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【要旨】 

プロテオミクス解析により、タンパク質発現に差異のあるタンパク質が探索され、多

くの疾患バイオマーカー候補が見出されている。その中で非標識タンパク質定量解析法

は質量分析（MS）装置によるタンパク質同定に使われた未標識（ラベルフリー）の MS ス

ペクトルからペプチドイオンとフラグメントイオンの強度を利用してタンパク質の相対

発現レベルをスペクトル指数(SIN)として表す方法で、注目されている手法である。 

質量分析装置の性能向上により検出感度が高まるにつれ、実験者や実験環境から由来

するフケの測定サンプルへのコンタミが問題となっている。この問題を解決するため、

Microsoft 社のプログラミング言語 VBA：Visual Basic For Application を用い Excel

アプリケーション機能をカスタマイズすることにより、MS タンパク質検索エンジン

（MASCOT）より出力されたタンパク質同定結果から簡便に注目するタンパク質の SINを表

示させ、サンプル中にフケ（dandruff, D）による汚染があった場合にフケ由来タンパク

質の強度（SIGI）を減算しフケ混入分を除き、サンプル本来の SIN 値を求めた値 SIN(-D)

を表示するプログラムの開発を行った。 

プログラムの開発にあたっては、Western  blotting によりフケに発現しているケラ

チンの確認を行い、その後、ヒトの腎組織（皮質）由来ペプチドサンプルに予め調整し

たフケペプチドを 5%、10%、20%、30%、50%、60%、80%、100%の割合で添加した後に質量

分析し、それらのタンパク質同定結果からフケ特異的ケラチン：KRT1、KRT10 をフケの

内部標準物質として、それらの SIGI 回帰分析により、フケの混入率を推測することが可

能になった。 

本研究では、ペプチドサンプルの MASCOT 同定結果から調べたいタンパク質の同定情報

をスペクトル指数（SIN）として表示し、フケによるコンタミが判明した場合、フケ成分

のタンパク質分を除去するプログラム、SIN(-D)を開発した。 

SIN(-D)は、フケ混入率が 80％までフケ混入がないサンプルの SINと有意差はなかった

が、フケ混入率が 30％を超えるとサンプル中の元サンプルタンパク質量が減少すること

によりそれらのタンパク質自体が同定されないケースも発生したため、データの信頼性

は極端に低下したと考えられる。そのため 30％を超えるコンタミが判明した場合は、そ

のデータを使用しないことが望ましいと考えられた。 

 

キーワード： プロテオミクス, 質量分析計(MS), SIN ,VBA, MASCOT 
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【諸言】 

近年、質量分析計（MS）の性能向上やタンパク質解析をサポートするソフトの進歩に

より、プロテオミクス研究は広く普及してきている。プロテオミクスを用いたバイオマ

ーカー検索や疾患関連タンパク質の発見を目的とした研究が盛んに行われており、正常

組織と病変部位組織のプロテオミクス解析により、タンパク質発現に差異のあるタンパ

ク質が見出され、多くの疾患マーカー候補が見出されている。その中で Griffin らが提

唱している非標識タンパク質定量解析方法に注目した。この方法では実験サンプルに同

位体標識や蛍光標識など標識分子を使用せずにサンプルから精製したペプチド混合物の

ままで質量分析を行ってタンパク質を定量するものである。タンパク質同定に使われた

未標識（ラベルフリー）の MS スペクトルからペプチドイオンとフラグメントイオンの強

度を利用してタンパク質の相対発現レベルをスペクトル指数(SIN)で表す方法である１）。 

質量分析計によりプロテオーム解析できるサンプル量も微量化出来るようになった半

面、実験者および実験環境から由来する微粒子のコンタミが問題となっている。微粒子

は主にフケや垢等のケラチンが主成分になっていて、そのコンタミによりサンプルのプ

ロテオーム解析結果が影響され、その信頼性が問われる。このようなコンタミが混入す

ることを防ぐには静電気除電装置等の有効性が報告されている２）。しかし、完全なコン

タミ防止は極めて難しい。 

ケラチンは、ほとんどの上皮に存在し、20 種類の sub type に分類され３）４）、その発

現の特徴から腫瘍の組織型を推測することも可能となるタンパク質としても知られてい

る５）。そのため、臨床サンプルのプロテオミクス解析データから検体に本来発現してい

るケラチンと実験中のコンタミによるケラチンの判別は極めて重要である。データから

より正確なタンパク質発現情報を抽出することは課題であった。 

この問題を解決するため、Microsoft 社のプログラミング言語 VBA：Visual Basic For 

Application を用い Excel アプリケーション機能をカスタマイズすることにより、タン

パク質検索エンジン MASCOT（Matrix Science 社）より出力されたタンパク質同定結果か

ら簡便にターゲットタンパク質の SIN を表示させ、フケによる汚染があった場合にフケ

（Dandruff）由来タンパク質情報を抽出し自動減算して SIN（-D） を算出するプログラ

ムの開発を行った。 

プログラムの開発にあたっては、Western  blotting によりフケに発現しているケラ

チンの確認を行い、その後、ヒトの腎組織（皮質）由来ペプチドサンプルに予め調整し
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たフケペプチドを一定の割合で添加した後に質量分析し、それらのタンパク質同定結果

から KRT1、KRT10 を内部標準物質とし、フケのコンタミの有無及びサンプルに含まれる

フケの割合の算出できるものを目指した。 

本研究では、ペプチドサンプルの MASCOT 同定結果から調べたいタンパク質の同定情報

を正規化したスペクトル指数（SIN）として、正確かつ迅速に算出できるツールを開発し

た。更にフケなど実験環境からの汚染による同定結果への影響を判断し、より正確な同

定結果を抽出できるツールまで進化させた。本ツールを利用することによって大量なペ

プチドサンプルの質量分析同定結果を処理することが可能となった。 

 

【材料と方法】 

Western blotting によるフケケラチンの発現状況の確認 

フケに含まれる主なケラチンを確認するために免疫抗体法を用いて実験を行った。実

験材料としてフケは、男性 8 名(平均年齢 28 歳)から頭皮を擦る方法で計 6000μg 採取し

た。SDS サンプルバッファー（SDS-SB：2%SDS、10% glyceol、62.5mM Tris-HCl (PH6.8) 

2% 2-ME）を 2000μl 添加し、Precellys24®にて 5000rpm×10sec 4 回ホモジナイズし可

溶化した後、遠心分離した上清を用いて SDS_PAGE を行った。フケに発現しているケラチ

ンの状況を把握するために 16 種類のケラチン一次抗体を用いて Western blotting を行

った。 

一次および二次抗体は（表１）の通りである。 

（表 1 挿入） 

 

質量分析（LC-MS/MS 測定）と MASCOT 検索 

 ヒトの腎組織（皮質）に予め精製しフケ由来ペプチドを一定の割合で添加したサンプ

ル及びフケペプチドを質量分析した。質量分析はアジレント社 6300Nano LC-MS システム

を用いて行った。MASCOT 検索エンジン（ver.:2.3.01）と IPI ヒトタンパク質データベ

ース（ver.:3.75）をタンパク質同定に使った。同定結果は決められた項目のみ出力し、

本研究で開発したツールの研究対象とした。 

ヒト腎組織サンプルには新潟大学大学院医歯学総合研究科構造病理学分野で凍結保存

されていた腎臓組織の皮質を用いた。腎臓皮質を 7M Guanidin-HCl を加え Precellys24

にて 5000rpm×10sec×4Times でホモジナイズし、超音波処理後、37℃インキュベーショ
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ン 2 時間、その後遠心分離し、上清をタンパク質サンプルとし、さらに 1mM DTT を加え

56℃インキュベーション 1 時間、10mM IAA を加え暗所 30 分、メタノール／クロロフォ

ルムを加えて沈殿後にその後、トリプシン消化を行い、精製したペプチドを質量分析サ

ンプルとした。 

質量分析サンプルへの汚染状況のシミュレーションとしてフケペプチドを一定の割合

でヒト腎臓皮質ペプチドサンプルに添加した。0, 5, 10, 20, 30,50,60,80,100% の割合

で 9 種類のペプチドサンプルを同一方法で質量分析を行った。MASCOT 検索エンジンによ

り同定した結果を用いて研究ツールの開発および検証を行った。 

（表 2 挿入）使用したデータベースのフケペプチド混入率 

 

プログラムの構成  

 本研究で開発したプログラムは、Griffin らの研究を基に提唱されたラベルフリータ

ンパク質定量原理１）を利用した。タンパク質を同定した際に利用したペプチドとフラグ

メントイオンの MS スペクトル強度、カウントを利用して、実際質量分析されたペプチサ

ンプルにおける個々のペプチド発現量を正規化したスペクトル指数で表すことができる。

本研究で利用したスペクトル指数として、 SI(スペクトル指数)、SIGI（スペクトル指数

と同定された全タンパク質スペクトル指数合計との比率）、SIN（正規化されたスペクト

ル指数)を使用した。SINは SIGIをタンパク質の長さ（アミノ酸個数）で除した値である。

この原理を利用して、本来ヒト腎組織に発現のない、汚染由来のタンパク質の SIGI を算

出した後、汚染されたタンパク質量をフケペプチド添加率との相関から推測する。更に

同定された全タンパク質情報から汚染されたタンパク質の情報を除外する。本プログラ

ムはタンパク質同定に使われたスペクトル情報を一括してメモリに取り込み、上記の指

標値を自動的に算出、減算する。最終的に汚染の状況を自動判別した後、フケなど汚染

物質や本来サンプルに発現しているタンパク質の量をレポートする。ペプチドサンプル

の同定結果にはフケのコンタミがあった場合、ケラチンを中心とするフケを構成した主

なタンパク質データを減算する事によってサンプルに本来発現しているタンパク質量を

正しく表示する機能とした。 

 汚染情報を除去する方法には、SIGIがタンパク質 SI と全タンパク質 SI 合計値（GI）

との比率であることから分母である全タンパク質のイオン強度合計 SI からフケを構成

するタンパク質分の SI を減算するアルゴリズムとした。SINは、減算した後にタンパク
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質長Ｌで除し表示することとした。 

SI = ∑(

𝑃𝑛

𝑘=1

∑ 𝑖𝑗

SC

j=1

)k 

SIGI = SI/ ∑ SIj

n

j=1

 

SIN = SIGI/L 

SI：スペクトル指数 

SC：ペプチド k のスペクトルのカウント  

i：ペプチド k のフラグメントイオン強度  

n：同定されたタンパク質の総数  

j：ペプチド k の SC 全体のスペクトルカウントのスペクトルカウント j 番目  

Pn：そのタンパク質のために同定されたペプチドの数  

L：タンパク質の長さ （アミノ酸の数） 

 GId = ∑ SIj

n

j=1

− ∑ SIdjd

nd

jd=1

 

SIGId = (SI − SId)/GId 

（但し、フケ混入＝0 の時は、SId=0） 

GId：フケを構成するタンパク質 SI 合計値を減算した GI 

SId：フケを構成するタンパク質 SI のスペクトル指数  

∑ SIdjd nd
jd=1 :フケを構成するタンパク質 SI 合計値 

SIGId：フケを構成するタンパク質分の SI 値分母および分子から減算した SIGI 

nd：フケを構成するタンパク質総数  

SIN(−D) = SIGId/L 

SIN(-D)：フケを構成するタンパク質分の SI 値を減算した SIN（SIGI を減算しフケ混入分を

除き本来の SIN 値を求めた値）  

フケのコンタミの判定とフケ混入率の推測方法 

フケ混入率の推測方法は、SIGI とフケ由来のペプチド添加率の回帰分析を行い、コン

タミによるフケ混入率を推測する方法とした。 

 

EXCEL VBA カスタマイズプログラム 
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 検索エンジン MASCOTで出力される CVS形式のデータをマイクロソフト社製表計算ソフ

ト EXELで読み込み VBAでカスタマイズしたプログラムにて検索および計算を行う方法と

した。 

 

【結果】 

フケにおけるケラチン発現状況 

 Western blotting の結果により、フケにおいて抗体に対するケラチン KRT1, KRT2e, 

KRT3/12, KRT5, KRT6, KRT10, KRT14, KRT16, KRT17 計 9 種類のケラチン抗原の発現が

確認された。特に KRT10 について強い発現が見られた。KRT4, KRT7, KRT8, KRT13, KRT15, 

KRT19, KRT20 計 7 種類について発現が確認されなかった。本研究で用いたフケサンプル

は健常者に由来したペプチドと認識した。結果として KRT7, KRT8 や KRT13 等がん化組織

に見られる発現はなかった事はサンプルの正常性にも認証されたと考えられる。フケ等

の扁平上皮細胞に多く見られるヘテロダイマーペア KRT1-KRT10、KRT5-KRT14、KRT6-KRT16

の 3 ペアのケラチンが確認された。フケにおけるこちらのケラチンの相互作用状況も確

認が出来た。 

（図 1 挿入）Western blotting 結果 

 

Western blotting と質量分析データ検索結果との共通結果 

フケ 100%の 3 サンプルの LC-MS/MS 測定結果においても KRT1-KRT10、KRT5-KRT14、

KRT6-KRT16 の 3 組 6 種類のケラチンが確認された。 

 

フケに特異的発現したタンパク質結果 

 The Human protein Atlas 上でフケ共通タンパク質が正常細胞に存在するかを検討し

た結果、今回基本サンプルとして用いた腎臓細胞において KRT-1、KRT-10 が確認されな

かった。 

（表 3）正常組織タンパク発現状況 

 

フケペプチド混入率に応じた同定結果 

24 個のサンプルデータで SIGIとフケペプチド混入率の相関を検討した結果、ヘテロダ

イマーペア KRT1 及び KRT10 の SIGIが強い相関を示した。 
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(図 2)SIGIとフケ混入率の相関 

 

フケ混入率の推測方法検討結果 

ベースとして用いた腎組織サンプルには、KRT1および KRT10が Human Protein Atlas 上

で検出されないタンパク質とされていることから、内部標準タンパク質とし、この組み

合わせを用いて、サンプルのフケ混入率を推測する方法とした。 

混入率の推測法は、 KRT1+KRT10 の SIGI とフケ混入率の回帰分析による多項式

y=18.006X2-0.5745X（切片＝0）（R2=0.9671）からコンタミによるフケ混入率を推測する

式とした。 

（図 3）KRT1+KRT10-フケペプチド混入率の相関 

 

推測したフケ混入率から SIN(-D)算出結果 

ターゲットとするタンパク質の SIGI から SIN(-D)計算式に基づきフケと腎臓皮質に共

通して同定されたタンパク質 8 種と腎臓皮質にのみに同定されたビメンチン（VIM）1 種

を加えた 9 種のタンパク質でフケ混入率 5％から 80％までの SIN(-D)値を算出し、フケ混

入率毎の平均とフケを混入していないサンプルの SINで比較した結果、フケを混入してい

ないサンプルとの間で t-検定（分散が等しくないと仮定した２サンプルによる検定）を

行った結果、80％まで有意差は認められなかった。（P＞0.05） 

例として 3 例（ALB,GAPDH,VIM）の 0％から 80%までの平均 SIN(-D)比較グラフを示す。 

（図 4）SIN(-D)結果比較 

 

【考察】 

 フケの主な成分は、ケラチンである。ケラチンは、酸性のタイプⅠと中性～塩基性の

タイプⅡが存在し、タイプⅠとタイプⅡがペアとして結合し、二量体を形成する。さら

に個々のケラチノサイトにおいて通常複数のタイプⅠとタイプⅡのケラチンが発現し、

細胞内のケラチン線維は、2 種類以上の異なった二量体（四量体）が形成される。上皮

細胞の種類や分化度により特異的な分子種のペアが形成さる。顆粒層にはタイプⅡの

KRT1、KRT2e とタイプⅠの KRT10 が発現し 2 種類の二量体が形成されるとされている３）。 

 本研究においてサンプルへのフケの混入率を推測する内部標準タンパク質として KRT1

と KRT10 の二量体ペアを使用した。KRT2e について KRT10 の二量体ペアとして KRT1 と同
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様に検討したが、KRT1 と KRT10 の合計 SIGIの平均値とフケぺプチド混入率の回帰分析多

項式寄与率を上回らなかったため、KRT1 と KRT10 とした。 

コンタミによるフケ混入率を推測するためにフケペプチドを混入した 24 個のサンプ

ルデータを用いて回帰分析を行い多項式より計算を行ったが、同様のデータを積み重ね

システムに反映させることによりさらに推測精度を増すことができるシステムと考えて

いる。 

フケタンパク質成分を減算する SIN(-D)計算式は、フケの混入が本来サンプルに含まれ

ているタンパク質の同定結果に影響を与えると予想し、影響分を補正する計算式を構築

した。検定による検証結果からフケ混入率 80％までは有意差がなかったことから、減少

する SIN 値を補正することが可能と考えられた。しかし、フケ混入率 30％前後から存在

するはずのタンパク質が同定されないケースを経験した。サンプル中のフケペプチドの

濃度差により部分的にタンパク成分が減少した可能性が考えられた。このことからフケ

のコンタミが 30％を超えると判定された場合は、データの信頼性が低下するため、その

データを使用しないことが望ましいと考えられた。 

本研究でプロテオームデータに含まれるターゲットタンパク質の含有率を正確かつ短

時間で表示し、更にフケコンタミ分のタンパク質データを本来の SIN 値に復元できるプ

ログラムを作成することが出来た。今後、このプログラムを利用し、プロテオーム解析

するサンプルのケラチン汚染状況を把握し、信頼性の高い情報を取得していきたいと考

えている。 

 

【結論】 

フケの内部標準タンパク質を確定し、フケ由来タンパク質データ減算プログラムを開

発した。本研究で開発したプログラムは、各種プロテオーム解析においてコンタミが疑

われるデータであってもコンタミが無い状態復元できるツールとして、利用が期待でき

る。 
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表１ Western  blotting 使用抗体  

一次抗体 二次抗体 

Mouse Envision Rabbit Envision 

CK1 

(KRT1) 

CK2e 

(KRT2e) 

CK3/12 

(KRT3/12) 

CK5 

(KRT5) 

CK7 

(KRT7) 

CK8 

(KRT8) 

CK10 

(KRT10) 

CK4 

(KRT4) 

CK6 

(KRT6) 

CK13 

(KRT13) 

CK14 

(KRT14) 

CK15 

(KRT15) 

CK17 

(KRT15) 

CK19 

(KRT19) 

CK20 

(KRT20) 
― ― 

CK16 

(KRT16) 

※カッコ内は抗体に対するタンパク質のジーンシンボル 
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表２ 使用したデータベースのフケペプチド混入率 

ペプチドサンプル種類 フケペプチド添加率(%) サンプル数 

ヒト腎臓皮質 0 2 

ヒト腎臓皮質 5 2 

ヒト腎臓皮質 10 3 

ヒト腎臓皮質 20 2 

ヒト腎臓皮質 30 3 

ヒト腎臓皮質 50 3 

ヒト腎臓皮質 60 3 

ヒト腎臓皮質 80 3 

フケ 100 3 

合計 24 
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表 3 正常組織タンパク発現状況（The Human Protein Atlas より抜粋） 

 

 

 

 

 

KRT1 KRT10 KRT5 KRT14 KRT6A KRT6B KRT6C KRT16 KRT2
Liver - - - - - - - - -
Gallbaldder - - - - - - - - -
Pancreas - - - - - - - - -
Oral mucosa ＋ - ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ -
Salivary Gland - - ＋ - ＋ - ＋ - -
Esophagus ＋ - ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ - ＋
Stomach - - - - - - - - -
Duodenum - - - - - - - - -
Small intestine - - - - - - - - -
Appendix - - - - - - - - -
Colon - - - - - - - - -
Rectum - - - - - - - - -
Kidney - - - - - - - - -
Urinary bladder - - ＋ - - - - - -
Testis - - - - - - - - -
Epididymis - - ＋ - - - - - -
Prostate - - ＋ ＋ - - - - -
Seminal vesicle - - ＋ - - - - - -
Breast - - ＋ ＋ ＋ - ＋ - -
Vagina ＋ - ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ - ＋
Cervix,Uterine ＋ - ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ - ＋
Uterus - - - - - - - - -
Fallopian tube - - - - - - - - -
Ovary - - - - - - - - -
Placenta - - - - - - - - -
Adipose tissue - - - - - - - - -
Skin ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋
Skeletal muscle - - - - - - - - -
Smooth muscle - - - - - - - - -
Soft tissue - - - - - - - - -
Bone marrow - - - - - - - - -
Lymph node - - - - - - - - -
Tonsil - - ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ -
Spleen - - - - - - - - -
Cerebral cortex - - - - - ＋ - ＋ -
Hippocampus - - - - - - - - -
Lateral ventricle - - - - - - - - -
Cerebellum - - - - - - - - -
Thyroid gland - - - - - - - - -
Parathyroid gland - - - - - - - - -
Adrenal gland - - - - - - - - -
Nasopharynx - - ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ - -
Bronchus - - ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ - -
Lung - - - - - - - ＋ -
Heart muscle - - - - - - - - -

正常組織
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図 1 Western Blotting 結果 
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図２ SIGI とフケ混入率の相関 
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図 3 SIGI KRT1-KRT10－フケペプチド混入率の相関 
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