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遠心機の利用法

洲崎 雅史、岡本 良平、漆山 昇、小山 由起子
（実験実習支援センター）

　遠心機は、生化学研究、特にタンパク質や遺伝子の解析を行う実験において、試料

の調整等、実験の基礎的な部分で多用される装置です。

　最近、遠心機の間違った使用方法に起因すると見られる故障や事故が多く発生して

います。

　この実習では、これから支援センター内の遠心機（分離用超遠心機、卓上超遠心機、

高速冷却遠心機）の利用を予定している方や、すでに利用されている方を対象に、

遠心機を安全に、効率良く使っていただくための正しい取り扱い方を、実際に遠心機

を操作して体験していただきます。



　　　　

遠心機の取り扱いについて

　遠心機は、試料を高速で回転させ、その時得られる遠心力を用いて、試料を密度の
差で分離するための装置で、試料に遠心力をかけるためのローターとそれを回転させ
るための駆動部よりなっています。そして、安全確保のため回転部は丈夫なチャンバー
内に収められています。
 　遠心機には、低速遠心機、高速冷却遠心機、分離用超遠心機等があり、また、ロー
ターにも固定角ローター（Fixed-angle rotor）、水平ローター（Swinging-bucket 
rotor）、急速密度勾配で短時間で分離するのに用いる垂直ローター（Vertical tube 
rotor）などがあり、それぞれのローターには、容量、最高回転数が決められていま
す。実験の目的に合わせて最適なものを選択する必要があります。

遠心機の種類

低速遠心機
　最高回転数3,000rpm程度の遠心機で、試料中の比較的大きな粒子（培養液中の培
養細胞や、血球等）の分離に用います。試料を冷却できるものもあります。

 （日立CF-7D2、ベックマンGPR）

高速冷却遠心機

　最高回転数20,000rpm程度の遠心機です。試料の温度が空気との摩擦熱で上昇し
ないように強力な冷却機を備えています。冷却の必要な試料や、低速遠心機では分離
できない粒子の分離に用います。ローター室内を減圧（0.5気圧程度）するものもあ
ります。

 （ベックマンJ2-21、J2-21/ME、HP-25、HP-26）

分離用超遠心機

　最高回転数が数万rpmの遠心機で数十万ｇの遠心力を得ることができます。ローター
を非常に高速で回転させるのでローター室内を高真空に保つような仕組みになってい
ます。この遠心機は、強大な遠心力を必要とするようなミクロソームや、リポタンパ
ク質等の分離に用います。微量試料を迅速に遠心できる小型のものもあります。

（ベックマンL7-65、TL-100、Optima TL）
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ローターの種類

固定角ローター（アングルローター）
　通常の遠心分離にはこのローターを用います。アングルローター
には、色々な種類（駆動軸に対する遠心 管の角度や、容量）
があるので目的に応じたローターを選ぶことが必要です。

水平ローター（スイングローター）
　このローターは遠心管を挿入したバケットが、ローターの回転と共
に遠心方向にスウィングし、水平になるものです。バケットは常に
遠心力の方向に向いているので、試料が舞い上がったり密度勾配が
乱れたりしないため、主に密度勾配法による遠心分離に使用します。

遠心管について

　遠心分離を行なう試料は遠心管と呼ばれる容器に入れます。遠心機やローターに色々
な種類があるように、遠心管にも色々な種類（材質、形状）があります。使用するロー
ターに適合したもの（サイズ、耐荷重）を選ぶことは言うまでもなく、使用する溶媒
への耐性や、滅菌の必要の有無などから判断し、適切なものを用いることが必要です。
必ず純正品を使用してください！！

 -2-

N_Ya
テキストボックス
　　



遠心機使用時の注意事項

遠心機を使用するときには以下の点について注意してください。
１．遠心機に適合したローターを使用すること。
２．ローターに適合した遠心管を使用すること。
３．亀裂やひび、傷のある遠心管は絶対に使用してはいけない。
４．試料は、必ずバランスを取り、ローターへは対称位置にセットする。
５．ローターの最高許容回転数を厳守する。
６．ローターが設定回転数に達するまで、遠心機のそばを離れない。
７．初めて遠心機を使用する場合や、取り扱いに不明な点のある場合は、前もって支
援センター機器部門に連絡し、使用方法、注意事項等の説明を受けること。

８．必ず予約表に予約して使用し、他の利用者の迷惑にならないようにすること。予
定が変更になったときは速やかに予約表を訂正すること。

９．使用後は、利用ノートに必要事項を記入すること。
１０．実験終了後は、ローター室、ローター、実験台の上をきれいに掃除すること。
１１．トラブルが発生したときは、どんなに些細なことでもすぐセンターに知らせるこ

と。

高速冷却遠心機使用時の注意事項

高速冷却遠心機を運転するときには、特に以下の点についても注意すること。
１．遠心機に適合したローターを使用する。
　　Beckmanの遠心機には、Beckmanのローター。
２．ローターを駆動軸に正しくセットする。
　　ローターのピンを駆動軸のクラウンにはめ込むようにする。
　　ローターカバーの中央のネジで駆動軸に固定する。
　　これらを怠ると、必ずローターが駆動軸からはずれて遠心機を壊します。
３．実験終了後は、ローター室、ローター、実験台の上をきれいに掃除する。
　　塩類を使用した場合は念入りに洗浄する。また、必要に応じて消毒も行なうこと。
（液漏れをおこしたときは、ローターだけでなくローター室も必ず洗浄すること。）
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分離用超遠心機使用時の注意事項

分離用超遠心機を運転するときには、特に以下の点についても注意すること。
１．水平ローター使用時は、すべてのバケットをセットして運転すること。
　　バケットをローターにセットする際はバケットの番号とローターに
刻印されている番号を合わせて図のように正しい方向にセットして
ください。（試料数が少ないときは、遠心管は入れずに空のバケッ
トをセットしてください。）

２．固定角ローターは、ローターカバーのシールを確実にする
こと。

　　シールチューブを用いるときは必ずスペースキャップを使
用してください。（スペースキャップを忘れると遠心管が
破裂します。）

３．ローターの最高許容回転数を厳守すること。ローターには
寿命があり、最高回転数を制限しているローターもありま
すので、はり紙等の注意書きを良く読んでください。

　　比重が1.2を超える試料を遠心するときには最高回転数を次式によって減じるこ
と。

許容回転数＝最高許容回転数× 1.2
平均比重

 　　CsClを用いてIsopycnic法で遠心分離をするときはCsCl凝結曲線を参考にして最
高回転数を決める必要があります。　

４．予約表には使用を予定しているローター名も記入すること。予定が変更になった
ときは速やかに予約表を訂正すること。

５．使用後は、ＬＯＧＢＯＯＫに必要事項を記入すること。（ローターの寿命を管理
していますので、必ず記入してください。）

６．実験終了後は、ローター、実験台の上をきれいに掃除しておくこと。
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卓上型超遠心機使用時の注意事項

卓上型超遠心機を運転するときには、特に以下の点についても注意すること。
１．ローターを遠心機に正しくセットする。
　　ローター上部のボタンを押し込んで、駆動軸にローターを固定してください。
　　これを怠ると必ずローターが駆動軸からはずれ、非常に危険です。

２．使用後は、ＬＯＧＢＯＯＫに必要事項を記入すること。
　　（ローターと本体の寿命を管理していますので、必ず記入してください。）

  ３．実験終了後は、ローター、実験台の上をきれいに掃除しておくこと。
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ローターについて
支援センター機器部門には下記のローターを用意しております。講座等でお持ちの
ローターは使用しないでください。

高速冷却遠心機用ローター
アングルローター
　ベックマン
JLA10.500（500ml 6本用）1台
JA-10*（500ml 6本用）1台　（HP-25、HP-26では使用できません）
JA-20*（50ml 8本用）2台
JA-21（10ml 18本用）1台　（HP-25、HP-26では使用できません）

超遠心機用ローター
アングルローター
　ベックマン
Type 45 Ti（95ml 6本用）1台
Type 50.2 Ti（39ml 12本用）1台
Type 70.1 Ti（13.5ml 12本用）1台

スイングローター
　ベックマン
　　SW28（38ml ６本用）１台
SW41Ti（13.2ml 6本用）１台

！日立のローターをベックマンの超遠心機に絶対にセットしないでください。
　　ローターの構造上、駆動軸にセットしただけで、遠心機が破損します。

卓上超遠心機用ローター
アングルローター
TLA-100.4（5.1ml 8本用）２台
TLA-100.4**（5.1ml 8本用）１台

スイングローター
TLS-55**

注　意
*印のローターは、遺伝子工学実験室にも設置してあります。
**印のローターは、病原ウィルス実験室にのみ設置してあります。
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遠心管について

高速冷却遠心機用の遠心管には、キャップ無しのタイプと、キャップ付きのボトルタ
イプのものがあります。用途に応じて選択して使用してください。
ただし、JLA10.500（500ml 6本用）とJA-10（500ml 6本用）ローターでは、必ず
キャップ付きのボトルを使用して下さい。

超遠心機用の遠心管には、肉薄のキャップ無しタイプと、肉厚のキャップ無しタイプ、
キャップ付きのボトルタイプ、および、シールチューブがあります。

１．肉薄のキャップ無しタイプはスイングローターでのみ使用してください。
２． 肉厚のキャップ無しタイプとキャップ付きのボトルタイプ、および、シールチュー
ブは、アングルローターでのみ使用してください。

３． シールチューブを使用するときには、必ずスペースキャッ    
プ（右図）をチューブの上にのせてください。これを忘れると
遠心中にチューブが破損し、事故の原因になります。

肉薄タイプの遠心管を使用するときには、液の量に注意してく
ださい。キャップ無しタイプの場合はできるだけ液で満たし、シールチューブの場
合には、米粒大の気泡が１つ残る程度に液を満たして下さい。

遠心管の材質についての注意点
遠心管の材質としては、ポリアロマー、ポリカーボネート、ポリプロピレン、ポリ
エチレン、ステンレススチールなどがあり、用途に応じて使い分けてください。一般
には、ポリカーボネート、ポリプロピレン、ポリアロマーが用いられています。
従来、密度勾配遠心によく用いられていたニトロセルロースチューブは発売中止に
なり、これに代わるものとしてウルトラクリアーチューブ（ベックマン社）が市販さ
れていますが、ウルトラクリアーチューブに比べて透明度は劣りますが強度的に優れ
ているポリアロマーチューブをニトロセルロースチューブの代わりに使用することを
奨めます。最近の製品は透明度もかなり改善されています。使用前に肉眼でキズやユ
ガミがないかよく調べてから使用するようにしてください。なお、ウルトラクリアー
チューブやポリアロマーチューブは使い捨て遠心管ですので再使用しないでください。
遠心管は、それぞれのローターに合致した純正品をお使いください。また、遠心管
は利用者で用意して頂くことになっております。詳細は、担当者までお問い合わせく
ださい。
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スペクトル共焦点レーザ顕微鏡とそのアプリケーション

長谷川 茂、井野 正子
（ニコンインステック株式会社 AS 部）

リアルスペクトルイメージング共焦点レーザ顕微鏡 C1si は、光学機器メーカ
として実績のあるニコン社の開発した従来の高精細で光学断層像を取れる基本
性能に加え、最大 320nmの正確な蛍光スペクトルをワンショットスキャンで取
得できる新しい機能を備えた共焦点レーザ顕微鏡システムです。
今回は、この新しいリアルスペクトルイメージング共焦点レーザ顕微鏡の共
焦点の原理、スペクトルイメージングと基本技術のご紹介と新しい機能を使っ
たアプリケーションをご紹介させていただきます。これから共焦点レーザ顕微
鏡をお使いになる方、さらに共焦点を活用されたいとお考えの方のご参加をお
待ちしております。

講義時間は以下のとおりです。
 共焦点の原理
 スペクトルイメージングの基本技術
 スペクトルアンミックス（スペクトル分離）の原理

（50 分、質疑応答 10 分）
 アプリケーション紹介

 マルチカラーと３Ｄ
 FRAP ／ FRET
 スペクトル - 近接蛍光分離

 スペクトル - 自家蛍光除去

 スペクトル - 波長変化を見る（Kaede ／ FRET）

（40 分、質疑応答 10 分）
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実験動物の取扱手技
̶マウス、ラットについて̶

鳥居 隆三、寺門 一郎
（動物生命科学研究センター）

　医学研究のための動物実験を行う際には、動物愛護、福祉および生命倫理
の観点にたち実験動物を適正に飼育し、取扱うことが基本である。
　本学では、動物実験を行うもの全てを対象に我が国で初めての動物実験資
格認定制度を平成１６年度から導入し、また動物実験委員会による動物実験
計画書の丁寧かつ厳しい審査、さらには動物の福祉、生命倫理の観点から動
物生命科学研究倫理委員会によるより厳しい審査を行う等、動物実験に対し
ては慎重かつ厳格な対応を行っている。
　一方、平成１７年６月２２日に「動物の愛護及び管理に関する法律」改正
が施行され平成１８年６月１日施行されたが、この改正の中で最も重要な点
は、動物実験の３Ｒ (Replacement, Reduction, Refinement)が明文化さ
れたことである。　さらに機関内規程の作成が現在進行中であるが、ここには
動物実験の実施に関する最終責任者が学長にあることも盛り込まれることに
なっている。このように動物実験を取り巻く環境は益々その厳しさを増し、
適正な動物実験の遂行が強く求められてきている。このような状況をふまえ、
本講義ではこれから動物実験を実際に始めようとする大学院生を対象に、適
正な動物実験を行うための正しい実験動物の取扱手技を教示する。
　すでに動物実験を行う予定の大学院生は、本年６月に実施する（Ｈ１８年
２月時点では予定）当センター講習会（実験動物学概論）の受講と認定試験
の受験を終え、「動物実験（基礎）」の認定、即ち、マウスからイヌまでの動
物実験を行える資格を有していると思われるので、先ずはマウス、ラットを
用いる動物実験を実際に行うに際しての飼育室への入退室から、ケージ交換、
個体識別法、雌雄鑑別法、繁殖、麻酔法、投与法、採血法に至るまでの具体
的な取扱方法を、当センターで作成したビデオを用いて詳細に説明する。ま
た、利用者に活用していただくための当センターのホームページについても
紹介する。



マルチメディアセンター（ＭＭＣ）の機器を活用した
プレゼンテーション法

重歳 憲治（マルチメディアセンター）

代表的なプレゼンテーションのスタイルとして、口頭発表とポスター発表が
ある。口頭発表では、液晶プロジェクターやスライドプロジェクター、OHP
等を使って大型のスクリーン上に資料を投影して発表する。一方，ポスター
発表では割り当てられた領域に発表資料を貼り付けるスタイルをとる。ポス
ター発表用の資料には、A0 サイズや B0 サイズといった大判用紙に発表内容
を集約する場合と、A3 サイズを複数枚用意する場合がある。マルチメディ
アセンターでは、このようなプレゼンテーション用資料を作成するための
種々の機器が設置されており、日々研究者が利用している。本講演では、こ
れらマルチメディアセンターが管理している機器を活用したプレゼンテー
ション資料の作成方法について説明する。
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1

マルチメディアセンター（MMC）の機器
を活用したプレゼンテーション法

2007年9月5日
マルチメディアセンター

重歳憲治

2

目次

 機器の紹介

 用語の説明

 プレゼン用素材について

 パワーポイントの小技

 知っておきたい規格

 マルチメディアセンターに移動して機器見学

3

機器の紹介

4

大判プリンタ（プロッタ）

特　　　　徴 ： 1mを超えるサイズでプリント可能
解   像   度 ： 標準300dpi，最高600dpi
印刷サイズ： B0サイズまでプリント可能

（長軸方向はさらに延長可能）

料　　　　金 ： B0　2,300円／枚
A0　1,900円／枚

5

レーザ露光熱現像転写プリンタ

特　　　　徴 ： 銀塩写真と同等の画質

解   像   度 ： 400dpi
印刷サイズ： A3サイズまでプリント可能
料　　　　金 ： A4　300円／枚

A3　500円／枚

6

昇華型プリンタ

特　　　　徴 ： 銀塩写真と同等の画質

解   像   度 ： 300dpi
印刷サイズ： A4サイズ
料　　　　金 ： A4　200円／枚
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7

ラミネーター

特　　　　徴 ： フィルムが用紙に直接接着される

ので，はがれにくい

サ　 イ 　ズ ： A0サイズまでラミネート可能
料　　　　金 ： A0　300円／枚

8

X線フィルムデジタイザ

特　　　　徴 ： X線フィルム等の透過フィルムの
スキャン用．連続15枚まで取込可能
なオートフィーダ付

解   像   度 ： 300dpi
サ　 イ　 ズ ： 六切，四切，大四切，

大角，半切，B4
料　　　　金 ： 0円

9

フィルムスキャナ

特　　　　徴 ： 各種サイズのフィルムをスキャン可能

解   像   度 ： 2000dpi × 4000dpi
サ　 イ　 ズ ： 4×5inch, 6×7cm, 6×6cm, 35mm
料　　　　金 ： 0円

10

フィルムレコーダ

特　　　　徴 ： パワーポイントのスライドを35mm
フィルムに撮影する

持   参   物 ： 35mmフィルム
料　　　　金 ： 0円

11

フラットベッドスキャナ

特　　　　徴 ： 透過原稿，反射原稿どちらでも

スキャン可能

解   像   度 ： 1600dpi × 3200dpi
サ　 イ　 ズ ： A3まで
料　　　　金 ： 0円

12

動画編集システム

特徴 ： 動画の取り込みから編集，書き出し
（DVD，パワーポイント貼り付け用）まで処理可
能

主に使用するソフトウェア（Windows）：
Adobe Premiere，TMPGEnc XPress
利用可能なメディア：

VHSテープ，DVテープ，
ミニDVテープ
料金 ： 0円

N_Ya
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13

CD/DVDデュプリケータ

特徴 ： 自動でCD/DVDのコピーが
可能（DVD書込み16倍速）

操作 ： マスターディスクとブランク

ディスクをセットするだけ

料金 ： 0円

14

液晶プロジェクター

説          明： スクリーンに画像を投影する機械
明   る    さ ： 3500ANSIルーメン
解   像   度 ： XGA（1024×768pixcel）
重          量： 3.1kg
貸 出 期 間： 1日

※小型（1.3kg）の液晶プロ
ジェクターも貸し出しています．

15

料金表

16

用語の説明

17

解像度

解像度とは，画像を表現する格子のきめの細かさ
のことをいう．

ppi (pixcels per inch)やdpi (dots per inch)という
単位が用いられる．

１インチ

ピクセル（またはドット）

18

コーデック（CODEC）

 コーデック (Codec) は，符号化方式を使って
データのエンコード（符号化）とデコード（復号）を
双方向にできる装置やソフトウェアなどのこと．
また，そのためのアルゴリズムを指す用語として
も使われている．（ウィキペディア，「コーデック」
より引用）
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19

プレゼン用素材について

20

画像の種類（１）

BMP (Bit MaP; ビットマップ)：
無圧縮，フルカラー（1677万色）

GIF (Graphics Interchange Format; ジフ)：
可逆圧縮，256色，アニメーション可，透明色可

JPEG (Joint Photographic Experts Group; ジェイペグ)：
非可逆圧縮，フルカラー （1677万色），圧縮率高，
透明色不可

PNG (Portable Network Graphics; ピング)：
可逆圧縮，フルカラー （281兆色），アニメーション不可，
透明色可（透明度の指定可），GIFより圧縮率高

21

画像の種類（２）

TIFF (Tagged Image File Format; ティフ)：
無圧縮／可逆圧縮，フルカラー（1677万色）

DICOM (Digital Imaging and Communication in
Medicine; ダイコム)：
CT，MRIなどで撮影した医用画像のフォーマット
画像以外の情報も含められる

PICT (ピクト)：
Apple社のMac OSが標準でサポートしている
画像形式の一つ

22

解像度の種類

画像解像度 ：ppi (pixcels per inch)
モニタ解像度 ：ppi (pixcels per inch)
プリンタ解像度 ：dpi (dots per inch)

※モニタに出力するだけなら，72ppi程度で十分
※プリントアウト時にきれいに出力するためには，

200～300ppi程度の画像解像度が必要．

23

解像度とファイルサイズ
- BMP（ビットマップ）形式の画像を例に -

解像度の目安
　モニタ出力では，72ppi
　プリンタ出力では，300ppi

大きさ1インチ四方の画像なら
　72×72×3     =   15,552 [byte]
　300×300×3 = 270,000 [byte]

※フルカラー表示には，1ピクセルあたり
3byteのデータが必要

約17倍の差があり，用途
に応じて解像度を変えな
いと非常に大きなファイル
になってしまう！

24

画像を使用する上での注意点

 解像度
プレゼン用なら72ppi程度，
印刷用なら200～300ppi程度

 画像の種類
色数に応じて画像の種類を使い分ける．
イラスト（256色以下）ならGIF，
写真ならJPEG
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25

動画の種類

AVI (Audio Video Interleave)：画像と音声を交互
に格納する．任意のコーデックが使える．

WMV (Windows Media Video)：Microsoftが開発
したコーデック．Windows標準対応．

MOV：QuickTimeで使用される動画像の形式．
Macintoshでよく用いられる．

RM：Real Playerで使用される動画像の形式

26

国際標準のCODEC（MPEG）
 MPEG：ISOのMPEG（Moving Picture Experts Group）が制定した
動画フォーマットの規格．規格は「映像」，「音声」，「映像と音声の多
重化」の3つから成り立っている．DVDやBSデジタル，CSデジタル放
送などでは，MPEG2形式が使われている．

 MPEG1：ISO/IEC11172によって国際的に定められたデジタルビデ
オファイル形式の規格．VHSビデオ並みの画質でCD上にデータを収
録する．MPEG1はVideo CDなどで使用されている．
解像度は，352×240ピクセル．

 MPEG2：ISO/IEC1318によって定められたMPEG1の上位に位置す
るCODEC（圧縮／伸張方式）．圧縮にも再生にもMPEG1と比較して
高いスペックを要求する．MPEG2はDVDなどで使用されている．
解像度は，720×480ピクセル

27

動画を使用する上での注意点

AVIで使用できるコーデックは任意のため，自分の
コンピュータで再生できても，他人のコンピュータで
再生できるとは限らない．

Windowsであれば，プレゼン用の動画は，WMVにし
ておくとよい（ファイル容量も格段に圧縮される）．

WindowsXP以降なら標準でインストールされている
「Windows ムービー メーカー」を使ってAVIから
WMVに変換できる．

28

パワーポイントの小技

29

ファイルサイズを小さくする方法

ファイル→名前を付けて保存→ツール→画像の圧縮→「Web/
画面」にチェック→OK

30

他のコンピュータでも
文字化けしないようにする方法

チ
ェッ
ク

ファイル→名前を付けて保存→ツール→保存オプション→
「TrueTypeフォントを埋め込む」にチェック→OK

N_Ya
テキストボックス
　　



6

31

ファイルにパスワードをかける

ファイル→名前を付けて保存→ツール→セキュリティオプション
→パスワードの入力

32

知っておきたい規格

33

モニター外部出力コネクタの規格

アナログRGBコネクタ
（ミニD-Sub15ピン）

DVI (Digital Visual Interface)コネクタ

アナログRGB⇔DVI変換コネクタ

34

プロジェクタに「ミニD-Sub15ピン」
のケーブルで接続する場合

アナログRGB

DVI

アナログRGB⇔DVI変換

Macintosh

Windows
RGBケーブルプロジェクタ

35

モニタ解像度

   800 ×  600SVGA (Super-VGA)
 1024 ×  768XGA
 1280 ×1024SXGA (Super-XGA)
 1400 ×1050SXGA+

   640 ×  480VGA
   320 ×  240QVGA (Quarter-VGA)

解像度(pixcel)呼称

36

用紙サイズ（Aサイズ，Bサイズ）

182×257JIS B5

257×364JIS B4

364×515JIS B3

515×728JIS B2

728×1030JIS B1

1030×1456JIS B0

148×210ISO A5

210×297ISO A4

297×420ISO A3

420×594ISO A2

594×841ISO A1

841×1189ISO A0

寸法（mm）規格

ペーパーサイズ（定型一覧）

N_Ya
テキストボックス
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37

END

N_Ya
テキストボックス
　　



D e t e r m i n a t i o n  o f  e n z y m a t i c  a c t i v i t y  
u s i n g  r a d i o b i o c h e m i c a l s

BELLIER Jean-Pierre（分子神経科学研究センター）

Biochemical labeled with radioisotope can be used in enzymatic analysis for the 
determination of enzymatic activities. In comparison with most conventional techniques 
(such  as  photometry, fluorimetry, luminometry, etc  …), the  use  of  radioisotope 
introduces a number of unique concerns which make radiometric techniques tedious to 
establish and use (choice of the radionuclide, calibration, radiation safety, separation of 
the metabolites after reaction …).

Regardless of those issues, radiometric technique is accurate and can considerably 
increase the sensitivity of the determination. Moreover, since it is nearly possible to 
radiolabel any kind of molecules, then it is nearly possible to perform any kind of 
determination.

For those reasons, radiometric technique has found a huge field of application in 
enzymatic analysis, becoming a method of choice when sensitivity is an issue or when 
conventional methods cannot be used.

This seminar will start with a brief introduction on the theoretical basis for the 
determination of the enzymatic activity. Then, it will be followed by an overview of the 
benefits and the difficulties related to the usage of the radiometric technique. Next, in an 
application example, we will see why to choose and how to set-up a radiometric 
technique to measure the enzymatic activity of the choline acetyltransferase, the enzyme 
synthesizing the neurotransmitter  acetylcholine. Finally, we will  overview general 
principles to avoid error in estimation of enzymatic activity, including procedures to 
optimize the assay and to survey interference and specificity.



ＲＩセンター利用に際して
福堀　順敏

（実験実習支援センターＲＩ部門）

ＲＩセンター利用の注意事項

1. 共同利用施設としてのルールを守る。
2. 法律で規制された施設である認識をもつ。
3. 研究を志す者としてのマナーを自覚し行動する。

機器利用に関する注意事項

1. 他の研究者に迷惑をかけない。
2. 機器をＲＩで汚染しない。
3. 困った時、勝手な判断をしない。

インスタントイメージャーについて

InstantImager 測定原理
1. X 線フィルム、フォスファープレート(IP)等二次媒体を使用せずにサンプルを直接
    測定する。
2. マルチワイアープロポーショナルカウンターの原理を応用し MICAD 検出器により 
    測定。ガスが充填された検出器内でイオン化現象を誘発し、定位、増幅させる。
3. デジタルシグナルプロセッサと光ファイバーにより、リアルタイムに画像情報を
    外部コンピュータに転送し表示する。
InstantImager の特長
1. 直読型検出器
    二次媒体を使用せずサンプルを直接測定。
2. 高感度測定（スピード）
    X 線ﾌｨﾙﾑの約 100 倍の感度。
    フォスファースプリーン（IP)の約 10 倍の感度。
3. リアルタイム画像表示・データ解析
4. 簡単な操作



InstantImager の性能
1. 高い再現性
    二次媒体を使用しない高い再現性。
2. 定量性
    液シンと同じ CPM として定量解析可能。
3. リニアダイナミックレンジ
    106カウントまでのダイナミックレンジ。

InstantImager の仕様
1. 測定可能な核種
      14C、32P、33P、35S、125I
2. サンプルの大きさ
    20 x 24cm  厚さ 1cm まで
3. サンプルの種類
    メンブレン、ゲル（ドライ､ウエット）､TLC、組織切片

InstantImager 使用のメリット
1. 実験の迅速化
    今行なった実験の結果を直ぐに知ることができます
    その結果を基に実験の次のｽﾃｯﾌﾟへ早く進むことができます
2. 信頼できる定量値

InstantImager アプリケーション 
RNA(Northerns, RNAgels,transcription assays)
DNA  (Southerns, DNAgels, DNA Adduct assays)
TLC
CAT Assays
32P labeled protein  (Gel shift, phosphorylation assays)
35S labeled protein 
125I labeled protein (Western blots)
High density hybridization; colony screening



データ解析法 



液体シンチレーションカウンターについて

実験実習支援センターＲＩ部門

１．液体シンチレーションカウンターの特徴
　・GM 管でも検出できないような、弱い β 線を測ることができる。
　・主な測定対象・・・3H、14C、32P、35S など

２．原理
　・β 線を直接測るのではない。
　   β 線を蛍光物質に当てて励起させ、基底状態に戻るときに放出される光を
      検出している。
　・シンチレーターカクテル・・・有機溶媒に蛍光物質を溶かしたもの。
　・光電子増倍管・・・光電効果を利用して、光子を電子に変換し、かつ増幅する。

３．測定の際の注意
　・シンチレーターカクテルの選び方・・・サンプルの液性などを考慮する。
　・クエンチング・・・色や不純物によって蛍光が阻害され、計数効率が減少して
　 しまう現象。

４．実際の測定
　①バイアルにサンプルとカクテルを入れ、よく混ぜる。
　②プロトコルを設定する。
　　　※ どの番号を使っても構いません。
             ただし、1～6 は専用のプロトコルなので、触らないでください。
　③プロトコル番号と同番号のセレクターをカセットにはめる。
　④フタを閉め、スタート。

５．その他
　・チェレンコフ光の測定について

＊使用時にわからないことがあれば、気軽に相談してください。
　管理室もしくはＲＩ施設内か技術支援室におります。



機器分析入門２
～走査型電子顕微鏡（ＳＥＭ）の活用法他～

小松 直樹（生命科学講座・化学）

　トップダウンとボトムアップ、このごろよく耳にするフレーズである。ナノ
テクノロジーにおいては、ナノの領域への筋道を示す言葉としてすっかり定着
しているが、学問の特徴を表現する言葉としても有用である。
　私が専攻する化学は、物質の構造と物性に関する学問であり、その研究対象
は、分子である。本学門領域において、分子、あるいは、いくつかの分子からな
る超分子へのアプローチは、常にボトムアップである。一方、生物学は、生き物
という比較的大きなものを扱う学問であったが、その基本原理を知る上で、次
第により小さな構成単位を扱うようになり、それが、分子生物学、あるいは、生
物化学という学問領域の発展につながっている。まさにトップダウンの流れで
ある。そして当然の帰結として、医学、生物学を学ぶ方々の中で、生命現象を分
子レベルで理解しようとする研究者の割合は、次第に増えていると思われる。
まさに、医学、生物学のトップダウンの流れの中で、化学のセンスが必要となっ
てきているのである。
　本講義では、化学の分野で用いられる分析機器が、分子のどのような性質に
対応しており、その分析により分子に関するどのような情報が得られるかにつ
いて学ぶ。また、サブミクロン、あるいは、ナノオーダーの形態分析に強みを持
つ、走査型電子顕微鏡（ＳＥＭ），透過型電子顕微鏡（ＴＥＭ）を用いた生体試
料分析についても、実例を交えながら、解説する。
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電子顕微鏡による生物試料観察

実験実習支援センター

技術職員

　山元　・　森

顕微鏡について
 　顕微鏡の機種は、観察する組織の部位によって使い分ける

倍率

１µmのものを観察した時の大きさ

101 100 1,000 10,000 100,000

0.001mm 0.01mm 0.1mm 1mm 10mm 100mm

実体顕微鏡 光学顕微鏡 電子顕微鏡

1,000,000

1,000mm

電子顕微鏡について

•　光源に電子線を用い、光学顕微鏡より遥かに高い分解能

　　（約0.1nm ）をもち微細な形態を観察する。

•　鏡体の中は高真空である。

•　加速された電子線が試料に入射すると、試料から発生する、
二次電子、反射電子、特性X線等の信号が発生する。また、試
料が薄膜の場合は、透過電子も得られる。

•　電子線照射することにより得られる特性X線で、

元素分析が可能である

•　構造の違いにより、２種類に分けられる。

　　　　走査型電子顕微鏡

　　　　透過型電子顕微鏡

•　観察倍率は、100倍~100万倍の範囲である。

走査型電子顕微鏡について
（Scanning Electron Microscope : SEM）

 対物レンズでスポット状にした電子線を
走査コイルで走査しながら試料面上に照
射し、そこから発生する、二次電子、反射
電子、特性X線等の信号の強度を検出器
で検出し、試料面上の走査と同期させた
モニターで画走を観察する。
 表面構造の観察に用いられる。

走査コイル

透過型電子顕微鏡
（Transmission Electron Microscope:TEM）

 超薄切した試料を透過した電子線を拡大
し、蛍光板上で観察、撮影する。
 内部構造の観察に用いられる

特性エックス線分析（EDX）について

• 電子線照射により放出された特性X線を、電気的
に選別し、試料を構成する、元素の種類、含有量
や試料表面上の元素の分布状態を観察する。



生物試料作製方法

• できるだけ生きたままの状態

を反映する像を得るために、
試料作製は様々な工夫がな
されてる。

• 高真空の中に持ち込み、強
力な電子線の照射を受け
る。

• 充分乾燥し、電子線による

発熱や帯電を軽減し、必要
でかつ十分な情報を得られ
なければならない。

目的とする組織を採取し、洗浄する

生きたままの状態で保存するため
に固定を行う

真空中に入れるために脱水を行う

脱水剤を、重合に適した
溶液に置き換える

観察の際に電子線照
射により試料が帯電す
ることを防ぐためコー
ティングを行う

脱水剤を、乾燥に適した
溶液に置き換える

乾燥の際に起きる試料の
損傷をできるだけ軽減で
きる乾燥を行う

試料を樹脂で固める

試料を超薄切する

試料を染色する

TEMSEM

固　定 　　　アルデヒド系固定剤や、四酸化オスミウムなどの重金属
系固定剤を用い、酸化反応や還元反応により、タンパク質

や脂質を凝固し、さらに架橋することにより、組織の形態を
保持するものである。

 浸責固定

 　１次固定（タンパク質を架橋）
　　　　2.5％グルタールアルデヒド　in　ＰＢＳ　氷温
　　　　３０分~４時間
　　　　洗浄　ＰＢＳ　氷温　１５分　×　２回

　 ２次固定（リン脂質不飽和脂肪酸を固定）

　　　　2％四酸化オスミウム　in　ＰＢＳ　氷温　１時間

 灌流固定

 　心臓の左心室等に針を入れ、洗浄液や固定液を注入
し、組織全体を固定する。
　固定後、目的の組織を取り出し、さらに浸責固定を行う
　　灌流固定液
　　　 ４％ホルムアルデヒド　0.5％グルタールアルデヒド
　　　　0.2％ピクリン酸　in　ＰＢＳ

ホルマリンと
ホルムアルデヒド

　ホルマリンは、40％
ホルムアルデヒド溶液
のこと。

　10％ホルマリンは、
4％ホルムアルデヒド
溶液である

脱水・置換（SEM）

　脱水

　　　エタノール等の有機溶媒により、組織中の水分を除去する。

 エタノール系列脱水　室温　各３分~１時間
　　　　６０％
　　　　７０％
　　　　８０％
　　　　９０％
　　　　９９．５％　　　　　　　　（ここでしばらく保存可能）
　　　１００％（無水）　×　　２回

置換（酢酸イソアミル）　室温　各３分~１時間
　　　酢酸イソアミル　：　アルコール
　　　　　　　　　　　　　　１　　：　　１
　　　　　　　　　　　　　　２　　：　　１
　　　　　　　　　　　　　　１　　：　　0　　×　　２回

　置換
　　　エタノールを、臨界点乾燥を行う際に使用する液化CO2に
親和性のある酢酸イソアミルに置換する。

乾燥（SEM : 臨界点乾燥）
 水分を含んだ試料を乾燥すると水の表面張力により組織

表面の構造が損なわれるため、試料損傷を軽減するため
に、臨界点乾燥装置を用いて乾燥を行う。

 臨界点乾燥装置は、酢酸イソアミルに置換された試料を、
液化CO2に置き換え、 CO2の臨界点状態（ CO2が気化し

た状態）で乾燥を行う。

コーティング（SEM）

• 乾燥させた生物試料は、ほとんど導電性がないため、電子線照
射により帯電（チャージアップ）　するために、試料表面に金属の
（金、白金、オスミウム等）コーティングを行う。

• 元素分析をする場合は、金属の代わりにカーボンコーティングを
行う。

脱水・置換（TEM）

　脱水

　　　エタノール等の有機溶媒により、組織中の水分を除去する。

 エタノール系列脱水　室温　各３分~１時間
　　　　６０％
　　　　７０％
　　　　８０％
　　　　９０％
　　　　９９．５％　　　　　　　　（ここでしばらく保存可能）
　　　１００％（無水）　×　　２回

置換（プロピレンオキサイド）　室温　各３分~１時間
　　　プロピレンオキサイド　：　アルコール
　　　　　　　　　　　　　　１　　：　　１
　　　　　　　　　　　　　　２　　：　　１
　　　　　　　　　　　　　　１　　：　　0　　×　　２回

　置換

　　　エタノールを、エポキシ樹脂に溶解しやすいプロピレンオキサイ
ドに置換する。



重合（TEM）

　重合
　　　　重合用オーブンで６０℃で８時間加熱する。

樹脂　：　プロピレンオキサイド
　　１　：　１　　　　１時間
　　　　　　１（１００％）　５時間 ~ over night

　置換

　　　プロピレンオキサイドを、エポキシ樹脂に置換する。

超薄切（TEM）

　超薄切

　　　ウルトラミクロトームで、約65nmの厚みに超薄切する。

酢酸ウラン染色
　　　　　２％酢酸ウラン水溶液　室温　　５分~３０分

硝酸鉛染色
　　　　　硝酸鉛溶液　室温　　５分以内

　電子染色

　　　超薄切した試料にコントラストをつけるために２重染色を行う。

実際の画像



DNA シーケンサーを活用した遺伝子解析法

丸尾 良浩（小児科学講座）

実際の遺伝子解析を例にして、DNA シーケンサーを活用した遺伝子解析
の手法を解説する。

１．PCR からシーケンスまで
　①PCR法による遺伝子の増幅：PCRプライマーの設計のための塩基配列入手法
　②電気泳動
　③ PCR産物の回収：クロロフォルム・エタノール沈殿
　④シーケンス法：シーケンス法の原理、32P を用いたダイレクトシーケンス法、
　　Big Dye terminater を用いたシーケンス法

２．実際の解析例
　ビリルビンUDP- グルクロン酸転移酵素（UGT1A1）の解析を基に、PCRから
ダイレクトシーケンスの流れを説明する

３．シーケンス上の注意点
　①シーケンスのコストを下げるためには
　②シーケンスプライマーの設計上の注意
　③シーケンサーにより得られたデータを読む上での気をつけるべき配列
　④シーケンス反応後の処理法の違い

４．シーケンス後に考えるべきこと
　①変異、それとも多型？
　②その変異に病原性はあるのか？
　③発現実験へ
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DNAシーケンサーを活用した
遺伝子解析法

小児科
丸尾良浩

PCRからDNAシーケンスまで

実際の解析例

シーケンス上の注意点

シーケンス後に考えるべきこと

PCR法による遺伝子の増幅

電気泳動

PCR産物の回収

シーケンス法

シーケンス法の原理

RI (32P)を用いたダイレクトシーケンス

Big Dye terminator (Perkin Elmer)を用いた
ダイレクトシーケンス

PCRからDNAシーケンスまで PCR法による目的遺伝子の増幅

PCR プライマーの設計のための塩基配列の入手
（シーケンスプライマーについても同様）

自分でクローニングして配列を決定

文献より

NCBIのサイトを利用した遺伝子検索（実演）

N_Ya
テキストボックス
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この塩基数が近ければ複数のエクソンを一括
でPCRがかけられる！

電気泳動
できるだけPCR産物のバンドは一本がいい

しかし怪しいバンドがあってもシーケンスプライマー
を別に設計すればあまり問題にはならない

60  62  64  66 ℃

PCR産物の回収

古典的にはクロロフォルム・イソアミルアルコール
（CI）抽出の後、エタノール沈殿し、遠心後に乾燥

長所：この方法は安価

短所：全行程が2時間以上かかる、有機溶媒の使
用、サンプルのロスが多い

今はいろいろなカラム類で手早く回収ができる

長所：短時間15-20分以内、回収量も良い

短所：キットが高い

今回は例としてSUPREC-02カラム (TaKaRa)

一サンプルあたりのコストは180円くらい

90%位の回収量

DW 20-25 µl加え
ピペッティングを
して回収

カラムにPCR反応
溶液とDWを加え
400µlにする

遠心6400rpm
8分

Dideoxy法による塩基配列決定

塩基配列の決定法として現在広く使われている方法は Sanger et al.
(1977) が発明したジデオキシ法です。

塩基配列のための DNA 合成反応では，基質となる dNTP に一定の割
合でジデオキシリボヌクレオシド三リン 酸（ddNTP）を混ぜて合成
反応を行います。 ddNTP には 3' 末端に OH 基がないため，鎖の伸
長がそこで止まってしまうという性質を利用している

deoxy TTP dideoxy TTP

ddATPが入り伸長反応が止まると、様々な長さのフラグメントが
できる。TTP, CTP, GTPについても同様の反応を行う。
このとき、加えるdCTPに３２PでラベルしたdCTPを一部加えア
クリルアミドゲルで電気泳動しそのゲルを乾燥しフィルムにオー
トラジオグラフィーすると．．．

N_Ya
テキストボックス
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A  C  G  T A  C  G  T A  C  G  T
A
C
C
A
G
T
A
C
C
A

A
C
C
A
G
G
A
C
C
A

wild type hetero homo 5’

3’

a

Thr   Trp    Tyr    Gln    Tyr    His    Ser    Leu   Asp

Thr   Trp    Tyr    Gln    Asp    His    Ser    Leu   Asp

Normal ACC.TGG.TAC.CAG.TAC.CAT.TCC.TTG.GAC

Patient ACC.TGG.TAC.CAG.GAC.CAT.TCC.TTG.GAC

RIとDye terminatorの違い

5’

3’

5’

3’ 5’ 3’

Big Dye terminator
Template (PCR産物)
Sequencing primer (3 pmol/µl)
DW

8 µl
4 µl
1 µl
7 µl

20 µl計

例として最も用いられている、Big Dye
terminator FS Ready Reaction Kitについて説明

Template (PCR産物)の量は20-200 ng、モル数によるので
長ければ多めに。
そして、 Templateの量に対しDWの量を調節し、最終20 µl
とする。

Big Dye terminatorの
シーケンスのプログラム

96℃

96℃

50℃

60℃

5 分

10 秒

5 秒

4 分

× 25 cycles

約 2時間

シーケンス反応後の処理

エタノール沈殿

CenrtiSep spin coulum

X-terminater

エタ沈（30分）→遠心（10分）→乾燥（30)分
計約1-2時間

カラムの水抜き（2分）→遠心（２分）→乾燥(30分-2時間）
計 １-3時間

Voetex 30分→遠心 5分→上清を提出
計40分

エタ沈、カラムで乾燥させた反応物はTSR (template
supression regent)を20µl加えて提出

CenrtiSep spin coulum
1. 使用２時間前に蒸留水 800 µlを入れる

2. カラムの蓋をはずし、水抜き用チューブに立て2500rpm ２分

3. 新しいチューブに移し、反応物 20 µlを加え2500rpm ２分

サンプルを乾燥遠心器で乾燥させTSR 20 µlを加え提出

蒸留水をいれると
ゲル状に膨潤する

水抜きすると
ゲルのみ残る

カラムを新しいチューブ
に移しシーケンス反応物
をいれ遠心

N_Ya
テキストボックス
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X-terminator

シーケンス産物にX-terminator 20 µlとBuffer 90 µlを加えVortex
30分（マニュアル）

遠心 3000rpm ５分の後、上清を新しいチューブに移し提出

X-terminator

CenrtiSep spin coulum

vortex 30分

vortex 3分

X-terminator vortex時間による違い シーケンス反応後の処理

エタノール沈殿

CenrtiSep spin coulum

X-terminater

エタ沈（30分）→遠心（10分）→乾燥（30)分
計約1-2時間

カラムの水抜き（2分）→遠心（２分）→乾燥(30分-2時間）
計 １-3時間

Voetex 30分→遠心 5分→上清を提出

エタ沈、カラムで乾燥させた反応物はTSR (template
supression regent)を20µl加えて提出

Voetex 3分→遠心 5分→上清を提出
計10-15分

PCRからDNAシーケンスまで

実際の解析例

シーケンス上の注意点

シーケンス後に考えるべきこと

 実際の解析例

遺伝性非抱合型高ビリルビン血症性におけるビ
リルビンUDP-グルクロン酸転移酵素遺伝子
（UGT1A1）の解析

Crigler-Najjar症候群Ⅰ型

Crigler-Najjar症候群Ⅱ型

Gilbert症候群

母乳性黄疸

N_Ya
テキストボックス
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遺伝性非抱合型高ビリルビン血症

Crigler-Najjar syndrome

 type I  type II

Gilbert
syndrome

Serum bilirubin
concentration mg/dl (µM)

Inheritance

Incidence

Residual activity (%)

Response to
phenobarbital

Very rare
(4 / Japan)

Rare
(1/ 1 million)

Popular
(6%)

30 - 50
(513-855)

6 - 20
(102-342)

1 -5
(17-85)

Prognosis

0 < 10% < 30%

（ー） （＋） （＋）

Lethal good good

AR AR perhaps AR

UGT1A1の遺伝子構造

gtPBREM exon 1

TATA box

2 4 53

ビリルビンUDP-グルクロン酸転移酵素遺伝子（UGT1A1）

UGT1A1は1991年にRitterらにより発見された。533個のアミ
ノ酸からなる。

遺伝子構造は5つのエクソンと、その上流にTATA box、さら
に上流約3200-3600bpsの位置にフェノバルビタールに反応す
るエンハンーサ領域、phenobarbital responsive enhancer
module (gtPBREM)が存在する。

UGT1A1遺伝子構造

Sequencing primer

PCR primer

症例
２歳３ヶ月　インド人　女児
家族に明らかな黄疸の既往はない。第一子
妊娠分娩歴に異常なく、骨盤位のため帝王切開で
出生。生後３日目より高ビリルビン血症をみと
め、生後５日目にはT-Bil 22.6 mg/dlまで上昇し
た。光線療法が続けられたが高ビリルビン血症は
続いている。フェノバルビタールを負荷するも血
清ビリルビン値の低下はなかった。発達年齢は
７ヶ月程度で、核黄疸の症状を認めた。現在もT-
Bil 13 mg/dl以上が持続している。肝機能障害や
溶血性貧血は認めていない。次子の希望もあり、
遺伝子診断を行った。

電気泳動① TATA box～exon 1　1200
bps
② exon 2～exon 4        2000
bps
③ exon 5                        500
bps
④ gtPBREM　　　　　 800
bps M ① ② ③ ④① ②

UGT1A1の解析結果 (1)

エクソン１の392番目のT＞Cの点突然変異がみられ、そのため
コドン131がロイシン（L）からプロリン（P）に置き換わるミ
スセンス変異が認められた（c.392T>C, p.L131P)。本変異は新
規変異である。患児はホモ接合体、両親はヘテロ接合体であっ
た。

患児

父

母

UGT1A1 exon 1の一部

5’ 3’

5’ 3’

5’ 3’

N_Ya
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父

5’ 3’

患児

c.392T>C, p.L131P

UGT1A1の解析結果 (2)

患児

父

母

5’ 3’5’3’

UGT1A1 promoter TATA boxの配列 PBREMの配列の一部

患児および父はA(TA)7TAAのホモ接合体、母はA(TA)7TAA/A(TA)6TAA
患児および父はT-3279Gのホモ接合体、母はT-3279Gのヘテロ接合体

Gene structure of UGT1A1

PBREM exon 1 2 3 4 5

TATA box

T-3279G A(TA)7TAA 392C>T : L131P

T-3279G A(TA)7TAA

patient

(PBREM : phenobarbital responsive enhancer module)

PCRからDNAシーケンスまで

実際の解析例

シーケンス上の注意点

シーケンス後に考えるべきこと

シーケンス上の注意点

シーケンスデータの評価

シーケンス後の処理法による読める塩基数の違
い
シーケンスプライマーの設定

挿入変異、欠失変異の解釈

サブクローニングしたPCR産物の塩基配列決定

解析のコストを下げるためには

シーケンスデータの評価

N_Ya
テキストボックス
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データのシグナルの強度

この値が100-300位ならまずまず。

シグナルの強度が弱いと
器械が自動的にシグナル
の見かけを増強するた
め、ノイズがあるとそれ

も増強される

シーケンス後の処理法による
読める塩基数の違い
シーケンスプライマーの設計

PCRプライマーとシーケンスプライマー

きれいにPCRがかかって
いればPCRプライマーと
シーケンスプライマーは同
じでもよい

必ずしもPCRの条件がい
いとは限らないため、その
ときはシーケンスプライ
マーを別に設計する

N_Ya
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欠失変異や挿入変異の解釈
挿入変異も欠失変異もsense側とanti-
sense側を読むとおおよそ何塩基欠失ま
たは挿入されているかがわかる。

N_Ya
テキストボックス
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欠失変異

exon 1-3 4-6 7-10 11-13 14-17 18,19 20-22 23-25 26-28 29-31

wild type

mutant

5 3

サブクローングにより変異を同定
5 3

wild type

1883delA K628RfsX10

CAC AAG AAG CTA CAA AAG AAA CTC AAA GAG AGC GTG AAG
CAC AGA AGC TAC AAA AGA AAC TCA AAG AGA GCG TGA AGA
 H     R     S     Y     K     R     N     S     K     R     A     X

H     K     K     L     Q     K     K     L     K     E     S     V     K

しかし、最終的にはplasmidにサブク
ローニングして確認しなければならない

欠失変異だけ、挿入変異だけとはかぎら
ない！

exon 1-3 4-6 7-10 11-13 14-17 18,19 20-22 23-25 26-28 29-31

5 3

wild type

mutant

N_Ya
テキストボックス
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サブクローングにより変異を同定

wild 
type

1435-1440delCTATCCinsAG

5 3

L479SfsX2

CAG GAC CTA TCC CAG CTA GAG CTG
CTC
CAG GAC AGC AGC TAG AGC TGC TCC TTG

 Q     D     L     S     Q     L     E     L     L

 Q     D     S     S     X 

サブクローニングしたPCR産物
の塩基配列決定での注意点

ダイレクトシーケンすだけではダメなわけ

一般的に、遺伝子の変異や多型をみるのにはダイレク
トシーケンス法が有用です。

しかし、時にプラスミドにサブクローニングしてシー
ケンスをしなければなりません。

サブクローニングしたPCR産物の塩基配列決
定

PCR産物をプラスミドにサブクローニングして塩基配
列の決定が必要な場合

１．新規の変異がヘテロ接合体で、配列の確認が必
要なとき

２．欠失変異や挿入変異の場合

３．発現ベクターの作成の時

Taq polymeraseでPCRをしている場合は注意が必要

mutant

wild type

Taq polymeraseによるmis-reading Taq polymeraseによるstripage

UGT1A1のTATA boxをTaq
polymeraseでPCRし、プラスミ
ド（pCR2.1）にサブクローニン
グした後にシーケンスをすると

6   5   4   3   2   1

野生型はTAの繰り返しが６つ
A(TA)6TAA

7   6   5   4   3   2   1

A(TA)7TAA

5   4   3   2   1

A(TA)5TAA

N_Ya
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サブクローニングしたPCR産物の塩基配列

Taq polymeraseのおかげでPCRができるが、弱点と
してエラー修正機能がない．そのため、本来ない変異
ができてしまうことがある

点突然変異

挿入、欠失変異

Stripage

塩基配列を読むだけならをきめるだけなら
ダイレクトシーケンス法がよい！

解析のコストを下げるためには

（１）試薬の希釈

Big Dye terminator の希釈

v1.1には×5 bufferがついている

定価では１本 12万円で100反応 = 1200円/反応

5倍希釈にすれば　　　　　　　 =   240円/反応
（条件が良ければ8-10倍くらいまでは大丈夫）

×１

×２ ×４

N_Ya
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×８ ×16

Big Dye
terminator 8 µl 4 µl

0 µl 2 µl

2 µl

あと、template, primer, DWで計 20µlにする

×5 dilution
buffer 3 µl

1 µl

3.5 µl

× 1 × 2 × 4 × 8

8-10倍くらいまではできる

Big Dye terminaterの希釈方法

Big Dye terminator

Template (PCR産物)
Sequencing primer (3 pmol/µl)
DW

1.6 µl

4 µl
1 µl

10.2 µl

20 µl計

Big Dye terminator FS Ready Reaction Kit
5倍希釈

×5 dulution buffer 3.2 µl

希釈による影響

×１ ×４ ×16

（２）シーケンス後の処理法による違い

エタノール沈殿

CenrtiSep spin coulum

X-terminater

最も安価

１カラムと340円高い

170円/反応

N_Ya
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シーケンス後の処理法による読める塩基数の違い

クロロフォルム・イソアミルアルコール沈殿

CenrtiSep spin coulum

X-terminater

最も安価、初めの50bp位は読めない

１カラム340円高いがシーケンスプライマー
の直後より読める

170円/反応、初めの50-80bp位は読めないが、
シグナルが強く遠くまで読める > long向き．
また、手間が少ない

X-terminator

CenrtiSep spin coulum

×1
vortex 30分

×5
vortex 30分

×5
vortex 3分

ではどこまで安くできるのか？

Big Dye terminator (×１）
Centrisep spin coulum

Ex Taq
SUPREC-02

シーケンサー代

200 円
180 円
1200 円
340 円
250 円

合計 2170 円+α

ではどこまで安くできるのか？

Big Dye terminator (×1）
X-terminator

Ex Taq
CI

シーケンサー代

200 円
0 円

1200 円
170 円
250 円

合計 1820 円+α

ではどこまで安くできるのか？

Big Dye terminator (×5）
X-terminator

Ex Taq
CI

シーケンサー代

200 円
0 円

220 円
170 円
250 円

合計 1090 円+α

N_Ya
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ではどこまで安くできるのか？

Big Dye terminator (×5）
エタノール沈殿

Ex Taq
CI

シーケンサー代

200 円
0 円

220 円
0 円

250 円

合計 670 円+α

あと大事なのは

シーケンスプライマーの設計！

これが悪いとうまくシーケンスがかからない！

もし先ほどの安い方の価格でも２検体うまくいかなければ
670 円 × 2 検体 = 1340円

一方、シーケンスプライマーの価格は
60 円 × 20 塩基 = 1200円

さらに定額制なら 20-30塩基 = 830円！
プライマーは作り直した方が断然お得！！

また

多型解析などで、シーケンサーを用いなくても、PCR
産物を制限酵素で処理することで変異が検出できるも
の、WAVEで変異が検出できるものはそちらを利用し
た方がはるかにやすい。

シーケンスの強みは

①新たな変異の検出同定

②他に新たな変異がないことの確認ができること。

最後に

シーケンサーを動かすにあたり、実験支援センターに
シーケンサーの試薬やレーザーの減価償却がかかって
おり、これがかさむと最終的にはユーザーのシーケン
サーの泳動費用が上がります。そこで、できるだけ
シーケンスの失敗を減らし、お互いの負担を増やさな
いようにしてゆくことが、長期的にシーケンスを行っ
てゆく上で必要です。

PCRからDNAシーケンスまで

実際の解析例

シーケンス上の注意点

シーケンス後に考えるべきこと

シーケンス後に考えるべきこと

変異？　それとも多型？

その変異には病原性があるの？

発現実験へ

酵素活性測定、ウェスタンブロッティング

転写活性測定

N_Ya
テキストボックス
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変異？それとも多型？
-3440 C/A-3440 C/A
-3401 T/C-3401 T/C A(TA)5TAAA(TA)5TAA

A(TA)7TAAA(TA)7TAA他の人種での報告他の人種での報告

-3345-3345
-3279-3279

-3177-3177 (TA)n(TA)n

del Cdel C
T/GT/G

-3156-3156

-3175-3175

A/GA/G

-364-364 -64-64

C/GC/G
C/TC/T G/CG/C A(TA)6TAAA(TA)6TAA

PBREMPBREM G/AG/ATATA boxTATA box

A(TA)7TAAA(TA)7TAA
G/AG/A

UGT1A1の上流領域

これだけの変異がみつかったが、多型の可能性がある
ため、日本人における変異の頻度の算出が必要

その変異には病原性があるの？
ミスセンス変異であっても病原性がないこ
ともある！

頻度の高い多型にあっても病原性があるこ
ともある！

ミスセンス変異であっても
病原性がないこともある！

E27E !20   (0.10）W11R A159A

(wild type)
122  (0.61）

R45W   22   (0.11）

V47AE27E   25 (0.125)W11R A159A

E27E 11 (0.055)Q6R W11R A159A

Amino acid alterations in UGT1A3 Mutant Frequency
!!! n=200

Iwai M et al.  J Hum Genet 2004

N_Ya
テキストボックス
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Kinetic parameters of wild type and mutant UGT1A3
Allele 　Vmax* 　 Km**　　　    Vmax/Km　　 % of Wild type

　(pmol/min/mg)(µM)             (µM/min/mg)　　     (%)

Wild type 　 263.8±36.8 7.392±2.113　　39.61±7.29　 　　 100
W11R 　 244.3±61.0 8.432±3.734　　47.93±21.87　　　121
Q6R-W11R   307.2±70.2 9.359±2.766　　33.99±1.97　　      86
W11R-V47A 231.4±14.7 1.683±0.338　    146.3±24.2　 　　 369***
R45W    191.3±58.6 10.84±4.45          27.66±12.27   　　 70

Assays were performed as outlined in Materials and Methods using 500µM UDPGA. COS-7
extracts using 150µg protein for each assay in reactions that were incubated for 10 min at 37°
C. Data are shown as mean±SEM of three independent experiments. *Vmax maximum
velocity, **Km Michaelis constant. ***Significant difference from the wild type (P = .0126). P
value was obtained by using Scheff’s test.

Iwai M et al.  J Hum Genet 2004

頻度の高い多型であっても
病原性があることもある！

日本人には新生児高ビリルビン血症が多い！

　日本人には新生児黄疸が多い、なぜか？新生児医療
の現場で、なんでこの子は危険因子もないのに黄疸が
きついんだろう？と気になることはありませんでした
か。中国、韓国、日本の東アジアでは白人の２倍、黒
人の３倍の頻度で新生児高ビリルビン血症がみられま
す。新生児高ビリルビン血症に人種差や家族歴がある
ということは遺伝的な背景があることを示唆します。

NHの人種差
Newman TB, et al. AJDC 1990

日本人には十数個のUGT1A1の遺伝子変異や多
型がみつかっている。

gtPBREM exon 1 2 3 4 5

TATA box

T-3279G

T-3279G A(TA)7TAA P229Q

T-3279G A(TA)7TAA R209W R367W

P364LG71R Y486DC280X

Q331X

G71R Y486D

gtPBREM: phenobarbital responsive enhancer modulegtPBREM: phenobarbital responsive enhancer module

Crigler-Najjar syndrome type I

Crigler-Najjar syndrome type II

Gilbert syndrome

not pathogenic

del Cdel C C/GC/G A(TA)7TAAA(TA)7TAA

-3345-3345
-3279-3279

-3177-3177 (TA)n(TA)n

T/GT/G

-3156-3156

-3175-3175

A/GA/G

-364-364 -64-64

C/TC/T G/CG/C A(TA)6TAAA(TA)6TAA

gtPBREMgtPBREM TATA boxTATA box

G/AG/A

gtPBREM

TATA box

exon 1 2 3 4 5

G71R （211G→A：G71R）

UGT1A1の遺伝子多型

N_Ya
テキストボックス
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G71R変異は新生児高ビリルビン血症の危険因子である

コントロール群 50 35 14 1
100 0.16

新生児高ビリルビン 25 11 11 3
 50 0.34

　　　　      血症群

コドン71のミスセンス変異, GGAがAGAに変わる (G71R) 高ビリルビ
ン血症群のG71Rのアレル頻度はコントロール群に比べ有意に高い: ＊
χ2=5.56 , p<0.025．
このことは、G71R変異は新生児高ビリルビン血症の危険因子であるこ
とを示す．

Genotype distribution
Codon 71 mutation (G71R)

n    正常  ヘテロ   ホモ

アレル頻度

n    G71R

＊

Maruo Y, et al. Pediatrics 1999

A(TA)7TAAは新生児高ビリルビン血症の危険因子でない

コントロール群 50 37 11 2
100 0.15

新生児高ビリルビン 25 23   2 0
 50 0.04

　　　　      血症群

Genotype distribution
A(TA)7TAA

n    正常  ヘテロ   ホモ

アレル頻度

n    G71R

正常はwild typeのTATA box：A(TA)6TAA．ヘテロは
A(TA)6TAA/A(TA)7TAA．ホモはTAの２塩基挿入変異のA(TA)7TAAの
ホモ接合体．高ビリルビン血症群のA(TA)7TAAのアレル頻度はコントロー
ル群に比べ有意に低い: ＊χ2=5.92 , p<0.025．つまりA(TA)7TAAは新生
児黄疸の危険因子ではなかった．A(TA)7TAAはT-3279G＋A(TA)7TAA
のことをしめす。

＊

aaa

A(TA)7TAA N N NHetero HeteroHomo
G71R N N N Hetero Hetero Homo

0

UGT1A1 mutation

15

20

25

30 p = 0.6430

p = 0.0162

p = 0.0088

+

*

新生児高ビリルビン血症におけるUGT1A1多型

Maruo Y, et al. Pediatrics 1999

G71R →東アジア人にしか認められない
　　　　新生児高ビリルビン血症の危険因子

新生児高ビリルビン血症とUGT1A1の遺伝子多型

　この、解析では日本人にはG71Rのミスセンス変異とプロ
モーター領域のA(TA)7TAAの２つの遺伝子多型が存在す
ることがわかった。

G71Rの遺伝子多型が存在することが、日本人を含む東アジア人
に新生児高ビリルビン血症が多い遺伝子的背景であった.

A(TA)7TAA →白人(0.36-0.40)、黒人(0.48)に多く認め
　　　　　　　られる日本人は比較的少ない(0.15)

　　　　新生児高ビリルビン血症の危険因子では
ない
[T-3279G+A(TA)7TAA]

発現実験へ

Gene structure of UGT1A1

PBREM exon 1 2 3 4 5

TATA box

T-3279G A(TA)7TAA 392C>T : L131P

T-3279G A(TA)7TAA

patient

(PBREM : phenobarbital responsive enhancer module)

N_Ya
テキストボックス
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発現実験

pCR3.1(Invitrogen)に正常なUGT1A1 cDNAをサブクローニン
グして作成した発現ベクターとpkF18 (TaKaRa)を用いて
UGT1A1 cDNA上に392T>Cを作成した後pCR3.1に変異を持
つcDNAを再ライゲーションしたベクターを使用する。
COS-7細胞に、リポフェクション法を用いて発現させる。
発現させたUGT1A1と[14C] UDP-グルクロン酸、ビリルビンを
37℃で20分間反応させる。反応バッファーはpH7.0のTris-
malate 0.5Mを使用する。
反応した抱合型ビリルビンを薄層クロマトグラフィーで展開
し、Instant Imager (Packard)で測定し活性とした。

酵素活性測定結果

500 100 400 500 100 400

wild type L131P

400

C

ビリルビン濃度
(µM)

bilirubin glucuronide

C : mock transfection

L131P変異を持つUGT1A1はビリルビンの抱合型活性が認められなかった。

Western blotting

UGT1A1の酵素量はUGT1A1
の一部の合成ペプチド（G S M V S E I

P E K K A M A I）でウサギを免疫して
作成しポリクローナル抗体を用
いウェスタンブロッティングを
行い比較した。
L131P変異を持つUGT1A1の
泳動度が変化しており、L131P
がUGT1A1の構造に変化を与え
ている可能性が示唆された。

C 正常 L131P

54 kDa

タンパクデータベースより相同性の高かったTdp-Epi-Vancosaminyltransferase
Gtfa (PDB code 1RRV) をもとにhomology modelを構築した。

Molecular operating environment (MOE; Chemical
Computing Group Inc.)によるホモロジーモデルの構築

N-terminal
C-terminal

wild type

L131P

N-terminal
C-terminal

Wild type L131P
最後に

ヒトゲノムプロジェクトが終了し、今はポストゲノム
の時代としてプロテオソーム解析などに研究の流れは
変わってきている。しかし、たくさんの遺伝子が発見
されていてもその遺伝子の変異や多型、病気発症との
関係についてはまだまだ明らかになっていない。

多型解析も、大きな研究室で精力的に行われている
が、個人レベルでの病気との関係についてはまだまだ
研究が十分進んでいない。

シーケンス法をうまく利用し、病気の原因を突き止め
ていくことはこれからの臨床においても必要である。

N_Ya
テキストボックス
　　



ヒューマン・サンプルの取得と長期保存・
保存検体を活用した研究の事例

喜多 義邦（社会医学講座・福祉保健医学）

①生体試料の取得に必要な手続き
　調査対象者から生体試料を採取する際にはインフォームド・コンセント
（IC）が必要となる。これまで、われわれが実施してきた様々な疫学研究
の経験を基に、対象者の募集から IC の取得、その後の調査対象者への倫理
的な対応などについて詳細を示す。

②生体試料の長期保存に必要な設備とシステム
　本学では本年 1 月よりヒューマンサンプルリソースルーム（ＨＳＲ）が
実験実習支援センター内に設置され、運用が開始されている。本施設は、
ヒトゲノム・遺伝子解析研究に関する倫理指針、疫学研究のための倫理指
針、臨床研究に関する倫理指針に基づいて設置されており、各指針の関連
する部分について解説する。そのうえで、本施設の設備を説明するととも
に管理システムを説明する。

③検体の長期保存と活用例
　生体試料の長期保存の方法およびその管理方法について解説する。
また、生体試料の活用については、コホート研究で収集された生体試料を
用いて一般に行われる Nested case-control study について実例をもと
に解説する。



平成19年度実験実習支援センター特別講習会

ヒューマンサンプルの取得と長期保存・
保存検体を活用した研究の事例

社会医学講座福祉保健医学部門

喜多　義邦

１．生体試料の取得に必要な手続き　その１

• 医学研究に係わる倫理指針
　　１）疫学研究に関する倫理指針

　　　　文部科学省厚生労働省　平成14年制定（平成16年改正）

　　２）臨床研究に関する倫理指針

　　　　厚生労働省　平成15年制定（平成16年改正）

　　３）ヒトゲノム・遺伝子解析研究に関する

　　　　倫理指針

　　　 文部科学省・厚生労働省・経済産業省　平成13年制定（平成１７
　　　 年改正）

• その他の関連する法規
　１）個人情報の保護に関する法律　平成１５年制定

　２）医師法、薬事法など医療に関連する法律

　３）住民基本台帳法

　４）統計法

１．生体試料の取得に必要な手続き　その２

• 生体試料の収集に係わる倫理指針の規定
　　　１）疫学研究に関する倫理指針

　　　(2) 人体から採取された試料の利用
　　　研究者等は、研究開始前に人体から採取された試
料を利用する場合には、研究開始時までに研究対象者
から試料の利用に係る同意を受け、及び当該同意に関
する記録を作成することを原則とする。ただし、当該同
意を受けることができない場合には、次のいずれかに
該当することについて、倫理審査委員会の承認を得
て、研究を行う機関の長の許可を受けたときに限り、当
該試料を利用することができる。

１．生体試料の取得に必要な手続き　その３

① 当該試料が匿名化（連結不可能匿名化又は連結可能匿名化であって対
応表を有していない場合）されていること。

② 当該試料が①の匿名化に該当しない場合において、試料の提供時に当
該疫学研究における利用が明示されていない研究についての同意のみ
が与えられている場合は、以下の要件を満たしていること。

　ア）　当該疫学研究の実施について試料の利用目的を含む情報を公開し

　　　　ていること。
　イ）　その同意が当該疫学研究の目的と相当の関連性があると合理的に
　　　　認められること。

③ 当該試料が①及び②に該当しない場合において、以下の要件を満たして
いること。

　ア）　当該疫学研究の実施について資料の利用目的を含む情報を公開し
　　　　ていること。
　イ）　研究対象者となる者が研究対象者となることを拒否できるようにする
　　　　こと。
　ウ）　公衆衛生の向上のために特に必要がある場合であって、研究対象者
　　　　等の同意を得ることが困難であること。

１．生体試料の取得に必要な手続き　その４

２）ヒトゲノム・遺伝子解析に関する倫理指針

　要点のみを示す。

　①　第２章　　７．研究責任者の責務

　②　第３章　１０．提供者に対する基本姿勢

詳細については添付資料１）を参照。

１．生体試料の取得に必要な手続き　その５



• 生体試料の保存に関する指針

　１）疫学研究に関する倫理指針

　　　第４章１０（１）資料の保存

　　研究責任者は、疫学研究に関する資料を保存する
場合には、研究計画書にその方法等を記載すると
ともに、個人情報の漏えい、混交、盗難、紛失等が
起こらないよう適切に、かつ、研究結果の確認に資
するよう整然と管理しなければならない。

２．生体試料の保存　その１

２）ヒトゲノム・遺伝子解析研究に関する

　　　　倫理指針

　第４章14　試料等の保存及び廃棄の方法
• （１）保存の一般原則
• 研究責任者は、研究を行う機関内で試料等
を保存する場合には、提供者又は代諾者等
の同意事項を遵守し、研究計画書に定めら
れた方法に従わなければならない。

２．生体試料の保存　その２

• （２）ヒト細胞・遺伝子・組織バンクへの提供
　　　研究責任者は、試料等をヒト細胞・遺伝子・組織
バンクに提供する場合には、当該バンクが試料等を
一般的な研究用試料等として分譲するに当たり、連
結不可能匿名化がなされることを確認するととも
に、バンクに提供することの同意を含む提供者又は
代諾者等の同意事項を遵守しなければならない。

• （３）試料等の廃棄
　　　研究責任者は、研究計画書に従い自ら保存する
場合及びヒト細胞・遺伝子・組織バンクに提供する
場合を除き、試料等の保存期間が研究計画書に定
めた期間を過ぎた場合には、提供者又は代諾者等
の同意事項を遵守し、匿名化して廃棄しなければな
らない。

２．生体試料の保存　その１のつづき ちなみに　その１

• 遺伝子研究に必要なｲﾝﾌｫｰﾑﾄﾞｺﾝｾﾝﾄに含まれるべき事項

　１）提供者を選ぶ方針（合理的に選択していることがわかる具体的な方法、
提供者が疾病や薬剤反応性異常を有する場合等にあっては、病名又は
それに相当する状態像の告知方法等。）

　２）研究の意義、目的、方法（対象とする疾患、分析方法等。将来の追加、
変更が予想される場合はその旨。単一遺伝子疾患等の場合には研究の
必要性、不利益を防止するための措置等の特記事項等。）、期間、予測
される結果及び危険、個人情報の保護の方法（匿名化しない場合の取
扱いを含む。）

　３）試料等の種類、量

　４）共同研究機関の名称

　５）研究責任者等の氏名

　６）インフォームド・コンセントのための手続及び方法

　７）インフォームド・コンセントを受けるための説明文書及び同意文書

　８）提供者からインフォームド・コンセントを受けることが困難な場合、その研究の重
要性及び提供者から試料等の提供を受けなければ研究が成り立たない理由並
びに代諾者等を選定する考え方

　９）遺伝情報の開示に関する考え方（必要に応じ開示の求めを受け付ける方法を含
む）

１０）研究実施前提供試料等を使用する場合の同意の有無、内容、提供時期、本指
針への適合性

１１）他の研究機関から試料等又は遺伝情報の提供を受ける場合のインフォームド・
コンセントの内容

１２）試料等又は遺伝情報を外部の機関に提供する場合や研究の一部を委託する場
合の匿名化の方法等の事項（契約の内容を含む。）

１３）試料等の保存方法及びその必要性（他の研究への利用の可能性と予測される
研究内容を含む。）

１４）ヒト細胞・遺伝子・組織バンクに試料等を提供する場合には、バンク名、匿名化
の方法等

１５）試料等の廃棄方法及びその際の匿名化の方法

１６）遺伝カウンセリングの必要性及びその体制

１７）研究資金の調達方法

ちなみに　その１
３．研究計画書等の実際例

• 我々が行っている高島研究で用いている研
究計画書および説明用資料・教材を以下に
示す。

　１）高島研究計画書（添付資料２）

　２）高島研究説明用資料（添付資料３）

　３）高島研究の一環として作成した説明用ビデ

　　　オ（実際に上映する）



４．本学における生体試料の管理システム　その１

ヒューマンサンプルリソースルーム（ＨＳＲ）

室内 監視システム 

• 目的
　　ヒューマンサンプルリソースルーム（Human

Sample Resource Room，ＨＳＲ）は、大学内にお
ける実験、研究等に使用するヒト由来試料等を一括
して保管するための施設である。
　ＨＳＲに保管される試料等は、各講座または講座
内の各部門で「滋賀医科大学倫理委員会規程（倫
理委員会規程）」に申請し承認されたものに限る。

　　以上のように、このシステムは前述の倫理指針に
のっとって設置されたものである。

４．本学における生体試料の管理システム　その２

• 試料の保管の申し込み
　　ＨＳＲに試料等を保管する場合は、次に掲げる手続きにより
冷凍庫を登録すること。
　また、冷凍庫ごとに管理担当者を定め、担当者が登録手続
きを行うこと。

• 入退出
　　ＨＳＲの入室者は、倫理委員会に提出、承認された「審査申
請書」に記載されている「主任研究者」、「分担研究者」、及び
その関係者でセンター長が承認した者に限る。

　　カードキーで職員証を認証し入室退出を管理する

• 試料等の取り扱い
　　ＨＳＲでは冷凍庫からの試料等の出し入れのみとし、試料等
の解凍、処理等の実験は行わない

４．本学における生体試料の管理システム　その３

• 冷凍庫の取り扱い
　　①冷凍庫は必ず鍵をかけ、冷凍庫の管理者以外が試料等

　　　を取り出せないようにする。

　　②入室者本人が取り扱うことのできる冷凍庫以外は操作し

　　　ない

• 緊急時の措置
　　①冷凍庫の温度上昇時には、備え付けの緊急時予備冷却

　　　装置が作動し、ＨＳＲに炭酸ガスが充満し窒息死する可能

　　　性があるので、ただちに退室する。

　　②冷凍庫の異常により庫内温度が上昇した場合、当該冷凍

　　　庫の責任者に対し、e-mailにて緊急に連絡する。

４．本学における生体試料の管理システム　その４

５．保存生体試料の活用　その１

• 保存された生体試料の目的
　　Research Involving Human Biological Materials: Ethical IssuesResearch Involving Human Biological Materials: Ethical Issues

and Poand Poｌｌicy Guidance, 1999icy Guidance, 1999..　ＮＢＡＣ　ＮＢＡＣ Report Report

　１）がん研究；

　　例）病理標本→詳細な医療情報の裏づけに

　　　　よる候補遺伝子の探索が可能

　　新しい研究のアイデアが浮かぶごとに新たな試料
の提供を求めるよりはるかに低コストで実験するこ
とが可能である。

５．保存生体試料の活用　その２

• 保存された生体試料の目的
　２）感染症研究；

　　未知のウイルスによる感染症が発生した場合は緊急事態と
受け止められる場合がある。新たな感染事例と共に過去に
当該ウイルスの感染事例があったかどうかを迅速に調査研
究しなければならない。特に、広範に急速な感染の拡大が
懸念される場合は迅速な調査研究が求められる。このような
場合は、保存されている多数の血液試料を調査研究するこ
とが有効な研究手段となる。

　　1993年に米国南西部全域で健康な若者達が肺炎症状の疾
患で次々と不可解な死を遂げ始めた。この数ヶ月以内に、病
原体としてハンタウイルスが特定され、不可解な疾病の原因
が究明され、解決に導かれた。



５．保存生体試料の活用　その３

• 保存された生体試料の目的
　３）脳研究；

　　脳や中枢神経系の疾患のような人間がもつ
特徴的な行動を指標とする疾患に関する研
究を行う場合、疾患モデル動物などを活用す
ることが困難な場合が多い。また、脳の場
合、生体試料の提供が得にくい場合が多い。

　　脳バンクはこうした問題点を解決する有効な
方法のひとつである。

５．保存生体試料の活用　その４

• 保存された生体試料の目的
　４）長期疫学研究（コホート研究）；

　　コホート研究にはベースライン調査時に血
液標本を採取し、長期に保存することを目的
に加えている研究が多くある。この研究での
生体試料の保存の目的は以下のとおりであ
る。

　　①将来の新たな候補危険因子の測定準備

　　②精度管理（縦断的精度、横断的精度）

５．保存生体試料の活用　その5
• 保存された生体試料の目的
　5）人由来生体試料バンク（ＤＮＡバンク等）；
　　疾患関連遺伝子、たんぱく質などの探索、あるいは医学研
究結果の再現性の確認などを目的として、不特定多数の研
究機関へ厚生に試料を分配することを業務として設立されて
いる。

　　わが国においては、「オーダーメイド医療実現化プロジェク
ト」でのバイオバンクなどがある。また、イギリスの

　UK Human Genome Mapping Project Resource Centre
などが知られている。

５．保存生体試料の活用　その６

• コホート研究における保存生体試料の活用
　コホート内症例対照研究

　　（nested case control study）：
　追跡中のコホート内に発生した患者を症例とし，対
照が症例と同じコホートから選択されるが，その選
択が症例の発症後に行われる症例対照研究。

　　保存しておいた血液検体などを測定して「症例」と
「対照」を比較する（例えば、胃がん患者と健康人で
血清ビタミンの値を比べる）時などにこの方法が使
われる。

５．保存生体試料の活用　その７

　コホート内症例対照研究の利点

　　１）対照群と症例群の生存時間のバランス

　　　　がとれるなど，多くの交絡因子が除去さ

　　　　れる。

　　２）コホートの対象者全員分を分析すると費

　　　　用がかかるが、「症例」と「対照」として選

　　　　んだ者の分だけを分析すれば、安価に

　　　　研究ができる。

５．保存生体試料の活用　その８
　コホート内症例対照研究の方法

例題）「喫煙すると肺癌が起こりやすくなるのか？」という命題を検
証する。

①まず，既に発症しているなどOutcome が発生している（肺癌患
者）を集め，これを「症例」とする．

②次に，Outcome が発生していない（肺癌がない）が，年齢，性
別，既往歴など，それ以外の背景因子が「症例」と似ている患者
を集め，これを「対照」とする．

③「症例」と「対照」のそれぞれについて，検証したい曝露因子（喫
煙）があったか否かを調査・測定する．

④「症例」と「対照」の曝露因子を持つ多寡により，曝露因子（喫煙）
と　Outcome（肺癌）の間に関連性があるかどうか，推定する．



５．保存生体試料の活用　その９

図5.ケースコントロール研究 Case-control Study
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症例対照研究では発症オッズ比は計算できない

５．保存生体試料の活用　その９

コホート内症例対照研究の実例をみてみよう。

　添付資料を参照

例１）ヘリコバクターピロリと胃がんとの関連に関

　　　する研究（ＪＰＨＣ）

例２）突然死とn-3系不飽和脂肪酸との関連

ヒューマンサンプルリソースセンターを
見に行こう。

４．本学における生体試料の管理システム　その５



フローサイトメーターとセルソーターの活用法

伊藤 靖（病理学講座・疾患制御病理学部門）

　この講義ではフローサイトメーター、セルソーターを用いた実験の例を示しながら、
使用法、応用法を解説する。
　フローサイトメーターは蛍光色素を検出する装置である。蛍光顕微鏡との違いは単
一細胞浮遊液を用いること、蛍光強度が定量できること、細胞を分取できることなど
である。
　これらの特徴を生かしながら、以下の実験を行った。
　１．Tリンパ球の活性化に伴う表面タンパク質の発現の変化の解析
　　　（activation marker）
　２．Tリンパ球のサイトカイン産生の単一細胞レベルでの解析
　　　（intracellular cytokine staining）
　３．生体内でのインフルエンザウイルス抗原特異的キラー T細胞活性の解析
　　　（in vivo CTL assay）
　４．遺伝子導入 Tリンパ球の分取と機能の解析
　　　（cell sorting）

　用いられている細胞は免疫系の細胞であるが、基本原理はどの分野にも応用可能な
ことである。以上の手法を解説することで、今後論文を読む際の理解の助けになり、
実験の幅を広げることに役に立てば幸いである。



フローサイトメーターと
セルソーターの活用法

伊藤　靖
病理学講座

１．細胞表面分子

２．細胞内分子（サイトカイン）

３．In vivo CTL assay

４．細胞内カルシウムイオンの測定

５．セルソーターの使用例

Tリンパ球の抗原認識

T細胞抗原受容体（TCR, T cell receptor）

抗原ペプチド

主要組織適合抗原複合体
（MHC, major histocompatibility complex）

Tリンパ球（ T細胞）

抗原提示細胞

三分子複合体
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CD3 and ζ, allowing 
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Fyn/Lck protein tyrosine
kinase clustering activates

kinase activity

 Protein tyrosine phosphatase 
activates Lck/Fyn 

Lck activates ZAP-70 that 
activates PLC-γ  and GEFs

PLC-γ cleaves PIP2 to yield DAG and IP3

GEFs activate Ras, which
activates a MAP kinase cascade 

Ras-induced kinases activate Fos, AP-1

 IP3 increases intracellular
Ca 2 + activates calcineurin

Calcineurin activates NFAT

DAG and Ca 2+ activate PKC

PKC activates NF-κB

The transcription factors NF-κB, NFAT, and AP-1 act to induce specific gene transcription

抗原認識に伴う
細胞表面分子の変化

活性化マーカーの解析

フローサイトメーター
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活性化T細胞は
抗原提示細胞の活性化を助けて、

自らは増殖する



細胞内分子の解析

サイトカインの染色

サイトカインの測定

mRNA

タンパク質

RT-PCR
Northern blot

ELISA
ELISPOT
細胞内染色

サイトカインなど分泌型分子の染色

Monensin
Brefeldin A

タンパク質の分泌を止める。
作用点は細胞の種類により異なる。
リンパ球ではERからGolgi体への
小胞輸送を止める。

細胞内染色

パラホルムアルデヒドで固定

サポニンで細胞膜に孔をあける

サポニン

蛍光抗体

(interferon-gamma)

Mean fluorenscence intensity
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リンパ球活性化に伴う

細胞内カルシウムイオンの変化

Fyn/Lck phosphorylate
CD3 and ζ, allowing 
ZAP-70 association 

Fyn/Lck protein tyrosine
kinase clustering activates

kinase activity

 Protein tyrosine phosphatase 
activates Lck/Fyn 

Lck activates ZAP-70 that 
activates PLC-γ  and GEFs

PLC-γ cleaves PIP2 to yield DAG and IP3

GEFs activate Ras, which
activates a MAP kinase cascade 

Ras-induced kinases activate Fos, AP-1

 IP3 increases intracellular
Ca 2 + activates calcineurin

Calcineurin activates NFAT

DAG and Ca 2+ activate PKC

PKC activates NF-κB

The transcription factors NF-κB, NFAT, and AP-1 act to induce specific gene transcription

細胞活性化に伴うカルシウムイオンの移動 カルシウムイオンと結合する色素

Indo-1
Fura-2, 4

Tリンパ球

Indo-1でラベル

抗原提示細胞+抗原

細胞を混合して遠心

Indo-1の色の変化を測定 Th1
 

Th2
 

抗原認識に伴うカルシウムイオンの流入

細胞を遠心 カルシウム濃度上昇のピーク
上昇の持続時間



セルソーターを使用した実験例

Th1細胞 Th２細胞

TCRトランスジェニックマウス由来の
二つの異なるヘルパーT細胞

IFN-γ

IL-4

Eur. J. Immunol. 35:3187

TCRトランスジェニックマウス由来の
二つの異なるヘルパーT細胞

サイトカイン産生

TCR downmudulation

Th1
Th2

87
95

700
270

2571
2159

12
14

IP: ZAP-70
IB: anti-phosphotyrosine

IB: anti-phosphotyrosine

IB: anti-ZAP-70

PCC88-104  

p23ζ
p21ζ

pZAP-70

ZAP-70

– + – +

Th1 cells  Th2 cells  

TCRのリン酸化

表面分子の発現

Sorting gate

レトロウイルスベクターを用いてCD4分子の発現を増強させた

遺伝子が導入された細胞のみを選別して、分取した
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CD4の発現が増強したことの確認

CD4の発現が増えると
TCRのリン酸化パターンが変化する
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タンパク質研究への Typhoon活 用 法  
                     

礒野 高敬（実験実習支援センター） 
 
 
 実験実習支援センターのタンパク工学実験室に設置してあるバリアブルイメージア
ナライザーTyphoon9200（GE ヘルスケアバイオサイエンス、図 1）の活用法を、演者
が行っているタンパク質研究での使用例を紹介しながら解説する。 
                                 図 1 

 
 Typhoon は、Strage Phosphor・Chemiluminescence・Fluorescence の 3 つのモ
ードでゲルやメンブラン等を測定できる装置である。 
 
・Strage Phosphor モード 
 Strage Phosphor スクリーンを用いて、RI を検出する時に用います。 
 ノーザン解析やサザン解析に用いられます。演者は、このモードでは利用していませ
んが、X 線フィルムより感度がよく、10～100 分１の時間で検出できます。また、
Typhoon 全体にいえるのですが、ダイナミックレンジが 5 桁も有り、定量するのに有
効です。 



・Chemiluminescence モード 
 ECL などの化学発光を検出する時に用います。 
 支援センターでは、化学発光を検出する専用の装置として ImageMaster-CL（GE ヘ
ルスケアバイオサイエンス）を設置しており、検出装置としてはこちらの方が優れてい
ると思いますが、演者は、コンピューターの操作性と慣れでTyphoon を用いています。 
 演者は、Immunoblot 解析において、定性的解析には、ECL を用いて、支援センタ
ーの自動現像装置を用いてＸ線フィルムに焼いていますが、定量的解析を行う時に、
ECLplus で発光させTyphoon を用いて測定しています。 
 
＜実施例 1＞ 
 われわれは、頻拍誘導性心不全イヌモデルを用いて、正常（Normal）左心室心筋と
慢性心不全（CHF）左心室心筋とのプロテオーム解析により、慢性心不全心筋において
HSP20 の発現が上昇することを見つけた（J. Cardiac Failure 2006）。今回、心不全治
療薬（Drug1, 2）により HSP20 の発現がどのように変化するかを調べた（図 2）。抗
HSP20 抗体と抗 Tubulin 抗体（対照）を用いて Immunoblot した後、ECLplus で発光
させTyphoon を用いて測定した。このイメージを附属の定量ソフト ImageQuant で定
量した。心不全治療薬群では、慢性心不全群より更にHSP20 の発現が上昇するという
結果が得られた。 
 
 
 
 
  図 2 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



・Fluorescence モード 
 蛍光を検出する時に用います。用いる蛍光試薬により、励起レーザーとフィルターを
メニューから選択して行います。Typhoon9200 は、532nmと 633nmのレーザーのみ
で、457nmと 488nmの短波長側のレーザーがないので、Cy3 や Cy5 などの長波長側
の蛍光試薬は測定できますが、Cy2 などの短波長側の蛍光試薬は測定できません。 
 演者は、主に、二次元電気泳動および SDS ポリアクリアミド電気泳動のゲルの染色
に蛍光試薬を用いたイメージ解析に Typhoon を使用している。イメージ解析だけであ
れば、Deep Purple（GE ヘルスケアバイオサイエンス）や Flamingo (Bio-Rad) など
の蛍光試薬も用いているが、イメージ解析後、ゲルを切り出し、質量分析に用いる時は、
高価ではあるが、SYPRO Ruby (Invitrogen) を用いている。演者の所有する Invitrogen
製のイルミネータ Safe Image が、SYPRO Ruby 用に作られていて、Typhoon とほぼ
同等のイメージが得られて、興味あるスポットを切り取るのに好都合であるので、
SYPRO Ruby を常用している。         
                   
＜実施例２＞                   
 最近、栄養およびストレスのセンサーとして、タンパ
ク質の O-GlcNAc 修飾が注目されてきている。それゆ
え、心負荷誘導され、かつ、心負荷により糖代謝が亢進
すると考えられている心不全において、タンパク質の
O-GlcNAc 修飾の関与が考えられる。抗 O-GlcNAc 抗
体を用いた免疫沈降法により、不全心筋タンパク質の
O-GlcNAc 修飾を調べた（図 3）。沈降したタンパク質
を電気泳動したゲルを SYPRO Ruby で染色して
Typhoon でイメージを取得した。Safe Image 上で、ゲ
ルからバンドを切り出し、in gel digestion（付録のフ
ァイル参照）した後、支援センターの LC/MS/MS（LCQ : 
Thermo Fisher）でタンパク質の同定を行った。その結
果、糖代謝やストレスに関連するタンパク質が不全心筋
で O-GlcNAc 修飾の亢進を受けていることが示唆され
た。                                           
                                                                図 3 
 
 
 



 演者は、Fluorescence モードでこの他にも活用を試みている。Deep Purple は、転
写した PVDF の染色にも使えるので、免疫沈降を行った時に、Immunoblot 解析の前
に、転写されたタンパク質を検出するのに用いている。また、ECL Plex （GE ヘルス
ケアバイオサイエンス）は、Cy3 と Cy5 でラベルされた二種類の二次抗体を混合して、
一度にリン酸化されたタンパク質 A と全タンパク質 A を染め分けて定量で切るシステ
ムである。二次抗体が化学発光系より沢山いる欠点があるが、定量性はよさそうである。
また、Cy3 と Cy5 にタンパク質を染め分ける方法として 2D DIGE 法などがあるが、そ
れようのソフトが必要で、現状では使用できない。 
 
 本講義では、上記の説明の後、イメージの取得法や定量法を、実際に Typhoon を操
作して説明を行う。 
 
 
 
 
 
 
 
 



In Gel Digestion of Silver-stained Polyacrylamide Gel for MALDI/TOF-MS 

(Gharahdaghi F, et al.,1999, Erectrophoresis, partially modified) 

  2007-8-3 version  By Takahiro Isono, Ph. D. (CRL, SUMS) 

 

1. ゲルから目的のスポットを切り出し、200μL PCR チューブに入れる。 

2. 30mM Potassium ferricyanide と100mM Sodium thiosulfate を1：1に混合したものを50μL入れる。 

3. 遮光して室温 10 分間振盪すると、ゲルが脱色され透明になる。液を捨てる。 

4. DW を 50μL加え洗浄、室温 3分間振盪し液を捨てる。3 回繰り返す。 

5. 200mM Ammonium bicarbonate (NH4HCO3) を 50μL加え、室温 20 分間振盪、液を捨てる。 

6. 25μL の 50％ acetonitrile in 100mM NH4HCO3 を加える。 

7. 室温 15 分間振盪し、液を捨てる。もう一度繰り返す。 

8. 25μL の 10mM DTT (1.54mg/mL、R 保存) in 100mM NH4HCO3 を加える。 

9. 摂氏 56 度で 1 時間インキュベート。液は捨てる。 

10. 25μL の 50mM iodoacetamide (10.2mg/mL、R 保存) in 100mM NH4HCO3 を加える。 

11. 遮光して室温 40 分振盪、液を捨てる。 

12. 25μL の 50％ acetonitrile in 100mM NH4HCO3 を加え、室温 10 分間振盪し洗浄。 

   液は捨てる。2 回おこなう。 

13. SpeedVac（Low）で 15 分間乾燥させる。この間にアイスバケツを用意。 

14. 30μL の trypsin (0.01μg/μL) in 100mM NH4HCO3 液を加え、ゲルに再吸収させる。       

氷上で４５分置き、過剰の液を捨てる。 

15. 30μL の 100mM NH4HCO3 を加える。パラフィルムを巻く。 

16. 摂氏 37 度で一晩インキュベートする。 

17. アイスバケツを用意し、氷上に 200μL の PCR チューブを準備し液を回収する。 

18. 30μL の 50％  acetonitrile  0.5％  trifluoroacetic acid (TFA)を加え、室温 15 分振盪。        

液は 17.で用意したチューブに回収する。2 回洗浄する。 

19. 摂氏‐80 度の冷凍庫に 15 分間入れ、凍らせる。 

20. SpeedVac（Low）で 1 時間以上完全に濃縮する。 

TOF-MS 

21. 80μL の 0.1％ TFA を加える。 

22. Zip chip (C18) をおこなう。方法は Zip chip の説明書参照。 

23. 最後は 4μL の 50％ acetonitrile 0.1％ TFA に溶出する。 

24. マトリックスと混じ TOF-MS に用いる。保存する場合は摂氏‐80 度の冷凍庫へ。 

LC/MS/MS 

30μL の 2% acetonitrile 0.1％ TFA を加え振盪して溶出する。 

 

（注）SYPRO Ruby 等の染色の場合は、5.から行う。 





  

  

タンパク質研究へのタンパク質研究への
TyphoonTyphoon活用法活用法

滋賀医科大学滋賀医科大学

実験実習実験実習支援支援センターセンター

礒野高敬礒野高敬

本講演での「タンパク質研究」とは

ゲノムサイエンス
　　　に基づいた「タンパク質研究」

　　　プロテオミクス研究
　　　　　　疾患プロテオミクス

ゲノムサイエンス
　ゲノムからの一連の遺伝情報の流れに従い
　生物の仕組みを総合的に研究する学術領域

遺伝情報の流れ
　セントラルドグマ
　　　DNA → mRNA → タンパク質
　　　　　　　　　   （→生物の体と機能）

　　　　　ヒトゲノム計画

　DNA　　　　ゲノム　
　　　　　　ゲノミクス
　
  mRNA  トランスクリプトー厶
　　　　　機能的ゲノミクス
　
タンパク質　プロテオーム
　　　　　　プロテオミクス

ポストシーケンス研究

　　　　　　　静的研究から動的研究へ

プロテオームproteome

生物または細胞、臓器等が、
ある状態で発現している全てのタンパク質のセット

翻訳後の修飾を受けてどのような分子形をとった
タンパク質が発現しているかを調べられる
　　　　切断、糖鎖の付加、リン酸化　等

遺伝子が最終的にどのようなタンパク質を発現させて
生命現象をおこしているかが解る

プロテオミクス

　プロテオームを解析する手法

　質量分析計を用いて
　　広く一群のタンパク質集団を
　　　網羅的系統的に解析する方法



  

  

プロテオミクスは、
　従来のプロテインケミストリーと
　　　　　　　　　　どう違うのか

ゲノム情報を用いて同定：ヒトが有効
従来より少量の試料が扱える：臨床試料もOK
あまり精製をしない：電気泳動的分離
網羅的、系統的に解析
　　　　：多数のタンパク質を扱う
タンパク質の機能の保持はしない
　　　　：機能解析は遺伝子発現実験で行う

プロテオミクスの戦略

候補タンパク質の検索 
　

　2次元電気泳動等を用いた     　　　　　　　　　　　　　
　　　　プロテインディファレンシャルディスプレー法　
質量分析計を用いたタンパク質の同定                　　　

候補タンパク質の妥当性の検証
　２次元のimmunoblot分析等による                   　　　　
　　　　　　　              定性的検証と分子種の特定
1次元のimmunoblot分析での定量的検証                 

Step1

Step2

分子生物学的解析と臨床応用への適用Step3

PSA                       Clinical Chemistry 2002
　　　　　　　　　　　　　　 (with Urology)
Bladder Cancer     Clinical Chemistry 2004
 　　　　　　　　　　　　　　(with Urology)
                              Cancer Science 2004
 　　　　　　　　　　　　　　(with Urology)
                              Proteomics Clin Appl 2007
 　　　　　　　　　　　　　　(with Urology)
Heart failure          J Card Fail 2006
 　　　　　　　　　　　　 (with Card & Resp)
Drs                         Oncogene 2004
  　　　　　　　　　　　 (with Microbiology)

　心不全とは、種々の病因により心機能が低下し、
末梢組織の酸素需要に必要とされる血液を駆出でき
なくなった状態であり、心疾患の終末像であると定
義されている。近年、心不全は単なるポンプ失調だ
けでなく、 心室の拡大や心筋の変性による形態変
化(リモデリング)を伴った進行性の病態であると認
識されるようになってきた。(ACC/AHA guidelines 2005)
　心不全の病態形成の原因は多因子であり、単一遺
伝子や分子で形成されることはないため、不全心で
の多数のタンパク質発現の変化を系統的に解析する
ことがその病態解明において重要である。

背景背景

　心不全の病態解明において、プロテオーム解析が

有効と考え、頻拍誘発性心不全イヌモデルを用い

て、正常心筋、高頻度ペーシング処理して誘導した

不全心筋について二次元電気泳動法（2-DE）を
行った。

　心不全に特異的なタンパク質変化の検索と解析を

行い、これらのタンパク質の心不全の病態との関わ

りを明らかにする。

目的 Protocol
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(n= 6)
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Without pacing
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(n= 6)
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HemodynamicsHemodynamics
Cardiac Output Pulmonary Capillary

   Wedge Pressure
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Protein IdentificationProtein Identification

①① 2-DE 2-DE

②② Spot Cutting Spot Cutting

③③ In Gel Digestion In Gel Digestion
KK

KK

KK

KK
RR

RR

⑤⑤ Peptide Mass Database Peptide Mass Database

④④ MALDI/TOF-MS MALDI/TOF-MS

MassMass

イオン強度イオン強度

得られた複数のペプチド質量のパターン

ネット上の質量分析
データベース

http://prospector.ucsf.edu/

蛋白質同定

Peptide Mass Fingerprinting analysis

Mass spectrum of (a) spotMass spectrum of (a) spot

MDIAIHHPWIRRPFFPFHSPSRLFDQFFGEHLLESDLFPASTSLSPFYLRPPSFLRAPSWIDTGLSEMRLEKDRFSVNLD
VKHFSPEELKVKVLGDVIEVHGKHEERQDEHGFISREFHRKYRIPADVDPLAITSSLSSDGVLTVNGPRKQASGPERTIP
ITREEKPAVTAAPKK

Alpha B Crystallin

a

b
c

m

e

f

h

g

i

j

k

700.4357 　
716.3844 　　　
872.4440　　　
986.4947 　　　
1088.5125 　　 
1140.6265         
1192.6326         
1213.6581         
1374.7071         
1462.7000         
1478.6950 
1639.7577        
1716.9033         
1822.0438
2594.3677         

a
b
c
d
e
f
g
h
i
j
k
l
m
n
o

Mass
(R)TIPITR (E)
(R)EFHRK (Y)
(R)KQASGPER (T)
(K)HFSPEELK (V)
(R)QDEHGFISR (E)
(R)EEKPAVTAAPK (K)
(K)DRFSVNLDVK (H)
(K)HFSPEELKVK (V)
(R)RPFFPFHSPSR (L)
(R)APSWIDTGLSEMR (L)
(R)APSWIDTGLSEMR(L)
(K)HEERQDEHGFISR(E)
(K)VLGDVIEVHGKHEER (Q)
(R)TIPITREEKPAVTAAPK (K)
(R)IPADVDPLAITSSLSSDGVLTVNGPR (K)

Sequence

l

d

n o

MDIAIHHPWIRRPFFPFHSPSRLFDQFFGEHLLESDLFPASTSLSPFYLRPPSFLRAPSWIDTGLSEMRLEKDRFSVNLD
VKHFSPEELKVKVLGDVIEVHGKHEERQDEHGFISREFHRKYRIPADVDPLAITSSLSSDGVLTVNGPRKQASGPERTIP
ITREEKPAVTAAPKK

Spots IdentificationSpots Identification

CHF

pI3 10 a: Alpha B Crystallin

b: Heat Shock Protein 27

c: Heat Shock Protein 27

d: Heat Shock Protein 20

e: Heat Shock Protein 20

f:Haptoglobin Alpha and Beta
   Chain

bb ccff aa

dd ee
hh

ii

gg

g: Tropomyosin alpha chain 

h: Myoglobin

i: Fatty acid-binding protein (FABP)



  

  

Validation of HSP27Validation of HSP27

2-DE Silver Stain

5
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2-DE Western  Blotting 
with anti HSP27 antibobies
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2-DE Phosphoprotein stain 
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Quantification of Quantification of Phosphorylated Phosphorylated HSP27HSP27

＊p<0.01 vs Normal    n=6
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ConclusionsConclusions
プロテオーム解析は心不全病態の分子機構を
明らかにする新しい手法であり、我々が見い
だしたsmall HSPとそのリン酸化は心不全の
診断や治療の新たなターゲットとなり得る可
能性が示唆された。

Comparison of 2-DE (pI 3-10)Comparison of 2-DE (pI 3-10)
in Left Ventriclesin Left Ventricles

Normal CHF

pI3 10 pI3 10

Mr

gg bb ccff

dd aa
ee

hh
ii

gg bb ccff

dd aa
ee

hh
ii

KD:

10

15

20
25

37
50
75
105
110210

pI3 10

gg bb ccff

dd aa
ee

hh
ii

Carvedilol

Identification and Quantification of SpotsIdentification and Quantification of Spots

a: Alpha B Crystallin

b: Heat Shock Protein 27

c: Heat Shock Protein 27

d: Heat Shock Protein 20

e: Heat Shock Protein 20

f:Haptoglobin 
      alpha chain 

g: Tropomyosin
      alpha chain 

h: Myoglobin

i: Fatty acid-binding
    protein

＊ p<0.05 vs. Normal   # p<0.05 vs. CHF
n=6　(PDQUEST Ver. 7.3)

＊

＊

＊

＊

＊

＊#

＊#

＊

＊

＊

＊

＊

＊

＊

＊

＊

#

#

Normal
CHF

Carvedilol
2-DE of CHF with Pro-Q Diamond 
Phosphoprotein stain 

5 8pI

MAPKAPK-2
Alpha B

 crystallin

HSP20

HSP27

Alpha B
 crystallin

HSP27

HSP20

MAPKAPK-2

   PKA PKG

P

P

P

Perspective



  

  

プロテオミクスの戦略への

Typhoonの活用法

バリアブルイメージアナライザーTyphoon9200

Typhoonは、

　　・Strage Phosphor
　　・Chemiluminescence
　　・Fluorescence
　　　
　　の3つのモードで

ゲルやメンブラン等を測定できる装置である。

・Strage Phosphorモード

Strage Phosphorスクリーンを用いてRIを検出

ノーザン解析やサザン解析に用いられる

X線フィルムより高感度
　　10~100分１の時間で検出できます。

ダイナミックレンジが広い(5桁)：定量に有効
　　　（全てのモードで有効）

・Chemiluminescenceモード
　ECLなどの化学発光を検出する時に用いる

　　　　化学発光を検出する専用の装置
　　　　　　ImageMaster-CL

　演者がTyphoonを用いる理由
　　　コンピューターの操作性と慣れ

　Immunoblot解析において、
　　定性的解析には、ECLを用いて、
　　　　自動現像装置を用いてＸ線フィルム
　　定量的解析には、 ECLplusを用いて、
　　　　　　Typhoonを用いて測定

・Fluorescenceモード

　蛍光を検出する時に用います。

　用いる蛍光試薬により、
　励起レーザーとフィルターをメニューから選択

　Typhoon9200は、532nmと633nmのレーザーのみで、
　　　457nmと488nmの短波長側のレーザーがない

　Cy3やCy5などの長波長側の蛍光試薬は測定できますが、
　Cy2などの短波長側の蛍光試薬は測定できません。



  

  

二次元電気泳動およびSDSポリアクリアミド電気泳動の
ゲルの染色に蛍光試薬を用いたイメージ解析に
Typhoonを使用している

イメージ解析用蛍光試薬
　　Deep Purple（GEヘルスケアバイオサイエンス）
　　Flamingo (Bio-Rad) 
　　SYPRO Ruby (Invitrogen) 
　
　イメージ解析後、ゲルを切り出し、
　質量分析に用いる時は、
　高価ではあるが、SYPRO Ruby (Invitrogen) を使用
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不全心筋のO-GlcNAc修飾タンパク質の
SYPRO Ruby染色イメージ

抗O-GlcNAc抗体を用いた
免疫沈降成分

in gel digestion後、
LC/MS/MSでタンパク質の同定

LC/MS/MS (Paradigm MS4 + LCQ Advantage MAX)

2-DE of CHF with Pro-Q Diamond 
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Tubulin

HSP20
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Immunoblot analysis of HSP20 in left ventricular muscle
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