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自動抽出・除去プログラムの開発
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要 旨

プロテオミクス解析により， タンパク質発現に雄巽のあるタンパク質が探索され，多くの疾

忠バイオマーカー候袖が見出されている．そのII'で非標識タンパク衝定量解析法は，質量分析

(MS)装置によるタンパク質|同l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川してタンパク価の相対発現レベルをスペクト

ル術数(SIN)として表す方法で，注'三1されている手法である．

価雌分析装置の性能向上により検出感度が商まるにつれ，実験荷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

プログラミング言謡VBA:VisualBasicForApplication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

パク賀同定結果から簡便に注nするタンパク蘭のSINを表示させ，サンプル'l!にフケ (dan-

dmlf,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|＃1発を行った．
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プログラムのIIM発にあたっては,Westemblotting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1肝組織（皮蘭）由来ペプチドサンプルに予めi淵盤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価』it分析し，それら

のタンパク街|両l定結果からフケ特異的ケラチン :KRrl,KRrlOをフケの内部棟i(I(物蘭として，

それらのSIGI Inlli}分析により，フケの混入率を椎illllするプログラムとした．

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とｲ1.葱壊はなかった

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価l,iが減少することにより

それらのタンパクf『自体がl,il定されないケースも発生したため，データの偏噸ﾔ|§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jM合は，そのデータを使用しな

いことが望ましいと豚えられた．

キーワード：プロテオミクス,",t分析計(MS),SIN,VBAMASCOT

が報告されている2)． しかし，完全なコンタミ防

l上は極めて難しい．

ケラチンは，ほとんどの上皮に存在し, 20繩頚

のsubtypeに分煎され3)(1),その発現の特徴から

IIII甥の組織狐を惟測することも可能となるタンパ

ク蘭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ﾘさ験'|!のコンタミによ

るケラチンの判別は極めてjn要である．データか

らより正確なタンパク蘭発現'l,'i報を抽出すること

は課題であった．

この問魎を解決するため,Microsoft社のプロ

グラミング両脇VBA:VisualBasicForAppli-

cationを川い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(MatrixScienceil:)より出ﾉJされ

たタンパクf'il,il定結果から簡便にターゲッ '､タン

パク衝のSINを表示させ， フケによる汚染があっ

た場合にフケ (Dandruff) lll米タンパク面'II';報を

抽出し自動減輔:してSIN (-I))を算出するプロ

グラムの|刑発を行った．

プロク．ラムの|ﾙ1発にあたっては,Westemblot-

ting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， 上'､の腎糺'識（皮蘭) III来ペプチ

ドサンプルに-1うめ調幣したフケペプチドを一定の

荊合で添加した後に蝿,t分析し，それらのタンパ

ク『,〔,司定結果からKRrl,KRrloを内部標準物質

とし，フケのコンタミのｲ『無及びサンプルに合ま

緒 言

近年, Wil,t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|、の進歩により，プ

ロテオミクスliﾙ究は広く艸及してきている．プロ

テオミクスを川いたバイオマーカー検案や疾忠関

連タンパク価の発見を|｣的とした研究が樵んに行

われており，正常組織とり,)j変部位組織のプロテオ

ミクス解析により， タンパクf'〔発現に差異のある

タンパク価が見出され，多くの疾忠マーカー候補

が見出されている．その'l!でGriffinらが提IIHして

いる非標I識タンパク『'〔定l,t解析方法に注I1した．

この方法では実験サンプルに|両1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桁製し

たペプチド混合物のままで蘭l,t分析を行ってタン

パク質を定lltするものである． タンパク『'IIml定に

使われたｲﾐ楪識（ラベルフリー）のMSスペクI、

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棚対発現レベルをスペ

クトル指数(SIN)で表す方法である】)・

質量分析計によりプロテオーム解析できるサン

プル堂も微i,t化出来るようになった半IAi,実験者

および実験鰯境から山米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群され，

その信頼性が|H'われる． このようなコンタミが混

入することを防ぐには鰍．“(除晒装樅等の有効性
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質量分析(LC-MS/MS測定） とNIASCOT検索

ヒトのI汗組織（皮衙）に予め糀製しフケI11来ペ

プチドを一定の削合で添川|したサンプル及びフケ

ペプチドを慨lit分析した.mlit分析はアジレント

il:6,300NanoLC-MSシステムをIWいて行った．

MASCOT検索エンジン (vel･.: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

mnl定に使った. lnl定結果は決められた項|1のみ

出ﾉ』し，本研究でIIM発したツールの研究対象とし

た．

ヒト将組織サンプルには新潟大学大学院|鎧歯学

総合研究科構造病理学分野で凍結保存されていた

'肖臓組織の皮蘭を川いた． ’腎臓皮蘭を7M

Guanidin-HCIを加えPrecellys24にて5,000rpm

X10sec×4Timesでホモジナイズし，超音波処

理後． 37℃インキュベーション2時間，その後遠

心分離し，上消をタンパク『'〔サンプルとし， さら

に1mMDTTを加え56℃インキュベーション1

時|ﾊl, 10mMIAAを加えIIMi30分， メタノール／

クロロフォルムを川|えて沈殿後にその後， トリプ

シン消化を行い,Wi製したペプチドを閲Ijt分析サ

ンプルとした．

Wilit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0,5,10,20,30,50,60,

80,100％のilll合でヒト腎臓皮I'(ペプチドに添加

したペプチドサンプルを|司一方法で蘭最分析を行

った.MASCOT検索エンジンにより同定した結

果を川いて研究ツールの|ﾙ|発および検証を行った

(表2)．

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蘭の'両'定'lili報を正規

化したスペクトル術数(SIN) として，正碓かつ

迅速に卿:出できるツールを'ﾙ'発した．更にフケな

ど実験環境からの汚染による'両l定結果への影禅を

判断し，より正確な'両'定結果をIIII出できるツール

まで進化させた・本ツールを利川することによっ

て大賦なペプチドサンプルの蘭i,t分析|同l定結果を

処理することが可能となった．

材料と方法

WesternblOttin関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

免疫抗体法を川いて火験を行った．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6,0()0/4g採取した. SDSサンプ

ルバッファー (SDS-SB: 2%SDS, 10%glyceol,

62.5mMTris-HCI (PH6.8) 2%2-ME)を

2,000/41添加し, Pl･ecellys24'I0にて5,000rpmX
10sec 41回lホモジナイズし可滞化した後，遠心分

離した上浦を用いてSDSPAGE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種類のケラチンー次抗体を川いてWestern

blottingを行った．

一次および二次抗体は（表l)の通りである．

表l Weslemblotting使H1抗体

※カッコ内は抗体に対するタンパク質のジーンシンボル

－次抗体

CK1

(KRT1)

CK13

(KRT13)

CK2e

(KRT2e)

CK14

(KRT14)

CK3/12

(KRT3/12)

CK15

(KRT15)

CK5

(KRT5)

CK17

(KRT15)

CK7

(KRT7)

CK19

(KRT19)

CK8

(KRT8)

CK20

(KRT20)

CK10

(KRT10)

－

CK4

(KRT4)

－

CK6

(KRT6)

CK16

(KRT16)

二次抗体 MouseEnvision RabbitEnvision
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表2使川したデータベースのフケベブチド混入＊

汚染の状況を|皇l肋' ll別した後， フケのコンタミが

あった賜合， ケラチンを' ''心とするフケを樅成し

た主なタンパク衝データを減卯する'1#によってサ

ンプルに本来発現しているタンパク蘭{,tを正しく

表示する機能とした．

汚染h'i報を除去する方法には,SIGIがタンパク

質SIと全タンパク蘭SI合計III'I (GI)との比率で

あることから分lである全タンパク蘭のイオン強

度合計SIからフケを枇成するタンパク価分のSI

を減算するアルゴリズムとした． さらに調べたい

タンパク価がフケを榊成する成分とIIilじであれ

ば，そのタンパク蘭SIからもフケ分のSIを減算

し, SIGIをIIR|･算する． SINは，減算した後にタン

パク『脹Lで除し表示することとした．

下記にlHl係式を記す．

ノヤI 蔦c

sI=Z(こり)k
k=1 j=1

n

SIG!=SI/ZS1)
j=】

プログラムの構成

本研究で|ﾙ|発したプログラムは,Grimllらの研

究を基に提,咄されたラベルフリータンパク価定l,i

原理'）を利川した． タンパク'('i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， カウントを利川して，実際面亜分

析されたペプチドサンプルにおける161々のペプチ

ド発現亜をII3脱化したスペクI､ル桶数で表すこと

ができる．本lilI究でドll川したスペク'､ル指数とし

て, SI (スペク,､ル指数),SI(;, (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敬）を

使用した. SINはSI(ilをタンパクI'iの艮さ （アミ

ノ酸個数）で除したildである． このI"|!を利川し

て，本来ヒトw組織に発現のない，汚染lll来のタ

ンパク礎のSIGIを卿:出した後，汚染されたタンパ

ク質最をフケペプチド添加率との棚IMIから推illllす

る．更にl'il定された全タンパクf'(1i'i報から汚染さ

れたタンパク衝の↑i'i報を除外する・本プログラム

はタンパク蘭同定に使われたスペクトル怖報を一

括してメモリに取り込み，上記の指標値により， SI,=SIG,/L

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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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全休のスペクトルカウン

1，のスペク|､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）

n nd

G'd=ZSルーニSIdjd
j=1 jd=1

SIGId=(SI-SId)/GId

（但し，フケ混入＝0の時は,SId=0)

GId :フケを榊成するタンパク質SI合計値を減

算したGI

SId :フケを榊成するタンパク質SIのスペク|、

ル指数

2W=,SIdjd :フケを榊成するタンパク質SI合
計値

SIGId :フケを榊成するタンパク痩分のS1値分

母および分子から減算したSIGI

nd :フケを櫛成するタンパク質総数

SIN (-D)=SIGId/L

SIN(-D) :フケを榊成するタンパク質分のS1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．

EXCELVBAカスタマイズプログラム

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|､社製表計算ソフト

FXRI,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

Westemblottingの結果により，ブケにおいて

抗体に対するケラチンKRT1, 1GIr2e,nnS/12,

KRr5,KRT6,KRT10,Wrl4,KRT16, IWI､17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,

KRr7,KRr8,KRT13,KRT15, ImT19, 1Rr20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mr7, 1WI､8JPml､13

等がん化組織に見られる発現はなかった邸はサン

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二壁体ペア

mrl-IWI､10,KRT5-UTrl4,mlB－KRr16の

3ペアのケラチンが確認された．フケにおけるこ
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表3 1Ii↑i"ll織タンパク発現状況(TheHumanPI･oteinAllasより抜粋）

正字 #組織

KRT1 KRT10 KRT5 KRT14 KRT6A KRT6B KRT6C KRT16 KRT2

Liver
ー 一 ー

Gallbaldder
ー 一 一

Pancreas
ー 一 ー 一

Oralmucosa ＋ ＋ 十 ＋ 十 ＋ ＋

SalivaIVGland ＋ ＋ ＋ －

Esophagus ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ 一 ＋

Stomach
一 ー － ー

Duodenum ー 一 － ー ー

Small intestine 一 ー

Appendix
ー ー ー 一

Colon 一 ー

Rectum ー ー 一

Kidnev ’ ー 一 ー ー ー 一

Urinarybladder
ー ＋ 一 ー 一

Te

Epididymis
ー ＋

一

Prostate
ー 十 ＋ ー

Seminalvesicle ー ー ＋ － ー ー ー

Breast
一 ー ＋ ＋ ＋ ＋

Vagina ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋

Cervix.Uterine ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋

Uterus

Fallopiantube
一 ー ー 一

Ovary
ー ー ー

PIacenta
一

Adiposetissue

Skin ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋

Skeletalmuscle ー ー ー － ー

Smoothmuscle ー ー

Softtissue 一 ー 一 一

Bonemarrow
ー

Lymphnode

Tonsil 一 一 ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋

Spleen
ー － ー 一 ー ー

Cerebralcortex
ー ＋ ＋

Hippocampus
ー ー 一

Lateralventricle 一 一 －

Cerebellum
ー
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図I SINdil･":結果の検証（例3タンパク”

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衝のSIGIからSIN

(-D)計算式に蕪づきフケと1仔臓皮質に共通し

て|司定されたタンパク質8樋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価

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|Al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,WM)の0%か

ら80％までの平均SIN (-D)比較グラフを示

す（図』1).

KRT2eとタイプIのKRI､10が発現し2繩顛の二

壁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間としてKRT1と

KRrlOの二吊体ペアを使川した. IGYr2eについ

てIQYI､10の二雌体ペアとしてKRrlとlril様に検

討したが,KRrlとKRrloの合計SIGIの平均値

とフケペプチド混入率の回州分析多項式寄与率を

上回らなかったため,KRrlとKRrlO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2411,'jのサンプルデータを

川いて回帰分析を行い多項式より計算を行った

が， ，司様のデータを種み重ねシステムに反映させ

ることによりさらに推測ﾎ,'i度を増すことができる

システムと考えている．

フケタンパク衝成分を減算するSIN (-D)計

算式は，フケの混入が本来サンプルに含まれてい

るタンパク蘭の同定結果に影響を与えると予想

し，影響分を袖ilfする計筑式を構築した．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hli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蘭が同定

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賜合は，

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lと中性～jmjlf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l,t体を形成する． さらに佃々のケラチノサイ l、

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繩顛以

上の異なった二最体（四量体）が形成される．上

皮細ll2の種類や分化度により特典的な分子価のペ

アが形成さる・ 卿i粒隔にはタイプⅡのKRT1,



新潟|児学会雑誌第130巻第1号平成28年(2016) 1 1130

ただいた本学生体機能調節医学専攻W科学大講座榊造

病理学分野矢尾板永信先生，古田磯先生に厚く御礼

11､'し上げます．

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,､タンパク質の含fi率を正確かつ短時'H'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，信頼性の高い怖報を取得していきたい

と考えている●
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結
塞
覗

フケの内部標準タンパクW『を確定し， フケIH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|淵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，

利川が期待できる．

謝辞

脇を終えるにあたり，本研究のご指導，ご校|&lを賜っ

た新潟大学大学院医剛学総合研究科生体機能調節医学

専攻W科学大満座拙造病理学分l!i lll本格教投に識

んで深謝の意を表します． また，本研究の遂行に際し，

終始ご助力，ご指導およびご校IAIを賜った新潟大学産学

地域述榔推進機構持任助教許波先生に深く感謝いた

します． さらに本研究を行うにあたり，終始ご支援をい (平成27年1月19H受付）




