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Abstract

Genomics will lead us to a new era of drug discovery, in which the final goal will be an individual-

ized medicine. However the goal is still far and will be difficult to realize. In short, we must learn to

utilize well and develop new techniques in genomics. In this document, we introduce the way of utilizing

this technology, especially focusing on the proteome, and our new concept of "medicinal genetics". The

quantitative proteome technology that we have developed will be a powerful tool for drug discovery and

evaluation of proteins, direct target for drugs. In addition, medicinal genetics will serve as a short for

genes to become drug targets, including target finding and validation.
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【はじめに】

ゲノムとはその生物の染色体の最小セットを示す言葉であ

る。そしてゲノム科学（Genomics）はゲノムを個々の遺伝子

ではなく総体として扱う学問である。生物の全ゲノム配列を

明らかにできる技術があって初めて可能になった学問といえ

よう。言い換えるなら全配列情報をもとに始まる分野とも言

える。この分野の特徴は学問としては分子生物学を中心に据

えながら、分析科学や情報科学などを取り込んだ総合科学的

なものであるという点である。ヒトの遺伝子は遅くとも2003

年までには明らかにされ、その後の医学や創薬を根本的に変

える可能性がある。例えば薬剤のターゲットとなるタンパク

をコードする遺伝子情報が全て明らかになるのである。その

ため製薬会社を中心に重要な遺伝子については特許化による

囲い込み競争が激しくなっている。しかし特許成立のために

は、塩基配列情報だけでは不充分であり、その遺伝子の機能

解析と創薬を効率的に結びつけることが重要なのである。遺
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（例えば窒素15,15N）で標識することにより、MSを使った定

量的プロテオームを可能にした。それについて以下に説明す

る。

まず比較するサンプル（細胞）のうち片方の培地中に安定

同位体（例えばその細胞の窒素源を15Nにしたり、必須アミノ

酸を同位体標識しておく）を予め加えておいてから培養を行

う。するとその細胞が作り出したタンパクは、全て安定同位

体で標識されることになる。続いて両者を混合してから、タ

ンパクの抽出や分画などの操作を行い、二次元電気泳動など

でタンパクの分離を行う。そしてゲル上のタンパク・スポッ

トを切り出し、トリプシンなどで消化し得られたペプチド断

片を回収しMSで分析する。個々のタンパクの回収率は、タ

ンパクが異なれば回収率も変わるかもしれない。しかしここ

までの全行程において、同じタンパクであるならば安定同位

体で標識されたタンパクとそうでない通常のタンパクとの間

に回収率に違いはない。よってMSで観測されるペア（安定

同位体標識のペプチドと通常のペプチド。図１のピーク強度

比は回収率に関わらず一定であり、もしこのピーク強度比に

変化が生じるのであれば、それはそのタンパクの存在量（発

現・分解・修飾等を加味した増減）に変化が生じたことにな

る。この方法ではタンパクの存在量が僅か20－30％変化した

だけでも有意差を持って検知することができる。さらに小田

らの方法はMSでのスペクトル・データでタンパクの定量と

同定を行っているため、たとえ二次元電気泳動で分離した１

スポットが複数のタンパクから成る混合物であっても、MSで

各タンパク（実際にはペプチド断片）を改めて分離するため、

それぞれのタンパクについて正確な定量が可能になる。この

ように混合スポットに対する定量性は従来の電気泳動スポッ

トに基づく方法では不可能であった。この方法の登場により

これまで定性的な情報にすぎなかったプロテオームに定量的

データを加えることが可能になった。

小田らのアプローチは、そのすぐ後にR. D. Smithらによっ

ても報告された。彼らは極めて分解能・精度の高いMSを用

いることで、タンパクを消化することなく、直接定量するこ

とに成功している4）。両者の方法は培養細胞であるならば原

理的に全ての細胞つまりタンパクに応用可能であるが、動物

や人などの組織中のタンパクに対しては限界がある。そこで

 

 

図１：安定同位体元素標識法を用いたをタンパクの変動解析についての模式
図

図２：組織由来のタンパクの変動解析についての模式図
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伝子の特許化については、未だ不確定要素があるが、ヒトの

全ゲノム配列が公知になった後も有用な遺伝子の権利を得る

ことは可能であろう。一方で、ヒトの全塩基配列決定後には

個体レベルのバリエーションが解析される時代となる。いわ

ゆる遺伝性疾患だけでなく、多くの一般的な疾患も遺伝的要

因が関与していることは周知の事実である。今後はこれらの

遺伝的要因、それも複数であり、個人によって異なる原因で

あっても明らかにされていくであろう。それによって見出さ

れた遺伝子は、診断や薬剤のターゲット候補として非常に有

用である。個人の遺伝子情報という領域であるため、プライ

バシー保護などの施策が必要であるが、この分野は今後確実

に大きく発展する。実際、2000年から日本でもSNP解析を中

心とした国家プロジェクトが開始される。

【ゲノム科学と創薬】

ヒトに先立って、大腸菌、酵母、線虫、ショウジョウバエ

など幾つかのモデル生物の全ゲノムが明らかになった。よっ

て配列情報があるためクローニングの手間が省けるなどゲノ

ムプロジェクトが分子生物学に与えた意義は大きい。しかし

これらモデル生物の全ての遺伝子機能を明らかにするために

は今後も多大な労力を必要としている。つまりその生物の全

体のパターンを見ることはゲノム解析で始めて達成できる

が、特定の遺伝子機能について調べるとなると従来と変わら

ぬ地道な作業が重要となる。これが端的に現れるのが創薬研

究である。ゲノム科学は重要で大きな意義を持つが魔法では

ない。創薬研究では、ゲノム科学の技術や情報を駆使しなが

ら、薬剤のターゲットになる一つ一つの遺伝子の研究を行う

ことが要求される。一方で、これまでの創薬は分子標的を特

定して、その阻害剤などをスクリーニングして見つけるとい

う手法を取ってきた。従って新しい標的分子の発見が重要事

項であった。しかしGPCRやKinaseなど薬剤ターゲットにな

りそうな遺伝子を一つ一つ調べて新規標的分子を見つける方

法は非効率的である。ポスト・ゲノム時代と言われる現在で

は、例えば病態モデルと正常との比較により、どの様な遺伝

子発現の変動が起こるか調べることで、より効率的に標的分

子を見出すことが可能になりつつある1）。ここで威力を発揮

するのがポストゲノム時代の中心であるDNA chip技術と

Proteome技術である。前者は遺伝子の発現レベルをmRNA

の定量により網羅的に行うものであり、後者はそれをタンパ

クレベルで行うものである。タンパクは翻訳後修飾や分解な

どmRNAとは別のレギュレーションも受けるため、mRNAと

タンパクの間に必ずしも相関関係は成立しない。また生体に

対し様々な影響を直接与えるのは遺伝子自身であるよりも、

むしろその遺伝子産物であるタンパクであり、医薬品の直接

のターゲットも多くの場合タンパクである。よって創薬研究

においてProteomeに託す期待は大きい。ここではゲノム創薬

の一翼を担う新しいProteome技術について紹介した後、それ

らゲノム科学の技術を有効に活用して創薬を行う"Medicinal

Genetics"のコンセプトについて触れてみたい。

【Quantitative Proteome】

＜タンパク存在量の変動解析について＞

DNA chipにおけるDifferential Displayと同様にProteome

においてもタンパクレベルでのDifferential Displayを作製し、

個々のタンパクレベルの変化を捉える種々の試みが行われて

いる。しかしながら二次元電気泳動を中心とした従来のやり

方では、比較するべき二つの試料に存在する個々のタンパク

の存在量を正確に比較することは極めて難しい。

なぜなら

１、溶解性の悪いタンパクも含めた、細胞からのタンパク抽

出の再現性

２、細胞分画やタンパクの粗精製・濃縮操作による再現性

３、二次元電気泳動の再現性

４、ゲル染色の再現性

５、一つのスポットに複数のタンパクが混在している場合

６、２次元電気泳動を用いない場合の定量（最近、カラムス

イッチングHPLCなどLC/MS中心でプロテオームを行う

方法も紹介されているが、通常定量的解析は困難2））

７、質量分析（MS）でのピーク強度比較（MSでの強度比較

は内部標準物質を用いない限り定量性に乏しい。さらに

トリプシンなどの消化効率やペプチドの回収率などもバ

ラつきの大きな原因になる。）

８、回収率・再現性などの補正（ Proteomeのように不特定

多数のタンパクを扱う場合、個々のタンパクについて回

収率を補正することは困難である。）

このように従来のProteomeでは、個々のタンパクの発現変

化を正確に捉える事は難しい。そこで、この問題を解決した

のが、小田らが開発した安定同位体とMSを組み合わせた方

法である3）。先に述べたようにMSでのピーク強度は再現性に

乏しいにも関わらず、薬物など低分子物質を中心にGC/MS

やLC/MSでは定量分析が日常的に行われている。それは、

まず分析対象物質を構成する元素の一部を安定同位体に置き

換えた（例えば水素Hを重水素Dにした）内部標準物質を合成

して、それを最初にサンプルに加えることで標的分子の回収率

を正確に補正しているのである。一方、Proteomeでは目的物質

が不特定多数で、しかも対象が低分子ではなくタンパクであ

る。そのため一見すると安定同位体を用いた内部標準法を適

用するのは難しいように思われる。しかし小田らは比較する

べきサンプル（細胞）に含まれるタンパク全てを安定同位体
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用するのは難しいように思われる。しかし小田らは比較する

べきサンプル（細胞）に含まれるタンパク全てを安定同位体
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位体を含む培地を使う。一定期間培養後、二つの細胞群を混

合してから目的のタンパクを抽出・精製し、トリプシンなど

で消化し、そのペプチド断片をMSで分析する。タンパク抽

出からMS測定に至るここまでの過程において、目的のタン

パクの回収率やプロテアーゼの消化効率、MSでのイオン化

効率などは、標識タンパクと非標識タンパク間でいずれも全

く同じである。しかし安定同位体元素で標識したタンパクは

分子量が大きくなるためMSで検出する際に非標識体由来の

ピークとペアで観測される。この時、修飾を全く受けないペ

プチド鎖なら、 そのタンパクのどのペプチド鎖であっても、

MSでのピーク強度比は一定である。さらに修飾を受けても、

その実験条件では修飾の程度に変化がない場合も、そのペプ

チド鎖のピーク強度比は、修飾を受けない部分と同様に一定

の比となる。そして修飾の程度に変化があった領域はMSの

ピーク強度比に変化が生じる。この方法では僅か20-30%程度

の微小な変化も有意さを持って検出できる。

ところでリン酸化ペプチドはMALDI-TOF/MSなどMSで

イオン化抑制が起きやすいことが知られており、そのためリ

ン酸化ペプチドをMSで見逃すことも多い。さらに糖鎖の付

加でもMSの感度が落ち、その上MSだけでは糖鎖構造の解明

は難しい。しかし小田らの方法では、翻訳後修飾されたペプ

チド鎖を直接MSで分析できなくても、反対の修飾されず残

った方、非修飾ペプチド鎖をMSで検出さえすれば、例え修

飾の種類は不明であっても、その領域に翻訳後修飾反応がど

のくらい起きたか知ることができるという特徴も併せ持つ

（図4）。翻訳後修飾の解析はこのようなプロテオームの技術

を駆使しない限り他に方法はないため、本法は非常に強力な

武器に成るであろう。

【Medicinal Genetics】

我々の部署では上で述べたQuantitative Proteomeと、シリ

コン基盤上にフォトリソグラフ技術を用いてオリゴDNAを

合成したAffymetrix社のDNA chip技術を有している6－9）。そ

して我々は、独自の病態モデルや化合物を用いることで

mRNAやタンパクレベルでの発現変化を追跡して、新たな標

的分子探しを展開している。そこで以下に我々が提案する

Medicinal Geneticsについて説明する。ここで強調したいこ

とはGenomicsそのものでなく、むしろ1つ1つの遺伝子を扱う

Geneticsこそが創薬に直接つながる道であるというコンセプ

トである。

製薬会社では日夜多くの化合物が合成され、その活性が調

べられている。独自の化合物・天然物の中には細胞レベルや

動物レベルで、作用機序が不明ながらも明確な薬理活性を誘

導するものがある。Medicinal geneticsでは、この薬理活性を

Phenotypeとして捉えているのである。それが仮にその研究

目的に合致しないPhenotypeであっても（例えば副作用）、視

点を変えることで新たな創薬の糸口になりうる。そこで我々

は新たな創薬テーマを創出するために図５に示したようなゲ

ノム科学を支えている最先端技術を駆使して新たな創薬標的

分子の発見を目指している。

図６に示したように、まず独自の化合物データベースの中

から、面白いPhenotypeを示す化合物を選び出す。次に、こ

の化合物による処理・未処理試料についてDNA chipにより

網羅的にmRNAの発現解析を行う。そして変動している可能

図４：安定同位体元素標識法による翻訳後修飾解析のもう一つの利点

図５：Medicinal Geneticsの鍵となるテクノロジー
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R. Aebersoldらは、この点を克服するための方法を考案した5）。

まず使用するTagのうち、片方のTagに重水素など安定同

位体元素標識をする。そして図２に示したようにタンパクの

Cys残基にBiotin-tagを共有結合させる。その後、二つのサン

プルを混合する。ここで彼らがBiotinというAffinity-tagを用

いた理由は以下の通りである。ゲル電気泳動後In-gelあるい

はOn-membraneでタンパクを消化しMSで測定する場合、全

てのペプチド断片をMSで検出できるとは限らない。言い換

えると、比較するべきサンプル間で、タンパク量の増減を調

べるためには、Tagが結合したペプチド（Cys残基を含むペ

プチド）だけを検出すればよいのである。Tagがなければサ

ンプル間の区別ができないからである。そこでBiotin-tagを

挿入し、AvidinでBiotin化ペプチドのみを精製しMSで分析し

ている。MSでは同位体標識の有無（分子量の違い）により

ペアのピークが観測され、そのピーク強度比の変化が、その

タンパクの存在量の変化を意味する。通常タンパク混合物を

トリプシン消化すると膨大な数のペプチドが生じるが、

Aebersoldらの方法では、Cys残基を含むペプチドのみに限定

されるため、混合ペプチドとしての複雑さを軽減している。

ただしタンパクの同定にはPeptide Mass Fingerprinting法は

使えず、MS/MSを行うことが必須である。このAebersoldら

の方法は、動物などの組織由来のタンパクに対してもQuanti-

tative Proteomeを可能にしただけでなく、Proteomeに二次

元電気泳動は必須であるという考え方を打破した点でも画期

的である。一方Aebersoldの方法の弱点は、まずBiotin化反応

までは、比較する二つのサンプルを別個に処理することにな

る。よってBiotin化反応がサンプル間で反応効率に差がでな

いように定量的に進行することが重要である。さらにこの方

法では、組織などからタンパクを抽出（場合によっては分画

など粗精製）する過程で生じる回収率の補正が必要になる。

しかし膜タンパクのように取り扱いの難しいタンパクの場

合、一般に回収率のばらつきが大きくなる傾向がある。つま

り前処理操作での再現性が悪くなると、定量性が大きく低下

することになる。

一方、小田らの方法とAebersoldらの方法に共通した特徴

は、いずれも変化の有無に関係なく全てのタンパクを調べ定

量することである。つまり従来の二次元電気泳動で変化のあ

ったスポットのみを分析するという概念とは異なり、全ての

タンパクを調べるので作業量は大幅に増えることになる。し

かしProteomeとは全てのタンパクを網羅的に調べることが目

的であるから、全てのタンパクの変化量を把握することは

Proteome本来の姿であり、既にロボット化・高速化が進めら

れていることから、全てのタンパクについて調べることは容

易になりつつある。今後、小田らの方法とAebersoldらの方

法、いずれかを適宜使い分けることで多くの場合、Quantita-

tive Proteomeが可能になると考えられる。

＜B＞部位特異的翻訳後修飾の変動解析

タンパクはリン酸化修飾、糖修飾などによりその機能が変

化することがあり、このような翻訳後修飾はDNA配列や

mRNAレベルではわからないため、タンパク自身を直接分析

する必要がある。また翻訳後修飾でタンパクの活性が制御さ

れる例は多く、部位特異的に翻訳後修飾の変化について定量

する事は、そのタンパクの生理機能を知る上で重要である。

しかし一つのタンパクが複数箇所修飾を受ける場合、アミノ

酸残基別に修飾の変化を定量分析できる手法はなかった。さ

らに細胞内のタンパクが修飾を受ける場合、修飾の程度が

0%か100%かといった例は希であり、多くの場合、その修飾

のされ方がヘテロであるため、さらに解析が難しくなる。し

かし先に述べた小田らの方法は、このような課題を解決し部

位特異的に翻訳後修飾の変化を定量可能にした。

まず目的のタンパクを条件の異なる培地から集め翻訳後

修飾の違いを比較することになるが、その際に片方を安定同
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位体を含む培地を使う。一定期間培養後、二つの細胞群を混

合してから目的のタンパクを抽出・精製し、トリプシンなど

で消化し、そのペプチド断片をMSで分析する。タンパク抽

出からMS測定に至るここまでの過程において、目的のタン

パクの回収率やプロテアーゼの消化効率、MSでのイオン化

効率などは、標識タンパクと非標識タンパク間でいずれも全

く同じである。しかし安定同位体元素で標識したタンパクは

分子量が大きくなるためMSで検出する際に非標識体由来の

ピークとペアで観測される。この時、修飾を全く受けないペ

プチド鎖なら、 そのタンパクのどのペプチド鎖であっても、

MSでのピーク強度比は一定である。さらに修飾を受けても、

その実験条件では修飾の程度に変化がない場合も、そのペプ

チド鎖のピーク強度比は、修飾を受けない部分と同様に一定

の比となる。そして修飾の程度に変化があった領域はMSの

ピーク強度比に変化が生じる。この方法では僅か20-30%程度

の微小な変化も有意さを持って検出できる。

ところでリン酸化ペプチドはMALDI-TOF/MSなどMSで

イオン化抑制が起きやすいことが知られており、そのためリ

ン酸化ペプチドをMSで見逃すことも多い。さらに糖鎖の付

加でもMSの感度が落ち、その上MSだけでは糖鎖構造の解明

は難しい。しかし小田らの方法では、翻訳後修飾されたペプ

チド鎖を直接MSで分析できなくても、反対の修飾されず残

った方、非修飾ペプチド鎖をMSで検出さえすれば、例え修

飾の種類は不明であっても、その領域に翻訳後修飾反応がど

のくらい起きたか知ることができるという特徴も併せ持つ

（図4）。翻訳後修飾の解析はこのようなプロテオームの技術

を駆使しない限り他に方法はないため、本法は非常に強力な

武器に成るであろう。

【Medicinal Genetics】

我々の部署では上で述べたQuantitative Proteomeと、シリ

コン基盤上にフォトリソグラフ技術を用いてオリゴDNAを

合成したAffymetrix社のDNA chip技術を有している6－9）。そ

して我々は、独自の病態モデルや化合物を用いることで

mRNAやタンパクレベルでの発現変化を追跡して、新たな標

的分子探しを展開している。そこで以下に我々が提案する

Medicinal Geneticsについて説明する。ここで強調したいこ

とはGenomicsそのものでなく、むしろ1つ1つの遺伝子を扱う

Geneticsこそが創薬に直接つながる道であるというコンセプ

トである。

製薬会社では日夜多くの化合物が合成され、その活性が調

べられている。独自の化合物・天然物の中には細胞レベルや

動物レベルで、作用機序が不明ながらも明確な薬理活性を誘

導するものがある。Medicinal geneticsでは、この薬理活性を

Phenotypeとして捉えているのである。それが仮にその研究

目的に合致しないPhenotypeであっても（例えば副作用）、視

点を変えることで新たな創薬の糸口になりうる。そこで我々

は新たな創薬テーマを創出するために図５に示したようなゲ

ノム科学を支えている最先端技術を駆使して新たな創薬標的

分子の発見を目指している。

図６に示したように、まず独自の化合物データベースの中

から、面白いPhenotypeを示す化合物を選び出す。次に、こ

の化合物による処理・未処理試料についてDNA chipにより

網羅的にmRNAの発現解析を行う。そして変動している可能

図４：安定同位体元素標識法による翻訳後修飾解析のもう一つの利点

図５：Medicinal Geneticsの鍵となるテクノロジー
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R. Aebersoldらは、この点を克服するための方法を考案した5）。

まず使用するTagのうち、片方のTagに重水素など安定同

位体元素標識をする。そして図２に示したようにタンパクの

Cys残基にBiotin-tagを共有結合させる。その後、二つのサン

プルを混合する。ここで彼らがBiotinというAffinity-tagを用

いた理由は以下の通りである。ゲル電気泳動後In-gelあるい

はOn-membraneでタンパクを消化しMSで測定する場合、全

てのペプチド断片をMSで検出できるとは限らない。言い換

えると、比較するべきサンプル間で、タンパク量の増減を調

べるためには、Tagが結合したペプチド（Cys残基を含むペ

プチド）だけを検出すればよいのである。Tagがなければサ

ンプル間の区別ができないからである。そこでBiotin-tagを

挿入し、AvidinでBiotin化ペプチドのみを精製しMSで分析し

ている。MSでは同位体標識の有無（分子量の違い）により

ペアのピークが観測され、そのピーク強度比の変化が、その

タンパクの存在量の変化を意味する。通常タンパク混合物を

トリプシン消化すると膨大な数のペプチドが生じるが、

Aebersoldらの方法では、Cys残基を含むペプチドのみに限定

されるため、混合ペプチドとしての複雑さを軽減している。

ただしタンパクの同定にはPeptide Mass Fingerprinting法は

使えず、MS/MSを行うことが必須である。このAebersoldら

の方法は、動物などの組織由来のタンパクに対してもQuanti-

tative Proteomeを可能にしただけでなく、Proteomeに二次

元電気泳動は必須であるという考え方を打破した点でも画期

的である。一方Aebersoldの方法の弱点は、まずBiotin化反応

までは、比較する二つのサンプルを別個に処理することにな

る。よってBiotin化反応がサンプル間で反応効率に差がでな

いように定量的に進行することが重要である。さらにこの方

法では、組織などからタンパクを抽出（場合によっては分画

など粗精製）する過程で生じる回収率の補正が必要になる。

しかし膜タンパクのように取り扱いの難しいタンパクの場

合、一般に回収率のばらつきが大きくなる傾向がある。つま

り前処理操作での再現性が悪くなると、定量性が大きく低下

することになる。

一方、小田らの方法とAebersoldらの方法に共通した特徴

は、いずれも変化の有無に関係なく全てのタンパクを調べ定

量することである。つまり従来の二次元電気泳動で変化のあ

ったスポットのみを分析するという概念とは異なり、全ての

タンパクを調べるので作業量は大幅に増えることになる。し

かしProteomeとは全てのタンパクを網羅的に調べることが目

的であるから、全てのタンパクの変化量を把握することは

Proteome本来の姿であり、既にロボット化・高速化が進めら

れていることから、全てのタンパクについて調べることは容

易になりつつある。今後、小田らの方法とAebersoldらの方

法、いずれかを適宜使い分けることで多くの場合、Quantita-

tive Proteomeが可能になると考えられる。

＜B＞部位特異的翻訳後修飾の変動解析

タンパクはリン酸化修飾、糖修飾などによりその機能が変

化することがあり、このような翻訳後修飾はDNA配列や

mRNAレベルではわからないため、タンパク自身を直接分析

する必要がある。また翻訳後修飾でタンパクの活性が制御さ

れる例は多く、部位特異的に翻訳後修飾の変化について定量

する事は、そのタンパクの生理機能を知る上で重要である。

しかし一つのタンパクが複数箇所修飾を受ける場合、アミノ

酸残基別に修飾の変化を定量分析できる手法はなかった。さ

らに細胞内のタンパクが修飾を受ける場合、修飾の程度が

0%か100%かといった例は希であり、多くの場合、その修飾

のされ方がヘテロであるため、さらに解析が難しくなる。し

かし先に述べた小田らの方法は、このような課題を解決し部

位特異的に翻訳後修飾の変化を定量可能にした。

まず目的のタンパクを条件の異なる培地から集め翻訳後

修飾の違いを比較することになるが、その際に片方を安定同
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いる。我々は化合物・天然物、薬理活性、遺伝子、機能、立

体構造、表現型など全ての情報をバイオインフォーマティク

スにより有機的に結びつけて創薬研究を展開している。この

ように独自の化合物による作用をPhenotypeと捉えて、標的

分子を探索するChemical Geneticsと遺伝子のOptimizationを

行う一連の研究分野がMedicinal geneticsであり、ポストゲノ

ム時代における創薬研究の一つの流れになると考えている。

【おわりに】

以上のように、ゲノム科学によって今まで出来なかった

ことが出来るようになり、そして非常に多くの情報を利用で

きるようになった。しかしゲノム科学は魔法の呪文ではない。

我々はそれらの技術を駆使しつつ、個々の遺伝子について今

まで以上に深い研究を行ってはじめてゲノム創薬を語れるの

である。個々人の遺伝子配列パターンによって、病気の予防

や治療の方針が出来るようになるテーラーメード医療は皆の

目指すところである。全塩基配列決定はそのための前哨戦で

あるし、今後注力されるSNP解析を中心としたPharmacoge-

nomicsはそこへの第一歩である。しかしながらゴールまでま

だまだ長い道のりであり、サイエンスの上で幾つものBreak-

throughを必要としているし、医療制度や法制制度上でも今

後解決するべき課題は多い。個々の患者さんに最適の治療を

ということは我々製薬企業のみならず、全ての人の願いであ

ろう。そのような方向で着実に科学の進歩がなされることは

全く間違いのないことである。ここに紹介したアプローチは

そのような夢を秘めつつ、今何をすべきか真剣に考えた最適

なやり方であると確信している。
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性が高い遺伝子については、ABI7700を用いて、より精度の

高い分析を行うことで確度を高める。一方でタンパクレベル

についても先に述べたQuantitative Proteomeによって変動す

るタンパクを追跡していく。このようにDNA chipや

Proteomeにより、膨大な情報を得ることができる。そこで必

須となるのがバイオインフォーマティクスである10－13）。これ

は塩基配列情報解析を中心にゲノム科学を補佐しながら発展

した学問であり、既に独立した分野としてその地位を確保し

つつある。我々は、発現解析より得られた膨大な情報をデー

タベース化し、文献など他の情報と融合した独自のシステム

を構築しているところである。このように実験事実やIn-

silicoでの解析を通して、創薬標的分子候補を選び出している。

また化合物のPhenotypeとモデル生物の変異体のPhenotype

から目的遺伝子を得る "Chemical Genetics" 手法14－16）も大い

に活用している。

一方、これと並行してMedicinal chemistryを駆使し、その

化合物の活性・特異性を保ちながら、Affinity chemical

probeを合成している。そして細胞や組織から、このProbeに

親和性の高いタンパクを特異的に精製し、MSを中心とした

Proteome技術により、そのタンパクの同定を行っている。こ

のAffinity chemical probeを用いた手法では、その化合物が

直接作用するタンパクを同定できると同時にその周辺タンパ

クをも精製・同定可能である。さらにAffinity chemical

probeに、Photo-affinity labeling法を組み合わせることで、そ

の化合物の標的分子を直接同定することができる。さらに化

合物の結合部位も推定することができ、それにより化合物を

薬として最適化する際の有益な情報を得ることも可能にな

る。このようにAffinity chemical probe法によっても標的分

子候補を得ることができる。

このようにして得られた標的分子候補（多くの場合複数あ

る）について機能を解析し、創薬ターゲットとしてValidate

する作業が重要になってくる。ここで力を発揮するのがモデ

ル生物の利用である。我々は目的に応じて酵母、線虫、マウ

スを使い分けている。それぞれ分子生物学研究を通して確立

された系であり、酵母は細胞周期、線虫は神経などの分化、

マウスはヒト関連の病態モデルなど得意領域がある。例えば

新規遺伝子を発見したならば、その機能推測のために、マウ

スの相同遺伝子を分離し遺伝子破壊、ノックアウトマウスの

作成を行うのが常套手段となっている。しかしマウスでは、

遺伝子破壊・遺伝子導入操作には多大な労力と時間を要す

る。しかもいわゆる遺伝学的な手法を用いることができない。

マウスは遺伝学的モデル系ではなく、むしろ病態モデルやス

クリーニング系としての方が有用である。また酵母は、簡単

に変異株の作成、遺伝子の導入・破壊、クローニングができ

る利点がある。さらに遺伝学的な手法、complementation,

suppression, multicopy supressionで遺伝子機能解析もできる

ため、我々もモデル生物として積極的に活用している17）。し

かし神経関係や細胞間のコミュニケーションなどを調べるに

は適していない。一方、線虫は1998年に全ゲノム配列が明ら

かにされた、初めての多細胞生物である18)。全部で約1000の

細胞から成り、約19000個の遺伝子がある。そこにはGPCRを

はじめヒトで重要な遺伝子ファミリーのプロトタイプが全て

存在すると考えられている。よって線虫に注目したベンチャ

ー企業さえ設立されており、その一つdeVGenはホームペー

ジで「man is genetically a "fourthfold worm"」とその有用性

をうたっている。そして線虫のライフサイクルは約３日間と

短く、体が透明でありGFPなどと組み合わせることで視覚的

に体内を観察するに適している。またRNA interference手法

で、発現レベルでの遺伝子機能破壊ができ、UNCをはじめと

する種々のマーカー遺伝子とその表現型が知られており、遺

伝学的にも系統維持されている。このような背景から我々は、

酵母やマウスの限界を補うために、標的候補分子のValidate

に線虫（C. elegans）を活用している。また標的分子が未知

な場合であっても、線虫のデータベースを活用することで、

線虫での表現型の解析から、既存の変異株（遺伝子）に結び

つけることが期待できる。表現型が新規の場合でも、変異株

（遺伝子）を取得し遺伝学的に標的にたどり着くことも可能

である。また遺伝子的解析により候補遺伝子前後のパスウエ

イを明らかにすることができる。これによってさらに創薬に

適した遺伝子標的の提示が可能になる。我々はこれをTarget

Optimizationと呼んでいる。

このようにして薬剤の標的分子を決めた後には、そのアミ

ノ酸一次構造から、タンパクの立体構造を類推したり、実際

にNMRやX線解析などを駆使するStructural Biologyとドラ

ッグデザインを組み合わせることで、実際に薬作りを行って
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いる。我々は化合物・天然物、薬理活性、遺伝子、機能、立

体構造、表現型など全ての情報をバイオインフォーマティク

スにより有機的に結びつけて創薬研究を展開している。この

ように独自の化合物による作用をPhenotypeと捉えて、標的

分子を探索するChemical Geneticsと遺伝子のOptimizationを

行う一連の研究分野がMedicinal geneticsであり、ポストゲノ

ム時代における創薬研究の一つの流れになると考えている。

【おわりに】

以上のように、ゲノム科学によって今まで出来なかった

ことが出来るようになり、そして非常に多くの情報を利用で

きるようになった。しかしゲノム科学は魔法の呪文ではない。

我々はそれらの技術を駆使しつつ、個々の遺伝子について今

まで以上に深い研究を行ってはじめてゲノム創薬を語れるの

である。個々人の遺伝子配列パターンによって、病気の予防

や治療の方針が出来るようになるテーラーメード医療は皆の

目指すところである。全塩基配列決定はそのための前哨戦で

あるし、今後注力されるSNP解析を中心としたPharmacoge-

nomicsはそこへの第一歩である。しかしながらゴールまでま

だまだ長い道のりであり、サイエンスの上で幾つものBreak-

throughを必要としているし、医療制度や法制制度上でも今

後解決するべき課題は多い。個々の患者さんに最適の治療を

ということは我々製薬企業のみならず、全ての人の願いであ

ろう。そのような方向で着実に科学の進歩がなされることは

全く間違いのないことである。ここに紹介したアプローチは

そのような夢を秘めつつ、今何をすべきか真剣に考えた最適

なやり方であると確信している。
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キャピラリー内で合成された分離機能高分子を用いる
電気クロマトグラフィー
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Abstract

The objective of this review is to describe column technology in capillary electrochromatography

(CEC), focusing especially on the methods for the in situ preparation of separation media inside fused

silica capillaries.  There are many monomers which can be polymerized directly in a capillary to be used

as stationary phase for CEC separation: (comonomers) acrylamides, alkyl acrylates, and styrene;

(crosslinking monomers) diacrylamides, diacrylates, and divinylbenzene; and (functional monomers) 2-

acrylamido-2-methyl-1-propane sufonic acid, vinyl sufonic acid, acrylic acid, acrylamido ammonium

halides, and ally ammonium halides.  In addition to the organic polymer-based stationary phases, silica-

based stationary phases are prepared from teraethoxysilane or tetramethoxysilane by the sol-gel

method.  In situ prepared columns possess some desirable features: column packing and frit construction

- the method makes these difficult steps unnecessary; and the electroosmotic flow is expected to be

constant at every part of the column.  Fifty-three papers are cited to review the development in the

specific area.

Key words : capillary electrochromatography, fritless columns, monolith, rod, stationary phases,
electroosmotic flow

Electrochromatography using in-capillary polymerized
separation media

Chuzo Fujimoto
Department of Chemistry, Hamamatsu University School of Medicine, 
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１　はじめに

マイクロ高速液体クロマトグラフィー（HPLC）が開発さ

れてからすでに四半世紀が過ぎようとしている。その後，高

性能カラム調製法に関する多くの報告がなされ，それに合わ

せて多岐にわたる周辺技術が開発された［1,2］。最近では

種々の高性能マイクロカラムやその関連装置が市販されるよ

うになり，マイクロスケールの分離は研究者の手を離れて一

般にもかなり浸透してきた。この間，1980年代になってキャ

ピラリー電気泳動が発表され，それが普及したこともあって，

キャピラリーを用いる液体クロマトグラフィーの研究はさら
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