
 

　腎臓のプロテオーム解析に質量分析計（MS）を応用した

研究は，1998 年の Witzmann ら1）の報告が最初になるだろ

う。その後のヒトゲノムのほぼ完全な解読に代表される遺

伝子とタンパク質データベースの充実と質量分析計の驚く

べき技術的進歩は，固体，臓器，組織，細胞，細胞内小器

官，また，血液や尿などの体液に含まれるタンパク質の総

体（プロテオーム）の網羅的解析がもはや夢物語ではないと

いう認識を生み，腎臓に限ってみても，網羅的解析の報告

が増えてきた2）。腎臓疾患のプロテオーム解析というと，

急性腎障害ならびに慢性腎臓病の早期発見，鑑別診断，病

態把握，予後判定が可能な尿バイオマーカーの発見を目的

とした研究が，現在，精力的に行われていることはよく知

られており，本特集でもいくつかの総説が掲載されている。

一方，ヒト腎組織を解析の対象とする場合は，試料入手の

困難さ，試料の複雑さと個体差などが障害になり，現在の

プロテオーム解析技術では困難な課題であることは否めな

い。しかし，本来のプロテオーム解析（プロテオミクス） 

の目的は，ゲノムデータベースに相当するような，対象と

するプロテオームの詳細なプロファイリングと研究リソー

スとしてのデータベース構築にある。そして，最近のプロ

テオーム解析技術の発展は，次第にその目的の実現に具体

性を与え始めている。本総説では，最も解析の進んでいる

糸球体プロテオームを中心として，現在までに公表されて

いる腎組織プロテオミクスと公開されているデータベース

について解説する。

はじめに  

　プロテオーム・データベースで得ることのできる情報

は，解析に用いた技術に大きく依存する。利用しようとす

るデータベースの限界と問題点を知るために，最初に，現

在の質量分析による網羅的プロテオーム解析の問題点を整

理しておく。

　1 ．網羅性

　質量分析計を用いた網羅的プロテオーム解析は，タンパ

ク質あるいはペプチドの分離法に基づき，2 次元電気泳動

（2－DE）を用いた方法（gel-based）と液体クロマトグラフィ

（LC）を用いた方法（LC-based）に分類できる。前者は従来か

ら用いられてきた方法であり，分子量と等電点という物理

化学的性質を保持したまま，解析対象のプロテオームに含

まれるタンパク質を定量的に解析できる点，タンパク質の 

isoform や翻訳後修飾されたタンパク質，タンパク質分解酵

素の分解を受けたタンパク質を視覚化して解析できる点が

最大の特徴であるが，分子量の大きなタンパク質や疎水性

の強いタンパク質，また，等電点が極端に酸性あるいはア

ルカリ性のものは通常解析できない。さらに，検出・同定

されるタンパク質は比較的濃度の高いものに限られるのが

一般的であり，低濃度のタンパク質の同定は通常困難であ

る。

　一方，LC を用いた方法（LC-tandem MS あるいは LC-

MS／MS）は，タンパク質をトリプシンのような配列特異的

なタンパク質分解酵素で消化し，得られたペプチドを逆相 

LC もしくは陽イオン交換と逆相を組み合わせた 2 次元 

LC で分離し，LC に直結した質量分析計で分離されてきた

ペプチドの MS スペクトル（質量数の測定）と MS／MS ス

ペクトル（アミノ酸配列情報の取得）を同定のために利用す

る。注意しなければならないことは，非常に複雑な試料の

場合，特に低濃度のペプチドの MS／MS スペクトルの取得

に任意性が生じることである。つまり，同じ試料を同じ方
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法で測定しても，同じタンパク質が同定される再現性は低

い。また，ペプチドの MS／MS スペクトルに基づいて同定

するため，タンパク質固有の物理化学的性質は失われる。

　2 ．同定の曖昧さ，あるいは冗長性

　質量分析計によるタンパク質の同定には，その同定の原

理に由来する曖昧さが常に存在する。例えば，同じ複数の

ペプチドの MS／MS スペクトルが，複数のタンパク質に高

い信頼性でヒットすることはしばしば経験することであ

る。これは，共通するアミノ酸配列をもつ相同性の高いタ

ンパク質が複数同定される場合と，同定の検索に用いたタ

ンパク質データベースが整理されておらず，冗長性が除去

されていないことに起因する場合がある。通常は全く同じ

ペプチドがヒットした場合，最も高いスコアを与えるもの

を選択して冗長性を排除するが，問題なのは，同じペプチ

ドがヒットした，より低いスコアのタンパク質が存在する

可能性を完全には否定できないことにある。

　もう一つの問題は偽陽性である。データベースのタンパ

ク質アミノ酸配列をアミノ酸組成を変えずにランダマイズ

したものや，N 末からの配列を逆にしたものを作成して検

索した結果で，有意にヒットした数から偽陽性率を計算す

る方法があるが，完全には偽陽性を排除することができな

いことは銘記しておかなければならない。また，1 つだけ

のペプチドがヒットした場合は偽陽性率が高いので，2 つ

以上のペプチドがヒットしたものを同定されたタンパク質

としている例が多い。

　3 ．ダイナミックレンジ

　ヒト血漿に存在するタンパク質の濃度範囲は 1 pg／mL～

120 mg／mL に達する（ダイナミックレンジ～1012）。また，

細胞に存在するタンパク質のダイナミックレンジはおよ

そ 1010と推定されている。一方，タンパク質同定に現在用

いられている多くの質量分析計で同定されるタンパク質の

ダイナミックレンジはおよそ 104である。つまり，分画し

ない複雑なタンパク質試料に含まれるタンパク質のすべて

を LC-MS／MS で測定することは，理論的に不可能という

ことになる。この問題は，前述した「網羅性」にも関連する

が，低濃度のタンパク質を効率よく同定するために，比較

的多量のタンパク質試料（あるいはペプチド試料）を細分画

して，それぞれの分画に含まれるタンパク質の複雑性をで

きるだけ単純化して解析することが一般的な解決法にな

る。

 

　1 ．2 次元電気泳動（2－DE）による解析

　Yoshida ら3）は，4 例の腎腫瘍により摘出された腎臓の組

織学的に正常な皮質から糸球体を高度に精製し，2－DE で

分離後，全例で共通に存在する 1,559 個のタンパク質ス

ポットを対象にして MALDI-TOF MS と LC-MS／MS を用

いて解析し，347 個のスポットを同定した（同一のタンパク

質が複数のスポットとして分離されるため，タンパク質数

は 212）。本報告はヒト糸球体プロテオームを網羅的に解析

した最初の例であり，同定タンパク質の機能分類の結果は，

後述の LC-MS／MS でさらに詳細な網羅的解析を行った結

果と基本的には類似しており，現在の技術からみると少な

い同定数であるが，正常ヒト糸球体のプロテオームの特徴

を明らかにしている。データベースは 2005 年から公開さ

れており（表），タンパク質名，等電点と分子量の範囲，遺

伝子名，機能などから目的のスポットを検索できるほか，

ゲルイメージを任意の倍率で拡大することにより，利用者

の 2－DE 画像との比較も可能である。

　Sitek ら4）は，マグネットビーズを灌流したマウス腎臓か

ら単離した糸球体とレーザーマイクロダイセクション

（LMD）で切り出したヒト腎生検試料の糸球体を用いて，微

量タンパク質（3μg と 0.5μg）を Saturation dye とよばれる

高感度蛍光色素でタンパク質を標識後 2－DE で分離し，そ

れぞれ，2,900 個と 900 個のスポットが検出できたことを

示し，微量試料を用いた網羅的解析の可能性を示した。こ

の方法は 2D-DIGE 法とよばれ，複数の微量試料を定量的

に解析する優れた方法であるが，高価な標識試薬と専用の

スキャナー，解析ソフトウエアが必要であることが普及の
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表　腎臓プロテオーム・データベース

文献URL アドレス同定数方法組織

 3

 5

11

http:／／hkupp.kir.jp／index.htm

http:／／hkupp.kir.jp／index.htm

http:／／cddb.nhlbi.nih.gov／cddb／

スポット：347
タンパク質：212
タンパク質：6,686
遺伝子：2,966
タンパク質：656

2－DE

LC-MS／MS

LC-MS／MS

ヒト正常糸球体

ヒト正常糸球体

ラット集合管



妨げになっている。

　2 ．液体クロマトグラフィ・タンデム質量分析計（LC-

MS／MS）による解析

　Miyamoto ら5）は，腎腫瘍により摘出された腎臓の組織学

的に正常な皮質から糸球体を高純度に精製し，タンパク質

を液相等電点電気泳動と SDS-PAGE を組み合わせた方法

で 90 分画に分け，それぞれの分画を 2 回の LC-MS／MS で

解析した結果を報告している。同定タンパク質数は 6,686

（遺伝子数 2,966）であり，これまでのところ最も網羅的な

解析になっている。すでにデータベース化して公表されて

いるが（表），現在，冗長性の除去などのデータの見直し，

Human Proteome Organization（HUPO）の Human Antibody 

Initiative（HAI）で構築しているデータベースである Human 

Protein Atlas で公開されている免疫組織化学画像との統合

が進行中であり，近いうちに改訂版の公表を予定している。

　3 ．糸球体の phosphoproteome 解析

　糸球体の構造と機能の制御に，チロシンリン酸化タンパ

ク質が大きな役割を果たしていることが明らかになりつつ

ある。詳細は本特集の張田氏らによる総説を参照していた

だくことにして，われわれの独自の取り組みとして，正常

ラット糸球体のチロシンリン酸化タンパク質の網羅的解析

を紹介しておく。抗リン酸化チロシン抗体をプローブにし

て，2－DE と Western ブロッティング，さらに免疫沈降法を

用いて，チロシンリン酸化タンパク質のほとんどが糸球体

に高濃度に存在することが明らかになり，網羅的プロテ

オーム解析の結果，主要なチロシンリン酸化タンパク質の

ほとんどを同定した（nephrin, SHPS1, FAK1, paxillin, 

Neph1, talin, vinculin）6）。その多くが糸球体上皮細胞足突起

のスリット膜の基部と糸球体基底膜との接着部に局在して

いたという知見は興味深い。

　4 ．足細胞とメサンギウム細胞の解析

　In vivo で足細胞を直接の対象とした網羅的プロテオー

ム解析に関しては現在のところ報告はないようである。足

細胞の分離の困難さと材料として微量なことが解析を困難

にしていると考えられる。しかし，樹立された細胞株を用

いて高血糖の影響を解析した報告7）と，WT1 に突然変異を

持つ Denys-Drash 症候群の足細胞のプロテオーム解析を

行った報告がある8）。

　メサンギウム細胞についても足細胞と同様な状況にあ

り，解析対象として樹立した細胞株を用いた報告が中心で，

高血糖によるプロテオームの変化を前述の 2D-DIGE 法を

用いて定量的解析を行った研究9），S-nitrosylation されたタ

ンパク質を解析した研究10）などが報告されている。

 

　腎臓全体，腎皮質などを対象としたプロテオーム解析の

報告は散見されるが，アルドステロン，ADH などによる集

合管のプロテオームの変化を明らかにすることを目的とし

た Knepper のグループによる集合管の網羅的プロテオー

ム解析が注目されている11）。ラットの内層集合管を精製し，

LC-MS／MS による網羅的解析と合わせて，核，リン酸化タ

ンパク質などを標的とした解析を加え，集合管の Na トラ

ンスポーター・チャネル，アクアポリン 2 の制御の分子機

序に新しい知見を提供している。かれらの解析の結果は

データベースとして公開されている（表）。

 

　現在のところ，腎組織の網羅的プロテオーム解析は少数

の報告にとどまっていると言わざるを得ず，ここで報告し

たように，公開されているデータベースの数も限られて 

いる。しかし，最近の Mann のグループの報告12）では，ナ

ノフロー LC の工夫と，きわめて高い分解能と精度をもつ

質量分析計を用いて，マウスの腎臓から LMD で切り出し

た 50 個の糸球体切片から，2,406 のタンパク質が同定され

ている。この数は，われわれが試みているヒト腎皮質の凍

結切片から LMD で切り出した糸球体で同定されたタンパ

ク質の数がおよそ 300 にとどまることを考えると驚異的

な数字である。このような網羅的解析は一部の研究室でし

かできないのが現状であるが，近い将来には一般的になる

と考えられ，質量分析による疾患プロテオミクスに明るい

展望を与える結果である。また最近，Sethi ら13）は，腎生検

試料のフォルマリン固定パラフィン包埋標本から LMD で

切り出した少数の糸球体切片のプロテオーム解析をするこ

とにより，Ⅱ型の膜性増殖性糸球体腎炎では抗体非依存性

の補体活性化の副経路が活性化していることを示した。こ

の報告も腎疾患のプロテオミクス解析に新しい展開をもた

らすものであろう。
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