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【要旨】  

プロテオームとは，生体中において存在しているタンパク質の総体であり，

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，主に質量分析装置による質量分析プロテオミクスにより生体内で発

現するタンパク質の網羅的な解析と，抗体を用いた免疫化学組織染色による局

在的な情報取得を可能とする抗体プロテオミクス解析がある．本研究室では，

ヒトの腎組織や尿のプロテオームを解析する国際共同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質を質量分析計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局在を解明することで，慢性

腎臓病の病因，病態を解明することを目指している．しかし，質量分析プロテ

オミクスで同定された糸球体タンパク質の中には，抗体プロテオミクスにおい

て同定されない糸球体タンパク質が存在した．本研究では，質量分析プロテオ

ミクスでは同定されたが，抗体プロテオミクスでは同定できなかったタンパク

質についてその原因を解析することを目的とした．ヒト正常糸球体の同定には，

冗長的プロテオームを検出するため Spectrum Mill をサーチエンジンとして用

いた。プロテオームを抗体プロテオームと比較した結果，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タンパク質が

801 個分類された．これらのうち 19 個 (2.4%)のタンパク質は，糸球体に染色が

確認された．801 個のうち， 628 個 (78.4%)のタンパク質は，糸球体以外の腎組

織に，それぞれの抗体による染色が確認された．これは糸球体を腎皮質からシ

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示

唆された．抗体プロテオミクスで腎臓の組織がすべて染色されていないタンパ

ク質は 154 個 (19.2%)あった．154 個を血漿プロテオームとの比較したところ， 

80%以上が血漿中にも存在するタンパク質であった．抗体プロテオミクスによ

り腎組織が染色されなかった理由について，血漿プロテオーム，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，血漿タンパクの混

入，抗体の特異度に問題があるタンパク質，質量分析計による分解産物の同定

が存在することが示唆された．質量分析計を用いる方法では糸球体サンプルの

採取における精度と純度を高め，抗体プロテオミクスでは対応するタンパク質

の高品質な抗体作成と複数抗体の作成および，染色技術の向上が必要であると



考えられた．   
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【諸言】  

近年，ヒトのすべてのゲノムが解析され，タンパク質を網羅的に解析するプ

ロテオミクスが可能となった．プロテオミクスとは，個体，組織，細胞，細胞

小器官，タンパク質複合体など，ある生物系のプロテオームを網羅的に解析し，

タンパク質の機能解析や疾患の原因となり得るタンパク質をカタログ化し，カ

タログ中のタンパク質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．現在，プロテオームの解析は主に

質量分析装置による質量分析プロテオミクスと抗体を用いた免疫化学組織染色

を行う抗体プロテオミクスの 2 種類の方法を用いて行われている．前者はペプ

チドまたはタンパク質分子の飛行時間を元に試料の質量数を計算し，この結果

を元に，データベースからタンパク質を網羅的に同定，定量することができる．

後者は，抗体を用いた免疫化学組織染色を行う抗体プロテオミクスにより，特

定のタンパク質群に焦点を当てた解析によりタンパク質の局在性の情報の取得

が可能である．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細胞や

組織のタンパク質プロファイル解析を組み合わせ，組織や細胞におけるヒトタ

ンパク質のプロファイリングを行うことが可能となり，病因・病態解析や，バ

イオマーカーの探究研究に役立ち，病態の全貌が俯瞰できると考えられている

(1 ) (2 )．細胞組織内において，健康状態と疾患状態との間でタンパク質の発現量

が異なるタンパク質は，疾患の発症・悪化のメカニズムと関連する可能性が高

く，疾患の発症・悪化のメカニズムと関連する可能性が高いため，それらのタ

ンパク質は疾患バイオマーカーとなりうる可能性がある (3 )．  

ヒト腎臓組織や尿プロテオームを解析する国際共同研究プロジェクト (ヒト

腎臓・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構 (Human 

Proteome Organization: HUPO)の組織と連携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羅的解析を行い，データベース化を行っている (4 )．一

方，Human Protein Atlas(HPA: http://www.proteinatlas.org/)は抗体プロテオミクス

のデータベースであり，ヒトのタンパク質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，そのウェブサイトでは，タンパク質が遺伝子ご

とに分類され，それらに対する抗体で組織マイクロアレイおよび免疫組織化学

染色技術を用いて，包括的ヒト組織アレイを免疫組織化学染色した結果の画像

が提供されている (5 )．  

HUPO のヒト腎臓・尿プロテオームプロジェクトでは，ヒトの腎組織や尿の

プロテオームを解析する国際共同研究プロジェクトを組織し，ヒト腎糸球体を

構築するタンパク質を質量分析計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局在を解明し，慢性腎臓病の病因，病態の解明

を目指している．そのため，最初に正常ヒト糸球体プロテオームとして，ヒト

の腎臓より糸球体を分離し，そのタンパク質を，質量分析計で網羅的に同定し

た結果，6,686 種類のタンパク質を同定し，そのデータベースを WEB で公開し

ている (http://www.hkupp.org)  (6 )．  

しかし，質量分析による糸球体プロテオーム解析より同定された糸球体タン

パク質の中には，HPA が提供する免疫組織化学染色の画像では糸球体に同定さ

れないタンパク質が確認された．高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，正確なタンパク質の発現の信頼性は最も重要であ

る．質量分析プロテオミクスと抗体プロテオミクスを組み合わせることで，よ

り精度の高い糸球体タンパク質データベースを構築できるが，どちらか一方の

みの同定では信頼性は得られない．本研究では，質量分析によるプロテオーム

解析で同定されたタンパク質が抗体プロテオミクスでは同定されない原因につ

いて解析することで，今後の精度の高い糸球体プロテオームのデータベース化

に役立て，多くの腎臓病研究の病因，病態解析や，尿バイオマーカーの研究に

役立てることを目的とした．  

 

【材料と方法】  

１．正常ヒト糸球体タンパク質の調整  

正常ヒト糸球体の質量分析プロテオミクスに用いた糸球体は，腎臓がんのた

め腎臓摘出を余儀なくされた 68 歳の男性患者さんからインフォームドコンセ

ントを得て提供を受け，正常と認められた腎臓皮質から正常であると確認でき

た糸球体を，シービング法により単離した ( 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質抽出物は，二つの電気泳動法により分画した．1

つは，1-D SDS-PAGE，二つ目は，等電点を (IEF)を使用した 2-D SDS-PAGE を

用いた．すべて SDS-PAGE のレーンは 15 のスライスに切断し，ゲル内トリプ

シン消化によって処理し，90 スライス画分を作成した．各ゲル切片から回収し

たペプチドを LC-MS/ MS によって分析した．冗長性プロテオームの解析には，

Spectrum Mill(version A.03.12.060, Agilent Tecnologies)を用い，解析精度を高く

設定した非冗長性プロテオーム解析には，Mascot(version 2.3.01, Matrix Science)

を用いた．タンパク質データベースは， IPI human protein sequence database 

(http://ebi.ac.uk/IPI)を用いた (7 )．  

 

３．抗体プロテオミクス  

抗体プロテオミクスの免疫組織化学画像は，Human Protein Atlas(Version 11) 

(HPA: http://www.proteinatlas.org/)のウェブサイトに掲載されている免疫組織化

学染色が行われた腎臓の画像のうち，糸球体の染色強度が Negative と判定され

ているタンパク質を分類した．複数の抗体の染色において， 1 つ以上の染色が

見られたタンパク質は，Negative から除外した．これらのタンパク質について，

免疫組織化学染色の画像について再評価を行い，腎臓の染色を 7 部位 (糸球体，

近位尿細管，遠位尿細管，集合管，間質，毛細血管，核 )を 4 強度 (Negative, Week, 

Moderate, Strong)に分類しデータベース化を行った．  

 

【結果】  

結果 1．糸球体の Spectrum Mill 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 HPA 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 による腎臓組織の抗体プロテオミクスと，Spectrum Mill による質量分析

プロテオミクスにより同定された糸球体プロテオームの分類を図 1 に示す．質

量分析プロテオミクスにより糸球体に同定されるが，HPA の提供する抗体プロ

テオミクスにおいて糸球体に同定されない領域（D に分類される領域）に 801



個のタンパク質が分類された．  

 

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  

Spectrum Mill による質量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同定されないタンパク質の腎臓組

織の染色分布を表 1 に示した．我々の再判定によって，19 個 (2.4%)のタンパク

質において糸球体の染色を確認した (図２ )．801 個のうち，628 個 (78.4%)のタン

パク質は，糸球体以外の近位尿細管，遠位尿細管，集合管，間質，毛細血管，

核のいずれかに，それぞれのタンパク質の抗体による染色を確認した．その結

果，腎組織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質とし

て 154 個 (19.2%)が分類された．  

 

結果 3．Spectrum Mill 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 Mascot による質量分析プロテ

オミクスとの比較  

Cui ら (7 )は，Spectrum Mill による質量分析プロテオミクスにより，糸球体全

体に 6,686 個のタンパクを同定し，Mascot による質量分析プロテオミクスでは

1,817 個のタンパクを同定した．抗体プロテオミクスで検出されなければ糸球

体タンパク質の存在の可能性が低いと推測されることから，冗長性に解析した

Spectrum Mill による質量分析プロテオミクスと解析精度を高めた Mascot によ

る質量分析プロテオミクスでのタンパク質の検出割合を比較した (表 3)．

Spectrum Mill では，糸球体外が染色されたタンパク質の検出割合が 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質の検

出割合は，Spectrum Mill では 2.3％，Mascot では 3.1％であった．  

 

結果４．ヒト血漿プロテオーム解析との比較  

糸球体タンパク質を腎臓から単離・精製する際に，腎臓組織から血液を完全

に取り除くことは困難なことから，血液由来のタンパク質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 )．すべての腎組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

ンパク質との比較を行った (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 154 個のタンパク質のうち Spectrum Mill による質量分析プロテオミ

クスで同定され，血漿プロテオームデータベースと一致したタンパク質は 121

個 (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

よる質量分析プロテオミクスで同定されたタンパク質の両方に確認されたタン

パク質は 54 個 (98.2%)であり，ほぼすべてのタンパク質が血漿にも存在するタ

ンパク質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  

 正常なヒト尿中には微量のタンパク質が含まれ，そのプロテオーム中には血

漿由来のタンパク質や，腎臓，尿路系に由来するタンパク質が存在する (9 )．そ

こで，ヒト正常尿プロテオーム (10 )との比較を行った (図４ )．Spectrum Mill によ

る質量分析プロテオミクス解析で同定されたタンパク質のうち 35 個 (22．7%)

はヒト正常尿タンパク質と一致した．そのうち，Mascot による質量分析プロテ

オミクス解析と一致したものは 23 個 (15%)であった (表 5)．これら 23 個はすべ

て，血漿中にも存在するタンパク質であった。  

 

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 (11 )

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通して同定さ

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

存在する可能性が考えられることから，抗体プロテオミクスで，腎組織に染色

が見られなかった 154 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，

Spectrum Mill による質量分析プロテオミクス解析で同定され，免疫組織化学で

同定されなかったタンパク質 154 個のうち 47 タンパク質がマウス糸球体と

Mascot による質量分析プロテオミクス解析データと一致した (表 6)．  

 



結果 7．COL6A3 の Mascot による分析結果  

Collagen typeⅣ  alpha3(遺伝子名 COL6A3)は，Spectrum Mill および Mascot に

よる質量分析プロテオミクス解析において上位に同定された．COL6A3 は分子

量が 34 万程度のタンパク質であるが，SDS 電気泳動ゲルでの分離の際には，

10 万~15 万の分子量のスライド画分から検出されていた．そこで，Mascot によ

るペプチドの Ions Score を解析した (図 7)．Mascot によるペプチドの同定部位

は，アミノ酸配列の 750~2,250 付近であることが示された．また，HPA が用い

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】  

慢性腎臓病の多くは糸球体に初期病変がみられることから，ヒト慢性腎臓病

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個々の細胞ごと

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較し，バイ

オインフォマティクスで解析することで，慢性腎臓病の原因や病態形成に関わ

るタンパク質やその分子機構が推定できる可能性がある．  

近年，飛躍的に進歩した LC-MS/MS システムを用いることによって，非常に

短時間で，数千個のタンパク質を網羅的に同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，膨大なタンパク質の解析データが得られ，そ

れらのデータベースの構築は，新たな疾患バイオマーカーや疾患解明の手掛か

りとなることが期待される．Human Proteome Organization(HUPO)のヒト腎臓・

尿プロテオームプロジェクトでは，ヒトの腎組織や尿のプロテオームを解析す

る国際共同研究プロジェクトを組織し，多くの慢性腎臓病が糸球体損傷に端を

発し，その病因や病態を腎生検の糸球体プロテオミクスを解析しようとしてい

る (4 )．そのために，正常ヒト腎臓糸球体のプロテオームを解析し，冗長性質量

分析プロテオーム解析により 2,725 遺伝子由来の 6,686 タンパク質を同定し (6 )，

質量分析計で同定した正常ヒト糸球体のタンパク質を Human Protein Atlas 

(http://www.proteinatlas.org/)との共同研究により，タンパク質の存在部位を示す

免疫組織化学画像を統合したデータベースを構築し，情報を Human Kidney and 

Urine Proteome Project(HKUPP)のウェブ上に公開している．  

 本研究では，質量分析プロテオミクスで同定された糸球体タンパク質を



HPA が提供する抗体プロテオミクスの画像と比較し，質量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同定されない 801 個のタンパ

ク質についてその原因を解析した．免疫組織画像を再判定し，タンパク質の染

色について，染色強度を７部位 (糸球体，近位尿細管，遠位尿細管，集合管，間

質，毛細血管，核 )を 4 強度に分類した．その結果，801 個のタンパク質のうち

19 個のタンパク質については，糸球体が染色されていると判断した．これらは，

HPA による免疫組織化学画像の誤判定が考えられる．抗体を用いたプロテオー

ム解析は，網羅的に解析することは困難であるが，組織内でのタンパク質の局

在性を確認するには有効であり，様々な遺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質レベルの解析・証明には重要な解析手法の一つと

いえる．しかし，結果の解釈には二面性があり，染色されている部分が本当に

陽性であるかは多くの何らかの原因で生じる異常所見により，偽陽性や偽陰性

が生じうる可能性がある．Spectrum Mill による質量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同定され

ないタンパク質 (801 個 )のうち，628 個 (78.4%)のタンパク質は，糸球体以外の近

位尿細管，遠位尿細管，集合管，間質，毛細血管，核のいずれかに，それぞれ

のタンパク質の抗体による染色を確認した．糸球体タンパク質の Spectrum Mill

による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

定されない理由は，糸球体を腎皮質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唆された．ヒトの正常糸球体タンパク質の解析

には腎生検検体から糸球体を単離する必要があり，生体からの腎生検検体には，

糸球体の他にも尿細管や結合組織などの様々な構成成分を含んでいる．今回の

用いたサンプルは糸球体の単離にシービング法を用いたことから，糸球体外組

織 (尿細管，間質など )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，腎生検検体をスライスした組織切片から糸球体を回収する最近の技術で

あるレーザーマイクロダイセクション (laser micro dissection，LMD)法がある．

LMD 法を行うにはレーザー照射装置など高価な器具が必要であるが，レーザー

照射によるタンパク質の変性が問題となる．また， 1 本の腎生検から得られる

組織切片は 30 スライス程度であるが，糸球体タンパク質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



ンパク質の変性の可能性も無視できない問題である．また， 1 本の腎生検から

得られる組織切片は 30 スライス程度であるが，糸球体タンパク質の解析を行う

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

ンパク質の変性の可能性も無視できないなど，糸球体サンプルの単離には多く

の課題が存在する (4 )．  

Cui ら (7 )は，ヒトの糸球体プロテオームデータを Spectrum Mill による質量分

析プロテオミクス解析で 6,197 個のタンパクを同定し，同じサンプルについて，

Mascot による質量分析プロテオミクスとして再解析した結果， 1,817 個 (27.1%)

のプロテオームを同定した．Spectrum Mill では，糸球体外が染色されたタンパ

ク質の検出割合が 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質では，Spectrum Mill では 2.3％，Mascot では 3.1％であ

った．質量分析プロテオミクスで同定されるタンパク質の同定数を，同定ソフ

トウェアを Spectrum Mill と Mascot で比較すると，同定結果に大きな差があり，

同定は各ソフト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 )．質量分析計の同定条件を厳しくした解析において同定された

タンパク質でも，抗体による染色が確認できないタンパク質が存在することが

確認され，Mascot 解析において解析精度の高い設定で同定タンパク質数を少な

く絞っても，必ずしも質量分析プロテオミクスで同定されるが，抗体プロテオ

ミクスで同定されないタンパク質の比率は高くならないことが示された．  

さらに，血漿プロテオーム，尿プロテオームとの比較において，血漿タンパ

ク質混入や尿タンパク質の混入が示唆された．ヒトの正常糸球体組織の採取は，

通常腎生検の際に分離されることが多く，その際に灌流等の処置ができないた

め血液成分を分離することが困難である．本研究においても，質量分析プロテ

オミクスで同定されたタンパク質のうち抗体プロテオミクスで陰性のタンパク

質 154 個のうち，血漿プロテオームと共通していたタンパク質が 121 個 (78.5%)

存在しており，さらに Mascot による質量分析プロテオミクスでも 54 個 (96.4%)

が共通しており，腎組織全体が染色されなかった 154 個のタンパク質のほとん

どが血漿中にも存在するタンパク質であることが示唆された．糸球体サンプル

には，血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

ルを調整する際の，血液成分の除去も重要なポイントとなる．さらに，糸球体



内に存在するかを明らかにするためには，特異度の高い抗体や複数の抗体を用

いた同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，尿中の微量のタンパク質も含まれ，そのプロテオーム中には血

漿由来のたんぱく質や，腎臓，尿路系に由来するタンパク質が存在する (9 )．尿

プロテオームとの比較において， 23 個のタンパク質 (表 5)が分類されたが，こ

れらはすべて，血漿にも存在するタンパク質であった。尿中には糸球体タンパ

ク質が存在しており、そのタンパク質の由来が血液由来かを区別する必要性が

ある．  

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結果から， Mascot

による質量分析プロテオミクスで同定されたタンパク質のデータとマウス糸球

体プロテオームにも共通して同定されたタンパク質は 47 個存在した (表 6)．こ

れらのタンパク質の中には，Clusterin(遺伝子名 CLU)，Desmin(遺伝子名 DES)

など，既にヒト糸球体で同定されているタンパク質が存在していることから，

ヒト糸球体に存在する可能性も高いと推測される (12 ) (1 3 )．これらは，抗体プロテ

オミクスの抗体の特異性が悪く，染色が見られなかった可能性が高いと推測さ

れた．  

Collagen， typeⅣ， alpha3(遺伝子名 COL6A3)は，Spectrum Mill および Mascot

による質量分析プロテオミクス解析において上位に同定された．COL6A3 (14 )は

分子量が 34 万程度のタンパク質であるが，SDS 電気泳動ゲルでの分離の際に

は，10 万~15 万の分子量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，COL6A3 の同定領域が，COL6A3 抗体の特異的領域とは異な

った部分を同定していた (図 7)．COL6A3 が質量分析計で検出されたのは，

COL6A3 の分解産物の一部を質量分析プロテオミクスにて同定しており，抗体

プロテオミクスでは，抗体の特異的部分のペプチドを同定することができなか

った可能性が示唆された．  

高い信頼性の糸球体プロテオームのデータベース作成における課題として，

質量分析計を用いる方法では糸球体サンプルの採取における精度と純度を高め，

抗体におけるプロテオームは対応するタンパク質の高品質な抗体作成と複数抗



体の作成および，染色技術の向上が必要であると考えられた．高い信頼性のプ

ロテオームデータベースを作成するためには，精度の高い質量分析プロテオミ

クスと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

の全貌が俯瞰でき腎臓病研究の病因，病態解析や尿バイオマーカーの研究に役

立つものと考えられる．  

 

【結語】  

 ヒト糸球体プロテオームの質量分析プロテオミクスでは検出できたが，抗体

プロテオミクスでは検出できなかったタンパク質についてその原因を解析した．

ヒト正常糸球体の冗長的解析としてサーチエンジンを Spectrum Mill を用いて

同定されたプロテオームを抗体プロテオームと比較した結果，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タンパク質

を 801 個分類した．これらのうち 19 個 (2.4%)のタンパク質は，糸球体に染色が

確認された．801 個のうち， 628 個 (78.4%)のタンパク質は，糸球体以外の腎組

織に，それぞれの抗体による染色が確認された．これは糸球体を腎皮質からシ

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示

唆された．抗体プロテオミクスで腎臓の組織がすべて染色されていないタンパ

ク質は 154 個 (19.2%)あった．154 個のタンパク質のうち，血漿プロテオームと

の比較において， 80%以上が血漿中にも存在するタンパク質であった．ヒト尿

プロテオーム，マウス糸球体プロテオームのそれぞれのプロテオームとの比較

において，尿中にも存在するタンパク質の存在，抗体の特異度が低いタンパク

質が存在することが示唆された．また，質量分析計による分解産物の同定が存

在することが示唆された．質量分析計を用いる方法では糸球体サンプルの採取

における精度と純度を高め，抗体プロテオミクスでは対応するタンパク質の高

品質な抗体作成と複数抗体の作成および，染色技術の向上が必要であると考え

られた．   
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【図の説明】  

図 1 糸球体の冗長的プロテオームにより同定されたタンパク質と Human 

Protein Atlas 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 による抗体プロテオミクスによるタンパク質数は 14,777 個であり，その

うち糸球体に同定されたタンパク質は 7,062 個，糸球体に同定されなかったも

のは 7,715 個である．一方，Spectrum  Mill により冗長性に同定したタンパク

質は 6,197 個あった．これらを分類すると，質量分析プ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同定されないタンパク質（D の領

域）には 801 個のタンパク質が分類された．  

 

表１ Spectrum Mill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  

 HPA の腎臓における免疫組織画像について，腎組織を 7 部位 (糸球体，近位尿

細管，遠位尿細管，集合管，毛細血管，間質，核 )に分類し，各部位の染織強度

を 4 段階 (Negative, Week, Moderate, Strong)で判定した結果．  

GL：糸球体，PT：近位尿細管，DT：遠位尿細管，CD：集合管，CA：毛細血管，

IN：間質，NU：核  

 

表 2 糸球体の染色が確認されたタンパク質の一覧  

 表１の腎組織の染色分類により糸球体に染色が確認された，19 個のタンパク

質の一覧と Spectrum Mill の Spectra を示す．  

 

図 2 糸球体の染色が確認されたタンパク質の HPA 画像  

 

表 3 Spectrum Mill と Mascot との糸球体プロテオームの比較  

 糸球体プロテオームの Spectrum Mill による質量分析プロテオミクスと

Mascot による質量分析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．  

 



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，Spectrum Mill による質量分析プ

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 .  

 

表 4 血漿プロテオームと Mascot による質量分析プロテオミクスに共通して同

定されたタンパク質  

   Mascot による質量分析プロテオミクスおよび血漿プロテオームともに

存在するタンパク質の一覧と Spectrum Mill の Spectra と Mascot の Score を示す． 

 

図 3 糸球体プロテオームとヒト尿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，Spectrum Mill による質量分析プ

ロテオミクスで同定された 154 個のタンパク質と，尿プロテオームを比較した .  

 

表５ 血漿プロテオームと Mascot による質量分析プロテオミクスに共通して

同定されたタンパク質  

 Mascot による質量分析プロテオミクスおよび尿プロテオームともに存在す

るタンパク質の一覧と Spectrum Mill の Spectra と Mascot の Score を示す．  

 

図 5 糸球体プ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同定されないが，Spectrum Mill による質量分析プ

ロテオミクスで同定された 154 個のタンパク質と ,マウス糸球体プロテオーム

を比較した .  

 

表６ マウス糸球体プロテオームと Mascot による質量分析プロテオミクスに

共通して同定されたタンパク質  

 Mascot による質量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

もに存在するタンパク質の一覧と Spectrum Mill の Spectra と Mascot の Score を

示す．  

 



図 6 COL6A3 の Mascot による Ions Score 

 Mascot による COL6A3 の同定ペプチドの Ions Score を示す．矢印は，COL6A3

抗体の特異的反応部位を示す．N9 to N1: N-末端ドメイン ,  TH: トリプルヘリカ

ルセグメント  C5 to C1: C-末端ドメイン  

  



 

 

図 1 糸球体タンパク質の質量分析プロテオミクスと，抗体プロテオミクスの区

分  

 

表 1 Spectrum Mill 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  

 

  



表２  糸球体の染色が見られたタンパク質の一覧  

 

 

 

図 2 糸球体の染色が見られたタンパク質  

 

 

 

 

 



表３ Spectrum Mill と Mascot での糸球体プロテオーム検出の比較  

 

 

 

 

図 3 糸球体プロテオームと血漿プロテオームの比較  

  



 

表４ 血漿プロテオームおよび Mascot による質量分析プロテオミクスに共通

して同定されたタンパク質  

 

 



 

図 4 糸球体プロテオームとヒト尿プロテオームとの比較  

 

表５  尿プロテオームと Mascot による質量分析プロテオミクスに共通して同定

されたタンパク質  

 

  



 

 

図 5 ヒト糸球体プロテオームとマウス糸球体プロテオームの比較  



表６ マウス糸球体プロテオームおよび Mascot による質量分析プロテオミク

スに共通して同定されたタンパク質  

 

 



 

図 6 COL6A3 の Mascot の Ions Score 


