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バイオマーカーの高感度分析法の開発

昭和大学薬学部物性解析薬学講座臨床分析化学部門
荒川　秀俊 佐野　佳弘 唐沢　浩二

バイオマーカーの高感度分析法の開発

　疾病の診断や効率的な治療法の確立には，適切な
バイオマーカーの選択とその高感度かつ特異的分析
法の開発が必要である．本研究は，難治疾患である
精神障害の自閉症，悪性腫瘍，免疫疾患であるアレ
ルギーを取り上げ，そのバイオマーカーとしてオキ 
シトシン（Oxytocin），一酸化窒素（NO），テロメラー 
ゼ（Telomerase），硫化水素（H2S）を選択し，医
療分野での利用を目的とするこれら新規分析法の確
立について，検出に化学発光，生物発光，蛍光法か
らなる高感度分析法の開発を行った．

1．腫瘍マーカー・テロメラーゼの高感度分析法

　ヒトをはじめとする真核生物には，細胞の染色体
の末端にテロメアと呼ばれるDNA反復配列が存在
する1）．その配列はTTAGGG の 6 ヌクレオチドを
単位とし，平均長は約 7キロ～ 10 キロ塩基に達す
る．通常の体細胞では，その分裂に従いテロメアの
長さは次第に減少し細胞死につながるが，がん細胞
ではテロメラーゼ（Telomerase）と呼ばれる酵素
によりテロメアが伸長され，細胞は不死化する．こ
の酵素はリボヌクレオチドタンパク質からなり，構
成成分である RNAを鋳型として反復配列を染色体
両端に付加する作用がある2）．Telomerase は，き
わめて多くのがん細胞でその活性が明らかになって
おり，早期がんから進行がんへと活性は徐々に上昇
していくことが明らかになっている．ヒトがん細胞
のTelomerase 活性の調査では，膵臓がんや子宮が
ん，神経芽細胞種では 90％以上が，小細胞肺がん
や肉腫では 100％の細胞でTelomerase 活性が陽性
であると報告されている3）．このことから，各種が
んの早期診断，モニタリング，治療効果予測に貢献 

する新しい腫瘍マーカーとして，Telomerase の臨
床応用は非常に重要視されている．現在，その活性
測定法として，TRAP 法（telomeric repeat ampli-
fi cation protocol）およびその変法が一般的に用い
られているが3-5），アクリルアミドゲル電気泳動な
どを用いるため簡便さや迅速さにおいて問題があ
る．
　本研究では，腫瘍マーカーとしての迅速かつ高感
度な2種類の新規Telomerase分析法を開発し（Fig. 
1），さらに，その方法を用いてのがん診断補助なら
びに創薬的制癌剤スクリーニング法への適用を目的
として，生物発光法ならびにマイクロチップ電気泳
動による方法の開発を行った．
　1）原理
　（1）生物発光法
　ルシフェラーゼ（Luciferase）の発光機構は，ATP， 
Mg2＋及び分子状酸素存在下，ルシフェリン（Luciferin） 
が Luciferase により酸化され，生じたオキシルシ 
フェリン（Oxyluciferin）が励起状態を生成し，基底状
態に戻る際に発光することに基づくとされる．今回，わ
れわれはPyruvate phosphate dikinase （PPDK）を用
いてTelomerase由来のピロリン酸（PPi）を測定する
新たな分析法を開発した．PPDKは分子量 230,000で
あり，pH，熱安定性及び化学的修飾にも安定な酵素で
ある．すでにわれわれは，PPDKを用いた齲蝕細菌遺
伝子検出法やがん遺伝子のSNPs解析法の開発等を報
告してきた6，7）．今回，細胞由来のTelomerase 活性を
迅速かつ高感度に検出するために，Fig．1（右側の検
出系）に示すように，テロメア修復反応とPCRで生じ
る PPi を PPDK に よりATP に 変 換 し Luciferin-
Luciferase反応により生物発光検出する新たな分析法
（PPDK-Luciferin-Luciferase system bioluminescence 
assay：PLLBA）を開発した．
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　（2）マイクロチップ電気泳動法
　Telomerase 活性を検出するための装置は，共焦
点検出方法を用いる蛍光検出器を装着した日立
SV1100 形マイクロチップ電気泳動装置コスモア 
イⓇを用いた8）．ゲルはHydroxypropyl methyl cellu-
lose（HPMC：MW 4,000, SIGMA製）とPoly ethylene  
oxide （PEO：MW 8,000,000, Aldrich 製） の新規混
合ゲルを i-chip （plastic；8.5 cm×5 cm, Channel；
100 µm×30 µm）に注入した．Fig. 1（左側の検出系） 
のように，Telomerase 活性により伸長したTelomere  
repeat を Titanium Taq DNA poly merase に よ り
PCR増幅し，蛍光色素として高感度な SYBR Gold 
を用いて，マイクロチップ電気泳動によりTelomerase- 
PCR 生成物を解析した．
　2）方法
　TRAP 法に準じたTelomerase Substrate とテロ
メリックリピート（GGTTAG）に特異的な primer 
を設計し，PCR productを38 bp，44 bp，50 bp，56 bp 
と GGTTAGが 6 bp ずつ増加するように設計した．
Forward primer （sense） は 5’-AATCCGTCGAGC 
AGAGTT-3’ とし，Reverse primer （anti sense） は，
5’-CTAACCCTAACCCTAACC-3’とした．Telomer ase
反応は，10×TRAP reaction buffer 5 µl，20 pmol/µl 
Telomerase Substrate 1 µl，2.5 mmol/l dNTP 
Mixture （dATP，dCTP，dGTP，dTTP） 1 µl， 
sample 2 µl，PCR grade water 適量を混合し，30℃ 
で 30分反応させた．Sampleとして，telomerase posit-

ive cell（250 cells/µl）を 2 µl 用いた．対照として， 
telomerase inactive cell（ポジティブセルを 85℃ 10 
分加熱処理），telomerase negative cell（only CHAPS  
Lysis buffer）をそれぞれ 2 µl 用いた．PCRは，上記 
溶液に 20 pmol/µl reverse primer 1 µl，Titanium 
Taq DNA polymerase （クロンテック：Clontech Labo-
ratories） 2Uを加え，94℃30 秒，59℃30 秒，72℃1分 
を 33 サイクルで，TaKaRa PCR Thermal Cycler  
DiceⓇ（タカラバイオ：TAKARA BIO INC.）を用い 
て行った．
　生物発光検出法では，得られた telomerase-PCR
産物 10 µl に phosphoenol pyruvate （PEP），PPDK
（pyruv ate phosphate dikinase），Luciferin，
Luciferase 等からなる発光試薬 100 µl を加え，生じ
る発光を LUMINESCENCE READER（Aloka）に
て測定した．
　マイクロチップ電気泳動法では，生成したTelomer-
ase-PCR 産物をチップ上で電気泳動し，インターカ
レーション試薬（SYBR Gold）を用いて蛍光検出
した．
　Telomerase 分析では，最初に，Telomerase に 
より伸長したテロメアリピート（TTAGGG）に特異 
的なプライマーを設計し，次に数種類のTaq DNA 
polymerase を検討した．その結果，増幅効率のよ
いTitanium Taq DNA polymerase を選択すること
で最適な PCRが構築できた．
　生物発光検出法では，Telomerase 反応時と PCR

Fig. 1　 Detection of telomerase activity using microchip electro-
phoresis or bioluminescence
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時に生成する PPi を ATP に変換後，Luciferin-
Luciferase 反応により発光検出する方法であるが，
対象となる PPi はフェムトモル（10-15 mol） まで検
出が可能であった（Fig．2）．
　得られたTelomerase-PCR 産物から生成する PPi 
を生物発光検出した結果，Telomerase positive cell， 
inactive cell，negative cell を明瞭に判定すること
ができた（Fig．3）．
　次に，マイクロチップ電気泳動による検出を検討
した．Telomerase-PCR 産物を迅速かつ高感度に分
離検出するために，マイクロチップに注入するゲル
とインターカレーション試薬の検討を行った．その
結果，0.8％ HPMCおよび 0.3％ PEOの混合ゲルと
蛍光色素 SYBR Gold の条件により，Telomerase
により伸長した 6 bp の違いを明瞭かつ高感度に分
離検出することができた．
　これらの方法により，生物発光検出法およびマイ
クロチップ電気泳動法による検出限界を検討した．
その結果，両検出法ともにがん細胞 1個が検出可能 
になった．Fig．4にマイクロチップ電気泳動による 
検出限界の検討結果を示す．また，両検出法による
ヒトがん由来細胞中のTelomerase 活性検出を検討
した．ヒト繊維肉腫細胞株（HT1080）とヒト膵臓
がん細胞株（MIAcapa2）用いて行った結果，細胞
中に含まれるTelomerase 活性は両検出法で検出が
可能であった 9，10）．Fig．5 に生物発光法による検出
結果を示す．
　本研究では，Telomerase 活性を検出するために
2種類の方法を開発した．生物発光法は，測定が迅
速であり検出器も小型であるため，手術室での簡易
病理検査や診察室などでのオンサイト診断法として
も利用可能である．検出時間は約 10 秒であり，既
存のTRAP法（ゲル調製を含めて数十分～数時間）
よりも大幅に短縮されている．また，試料も数 µl
で分析可能である．ただし，PPi をターゲットとし
ているために副産物による偽陽性を起こしうること
や，どの臓器由来のTelomerase 活性かを判定する
のは困難であるという欠点もある．一方のマイクロ
チップ電気泳動法は，高感度で詳細なピーク解析が
可能であるため臨床検査室などでの詳細検査が可能
である．例えば臓器特異的なマーカーをTelomer-
ase 活性と同時検出することで，どのがん細胞由来
のTelomerase 活性かを判断するといった臓器別の

がん診断への応用も可能になると考えられる．2つ
の方法の利点に合わせて，臨床条件に合った検出法
を使用することが望ましい．また，現在はさらに迅
速かつ高感度な検出のためにイムノアッセイを用い
た Telomerase 活性検出法や PCR-free の検出法を
検討中である．今後はこれらの研究が，がんの臨床
化学ならびに再生医療などの基礎研究においても有
用な分析法として利用されることが望まれる．

2．オキシトシンの高感度測定法の開発

　自閉症スペクトラム（Autistic spectrum disorder： 
ASD）は「コミュニケーションの質的障害」「行動，
興味，活動の限局された反復的，常同的な様式」と
いう特徴を有し11），100 人に 1 人の罹患率であると

Fig. 2　Calibration curve of pyrophosphate

Fig. 3　Bioluminescent assay of telomerase-PCR product
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報告されている12）．現在，診断は世界的な診断基準
である DSM-Ⅴにより行われているが，ASD の症
状に個人差があることや統合失調症などと特徴が重
なることから適切な診断を集団検診（マススクリー
ニング）に適応することが困難な状況にある11）．そ
のため，診断が遅れ，治療がなされないまま成人し
たASD患者がうつ病や不安障害などの二次障害を
引き起こすケースも存在する11）．これらのことか

ら，精神科専門医でなくても簡便に診断できる基
準，たとえば，臨床検査値のような客観的データに
基づく診断基準が望まれている．
　近年，ASDとペプチドホルモンであるオキシト 
シン（Oxytocin）との関連性が注目されており，ASD 
の病態と血中Oxytocin 量の相関性を明らかにする
ことがASD診断の発展やASD高リスク群の早期
発見・治療に貢献できるひとつの手段であるとも考

Fig. 4　Detection limit of telomerase-positive cells on microchip electrophoresis

Fig. 5　 Telomerase activity of human cancer cell lines using 
bioluminescence



バイオマーカーの高感度分析法の開発

159

えられている．Oxytocin は視床下部で合成され，
脳下垂体後葉より分泌されるペプチドホルモンであ
る．その構造は 9アミノ酸により構成され，分子量
は 1,007 である（Fig．6）．また構造類似物質であ 
るバソプレシン（［Arg8］-Vasopressin：AVP）などが 
存在することが知られている．
　現在，臨床検査値の測定やマススクリーニングで 
は抗原抗体反応を利用した酵素免疫測定法 （Enzyme  
immunoassay：EIA）が汎用されている．EIA は
標的分子を高感度に測定することが可能であり，ま
た標識する酵素により様々な検出法に対応すること 
も可能である．そこで，ASD関連分子であるOxytocin 
の高感度測定を目指した EIA の確立を生物発光法
を用いて検討した．
　1）方法
　（1）Oxytocin の 生 物 発 光 EIA （Bioluminescent 
enzyme immunoassay：BLEIA）
　ガラスチューブに二次抗体固相化磁気ビーズ
20 µl を添加し，洗浄を行った．その後Oxytocin 標
準液 100 µl，抗 Oxytocin 抗体希釈液 50 µl を添加
した．4℃で一晩インキュベート後，ビオチン標識
Oxytocin 50 µl を添加し，室温で 30 分間インキュ
ベートさせた．洗浄後，ストレプトアビジン-ビオ
チン標識 Luciferase 複合体 200 µl を添加し，室温
で 30 分間インキュベートさせた後洗浄した．反応 
用 buffer 100 µlを添加後，Luciferase 基質溶液 100 µl 
を添加し，発光測定機 SEH（株式会社柴崎製作所）
により発光強度の測定を行った．
　本研究では，最初に標識酵素である Luciferase
の検出感度の検討を行った．標識酵素の感度比較で
は，一般に比色法や蛍光法，化学発光法では，それ
ぞれ 10-17 mol，10-18 mol，10-19 mol 程度の検出が可
能である13）．これに対し，生物発光法では，より高
感度検出が期待できる13）．そこで本測定法では，高
感度な生物発光法として Luciferase を適用し生物
発光EIA（Bioluminescent enzyme immunoassay：
BLEIA）を検討した．
　筆者らは，Luciferase 生物発光のさらなる高感度

化のためにTable 1 に示す 15 種の化合物を選択し
検討を行った．その結果，これら化合物の中で，ピ 
ロリン酸カリウム（Pyrophosphate potassium salt： 
PPiK），Tripolyphosphate sodium salt：STPP），
コエンザイムA（Coenzyme A：CoA），イノシン 
酸 三リン酸（Inosine 5’-triphosphate sodium salt：
ITP）がそれぞれ 138％，174％，228％，157％と
100％以上の測光値増加が認められた．さらに，こ
れら PPiK や STPP，CoA，ITP の至適濃度や発光
寿命延長効果，Luciferase 濃度と増感効果の関連性
について詳細に検討した結果，PPiK が最適であっ 
た．これらより，Luciferase 生物発光測定系にPPiK 
を増感剤として加えることで発光強度の増強，また
発光寿命が延長可能となることで発光測定の積算に
より，さらに高感度検出が可能になった14）．その増
感法を用いてビオチン標識 Luciferase の検量線を 
作成した結果，検出限界は1.0×10-20 mol/assay （Blank 
＋ 3SD）であり，平均CV値（n＝8）2.8 ％であった．
　次に，Oxytocin 抗体としてPHOENIX PHARMA-
CEUTICALS, INC. 製，標識抗原をビオチン標識
Oxytocin （PHOENIX PHARMA CEUTICALS,  
INC.），ストレプトアビジン （MERCK），ビオチン標識 
Luciferase（栄研化学株式会社より恵与）を用いて
Oxytocin BLEIA の条件検討を行った．その結果， 
平均CV値 （n＝ 4） 6.7％と良好な検量線を得た．検 
量域は5.0～ 100 pg/assay，検出限界は1.0 pg/assay 
（B0-3SD）であった（Fig．7）．また，特異性は交 
差反応性の検討により行った．本実験では，Oxytocin 
構造類似物質であるAVP，［Lys8］-バソプレシン 
（LVP：SIGMA），［Arg8］-バソトシン （VT：SIGMA） 
においてその交差反応性を検討した．その結果，
AVP，LVP，VT，全て 0.01％以下と，極めて特異
性の高い方法であった．
　生物発光法は比色法と比べて高感度分析に適して 
いる．本研究で使用しているビオチン標識Luciferase 
の検出感度は 1.0× 10-20 mol/assay と優れた検出感 
度を示し，その感度はHRP標識アビジンにo-Phenylene-
diamine を用いた比色法と比べ約 2,500 倍高感度で
あった．また，本イムノアッセイは，交差反応性試
験の結果から Oxytocin に特異的な測定法であり，
現時点で健常人のOxytocin 量を測定することは可
能であると考えるが，低値を示すことが予想される
ASD患者に適応するためには，さらなる高感度化 

Fig. 6　Oxytocin
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が必須である．以上のことから，今後は抗Oxytocin 
抗体の作製や標識抗原誘導体の調製を行い，さらな

る高感度化を検討していく予定である．

3．蛍光法と生物発光を用いる NO測定法の開発

　1）セサモールによるNO蛍光測定法の開発
　フリーラジカルは，さまざまな疾患に関与してい
るといわれている．一酸化窒素（NO）もまた重要
なフリーラジカルのひとつで，循環系，免疫系，中
枢系の情報伝達物質として機能し，さまざまな疾患
に大きく関わっているとされる．しかし，その役割
は未だ不明な点も多い．その原因の一つとして，細
胞や組織中のNOは，他の分子と容易に反応するた
め，その寿命は数秒と短く，in vivo での NOの検
出・定量は極めて困難である．現在，NO測定法と
しては，比色法，蛍光法，発光法，電子スピン共鳴
（ESR）法が知られているが，これらの方法は，特
異性に優れているものの，生体内でのNOを測定で
きる方法には至っていない15）．そこで，著者らは
新たなNOの蛍光分析法を確立するため，3-（p- ヒ
ドロキシフェニル）プロピオン（HPPA）などの
p- フェノール誘導体に着目し，その誘導体につい

Fig. 7　Standard curve of oxytocin

Table 1　The screening of sensitizer for bioluminescent assay utilizing luciferase

compound luminescence intensity

non 100％
Pyrophosphate potassium salt （PPiK） 138％
Tripoly phosphate sodium salt （STPP） 174％
Coenzyme A （CoA） 228％
Inosine 5'-triphosphate sodium salt （ITP） 157％
Inosine  98％
FAD  97％
FMN  98％
NADP＋ 101％
NADPH  98％
GTP 105％
Glutathion 100％
Sodium Azide  98％
Imidasol 105％
Sodium Sulfite 104％
Luminol  99％

10-10 M Luciferase 10μl
100 mM TrisHCl （pH8.5） 25μl
2 mM Compound 25μl
1 mM Luciferin 50μl

→ delay 5 sec → measure 0.1 sec（ ）
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てスクリーニングを行った．その結果，ゴマの成分
であるセサモール（Sesamol）が NOと反応するこ
とにより蛍光が生じることを見い出し，新たなNO
測定法を開発した．（Fig．8）
　（1）方法
　10 mmol/l セサモール（SIGMA-ALDRICH CO.： 
1 mmol/lリン酸ナトリウム緩衝液（pH 7.0）に溶解）
100 µlを試験管にとり，これにNO発生剤（NOC 7）
25 µl 加え，37 ºC で 15 分間反応した．反応後，蛍
光増強剤としてDMSO 1 ml 加え，蛍光分光光度計
を用いて，励起波長 365 nm，蛍光波長 447 nm で
蛍光強度を測定した．
　セサモールを基質とする NO 測定法の原理を
Fig．9 に示す．NO測定として汎用されているNO
発生剤（供与剤）であるNOC 7 を用いて測定法の
検討を行った．反応pH，塩濃度，セサモール濃度，
反応時間を検討した結果，NOC 7は，2.5×10-13～ 2.5
×10-9 mol/assay 間で測定可能であった．検出限界
は 4.0×10-13 mol/assay で，この感度は，すでに
NOの蛍光分析法として使用されているDAF-2 に 
匹敵した16）．また，精度（CV％，n＝7）も，平均2.0％ 
と良好であった（Fig．10）．
　反応機構は，NOとセサモールに反応後高速逆相
クロマトグラフィーにより分画し蛍光物質の含まれ
る画分を濃縮し，四重極マススペクトロメトリーで
解析した．さらに，NMRの測定より本蛍光物質は
2量体を主とする化学構造であることがわかった．
以上のことから，本蛍光反応は，Fig．9 に示すよ
うな反応機構によるものと断定した17，18）．以上よ
り，本測定法は，セサモールを利用した簡便な高感
度NO測定法である．しかし，OHラジカルに対し

ても同様に反応することから，本測定法は医薬品な
どのNO生成剤である虚血剤のスクリーニングなら
びにセサモール服用による生体ストレス測定などの
生体分析への適用を考えている．
　2）可溶性グアニル酸シクラーゼによるNO生物
発光測定法
　NO測定法は現在までに様々な測定法が開発され
ている．その中で蛍光法のジアミノフルオレセイン
（DAF）法や化学発光法のオゾン化学発光法は，検
出限界が 5 nmol/l，0.01 ppm と高感度である．し
かし，これらの方法はその反応に酸化反応を用いる
ため特異的方法とは言い難い．
　われわれは，近年この問題を解決するために先に
述べたNOラジカルと反応するセサモールを用いた
新たな蛍光法を開発した17，18）．この方法は，従来の
方法に比べより特異性が向上したものの，OHラジ
カルとも反応し，NOに特異的ではなかった．
　そこで，より特異的にかつ高感度にNOを測定す
る目的で生物本来の活性反応を利用した新たなNO
分析法の開発を検討した．その方法の原理を Fig．
11 に示す．
　この原理の中心となる酵素は，生体内 NOセン
サーとして知られている可溶性グアニル酸シクラー
ゼ（sGC）である．生体内では，血管内皮細胞内で 
NOが可溶性グアニル酸シクラーゼ（soluble guanylate  
cyclase：sGC）を活性化しセカンドメッセンジャー
の cGMP にシグナルを伝達し血管を弛緩させる．
この sGC のシグナル伝達システムを基にした測定
法，すなわちNOにより活性化した sGC の反応に
より GTP が cGMP に変換される際に放出される
PPi を PPDK/Luciferase で検出する NO の生物発
光法を検討した．さらに，NOの測定法並びに，高
感度測定のための新たな sGC の発現についても検

Fig. 8　Sesamol

Fig. 9　 A possible mechanism of fluorescent reaction 
for sesamol with NO
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討を行った．
　（1）方法
　10 µg/ml sGC（和光純薬工業㈱）1 µl に 10-5 
mol/l GTP（Roche Diagnostics, Inc.）8µl と NOC7
（㈱同仁化学研究所）（10-7 ～ 10-5 mol/l）1 µl を加
え 37℃ 10 分間反応する．GTP は 2 mmol/l MgCl2 
を含むTricine 緩衝液（pH 7.7）に溶解し調製した．
NOC7 は 10 mmol/l NaOH にて調製，希釈して測
定に用いた．反応終了後，氷浴で数分間の冷却を行
い，反応を停止させた．反応液 10 µl に PPDK/
Luciferase 試薬（キッコーマン㈱より恵与）10 µl
を加え生じる発光を LUMINESCENCE READER
（Aloka）で一定時間積算し記録した．
　本研究では，最初に，Fig．11 の原理に基づき
NOの高感度測定のための，測定法の各条件，金属
イオン種（Mn2＋，Mg2＋）及び GTP 量，sGC 量，
緩衝液 pHについて検討した．その結果，金属イオ
ンでは，Mg2＋を用いた測定法がMn2＋よりも最大
発光強度が約 5 倍増加した．GTP 量では 10-14 ～
10-10 mol/assay の範囲で検討したところ 10-12 mol/
assay で最大の発光強度が得られた．一方，sGC量
は 10 ～ 1000 pg/assay の範囲で検討を行ったとこ
ろ 1000 pg/assay で最大の発光強度となった．pH
検討においてはpH 5～pH 11の範囲で行った結果，
pH 8 で最大の発光強度が得られた．以上の最適化
条件によりNOを測定した結果，NOC7（NO供与剤）

として 10-13～10-11 mol/assay の範囲で検量線を作
成することができた（Fig．12）．また，Fig．13 に
示すように他のラジカル種との反応性はNOに比べ
て低く，NO特異的測定法であると考える．
　さらに，本測定法を硝酸薬から遊離するNOの測
定に応用した．硝酸イソソルビドから遊離するNO
を測定した結果，Fig．14 に示すように濃度依存的
な測定値が得られた19）．この結果は，硝酸イソソ
ルビドから直接NOが放出することを示している．
　PPDK/Luciferase 生 物 発 光 法 は，PPi を 10-15 

mol/assay 程度高感度に測定することが可能である
が，本測定法では NOとして 10-13 mol/assay（100 
fmol/assay）であり生物発光の感度に至っていな
い．その理由は，sGC は本来 NOの非存在下にお
いても可逆的反応が生じており，よって，高い
background を生じ，これが感度の低下に起因した
ものと考えられる．そこでわれわれは，NOに特異
的な sGC の構築を目的として新たな sGC の作製に
ついて検討した．
　sGCは 82 kDa のαサブユニットと 70 kDa のβサ
ブユニットからなるヘテロ二量体であり，C末端の
グアニル酸シクラーゼ領域が存在する．また，βサ
ブユニットN末端の第 105 番目のヒスチジンにプ
ロトポルフィリンⅨタイプのヘムが 1分子結合して
おり，デオキシヘモグロビンやデオキシミオグロビ
ンと同様の 5配位ハイスピンヒスチジル複合体とし
て存在し，ヘム結合領域を持つことが明らかになっ
ている．
　組換えタンパク質発現のシステムには，大腸菌発
現系，昆虫細胞発現系，哺乳動物細胞発現系などが
ある．哺乳動物細胞発現系による組換えタンパク質

Fig. 10　Standard curve of NOC 7

Fig. 11　 Principle of the bioluminescent assay for NO 
utilizing sGC
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作製では，測定法の開発に充分なタンパク質量を得
ることが困難である．大腸菌発現系では，大量にタ
ンパク質を発現できる利点があるが複雑な構造をも
つタンパク質の発現は難しい場合がある．一方，昆
虫細胞発現系では，タンパク質発現量も多く，立体
構造も比較的正確に構築できる可能性がある．そこ
で sGC はヘテロ二量体といった複雑な立体構造を
とるため，大腸菌発現系ばかりではなく昆虫細胞発
現系に関しても研究を行なう必要があると考え，現
在，両発現系による発現系の構築，改良型変異体
sGC作製について検討を進めている．

4．新規化学発光法による硫化水素分析法

　硫化水素は，長い間，毒ガスとして扱われ，生体
にとっては有害な物質とされてきた．しかし，2004
年 Kamoun20），2009 年 Kimuraら21）により，生体内
のシスタチオニンβ-シンターゼ（CBS），シスタチ
オンγ-リアーゼ（CSE），3-メルカプトピルビン
酸サルファトランスフェラーゼ（3MST）により硫
化水素が生成されていることが発見され，さらに硫
化水素受容体，イオンチャンネル，酸素，転写因子
を標的として，神経伝達調節，平滑筋弛緩，細胞保
護，インスリン分泌調節など多彩な作用を示し，生
体にとって有用な物質であることが明らかになって
きた．また，腎透析22） やがん患者においては，血
中の硫化水素濃度が有意に上昇することが報告され
ている．このことは硫化水素がある種の病態を把握
するためのバイオマーカーとして利用でき，臨床で

の検体検査への応用が期待される．現在，硫化水素
の測定法としては，メチレンブルーを用いた発色反
応23） （Fig．15a） やガスクロマトグラフィーなどが
古くから用いられているが，前者は感度や特異性，
後者は簡便性などに問題がある．最近，硫化水素の
動態解明に向けた新たな可視化プローブとして，い
くつかの蛍光プローブが開発されている．その中で
注目されるのは，Qian らによる求核反応型の
SFP-2 プローブ24），また Sasakura らによる金属イ
オン放出型のHSip-1 プローブ25）などがある．これ
らは，通常では消光状態であるが，硫化水素が存在
することにより発蛍光性物質となる．前者は有機反
応であるため，反応時間が約 1 時間かかるのに対
し，後者は銅イオンと硫化水素イオンのイオン反応
のため反応は瞬時に進行する．そのため，細胞など

Fig. 12　Standard curve for NOC7

Fig. 13　 Specificity of sGC reaction for NO, NO2‒, NO3‒, 
H2O2 and ONOO‒ on this bioluminescent 
assay

Fig. 14　 Measurement of NO release from nitrate 
medicine on this bioluminescent assay



荒　川　秀　俊・ほか

164

のリアルタイム検出ではより効果的である．それぞ
れの化学反応式を Fig．15b と Fig．15c に示す．
これらは，特異性には優れているものの，検出感度
や測定の簡便性においては未だ不十分なことがあ
り，臨床への応用は適用されていない．一方，硫化
水素は，毒性のガスでもあり，また火山災害や廃棄
物の悪臭の原因にもなっている．したがって，硫化
水素を特異的にかつ高感度に測定することは，人の
疾病ばかりではなく，衛生環境を守る意味でも大変
重要とされている．本研究では，より迅速で高感度
に硫化水素を検出し，臨床分野や環境分野に適応可
能な分析法を確立するための新たな化学発光法につ
いて検討した．
　1）方法
　（1）化学発光による硫化水素測定法
　リン酸緩衝液（pH 11.7）で希釈した Na2S 溶液
20 µl にルシゲニン発光試薬（5 µmol/l 塩化銅（Ⅱ），
0.04 mg/ml Lucigenin）0.2 ml を加え，生じる発光
を LUMINESCENCE READER（Aloka）で測定し

た（Waiting time 10s, Integnal time 10s）．
　本法は，硫化水素と金属イオンにより発生する活
性酸素をルシゲニンにより発光測定することを原理 
とする（Fig．16）．金属イオンとしては，銅（Ⅱ），銅 
（Ⅰ），亜鉛，鉄，マグネシウム，マンガン，アルミ
などのイオンについて検討した．その結果，銅
（Ⅱ）で強い発光が生じ，その発光は superoxide 
dismutase （SOD）でほぼ消失した．また，生じる
活性酸素種は DMPO をスピントラップ剤とした
ESR 法により解析した．その結果，ラジカル種は
スパーオキシドアニオンであることが判明した．次
に発光反応における pH，塩濃度，ルシゲニン濃度
の至適条件を検討した．これらの条件を下にNa2S
の検量線を作製したところ，Na2S 20 pmol/assay
～ 20 nmol/assay，再現性は平均 6.0％（n ＝ 7）で
あった．この感度は，生体中の硫化水素の測定に適
用可能である．この方法は，測定時間が 10 秒と迅
速であり，かつリアルタイム測定も可能であること
から，診断を目的とした臨床分析や組織，細胞のリ

Fig. 15　 Schematic representations of methylene blue method （a） and fluorimetric 
methods （b : SFP-2, c : Hsip-1 ） for hydrogen sulfide
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アルタイム測定にも応用可能である．一方，温泉水
や環境分析での on-site 分析（現場測定）では，硫
化水素をより簡単に測定できる方法の開発が望まれ
ている．そこで，携帯タイプの発光測定器（6×
16 cm）であるルミテスター（PD-20）を用いて硫
化水素測定を行った．この機器は，卓上の発光測定
器と比べ，測定できる最小発光強度の閾値が低いこ
とから，on-site で測定を行うのであれば，発光強
度そのものをさらに高める必要がある．そこで，発
光の増感剤を見出す目的で，界面活性剤 17 種類に
ついて検討した．その結果，両性イオン界面活性剤
3-（（3-Cholamidopropyl）dimethylammonio）-1- 
propanesulfonate （CHAPS）を加えることで，発光
強度を約 10 倍高めることを見い出した．この試薬
を簡易分析に適用したところ，検出限界もルミテス
ターで 1× 10-5 mol/l（100 pmol/assay）という感
度を得ることができた．この方法を温泉水に適用し
たところ，卓上の機器を用いた結果とほぼ同等の硫
化水素が検出できた．現在，硫化銅からの活性酸素
生成機構とその発光機構について，さらに本発光反
応を比色，蛍光，電気化学検出への展開について検
討している．

ま と め

　1）テロメラーゼ分析：
　本研究では，臨床における重要な腫瘍マーカーで
あるテロメラーゼ（Telomerase）活性を検出する
ための 2 つの方法を開発した．一つは生物発光法
で，Telomerase 活性由来の PPi を簡便かつ迅速に
検出することが可能であった．二つ目はマイクロ
チップ電気泳動法で，Telomerase 活性で伸長した
テンプレートを増幅効率の良い Titanium Taq 

DNA polymerase を用いて SYBR Gold で検出する
迅速かつ高感度な分析法を開発した．これらの分析
法により，がん細胞 1個の検出が可能になった．
　2）オキシトシン分析：
　自閉症スペクトラム（ASD）のバイオマーカー
としてペプチドホルモンオキシトシン（Oxytocin）
の高感度分析の開発を生物発光酵素免疫測定法で検
討した．その結果，検量域 5.0-100 pg/assay，検出
限界 1.0 pg/assay と高感度測定が可能になった．
現在は，さらなる高感度化としてハプテン調製によ
る新規抗体の作製，さらにリジン残基（n＝ 3～ 6）
を架橋とするビオチン標識Oxytocin を合成し，抗
体と標識抗原とのヘテロロガスな組合せのイムノ
アッセイを検討している．現在，実用分析に耐えう
る高感度 EIA が確立され，臨床検体への応用が期
待されている．
　3）一酸化窒素（NO）分析：
　本研究では，NO測定法として蛍光法と生物発光
法による 2つの測定法を開発した．蛍光法は，ゴマ
成分セサモールがNOにより 2量体となることで蛍
光を生じることを原理とした簡便な測定法である．
発光法は，生体内NOセンサーといわれる可溶性グ
アニル酸シクラーゼ（sGC）の細胞内カスケードを
利用し，sGC が特異的に NO と結合し GTP を
cGMP に変換する際に生じるピロリン酸を PPDK-
luciferin-luciferase 生物発光法により検出する方法
である．これにより，NO以外のラジカル種とは反
応しない特異的測定が可能になった．以上より，こ
れらNO測定法は，生体によるNO生成の作用機序
解明や医薬品開発における虚血剤などのスクリーニ
ング法として，また生体ストレスの解析法としての
応用に有用と考える．

Fig. 16　The principle of lucigen chemiluminescent method for hydrogen sulfide
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　4）硫化水素分析：
　本法は，硫化水素と金属イオンにより発生する活
性酸素をルシゲニンにより発光測定することを原理
とする．金属イオンとしては，銅（II）で強い発光
が生じ，その発光は SODで大きく消失したことか
ら，関与するフリーラジカルは，スーパーオキシド
アニオンであると考えられる．本法の検量域は
Na2S 1 µmol/l （20 pmol/assay）～10 mmol/l（20 
nmol/assay），再現性は平均 6.0 ％（n＝ 7）であっ
た．本法は界面活性剤の添加により，発光強度が約
10 倍高めることができ，これは，ハンディタイプ
の測定装置により on-site での簡易分析を可能にし
た．この方法は POCTとしての臨床診断ばかりで
はなく，温泉水や下水などの環境分析にも適用可能
である．
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