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研究成果の概要（和文）：生体細胞はタンパク質、DNA や多くの小分子を含んでいる混合物で

あり、高性能な分離分析法は細胞内現象を分子レベルで解明するための重要な技術である。そ

こで本研究では、高感度に薬物、生理活性分子、タンパク質、DNA などを分離、計測するた

めの方法を開発し、細胞内に含まれるこれらの成分の分析に応用した。得られた結果から、開

発した方法は、分子生物学研究における新規かつ有用な技術になるものと期待される。 
 
研究成果の概要（英文）：Biological cells consist of proteins, DNA, and a lot of small molecules, 
so high-performance separation analytical methods are important technologies for 
clarifying phenomena in biological cells at molecular levels.  Therefore, this study aimed 
to the development of sensitive methods to separate and determine drugs, bioactive 
molecules, proteins, and DNA, and application of the methods to the analysis of these 
components in biological cells.  From the results obtained by the study, the developed 
methods are expected to be novel and useful techniques in the study of molecular biology. 
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１．研究開始当初の背景 
近年、ライフサイエンス分野において、細

胞内現象を分子レベルで解明することが重
要な課題となっている。特に、細胞内での分
子の相互関係を解明することは、生命の理解
にとって不可欠である。例えば、細胞への小
分子の取り込みや細胞内でのタンパク質の
動的挙動を理解するためには、複数の分子種
を同時に計測できる方法が必要であり、今後
の分子生物学の発展における重要な技術の

ひとつである。 
 細胞内での分子の挙動は細胞周期と深く
関連している。したがって、細胞内分子の存
在率と細胞周期の関係を明らかにすること
は、細胞内現象の解明、薬物の作用機構の解
明において、重要である。一般に、細胞周期
の計測はフローサイトメトリーにより行わ
れているが、この方法では各細胞周期におい
て発現する多数のタンパク質を同時に計測
することは困難である。 



 一方、ケミカルサイトメトリーは、細胞周
期の各段階において、単一細胞内の化学成分
を計測できる唯一の方法である。この方法は、
分離能に優れたキャピラリー電気泳動と、高
感度検出法であるレーザー励起蛍光検出法
を組み合わせ、単一細胞を直接分離カラム内
に導入し、細胞溶解、分離、検出を行うもの
である。この研究に関して、現在までに手法
に関する原理的な研究が行われているが、具
体的な応用に関する研究は報告されておら
ず、これからの応用研究の発展が期待されて
いる。そこで本研究では、この方法を細胞周
期決定と薬物や発現タンパク質の定量を同
時に行えるシステムに拡張し、分子生物学研
究における新規かつ有用なツールとなるこ
とを実証することを目指した。 
 
２．研究の目的 

本研究においては、研究代表者が開発した
高感度キャピラリー電気泳動法を活用し、以
下の三項目について検討を行うことを目的
とした。 
(1) タンパク質の高感度検出法の開発：先に
開発したポストカラム誘導体化／キャピラ
リー分子ふるい電気泳動法を単一細胞内タ
ンパク質の計測に応用するために、光学系と
反応試薬の最適化による高感度化を実現す
る。 
(2) 単一細胞内の DNA 測定による細胞周期
計測：単一細胞内の DNA を計測することで、
個々の細胞の細胞周期を決定できることを
明らかにする。膜透過性色素で細胞内のDNA
を染色し、細胞を直接キャピラリー内に導入
して、細胞内の DNA 量を計測する方法を開
発する。 
(3) 細胞周期と抗がん剤取り込み挙動の研
究：がん細胞に抗がん剤を投与し、個々の細
胞について、細胞周期と抗がん剤の取りこみ
挙動を同時に計測する。この目的を達成する
ために、二つのレーザーを光源とする二チャ
ンネル同時検出装置を開発する。開発した検
出装置で、単一細胞内の DNA 量と抗がん剤
取り込み量、または発現タンパク質を同時に
計測できることを実証する。 
 
３．研究の方法 
(1) タンパク質の高感度検出法の開発 

先に開発したポストカラム誘導体化／キ
ャピラリー分子ふるい電気泳動法を生体成
分分析に適用した。検出感度を向上させるた
めに、ポストカラム誘導体化における還元剤
の種類について検討した。さらに、開発した
方法を細胞内タンパク質や牛乳中のタンパ
ク質計測に応用した。 
(2) 単一細胞内の DNA 測定による細胞周期
決定 
 単一細胞の細胞周期を決定するために、高

分離能を有するキャピラリー電気泳動法と、
高感度検出が可能なレーザー励起蛍光検出
法を組み合わせた細胞周期の決定法につい
て検討した。 
試料として、SYTO80 により DNA を蛍光

標識したヒト肺上皮癌細胞(A549)の懸濁液
を用い、試料溶液を落差注入法と電気的注入
法の併用によりキャピラリー内に導入し、電
気泳動を行った。キャピラリー内を流れる細
胞は、発振波長 532 nm の Nd:YAG レーザー
を光源とするレーザー励起蛍光法により検
出した。 
(3) 細胞周期と抗がん剤取り込み挙動の研究 
細胞内への抗がん剤取り込み挙動に対す

る多剤耐性タンパク質の効果について検討
した。まず、アントラサイクリン系抗がん剤
の分離条件に関する検討を行った。ついで、
この分離法を利用して、アントラサイクリン
系抗がん剤のがん細胞への取り込み挙動を
評価した。 

さらに、抗原抗体反応を利用する多剤耐性
タンパク質の定量法の開発を行った。多剤耐
性タンパク質である MRP1 の抗体を蛍光標
識し、これと細胞溶解液を反応させ、細胞内
の多剤耐性タンパク質を定量する方法につ
いて検討した。 
 
４．研究成果 
(1)タンパク質のポストカラム誘導体化レー
ザー励起蛍光検出法に関しては、世界で初め
て分子量に基づく分離後に、タンパク質を誘
導体化する方法を開発し、この方法が生体試
料中のタンパク質分析に適用できることを
実証した。ポストカラム誘導体化反応におい
て、2-メルカプトエタノールよりもエタンチ
オールを用いたほうが高感度であることを
明らかにした。そこで、エタンチオールを用
いて、牛乳、並びにがん細胞中のタンパク質 

図 1 牛乳中のタンパク質の分離． 
の分離検出を行ったところ、良好な分離結果

を得ることができ、この方法が生体試料中の
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タンパク質分析に適用できることを明らか
にした。図 1 に牛乳中のタンパク質分析の結
果を示す。この方法により、牛乳中のα－ラ
クトアルブミン(1)、β－ラクトグロブリン(2)、
κ－カゼイン(3)、α－及びβ－カゼイン(4)、
血清アルブミン(5)を分離検出することに成
功した。 

さらにこのポストカラム誘導体化法を二
色レーザー励起蛍光検出法に拡張した。異な
る波長で発振する二台のレーザーを用いて、
それぞれの波長で励起したときに得られる
二つの電気泳動図を同時に記録するための
検出器を開発し、この検出器によるタンパク
質の糖鎖修飾の有無判別を試みた。タンパク
質はナフタレン-2,3-ジカルボキシアルデヒ
ド(NDA)を用いたポストカラム誘導体化法
により検出した。一方、蛍光性のローダミン
B で修飾したマンノース型糖鎖と結合するコ
ンカナバリン A（RhB-ConA）をプローブと
して、タンパク質と結合した糖鎖を検出した。
この検出法によりタンパク質の糖鎖の有無
を判別する方法について検討した。糖タンパ
ク質であるチログロブリンの検出を試みた
ところ、チログロブリンは 450 nm 励起で強
い信号を得ることができた。これはチログロ
ブリンのアミノ基と NDA との反応により生
成した誘導体の蛍光が観測されたものであ
ると考えられた。一方、RhB-ConA のみを泳
動した場合、532 nm 励起においてブロード
な強いピークが観測された。ピークがブロー
ドな原因は、ConA に異なる数の RhB が結合
したものが存在するためだと予想された。 
図2 タンパク質とRhB-ConAの混合物の電
気泳動図．(a)チログロブリン、(b)アルブミン．

黒：450 nm 励起、灰色：532 nm 励起． 
これらを混合して電気泳動を行ったところ、
図 2(a)に示すように、両波長で新たなピーク

が観測された。糖鎖をもたないアルブミン
（図 2(b)）では、532 nm 励起でピークが観
測されないことから、(a)で観測されたピーク
はチログロブリンと Rh-ConA の複合体と考
えられる。したがって、この方法により、糖
タンパク質の識別が可能であることがわか
った。 
(2)単一細胞内の DNA 計測においては、細胞
をキャピラリー内に導入し、レーザー励起蛍
光検出したところ、個々の細胞を単一のピー
クとして検出できることがわかった。次いで、
50 個の細胞をキャピラリー内に注入後、電気
泳動を行い、蛍光強度を測定した。その結果、
個々の細胞を連続的に計測することはでき
たが、各ピークにおけるサンプリング数が不
十分であり、また S/N 比も低かった。サンプ
リング数の不足は、細胞の流れる速度を低下
させるか、あるいは測定プログラム上でサン
プリング周波数を増大させることで解決で
きると予想された。また、S/N 比が低い原因
は、蛍光の集光が不十分であることに起因す
ると予想され、検出系の改良が必要であるこ
とが明らかとなった。 
(3)抗がん剤取り込み挙動の研究において、ア
ントラサイクリン系抗がん剤の分離条件を
検討したところ、デオキシコール酸ナトリウ
ムとシクロデキストリン誘導体を添加した
泳動溶液を用いるとき、ドキソルビシン、エ
ピルビシン、イダルビシン、ドウノルビシン
の相互分離が可能であることを見出した。こ
の方法により、がん細胞に取り込まれたアン
トラサイクリン系抗がん剤量を計測した結
果、4～6 時間程度までは、細胞内の抗がん剤
濃度が上昇するが、その後、がん細胞は抗が
ん剤を排出し、細胞内濃度が減少することが
わかった。この抗がん剤の排出機構は細胞膜
に存在する多剤耐性タンパク質によるもの
であると推察された。そこで多剤耐性タンパ
ク質の阻害剤を細胞培養液に添加し、抗がん
剤の細胞への取り込み挙動を評価したとこ
ろ、6 時間以降でも細胞内の抗がん剤濃度の
増加が観測された。この結果は、阻害剤を活
用することで、がん細胞への抗がん剤の取り
込みを促進できることを示唆していた。 
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そこで、さらに詳細に抗がん剤排出機構に
ついて検討するために、細胞内で発現してい
る多剤耐性タンパク質である MRP1 の定量
法を開発した。開発した方法を用いて、抗が
ん剤で処理した細胞内の MRP1 を定量した
ところ、細胞内での MRP1 発現量が増加して
いることがわかった。すなわち、抗がん剤の
排出と多剤耐性タンパク質の発現量に相関
があることを示すことができ、開発した方法
が多剤耐性タンパク質の簡便な測定法とし
て利用できることを明らかにした。 
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