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· 1. ǁi`Jncï^\NT¯ôưŦǊNRPSǋ� 
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1. &�.$ 

� ëńļ�Ņń�4ėņ#Çĺ ¯ļǊ�: lovastatin�cyclosporin�vancomycinǋ&��%ħƧō�1

(ńļıï%ÅĨï
2ƲƊ#œśPnj!#3�ƁEnH!#�����+��Ɓ�Ÿïƀ7²-

ŋ¦Ũƀ%Å�&�ŋ¦ï¶Í!��íƊr­ī#ĪŹ7ė�4Çĺ ¯ļǊ�: pyoverdine�mycobactin�

yersiniabactinǋ7Ņń�4��%�.�ŋ¦Ũƀ%uĬzƙūƠ&Č�#�Ɓĩō!��/İŏ7ƾ.

�	4 1��%1
#Çĺ ¯ļ%Å�&�aiCNT¯ôưŦǊPKSǋ�ǁi`Jncï^\NT¯

ôưŦǊNRPSǋ�PKS-NRPSW;[iOT»ưŦ$13¯ô�54 2�PKS�NRPS�PKS-NRPS&�Ɖ

Ċ%ưŦTd;m�Ű���ßÆLmXAƞ Ǌâº�Íƴ: 200-800 kDaǋ �4�.��%�Ƹ7Ū

Ą�LmXAƞ!��ŌŀŤƈ��ƔǇš� Ɠ��4�!&ţ£#�! &#	�+��Ʈ�ō

$����Ƙƈ�4À¯/�ĝğ%ĪŹ7É��	4­Źï/�4��%�., ń��0\lQ=nc

7²-Êƿť$Î¸�4�52ưŦŴ$ƢƦ
�ţ�$:\lnN �5'�ƭ~ÍÞÏō÷į!ő

Ƈō#øƄ%ŔŜ$�#�4�+��\lQ=bAG$Ŝź��ě�ņƭ~ÍƝĹ%ŮųōăŧøƄ

0ŋ¦Ũƀ%uĬzƙ�ê)±���Ɓ½Ŏ�ħŢ �4!ŷ��	4� 

� ĝŚ &�õ��ƹŌ$«3Ū8 	4 Ï\ln[7�ņ��^\NTïÇĺ ¯ļ¯ôưŦ%

ǉƬúōh]j øƄ$�	�ũy�4� 

 

2. NRPS A-domain$Ø�4Ƭúōh]j �%ƹŌ 

� ^\NTïÇĺ ¯ļ%Å�& NRPS$

1��¯ô�54�NRPS&ÅeFfnj

»ßÆLmXAƞ �3���%eFfn

j& adenylation (A)-�thiolation (T)-�

condensation (C)-domain7½ĝħô£�!

��ė��	4�A-domain&�ǁá$§Ö

#½ƞĽŊï7ė��20ř%Çĺ:bVƱ�ǁÇĺ:bVƱ�:injƱ#"%ń��\nj
2Ľ

Ŋō$ 1�7 ATP�Mg2+Î¸q�:bV:Ej/:Ej-AMP$ıï �4Ǌ· 1ǋ��%�.�A-domain

&^\NTïÇĺ ¯ļ¯ô$��4”gatekeeper”%ç�7ü��	4�Ĭ$�qĲ% T-domain$Î¸

�4 4’-_G_XmQQ;mǊPPantǋĜŝ%N=nj½ǊT-domain&�Iimĭ½�Ŷƒé�Ǆ7¬

��_G_XmQQ;m �5�	4�ǋ$�%½ƞ7¬�ķ�Ǌ· 1ǋ�ŭ	��C-domain�pĲ%

T-domain$üý�5�:bVƱǊ^\NTƷǋ�1(qĲ% T-domain$üý�5�:bVƱ%^\N

TŬ¯æô©î7ƍÌ�4�ož$�½ƞ%ıï �T-domain$14½ƞ%üý�C-domain$14^

\NTŬ¯%æô% 3D;Aj7ű3Ƥ��!$1��^\NTïÇĺ ¯ļ%¯ô�Ʃƃ��	��

�� ��*�% NRPSeFfnj$í�Î¸��§Ö#½ƞĽŊï7ė�4�A-domain%ưŦōï

ƞ7�ņ�4�!$13�Qnhnd;T# A-domain%h]j øƄ�ƹŌ �4!ęè��� 
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· 2. Ascamycin�L-Ala-AMS�A-domain$Ø�
4h]j �Ǌ1-5ǋ�1(Ş¯ōƼÔ�Ǌ6-10ǋ� 

1984ã$Ĉůƀ
2ģƱťùńļƞ!��

ascamycin�£ǀ�5�Ǌ· 2ǋ3�+��ascamycin

%ŻAllƖÛ� 5’-O-N-(L-alanyl)sulfamoyl 

adenosineǊL-Ala-AMSǋ��:hUj tRNA¯ô

ưŦ$14:bV:Ej ©î%ǉ©îïsƺ

� �4 L-Ala-AMP%ńļÏōŠ�� �4�

!�ŕ�5� 4��%é�:bV:Ej-AMS&�

ř�% tRNA¯ôưŦ% XůŬēƌĠ7ƃ
�

.%i?mT!��ņ	25��� 5��%�.�tRNA¯ôưŦ!°Ĩ%:bV:Ej ©î7ƍÌ

�4 A-domain$Ø��/:bV:Ej-AMS7i?mT!��îņ�4�!�­Ź �4!tñ���

�2$�i?mT%:bVƱ7�5ĕ�4�!$1���i?mTƕƚǆ�$1�� 1� 1�%

A-domain$Ø��Ƭúō$Ŭ¯�4�!�ęè�54��� ��:bV:Ej-AMSi?mT��

ƣ�%ĩōLmXAƞ!� Ï©î$13�ėŬ¯æô­Ź#]mKZ<Vm��AiOACbGS

in$13�Ƃ�ĩƚ�4	&Y=NmÐŹ½7Û�­Ź#:j@m
2#4 A-domain$Ø�4h]

j �%ƑƎ7ƃ��Ǌ· 2ǋ�+��A-domain&:RVEmǈĤ% 2’-OH½)% Ï�Ǆ$ǁá$×

Õ �4�. 6�2’-OH½$�©îï½�1(:j@mÐŹ½7ė�4AlGim>nǊBPyneǋ7Û

���Ǌ· 2ǋ�i?mT%:bVƱ!���L-Phe�L-Pro�L-Val�L-Orn�L-Leu7ė�4 L-Phe-�L-Pro-�

L-Val-�L-Orn-�L-Leu-AMS-BPyneǊ1-5ǋ�Ş¯ōƼÔ�!�� L-Phe-�L-Pro-�L-Val-�L-Orn-�L-Leu-AMS

Ǌ6-10ǋ%¯ô7ƃ��Ǌ· 2ǋ7,8� 

� Êƿť$Î¸�4łľ^\NTïùńļƞBhbEFm SǊGSǋ¯ôưŦ% 2�% NRPSǊGrsA�

GrsBǋ7ĩō!��:bV:Ej-AMP-BPyne\ln[%ĪŹƓ�7ƃ��Ǌ· 3aǋ�GrsA& L-Phe

$½ƞĽŊï7/� A-domain7ė�4 NRPSeFfnjǊ120 kDaǋ �4�oč�GrsB& 4�% NRPS

eFfnj
2ħô�54ßÆLmXAƞǊ508 kDaǋ �3�1�%LmXAƞs$�5�5 L-Pro�

L-Val�L-Orn�L-Leu$½ƞĽŊï7/� 4�% A-domain7ė��	4�+��GSŅńƀ �4

Aneurinibacillus migulanus 7¼ǅ��ëńļû�ĳ7�ƈ���ŭ	��ëńļû�ĳ7 L-Phe-�L-Pro-�

L-Orn-BPyneǊ1,2,4ǋ �Ł��UVĻÚ�AiOA©î$13ĩƚ%Û�7ƃ��Ǌ· 3aǋ�SDS-PAGE

%ƌĠ$13�GrsA�GrsB%�Íƴ%�Ų$h]j LmXAƞ�ĥ��5�Ǌ· 3bcdǋ��52L

mXAƞ%h]j &��5�5 L-Phe-�L-Pro-�L-Orn-AMS (6,7,9)%ĵ�$13ĽŊō$ƼÔ�5�

Ǌ· 3bcdǋ�Ėé$�GrsB& 4�% A-domain7ė��	4�.�L-Pro-�L-Orn-AMS-BPyneǊ2,4ǋ�

ĩō �4A-domain%,$Ƭúō$Ŭ¯�4�!$1��GrsB7h]j ��	4
ĥƏ7ƃ���

ëńļû�ĳ7 L-Phe�L-Pro-�L-Val-�L-Orn-�L-Leu-AMSǊ6-10ǋ �Łé�\ln[ 2�47ĵ���

GrsB%h]j 7 SDS-PAGE$13Ɠ�����%Ŭġ�\ln[ 2�4$14 GrsB%h]j &�

�5�5 L-Pro-AMSǊ7ǋ�L-Orn-AMSǊ9ǋ%ĵ�$1��%,ƼÔ�54�!
2�i?mTƕƚǆ

�$1�� L-Pro�L-Orn$½ƞĽŊï7ė�4 A-domain$�5�5Ƭúō$Ŭ¯�4�!$1��Ƌ

ĸ�54�!�ŕ�5�Ǌ· 3eǋ� 
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· 4. NRPSưŦıï%\lZ9;imB�(a) 
®ëńļû�ĳ7ņ	�GrsA�1(GrsB%h
]j �1( GSńŅƴ�(b) DSM 5759û�ĳ
7ņ	� NRPSŌŀ%ūĒÄ �1(®Ēƺå
�3% GSńŅƴ�· 4a�4b&Ƃ�ň�Ǌλex = 
532 nm�λem = 580 nmǋ7ŕ��	4� 

 
· 3. ëńļû�ĳ7ņ	�\ln[ (1,2,3)$14 NRPS (GrsA,GrsB)%h]j �(a) h]j %Ħ
ŉ·�(b) \ln[ 1$14 GrsA%h]j �(c) \ln[ 2$14 GrsB%h]j �(d) \ln[
4$14 GrsB%h]j �(e) Ş¯ōƼÔ� (6-10)Î¸q%��4\ln[(2,4)$14 GrsB%h]j
 �· 3a$�	��thiolation (T)�condensation (C)�epimerase (E)�adenylation (A) [A1: L-Phe; A2: L-Pro; 
A3: L-Val; A4: L-Orn; A5: L-Leu$½ƞĽŊï7ė�4 A-domain]%ŉƗ7ņ	�ƅƐ��	4�· 3b-3e
&Ƃ�ň�Ǌλex = 532 nm�λem = 580 nmǋ7ŕ��	4� 
 

3. NRPSưŦıï%\lZ9;imB 

� NRPS&�ëƴ
�oƪï$Ōŀ�4LmXAƞ

 �4�.�Ůųō$ƌĠ��ĪŹƓ��4�!

&ÕĐ#�! &#	�o¶!��Êƿť$ƫî

­Ź#ƌĠøƄ�Î¸�#	�!�ÿ�254�

�� �A-domain$Ø�4Ƭúōh]j � L-Phe-�

L-Leu-AMS-BPyneǊ1,5ǋ7ņ	� NRPSǊA-domainǋ

ưŦıï%ŮųōƌĠ)±��Ė�%«3Ū,7

ũy�4 8�4ř% A. migulanus ǊDSM 5668, DSM 

5759, DSM 2895, ATCC 9999ǋ� GSńŅƀ!���

Î�5�	4��52ëńļĢ7 NBYS¼¹�YP

¼¹ ¼ǅ�4�!$13�DSM 5759�ATCC 9999

& GSńŅï7ŕ�%$Ø��DSM 5668�DSM 

2895&��ńŅï7ŕ�#	�!�¿³�5�

	4 9�+���52ëńļĢ7 YPG¼¹ǊGS

ńŅ¼¹ǋ ¼ǅ��\ln[ 1,5$13 DSM 

5759�ATCC 9999�Ōŀ��	4 GrsA�GrsB%

h]j 7ĥƏ���+��YPG¼¹)!¼ǅĞ{7ÄĔ�4�!$13�DSM 5668�DSM 2895%

GSŅń7ƖÛ��¼ǅĞ{7Ėƫ  �#	
ĥƏ7ƃ����2$�ŌŀƖÛ�5� GrsA�GrsB

7\ln[ 1,5$1��ĥ� �4�!7ęè����� �4ř%ëńļĢ7 YPG¼¹ 24Ēƺ¼

ǅ�ëńļû�ĳ7Ƙƈé�\ln[ 1,57ĵ�� GrsA�GrsB%h]j 7ƃ����%Ŭġ�DSM 

5759�1( ATCC 9999û�ĳs \ln[ 1$14 GrsA%h]j �Ƌĸ�5�Ǌ· 4aǋ��2$�

\ln[ 57�ņ�4�!$13 DSM 5759�ATCC 9999$��� DSM 5668û�ĳs$�	�/ GrsB

7ĥ��4�!� ��Ǌ· 4aǋ�oč�DSM 2895û�ĳs &\ln[ 1,5$14 GrsA�1( GrsB

%h]j &Ƌĸ �#
��Ǌ· 4aǋ�+��\ln[$14h]j ǊGrsA�GrsBŌŀƴǋ%Ŭ

ġ&�GSńŅƴ!ſ	őƻ7ŕ�� Ǌ· 4aǋ�ŭ	��DSM 57597ņ	� NRPSŌŀ%ūĒÄ 7

ƥƟ�4�!!���¼ǅƹË
2 12�16�20�24Ēƺé%ƀ�7µª��ëńļû�ĳ7Ƙƈé�
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\ln[ 1,5 �Ł���SDS-PAGEƌĠ%Ŭġ
2�GrsA&�¼ǅƹË 16Ēƺé
2Ƌĸ�5��

%Ōŀƴ&Ēƺūƪ!!/$ÂÆ��Ǌ· 4bǋ�oč�GrsB&�¼ǅƹË 12Ēƺé$&ĥ��5��

%Ōŀƴ& 16Ēƺé$ĖÆ!#3Ēƺūƪ!!/$ĶÜ��Ǌ· 4bǋ��5&�GSńŅƴ�Æ��Â

�4Ēƺ!ſ�oż��Ǌ· 4bǋ�+��grsA�1( grsB&�aiEGSlUOA$ƭ~ÍŌŀ��

ê�5�	4$/ƻ62� 10�LmXAƞk]j &��Ŋ#��Ōŀ\lZ9;j7ŕ����%

1
$�A-domain$Ø�4h]j �&�Çĺ ¯ļńŅƀ�4	&ǁńŅƀ%Ƭ��¼ǅĞ{%ă

ŧ�NRPS%�óƌĠ)îņ�4�!� ��\lQ=ncƌĠ)±��ėņ#�ÍPnj$#4!ę

è�54� 

 

4. +!.!ÝĘ 

ĝœś &�A-domain%ė�4§Ö#½ƞĽŊï$Œŏ�4�!$13�Êƿť$Î¸�4

A-domain/NRPS7ƢƦ�ţ��ǉòä$h]j �4¯ô ¯ļŴ7ƹŌ����52h]j �&�

i?mTƕƚǆ�$1��ǉƬúō$ A-domain/NRPS7ĥ� �4�xé&��52oƨ%½ŎøƄ

$Ŝź��ě�ņƭ~ÍƝĹ%ŮųōăŧøƄ�1(ŋ¦Ũƀ%uĬzƙ�ê½Ŏ%ħŢ)!œś7

Ýƹ�4tÑ �4� 

 

ƙơ 

� ĝœś&�wƯÆÏÆÏƽƁÏœśŘ¡Ɓ�ôð¿ŘÏÙć� ĂƛœśÓ$�ÒĎ��	4/% 

��Ăƛŗđĉā$&áďǃ
2ŃÆ#�Ćą!�þÛ7ǂ	��3���$¥�êŖŇ���+��

+��ď�ÒǇ7�$ÒĎ��	4xƳŵĮ�şvđÈĮ$ì
2òƙż�+��ƞƴ�Ġ$14L

mXAƞ°ÑÒǇ &�Ł ÏœśöłÁƝĹŘÏœśImLnń´�ÍƌĠgUOSinMn¾�

Ő¤Ã�Ù|øàƶĚ�Ɔ¤Ã$ÅÆ#4¢�7ǂ	��3���$Ĵ�òƙż�+��ĝœś&�

ďĝÏƄĀŽ}ŘÏœśƜƇ�Ƶ%Ćą$13ÒĎ�5+��� 
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⏕࿨ࢆᶍೌࠊࡣ࡜ࡇࡿࡍ㛗ᖺࠊከࡀ⪅✲◊ࡢࡃ┠ᣦࡓࡁ࡚ࡋ┠ᶆࠋࡿ࠶࡛ࡘ୍ࡢ⏕࿨ࠊࡣேᕤⓗ࡟

࡚ࡗࡶࢆ᪉ྥᛶ࡞ࠎᵝ࡚࠸࠾࡟Ꮫၥศ㔝ྛࠋࡿ࠸࡚ࡋ᭷ࢆ㨩ຊ࡞ከᵝࡘ࠿㞧「ࠊ࠸࡞࠸࡚ࡏฟࡾసࡣ

ࡀࢺࢵேᆺࣟ࣎ࡓ࠼ഛࡡවࢆᶵᲔ㐠ືᛶ࡜⬟▱ேᕤࠊࡣ㏆࡛᭱ࠊࢀࡉ᥎㐍ࡀ✲◊ࢫࢡ࢕ࢸ࣓࣑࢜࢖ࣂ

ᕷ㈍ࠋࡓࡁ࡚ࡗ࡞ࡶ࡟࠺ࡼࡿࢀࡉ 
໬ᏛࡢどⅬࡕࢃ࡞ࡍࠊ✲◊ࢫࢡ࢕ࢸ࣓࣑࢜࢖ࣂࡿࡅ࠾࡟⏕యᶍೌ໬Ꮫ1950ࠊࡣ ᖺ௦ࡽ࠿άᛶ໬ࡓࡋ

ࡿࡍࡾࡓࡋ㉸ศᏊ໬ࡾࡓࡋᣑᙇࢆศᏊᵓ㐀ࡢ㓝⣲⿵ࠊࡋⓎᒎࡽ࠿ᶵᵓ᥈ồࡢ཯ᛂࡿࡍゐ፹ࡀ㓝⣲⿵ࠋ[1]

ᑐ࡟ࢳ࣮ࣟࣉ࢔ࡢࡽ࠿⬟ศᏊᶵࡿࡅ࠾࡟໬Ꮫ࡞࠺ࡼࡢࡇࠋࡓࡁ࡚ࡋ⌧ᐇࢆᶍೌ཯ᛂ࡞⩏᭷ពࠊ࡛࡜ࡇ

ࡃືࡐ࡞ࡣ⬊⣽ࠋࡿ࠸࡚ࢀࡽࡵ㐍ࡀ✲◊ࡢࡽ࠿ᶍೌ࡜᥈ồࡢែືࡢ࣒ࢸࢫࢩ࿨⏕ࠊࡣᏛ࡛⌮≀ࠊ࡚ࡋ

ࠊ࡟ඹ࡜㛵ᚰࡓࡗ࠸࡜ࠊ࠿ࡢࡿࡇ㉳࡚ࡋ࡟࠺ࡼࡢ࡝ࡣ⥆⥅ࡢ࿨άື⏕ࡿΏ࡟ୡ௦㛫ࠊ࠿ࡢࡿࡁ࡛ࡀ࡜ࡇ

࠸࡜㑇ఏᏊࡸ࣮ࢱศᏊ࣮ࣔࠊࡣㄢ㢟࡞࠺ࡼࡢࡇࠊࡣ⪅໬Ꮫ࡞࠺ࡼࡢ⪅➹ࠋࡿ࠸࡚ࡋᵓ⠏ࢆࣝࢹࣔࡢࡑ

ศᏊ࣮ࣔࠊࡤ࠼౛ࠋ࠺ࡲࡋ࡚ࡋ㘒ぬ࠸ࡘࠊ࡜ࡿ࠶ၥ㢟࡛ࡃゎ࡛∦௜⌮ࡢ⛬໬Ꮫ㐣ࡢศᏊࡢࠎಶࠊࡓࡗ

ࠊᡃ࡛ୖࡢࢡࣥࣜࢺ࣮ࢣࢫࡢࣝࢶࣝࢶࠊࡋ࠿ࡋࠋ࠺ࡲࡋ࡚࠼⪄࡜࠺ࢁࡔࡃື↛ᙜࡣ⬊⣽ࡤࡅືࡀ࣮ࢱ ࠎ

ࢇ࡝ࡀ࣮ࢱศᏊ࣮ࣔࠊ࡜࠸࡞ࡋ⬟ᶵ࡟༠ྠⓗࡀ᧿ᦶ࡞㐺ษࠊᵝྠ࡜ࡢ࠸࡞ࡵ㐍࡟๓ࡶ࡚ࡋ࠿ືࢆ⬮ࡀ

ࡵࡓࡿࡍᶍೌ࡟໬Ꮫⓗࢆ࿨⏕ࡿ࠶࡛㇟⌧࡞ⓗືࠊࡕࢃ࡞ࡍࠋ࠸࡞ࡁ࡛ࡀ࡜ࡇࡃືࡣ⬊⣽ࡀ࠺ࡇື࡟࡞

࠸࡚ࡋᶍೌ࡚ࡋ࡜࣒ࢸࢫࢩศᏊࡃാࡀࡳ⤌௙࡞༠ྠⓗࠊࡃ࡞ࡣ࡛ࡅࡔࡿࡍ┠ὀ࡟ศᏊࡢᶵ⬟ᛶࠊࡣ࡟

ࣝࢡࢩ࣋ࠊࡣⳢཎṇ◊✲ᐊ࡛ࡓࡋᡤᒓ࡚ࡋ࡜༤ኈ◊✲ဨࡀ⪅➹ࠊୗࡢどⅬ࡞࠺ࡼࡢࡑࠋࡿ࠶ࡀᚲせࡃ

ࡢෆ࡛ࣝࢡࢩ࣋ࠊᵓ⠏[2]ࡢゐ፹ⓗ⮬ᕫ⏕⏘⣔⮬ࡢ PCR ཯ᛂ[3]࡜㐃ືࣝࢡࢩ࣋ࡓࡋ⮬ᕫ⏕⏘⣔ࡢᵓ⠏[4]

ᶍ࡚ࡋ࡜࣒ࢸࢫࢩ㸧ศᏊ࡞࠺ࡼ࠸࡞࠼ᛮࡃ඲ࡣ࡜ࡿ࠸ఝ࡚࡜࿨⏕ࡣ࡚ࡋ࡜㸦ศᏊࢆែືࡢ࿨⏕ࠊ࡝࡞

 ࠋࡓࡁ࡚ࡋᒎ㛤ࢆ✲◊ࡃ࠸࡚ࡋೌ
࡟⟆ᛂ่⃭ࠋࡿ࠸࡛ࢇ⤌ࡾྲྀ࡟✲◊ࡍ࠿ື࡚࡚❧ᗎ⛛ࢆᛂ⟅ᆺศᏊ࡛ศᏊ㞟ྜయ่⃭ࠊᅾ⌧ࡣ⪅➹

࠶௦⾲౛࡛ࡢࡑࡣㄏᑟయࣥࢮࣥ࣋ࢰ࢔ࠋࡓࡁ࡚ࢀࡉ๰ฟࡃከᩘ࡛ࡲࢀࡇࠊࡣศᏊࡿࡍࢆᵓ㐀ኚ໬ࡾࡼ

ࠊࡓࡲࠋࡿࡍᛶ໬␗࡜࡬యࢫࢩࠊࡾࡼ࡟S-S*ບ㉳ࡿࡼ࡟⣸እග↷ᑕࠊࡣࣥࢮࣥ࣋ࢰ࢔యࢫࣥࣛࢺࠋࡿ

ࡿࡼ࡟どග↷ᑕྍࠊࡣࣥࢮࣥ࣋ࢰ࢔యࢫࢩ n-S*ບ㉳ࢫࣥࣛࢺࠊࡾࡼ࡟⇕ࡸయ࡜࡬ᡠྍࡢࡇࠋࡿ㏫࡞ග

␗ᛶ໬ࠊࡾࡼ࡟ศᏊࡣ኱ࡃࡁᵓ㐀ኚ໬ࠊࡋග྾཰Ἴ㛗ࠊ㑄⛣཮ᴟᏊ࣮࣓ࣔࣥࠊࡁྥࡢࢺᴟᛶࡶኚ໬ࡍ

࣋ࢰ࢔ࠋࡓࡁ࡚ࢀࡉሗ࿌ࠎᩘࠊࡶ࡚࠸࠾࡟㛵ಀࡢᙜ㒊఍ࠊࡀ✲◊ࡓࡋ࠿ά࡟㉸ศᏊ⣔ࢆᚩ≉ࡢࡇࠋࡿ

DNAࠊໟᦤ⬟ไᚚࡢ[6]ࣝࢸ࣮࢚ࣥ࢘ࣛࢡࡸ[5]ࣥࣜࢺࢫ࢟ࢹࣟࢡࢩಟ㣭ࣥࢮࣥ ࡢࡑࡀ࡝࡞஧㔞໬ไᚚ[7]ࡢ

౛࡛ࠋࡿ࠶ග␗ᛶ໬ࡢࣥࢮࣥ࣋ࢰ࢔࡚ࡗࡼ࡟ᵓ㐀ࡸᶵ⬟࡛ࣝ࣋ࣞࣀࢼࡣ኱ࡃࡁኚ໬୍ࡿࡍ᪉ࢆࢀࡑࠊ

จ⦰⣔ࡢࡑࠊࡁ࡜ࡓࡋ࡟ᵓ㐀ኚ໬࡟ᛂࡢ࡝࡯ࡿࡌᕧどⓗ࡞ᙧែኚ໬ࢆᐇ⌧ࡣ࡜ࡇࡿࡍᐇࡣᅔ㞴࡛ࠋࡿ࠶

ụ⏣ࠊࡀࡽ೫ගࡢ࣮࣐࣏ࣜࣥࢮࣥ࣋ࢰ࢔࡚࠸⏝ࢆᕧどⓗᙧែኚ໬ࢆᐇ⌧19ࠊ[8]ࡣࡢࡓࡋ ୡ⣖༙࡟ࡤ➃

࠸⏝ࢆㄏᑟయࣥࢮࣥ࣋ࢰ࢔୧ぶ፹ᛶࠋࡿ࠶࡛࡜ࡇࡢ㏆᭱ࡃࡈࠊࡣ୰࡛ࡢṔྐࡢࣥࢮࣥ࣋ࢰ࢔ࡿࡍⓎࢆ

ࡑࠋࡓࡗ࠶ᙧែኚ໬࡛࡞ᚤどⓗࡣࡃከࡢࡑࠊࡢࡢࡶࡓࡁ࡚ࢀࡉ⌧ᐇࡶගㄏ㉳ᙧែኚ໬ࡢศᏊ㞟ྜయࡓ

ሗ࿌ࡢගㄏ㉳ᙧែኚ໬࡞ወᢤࠊࡢ࣒࣮ࢯㄏᑟయΰྜ࣏ࣜࣥࢮࣥ࣋ࢰ࢔ࠊࡿࡼ࡟ࡽ⏣ℊࠊ୰࡛࡞࠺ࡼࡢ

ࡇࡿࡍᑟධࢆࡳ⤌௙࡞༠ྠⓗࠊࡣ⪅➹ࠊୗࡢᬒ⫼✲◊࡞࠺ࡼࡢࡇࠋ[9]ࡿ࠼࠸࡜ࡿ࠶࡛ࡢࡶ࡞ඛ㥑ⓗࠊࡣ

ࠋࡓ࠼⪄࡜࠺ࡼࡋ⌧ᐇࢆࡁືࡿ࠶ࡢᗎᛶ⛛ࡢศᏊ㞟ྜయࡿࡍㄏ㉳ࡀග␗ᛶ໬ࣥࢮࣥ࣋ࢰ࢔ࠊ࡚ࡗࡼ࡟࡜
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⬡⫫᪘࢝ࣝ࣎ࣥ㓟ࡢ pKa ࡟⯡୍ࠊࡣ 4.7 ⛬ᗘ࡛ࠊࡋ࠿ࡋࠋࡿ࠶Ỉ୰࡛⮬ᕫ㞟ྜ໬࢟࣎ࣝ࢝ࠊ࡜ࡿࡍ

ࡢࡅ࠿ࡳࠊ࠸క࡟࡝࡞ኚ໬ࡢά㔞ࡢỈࠊࡸ⏝஫స┦࡞㟼㟁ⓗ࠺క࡟ῶᑡࡢᇶ㛫㊥㞳ࢩ pKa (pKaapp) ࡀ
ኚ໬ࣥ࢖ࣞ࢜ࠋࡿࡍ㓟ࡢሙྜࠊ⎔ቃ࡟౫ᏑࠊࡢࡢࡶࡿࡍpKaappࡀ 7.5 ⛬ᗘ࡛ࠊࡾ࠶pH 7.5 ௜㏆࡛ࠊࡣpH
ࣥ࢖ࣞ࢜ࠊ࡚ࡋ࡜ᯝ⤖ࠋࡿࡍኚ໬ࡃࡁ኱ࡀᡂẚ⤌ࡢࣥ࢜ࢽ࢔㓟ࣥ࢖㓟࣭࢜ࣞࣥ࢖ኚ໬࡛࢜ࣞ࡞࠿ഹࡢ

㓟ࠊࡣỈ୰࡛ pH ౫Ꮡⓗ࡞㞟ྜᣲືࠋࡍ♧ࢆpH 8.2 ⛬ᗘࣜ࢝ࣝ࢔ࡢᛶ࡛ࣥ࢖ࣞ࢜ࠊࡣ㓟ࡀࣥ࢜ࢽ࢔୺ᡂ

ศࡓࡗ࡞࡜஧ศᏊ⭷࣋ࢆࣝࢡࢩᙧᡂࠊࡋpH 7.9 ௜㏆࡛ࠊ࢜ࡣ ࠊࡀ⣣≧㞟ྜయࡢᡂ⤌࠸ከࡸࡸࡀ㓟ࣥ࢖ࣞ

pH 7.7 ௜㏆࡛ࠊ࢜ࡣ ⦅㸦ࡿࡍᙧᡂࢆ㞟ྜయࡢ≦ࢇࡏࡽࡓࡋᗘΰྜ⛬ྠࡀࣥ࢜ࢽ࢔㓟ࣥ࢖ࣞ࢜࡜㓟ࣥ࢖ࣞ

⾪ᾮࡢ✀㢮ࡸ ᗘࠊ࡛࡝࡞ᙧᡂࡿࡍ pH 㡿ᇦࡣኚ໬ࡿࡍ㸧[10]ࠋ 
ࡿ࠼ኚ࡚ࡗࡼ࡟እⓗ่⃭ࠊࢆ㊥㞳ࡢᇶ㛫ࢩ㓟࢝ࣝ࣎࢟ࣥ࢖ࣞ࢜ࡢ୰ࡢᕫ㞟ྜయ⮬ࠊࡶࡋࡶࠊ࡛ࡇࡇ

�㸽࠿࠺ࢁ࠶࡛ࡿ࡞࠺࡝ࠊࡤࡽ࡞ࡓࡁ࡛ࡀ࡜ࡇ ࣞ࢜ࠊ࡛ࡢࡿࡍኚ໬ࡀ⏝஫స┦ࡃാ࡟ᇶ㛫ࢩ࢟࣎ࣝ࢝

ࡢᇶࢩ㓟࢝ࣝ࣎࢟ࣥ࢖ pKaapp ẚࣥ࢜ࢽ࢔㓟ࣥ࢖㓟࣭࢜ࣞࣥ࢖ࣞ࢜ࡢ㞟ྜయෆ࡛ࠊࡾࡲࡘࠋࡿࡍኚ໬ࡀ

 ࠋࡿࢀࡉᮇᚅࡀ࡜ࡇࡿࡇ㉳ࡀᵓ㐀ኚ໬ࡢᕫ㞟ྜయ⮬ࠊࡋኚ໬ࡀ
␗ගࡢࣥࢮࣥ࣋ࢰ࢔ࠊࡋῧຍࢆㄏᑟయࣥࢮࣥ࣋ࢰ࢔ࠊ࡟ᕫ㞟ྜయ⮬ࡢ㓟ࣥ࢖ࣞ࢜ࠊࡣࡽ⪅➹࡛ࡇࡑ

ᛶ໬࡟క࠺ศᏊᵓ㐀ኚ໬ࣥ࢖࡚ࣞ࢜ࡗࡼ࡟㓟ࡢᖹᆒศᏊ㛫㊥㞳ࢆኚ໬ࠋࡓࡋ࡟࡜ࡇࡿࡳ࡚ࡏࡉ 
ࢆ(1)ࣥࢮࣥ࣋ࢰ࢔୧ぶ፹ᛶࠊࡋᑐ࡟࣒࢘ࣜࢺࢼ㓟ࣥ࢖ࣞ࢜ 10wt%ΰྜࠊࡋ⦆⾪Ỉ⁐ᾮ࡟ศᩓࡿࡏࡉ

pHࠊ࡜ ౫Ꮡⓗࠊࣝࢡࢩ࣋ࠊ࡟⣣≧㞟ྜయࢇࡏࡽࠊ≧㞟ྜయࡀ࡝࡞ᙧᡂࠋࡓࡋ⺯ග㢧ᚤ㙾365ࠊ࡚࠸⏝ࢆ 
nm ࡀࡉ㛗ࡣ⣣≧㞟ྜయࠊ࡜࡬ࣝࢡࢩ࣋࡞ᡥᖹࡣࣝࢡࢩ࣋ࠊ࡟࠺ࡼࡍ♧࡟ᅗ㸯ࠊ࡜ࡿࡍᑕ↷ࢆ⣸እගࡢ

ᩘ๭ఙࡓࡧ⣣≧㞟ྜయࠊ࡜࡬ᙧែኚ໬ࢇࡏࡽࠋࡓࡋ≧㞟ྜయࡃ࡝࡯ࢆࢇࡏࡽࠊࡣ᪉ྥࡢ࡬⛛ᗎࡓࡗࡔ

ᅇ㌿㐠ືࢆⓎ⌧435ࠊࡶࢀࡍ࠸ࠋࡓࡋ nm  ࠋ[11]ࡓࡋ♧ࢆᙧែኚ໬ࡢ࡬㏫᪉ྥࠊ࡜ࡿࡍᑕ↷ࢆどගྍࡢ
ᅇ㌿㐠ືࠊ࠺࠸࡜つ๎ᛶࡿ࠶ࡢᕧどⓗ࡞㐠ືࢆᐇ⌧࡛ࣥ࢖ࣞ࢜ࠊࡣࡢࡓࡁ㓟ࡢ≉ᚩⓗ࡞⮬ᕫ㞟✚ᛶ

ࡿࡅ࠾࡟⣸እග↷ᑕୗࠋࡿ࠶࡛ࡢࡶࡿࡍ᮶⏤࡟ 1 ศᏊ㛫㊥㞳ࡢ㞟ྜయࠊࡀග␗ᛶ໬ࢫࢩ࣭ࢫࣥࣛࢺࡢ

ᅇ࡜࠺ࡼࡋኚ໬࡜࡬㞟ྜయࡢ≦⣣ࠊࡋ᪼ୖࡀ๭ྜࡢࣥ࢜ࢽ࢔㓟ࣥ࢖ࣞ࢜ࡢ㞟ྜయࠊ࡟᫬ྠ࡜ࡿࡆᣑࢆ

㌿㐠ືࢆⓎ⌧ࠊ࠾࡞ࠋࡿ࠸࡚ࡋ⣸እග↷ᑕࡿࡼ࡟ 1 㓟ࣥ࢖ࣞ࢜ࠊ࡚ࡗࡼ࡟ග␗ᛶ໬ࢫࢩ࣭ࢫࣥࣛࢺࡢ

࡜ 1 ⣸ࠊࡓࡲࠋࡿ࠸࡚ࡗ࡞࡜࠿ࡽ࡚᫂ࡗࡼ࡟㠃ᅽ ᐃ⾲ࠊࡣ࡜ࡇࡿࡀᗈࡀ✚ᖹᆒศᏊ᩿㠃ࡢ⭷ΰྜࡢ

እග↷ᑕୗࢩ࡚࢟࣎ࣝ࢝࠸࠾࡟ᇶࣥࢺࣟࣉ⬺ࡢ໬ࡀ㉳ࠊࡣ࡜ࡇࡿ࠸࡚ࡁpH ⁲ᐃࡧࡼ࠾ FTIR ᕪࢡ࣌ࢫ

 ࠋ[12]ࡓࢀࡉㄆ☜࡚ࡗࡼ࡟ ィࡢࣝࢺ
1ࠊࡋᑐ࡟ࣥࢳࢩ༸㯤ࣞࠊࡓࡲ ࢆ 20wt%⛬ᗘΰྜ࡚ࡋᙧᡂ࡟ࣝࢡࢩ࣋ࡓࡋᑐ࡚ࡋ⣸እග↷ᑕࡓࡋࢆሙ

ࣗࢳ࣓ࣛࣛࢳ࣐ࣝ≦ࢇࡏࡽࡓࡋᡂศ࡛ᙧᡂྠࠊࡾ࠶࡛ࡅࡔࡓࡋ♧ࢆኚ໬ࡢᗘ⛬ࡿࢀࡺࡀࣝࢡࢩ࣋ࠊྜ

ࣥࢮࣥ࣋ࢰ࢔ࠊࡶࡽ࠿࡜ࡇࡢࡇࠋࡓࡗ࠶࡛ࡳࡢࡿ࠼㸣ኚᩘࢆࡉ㛗ࡢࡑࠊࡶ㸧࢚࣑ࣥࣜ≦ࢇࡏࡽ㸦ࣈ࣮

ㄏᑟయࡢග␗ᛶ໬࡟క࠺ᵓ㐀ኚ໬࡟ຍࢩ࢟࣎ࣝ࢝ࠊ࠼ᇶࡢ㓟ゎ㞳࠺࠸࡜ศᏊࡢ༠ྠⓗ࡞᣺ࠊࡀ࠸⯙ࡿ

ᕧどⓗࡘ࠿⛛ᗎᛶࡿ࠶ࡢ㐠ືⓎ⌧ࡢ㘽ࡀ࡜ࡇࡿ࠸࡚ࡗ࡞࡟㢮᥎ࠋࡿࢀࡉ 

 

ᅗ㸯 ࢜ࣞࣥ࢖㓟ࣥࢮࣥ࣋ࢰ࢔࣭࣒࢘ࣜࢺࢼㄏᑟయ(1)ΰྜศᏊ㞟ྜయ㸦ᾮᬗ┦㸧ࡢගㄏ㉳ᙧែኚ໬ 
(a) ࣋ࡢࣝࢡࢩኚᙧ (b) ⣣≧㞟ྜయࡢఙ㛗࡜཰⦰㸦ͤ㒊ศ࡛ࢇࡏࡽࠊࡣ≧㞟ྜయࡿࡅ࡝࡯ࡀᙧែኚ໬ࡶ

⫣ᩥ⪄ᅇ㌿㐠ື㸦ཧࡢ㞟ྜయ≦ࢇࡏࡽ 㸧 (c)ࡿࢀࡽࡳ 11  ࠋᥖ㍕㸧ࢆ⏬ື࡟㊊㈨ᩱ⿵ࡢ
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�㇟⌧ගㄏ㉳᣺ືࡢㄏᑟయΰྜศᏊ㞟ྜయ㸦⤖ᬗ┦㸧ࣥࢮࣥ࣋ࢰ࢔㓟࣭ࣥ࢖ࣞ࢜���

᫖௒ࠊศᏊࡧࡼ࠾㉸ศᏊࡢᶵᲔⓗ㐠ືࡢ๰ฟ◊✲ࠊ࡚࠸࠾࡟ᩓ㐓ⓗࡘ࠿⮬ᚊⓗ࡞㐠ືࢆ๰ฟࡇࡿࡍ

ࢆ࣮ࢠࣝࢿ࢚ࡢࡑࠊࡾ㝈ࡿࡅ⥆࠼୚ࢆ࣮ࢠࣝࢿ࢚ࠊࡣ࡜ᩓ㐓ⓗࠋ[13]ࡿ࠸࡚ࢀࡉㄆ㆑ࡃᙉࡀ㔜せᛶࡢ࡜

ᾘ㈝ࠊࡿࡅ⥆ࡁື࡚ࡋᖹ⾮ࡽ࠿㐲ࡃ㞳ࡓࢀᛶ㉁࡛ࠊࡾ࠶⮬ᚊⓗࠊࡣ࡜㐠ືࡿࡍ≀య⮬యࡢ≉ᛶ࡟⛛ᗎ

Crediࠊᮏᖺࡤ࠼౛ࠋࡿ࠶ᛶ㉁࡛ࡿࡍࢆ㐠ືࡓࢀࡽࡅ࡙ ࣮࢚ࣥ࢘ࣛࢡ࡜㍈ࡢㄏᑟయࣥࢮࣥ࣋ࢰ࢔ࠊࡣࡽ

ࡶࢆᴟᛶ࡜࡬཯ᑐഃࡽ࠿➃∦ࡢ㍈ࡀ⎔ࠊ࡚࠸࠾࡟ග↷ᑕୗࠊࡋᡂྜࢆࣥࢧ࢟ࢱᨃࣟࡿࡍ᭷ࢆ⎔ࡢࣝࢸ

ࠋ[14]ࡿ࠸࡚ࡋሗ࿌ࢆ࡜ࡇ㸧ࡍ㏉ࡾ⧞ࢆࢢࣥ࢕ࢹࢵࣞࢫࣥ࢔࣭ࢢࣥ࢕ࢹࢵࣞࢫ㸦ࡿࡍື⛣࡟ⓗ⥆⥅࡚ࡗ

Ἴ㛗ࡶ࡟ࢀࡎ࠸యࢫࢩయ࣭ࢫࣥࣛࢺࡢࣥࢮࣥ࣋ࢰ࢔ࠊࡣࡘ୍ࡢ㇟⌧㘽ࡢሗ࿌ࡢࡇ 400㹼500 nm 㡿ᇦࡢ

࡟ n-S*྾཰ࠊࡾ࠶ࡀ㟷Ⰽග↷ᑕୗ࡛ࢫࣥࣛࢺࠊయࢫࢩ࡜యࡢ㛫࡛ࡢග␗ᛶ໬ࡾ⧞ࡀ㏉࠶࡛㇟⌧ࡿࢀࡉ

ࠋ࠸࡞ࢀࡉほᐹࡣ࡚ࡋ࡜ᕧどⓗ㐠ືࡽࡀ࡞ṧᛕࠊࡣ㐠ືࡢศᏊࡢᾮ୰࡛⁐ࡢගᐃᖖ≧ែ࡛ࡢࡽᙼࠋࡿ

୍᪉࡛ࠊFeringa ࠊ[15]࡟࠺ࡼࡓࡋ⌧ᐇࢆ㐠ືࡢయ≀࡛࡜ࡇࡿࡏࡉ✚㞟ࢆ࣮ࢱග㥑ືศᏊ࣮ࣟ࡟ୖ┙ᇶࡀ

㐺ษ࡞༠ྠ⌧㇟ࡀാࡃ㞟✚ᆺศᏊࡾ⧞ࠊ࡛࡜ࡇࡿࡍ࡟࣒ࢸࢫࢩ㏉ࡋᛶ࡜᪉ྥᛶྍࡿ࠶ࡢどⓗ㐠ືࢆᐇ

 ࠋ࠸࡞ࢀࡋࡶ࠿ࡿࡁ࡛⌧
࡜㓟ࣥ࢖ࣞ࢜ࠊࡣࡽ⪅➹ 1 㟷Ⰽ㸦Ἴ㛗ࡢࡑࠊࡋㄪ〇ࢆศᏊ㞟ྜయࡢ┦ᬗ⤖ࡿ࡞ࡽ࠿ 435 nm㸧ග↷ᑕ

ୗ࡛Ⓨ⌧ࡿࡍ㐠ືࢆほᐹࠋࡓࡋ⤖ᬗࠊࡣศᏊ࡟≦࣓ࣛࣛࡀ㞟✚୍ࠊࡓࡋ㎶ᩘ༑ ȝmࠊཌࡉ 1 ȝm ᮍ‶ࡢ

ᖹࣥ࢖ࣞ࢜ࠊࡾ࠶࡛≦⭷ⷧ࡞ࡽ㓟࡜ 1 ࡣᡂẚ⤌ࡢ 4:6 ࠿ᖹ㠃ᆺࠊࡣᬗ⤖ࡢࡑ㟷Ⰽග↷ᑕୗ࡛ࠋࡓࡗ࠶࡛

㸦ᅗ㸰㸧ࡓࡋ㏉ࡾ⧞࡟࿘ᮇⓗࢆ㐠ືࡿᡠ࡟ᖹ㠃ᆺࡢග↷ᑕ࡛ඖࡿ࡞ࡽࡉࠊᚋࡓ࠼ኚࢆᙧែ࡜࡬ᒅ᭤ᆺࡽ
ᩓ㐓ࠕࡍ㏉ࡾ⧞ࢆ㐠ື࡚ࡋ㈝ᾘࢆ࣮ࢠࣝࢿ࢚ࡓ࠼୚ࠊࡣ࠸⯙ࡿ᣺ࡿࡍẚ౛࡟ගᙉᗘࡀ᣺ື࿘Ἴᩘࠋ[16]

ᛶࠖࡓࡲࠊࢆ㐠ືᙧែࡀ㞟ྜయࡢᵓ㐀࡟≉ᚩ௜ࡿ࠸࡚ࢀࡽࡅⅬࠊࡣ㐠ືࠕࡢ⮬ᚊᛶࠖࠋࡿ࠸࡚ࡋ♧ࢆ 
ᑠゅഃࡢ X ⥺ᅇᢡࠊࡽ࠿ᬯᡤࡿࡅ࠾࡟⤖ᬗࡣ㠃㛫㝸 4.6 nm ↷㟷Ⰽගࠊ᪉୍ࠋࡓࡗ࠿ศࡀ࡜ࡇࡿ࠶࡛

ᑕୗ࡛ࠊࡣ㠃㛫㝸 4.6 nm 㠃㛫㝸ࠊ࠼ຍ࡟ᬗ⤖ࡢ 4.0 nm ࡇࠋࡓࡗ࠿ศࡀ࡜ࡇࡿ࠸࡚ࡌ⏕ࡀᬗ⤖࡞ࡓ᪂ࡢ

ࠊࡓࡲࠋࡿ࠸࡚ࡋ♧ࢆ࡜ࡇࡿ࠸࡚ࢀࡉ㏉ࡾ⧞ࡀ⛣㌿┦ࡢ㛫࡛ࡢ┦ᬗ⤖ࡢࡘ஧ࠊ㟷Ⰽග↷ᑕୗ࡛ࠊࡣࢀ

᣺ືᣲືࡢ཯ᛂ㏿ᗘㄽⓗゎᯒࠊࡽ࠿⤖ᬗ┦ࡢ㐪࡚ࡗࡼ࡟࠸ග␗ᛶ໬཯ᛂ㏿ᗘࠊࡾ࡞␗ࡀ┦㌿⛣๓ᚋ࡛

ග␗ᛶ໬཯ᛂࡢࡅ࠿ࡳࡢ᪉ྥࡀ㏫㌿ࠊࡕࢃ࡞ࡍࠋࡓࡗ࡞࡟☜᫂ࡀ࡜ࡇࡿ࠸࡚ࡋᖹ㠃ᆺ(㠃㛫㝸 4.6 nm)
ᒅࡓࡌ⏕࡚⤒ࢆ⛣㌿┦ࠊࡋ⾜㐍ࡀග␗ᛶ໬ࡢ࡬యࢫࢩࡽ࠿యࢫࣥࣛࢺ㟷Ⰽග↷ᑕୗ࡛ࠊࡣᬗෆ࡛⤖ࡢ

᭤ᆺ(㠃㛫㝸 4.0 nm)ࡢ⤖ᬗෆ࡛ࠊࡣ㟷Ⰽග↷ᑕୗ࡛ࢫࢩయࢫࣥࣛࢺࡽ࠿యࡢ࡬ග␗ᛶ໬ࡀ㐍⾜ࠊࡋ⤌ᡂ

 ࠋࡿ࠸࡚ࡗᡠ࡜࡬┦ࡢඖࡶ┦ᬗ⤖ࠊ࡟ඹ࡜ࡿᡠ࡟ែ≦ࡢඖࡀ
⋠཯ᛂຠࡀኚ໬ࡢ✚ග྾཰᩿㠃ࡿࡼ࡟⛣㌿┦ࠋ࠿ࡢࡿࡍኚ໬ࡀ⋠཯ᛂຠ࡚ࡗࡼ࡟┦ᬗ⤖ࠊࡐ࡞ࡣ࡛

⋠཯ᛂຠࠊࡏࡉኚ໬ࢆ㝽✵࡞ᚲせ࡟ග␗ᛶ໬ࡀኚ໬ࡢศᏊ㓄ิࡢᬗෆ࡛⤖ࠊࡣ࠸ࡿ࠶ࠊࡿ࠸࡚࠼ኚࢆ

ᶵࡢูࠊࡽ࠿࡜ࡇࡿ࠶ᅾᢞ✏୰࡛⌧ࠊࡣ࡚࠸ࡘ࡟㇟⌧ᮏࠋࡿࢀࡽ࠼⪄ࡀ࡜ࡇࡓࡗ࠸࡜ࠊࡿ࠸࡚࠼ኚࢆ

఍ࡢࡑ࡚࡟ヲ⣽ࢆ⤂௓ࠋ࠸ࡓࡋ 

 

ᅗ㸰 ࢜ࣞࣥ࢖㓟ࣥࢮࣥ࣋ࢰ࢔࡜ㄏᑟయ(1)ΰྜศᏊ㞟ྜయ㸦⤖ᬗ┦㸧ࡢගㄏ㉳⮬ບ᣺ື
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�࡟ࡾࢃ࠾���

ศᏊࡢ⮬ᕫ㞟ྜࠊ࡜እ⏺ࡢࡽ࠿⥅⥆ⓗ࣮ࢠࣝࢿ࢚࡞ᦤྲྀ㸦໬Ꮫ཯ᛂ㸧ࡀ㐃ື࡚ࡗࡼ࡟࡜ࡇࡿࡍᙧᡂ

୍ࠋࡿ࠶࡛⌮ᇶᮏⓗཎࡢ⌧࿨⌧㇟Ⓨ⏕ࡿࡍ᭷ࢆ⬟ⓗᶵື࡜ᜏᖖᛶࠊࡣ㇟⌧᫬✵㛫⮬ᕫ⤌⧊໬ࠊࡿࢀࡉ

᪉࡛ࡢ࡛ࡲࢀࡇࠊ໬Ꮫࠊࡣ⮬ᕫ㞟ྜࠕࠊࡵྵࢆ✲◊ࡢᖹ⾮࡟㏆࡙ࡃ⣔ࠖࠕࠊࡸᖹ⾮ࢆࠖ㇟⌧ࡿࡅ࠾࡟୺

࡚ࡋ࡜㇟ᑐࢆែࠖ≦ࡿ࠸࡛ࢇṚࠕࡸᵝᏊࠖ࠺࠿ྥ࡟Ṛࠕࠊࢀࡒࢀࡑࠊ࡜ࡿࡍ᥮ゝࠋࡓࡁ࡚ࡋ࡟㇟ᑐࡿࡓ

ࡵࡓࡃ࠸࡚ࡋ๰ฟࢆ㇟⌧ࡓࢀ㞳ࡃ㐲ࡽ࠿⾮ᖹࠊ㇟⌧ࡓࡁ⏕࡞࠺ࡼࡢ࿨⏕ࠋࡿ࠶ࡶ࡛࡜ࡇ࠺࠸࡜ࠊࡓࡁ

ࠋࡿࢀࡽࡵồࡀ⾡ศᏊᢏࡿࡍゎ⌮ࢆࡳ⤌௙ࡢࡑࠊ࡜⾡ศᏊᢏࡢタィ࣭ྜᡂࡓ࠼ぢᤣࢆᕫ⤌⧊໬⮬ࠊࡣ࡟

࡜ே୍ࡢ⪅✲◊ⱝᡭࠋࡿ࠶࡛࣐࣮ࢸ✲◊࡞ෑ㝤ⓗ࡟┿ࡣᵓ⠏ࡢࡑࠊࡾ࠶࡛⇍ᮍᡂࡣ⌮Ꮫࡢࡑࠊࡋ࠿ࡋ

 ࠋࡿ࠸࡚ࡗᛮ࡜࠸ࡓࡁ࠸࡚ࡋ⥆⥅ࢆ✲◊ጼໃ࡛࡞ᣮᡓⓗࡶ࡜௒ᚋࠊ࡚ࡋ
 
ㅰ㎡�

ᮏ◊✲ࠊࡣ໭ᾏ㐨኱Ꮫ኱Ꮫ㝔⌮Ꮫ◊✲㝔໬Ꮫ㒊㛛ᾮయ໬Ꮫ◊✲ᐊ࡛⾜ࡓࡗᡂᯝ࡛ࠊࡾ࠶Ṋ⏣ᐃᩍᤵ

ࡢࠎᩘࡢᏛ⏕ㅖẶࠊࡵྵࡶᡂᯝ࡞࠺ࡼ࠸࡞ࡽ࡞࡟ሗᩥࠊࡓࡲࠋࡍࡲࡆୖࡋ⏦ឤㅰ࡟༠ຊࡈ࡜ຓゝࡈࡢ

ᐇ㦂ࡿࡼ࡟༠ຊࡢ✲◊ࠊࡀ⫼ᬒࠊ࡟≉ࠋࡍࡲࡆୖࡋ⏦ࢆ࡜ࡇࡿ࠶࡟ụୖᬛ๎Ặࠊࡣ࡟⮬ບ᣺ື⌧㇟ࡢ

Ⓨ⌧࡜ᶵᵓ᥈ồࠊ࡚࠸ࡘ࡟ከ኱࡞㈉⊩࡚ࡋࢆ㡬ࠋࡓࡋࡲࡁFTIR ᕪࣝࢺࢡ࣌ࢫィ ࡢ◊⌮ࠊࡣ࡚࠸ࡘ࡟

ஂಖ⛱ඛ⏕࣭ᮌᮧဴᑵඛ⏕㸦⌧࣭⚄ᡞ኱㸧ࡢຓゝࠊࡁࡔࡓ࠸ࢆᚚ♩⏦ࠋࡍࡲࡆୖࡋᮏ◊✲ࡢᐇ᪋࠶࡟

JSTࠊࡾࡓ ඛࡿࡍ㛵㐃ࡵࡌࡣࢆຍ⸨㝯ྐ⥲ᣓࠋࡓࡋࡲࡁ㡬ࢆᨭ᥼ࡢ᪂ᶵ⬟๰ฟࠖ࡜⾡ศᏊᢏࠕࡅࡀࡁࡉ

⏕᪉࡟ឤㅰ⏦᭱ࠋࡍࡲࡆୖࡋᚋࠊ࡟⮬ᕫ⤌⧊໬ࢆ฼⏝ࡓࡋ᫬✵㛫ⓗ࡟ᒎ㛤ࡿࡍ⏕࿨ࣝࢹࣔࡢ࣒ࢸࢫࢩ

໬ࢆ┠ᣦࡓࡋ㔜せࠊࡣࡘ୍ࡢࡅ࠿ࡗࡁ࡞➨ 20 ᅇ⏕యᶵ⬟㛵㐃໬Ꮫ࣒࢘ࢪ࣏ࣥࢩ≉ูㅮ₇ࡿࡅ࠾࡟ᅜṊ

㇏႐ඛ⏕ࠕࡢ⏕యᶍೌ໬Ꮫ࡛ࡣ⏕࿨ࡢᮏ㉁࡟㏕࡛ࡢ࠸࡞ࢀ⮬ᕫ⤌⧊໬࡟ഴಽࡓࡋ ࠊࡾ࠶ゝ୍࡛࠺࠸ࠖ࡜

⫈ㅮࡢᶵ఍ࢆᥦ౪ࡓࡗࡉࡔࡃ࡚ࡋ⏕యᶵ⬟㛵㐃໬Ꮫ㒊఍ࡧࡼ࠾㛵㐃ࡢඛ⏕᪉ࡶ࡟ឤㅰ⏦ࠋࡍࡲࡆୖࡋ 
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タンパク質特異的ラベル化を利用した電子顕微鏡イメージング法の開発 

九州大学大学院薬学研究院 田畑 栄一 

 
１． はじめに 

 電子顕微鏡は電子線を用いて対象を可視化する手法である。電子顕微鏡では数 pm という、非常に
波長の短い電子線を観察に利用するため、波長が数百 nm の可視光を用いた光学顕微鏡よりもはるか
に高い、1 nm未満の分解能での観察が可能になる。電子顕微鏡で特定の分子を可視化するには、抗原
-抗体反応を利用して標的分子を金ナノ粒子のように電子散乱効果の高い物質で標識する、免疫電顕法
が一般的に用いられる。しかし、従来の免疫電顕法では、抗体自身の大きさにより標的分子の位置情

報の精度が下がる、ということが名古屋大学の藤田らによって示されている[1]。藤田らは、金ナノ粒子

で標識したグルタチオン S-トランスフェラーゼ (GST) を免疫電顕法により、異なるサイズの金ナノ
粒子で標識して TEM で観察したと

ころ、両者が離れて観察され、その

距離は抗体二分子に相当する 16 nm
であることを示した (図 1) 。つま
り、従来の免疫電顕法では、観察さ

れる金ナノ粒子の位置と標的分子の

実際の位置は正確には対応しておら

ず、10 nm以上もずれる、というこ
とになる。我々は、この問題は標識

に抗体を用いる標識法に由来するも

のであり、抗原-抗体反応以外の標識
法に置き換えることで解決可能と考えた。 
 我々は、これまでに標的タンパク質に融合したペプチドタグと、これを特異的に認識するプローブ

のペアを利用した特異的タンパク質標識法、リアクティブ・タグ法を開発してきた[2-4]。本手法は、タ

グの Asp連続配列とプローブの亜鉛錯体部位との特異的相互作用により近接した際にのみ、プローブ
の反応基とタグ上 Cysの SH基が反応して共
有結合を形成し、タグ選択的に不可逆的標識

を達成するものである (図 2) 。亜鉛錯体部位
に機能性分子を連結することでプローブとし

て利用できるため、金ナノ粒子を連結すれば

電顕イメージング用プローブとして利用する

ことができる。特に、本手法ではペプチドタ

グ、プローブ共に分子量は 2 kDa未満と、抗
体を用いた場合に比べて標識のサイズが非常

に小さいため、本手法により従来の免疫電顕

法の抱える、図 1 のような問題点を解消可能
と考えた。 
本稿では、我々が現在進めている、リアク

ティブ・タグ法を電子顕微鏡イメージングに

応用する試みについて紹介する。 
 

 
図 1. 従来法で標識した金ナノ粒子と、標的分子の位置関係 

 
図 2. リアクティブ・タグ法の概要 
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２． 新規タグ/プローブペアの開発 

 電子顕微鏡では金ナノ粒子 1コでも見
えてしまうため、標的分子を金ナノ粒子

で標識するにあたっては非常に高い特異

性が要求される。しかし、我々がこれま

でに報告している亜鉛錯体プローブでは、

反応基として比較的反応性の高いクロロ

アセチル基 (以下、ClAc基) を採用して
おり[1]、そのため非特異的な標識が起こ

りやすい、という問題があった。そこで、

我々は特異性をさらに改善すべく、①低

反応性の反応基に対しても効率的に反応

する高反応性タグの開発、②プローブの

反応基をClAc基からより穏やかな反応基に置換する、というタグ/プローブ両方の改良を進めてきた。 
 まず、タグの反応性を向上させるに当たり、3 つの戦略に基づいて改変を行った。1 つ目としては、
D-ヘリックスの双極子モーメントの利用である。従来の D4-tagが Asp連続配列であったのに対し、i+4
位に Asp を配置することで、亜鉛錯体との相互作用に伴いD-ヘリックスを形成することを我々は見い
だした。D-ヘリックスの N末端側は双極子モーメントにより電荷がプラスに幾分偏っており、これに
よりタグのN末端側に配置した Cysの SH基の pKaが低下すると考えた。2つめは、カチオン性アミ
ノ酸によるチオレートの静電的安定化である。タグ上 Cysの近傍に Lysを配置し、Lys側鎖のカチオ
ンによりチオレートアニオンを安定化することで、SH基の pKaが低下すると考えた。3つめは、酸化
還元酵素の活性モチーフの利用である。酸化還元酵素の活性部位には「CXXC」というモチーフ配列
が広く保存されており、モチーフ中N末端側の Cysの SH基の pKaは 6未満まで低下していることが
知られている[5]。この低い pKa にはモチーフ配列のアミノ酸側鎖との相互作用が関与しているという

指摘があり[5]、我々は酸化還元酵素の 1つである、グルタレドキシンの活性モチーフ「CPYC」をタグ
に組み込んだ。ただし、分子内ジスルフィド結合の形成を避けるために、C末端側の Cysは Serに置
換した「CPYS」とした。以上の様にして設計した新たなタグ「hD2-tag」は、合成ペプチドでの評価
において、D4-tag に比べて亜鉛錯体結合時の pKaが 8.2 から 7.1に低下し、SH基の検出試薬である
モノクロロビマンに対する反応速度定

数も 7倍向上していた。 
 一方、プローブについては従来の

ClAc基に変わる、より穏やかな反応基
の探索を行った。反応性の評価は、亜

鉛錯体に反応基をそれぞれ組み込み、

hD2ペプチドに対する反応が飽和の半
分まで達するのに要する時間 t50 を比

較することで行い、ClAc基の t50が 0.2 hであったのに対し、
ジメチルアミノクロトン酸アミドは 4.0 hとかなり穏やかで
あり (図 4) 、この反応基に置換することにした。 
 最終的に、hD2-tagは Cysの位置を調節するために Alaを
リンカーとして挿入した「hD2(A2)-tag」とし、プローブは
L-Pro をリンカーとしてジメチルアミノクロトン酸アミドを
導入することでそれぞれ構造を微調整し、新規タグ/プローブ
ペアとした。 

 
図 3. 高反応性タグの設計における 3つの戦略 

 
図 4. 新規反応基の探索の結果 

 
図 5. 新規タグ/プローブペア 
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３． リアクティブ・タグ法の電子顕微鏡イメージングへの応用 
 以上のようにして開発

した新規タグ/プローブ
ペアを、電子顕微鏡イメ

ージングに応用すべく検

討を進めている。我々は、

モデルタンパク質として、

これまでに本手法で選択

的蛍光標識に成功してい

る[2]ブラジキニン受容体

B2Rを用い、図 6のよう
な手順で標識した。

HeLa 細 胞 膜 上 に

hD2(A2)-B2R-EGFP を
強制発現させ、まずディ

ッシュ上で 4%(w/v)パラ
ホ ル ム ア ル デ ヒ ド , 
0.1%(v/v)グルタルアル
デヒドによる固定化を行

った。その後、ビオチン

を組み込んだプローブ、そしてストレプトアビジン -酸化鉄  (10 nm) コンジュゲートの順に
hD2(A2)-tagをラベル化した。ここで、比較対象として EGFPを従来法で標識するにあたり、ディッ
シュ上では細胞内の EGFPを標識することは難しいと考え、unroofing法[6]という手法を用いて細胞膜

を回収した。この方法では、細胞質側が露出した状態で細胞膜を回収できるため、細胞内に位置する

EGFPの標識が可能になる。このようにして露出させた EGFPを anti-GFP抗体、そして金ナノ粒子 
(10 nm) 担持二次抗体で標識し、透過型電子顕微鏡で観察した。その結果、同じ領域に anti-GFP 抗
体に由来する金ナノ粒子の標識と、プローブに由来する酸化鉄ナノ粒子の標識が観察された (図 7左) 。
一方、タグ/プローブ相互作用を阻害するピロリン酸共存下でプローブの標識を行うと、酸化鉄ナノ粒
子の標識が顕著に減少することから (図 7右) 、プローブはタグ特異的に標識できていることが示唆さ
れた。また、遺伝子導入していない細胞に対して、濃度などの反応条件を統一して従来の ClAc基のプ
ローブと新規プローブとで標識し、非特異標識の起こりやすさを比較したところ、新規プローブでは

明らかに非特異標識の数が減少しており、特異性が改善していることも示唆された。 

 
図 6. hD2(A2)-B2R-EGFPの標識手順 

 
図 7. hD2(A2)-B2R-EGFPをプローブと anti-GFP抗体で二重標識した結果 
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４． おわりに 
 本稿で紹介した、ビオチ

ン-ストレプトアビジンを
利用した系はあくまでもモ

デル実験であり、リアクテ

ィブ・タグ法が電子顕微鏡

に応用可能であることを示

したに過ぎず、今後はプロ

ーブに金ナノ粒子を担持さ

せ、タグに直接金ナノ粒子

を標識する手法の開発を進

めていく。また、今回紹介

したオリゴ Asp 型のタグ/
プローブペア以外にも、

我々はオリゴHis-tag型のペアの開発にも成功しており[3]、 これらは併用が可能である。将来的には、
これら二種類のタグ/プローブペアにより、タンパク質複合体のサブユニットを異種金属で二重標識す
る手法への展開を目指している (図 8) 。金属種の違いはエネルギー分散型 X線分光分析 (EDS) が可
能な電視顕微鏡で観察することで識別が可能であり、これが可能になれば、タンパク質複合体を構成

するサブユニットの構成比を電子顕微鏡で可視化することが可能になる。タンパク質複合体の構成を

解析する手法としては、免疫沈降法や FRETを用いた手法が用いられるが、これらの手法でもサブユ
ニットの構成比を明確にすることは難しい。しかし、電子顕微鏡の分解能であれば、構成比だけでは

なく、構成比が異なるタンパク質複合体の局在、存在比も可視化することが可能であり、タンパク質

複合体の機能解明において、本手法が強力なツールの一つになり得ると期待している。 
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