
 

　日本の透析患者数はこれまで年間約 1 万人ずつ増え続

け，その総数は 2008 年 12 月末現在で約 28 万人にのぼっ

ている。増加の主な原因は慢性腎臓病（CKD）患者，特に糖

尿病性腎症患者が増加し，それが進行して透析療法を余儀

なくされているためである1）。糖尿病性腎症のほかには慢

性（糸球体）腎炎や腎硬化症が透析療法を必要とする病態に

進展する主な CKD である。これらの CKD のうち糖尿病性

腎症と腎硬化症はそれぞれ糖尿病と高血圧症による腎臓病

で，生活習慣病と密接に関連している。そのため，腎臓障

害を早期に発見し，生活習慣を改善することでその発症や

進行を阻止することが世界的に目指されている。また，降

圧薬として開発された ACEI（angiotensin converting enzyme 

inhibitor）や ARB（angiotensin Ⅱ receptor blocker）が糸球体

内圧を低下させることで糸球体の負荷を軽減し，糸球体障

害を抑制し，さらにはその降圧作用とは別に，それらの“腎

臓保護作用”による治療効果が期待され，CKD の治療薬と

して第一選択の薬剤となっている。

　このように，糖尿病性腎症や腎硬化症は生活習慣の改善

や降圧薬によりその進行を抑制できると期待される。一方，

慢性（糸球体）腎炎はその病因が不明のため有力な根治的療

法はなく，生活習慣の改善や高血圧の抑制だけではその進

行を十分には抑制できていない。また，糖尿病性腎症や腎

硬化症でも，糖尿病や高血圧がどのような分子機構で糸球

体を傷害するのかは明らかではない。そのため， CKD の

病因や病態の分子機構の解明はその治療法の開発に非常に

重要である。本稿ではそれらの解明に期待されているプロ

テオミクスについて概説する2）。

はじめに  

　CKD　の根治的あるいは有力な治療薬がまだ開発されて

いないのは，主に次の　3　点が問題であったためと思われる。

　第一に，これまで腎臓病の研究は先人の偉大な研究にと

らわれすぎていたのかもしれないという点である。すなわ

ち，多くのヒトの病気の研究がそうであったように，動物

に疾患モデルを求め，それを解析し，ヒトに当てはめよう

とする研究が多くなされてきた。しかし近年，病因や病態

が明らかになったヒトの病気の多くは，ヒトを対象に研究

し，それらが解明されたものが多い。

　第二に，糸球体という部位で起きている病変は，糸球体

の構造や機能から離れて理解するのは危険と考えられる点

である。例えば，同じ分子が糸球体とそれ以外の組織に作

用しても，異なった応答が起こる可能性がある。すなわち，

糸球体以外の部位で発見された分子や傷害機序を糸球体に

当てはめ検討しても，それらは必ずしも糸球体と他の部位

とが同じとは限らない。また，糸球体構造の複雑さを単純

化するために培養糸球体細胞を用いた研究もなされてきた

が，培養細胞は生体内と全く異なった環境で生存し分裂を

続けているので，それらを用いた研究成果も直ちに生体内

の現象を反映しているとは言えない。

　第三は，近年，末期慢性腎不全に進行する可能性のある

疾患を CKD として総括してしまったために，全く異なっ

た病因や病態で発症した病気の病因や初期の傷害機構の研

究ではなく，末期の腎不全に進行する共通的機序の研究に

注目が集まってしまった可能性がある点である。

　このようなことから，ヒトの疾患糸球体の初期の組織に

存在する分子の全容を解析し，そのなかから原因や中心的

な病態形成の分子機構を解明することや，さらにはタンパ

ク尿より早期に CKD を発見できる尿中バイオマーカーの

発見などが必要と考えられる。近年急速に発展しているタ

ンパク質を網羅的に把握，解析するプロテオミクスは，そ

慢性腎臓病の病因と進行機序の研究
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の解明と発見のための強力な手法となると考えられる。

 

　プロテオミクス（proteomics）とは，ある生物学的な系にお

いて存在しているタンパク質の総体（プロテオーム，pro-

teome）を総合的に研究する科学である。生物学的な系とは，

生物全体，臓器，組織，細胞，細胞内器官，タンパク質の

機能的複合体などを指し，プロテオミクスは，生物学的な

系全体のタンパク質を把握し，タンパク質同士の相互作用

などを推定することで，その系を総合的に理解することを

目指している。また，生物学的な系のプロテオームを生理

的状態と病的状態で比較することにより，病的状態の分子

機構を理解することが可能になると期待されている。

　現在，プロテオミクスのほかに，遺伝子全体を対象とす

るゲノミクス，発現遺伝子全体を対象とするトランスクリ

プトミクス，代謝産物全体を対象とするメタボロミクスな

どがオミックスと総称され，その研究が盛んに行われてい

る。いずれも個々の分子から出発して，その分子と相互作

用をする分子を探索していく従来の研究手法と異なり，対

象分子を含む生物学的系全体の分子を捉え，それらの分子

の相互作用などからその系を理解しようとするものであ

る。その利点は，ある生物学的な系全体を実態（分子）とし

て把握できる点であり，従来の研究のように研究者の“セン

ス”に頼った仮説を実証する研究とは異なる新しい研究手

法でもある。

　プロテオミクスは広範な科学分野を含んでおり，さまざ

プロテオミクスとは

まな手法が用いられている。はじめに，臓器，組織，細胞，あ

るいは細胞内器官など対象となる生物学的系を分離，精製

し，そこにあるタンパク質を網羅的（プロテオーム）に同定

することから始める。それには，生物学的系からタンパク質

を精製するが，その後の解析はさまざまである。ここでは，

通常行われている主な 2 種類の解析法を簡単に紹介する。

　一つはある生物学的系のタンパク質群を二次元ゲル電気

泳動法などで分離し，分離したタンパク質を染色し，タン

パク質を含むゲル（スポット）を切り出し，その中のタンパ

ク質をリジンあるいはアルギニンの C 末端を加水分解す

るトリプシンなどで消化し，複数のペプチドに分解する。

それらのペプチド質量を MALDI-TOF（Matrix-Assist Laser 

Dissociation Ionization-Time of Flight）型などの質量分析計

で正確に測定する。次に，その生物の遺伝子データベースか

ら推定される全タンパク質をトリプシンで分解したとき，質

量分析計で実測された複数のペプチドと同じ質量のペプチ

ドを生じるタンパク質をコンピュータで検索し，そのタンパ

ク質を推定するのである（フィンガープリント法，図 1）。

　もう一方は，ショットガン法とも呼ばれ，生物学的系の

全タンパク質を分離せずにトリプシンでペプチドに分解

し，そのペプチドを液体クロマトグラフィなどで分離し，

分離されたペプチドの質量を ESI-MS／MS（Electron-Spray 

Ionization Mass Spectrometer）などの質量分析装置で測定す

る（MS）。さらに，質量分析計のなかで個々のペプチドのアミ

ノ酸の結合をランダムに分解し，その分解産物の質量を正確

に測定すること（MS／MS）により，そのペプチドのアミノ酸

配列が推定できる（図 2）。その結果，ペプチドの質量やその
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図 1　フィンガープリント法
あるタンパク質をトリプシンで分解して得られるペプチドの質量を測定す
ることで，そのようなペプチドを生ずるタンパク質を推定する。



アミノ酸配列情報からタンパク質が特定されるのである。

　このような方法でプロテオミクスでは数日で数百～数千

のタンパク質を同定することも可能で，1 つのタンパク質を

精製して，そのアミノ酸配列を決定して 1 つのタンパク質

を同定する従来の方法に比べて格段にスループットが高い。

　1 つのタンパク質由来のペプチドの数をカウントするな

どして，そのタンパク質の凡その量を推定することも可能

である。そのため，複数の生物学的な系の間でプロテオー

ムを比較することにより，ある系で増減するタンパク質を

探索できる。増減するタンパク質はその系で特徴的な生物

反応に関係するタンパク質と推定することができる。また，

疾患患者と健常者の尿のプロテオームを比較することで，

疾患の早期診断や予後判定の新しいバイオマーカーが見つ

かるのではないかと期待されている。

 

　このようにタンパク質が同定され，ある系のタンパク質

のカタログができるが，それだけでその系の生物学的意味

を理解するのは容易ではない。そのために，タンパク質の

立体構造や翻訳後修飾の解析，これまでの研究成果から推

定される他のタンパク質との相互作用（パスウエイ），ある

生物学的系に特徴的なタンパク質群を選択するソフトウエ

アなどコンピューターを用いた解析手法が発展している。

バイオインフォマティクス

このような分野をバイオインフォマティクスと言い，その

発展によって，初めてある系のタンパク質のカタログから

意味のある情報を取り出せる。パスウエイの代表的データ

ベ ー ス に KEGG（Kyoto Encyclopedia of Genes and 

Genomes，http:／／www.kegg.jp／ja／）3）がある。

 

　一般にゲノムは同一生物種内では変化しないが，そこか

ら作られるトランスクリプトーム（転写産物），プロテオー

ム（翻訳産物）は細胞の種類や状態によって大きく変化しう

る。特にタンパク質は機能を担っている分子であり，複雑

なタンパク質の集合であるプロテオームを知りその系の全

容を推定することは，その系を理解するために重要である。

　これまで，タンパク質が存在するかどうかは主に抗体に

より検出されてきた。しかし，現在推定されるヒト遺伝子

約 2 万個のうち，その翻訳産物であるタンパク質が捉えら

れている遺伝子は約 1 万個で，残りの約 1 万個の遺伝子に

ついてはそれに由来するタンパク質の実態はいまだに検出

されていないと言われている。その原因の一つは，そのタ

ンパク質に対する抗体が用意されていないことによる。し

かし，質量分析計による同定では抗体がなくてもタンパク

質を同定できるため，同定の網羅性はより高くなる。

　一方，タンパク質を網羅的に解析することは，遺伝子よ

プロテオミクスの重要性と困難性
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図 2　ショットガン法
トリプシンで分解されたペプチド（質量＝604.32）が質量分析計の中でアミノ酸の結合
がランダムに壊され（�1 ～�4 ），分解されたペプチド（b1～b4，y1～y4）を測定すること
でアミノ酸配列（MGAVR）が決定される。



りもはるかに困難である。その理由の一つは，遺伝子は実

験室で増幅して解析することができるが，タンパク質はそ

れができない。また，遺伝子は 4 種類の塩基配列の決定で

同定できるが，タンパク質を構成するアミノ酸は 20 種類

あるため，核酸の配列決定よりも難しい。さらに，1 つの

遺伝子から数種類のバリアントができうるが，そこから翻

訳されるタンパク質は，分解，結合，翻訳後修飾（リン酸

化，糖鎖修飾，アセチル化など）を受け，そのバリエーショ

ンは数十倍に増え，対象が多く複雑である。

　そのほか，質量分析計によるタンパク質の同定はあくま

で推定であるので，抗体などによる検証が必要とされてい

たが，近年の質量分析計の精度の向上により，同定のため

の抗体が不必要な時代が来るかもしれない4）。

 

　ヒトプロテオームの解析を標準化，規格化して行うため

に 2001 年にヒトプロテオーム機構（Human Proteome 

Organization：HUPO，http:／／www.hupo.org／）が組織され，そ

の傘下にいくつかのプロジェクト（イニシアチブ）が行われ

ている（表）。われわれも 2001 年頃から CKD の組織や尿を

プロテオーム解析し，その病因，病態，バイオマーカーの

発見，検証を目指して国際連携研究を行うヒト腎臓・尿プ

ロテオームプロジェクト（Human Kidney and Urine Pro-

teome Project：HKUPP）を開始した。

　このプロジェクトは 2008 年には HUPO イニシアチブと

して認知され5），現在は HUPO イニシアチブの Human 

Antibody Initiative（Protein Atlas，http:／／www.proteinatlas. 

org／）や Human Plasma Proteome と連携して，ヒト腎臓・尿

プロテオームのデータベースの構築やプロテオーム間の比

較解析の共同研究が行われている6）。

　腎臓病のバイオマーカーの探索を目指した尿のプロテオ

ミクスも盛んに行われている。HKUPP では尿プロテオー

ム解析のための尿の採取，保存に関する検討を行い，その

標準方法をガイドラインとして提唱している。日本でも尿

中バイオマーカーを探索する研究が盛んとなり，2008 年に

日本腎臓学会に尿中バイオマーカーパネル化に関する小委

員会が設けられ，2009 年から全国多施設で同じ規格で尿を

採取，保存し，さらに研究者に提供する尿バンクがスター

トした（http:／／www.urinebank.org／）。これまで尿中バイオ

マーカーの探索，検証研究はほとんど研究室単位で行って

きたものが多く，大規模検証研究による臨床的有用性の実

ヒトプロテオーム機構とヒト腎臓・
尿プロテオームプロジェクト　　　

証研究は十分には行われていなかった。尿バンクは多検体

の尿を提供することで，それを可能にするため，日本から

の腎臓病患者の早期診断や予後予測に有用なバイオマー

カーの提唱が期待される。また，同一の尿検体でいくつか

のバイオマーカー候補を測定することにより，それぞれの

特性を解析し，その結果からいくつかのバイオマーカーを

組み合わせ（パネル化）て測定することで，早期発見や予後

予測に有用な新しいシステムの構築を産学連携で目指すこ

とも目標にしている。この尿バンクには多くの施設の協力

が必要で，多くの先生方のご協力をお願いしたい。
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