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非標識サンプルの質量分析解析からタンパク質を定量する

簡易エクセルツールの作成とその応用

生駒俊和

新潟大学大学|;"|"ill学総合liⅢ究科生体機能ﾙﾘ節IX¥｣"攻
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要 旨

I'IM分析！汁の進歩によりタンパクT'iを網羅的に解析するプロテオミクスではその↑,'i報が膨大

となり，ある注| Iするタンパク'i'iの定i,t'i,'i,剛を研究荷がf作業でｲIII出することはほとんど不可

能になった． この|ﾊl題を解決するためにn.lillliな市販の解析ソフ|､もあるが，水研究では蘭I『(分

析によるプロテオミクスで非概職サンプルのタンパク間を定li(する指|猟として使われている

N()m,alize(ISI)ectral ln(1ex (SIN)をエクセルで算出する簡仙なツールの作成をll脂した．

それを川いた応川として， ヒト1腎臓の皮f'i (6サンプル） と糸球体(3サンプル）の液体|ﾉﾘト

リプシン処HI!ペフ°チドサンプルを液体クロマトグラフィー－『'HII分析装it.'iで解析し （測定条

i'|: :MStargetparamelel･:732m/zと1,032m/zの2つの条件で測定),MasCotサーチエンジン

でタンパク蘭を|司定した↑,'i報から各サンプル!|!のタンパク価の定並ll'i,SINを算出した． また，

タンパク衝l,il定の信械性をII.liめることを可能にするため，本ツールではベプチドlnlだの偏執性

を示すスコア,peplidescoreが0以上の全てのベブチド↑,'i報を使う条i'|:と20以上の偏頼性の商

いペブチド惜報だけを使う条件でSINを算出できるようにした． さらに， このツールを用いて，

サンプルの均蘭性，プロテオーム解析結果の偏頼性，再現性を検証するために, Inl一皮衝サンプ

ルと糸球体サンプルを3Inl測定した結果と糸球体サンプルに人為的にヒトのフケ成分をいろい

ろなi'll合で添加したサンプルの測定結果で，いくつかのタンパク碗のSINを求め，その変動係

散率(CV)を求めた．

その結果，皮衙にｲ丁怠に多いタンパクli'iが55諏緬，糸球体に有意に多いタンパク頂が23M

類をIIII出できた． また，本ツールを利川し,CVを煉定，比校することで各プロテオーム解析結

采のlili(I性を検証することがll}来た． このツールはllﾊ|人のパソコンでタンパク側のlril定.|I!柵か

ら注目するタンパク間のSINを猟出し，発現レベルの比皎を容易にできるものであることが,パ
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された．
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材料及び方法はじめに

ヒトゲノムの解析が進み， 上I､辿伝子の総数は

約2．2万と推定されている’）が，その辿伝子から

約200ﾉj旧のタンパク質が作り出されていると推

定されている2)．病気の発症や予後はタンパク頂

の機能の変化が亜要視されている．そのため， タ

ンパク頃を網羅的に解析し，その榊進や発現城の

変化から病態を解Iﾘ}することを目折すプロテオミ

クス研究が盛んに行われている3).')・

これまで新潟大学大学院医鯛学総合liﾙ究科榊造

病理学研究室ではヒト正常腎糺'識及び'榊炎忠組織

を対象とした質_lit分析装置を川いたプロテオミク

ス解析を行い，それぞれ同定されたタンパク『'IW

報を処理し，その厩と壁的な連いを検討してきた．

しかし，その解析からのタンパク蘭IMI述借報のデ

ータIItは大容敬で，多数の標本からl l的タンパク

質の情報を調べるには，大容l,iのタンパク蘭関連

情報のデータからタンパク蘭の数や発現l,tを整理

し，容易に比較できるツールが必要となった5)6)・

Wl,t分析プロテオミクスでタンパク'mを定l,iす

るには， タンパク衝やペプチドを安定'同'位体など

で標識する隙識法と標識物簡を使わない非標識法

があるが，前者は定並性が高いが，検從が灯(雑で,

解析コストが高いのが欠点である．一方，後折は

その定最性が欠点と言われてきたが，近年，定妓

性が高い指標としてNormalizedSI)ectral lndex

(SIN)が提IIHされている・

本研究では質i,i分析装世で分析し,MASCOT

サーチエンジンで|同l定されたタンパク価|前l定↑I!;報

を，一定のフォーマットで出ノノしたデータを

Microsoii社Excelに読み込み, I｣的とするタン

パク蘭の定{il的な↑II;報であるSINを卯川するツー

ルの作成をl l指した．

1.材料

1）正術ヒト'汗の皮衝と糸球体

全I汗摘出手術を受けた患背さんから， インフォ

ームドコンセントを得て，提供された'汗臓から光

学顕微鏡及び抗体組織検査で_il;常と判断された組

織部分を1(｝た．組織の取り扱いは新潟大学倫理貝

会に定めた規定に従って行われた．糸球体の巾離

などは氷上にて， 4℃の緩衝液を川い，鯆法で行

った．皮閥と糸球体をホモジェネー|､し，尿素を

含む緩価液を川いて可溶化した．

2） ヒトフケ

ヒトフケはヒトの臓器, *ll",体液などのタン

パク蘭を晒気泳助で分離し，そのタンパク質をゲ

ル内トリプシン消化し，質1,t分析装ifiでタンパク

質を|'il定する際に空II!の浮遊物として，解析サン

プルに混入する主な汚染物簡で， タンパク質の同

定の陣'謀となるものである．今Inlのヒトフケを頭

部から採取した．

2．ペプチドの調整

1)タンパク側III出法

尿素を含む緩価液(9.8MIｲ《紫, 2%NP-40)

を川いて7)，氷上で2-3mm3に切断したヒト1胃

皮質やシービング法で精製された糸球体を5－6

mg/ml (W/V)の淡度で調幣し， さらにPrecellys

24 (Bertin・Tec.CO.French)ホモジナイザーで

強化チューブ(MK28-R)にてメタルビーズを

用いて，ホモジナイザした． 6,000mml5秒3回，

毎回iﾊ130秒オンアイスで処理した． さらに37℃

恒温補にて2時iHlインキュベーションし, 12,000

mm5分|H1遠心した後，上卜;'#をタンパク質標本と

した． タンパクYyi定l,tをラマク・リ法で行った．雌

終的に1-3/'g//41になるように|司じ緩衝液で希

釈した．



生駒：非標識サンプルの画IIt分析解析からタンパク質を定l,lするim1易エクセルツールの作成とその応IW 731

ヒトフケはIItが少なかったため，液内トリプシ

ン消化を行った. 3mgフケを500,41の50mM

Tris-HCI緩伽液で超吉波ホーモジナイザ－を附

いて15f',31' 'lで可溶化にした． さらに12,000

mmで5分|H1遠心し，上清を迩元とアルギル化を

行った後トリプシン消化を行った. DTTとIAA

反応濃度はそれぞれ20mMと100mMで行い，

トリプシン雌終濃度は20ng/"1になるように調

幣した. 1i'i化は約16II*|ﾊ137℃で行った．

2）ペプチドドI!i製

ヒト 'i{絲ll縦由来タンパク質は10%SDS-PAGE

で展IIMし，その後ケル内消化を行った．詳細操作

は許波らの論文に従って行った8)．ペプチドの糀

製はStageTil)'i''を川いて行った．操作はメーカー

の取り扱い説lﾘli'$通りで行った． さらに納製され

たペプチドは凍結遠心乾燥を行い，－30℃で保

存した.MS測定を行う前に超純水に溶かし，濃

度を測定した．

Thresh()1(IRelative;50%,MSExcludedafter2

Spectra (30seconds),MSTargetparameter;732

m/z,MSSevIyscan;top3 (z=2+or3+),MS/

MSSI)ectl･umacquisition;Ultl･aScan,Dynamic

exclusioll time;30sec,Peplidemasstolel･ance; =t

2.5Da,FI･agmentmasstoleranCe;±0．7Da.

2）測定したデータとしてAgilentド|独ILIのファ

イル方式で記録されていた.MSACOT検索を行

うためにファイルの変換は欠かせない状況であっ

た．データのコンバートはAgilenlド|:が提供した

DATAnalysis'II!で行った．変換されたmgf (Mascot

GenelicFile) ファイルは元ファイルに記録され

たMSとMS/MS'lili報をすべて含まれるように変

換条件を検討した．

3）測定Inl"

正鮒な'itfll縦の'胃皮質由来の同一ベプチドサンプ

ルを6サンプル，糸球体III米の|nl ･ペプチドサン

プルを3サンプルの測定をおこなった．簡弛分析

計の測定条件の連いによる彬弾を検i'Iするために

上記のサンプルをMStal･getpal･ameterを732

m/zと1,()32m/zに変更してillll定した．合計18

IUI測定をおこなった．

また, IIj現性の検証には糸球体III米のペプチド

サンブルにヒトフケ由来のペフチドサンプルを

2%, 20%, 100%添加させた（フケ添加サンプ

ル） 3サンフ･ルを各々31ulillll定し，その|司定情報

結果をﾉさ1険結果l'j現性の検証ツールでの解析に利

川した．

3． 11S測定

1)MS測定は主にAgilent社nalIoLC-MS/MS

(Agilent63()OseriesLC-MSD)で行った. 0.7-1

,"g/runペプチドが使用した．基本的には同じグ

ルップの検体はl,1濃度で測定を行った.MS測定

はウルトラスキャンモードで行い, exclusiontime

は30秒にi没定した, IXIみに30秒以内にlrilじぺプ

チドI11米したプリカサーイオンは-･1nlしか測定し

ないようにMS機器の測定効率を上げっていた．

測定条件は次の通りである. LC:Tmpcolumll;

ZORBAX3()OSB-C18, 5/(m,5mm×0.3mm,

Germany.Separation (Analysis) column;ZOR

BAX300SB-C18,3.5.,(m, 150mm×0.075mm,

Gemlany.FIowrate:300n1/min.Mobilephasegra-

dient:As()Ivent:98%milli-Qwater,2.0%

methanol,0.1%fOrmicacidand,BsoIvent;98%

methanol,2.0%milli-Qwatel･,0.1%fOmlicacid,

(120minlineargradientmethod;2-70%BsoI-

vent inl20mil1:70%Bisocralicrunfor5min;

100%BisocralicrunforlOmin).MS: Instru-

menttype;ESI-ionTRAP,MSrange (m/z);

400-2,200,MS'I11resholdAbsolution; 10,000,MS

4.MASCO1､検索

1）今1回IのMSデータはすべてヒト!『棚l織やヒト

フケlll米したペプチドと考えられた, |11定した際

に使われたデータベースはIPIHumanデータベ

ース (ve'･.:3.75)であった．検索条件としてMS

トレランースは2.5DaでMS/MS I、レラースは

0.7Daと術定した．同時にCysのカルボルメチル

化が|!'il定した修飾条件で指定し,Mel,His,Tmに

ついては酸化反応が選択的修飾条件に指定した．

2) l,il定糸'報は本研究で|淵発したツールを利用す

るために欠かせないパラメーターを指定し，決ま

ったフォーマッ |､で出ﾉJすることが必要で，出力
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ファイル形式と項目の指定は表lに示す辿りであ

る．

ﾉJ機能の3つからなっている．同定↑,'i報データ出

力ファイル読み込み機能では，襖敬のMASCOT

サーチエンジンにより出力されたタンパクWil司定

'lili報のフフ，イルをまとめて処剛するために，漉激

のファイルを一括で取り込めるようにしてある．

また，出ﾉjされた各タンパク価の同定'l･i'i報に亜複

データ （各ファイルごと, liil定されたタンパク蘭

のGene_Symbolとpep_queryスコアが一致した

甥合, I)I･ot_SCoI･e値が大きいものをもとに）があ

る場合は自助的に計算に使川されない機能を細み

込んだ．読み込み後，選択した範囲のみをコピー

する機能や読み込んだデータファイルをWll除する

機能も組み込んだ． このことにより，多くのサン

プルの|両l定情報ファイルを連続的な使川ができる

ようになる．読み込んだ各タンパクWiの1両l定恰報

は各ファイルごとにワークシー|､に保存され，す

べてのペプチドを同定される|簾に使われたスペク

|､ラム (1)el)_que'y)から， レポートされたそれ

らのイオン強度(intensity)を求める． この'li!i報

もとに|同l定されたタンパク衝のSI(;lを卿:lllし, |司

定されたタンパク質のアミノ雌配列の激(P'･()t

le'')でSI(ilを削ることによってSINが求められ

る．

この操作はMainワークシート内のデータシー

|､誠込ボタンをクリックすると， ファイルを指定

するダイアログボックスがIIMき，読み込み対象と

なる各タンパク画の同定惜報ファイルを指定する

ことが出来る．コントロールキーをﾀllしながらし

ていることで複数指定することも可能である．指

定後， 「開く」ボタンをクリックすることで指定

された各タンパク質の同定情報ファイルのデータ

を新しいワークシート内に保存されるようにし

た． このllj報数ファイル選択時の対応として各タ

ンパク'間の同定情報ファイル名をワークシート名

とした．

ffタンパク閥の同定情報ファイルの読み込みに

ついては行lii位でデータの読み込みを行い，

PI･otcinhilsの部分のみを出ﾉJするようにした． ま

た, pep-lueryの番号とquelyのqllery-numbel･

を関連させ, intensilyおよび, Intensity/le'1の価

を雌後のllに追加した．

5．プロテオーム解析ツールの作成

MASCOTサーチエンジンにより|両l定されたタ

ンパク価の|司定'附報データ (CSVファイルでデ

ータ出ﾉJ)からタンパク質の定』,(的'lili,剛をｳi':川す

るツールを作成した． また，算出された定蹴的'l･i'i

報から2腓lHlのデータ比較ツール，火験結果|¥現

性の検証ツールを作成した．データ処HI!の流れを

図lに示す．

マススペク|､ラムのintensityliIi慨を処理する

ことによって佃々のタンパク衝の定IIt的↑i'i報を湖

たすことが親告されている．その原理にしたがっ

て,MASCOTサーチエンジンにより出力された

タンパク面同定結果から調べたいタンパク価のl,t

的恰報であるNormalizedSpectral lll(lex (SIN)

を算出できる簡易ツールを作成した. ill･W:式は以

下のとおりである．

SIN=SIGI/L;SI:Spectl･al lndex,GI:Global/

Total iniensity,SI(;!=SI/2SIAL:ProleinLengih
Inumbcrofaminoacidsl9).ただし, SINの敬値は

小さい値になるのでこの簡易ツールではSINに

10,000を掛けたIIIIで表示した．

また, MASCOTの解析データの偏頗性は

I)ep_score (Pel)lidescore :照合のイオンスコア．

P価から求めたllliである.P値とはピークリス|、

に対するアミノ酸配列の照合の度合いを激値化し

たもので,MASCOTアルゴリズム独自の方法で

算出されたもの.）が20以上であればタンパク蘭

の信頼性が商いと報告されている'0)． しかし, liル

究者によって意見が異なることがあるため

pel)_sco,･elli'iをI41山に変更できるようにしたll).

タンパクW(の定l,i的'|問報算出ツールの|ﾙ|発には

Micl･oson祉表計算ソフトエクセルの関数， 及び

VBA(VisllalBasicibl･Application)をlllいること

で汎川性を考慮し， また，操作性を商めるため，

ユーザはボタンクリック操作のみで使川できる部

分を多くした．

この簡易ツールは，同定'情報データ出ノノファイ

ル読み込み機能,Gene_Symbol検索機能, SINIII
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表l MASCOTレポートのファイル形式と項|-|の指定(CSV出ﾉJ)

.ortsearchresults

ExportfbImat

Sign6cancethresholdP<
Ionsscorecut-off

Thresholdtype
Max.numberofhits

Protemsco血g

ncludesub-setProtemhits

(additionalprotemsthatspan

CSV

0．05

O

Identity
AUTO

MudPIT

O

asub-setOfpeptides)
Checkitans

Smrchlnfomlation

H園da

Decoy

Modincationdeltas

S"rchparameters

Fonnatparameters

ProtdnI-ntlnfDImation

Score

Description

Mass(Da)

NumbaofqueIiesmatched

Pacentcovdage

Lalgthmresidues

pl

PeptideMatchlnfOrmation

EjmezimaltalMr(Da)

EJmerimentalcharge

Score

Identitythreshold

Expectationvalue

SeqUence

VariableMo山acations

Querytitle

QueryLevdl lnfOImation

Quaytitle

注:MASCOTはvcrsioll 2.3.()1を使州した

hitnumごとに自動で統合した． これにより|司定

されたタンパクriのIIM数を脚: ,'llすることが出来

る．

ワークシーI、 「Work_Gene」でGene_Symbol

出力をクリックすることによりツールに保存され

GeneSvmbol検索機能では， まず，読み込んだ

各タンパク『'〔の|両l定情報結果ごとにprot_hit

num, I)rot_descの項'三|を抽出し， ワークシート

｢Work_description」に格納した後, prot_descの

文字'1を川いてGene_Symbolを抽出し, prot_
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実験結果再現性

の検証ツール

2群間のデータ

比較ツール

タンパク質の定量的な情報値(SﾉN:

NormalizedSI)cctrallndex)算出ツール
■
■ ■■

■
■
●
■
■
●
■
●
■
■
●
□
■
■
■
●
■
●

●
■

■

MaScotサーチエンジンにより出力

されたタンパク質の同定情報結果
●
■
■
■
■
■↓

同定情報データ出力(CSVファイル）
●
■
■
●
■
●
●
●
■
■
●
●
●
■
■
■
■
■
■
■
■
■
■
ロ
●
■
■
■
■
□
■
■
■
■
■
■
●
■
●
①
■
●
●
■
■
■
■
■
●

↓
●
■
■
■
●
■
●
●
●
、
●
●

↓ ●
■
■
●
■
■
●
■
●
■
●
■
■
■
●
■
■
■
●
●
■
■
●
■
■
、
●
■
■
■
●

繭複データの自動削除

(ファイルごと．（恥neSvmbolとpeI)_queryが一

致した秘合prot-scoreが大きさをもとに）

検出されたタンパク

質のGeneSymbol
を選択

目的タンパク質の

GeneSymbolを
選択

↓ し V V

GeneSymbol別の定量的情報(Sﾉ剛を算出

↓ し↓
同定したタンパク質定量的

発現レベルの確認

2群間比較ツールに

算出したそれぞれの

群のSﾉNを選択

再現性検証ツールに

同じサンプルを数回

測定したS恥を選択

↓ ↓
SINの変動係数率より

再現性の検証

2群間のタンパク質定

歎的発現レベルの検証

図l データ処111の流れ

たすべてファイルで検出されたGene_Symbolが

表示される．

SIN算出機能はワークシーI、 「WorkGene

SIN」にワークシート 「WorkGene」で表示され

たGene_Symbolを選択した後，計算を実行させ

ることによりSINが卯:出され，各タンパクriのl'il

定↑i!i慨で比較ができるよう一覧表にした．

SIN出ﾉJ機能では，エクセル関数のCOUNTIFS,

エクセルに読み込み
(群ごとに）
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SUMIFS, SUMIF, INDIRECTを組み合わせて算

出できるようにした． また，データ処理l,tが多い

のでエクセルの計算方法の設定は辿術はI2i肋であ

るが乎助に変史する必要がある．

2群|Alのデータ比較ツールでは，エクセルIAIM

のIF, ISERROR,AVERAGE,SIDEVP,TTESI､,

RANK, COUNTIF, ROWを，実験結果再現'|'|§の

検証ツールではIF, ISERROR,SI､DEVP,COUN

TIF, COUNTを糺lみ合わせて算出できるように

した．

peI)_scoreが20以上のときに検出されたタン

パク質の数は527繩顛あった．そのうち'腎皮Y'MI

来のタンパク獄は392$'"i,糸球体lll米のタンパ

ク質は205祁顛で，腎皮価と糸球体ともにみられ

たバク蘭は70椰顛であった．

pel)_scol.eが0以_|詮のときに検出されたタンパ

ク頃の数は573械煎あった．そのうち'門皮ml1来

のタンパクriは425 !"I,糸球体lll米のタンパク

蘭は218繩顛で， !間皮髄と糸球体ともにみられた

バク質は70極頽であった．

181ul測定した1両l定↑,'i報からSINの算,'llは短時

間で行うことができた． また, pep_scoreの条件

の変更による算出も容易にできた．

同定された573郁顛のタンパク『'〔のII!から発現

レベルが大きいタンパク質15価額のSINを表2

に示した．表からは1門皮『'Iと糸球体ともに発現し

ているタンパク蘭， ’汁皮I'iまたは糸球体に発現し

ているタンパク質が兇てとれる．

結 果

1 ． タンパク質の定量的な情報(SIx)算出ツー

ルの結果

腎皮蘭lll米のペプチド標本と，腎糸球体山来の

ペプチド標本を181ul測定した'両'定結果からタン

パク質のSINの節出を行った．

表2 1i!f皮I'iと糸球体でl,il定された発現レベルが大きいタンパク『'IのSIN

.epscore GeneSVmboI 腎皮質I 腎皮質2 腎皮質3 腎皮質4 腎皮質5 腎皮質6 糸球体l 糸球体 2糸球体3
4“8

4． 173

0025

3296

2424

0000

2185

3194

2653

0000

1674

0000

0000

0730

0000

4213

3．836

0．050

3380

3175

3009

3．170

3‘255

0000

1001

0．989

2．31う

0000

0795

0‘000

13451

0．000

4，792

0323

0000

0000

2.886

0000

0211

0000

0000

0211

0696

0000

0.696

4614

4481

0029

3.873

2.969

4169

ユ086

0000

31劃

0000

1701

0000

0000

0703

0‘000

5978

3．987

6091

0380

0193

0000

2万3

0000

02．9

0000

0000

0．000

0368

0.029

0.ヨ68

9. 174

7.568

49】1

0.536

0.000

0000

ユユ33

05隅

0131

0.OOO

OOOO

OOOO

O581

0‘044

0.581

9932

10．333

5916

0406

0000

0000

コ.400

0000

0000

48万

01里

0200

0381

0Ⅸ6

0．381

12969

13.878

3,斜9

0312

0000

0000

2.589

0000

0255

0000

0‘117

0‘255

0.292

0.000

q292

Ｂ ＩＡ

？
一

配
即
四
亜
恥
唖
螺
函
輌
四
ｍ
函
轆
叩
輌

Ｈ
Ｈ
Ａ
Ａ
Ａ
Ａ
Ｈ
Ａ
Ａ
Ｈ
Ａ
Ａ
Ｇ
ｖ
Ｇ

11.049

0.000

4，697

0331

0000

0000

コ.390

0．000

0079

6“7

0．000

0000

0225

0045

0225

20以上

3‘678

3.558

0042

2.904

2.263

2．853

2‘742

2.812

0.000

0845

0944

22S3

0．000

0．680

0000

4.278

4‘006

0.022

2.984

2555

0000

1.923

2.902

2.587

0000

157コ

0000

0．000

0668

0000

4． 107

3.785

0039

3293

2867

3976

1．884

0000

2S8コ

0000

1．511

0000

0000

0683

0000

10872

0000

4.059

0.299

0．000

0‘000

3327

0000

0.309

0000

0000

0309

0.787

0．000

0．736

4.644

ヨ230

5.035

0．289

0301

0000

2.433

0．000

0307

0．000

0000

0000

0祠0

0045

07万

7.063

5.770

3.793

0.467

0‘000

0．000

2．021

0486

0470

0．000

0．000

0000

09“

0080

0690

9. 170

0.000

3.920

0.271

0.000

0000

1.957

0‘000

0072

5537

0000

0000

0劃2

0037

0398

3674

8912

5‘434

0‘389

0000

0000

2,049

0．000

0．000

4亜6

0205

0317

0.39ユ

0039

0．39ユ

11，028

11 ‘717

3． 136

0.272

0．000

0000

2. 159

0.000

0.244

0000

0112

0284

0．850

0000

0428

ｌＡＢ

う
一

勺
卓
ワ
ー
酌
ｎ
ｏ
ｌ
０
ｊ
ｌ
】
０
１
う
一
。
’

配
即
岨
恥
恥
恥
恥
恥
恥
珂
恥
亜
郵
皿
郵

Ｈ
Ｈ
Ａ
Ａ
Ａ
Ａ
Ｈ
Ａ
Ａ
Ｈ
Ａ
Ａ
Ｇ
ｖ
Ｇ

0以上
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表3糸球体に特典的，あるいは比較的多くイ〃I北ていることが示されている

4タンパク質を測定条件MSlargell)arameterを変史して31illillll定したときのSIN

糸球体732
pcpscorc CcncSymbol

平均 標準偏差

糸球体1032

平均 標準偏差
I検定

ACTN4

NPHS2

PODXL

VIM

0.5631

0.0089

0.0141

0.7426

0.()514

0.0093

0.0152

0.0471

().4417

0.0036

0.0039

0.6816

0.0451

0.0062

0.0034

0.0628

0.0380

0.4611

().3658

().2350

20以上

ACTN4

NPI-IS2

PODXL

VIM

0.5510

0.0150

0.0208

0.6770

0．0709

0.0130

0.0126

0.0079

0.4219

0.0057

0.0051

0.6098

0.0402

0.0099

0.0055

0.0342

0.0670

0.3844

0. 1515

0.0700

0以上

注:732 MStargetpammclcl･を732m/zで測定したデータ

1032AMStargeipal･amctcrを1032m/zで測定したデータ

表.l-l !門皮質と糸球体タンパク蘭の2群間の比較濡皮i'iに催位に検出されたタンパク価

1冊皮簡，糸球体ともにみられたタンパク面（51繩薊）のil!で'汗皮蘭に有意に

みられた8極顛のSINのW3と標準偏差

ATP5Al

ATP5B

ALB

SLC25A5

HBB

MDH2

GAPDH

IGHV4-31;IGHG1

0.2437

0．3932

4．9926

0.2071

10.4254

0.1125

0．2016

0．0805

0.0397

0.0632

0.8442

0.0522

2.5035

0.0583

0.0916

0.0443

0.0073

0.0364

0.0346

0.0043

4.4949

0.0053

0.0554

0.0173

0.0061

0.0120

0.0109

0.0060

0.2003

0.0075

0.0141

0.0069

0.0000

0.0000

0.0000

0.0003

0.0030

0.0086

0.0150

0.0232

2．作成したツールの応用

1）定i,t値の再現性の検討

糸球体の|両'一ペプチドサンプルをMStarget

parameter:732m/zと1,032m/zの二つの条件で

各々3回測定し，糸球体に特異的，あるいは比校

的多く存在していることが示されている4タンパ

ク質のSINを卵出しllf現性，変動定数を比核した．

573巾耐IのI1!から糸球体に特異的，あるいは比

較的多くイ〃lLていることが示されている糸球体

上皮剥II胞のみられるポドカリキシン (I)()dxl),E

メンチン (WM)とスリット膜関連分子のタンパク

質であるポドシン (NPHS2),q-アクチニン4
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表‘1‐2 1聞皮I'Iと糸球体タンパクl【'iの2群|ﾊlの比較I間皮'I'iに催位に検出されたタンパクY，I

粁皮蘭にみられ，糸球体にみられなかったタンパクY'I (243郁瀬）のII'で

?波面に有意にみられた17郁蹴のSIxの平均と棟細h脚

GeneSymbol

DCXR

ETFA

HSPD1

PRDX3

CRYAB

LDHB

TUBB2C

PCK2

ACADSB

ALDOB

GATM

KRTl

BHMT

GSTA1

GSTA2

TUBAlC

FBP1

HIBCH

ALDH4Al

ACYl;ABHD14A

PRDXl

PEBPl

AK。

HADH

HSPEl

GSTA3

DPEPl

ENOl

ASSl

ANPEP

ECHSl

ACSM2A

EEF1Al

ALDH2

SOD2

ACATl

TUBB4

TF

RPS27A

ABAT

RAPlB

VDAC3

ALDH1Bl

ALDH7Al

DDRl

LOC728638

KRT8

0，0669

0．0913

05987

0． 1107

0. 1447

0．2062

0.1467

0． 1219

0．0250

0．2974

01861

0． 1頭7

0． 1904

04238

04．38

0． 1017

0．0461

0．0656

0.0“9

0．0391

0．0962

0．1167

0.0782

0.0423

0.1575

0.3739

0.0607

0.1308

0．0940

00170

00501

0.0741

0.0705

01545

01001

0. 1272

0.0853

0.0431

0.0412

0.0897

0.0379

0.0196

0.0252

0.0306

0.0368

0.0739

00656

0．0131

0．0202

0．1488

0．0282

0．0376

0．0543

0．0410

00398

0．0085

01019

00678

00456

0.0723

0． 1636

01636

0．0425

0．020コ

0.0300

0．0316

0．0186

0.0459

0.0575

0.0430

0．0241

0．0897

02151

00362

00792

0．0571

0．0104

00311

00487

0.0470

0．1044

0.0688

0.0898

0.0610

0.0313

0030コ

0.0670

0.0290

001匁

0.0197

00240

00297

00600

0054コ

0．0001

0．000コ

0．0003

0．0003

0．0004

0．0004

00005

0．0010

0．0012

00013

00017

0．0018

0．0020

000”

0．00”

0．0031

0.0037

00045

0.0051

0.0054

0.0054

0.006コ

0．0097

0．0111

0．0111

0．0116

00134

00141

0．0143

00149

00156

0．0192

0．0202

0．021．

0．0”6

0.0249

0.0261

0.0276

0.028コ

0.0304

0.0330

0.0345

0.0356

0.0357

00393

00400

004．3
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(ACIN4)の4タンパク蘭のSINの平均と榊側li,i

差をもとめt検定行った結果を表3に示した．

これらの4タンパク蘭で測定条件をMStarget

parameter:732m/zと1,032m/zで測定した聯で，

pep_scoreを20以上では群間にACTN4は有意差

(p=0.038)があり，他の3タンパク質は有意差

がみられなかった. I)ep-scoreを0以上では群|H1

に有意差がみられなかった．糸球体に特異的，あ

るいは比較的多くイ〃lLているタンパク衝の発現

はSINの卵出法で求めた値ではサンプルlHlでバラ

ツキが少ない傾向にあることを示された．

2） 2群間のプロテオームデータ比較

算出されたSINを選択することにより2群間の

平均値のデータ比岐の検証一有効性の検証．

2群間の比較を行った結果を表4‐1， ‘1‐2， 4‐

3, 4-lに示した. I門皮質と糸球体ともに検出さ

れたタンパク面は51櫛顛，腎皮質のみ検出され

たタンパク質は243梛顛，糸球体のみ検出された

タンパク便は87f!IWiであった． さらにタンパク

衝のSINの平均と標準偏差をもとめt検定を行っ

たところ，腎皮『'iと糸球体ともに検出されたタン

パク質の中でI腎皮衝に優位錐のあったものが8郁

顛,糸球体に優位兼のあったものが13種類， !聞皮

『'Iのみ検{|{されたタンパクf'iの中で優位差のあっ

たものが47種顔，糸球体のみ検出されたタンパ

ク質の中で優位兼のあったものが10種類あった．

3）実験結果の再現性の検証

｜両lじサンプルを椣数1n1測定した時に実験結果の

卿現性を検証するツール．卯:出されたSINを選択

することにより標準偏差と平均値の比(変動係数）

を求め再現性の検証一有効性の検証・

表5に各ペプチドサンプルを31nl測定して各々

のSINから変動係数率（調代する値の変動係数の

発現タンパク質数を全タンパク質発現数で割った

もの）を求めた結果を示した．変動係数率0．2以

下は，腎皮質でMStargetparameter732m/zの時

は9．0％（変動係数卒： 0.2以下のタンパク質発

現数20/タンパク衝発現数222)，腎皮質でMStar-

表"1-3 !i､f皮riと糸球体タンパク面の2IIド|H1の比較糸球体に優位に検出されたタンパク間

W皮I'i,糸球体ともにみられたタンパクY'i (51繩類）の中で糸球体にｲl.通に

みられた13諏類のSINの平均と|"(iiim*

腎皮質 球体

標準偏差 標準偏差
GeneSymbol

POTEE

HSPG2

VIM

ACTN4

LOC727848;POTEI

ACTB

ACTA2

ACTN2

ACTN3

ACTNl

ACTBL2

MYH9

COL6Al

0.0161

0.0013

0.0274

0.0280

0.0080

0.3814

0.0322

0.0217

0.0105

0.0226

0.0449

0.0003

0.0004

0.0175

0.0015

0.0202

0.0251

0.0117

0.0766

0.0721

0.0186

0.0083

0.0286

0.0643

0.0008

0.0008

0.4085

0.0067

0.7426

0.5631

0.2984

3.5163

2.5229

0.1577

0.0512

0.2888

l.4546

0.0245

0.0138

0.0183

0.0005

0.0385

0.0419

0.0241

0.2543

0.3316

0.0265

0.0104

0.0676

0.3294

0.0062

0.0042

0.0000

0.0003

0.0005

0.0010

0.0017

0.0025

0.0078

0.0084

0.0148

0.0243

00248

0.0306

0.0429
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表4‐4腎皮質と糸球体タンパク質の2群lHlの比較糸球体に優位に検出されたタンパク質

糸球体にみられ， !汗皮衝にみられなかったタンパク質（87伽顛）の!|!で

糸球体に{1.葱にみられた10祁顛のSINの平均と標準偏差

球体

標準偏差
GeneSymbol

0.0026

0.0067

0.0124

0.0153

0.0202

0.0338

0.0363

0.0368

0.0446

0.0469

0.0006

0.0006

0.0011

0.0014

0.0017

0.0138

0.0057

0.0025

0.0049

0.0012

0.0088

0.0048

0.0070

0.0079

0.0086

0.0516

0.0207

0.0089

0.0158

0.0039

LAMCl

AGRN

EHD3

FNl

FLNA

LMNA

LAMB2

LAMA5

NIDl

MYOlC

表5 31ul測定での変肋係激(CV)率(IIj現性の検証）

腎皮質 糸球体 糸球体十フケ

cv サンプル！ サンプル2 サンプルI サンプル2 添加サンプルI 添加サンプル2 添加サンプル3

0.2以下

0.5以下

1.0以下

0.89ｲ！

5.8％

28.9％

0.5％

4.3％

25.5％

2.5％

5.8％

34.7％

％
％
％

３
３
Ｂ

う
一
８
－
３

．
１
う
一
戸
。

1 1．1％

23.5％

45.8(X）

8.1％

21.3％

45.7(X，

9．()％

20.7％

48.6％

変動係数(CV:CoclWCicntol.Varialion)､)WilliIM差/平均値

考 察getparameterl,032m/zの時は8.1%(18/221),

糸球体でMStargetparamelel･732m/zの時は

12.3％（17/138)、糸球体でMStargetparametel･

1,032m/zの時は11.1%(17/153), フケ添加サ

ンプルの3回測定結果は0．5％（1/184)， 2．5％

(3/121),0.8%(1/121)であった．

変肋係数率0．2以下が大きいほど阿現性のよい

データであることが示されている． ！汗皮質と糸球

体の数値とフケ添加サンプルの数値には大きな迷

いがあり， フケ添加サンプルのi'j現性が悪いこと

を示している． また，腎皮質と糸球体のサンプル

でMStargetparameterを変えて測定した結果も

変動係数率はデータ間で大きな差は見られなかっ

た．

本研究は各種腎疾忠のプロテオーム解析のため

にⅢいられているMASCOTサーチエンジンで|耐l

定したタンパク質'li'i報をエクセルで読み込み，検

索したタンパク質のlit的怖報であるSINを容易に

算出できるツールを作成したことである．かつそ

のfi効性について検証したことである．

新潟大学医歯学総合研究科構造病理学研究宝で

は今まで各種I汗疾忠のプロテオミクス解析を行

い，それぞれ同定されたタンパク質'情報を処I!|!し

て，画的及び蚊的な述いを検討してきた． しかし

'両l定されるタンパクY'Iの数と関連情報が大容l,tと

なり，多数の標本から目的とするタンパク価|同l定



斬洲医学会雑誌第129巻第12号平成27年(2015) 1211740

情報を検索することは|ｲ‘|雌になっていた．

この問題の解決のために，我々はl間疾忠のSIN

を自動的に検出するツールを|ﾙl発した．作成した

ツールの主な特徴は以下のようである．約600種

類のタンパク『'iの分析データであったが容易に比

較検討，データ処理を行うことができた．約2'000

種類の大容l,iのタンパクY'i分析データでもSINを

算出することができるようになっている. SINの

算出が容易にでき, 1)ep-scOI℃の条件による違い

も算出できた．

pep_scoreの条件を変えられることで検出され

たタンパク質の信細性を容易に確認することがで

きると考える．特yII的なタンパク価の信頼性の確

認に有用であることを示した．

また腎臓組織以外の成分のタンパク質の含有地

も調べることができた° このことよりサンプルの

採取の誤りによる柳'1結果の誤差の確認も調べる

ことが可能であることを示した．

糸球体に特災的，あるいは比較的多く存在して

いることが示されているポドカリキシン (podxl),

ビメンチン (VIM) とポドシン (NPHS2),q-ア

クチニン4 (ACTN4)の4タンパク蘭のSINの結

果からの発現状況の検舟'l;をおこなうことができ

た．

2群間の比較は正附ヒトW組織の腎皮質と糸球

体のペフチドサンプルで行った． 2群'ﾊ'のタンパ

ク質の発現状況の連いを容易に確認することがで

きた．正常組織と疾忠の組織や糺l織の部位別よる

タンパク質の発現状況の比較検証に役立つことを

示した．

実験結果再現性の検証ツールでは変動係数率

0.2以下の値を求めることで''1現性の検証を行え

ることを示した． また, illll定条件MStargetpara-

meterを変えた結果では大きな雄が兄られなかっ

たが，測定条件を変型したときや突験の方法を改

良したときの同定↑附慨結果の比校検討に利用でき

る．

以上まとめると，このツールをドll川することで

実験の信頼性や伽it分析系の安定性や信頼性を調

べられることがIﾘlらかになった． また調べること

のできるタンパクY'iデータは2,000ト'耐(まで可能

であり，かつ容易で煎出することができたことで

ある．

次の猟)幽として，疾忠のある糸球体組織のプロ

テオーム分析を実施し，正附組織と比鮫すること

により，疾忠別のタンパク価の述いをIﾘlらかにす

ることである． さらにI汗臓以外の糺l縦においても

本ツールがｲ1.川か否かの検討も行われるべきであ

る．

結
垂
輌

このツールにより非標識サンプルの価般分析計

のillll定結果をMASCOTサーチエンジンで|両l定し

た'l11i報の大容l,tデータからタンパク『ﾉ〔の繩顛と定

1,t'i1'i報が効率的に取得でき， !汗臓各部位のプロテ

オームのデータ比較を容易に行うことができた．

I'il,t分析i;l･の安定性，再現性についても検証を行

うことができた． このツールは通椛よく使IIIされ

ている炎訓･卿:ソフ|､エクセルで作成してあるの

で, II吋人のパソコンでも『[II(分析計からのタンパ

ク伽司定1i'i柵結果からの定餓的lili報の発現レベル

の比絞検証を容易にできることを示した．
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