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正常ヒト糸球体タンパク質の質量分析計と

免疫組織化学染色の比較：

質量分析計だけで同定されたタンパク質の解析
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要 旨

プロテオームとは，生体'1'において〃ｲl北ているタンパク蘭の総体であり，プロテオームを

網羅的に解析することをプロテオミクスという．プロテオーム解析には，主に『il,t分析装悩に

よる面賦分析プロテオミクスにより生体lﾉ1で発現するタンパク『〔の網羅的な解析と，抗体を川

いた免疫化学組織染色による局在的な'i,'i側取側をnI能とする抗体ブロテオミクス解析がある．

本研究室では， ヒトのI汗糺l識や尿のプロテオームを解析する国|緊典liil研究プロジェクトを組織

し， ヒト腎糸球体を構築するタンパクI'(をI'i lk分析i汁による網羅的解析を行い，次に抗体によ

るプロテオーム解析でタンパク質の耐ｲ[を解Iﾘlすることで，慢性'汗臓病の病lkl,病態を解Iﾘlす

ることをII指している． しかし,ril,t分析プロテオミクスで|司定された糸球体タンパク蘭のil!

には，抗体う°ロテオミクスにおいて|両l定されない糸球体タンパク間が存在した．本研究では，蘭

凧分析プロテオミクスではIIil定されたが，抗体ブロテオミクスでは同定できなかったタンパク

Y'iについてその原因を解析することを|]的とした． ヒト IE常糸球体の同定には，冗長的ブロテ

オームを検出するためSp(JCInlmMillをサーチエンジンとして川いた．プロテオームを抗体ブ

ロテオームと比較した結果，衝並分析プロテオミクスでは同定されるが，抗体プロテオミクス
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では|司定されないタンパク頃が801 11N分航された． これらのうち19III1 (2.4%)のタンパクY'i

は，糸球体に染色が雌I＆された. 801 IIAlのうち, 628IMI (78.4%)のタンパク'i'Iは，糸球体以外

のI汁組織に，それぞれの抗体による染色が確認された． これは糸球体を1門皮価からシービング

法にて採取する際の糸球体外組織の混入である可能性であることが唆された．抗体プロテオ

ミクスでI肝臓の組織がすべて染色されていないタンパクI'iは154ilﾊ1 (19.2%)あった. 154IIAI

をlll漿プロテオームとの比較したところ, 80%以|が血漿'l!にも存ｲl§するタンパク価であっ

た．抗体プロテオミクスによりW組織が染色されなかったFI!II Iについて, 111漿プロテオーム，尿

プロテオーム，マウス糸球体プロテオームとの比較を比較することで, lil漿タンパクの混入，抗

体の特異度に問題があるタンパク面,rilit分析訓・による分解産物の同定が存在することが,唆

された．質IIt分析ill･をIIIいる方法では糸球体サンプルの採取における III庇と純陛を商め，抗体

プロテオミクスでは対応するタンパク'('IのI蔚品I'iな抗体作成と裡数抗体の作成および，染色技

術のlf1上が必要であると考えられた．

キーワード：糸球体, I'唖分析プロテオミクス，抗体プロテオミクス

マーカーの探究研究に役立ち，病態の全貌が附腺

できると考えられている')2)．細胞組織内におい

て, IM(状態と疾忠状態との|間lでタンパク質の発

BMtが災なるタンパクWIは，疾患の発症・悪化の

メカニズムと|仏|述する可能．|'|§が商く，疾忠の発

推・懲化のメカニズムと関連する可能性が間いた

め，それらのタンパク頂は疾忠バイオマーカーと

なりうる可能性がある:')．

ヒト 'if職組織や尿プロテオームを解析するl 'ill"

共|mlliﾙ究プロジェクl、 （上|､ '肝臓・尿プロテオー

ムプロジェクト）が組織され， ヒトプロテオーム

機櫛(HumanProte()meOI･ganization:HUPO)の

組織と連イルしたプロテオミクス研究が推進され．

糸球体プロテオームの網雑的解析を行い，データ

ベース化を行っている･'). ･", HumanP,･otein

Allas (HPA:http://www.pr()teinatlas.ol･g/)は抗

体プロテオミクスのデータベースであ()． ヒトの

タンパク価全てに対する抗体を作成し，それを用

いたデータベースを作成し，そのウェブサイ I､で

は， タンパク衝が辿伝-fごとに分航され，それら

に対する抗体で糺l繩マイクロアレイおよび免疫組

織化学染色技術を川いて，包括的上I､組織アレイ

を免疫細細化学染色した結果の画像が提供されて

いる5)．

HUP()の上I､ 'iiYll戯・尿プロテオームプロジェ

ク|､では， ヒトの'i'f*ll織や尿のプロテオームを解

緒 言

近年， ヒトのすべてのケノムが解析され， タン

パク衝を網糀的に解析するプロテオミクスが可能

となった．ブロテオミクスとは， llM体，組織，細

胞，細胞小器官， タンパク『'『鯉合体など，ある生

物系のプロテオームを網雑的に解析し， タンパク

質の機能解析や疾患の原|klとなり得るタンパク'I'i

をカタログ化し，カタログ'l'のタンパクI'iがどの

ような現象にかかわっているのか，どのような機

能を持っているのかを解析することである．現ｲi;,

プロテオームの解析は主に髄｣it分祈装riによる価

里分析プロテオミクスと抗体を川いた免疫化学組

織染色を行う抗体プロテオミクスの2梛顛の方法

を用いて行われている．前行はペプチドまたはタ

ンパク質分子の飛行時|81を元に試料の価並数を訓・

算し， この結果を元に，データベースからタンパ

ク質を網靴的にliil定，定litすることができる．後

者は，抗体を川いた免疫化学糸ll織染色を行う抗体

プロテオミクスにより，特定のタンパク簡腓に雌

点を当てた解析によりタンパクI'iのlWI;性の'l,'i報

の取得がII1能である．それらを総合的に解析する

バイオインフォマティクスは淵||胞や組織のタンパ

クY'Iプロファイル解析を糺lみ合わせ，細織や細llllu

における上I､タンパクY'1のプロファイリングを行

うことが可能となり，病IXl ･瓶態解析や，バイオ
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析する国際共|司研究プロジェクトを組織し， ヒト

腎糸球体を附築するタンパクII'iを'【'『IK分析(l･によ

る網羅的解析を行い，次に抗体によるプロテオー

ム解析でタンパク『'Iの局在を解Iﾘlし，悩性Ii!Y臓瓶

の病IXI,病態の解Iﾘlを「l指している． そのため，

般初に正常ヒト糸球体プロテオームとして， 上|、

の腎臓より糸球体を分離し， そのタンパクI'iを，

質並分析『;1．で網羅的に|司定した結果， 6,686 I伽i

のタンパク質をl,il定し，そのデータベースをWEB

で公開している (htlp://www.hklll)p.()rg) (;).

しかし, I'IIIi分析による糸球体プロテオーム解

析より|両l定された糸球体タンパク蘭の!|!には，

HPAが提供する免疫組織化1::染色の画像では糸

球体に|司定されないタンパクY'Iが確認された．商

い信頼性を得るためのプロテオームデータベース

を作成するに当たり, 1[碓なタンパク面の発現の

信頼性は雌も亜要である. flil,t分析ブロテオミク

スと抗体プロテオミクスを糸llみ合わせることで，

より糖度の商い糸球体タンパク'I'Iデータベースを

構築できるが，どちらか一〃のみの|両l定では僑加

性は得られない．本研究では, Wil,t分析によるプ

ロテオーム解析で|両l定されたタンパク衝が抗体ブ

ロテオミクスでは|同l定されない原|klについて解析

することで，今後の粘度の商い糸球体プロテオー

ムのデータベース化に役並て，多くのi門臓病研究

の病因，病態解析や，尿バイオマーカーの研究に

役立てることをII的とした．

PAGE, -tつl lは,"'II点(IEF)を便川した2-

DSI)S-PAGEを川いた．すべてのSDS-PAGE

のレーンは15のスライスにUjl析し，ゲルIノリトリ

プシン消化によって処哩し， 90スライスlll'i分を作

成した．符ゲルUj片から|血|収したベプチドをLC-

MS/MSによって分析した．冗及性プロテオーム

の解析には, SI)ectnlmMill (vel･sionA.03.12.060,

Agilent'RcI,()1()gies)を川い，解析1;,'i座を商く設

定した非冗及性ブロテオーム解析には,MasCot

(version2.3.01,MalriXSCicnCc)を川いた． タン

パク『'Iデータベースは, IPIhumanproteillse-

quence(lalabasc (httP://cl)i.ac.llk/IPI)を川いた7).

3．抗体プロテオミクス

抗体プロテオミクスの免疫糺l織化学画像は，

HumanPr()tcilIAllas (Vcrsioll ll) (HPA:http://

www.pr()teinatli,s.()rg/)のウェブサイトに掲救さ

れている免疫組織化学染色が行われたI門臓の画像

のうち，糸球体の染色強度がNegativCと判定さ

れているタンパク'('〔を分航した．槻放の抗体の染

色において, 1つ以上の染色が兇られたタンパク

『'iは,Negativcから除外した． これらのタンパク

蘭について，免疫糺l織化'､)::染色の画像について再

評illiを行い, 'ff臓の染色を7部位（糸球体，近位

尿細将，述位If細檎;，蛎合棚;， ｜ﾊl蘭，毛細血祷，

核）を4強度(Negalive,Wcek,Mo(lerate,Strong)

に分航しデータベース化を行った．

結 果材料と方法

結果1 ．糸球体のSI)eclrumMillによる質量分

析プロテオミクスにより同定されたタンパク質と

IIPAの提供する抗体プロテオミクスにおいて同

定されたタンパク質の比較

HPAによるWI幟糺l縦の抗体プロテオミクスと，

SI)eclrumMillによるII'il ,t分析プロテオミクスによ

り|同l定された糸球体ブロテオームの分噸を図lに

示す. f'il,t分析プロテオミクスによI)糸球体に|ril

定されるが,HPAの提供する抗体プロテオミクス

において糸球体に|両l定されない髄域(Dに分顛さ

れる傾城）に801 1161のタンパクf'〔が分頽された．

l.正常ヒト糸球体タンパク質の調整

正常ヒト糸球体の『'I亜分析プロテオミクスに川

いた糸球体は， !間|幟がんのため問臓摘出を余儀な

くされた68歳の男性魁付さんからインフオーム

ドコンセン|､を得て提供を受け, ll§術と認められ

た腎臓皮質から正端であるとlifiigできた糸球体

を，シービング法によりiii離した6).

2．質量分析プロテオミクス

糸球体組織からのタンパク耐III出物は，三つの

電気泳動法により分lllliした. 1つは, 1-DSDS-



新潟|災' :会雛誌鋪129巻第ll号 ､ド成27年(2()15) 11 11646

抗体プロ

図l糸球体の冗1之的プロテオームによりiril定されたタンパクf'iとHumanl>roleinAllasの提供する

抗体プロテオミクスにおいて同定されたタンパク面の比較

HPAによる抗体ブロテオミクスによるタンパクI'職は1.1,777燗であI),そのうち糸球体に

Inl定されたタンパクriは7,062M1,糸球体に|同l定されなかったものは7,715側である．一方，

SI)c(strumMillによI)冗jと性にl,il定したタンパク『'『は6,19711hlあった． これらを分煎すると，

n1,t分析ブロテオミクスで検出されるが，抗体プロテオミクスにおいて糸球体|nlだされない

タンパクf'i (1)のii(")には8()1旧のタンパク閥が分顛された．

表I SI)ectrumMillでは|両l定されるが抗体プロテオミクスでは

l,ilだされないプロテオームのW組織の染色分煎

HPAのW臓における免疫紺織画像について9 I門組織を7部位（糸球体，近位lｲ:細植;9遠位

尿細符，雌合符,E細III", |H順，核）に分顛し，各部位の染織強庇を&l段階(Negalive,

Week,Mo(lerale,SIr()IIg)で､ ll定した結果．

GL:糸球体, Iyr :近l,tWIIIW;, I)T:逆位尿細概CD:M玲袖;,CA: =E細lill?, IN: IIIIWi,

NU:核

GL PT DT CD CA IN NU

Negative 781 228 395 449 783 789 772

Week l3 271 230 222 11 6 21

Moderate 4 225 126 104 6 4 8

Strong 2 77 50 26 1 2 0

結果2．質量分析プロテオミクスでは同定され

るが抗体プロテオミクスでは同定されないプロテ

オームの腎組織の染色分類

SpeCtnlmMillによるI'il,t分析プロテオミクス

によI) Inl定されるが,HPAの提供する抗体プロテ

オミクスにおいて糸球体に|ril定されないタンパク

『'〔のWI職*ll織の柴色分術を表lに示した．我々の

W判定によって, 1911N (2.4%)のタンパク衝に
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表2糸球体の染色が確認されたタンパクI'iの．覧

炎1の胃組織の染色分顛により糸球体に染色が確‘鯉された, 191161のタンハク'I'iの・覧を,l<す

proteingene

col lagen,typelMalpha2

ribosomalproteinL12

majorhistocompatibilitycomplex,classI I,DRbetal

CARadenylatecyclase-associatedproteinl(yeast)

adenylatekinasel

matrix-remodel lingassociated7

proteasome(prosome,macropain)26Ssubunit,non-ATPase,11

neurofascin

serumdeprivanonresponse

coiled-coil-helix-coiled-coil-helixdomaincontaining4

signal-regulatoryproteinbetal

mannosidase,alpha,class2B,member2

isochorismatasedomaincontainingl

leucinerichrepeatcontaining49

beta-1,4-N-acetyl-galactosaminyltransferase2

calciumchannel,voltage-dependent,alpha2/deltasubunit2

hydroxYsteroid(17-beta)dehydrogenase2

plexindomaincontainingl

SEH1-like(S.cerevisiae)

COL4A2

RPL12

HLA-DRB1

CAP1

AK1

MXRA7

PSMD11

NFASC

SDPR

CHCHD4

SIRPB1

MAN282

ISOC1

LRRC49

B4GALNT2

CACNAZD2

HSD1782

PLXDC1

SEH1L

結果3. SpecIrumMillによる質量分析プロテオ

ミクスにより同定されるが，抗体プロテオミクス

で同定されないタンパク質とMasColによる質量

分析プロテオミクスとの比較

Cuiら7）は, SI)cctrumMillによるn11t分析ブ

ロテオミクスにより，糸球体全体に6,686川のタ

ンハクをliil定し,MaSCotによる蘭l,t分析プロテ

オミクスでは1,81711内Iのタンパクをl, ilだした．抗

体ブロテオミクスで検出されなければ糸球体タン

パク『'〔の仔在の可能性が低いと推測されることか

おいて糸球体の染色を雌i沼した（図2). 801ilMの

うち， 628個（78.4％）のタンバクY'(は，糸球体

以外の近位尿細櫛，速位1ｨ釧||笹，集合補;, IIWi,毛

細lilif,核のいずれかに，それぞれのタンパクI('(

の抗体による染色を確!認した．その結采, !i!櫛|!"

すべての部位に抗体による染色が確認できなかっ

たタンパク髄として15411内’ （19.2％）が分蹴され

た．
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HLA－DRB1COl－4A2 SDPR pSMD11 LRRC49 PLXDC1
gene

collagen,typeIM

aiphaZ

Ieucine『ich

repeatcontaining
49

proteaSome26S

subunit,non-

ATPase"11

plexindomain
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se『um
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『esponse

majo『
1－2－L－
．．．－.…．....｡角箭hiIi↑
ﾛﾛﾛｰｰ'一一一一一一r-----▽ウマ

Vcompiex,class

II,DRbetal

protem

SpectrUmMill

5pectra
133 8 99 10 2 1

一一

偽_訳

神

、
Immunohisto

chemistry

9

一

～

ｰ

込
鈩
〃

》
土

３
℃
こ》ｑ

■

呵
毛
【沙

、
一
種
● ト

図2糸球体の染色が確認されたタンパク衝のHPA画臘

表3 Spech･umMillとMascotとの糸球体プロテオームの比'陵

糸球体プロテオームのSpectrumMillによる質量分析プロテオミクスとMascotによる質量分"i

プロテオミクスによるタンパク質数と両者に一致したタンパク質の割合を示す．

分類 SpectrumMil l Mascot

糸球体全体のタンパク質(7)

糸球体の染色が見られないタンパク質

腎組織すべてが染色されないタンパク質

6686 1817

801

(11.99％）
154

（2.3％）

329

(18.1%）
56

(3.1％）

/ SpectrumMill(154protein) 、

32

、 ノ

図3糸球体プロテオームと血漿プロテオームの比較

抗体プロテオミクスでは同定されないが,SpectrumMiⅡによる質戯分析プロテオミクスで

同定された154個のタンパク質と，血漿プロテオームを比較した．
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表4 ml漿プロテオームとMascotによる質飛分析プロテオミクスに共通して同定されたタンパク間

Mascotによる質蝋分析プロテオミクスおよびⅢl漿プロテオームともに

存在するタンパク質の一覧を示す．

proteingene

collagen,typeV|,alpha3

hemoglobin,beta
clusterin

desmin

ATPase,Na+/K+transporting,alpha2polypeptide

cappingprotein(actinfilament)muscleZ-line,alpha2
drebrinl

carbonicanhydrasel

eukaryotictranslationelongationfactorlalpha2

transgelin2

milkfatglobule-EGFfactor8protein

hypoxiaup-regulatedl

proteinphosphatasel,catalyticsubunit,gammaisozyme

ribosomalprotein, large,PO

calciumchannel,voItage-dependent,alpha2/deltasubunitl

eukaryotictranslationelongationfactorlgamma

rashomologfamilymemberB

guaninenucleotidebindingprotein(Gprotein),alphainhibitingactivitypolypeptide3

calponin2

proteaSome(proSome,macropain)Subunit,betatype,9(largemultifunctionalpeptidase2)

guaninenucleotidebindingprotein(Gprotein),alphall(Gqclass)

microfibrillar-associatedprotein4

S100CalciumbindingproteinA8

paraneoplasticMaantigenl

Coronin,actinbindingprotein,1A

v-crksarcomavirusCT10oncogenehomolog(avian).like

lectin,mannose-binding2

immunoglobulinjpolypeptide, linkerproteinforimmunoglobulinalphaandmupolypeptides

prolactin-inducedprotein
intercel lularadheSionmolecule2

phosphatidylinositoltransferprotein,alpha

reticulocalbinl,EF-handcaldumbindingdomain

signalsequencereceptoI)delta

Enah/Vasp-like

SEC13homolog(S.cerevisiae)

ficolin(collagen/fibrinogendomaincontaining)1

majorhistocomp:ibilitycomplex,classII,DPalphal

serpinpeptidaseinhibitor)cladeB(ovalbumin),memberl

COP9constitutivephotomorphogenichomologsubunit8(Arabidopsis)

carboxVpeptidaseM

eukaryotictranslationinitiationfactor5A

prionprotein

syntrophin,beta2(dystrophin-aSsociatedproteinA1,59kDa,basiccomponent2)
ribosomalproteinL11

calponinl,basic,smoothmuscle

lipocalin2

thymidinephosphorylase

familywithsequencesimilarityl69,memberA

guaninemonphosphateSynthetaSe

S100calciumbindingproteinA9

sulfatasemodifyingfactorl

transforminggrowthfactoI》betal

methylenet､rahydrofOlatedehydrogenase(NADP+dependent)2,methenyltetrahydrofolate
cVcIohydrolase

COL6A3

HBB

CLU

DES

ATP1A2

CAPZA2

DBN1

CA1

EEF1A2

TAGLN2

MFGE8

HYOU1

PPP1CC

RPLPO

CACNA2D1

EEF1G

RHOB

GNAI3

CNN2

PSMB9

GNA11

MFAP4

S100A8

PNMA1

CORO1A

CRKL

LMAN2

1G」

PIP

lCAM2

PITPNA

RCN1

SSR4

EVL

SEC13

FCN1

HLA－D恥1

SERPINB1

COPS8

CPM

ElF5A

PRNP

SNTB2

RPL11

CNN1

LCN2

WMP

FAM169A

GMPS

S100A9

SUMF1

TGFB1

MTHFD2

S100calciumbindingproteinA7S100A7



新潟医学会雛総第129巻第11号 ､|と成27年(2015) 11 Il650

ら，冗長性に解析したSpectrumMillによるmf

分析プロテオミクスと解析粘度を商めたMascot

による質II(分析プロテオミクスでのタンパク蘭の

検出割合を比核した（表3).SI)ectnlmMillでは，

糸球体外が染色されたタンパク蘭の検出i'WI合が

11.8％であったが,Mascotでは18.1%であり，

腎組織が染色されなかったタンパクI'iの検出削合

は,SpectrumMillでは2.3%,MasColでは3.1%

であった．

タベースと一致したタンパク価は121IIM(78.5%)

であた．そのうち，血漿プロテオームデータベー

スおよびMascotによる衝l,i分析プロテオミクス

で同定されたタンパク蘭の両〃に確認されたタン

パク価は54IIM (98.2%)であり，ほぼすべての

タンパクWIがlil漿にも存在するタンパクWiである

ことが示唆された（表4)．

結果5． ヒト正常尿プロテオーム解析との比較

正術なヒト尿中には微l,tのタンパク蘭が含ま

れ，そのプロテオームII1にはlil漿II I米のタンパク

『'『や， '聞臓，尿路系に由来するタンパク蘭が存在

する9)．そこで， ヒト正術尿プロテオーム'0）と

の比較を行った（図:1). SpectrumMillによる質

並分析プロテオミクス解析でIIil定されたタンパク

質のうち35個（22.7％）はヒト止術尿タンパク

衝と一致した．そのうち,MaSCotによる蘭型分析

プロテオミクス解析と一致したものは23旧

(15％）であった（表5)． これら2311hlはすべて，

ml漿'|1にも存在するタンパクW『であった．

結果4． ヒト血漿プロテオーム解析との比較

糸球体タンパク簡を腎臓から単離･ 1:I!i製する際

に，腎臓組織から血液を完全に取り除くことはlfl

難なことから， ｜Ⅲ液山来のタンパク蘭が糸球体プ

ロテオームに含まれている可能性がある6)7)．す

べての¥淵l織に染色が確認できなかったタンパク

質154個について， ヒト血漿プロテオームデータ

ベース8) (http://www.plasmaproteomedatabase.

org/)との比較を行い，血漿中に存在するタンパ

ク質との比校を行った（図3)．抗体プロテオミク

スで腎組織すべてに染色が見られない1541hiのタ

ンパク質のうちSpectrumMillによるY'唖分析プ

ロテオミクスで同定され，血漿プロテオームデー

SpectrumMil l(154protein)

86

図.1糸球体プロテオームとヒトIｲミプロテオームの比較

抗体プロテオミクスではliil定されないが,SpeCinlmMillによる価』it分析ブロテオミクスで

liil定された154個のタンパクI'Iと，尿プロテオームの比較．
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表5 IポプロテオームとMascotによる蘭II(分析プロテオミクスに

共辿してliil定されたタンパク衝

MaSCotによる衝l,i分析ブロテオミクスおよびIｵ:プロテオームともに

存ｲfするタンパク'面の･憧を′lくす．

proteingene

collagen,typeVI,alpha3

hemoglobin,beta

clusterin

cappingprotein(actinfilament)muscleZ-line,alpha2

carbonicanhydrasel

eukaryotictranslationelongationfactorlalpha2

transgelin2

calciumchannel,voltage-dependent,alpha2/deltasubunitl

rashomologfamilymemberB

guaninenucleotidebindingprotein(Gprotein),alphainhibinngactivitypolypeptide3

guaninenucleotidebindingprotein(Gprotein),alphall(Gqclass)

microfibrillar-associatedprotein4

S100calciumbindingproteinA8

lectin,mannose-binding2

immunoglobulinjpolypeptide, linkerproteinforimmunoglobulinalphaandmupolypeptides

prolactin-inducedprotein

intercellularadhesionmolecule2

serpinpeptidaseinhibitoricladeB(ovalbumin),memberl

carboxypeptidaseM

prionprotein

lipocalin2

5100calciumbindingproteinA9

S100calciumbindingproteinA7

COL6A3

HBB

CLU

CAPZA2

CA1

EEF1A2

TAGLN2

CACNAZD1

RHOB

GNAI3

GNA11

MFAP4

S100A8

LMAN2

IGj

PIP

ICAM2

SERPINB1

CPM

PRNP

LCN2

S100A9

5100A7

SpectrumMil l(154protein)

24

図5糸球体ブロテオームとマウス糸球体プロテオームの比較

抗体プロテオミクスでは|両lだされないが,SpectrumMillによる'I'IIIt分析プロテオミクスで

|司定された154伽のタンパク'I'iと，マウス糸球体プロテオームを比鮫した．
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表6マウス糸球体ブロテオームとMascotによる質lii分析プロテオミクスに

典辿して同定されたタンパク蘭

Mascotによる衝l,t分析プロテオミクスおよびマウス糸球体プロテオームともに

〃ｲfするタンパク蘭の・覧を示す．

proteingene

dusterin

desmin

ATPase,Na+/K+transporting,alpha2polypeptide

cappingprotein(actinfi lament)muscleZ-line,alpha2
drebrinl

eukaryotictranslationelongationfactorlalpha2

transgelin2

milkfatglobule-EGFfactor8protein

hypoxiaup-regulatedl

proteinphosphatasel,catalytiCsubunit,gammaisozyme

ribosomalprotein, large,PO

calciumchannel,voltage-dependent,alpha2/deltasubunitl

eukaryotictranslationelongationfactorlgamma

rashomologfamilymemberB

guaninenucleotidebindingprotein(Gprotein),alphainhibitingactivitypolypeptide3

calponin2

proteasome(prosome,macropain)subunit,betatype,9(largemultifunctionalpeptidase2)

guaninenucleotidebindingprotein(Gprotein),alphall(Gqclass)
microfibrillar-associatedprotein4

S100calciumbindingproteinA8

paraneoplasticMaantigenl

cOronin,actinbindingprotein,1A

v-crksarcomavirusCT10oncogenehomolog(avian)-like

iectin,mannose-binding2

immunoglobulinjpolypeptide, linkerproteinforimmunoglobulinalphaandmupolypeptides

prolactin-inducedprotein

myozeninl

phosphatidylinositoltransferprotein,alpha

reticulocalbinl,EF-handcalciumbindingdomain

signalsequencereceptor,delta

SEC13homolog(S.cerevisiae)

Iossofheterozygosity,12,chromosomalregionl

COP9constitutivephotomorphogenichomologsubunit8(Arabidopsis)

carboxypeptidaseM

eukaryotictranslationinitiationfactOr5A

prionprotein

syntrophin,b､a2(dystrophin-associatedproteinA1,59kDa,basiccomponent2)

ribosomalproteinL11

calponinl,basic,smoothmuscle

lipocalin2

thymidinephosphorylase

familywithsequencesimilarityl69,memberA

guaninemonphosphatesynthetase

S100calciumbindingproteinA9

sulfatasemodifyingfactorl

transforminggrowthfactor,betal

CLU

DES

ATP1A2

CAPZA2

DBN1

EEF1A2

TAGLN2

MFGE8

HYOU1

PPP1CC

RPLPO

CACNA2D1

EEF1G

RHOB

GNAl3

CNN2

pSM89

GNA11

MFAP4

S100A8

PNMA1

CORO1A

CRKL

LMAN2

IGJ

PIP

MYOZ1

PlTPNA

RCN1

SSR4

SEC13

LOH12CR1

COPS8

CPM

ElF5A

PRNP

SNTB2

RPL11

CNN1

LCN2

TYMP

FAM169A

GMPS

S100A9

SUMF1

TGFB1

MTHFD2 methvlenetetrahvdrofOlatedehvdroRenase(NADP+dependent)2,methenvltetrahVdrofolatecVclohVdrolase
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COL6A3Structure

図6 COLBA3のMascotによるI()11sScore

MascotによるCOL6A3のII1定ペプチドのIonsSCoreを示す

抗体の特異的反応部位を示す.N9I()N1:N-末端ドメイン,TH:

セグメント C5toCl:C-ｲﾐ端ドメイン．

矢印は,COIBA3

トリプルヘリカル

結果6．マウス糸球体プロテオーム解析データ

ベースとの比較

Cuiら7)は， ヒトマウス糸球体プロテオームと

マウス糸球体プロテオームll)とを比較し, 1,320

遺伝子のうち977遺伝子がマウス糸球体と共迪し

て同定されることを示している．マウス糸球体に

存在するタンパク質はヒト糸球体にも存在する可

能性が好えられることから，抗体プロテオミクス

で,腎組織に染色が兇られなかった，54個のタンパ

ク質についてマウス糸球体タンパク質データベー

スとの比較を行った（図5)．マウス糸球体プロテ

オームとの比較では, SpectmmMillによる衝lit

分析プロテオミクス解析で'両'定され，免疫組織化

学で|同l定されなかったタンパク質15411Nのうち

47タンパクriがマウス糸球体とMascolによる蝿,t

分析ブロテオミクス解析データと一致した（表6)．

COL6A3は分子城が34万程度のタンパク衝であ

るが,SDS晒気泳動ゲルでの分離の際には, 10万～

15〃の分子l,iのスライド画分から検出されてい

た．そこで,MascolによるペプチドのI()11sScore

を解析した（図6).MasCotによるぺう°チドの|剛

定部位は，アミノ酸配llの750～2,250付近であ

ることが示された． また,HPAが川いたCOL6A3

抗体の特異的配列のペプチドは同定されていなか

った．

考 察

慢性1門脳病の多くは糸球体に初期病変がみられ

ることから， ヒト悩性将臓病の糸球体に存在する

プロテオーム， さらには糸球体を構成する||制々の

細胞ごとのプロテオームを網羅的に解析し，正常

な糸球体や糸球体細胞を比校し，バイオインフォ

マティクスで解析することで，慢性1肝臓病の原因

や病態形成に関わるタンパク蘭やその分子機榊が

推定できる可能性がある．

近年，飛曜的に進歩したLC-MS/MSシステム

結果7.COL6A3のMascotによる分析結果

CollagentypeWalpha3 (過伝子名COL6A3)

は,SpectrumMillおよびMascotによる『'U,t分析

プロテオミクス解析において上位に同定された．
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を川いることによって，非術に短時|ﾊlで，数千燗

のタンパクf'iを網羅的に|司定することが可能とな

った．プロテオームの網羅的解析によって，膨大

なタンパクY，〔の解析データが得られ，それらのデ

ータベースの榊築は，新たな疾忠バイオマーカー

や疾忠解Iﾘlの手掛､かりとなることが期待される．

HumaI1Protcome()rganization (HUPO)のヒト

I聞臓･ Iポプロテオームプロジェクトでは、 ヒトの

'汗糺l識やIｨ《のプロテオームを解析するIIil際共II1研

究プロジェクトを組織し，多くの悩ﾔ|婿臓病が糸

球体棚〃に端を発し，その病厭lや病態を'i¥生検の

糸球体プロテオミクスを解析しようとしている‘')．

そのために， Ⅱ猟上|､ 'Wll戯糸球体のプロテオーム

を解析し,冗艮性Y'il,t分析プロテオーム解析により

2,725遺伝子lll来の6,686タンパク間を|両l定し6),

質岐分析制･で|両l定したllj浦ヒト糸球体のタンパク質

をHumalIProleinAllas (http://vww.proteinatlaS.

org/)との此liilliⅡ究により， タンパクWIの存在部

位を示す免疫組織化学IIIIi像を統合したデータベー

スを榊築し, 1,'i報をHumanKidneyall(IUl･ine

ProteomeP,･0ject (HKUPP)のウェブ上に公開し

ている．

本研究では, f'ilit分析プロテオミクスで|両l定さ

れた糸球体タンパク蘭をHPAが提供する抗体ブ

ロテオミクスの画|典と比較し,",(分析プロテオ

ミクス解析では同定されるが，抗体プロテオミク

スでは|両l定されない801個のタンパク『'iについて

その原I）§lを解析した．免疫組織画像をII}判定し，

タンパク'i'iの染色について，染色強度を7部位

(糸球体，近位尿糺llll;,速位I沢細楢;9集合猫;9間質，

毛細1m管，核）を4強度に分頽した．その結果，

801佃のタンパクY'iのうち19側のタンパク賀に

ついては，糸球体が染色されていると､ド'll析した．

これらは,HPAによる免疫組織化学i山i像の誤判定

が考えられる．抗体を川いたプロテオーム解析は，

網羅的に解析することは|水|雛であるが，糺l織内で

のタンパク面のI!"1;性を確認するには有効であ

り，様々な辿伝子レベルでの解析が進む現在にお

いても発現されるタンパク間レベルの解析・証Iﾘ1

にはI蘭喚な解析f法の一つといえる． しかし，結

果の解釈には二mi'|'|§があり，染色されている部分

が本当にli脇性であるかは多くの何らかの原lklで生

じる異椛所兇により，偽陽ﾔ|;や偽陰性が生じうる

可能性がある. SpectrumMillによる伽,(分析プ

ロテオミクスにより同定されるが,HPAの提供す

る抗体プロテオミクスにおいて糸球体にlil定され

ないタンパクf'i (801III)のうち,6281161 (78.4%)

のタンパク質は，糸球体以外の近位Iｲ蜘l";.速位

尿細管，雌合椅． ｜Al質，毛糾ll血杵，核のいずれか

に，それぞれのタンパク面の抗体による染色を確

認した．糸球体タンパクriのSI)ectrumMillによ

る質』,i分析プロテオミクスでは|耐l定されるが，抗

体プロテオミクスではliil定されないIII!lllは，糸球

体をI閂皮『′『からシービング法にて採取する際の糸

球体外組織の混入である可能性が示ll愛された． ヒ

トの正術糸球体タンパク『'〔の解析にはW生検検体

から糸球体を単離する必要があり，生体からの1門

生検検体には，糸球体の他にもIｲ鋼||袖;や結合組織

などの様々な榊成成分を含んでいる．今lulの川い

たサンプルは糸球体のiii雌にシービング法を川い

たことから，糸球体外組織（)ｲ釧llW, |Ⅲl蘭など）

の混入が多くみられた可能性がある． これらを解

決するには， !汁生検検体をスライスした糺l識切片

から糸球体をInl収する雌近の技術であるレーザー

マイクロダイセクション (lasermicrodissection,

LMD)法がある.LMD法を行うにはレーザー照

射装|繩など,l.jiliな器具が必要であるが， レーザー

照射によるタンパク賀の変性が|H1迦となる． また，

1本のW生検から得られる糺l織切片は30スライ

ス程度であるが，糸球体タンパクf'iの生化学的分

析を行うには100スライス以上の組織切片が必要

である． さらに，凍結による糸球体タンパク面の

変性の可能性も無視できない|Al題である． また， 1

本の1門生検から得られる紺織切片は30スライス

程度であるが，糸球体タンパク『'〔の解析を行うに

は100スライス以'二の糺l織切片が必喚である． さ

らに，凍絲による糸球体タンパク'［'〔の変性の可能

性も無視できないなど，糸球体サンプルのlii雌に

は多くの課題が存(I§する･1).

Cuiら7)は， ヒトの糸球体プロテオームデータ

をSpectrumMillによる髄li(分析プロテオミクス

解析で6,197佃のタンパクを|ril定し, |rilじサンプ
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ルについて,MasCotによる『'Ii,t分析プロテオミ

クスとして再解析した絲果, 1,817IIAI (27.1%)

のプロテオームを|面l定した. SpeclnlmMillでは，

糸球体外が染色されたタンパク蘭の検IIIWI合が

ll.8%であったが,Masc()1では18.1%であり，

腎組織が染色されなかったタンパク質では，

SpectnlmMillでは2．3%,MasCotでは3.1%で

あった． 『'〔凧分析プロテオミクスでliil定されるタ

ンパクfTの同定散を, l'il定ソフトウェアをSI)ec-

trumMillとMasc()1で比鮫すると, |ril定結果に大

きな差があり, Inl定は各ソフ|､ウェアのアーキテ

クチャやアルゴリズムに依存していることが示さ

れている7). f'Il,t分析計の|両l定条|'|:を厳しくした

解析において同定されたタンパク'〔'〔でも，抗体に

よる染色が確認できないタンパクY'〔が存在するこ

とが確認され,Masc()l解析において解析*,'i庇の

高い設定で|司定タンパク間激を少なく絞っても，

必ずしも価l,t分析プロテオミクスで|面l定される

が，抗体プロテオミクスで|両l定されないタンパク

衝の比率はil.jくならないことが示された．

さらに， Ⅲl漿プロテオーム，尿ブロテオームと

の比校において, llil漿タンパク間混入や尿タンパ

ク蘭の混入が示唆された． ヒトのil猟糸球体ﾎll織

の採取は，通糀W生検の|簾に分離されることが多

く，その|簾に瀧流群の処ir.'!ができないためIII液成

分を分離することがIN雌である．本研究において

も, f'ili(分析プロテオミクスで|両l定されたタンパ

ク間のうち抗体プロテオミクスで|険ﾔ|;のタンパク

質1541i&lのうち，血漿プロテオームと共通してい

たタンパク？〔が121燗（78.5％）存在しており，

さらにMaSCotによる面II(分析プロテオミクスで

も54燗（96.4％）が共辿しており,W組織全体

が染色されなかった154IIAIのタンパク質のほとん

どが血漿'l'にもｲf在するタンパク蘭であることが

示唆された．糸球体サンプルには， Ⅲl液成分が残

存している可能性は否定できないことから，糸球

体サンプルをIMl|隅する|簾の, IIL液成分の除去もIII

要なポイン|､となる． さらに，糸球体内に存在す

るかをIﾘlらかにするためには，特異度の商い抗体

や繊数の抗体を川いた|両l定が必要であることが必

要であると思われる．

糸球体には，尿中の微堕のタンパク質も含まれ，

そのプロテオーム1'1には血漿111米のたんぱく質

や， !岡臓, 1求路系に山米するタンパク質が〃在す

る9)．尿プロテオームとの比較において， 23個の

タンパク間（表5）が分頽されたが， これらはす

べて, lil漿にも存在するタンパク衝であった．尿

!|Iには糸球体タンパク衝が存在しており，そのタ

ンパク間の1l1米が血液1 11来かを区別する必要性が

ある．

マウス糸球体に存n;するタンパク質は上|､糸球

体にも存ｲfする可能性が考えられ，抗体プロテオ

ミクスで，染色が見られなかった154個のタンパ

ク『'〔についてマウス糸球体タンパク質データベー

スとの比絞を行った結果から, Mascotによる質

1ﾊ分析プロテオミクスで|司定されたタンパク間の

データとマウス糸球体プロテオームにも共通して

l,il定されたタンパク蘭は4711WI存在した（表6).

これらのタンパク質の!|'には,Clusterin (辿伝子

名CLU),Desmin (遺伝子名DES)など, l(%に上

l､糸球体でlil定されているタンパク質が｛〃liして

いることから， 上I､糸球体に存在する可能性も商

いと推測される12)13)． これらは，抗体ブロテオミ

クスの抗体の特異性が悪く，染色が兇られなかっ

た111能性が商いと推測された．

C()llagen, typeW, alpha3 (辿伝子名COL6A3)

は, SI)ectl･umMillおよびMascotによる蘭1,t分析

プロテオミクス解析において上位に|司定された．

COL6A3'4)は分子並が34万礎度のタンパク衝で

あるが,SI)S通気泳動ゲルでの分離の際には, 10

ﾉﾉ～15万の分子並のスライド画分から検出され

ていた． また, MasCotデータの解析では，

COMA3のliil定領域が,COL6A3抗体の特異的髄

域とは異なった部分を同定していた （図7) ．

COL6A3が価量分析計で検出されたのは，

COL6A3の分解産物の一部を画1It分析プロテオミ

クスにてl,il定しており，抗体ブロテオミクスでは，

抗体の特災的部分のペプチドを|司定することがで

きなかった可能性が示唆された．

高い偏細性の糸球体ブロテオームのデータベー

ス作成における課題として, I'IIit分析計を剛いる

方法では糸球体サンプルの採取におけるli'i度と純
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度を高め，抗体におけるプロテオームは対応する

タンパク蘭の商IIn',f'iな抗体作成と襖敢抗体の作成

および，染色技術の向上が必喚であると:号えられ

た．商い信加性のプロテオームデータベースを作

成するためには, *,'i度の商い街lit分析プロテオミ

クスと抗体プロテオミクスの抗体プロテオミクス

を組み合わせることが必要であり，その結果，病

態の全貌が附倣でき!聞臓病liﾙ究の病lkl,病態解析

や尿バイオマーカーの研究に役立つものと考えら

れる．

および，染色技術のlnl上が必喫であると考えられ

た．
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