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著原

グルタルアルデヒド固定パラフィン包埋組織の

プロテオーム解析は不可能か？

瀧澤勇介

新潟大学大学院医歯学総合研究科生体機能I凋節医学専攻
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要 旨

組織・病理学的研究において，組織の保存や生体分子の不活性化のために， ホルマリンをは

じめとする様々な固定剤が使われている． 中でも， グルタルアルデヒドは強力に分子間，分子

内を架橋する固定剤で，微細構造が保持されるため，電子顕微鏡用試料の固定に広く使用され

ている．一方，組織のタンパク質を質量分析装置で網羅的に解析するプロテオミクス研究が盛

んに行われており， それには主に未固定組織が使われてきたが，近年，長期に保存されている

ホルマリン固定パラフィン包埋組織への応用が始まっている． しかし，プロテオミクスではタ

ンパク質をトリプシンなどで分解したペプチドが解析対象であるため， ホルマリンで架橋され

たタンパク質から良質のペプチドを得ることが容易ではなく，様々な手法が提唱されている．

さらに，架橋作用がより強力なグルタルアルデヒド固定はプロテオミクスには供せないとされ，

ほとんどその解析結果の報告はされていない． しかし， この強力な架橋作用は裏を返せば，生

体内で近接するタンパク質同士をプロテオミクスで網羅的に同定できる可能性を秘めている．

本研究は，私たちが開発したOn-SiteDirectDigestion法を用いて， グルタルアルデヒド固

定組織と架橋しない固定剤（メチルカルノア固定剤）で固定した組織を質量分析装置で解析し，

結果を比較した研究である．

結果は,驚くことに，グルタルアルデヒド固定したラットの腎臓組織の1両l定タンパク質の種類

別刷請求先

新潟大学

〒950-2181 新潟市西区五'一嵐2の町8050番地

ﾉk体液バイオマーカーセンター

瀧澤勇介

Reprintrequeststo:YusukeTAKIsAwA

BiofluidBiomarkerCenter,

NiigataUniversity,

80501karashi2-no-cho,Nishi-ku,

Niigata950-2181,Japan.



新潟医学会雑誌第132巻第4号平成30年(2018) 411132

(847.5士30.8種類, N=6)は， メチルカルノア固定した腎臓組織の数(1063.0 98.8種類，

N=6)にほぼ匹敵するものであった． また，非標識質量分析定量法, SIN法で両解析のそれぞ

れのタンパク質を量的に比較しても， それぞれのタンパク質のSIN値は正の相関を示した． こ

の結果から, On-SiteDirectDigestion法を用いて，固定組織のプロテオーム解析を行うと，

グルタルアルデヒド固定組織標本でも，満足できる解析が可能で，将来， タンパク質相互作用

を解析できる可能性に道が開かれた．

キーワード：プロテオーム, LC-MS/MS,

グルタルアルデヒド

NormalizedSpectral lndex(SIN),固定剤，

材料と方法はじめに

組織・病理学的研究において，組織の保存や生

体分子の不活性化のために， ホルマリンをはじめ

とする様々な固定剤が使われている．特に， グル

タルアルデヒドは強力に分子間分子内を架橋す

る固定剤'）で，微細構造が保持されるため，電

子顕微鏡用試料などに広く使用されている2)．

一方，近年は組織のタンパク質を質量分析装置

で網羅的に解析するプロテオミクス研究が盛んに

行われるようになってきた． それには主として未

固定組織が用いられていたが，近年，長期に保存

されているホルマリン固定パラフィン包埋組織へ

の応用が始まっている． しかし， プロテオミクス

研究ではタンパク質をトリプシンなどで分解した

ペプチドが解析対象であるため， ホルマリンで架

橋されたタンパク質から良質のペプチドを得るこ

とが容易でなく，種々の工夫が提ﾛ日されている．

そのため，架橋作用がより強力なグルタルアルデ

ヒド固定組織はプロテオミクスには供せないとさ

れ3)，ほとんどその解析はされていない． しかし，

この強力な架橋作用は裏を返せば，生体内で近接

するタンパク質同士をプロテオミクスで網羅的に

同定できる可能性を秘めている．

本研究は，われわれの研究室で開発したOn-

SiteDirectDigestion(OSDD)法を用いて，グル

タルアルデヒド固定組織と架橋しない固定剤（メ

チルカルノア固定剤）で固定した組織を質量分析

装置で解析し，結果を比較した研究である．

1．腎組織標本の作製

本研究では,Wistarラット （生後10週，オス，

CharlesRiverLaboratoriesJapan)の腎を用い

た． ジエチルエーテルにより麻酔したラットを開

腹し，腎を摘出した．摘出した腎の腎動脈および

智静脈からリン酸緩衝生理食塩水(PBS)を灌流

し，血液を十分に洗い流した．十分に血液を排除

できたことを確認したのち，厚さ約2mmの組織

切片を作成した

得られた組織標本の固定液は，試験群としてリ

ン酸バッファーによって2.5％に希釈した架橋型

のグルタルアルデヒド (TAABLaboratories

Equipment製）を， コントロール群として非架橋

型のメチルカルノア液（メタノール60％， クロロ

ホルム30％，氷酢酸10％）を用いた．腎組織の標

本を固定液に浸漬し， 4℃で16時間固定した．

16時間経過後，組織標本をPBSで洗浄したのち

に無水エタノールに1時間浸漬脱水した組織標

本をパラフィン包埋後，薄切切片作成まで室温で

保存した．

パラフィン包埋された組織切片は厚さ10um

に薄切し， メンブレンスライド (Molecular

Machines&Industries製）上に展開後, 55℃に

おいて3時間恒温処理したメンブレンスライド

上の組織は脱パラフィン処理として， 5分間のキ

シレン浸漬を3回， 1分間の100%エタノール浸

漬を2回1分間の95％， 85％， 75％エタノール

浸漬を各1回， 1分間の超純水浸漬を1回行った．

脱パラフィン処理した組織は， 110℃で10分間
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FisherScientific製）からなっており, LCの注

入量は500jlg,移動相はA相0.1%ギ酸, B相

0.1%ギ酸，アセトニトリル(ThermoFisher

Scientific製）で， グラジエント条件は120分で

B2%から35%とした. LC-MS/MS分析は1本

のサンプルチューブあたり2度行った．

オートクレーブ処理したのち，室温で16時間以

上静置し，十分に乾燥させた．

2．ペプチド精製

顕微鏡(ECLIPSETE2000-S,ニコン製）下

でレーザマイクロダイセクション装置(MMI

Cellcut,MolecularMachines&Industries製）を

用い， メンブレンスライド上の腎臓組織切片から

腎皮質を約3mm2の面積に切り出し,MMI

IsolationCap (MolecularMachines&Industries

製）に回収した．

切り出した腎皮質組織に含まれるタンパク質は

切片上で直接トリプシンで消化し，得られたペプ

チドを精製した(On-SiteDirectDigestion

(OSDD)法). トリプシン(Agilenttechnologies

製） を50mmol/L炭酸水素アンモニウム（和光

純薬工業製）水溶液にて20ng/jlLに希釈て使用

した． 37℃のインキュベータ内で16時間消化

後， 50％トリフルオロ酢酸（和光純薬工業製） 2

瓜Lを添加し， トリプシンを失活させた．消化に

よって得られたペプチドはOctadecyl-SilicaStop

AndGoExtractionTip (C-18STAGETip,

ThermoFisherScientific製）を用いて精製した．

精製したペプチドは， 遠心エバポレータ

(VEC-260, イワキ製）およびプリーズドライヤ

(VD-80, タイテック製）を用いて真空乾燥させ

たのち，質量分析に供するまで－80℃で保存し

た． メチルカルノア固定群， グルタルアルデヒド

固定群とも6サンプルを作成し, LC-MS/MS分

析に供した

4． タンパク質同定

得られたスペクトルはMSConvert (Proteo

WizardSoftwareFoundation製） を用いて

MascotGeneticFiles (MGF)ファイルに変換し，

後述のデータベース検索に供した. LC-MS/MS

分析は1本のサンプルチューブあたり2度行った

ため，サンプルチューブ1本分，すなわち2つの

スペクトルをMASCOTサーチエンジン (Matrix

Science製）によって1つのスペクトルにマージ

し， マージ後のスペクトルを同エンジンによって

データベース検索にかけた． なお,MASCOTサ

ーチエンジンによる検索は, 2017年12月時点の

ラットに対するUniProt/Swiss-Protデータベー

ス（欧州分子生物学研究所提供）を用い，検索の

条件は下記の通りである．

fixedmodifications=none

variablemodifications=deamidated (NQ) ,

Oxidation(H,W,M)

enzymespecificity=trypsin

maximummissedcleavages=2

peptidecharge=2+and3+

peptidetolerance=10ppm

#13C=0

MS/MStolerance=0．02Da

instrument=ESI-FTICR

データベース検索によりヒットしたタンパク質

については，偽発見率(FDR)が1%未満となる

ように閾値(Thresholdpvalue)を調整してフィ

ルタリングした． この操作によって有意に発現し

ていると判定されたタンパク質は， コードする遺

伝子名やアミノ酸シークエンス， アミノ酸残基数

等のデータをMASCOTサーチエンジンを用いて

Comma-SeparatedValues (CSV)ファイル形式

でエクスポートし，後述するプロテオーム解析に

3. LC-MS/MS解析

組織を消化して得たペプチドは0.1%ギ酸（和光純

薬工業製）に溶解し， ボルテックスミキサを用いて十

分に振鐙撹枠した．後述のLCへの注入量を見積も

るため， 事前に超微量分光光度計(NanoDrop

1000,ThermoFisherScientific製）を用いて試料

溶液のペプチド濃度を計測しておいた

LC-MS/MSは液体クロマトグラフ (Easy

nLC-1000, ThermoFisherScientific製）とタン

デム質量分析計(QExactivePlus, Thermo
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分ｲljに従うであろうことを確認した． さらに，両

鮮でヒットしたタンパク質について， 各々のタン

パク質に対し， メチルカルノアl,'il定群から求めら

れた､'た均S1,111ii (SIxMC) とグルタルアルデヒ

ドl,'il定群から求められた､F均SIN11''i (SIxGA)

の2群|Alの単III1ﾘ研}分析を行い, SINMCとSIN

GAとのｲI IIMIを耐､ 111iした．

供した． ヒットしたタンパク質のデータのうち，

実験操作の際に混入したヒト l ll米のケラチンの'1」

能|牝がI剤いもの(Krtl,Krt2,KrtlO)を除去した．

5． タンパク質定量

定11tにはプロテオーム解析において仙川される

NormalizedSpectral lndex (SI､） を算II I I,した．

各タンパク質に対して6チューブ分の平均をとっ

た. l ' il定されたタンパク質に対する､|A均SINIIIIIは

対数正規分布に従うものとして，底を2として対

数変換を行った. R(RFoundation製）を川いて，

対数変換後の､'た均SIxIIIIIに対してQuantile-

QuantilePlot (Q-QPlot) を作成し、 対数IIM

6．包含関係分析

各群6本のサンプルチューブのうち5本以上で

ヒットした（ピッ l､率が3分の2をlil' 'lる） タン

パク質について，高いi1W11度で『l, il定」できたも

のとみなす． 各群で| ' il定できたタンパク質のリス

ぐ一リ
壷逵参 吟 動報

、
参
＝
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数横軸にSINMCを,対数縦軸にSINGAをとり，

散布図として図5に示す． また，両群のSIN値

を幕関数に単回帰分析した結果，決定係数は0.58

であった

卜を作成し, Venn図作成用のwebツールである

Venny (http://bioinfogp.cnb.csic.es/tools/

venny/, スペイン国立バイオテクノロジーセンタ

ー提供）を用いて，両群で同定できたタンパク質，

メチルカルノア固定群のみで同定できたタンパク

質グルタルアルデヒド固定群のみで同定できた

タンパク質にカテゴライズし，各々のタンパク質

について包含関係を評価した．

3．包含関係分析

同定できた固定液についてタンパク質をカテゴ

ライズし， それらの包含関係を図6のVenn図に

示す． グルタルアルデヒド固定群およびメチルカ

ルノア固定群の双方で同定できたタンパク質数は

600で全体の53.5%を， メチルカルノア固定群で

のみ同定できたタンパク質数は400で全体の

35.7％を， グルタルアルデヒド固定群のみで同定

できたタンパク質数は121で全体の10.8%を占

めた．

結 果

1． タンパク質同定

MASCOTサーチエンジンによるデータベース

検索の結果同定されたタンパク質数を図2に示

す． メチルカルノア固定群では平均1063.0種類

のタンパク質が同定され， その不偏標準偏差は

98.8,変動係数は9.30%であった．一方， グルタ

ルアルデヒド固定群では平均847.5種類のタンパ

ク質が同定され， その不侃標準偏差は30.8、変

動係数は3.64％であった．

考 察

パラフィン包埋組織標本を用いた質量分析によ

るプロテオミクス研究に際し， グルタルアルデヒ

ド固定を行うことは， これまでは禁忌と考えられ

てきた． しかし，本研究で, OSDD法を用いて

組織切片からペプチドを抽出する方法で， グルタ

ルアルデヒド固定組織でも満足できるプロテオー

ム解析が可能であることが示された． また，図3

の分布の形状および図4のQ-QPlotが主たる部

2．非標識タンパク質定量

同定されたタンパク質に対するSIN値の分布を

対数横軸で図3に，対数変換後のSIN値のQ-Q

Plotを図4に示す。 また，両群でヒットしたタ

ンパク質について，各々のタンパク質に対し，対

SINMC SINGA
250 250

200

小
2Ⅸ〕

150 150

100 100

50 50

0 0

15 －1035 －30 -25 －20

log_2(SIN)

-15 －10 -35 －30 -25 －20

log_2(SIN)

図3 ヒットしたタンパク質のSIN値の分布
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図6 グルタルアルデヒド (GA)固定群およびメチルカルノア (MC)

固定群で同定されたタンパク質の包含関係

分で直線的に配列していることより, SINMCお

よびSINGAはともに対数正規分布に従うと考え

られる． また, SINMCとSINGAを幕関数に単

回帰分析した結果，決定係数が0.58であったこ

とより, SINMCとSINGAの間には，非線形的

ではあるものの，正の相関があると考えられる．

すなわち， グルタルアルデヒド固定された組織標

本を用いても， メチルカルノア固定された組織標

本同様の定量結果が得られることも示された． こ

れらの結果は， グルタルアルデヒド固定組織標本

でも, OSDD法を用いてLC-MS/MS解析すれ

ば非標識的にタンパク質定量が可能であることが

示されたと考えられる．

さらに， この手法を応用することで，将来的に

はタンパク質相互作用をLC-MS/MSを用いて

解析できる可能性がある．今後の課題として， よ

り信頼性の高いデータ収集およびタンパク質相互

作用の評価のため，固定条件と同定できるタンパ

ク質との関係を，量的にも質的にも評価すること

が必要であると考える．

OSDD法を用いて行うことで， グルタルアルデ

ヒド固定組織標本でも，満足できる解析が可能で

あることが示された．将来， この手法を応用し，

タンパク質相互作用を解析できる可能性に道が開

かれた．
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