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〔ワークショップ:医学・生物分野における電気泳動システムに期待するもの〕

二次元電気泳動の画像解析装置の分子生物学分野への応用

戸田年 総

SUMMARY 

Since Dr. O'Farrell reported his high-resolution two田dimensional electrophoresis in 1975, many 
fruits of the method have been born. In paralle1 with the advance of the separation method, 
hardware systems and programes for ana1yzing the two-dimensional images were a1so deve1-

opped. The most advanced systems provide us a convenient to01 for compairing two images 

and assigning unmatched spots to the specific protein if it has been register巴d in a protein 

database. 
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はじめに

1975 年に コロラド大学の O'Farrelj1) が J. B. C. ~C寄

せたー篇の論文は，多くの生化学者に大きな衝撃を与え

た.なにしろ一つの電気泳動法で(実際には二つの方法

の組合せであるが)大腸菌の蛋白質を 1， 000 個以上のス

ポットに分離して見せたのであるから . 二次元電気泳動

がその能力を遺憾なく発揮するのは 2種類の検体(た

とえば， 癌細胞と正常細胞， 分化細胞と未分化細胞，

老化細胞と若齢細胞，遺伝子導入細胞と対照宿主細胞な

ど)の違いを蛋白質のレベルで検出するといったような

場合である . しかし高分解能の二次元電気泳動像はスポ

ットの数が多いため ， 個々のスポッ ト の微妙な増減や等

電点 ・ 分子量のわずかなシフトを肉眼的観察で判断する

ととは容易でない.コ ンピュ ータによる画像処理技術が

との問題に一つの解決策を与えてくれた.

二次元電気泳動画像解析の歩み

コンピュータによる画像解析は， 画像を読み取るとと

から始まる . 仮~C 10 cm 四方の二次元ゲノレを分解能 0.1

mm，精度 0 . 010D で 30D までの光学密度値として記

憶するには約 2 メガバイトのメモリが必要である . さら

にとの画像データを解析するためには数十キロ~数メガ

バイト(処理内容によって異なる)のメモリを確保しな

ければならない . O'Farrell が二次元電気泳動を発表し

た当時は， PDP-ll クラスのミ ニコ ンピュ ータでも使わ

ない限り， これだけのメモリ空間は実現できなかった.

それでも二次元電気泳動像の解析にコンピュータを利用

しようという試みは早くからあち乙ちで始まっていたよ

うで，折しも第 1 回の国際電気泳動学会がチヤ ーJレス ト

ンで開催された 1981 年lζ，先を争うようにその成果が

発表された (Table 1 ) . 画像の読み取りに関しては，ベ

ルリン大学の Schneider らが撮像管テレビカメラ方式

を，マッ クスプランク実験医学研究所の Kronberg ら引

が走査顕微ìllJJ光方式を報告した また，米国 NIH の

Lemkin ら引によって開発された GELLAB システムと

Argonne 国立研究所の Anderson ら引によって開発さ

れた TYCHO システムにおいて 2枚の二次元電気泳
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Table 1. 二次元電気泳動画像解析装置の進歩と cyclin /PCNA 研究

1975 一 二次元ポリアクリ Jレアミドゲル電気泳動発表 (O'Farrell)

DNA polymeras巴 S の発見 (Bymes et al.) -:-1976 

PCNA (Proliferating cell nuclear antigen ) の発見 (Miyachi et al.) 三 1978

1981 ー 第 1 回国際電気泳動学会開催 (Charleston) 

~ 126 演題中 16 演題が二次元電気泳動関連
三 二次元セルロ ースアセテート膜電気泳動発表作oda et al.) 

Z その半数の 8 演題が二次元の画像解析関連
撮像管カメラ方式による画像の取り込み (Schneid巴r et al.) 

顕微測光スキャン方式による画像の取り込み (Kronber g et al.) 

二次元データベース Human Protein Inde x 構想 (Taylor et al.) 

一 GELLAB system : 位置補正，スポッ ト対応アルゴリズム (Lemkin)

二次元電気泳動による Cyclin の発見 (Bravo et al.) - 1981 
~ 

1982τClinical Chemistry 28 巻に二次元電気泳動と画像解析の特集

1983 ~ スキャナ 一入力/マイコン方式二次元デンシトメ ー タ 一発表， 児玉賞受賞 (Toda et al.) ~ 
1984 二 データベース自動構築型二次元電気泳動解析装置 QUEST system 発表 (Garre ls et al.) 

CCD カメラ入力/マイ コン方式二次元デンシ トメータ - FIMC system 発表 (Toda et al.) 

Cyclin=PCNA (Mathews et al.) - 1984 

DNA polymerase ð 活性化因子の発見 (Lee et al.) ~ 

DNA polymerase ð 活性化因子=PCNA (Bravo et al.) - 1985 

1987 - PDI 社，ワークス テーション方式 PDQ-SCAN， PDQUEST 発売 三

PCNA の cDNA クローニング (Almendral et al.)で 1987

1988τPDQUEST 上で Human Protein Database 作成， Cyclin/PCN A = Protein 9218 (Celis et al.) ~ 

動パタ ー ンを位置補正しながら重ね合わせ，異なるス

ポットを見つけだす機能が実現された. しかし残念な乙

とに，乙れらのシステムはミニコンピュータ を用いるこ

とが前提であったため，私達が身近に利用できるような

方法ではなかった.ζれら両システムの長所を集大成す

る形で 1986 年IC Cold Spring Harbor Laboratory の

Garre ls ら 5)によって完成された QUEST システムも，

当初はやはり UNIX を OS とするミニコンピュータ上

で動作するように設計されたものであったが，完成から

わずか数年の後に同じ UNIX を OS とする SUN ワー

クス テーションに移植され， PDI 社から PDQUEST と

して発売された.ζ のワ ークステーショ ンパージョンは

1 千万円をわずかに上回る程度の価格に抑えられたた

め， 各国の大学，研究所で広く利用されるようになった

セノレロースアセ テート膜二次元電気泳動法を引き下げ

て第 1 回国際電気泳動学会に参加していた大橋望彦博士

と私引は， そ乙で二次元画像解析システムの有効性を目

の当たりにし，われわれにも利用できる手軽なシステム

は作れないものかと思案しながら帰国した.帰国後最初

に手掛けた第 1 号機は，常光産業製の検査用デンシト

メ ータから吐き出される信号をシャーフ。製の 8 ビットマ

イクロコンピュータで受け取って 1 スキャ ンごとにフ

ロッピーディスクに書き込むというものであった. 精度

O.20D で 20D 程度まで読み取れ， 解像度も O. 2mm

程度を実現しており，マイクロ コ ンピュ ータを用いた

二次元デンシトメ ータの実用機としては世界初のもので

あった . われわれはさらに改良を重ねて英国 JOYCE

LOEBL 社製走査型顕微淑IJ光装置を用いた 2 号機7l

CCD カ メラを用いた 3 号機8)へと進み， 老化関連蛋白

質の検出引などに利用された.

二次元電気泳動画像解析装置の現状

現在市販されている代表的な装置を Table 2 K示す.

PDQUEST およびその流れを組む Image Master で

は，従来ミ ニコ ンピュータでしか利用できなかったロー

リングディスク方式のパックグラウンド補正が導入され

ており，その他の機種ではそれぞれ独自のアルゴリズム

で周囲の濃度から総合的に判断してパックグラ ウンド

レベルを算定し，除算できるようになっている . また

とれらはいずれも，スポットの自動検出，位置の補正，

差異の検出が自動的に行う機能を備えている . さらに

PDQUEST では登録された既知の蛋白質に関するデー

タベースを検索する ζ とによってスポットの同定を行う

ととができるほか，新たな同定された蛋白質のデータ

を付け加えて独自のデータベースを作成することもでき

る .
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Table 2. 市販されている代表的な二次元電気泳動画像解析装置

ThE Discovery M SEriesTM 
PDQUESTTM System 

Image CCD array scanner 
aqUlsJtlOn 400X280mm 

63.5μm， 0-2.20D 

Computer Sun Work Station 

OS UNIX 

Software PDQUEST 

パック補正 可(ロ ー リング法)

スポット自動検知 可
スポット位置補正 可
スポットマッチング 可
非対応スポット検知 可
データーベース作成 可
データ ーベース検索 可

細胞増殖・分化機構の研究における

二次元電気泳動画像解析の応用例

細胞の増殖，分化，老化，癌化などに関わる蛋白質を

検出する目的でしばしば二次元電気泳動が利用され，多

くの成果を収めている . なかでも Celis と Bravo らに

よって見つけられた増殖細胞核抗原 cyclin/PCNA は最

終的K DNA ポリメラーゼ 3 の活性化因子である乙と

が判明し，細胞生物学者や分子生物学者の問で注目を集

めている.

古くから晴乳動物の細胞には α， ß, r 型の 3 種類の

DNA ポリメラーゼが存在するととが知られており，そ

の局在性や誘導性から，ミトコンドリアの DNA は 7

型，核の DNA は α 型の DNA ポリメラ ーゼ?によっ

て複製されると考えられていた. と乙ろが 1976 年~(

Byrnes らによって第 4 の DNA ポリ メラーゼ“5 型"

が発見され， Prelich ら IOJ によってな 型は Lagging

鎖を ， ð 型が Leading 鎖を合成する"という乙とが明

らかにされてから“3 型"がにわかに脚光を浴びる ζ と

となっ Tこ.

一方，臨床化学の領域では，修原病患者の血清中~(自

己の細胞の核に反応する自己抗体が存在する ζ とは古く

から知られていたが， 1978 年 Miyachi ら山はとの自己

抗体に対する抗原が，増殖中の細胞の核~(存在する特定

の蛋白質であるととを見いだし，乙の抗原を PCNA

(porliferating cell nuclear antigen) と名づけた . しか

しまだこの時点では，乙の抗原蛋白質の機能を知るすべ

はなかった.

Blo1I1m0aS geTM ImageMaster ™ 

Kodak CCD camera CCD array scanner 

270x270 mm 400x280mm 

50μm， 0-30D 63.5μm ， 0-2.20D 

Sun Work Station Compaq microcomputer 

UNIX DOS/V 5.0 

Biolmage 2.DE Anal. ImageMaster Software 
Biolmage 2-D Matching (microPDQUEST) 

可 可(ローリング法)

可 可
可 可

可 可

可 可

不可 不可

不可 不可

とれら二者の研究とはまったく独立に，二次元電気

泳動を用いて細胞増殖調節蛋白質の検索を行っていた

Bravo ら山は，増殖期の Hela 細胞に特異的に増加する

蛋白質スポットを見つけ， cyclin (cell cycle 依存性蛋

白質)と名づけた.乙の蛋白質の乙とはその後 3 年ほど

の間あまり顧みられなかったが， Mathews ら 13)が免疫

吸収二次元電気泳動によって“cyclin と PCNA は実は

同じ蛋白質である"ということが明らかにされると，再

び細胞生物学者，分子生物学者の注目を集めることにな

る . 折しも同年 Lee ら凶によって DNA ポリメラ ーゼ

6 の活性化因子が発見されその分子量 (37 kDa) が報告

されると， Bravo ら 15) は DNA ポリメラーゼ 6 活性化

因子=cyclin/PCN A である可能性があるととに気づ

き，二次元電気泳動ノマターン上で両者のスポットが一致

することを確認した.さらに念のためにアミノ酸配列分

析を行い， N末端の 10 アミノ酸が一致する乙とをつき

とめた. Bravo の共同研究者である Celis ら叩は，一連

の研究の過程で“二次元データベースが整備されていれ

ば， PCNA の例のように増殖や癌化，分化，形質転換

などで変動する乙とが二次元電気泳動によって明らかに

されたものの，機能が不明な蛋白質と， DNA ポリメ

ラ ーゼ S活性化因子のように生理活性の研究で機能が明

らかにされた蛋白質とをデータベース上で対応させると

とができる"と考え， 1987 年iζ PDI 社から PDQUEST

が発売されると，“Human Protein Database" を作成，

その中にこの cyclin/PCNA も Prote in 9218 として登

録されることとなった.乙のデータベースは，有償では

あるが現在一般に公開されている .
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|BALB/c n山u (4w帥s) spleen 

• Sieve thr叫h SUS m目
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|Protein ext問ts I 
•• 

2D-PAGE -+ Autoradiography 

Fig. 1. The experimental proc泡dure for labeling thymopoietin-responsive 

proteins in nude mouse splenocytes with [35S] methionine. 

Table 3. The protocol of two-dimensional gel 

electrophoresis 

The 1st dimesion 

Gel; Immobiline Dry Strip, pI 4-7 

Apparatus ; Multiphor II (Pharmacia-LKB) 

MultiDriveXL (PharmaciaムKB)

Rehydration medium; 

8M urea 

0.5%(v/v) Triton X-100 

0.2%(w/v) DTT 

O. 2%(w/v} Pharmalyte 3-10 

0.002%(w/v) Orange G 

Cooling; by water circulation 'at 150C 

Power ; 1 300 V , 1 mA, 5 W , 4 h, 1200 Vh 

2 300V, 1mA, 5W, 5h, 9500Vh 

3 2500 V , 1 mA, 5 W , 7 h , 24500 Vh 

The 2nd dimension 

Gel; 12% T , 2.66% C SDS-P AG (16 x 15 cm) 

Apparatus'; V巴rtical P AGE apparatus 

(Anatech) 

Cooling; water circulation at 150C 

Power : 10 mA constant 

以上は細胞増殖研究における応用例であるが，私達は

現在“サイモポエチンによる T細胞分化誘導に関する研

究"を行っており，その中で二次元電気泳動 ・ 画像解析

システムを用いて，サイモポエチン応答牲の蛋白質をい

くつか見いだした17)

サイモポエチンは Goldstein ら 1引によって最初ウシ

の胸腺で見つけられた 49 個のアミノ酸からなるペプチ

ドホノレモンである(ヒトの場合 48 個) . 乙のペプチ ドに

は，マウスの Thy- 1 陰性前胸腺細胞を Thy-1 陽性細胞

に変える作用があり T細胞の分化誘導因子のひとつで

あると考えられている . 私達はサイモポエチンによって

誘導される T細胞分化のメカニズムを分子レベルで解き

明かすべく，サイモポエチン刺激によ り細胞内に特異的

に誘導される蛋白質を [35S] メチオニ ン標識し，二次元

電気泳動/オートラジオグラフィ 一法~Lて解析した.実

験方法と泳動条件を Fig. 1 および Table 3 ~L，オー

トラジオグラムを Fig. 2 ~L示す . ImageMaster を用い

て画像処理を行った結果，サイモポエチン刺激によって

3 時間以内に分子量約 1 万，等電点約 5 の 2種類の蛋白

質のみが特異的に誘導される乙とがわかった. 私達はと

の 2 種類の蛋白質がサイモポエチン刺激が細胞に加わっ

た際の細胞内シグナル伝達に関わる物質ではないかと考

えてサイモレスピン (thymorespin ; TRP) と名づけ，

その構造と機能を探るための研究を進めている しかし

TRP・1 と TRP・2 は銀染色でも検出できないくらい微

量の蛋白質であるため，精製蛋白質を用いて構造や機能

を調べることはほとんど不可能であるので，遺伝子側か

らの研究を進めているところであるが，遺伝子が単離さ
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Fig. 2. Thymopoietin-responsive proteins deｭ

tected by two-dimensional electrophoresis and 

computerized spot matching. 

(A) Control splenocytes. (8) Thymopoietinｭ
treated splenocytes. Spot 1 and 2 were thymo・

respins induced by treatment with thymopoietin. 
Synthesis of spot 3 was reduced by the treatment 
oppositely 

れ塩基配列およびその翻訳アミノ酸配列が明らかにされ

るまでKは相当な研究期間を要するると思われる.しか

しその間， ζ の蛋白質をデータベース ~r登録しておく乙

とができれば，あたかも DNA データベース上で NDP

キナーゼ山 と癌転移抑制遺伝子 Nm23 が結び付けられ

たときのように，まったく別の角度の研究から見つけら

れた機能性蛋白質と偶然に結び付けられる乙とも期待で

きる .

ま とめ

二次元電気泳動は O'Farrell の発表から 18 年目を迎

え，その聞に付随的に生まれた画像解析システムも成熟

期に入った.折しも分子生物学領域の研究が目覚ましい

進歩をとげ， 生理現象が個々の造伝子の構造と産物の機

能のレベノレで議論される時代となっている . 乙の時期』ζ

]pn ] Electroph 1994; 38: 187 

細胞の構成蛋白質を個々の遺伝子産物として分離同定で

きる性能をもっ二次元電気泳動の有用性があらためて見

直されている そして二次元画像解析装置およびそれに

付随する二次元データベース は， そのパタ ーンから速や

かに既知蛋白質Ir関する情報を引き出すための支援シス

テムとして今後の活躍が期待される .
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