奮を起こすこと
も示されています。さらに、P2X4 受
容体の発現を増加させるメカニズムと
して、IRF8 － IRF5 転写因子カスケー
ドも見出されています。このように疼
痛発症におけるミクログリアの役割は
詳細に解明されてきましたが、疼痛慢
性期における役割はこれまでほとんど
調べられていませんでした。そのよう
な中、津田先生は、活性化終息期と考
えられてきた疼痛慢性期から活性化

し始めるミクログリアサブセット
（CD11c 陽性ミクログリア）を見出し、
その役割解明に挑んでいます。興味深
いことに、CD11c 陽性サブセットを
除去すると疼痛状態が持続したため、
同サブセットがこれまでのミクログリ
アとは異なり、疼痛の回復に重要な役
割を持つことが示唆されました。これ
まで認識されていなかったミクログリ
アサブセットに注目することで、慢性
疼痛病態の理解がさらに深まり、今後
分子メカニズム等の解明や新規治療戦
略の開発に繋がることも期待されます。

5 人目のご講演者である九州大学の
加藤隆弘先生の研究は、実験動物研究
がメインであった他の５演題とは異な
り、ヒトを対象としたもので、タイト
ルは「ヒト血液を用いた精神疾患ミク
ログリア仮説解明のための橋渡し研
究」です。うつ病や自閉症スペクトラ
ム障害患者や自殺者の脳でミクログリ
アの活性化が起きていることや抗精神
病薬が活性化ミクログリアの炎症応答
を抑制することから、加藤先生は精神
疾患のミクログリア仮説を提唱されて
います。その解明のための一歩とし
て、ミクログリアの活性化抑制薬ミノ

Wako
ワークショップ
見聞録

高田 和幸 先生 加藤 隆弘 先生小山 隆太 先生 小泉 修一 先生

展示風景

七田 崇 先生
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サイクリンを投与し、無意識的行動を
評価する臨床試験を行い、感情が意思
決定に与える影響をミノサイクリンが
調節するという興味深い結果をご紹介
頂きました。精神疾患患者の脳ミクロ
グリアの役割に関する研究における大
きな課題の一つとして、その細胞機能
を直接調べることが非常に困難である
ことが挙げられます。加藤先生はこの
問題を解決するため、血中の単球細胞
から遺伝子発現や形態がミクログリア
に類似したミクログリア様細胞（iMG）
を作製することに成功されています。
この技術を使用し、線維筋痛症患者の
iMG においては ATP 刺激時の TNF-α
の発現が疼痛スコアと相関すること
や、双極性障害患者の iMG の解析か
ら遺伝子発現が躁状態とうつ状態で異
なることを示されています。iMG は
iPS 細胞由来ミクログリアに比べ、簡
便に短期間で作製でき、多くの疾患研
究に適用可能です。今後ヒトミクログ
リアサンプルが得づらい疾患のミクロ
グリア解析や、バイオマーカーとして
応用されることが強く期待されます。

最後の講演者は山梨大学の小泉修一

先生で、ミクログリアとの連関を切り
口として、アストロサイトが脳梗塞時
に虚血耐性を誘導するメカニズムにつ
いてご講演頂きました。虚血耐性と
は、非侵襲的な虚血経験によって侵襲
的虚血に対する抵抗性を獲得する現象
です。非侵襲的虚血では神経細胞死は
起きませんが、ミクログリアやアスト
ロサイトは鋭敏に感知して活性化しま
す。活性化したアストロサイトには
P2X7 受容体が高発現しており、その
ノックアウトマウスやアストロサイト
の活性化を抑制したマウスでは虚血耐
性が消失することから、活性化アスト
ロサイトが P2X7 受容体を介して、虚
血耐性を誘導していることが分かりま
す。さらに、P2X7 受容体刺激によっ
て誘導される転写因子 HIF1αが虚血
耐性に重要であることも見出されてい
ます。また、アストロサイトの活性化
に先行してミクログリアが活性化する
ことから、活性化ミクログリアがアス
トロサイトの虚血耐性能を誘導するこ
とが想定されますが、小泉先生はアス
トロサイトを活性化するミクログリア
由来分子が TNF-αであることを示さ

れました。虚血耐性という臨床的に
も重要な現象に対して、多くの分子メ
カニズムを証明されており、大変興
味深いご講演でした。特に、ご講演中
に小泉先生が引用された「グリアは神
経を救う手段を知っているのに、脳科
学者は未だに知らない」という言葉

（Barres, 2008）は大変印象的で、グ
リア－グリア連関という新しい視点か
ら病態解明を進める研究アプローチは
大変勉強になりました。

以上 6 名のミクログリア研究者の最
新の成果を拝聴させて頂いたのです
が、その全てが情報量の多いご講演
で、50 分という比較的長い講演時間
を忘れるほど聞き入ってしまいまし
た。また、質疑応答の時間のみなら
ず、休憩中やワークショップ終了後に
も活発なディスカッションが行われて
おり、私のみならず聴講された多くの
先生方の知的好奇心を満たす、大変充
実したワークショップでした。最後
に、本ワークショップの開催にご尽力
頂きました富士フイルム和光純薬株式
会社の皆様に深く御礼申し上げます。

日　　　　　時：2019年11月12日（火）
会　　　　　場：秋葉原コンベンションホール
オーガナイザー：津田　誠　九州大学　大学院薬学研究院　ライフイノベーション分野
主　　　　　催：富士フイルム和光純薬株式会社

〈講演プログラム〉
■ミクログリアの発生・起源と脳疾患細胞治療への応用	 京都薬科大学　統合薬科学系　高田　和幸
■ミクログリアによるシナプス貪食の可視化とそのメカニズムの解明

東京大学　大学院薬学系研究科　薬品作用学教室　小山　隆太
■脳梗塞におけるミクログリアの機能解析	 東京都医学総合研究所　脳卒中ルネサンスプロジェクト　七田　　崇
■ミクログリアサブセットと慢性疼痛	 九州大学　大学院薬学研究院　ライフイノベーション分野　津田　　誠
■ヒト血液を用いた精神疾患ミクログリア仮説解明のための橋渡し研究

九州大学　大学院医学研究院　精神病態医学分野　加藤　隆弘
■ミクログリア－アストロサイト連関と脳機能	 山梨大学　大学院総合研究部医学域　基礎医学系　薬理学講座　小泉　修一

第 35 回 Wakoワークショップ

「ミクログリア研究の最前線　－基礎から臨床へ－」

Wako
ワークショップ
見聞録
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１．�はじめに
「兄の机の上には、いつも化学本論

上下と法華経が載っていて、どれほど
この本を大切にしたかしれなかった。」

この言葉を語ったのは、宮沢清六
氏。あの詩人・童話作家として有名な
宮沢賢治の弟さんが兄の思い出の一つ
として語った言葉です。宮沢賢治とい
いますと、「雨ニモマケズ」などの文
章や、「銀河鉄道の夜」などの作品が
思い浮かびますので、文系の人物で
は？　と思い込んでしまいます。「法
華経」はまだしも、「化学本論」とい
う言葉に違和感を抱く方が多いのでは
ないでしょうか。

何故、清六さんの言葉の中に「化学
本論」という言葉が出てきたのでしょ
う。そして化学本論はどのようなもの
だったのでしょう。そして、その著者
は？

２．片山正夫
宮沢賢治が「法華経」と同様に生涯

大切にした「化学本論」は、1915（大正
4）年に発行された化学の教科書です。

著者は当時東北大学の教授片山正夫
でした。ここで片山正夫がどのような
化学者だったのかをみていきましょう。

片山は 1877（明治 10）年岡山県都
つ く ぼ

窪
郡（現：倉敷市）茶屋町早島新田に、
父清吾の元、長男恒夫の後、次男とし
て誕生しました。実家は、代々の庄屋
を継ぐ名家でした。

岡山中学校へ入学するも、1891（明治

24）年に東京の共立中学校（現：開成
中学校・高等学校）へ兄の勧めもあり
転校します。これは、その先に第一高
等学校へ入学したことから、すでに自
身の先を見据えての転校だったと思わ
れます。そしてそこで当時東京大学教授
でもあった一高の教師（後に第 4 代京都
大学総長）、久原躬弦の化学の授業を受
けることもできました。久原は、出身が
津山藩ということもあり、片山が東京で
同郷の、しかも化学の専門家として活躍
していた久原に対する強い憧れを抱いた
ことは想像に難くありません。

それは、東京大学に入ってからも、
その片山の進路が化学であったことか
らも久原の化学の授業が影響を与えて
いたであろうことが想像できます。

東京大学に入学した片山は、化学科
に進み、そこで櫻井錠二や池田菊苗ら
に物理化学を学ぶことになりました。
櫻井は、特に日本に物理化学を最初に
導入した人物として知られています。
櫻井は、自身が東京開成学校時代に化
学を学んだロバート・アトキンソンの
師匠でもあるアレクサンダー・ウィリ
アムソンのいるイギリスのロンドン大
学へ留学（1876-1881）します。その当
時イギリスをはじめとするヨーロッパは
原子論の論争が起こっていたころです。

また、櫻井の弟子であり、義弟でも
あった池田は物理化学の研究をしてい
ましたが、ヨーロッパに留学した時、
オストワルドの研究室にいたこともあ
り、当時のオストワルドの影響を受
け、原子論は「仮定」であることを注
意する必要があると、懐疑的な見方を
示していました。もっとも、1911 年
ごろには池田も、原子論はエネルギー
論の一部であると原子説を受け入れて
いますが。

さて、そのような環境の中、片山
は、1900（明治 33）年東京帝国大学
化学科を卒業し、2 年間大学院で研究
を続け、1902（明治 35）年に東京高
等工業学校、現在の東京工業大学の教
授として着任し、電気化学の講義を担
当しました。

1905（明治 38）年秋から 1909（明
治 42）年初めにかけて文部省在外研
究員としてヨーロッパに留学します。

まず、チューリッヒ工科大学のリ
チャード・ローレンツのもとで主に電
気化学の研究に従事し、可逆電池の起
電力がギブスの自由エネルギーである
ことを示しました。次いで、ベルリン
大学のヴァルター・ネルンストのもと
でアーネスト・ボーデンシュタインと
ともに二酸化窒素および硫酸の分解を
通じて、化学平衡の研究を行いました。

2NO2 ⇌ 2NO ＋ O2

H2SO4 ⇌ H2O ＋ SO3
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図１．�化学本論（第７版）（大阪市立科学
館蔵）

図３．�櫻井錠二（ウィキペディア※から）
※�https://ja.wikipedia.org/wiki/ 櫻井錠二
（2019 年 10月 18日閲覧）

図２．�片山正夫（資料提供：東北大学）
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帰国後は、再び東京高等工業学校に
戻りますが、1907（明治 40）年の東
北帝国大学設立の勅令により発足した
東北大学において、1911（明治 44）
年理科大学が開設されたことから、片
山は、その化学科教授として着任しま
した。1911 年開設当時の化学科は、
第一講座（無機化学）が、幻の元素

“ニッポニウム”を発見し、のちに東
北大学総長も務めた小川正孝、第二講
座（有機化学）は、漆の研究によるウ
ルシオールの構造決定と合成の成功を
はじめとする、日本の有機化学の創始
者として知られ、のちの大阪大学総長
も務めた真島利行が担当しました。

そして第三講座（理論化学）に片山
正夫が就任したのです。この東北大学
で片山はそれまで自身が深く関わった
研究者たち、すなわち、化学を「明
快」に示した久原躬弦、化学は究極的
には「原子の運動である」と喝破した
櫻井錠二、「最先端」の化学を学んだ
ローレンツ、ネルンストら先達の教え
と自身の研究から得たことをまとめる
ような形で 1915（大正 4）年に物理化
学の教科書「化学本論」を出版しまし
た。この「化学本論」は、熱力学、エ
ネルギー論、膠

こうろうしつ

朧質の優れた記述以外
にも、当時最先端の原子論を取り上げ
その内容を解説しています。

３．�東北大学時代　化学本論　片山の式
化 学 本 論 は 10 編 35 章 か ら な る

1000 ページを超える大作です。内容
は、それまでに書かれた「科学」分野
全体の教科書としても最新・最善のも
のであると言われました。現在の私た
ちが読んでも、ほぼそのまま十分通用
するものです。

内容は、片山がヨーロッパで研究を
行っていた電気化学も詳しく書かれて
いますが、特に注力して書かれたと思
われる部分は、自由エネルギーを取り
上げて解説する熱力学、特にその第二
法則に関する部分と原子分子論につい
てです。

化学本論の第１版の序文に片山は、
「～今や放射能の研究、電子説、量子
説等の発達は、飛行機の襲来の如く学
者を悩ましつつある。」と記しました。

初版発行は 1915（大正 4）年です
が、片山がこの化学本論を執筆してい
たのはおそらく東北大学に赴任した
1911 年以降のことになります。この
時期は、放射線の存在や、原子・分子

の証明など、現代の化（科）学を支え
る基礎の部分が明らかにされつつあっ
た、とても熱く激しい時代でした。

そして、原子論については、アイン
シュタインの「ブラウン運動の理論」
が発表され（1905）、ペランによる実
証実験（1908）が行われたばかりの時
で、ようやく原子・分子が実在するも
のとして、化学の中で取扱われるよう
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図４．�化学本論の中の周期表

表．化学本論項目
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になってきたころです。先に紹介した
ように、片山がヨーロッパに留学して
いたのは、まさにこの 1905 ～ 1909 年
のことですから、当時の科学が大きく
変換されつつあった真っただ中で、片
山はじかに原子や分子の実在性を示す
議論や論文に触れていたと思われま
す。惜しむらくは、化学本論では、そ
の後、科学の発展にもう 1 つ大きなス
テップを踏んだ量子論にまでは踏みこ
めなかったことです。例えば、1913
年にニールス・ボーアが発表した水素
の原子模型に表される量子論などは序
文に示されている程度です。なぜそん
なことになったのかというと、1914
年に始まった第 1 次世界大戦のせいで
す。

戦争のため、その前後の科学的な情
報はなかなか国内に入ってこなくなり
ました。当時の量子論の情報が片山に
どこまで届いており、理解されていた
のでしょうか。

なお、この点は片山も気にしていた
らしく、のちの著作「分子熱力学総
論」で量子論を取扱っています。

それでも、片山は、「化学本論」の
中で細心の注意を払いながら、放射能
の発見が原子構造の解明に役立つこ
と、また、原子の中心には正電気を持
つ重い中心があり、その周りに電子が
土星環のように運動しているであろう
ことなどを記しています。

熱力学においては、主に第二法則を
取り上げ、ヘルムホルツの自由エネル
ギーとギブスの自由エネルギーを中心
に語り、その内容が何章にもわたって
繰り返し登場してきます。

そして 1915 年は、もう 1 つ片山に
とって重要な研究成果を発表していま
す。 そ れ が 片 山 の 式（Katayama’s 
equation）です。これは、液体の表面
張力に対して、温度の依存性をもつこ
とを示す式です。

調べようとしている物質の表面張力
をσ、分子量をM、液体の密度をρl、
飽和蒸気の密度をρv、臨界温度を

Tc、絶対温度をT としたとき

σ（　 M 　）2/3
＝k（Tc−T）

　  ρl−ρv

と示すことができます。（k：液体の種
類によらない定数）この式は、まさ
に、原子分子論に関心を寄せ、その後
の化学に欠くことのできない理論にな
ることを見越していた片山が、液体表
面の分子によって生じる表面張力につ
いての見事な考察をしていた式といえ
るでしょう。

４．化学本論と宮沢賢治
片山の描いた化学本論は、その後の

化学で活躍する様々な学者だけでな
く、宮沢賢治にも大きな影響を与えま
した。

宮沢賢治が盛岡高等農林学校（現：
岩手大学）に入学したその年に化学本
論が発行されました。そして、賢治
は、化学そのものをこの教科書できち
んと学んだことも事実ですが、片山の
記した熱力学の理論や膠朧質という言
葉、そしてその内容に強くインスピ
レーションが刺激され、賢治の作品に
反映されています。

例えば、「農民芸術概論綱要」とい
う文章にはこのような一文がありま
す。「……われらに要るものは銀河を
包む透明な意志　巨きな力と熱である
……」という一文。これは何を意味し
ているのでしょうか。賢治が記した文
章なので、そう簡単には解釈できませ
んけれども、賢治は法華経の影響を強
く受けていますから、法華経と化（科）
学の融合によって生み出された世界
観、思想であることは容易に想像がつ
きます。

そして、賢治が大事にしていた「化
学本論」に示されていた化学熱力学第
二法則を想像して記したのでは？と考
えられます。「一般に自然な状態にあ
る物体系は熱平衡の状態に移る。そし
て、熱平衡になれば、外からの作用が
ない限り、変化は起きない」これは、

自然における熱力学の不可逆性を言っ
ています。つまり、自然の抗いがたい
一つの法則、賢治が記した「透明な意
志」です。

賢治の作品には、このような熱力学
に関連する過冷却、気圏（稀薄気体）、
可逆過程などの言葉が出てきます。賢
治は、化学熱力学を学ぶことで、この
世を貫通し、統率しているもの「透明
な意思＝自然界の法則」をとらえよう
としていたのかもしれません。

おそらくこの自然科学を解き明かそ
うとしている熱力学の記載内容が、強
く賢治をひきつけ、座右の書となって
いたのではないかと思われます。

他にも片山の造語である膠朧質＝コ
ロイドについても賢治の作品にはよく
出てきます。当時は、膠状質、朧状質
などの表記がありましたが、片山が化
学本論を執筆するにあたってこの膠朧
質という言葉を作り出したのです。他
の当時の教科書にはこの表記はないよ
うですから、化学本論が賢治に大きな
影響を与えたといってよいでしょう。

例えば、詩集「春と修羅　第三集」
の「停留所にてスヰトンを喫す」とい
う詩の中で、

雲の形の膠朧体
などと記しています。もちろんこの一
か所だけでなく、他の作品でもよく
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図５．�宮沢賢治（資料提供　林風舎）
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使っています。

５．東京大学教授そして理化学研究所
片山は、その後 1919（大正 8）年に

東京大学に異動し、櫻井錠二の後継者
として、理学部化学科第 2 講座の担任
となり、教育指導と研究に励み昭和
13 年に定年退官しています。そして、
1922（大正 11）年には理化学研究所
の主任研究員を兼務します。理化学研
究所はこの年から研究室制度を発足さ
せ、そこの主任研究員は、テーマ設定
だけでなく、予算、人事に大幅な自由
裁量が与えられ、さらに帝国大学教員
との兼任が認められ、研究室を帝国大
学に設置することも認めていました。

この研究室制度は理化学研究所をと
ても活性化しましたが、財政難にもな
るという問題点がありました。しかし
この点に関しては、鈴木梅太郎らによ
るビタミン A の発見とそれを販売し
利益を得るというシステムを作った当
時の理化学研究所所長、大河内正敏の
努力により、解消されました。

片山のこの東京大学教授兼理化学研
究所主任研究員時代には、プランクの
量子化説、ボーア原子模型などに始ま
る量子論がさらに発展していた時代で
す。

1926 年のシュレーディンガー方程
式による、水素原子の理解、1927 年
のハイトラーとロンドンによる水素分
子の理解。いわゆる化学結合を量子力
学的に取扱った最初の理論が発表され
ました。

1928 年には、ディラックが電子の
相対論的な量子力学を記述する方程式
としてディラック方程式を作り出すな
ど怒涛のように量子論が構築されまし
た。片山はこれら理論を理解すること
だけでなく、化学に量子論を組み込む
ことを行った最初の人物です。その片
山の下で学んだのは、玉虫文一、水島
三一郎、千谷利三などその後の化学会
を背負って立つ人物が多くいらっしゃ
います。

片山は自身の研究もさることなが
ら、後進の者が研究の道に進みやす
く、また活躍できるように力を注いで
もいたといわれています。それは、定
年後に出身中学校であった開成中学校
の校長を 8 年ほど勤めていたことから
もわかります。

自身の研究と後進のために「化学本
論」を執筆し、当時の最先端の原子論
や量子力学についても慎重かつ大胆に
取り込み日本の物理化学そして化学全
体を発展させた片山正夫。日本の化学
界にとって、とても重要な人物です。
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１）�片山正夫：「化学本論」（内田老鶴圃）（1915、

1924）.
２）�宮沢清六：「兄のトランク」（ちくま文庫）

（1991）.
３）�斎藤文一：「宮沢賢治とその展開：氷窒素の

世界」（国文社）（1976）.
４）�太田進：「片山正夫」（岡山県立岡山朝日高

等学校）（2015）.
５）�廣瀬正明：「片山正夫著『化学本論』と賢治

作品の接点」，花巻宮沢賢治学会イーハトー
ブセンター，19，119 （2009）.

６）�小野昌弘、桜井弘：「化学と宮沢賢治」（大
阪市立科学館）（2016）.
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図６．�片山正夫とハイゼンベルグ並びにディラックらと
（左から）仁科芳雄、片山正夫、大河内正敏、ハイゼンベルグ、長岡半太郎、ディラック、
本多光太郎、杉浦義勝　1930年 9月理化学研究所にて（写真提供：理化学研究所）
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…2〜 10℃保存	 …− 20℃保存	 …− 80℃保存　 150…− 150℃保存　表示がない場合は室温保存です。
特定 …特定毒物	    …毒物	       …劇物　 …毒薬　 …劇薬　 危…危険物　 …向精神薬　 …特定麻薬向精神薬原料

…化審法 第一種特定化学物質　 …化審法 第二種特定化学物質　 …化学兵器禁止法 第一種指定物質　 …化学兵器禁止法 第二種指定物質　 …カルタヘナ法
覚…覚せい剤取締法　　毒素等…国民保護法
掲載内容は、2020 年 1月時点での情報です。上記以外の法律及び最新情報は、当社HPをご参照下さい。

水質基準に関する省令の一部改正により、試薬における標準原液の規定として、計量法に基づく証明書が添付され、
かつ各号の別表に定める標準原液と同一濃度のものを水道法の試験に用いることができるようになりました。今回、
水道法に対応した「かび臭物質 2 種混合標準液」と「銀標準液」を JCSS（Japan  Calibration  Service  System）と
して追加しました。

JCSS は計量法トレーサビリティ制度のことであり、国家計量標準にトレーサブルな計量標準の供給を目的とした
日本独自のシステムです。当社は校正事業者かつ標準物質生産者として NITE/IA Japan（独立行政法人製品評価技
術基盤機構 / 認定センター）から認定を受けており、当社の JCSS 実用標準液には校正証明書が添付されています。

NEW

かび臭物質 2 種混合標準液
銀標準液

上記以外にも多数のJCSS対応品を取揃えています。詳細は当社HPをご覧下さい。
試薬事業トップ→分析→JCSS標準液
https://labchem-wako.fujifilm.com/jp/category/analysis/jcss/index.html

コードNo. 品　　名 組　成 規格 容量 希望納入価格（円） 対応する検査方法

134-18901 かび臭物質２種混合標準液（メタノール溶液）	  危

2-メチルイソボルネオール
ジェオスミン
各 100mg/L

JCSS     2mL 14,000 水質基準（別表）25、
26、27，27（2）

191-18691 銀標準液 （Ag 1000） Ag：1,000mg/L
5w/w% HNO3

JCSS 100mL 照　会 要検討近日
発売

水道法対応JCSS実用標準液　ラインアップ追加水道法対応JCSS実用標準液　ラインアップ追加
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