
 

　IgA 腎症をはじめとする慢性腎炎の確定診断には腎生検

が必須である。また，経過把握のために複数回の腎生検が

必要となる場合もある。しかしながら，腎生検は侵襲性が

高いことや施行可能な医療機関が限られることを考える

と，血液や尿など容易に採取できる検体を用いて，慢性腎

炎の診断・鑑別，あるいは治療効果判定などを行うことが

できれば，その利用価値は大変大きい。近年，質量分析法

の発展により，体液中に存在するペプチドを網羅的に検出

および定量し，同定することが可能になってきた1）。これ

らの技術は，“ペプチドミクス”と呼ばれ，癌2～5）や腎疾

患6～8）などさまざまな臨床分野に応用されるようになって

はじめに
きた。われわれの研究室では，血清ペプチドミクス解析を

さまざまな疾患に応用し，バイオマーカーペプチドの探索

を行っている9,10）。慢性腎炎に関しても，IgA 腎症患者と健

常者の血清ペプチドの比較を行い，健常者と IgA 患者の判

別に有効と思われる 5 つのペプチドを発見し報告してい

る10）。

　本稿では，IgA 腎症におけるわれわれの研究成果を中心

に血清ペプチドミクス解析について解説したい。

 

　図 1 にわれわれの研究室で行っている血清ペプチドミ

クス解析の概略を示す。血清ペプチドミクス解析は，�1 磁
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　回収 

③多変量解析（OPLS-DA）を用いた 
　マーカー候補の探索 

②MALDI-TOF MS型質量分析計を用いた 
　血清ペプチドの定量 

④MS/MS測定とデータベース検索 
　によるペプチドの同定 
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SequenceSequence of Protein Aof Protein A
NQKLDDVIREGHKLQVRRMRIGLDL
MQRSGANPLLPESGLPQETVGQLRD
FGVNTVDIGTDRFPGLRRLKLFGHL
FSTDGGLAARKSWMGGKLKLDKGRV
GPLLQKMFGRACISETGVMQQRQAL
AQIS ・・・・・・ 図 1　血清ペプチドミクス解析の流れ



気ビーズを用いた血清ペプチドの回収，�2 MALDI-TOF 

MS 型質量分析計を用いた血清ペプチドの定量，�3 多変量

解析を用いたマーカー候補の探索，�4 MS／MS 測定とデー

タベース検索によるペプチドの同定，の 4 つの過程に大ま

かに分けることができる。

　われわれは，�1 ，�2 のペプチド回収と定量の工程を 

Bruker Daltonics（Ettlingen, Germany）社の Clinprot システム

を用いて行っている。本システムでは，表面に特有な機能

を持たせた磁性ビーズを用いて血清中のペプチドを回収

し，MALDI-TOF MS 型質量分析計を用いて定量する。ま

ず，血清中に磁性ビーズを加え，血清中のペプチドをビー

ズ表面に結合させた後，磁石を用いてビーズを回収する。

ビーズを適当なバッファーで洗浄し上清を除去した後に，

結合していたペプチドを溶出させ，MALDI-TOF MS 型質

量計用のプレート上に添加する。MS 測定は，MALDI-TOF／

TOF 型質量分析計である Ultraflex（Bruker Daltonics）を用い

て Linear MS モードで行う。これにより得られた質量 

1,000～10,000 Da 程度の MS スペクトルデータを ClinPro-

Tools ソフトウエア（Bruker Daltonics）で解析し，スペクトル

間のキャリブレーション，ベースライン補正などの作業を

行ったうえで，各ペプチドピークの定量データを作成する。

本システムは操作手順が少なく非常に簡便な方法である。

さらに誤差を最小限に抑えるために，1）血清からのペプチ

ド調製は同日に行う。2）試料を疾患群，健常群など群別に

分けず，順不同にしてペプチド調製と測定を行う。3）一定

間隔でコントロール試料を配置し，実験操作が正常に行わ

れているかを確認する，などの工夫を行っている。また，

血液採取から血清調製までの手順，時間を可能な限り同一

にすることも大切である。

　図 1�3 は，得られたペプチドの定量データを多変量解析

し，疾患群と健常群のような 2 群を判別するバイオマー

カー候補ペプチドを探索する工程である。多変量解析とは，

ペプチドミクスデータのような複数の変数で構成される大

規模データから有益な情報を取り出すための統計的手法の

総称である。多変量解析にはさまざまな種類の解析法が存

在するが，われわれは SIMCA-P＋ version 12.0（Umetrics, 

Umeå, Sweeden）というソフトウエアに搭載されている直

交部分最小二乗法－判別分析（Orthogonal-Partial-Least-

Squares-Discriminate-Analysis：OPLS-DA）という手法を用

いている11）。

　図 2 に OPLS-DA の概念図を示した。本法の特徴は，検

出されたすべてのペプチドの定量情報を用いて，患者群と

健常群などの 2 群を判別する計算モデルを作成する点に

ある。これにより，個々のペプチドについて有意差を確認

する古典的な t 検定を用いた方法では発見できないような

バイオマーカーペプチド（群）を発見できる可能性が高くな

る。作成された OPLS-DA モデルの判別力は，感度（陽性数／

（陽性数＋偽陰性数）），特異度（陰性数／（陰性数＋偽陽性

数）），説明定数 R2（既知試料の群分けをどの程度説明でき

たかの指標），予測定数 Q2（未知試料の群分けがどの程度正
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図 2　Orthogonal-Partial-Least-Squares-Discriminate-Analysis（OPLA-DA）の
概念図

VIP：variable importance in the projection
p（corr）：p scaled as correlation coefficient



確に予測できるかの指標）の 4 つのパラメータで評価され

る。ここで，R2と Q2は，最小値が 0，最大値が 1 の定数で

あり，これらが共に 0.4 以上の値を示すモデルが生物学的

データを扱う際に有効であるといわれている。有効な 

OPLS-DA モデルが作成された場合，次に，このモデルを解

析することで，バイオマーカー候補となるペプチドの探索

を行う。その際に利用されるのが variable importance in the 

projection（VIP），および p（corr）と呼ばれる定数である。VIP 

は，判別モデルを形成するうえでの各ペプチドの貢献度を

示す指標である。一般に，この VIP の値が 1.0 以上のペプ

チドがバイオマーカーとして有効であるとされる。また，

p（corr）は，バイオマーカーとしての信頼度を表わす指標で

あり，この値の絶対値が高いほど，そのペプチドがバイオ

マーカーとして使用できる可能性が高い。

　図 1�4 は，�3 で発見されたバイオマーカー候補ペプチド

を同定する工程である。バイオマーカーペプチドを同定し，

そのアミノ酸配列を明らかにすれば，ELISA などの免疫学

的手法を用いて，より簡便に目的ペプチドを定量すること

も可能となる。また，そのペプチドが由来するタンパク質

の機能を知ることで病因，病態の解明に役立つ可能性もあ

る。

　ペプチドの同定は，当該ペプチドの MS／MS を測定し，

タンパク質配列データベースに対して検索することで行

う。われわれは MS／MS 測定は測定原理の異なる 2 種類の

質量分析計を用いている。1 つはペプチドの定量に用いた

のと同じ MALDI-TOF／TOF 型質量分析計である。MALDI-

TOF／TOF 型質量分析計は分子量が比較的小さい（～2,000 

Da）ペプチドの MS／MS 測定に向いており，感度が高く，

測定誤差が小さいことから信頼性の高い同定が可能であ

る。また，定量に用いたサンプルをそのまま MS／MS 測定

に用いることができるという利点もある。比較的高分子量

（2,000～6,000 Da）のペプチドは，ETD が搭載された Ion-

trap 型の MS（HCT-Ultra, Bruker Daltonics）を用いた 

NanoLC-MS／MS によって同定している。ETD とは，電子

移動解離（Electron transfer dissociation）と呼ばれる MS／MS 

の測定方法の一種で，一般的な衝突誘起解離（Collision 

induced dissociation：CID）に比べて，高分子量のペプチド

の MS／MS 測定に向いているという利点がある12）。また，

LC によって事前にペプチドを分画するため，MALDI-

TOF／TOF よりも多くのペプチドを同定することが可能で

ある。

　データベース検索は，Mascot（Matrix Science, London, 

UK）を用い，Swiss-prot のヒトタンパク質データベースに

対して検索を行っている。Mascot は，タンパク質をトリプ

シンなどの基質特異性の高いプロテアーゼで処理すること

で生じるペプチドを同定するために開発された検索アルゴ

リズムである。したがって，プロテアーゼを特定できない

血清ペプチドを検索する場合には，通常の検索に比べて，

感度と精度が大きく減少することに注意する必要がある。

血清ペプチドを Mascot で検索するためには，一般の検索

に比べて，より質の高い，つまり測定誤差が小さく，ピー

ク数の多い MS／MS スペクトルが必要になる。

 

　図 1 で示した血清ペプチドミクス解析の 1 例として，最

近われわれが行った IgA 腎症に関連するバイオマーカー

探索を目的とした血清ペプチドミクス解析の例を紹介す

る10）。試料として，26 例の未治療の IgA 腎症患者と年齢と

性別を合わせた 25 例の健常者の血清を用いた。26 例の患

者群の平均年齢は 38.5±16.3 歳であり，13 例が男性，13 

例が女性であった。一方，25 例の健常者群の平均年齢は 

36.4±10.7 歳であり，13 例が男性，12 例が女性であった。こ

れらの IgA 腎症患者もしくは健常者から採取された血清 5

μL を用い，表面に陰イオン交換樹脂を付与した磁性ビー

ズ（Clinprot MB-WCX）を用いて血清中ペプチドを回収し

た。得られた試料を MALDI-TOF MS 型質量分析計で測定

したところ，MS スペクトル上に全部で 92 個のペプチド

ピークが検出された。この 92 本のペプチドの定量データ

を以下の解析に使用した。

　われわれは，まず t 検定を用いて，両群で有意な差がみ

られるペプチドの探索を行った。その結果，92 個中 19 個

のペプチドピークが，両群で定量値に有意な差がみられる

ことが判明したが，残念ながら，どのペプチドピークの定

量データを用いても IgA 腎症患者群と健常者群を完全に

群分けすることはできなかった。そこで次に，われわれは 

OPLS-DA を用いて，92 個すべてのペプチドを用いて両群

の判別が可能であるかどうかを試した。その結果，患者群

と健常者群を完全に群分けできるモデル（感度＝1.00，特異

度＝1.00）を作成することができた。この OPLS-DA モデル

の説明定数 R2は 0.919，予測定数 Q2は 0.816 と非常に高い

値を示した。次に，このモデルにおける各ペプチドの VIP 

値，および p（corr）値を基に，両群の判別に貢献しているペ

プチドを探索した。今回作成した IgA 腎症と健常者の判別

モデルでは，92 個中 20 個のペプチドの VIP が 1.0 以上，

血清ペプチドミクスを用いた IgA 腎症に関連する
バイオマーカーの探索
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つまりバイオマーカーとして有効であることが示唆され

た。実際に，この 20 本のペプチドだけを用いた場合でも 

IgA 腎症と健常者を完全に判別する OPLS-DA モデルを作

成することができた（感度＝1.00，特異度＝1.00，R2＝0.877，

Q2＝0.814）。

　さらにわれわれは，バイオマーカー候補ペプチドを絞り

込むために次のような解析を行った。

　　1 ）20 個のバイオマーカー候補ペプチドを p（corr）の絶

対値が高い順にリストアップする。

　　2 ）20 個のペプチドを用いて IgA 腎症と健常者を判別

する OPLS-DA モデルを作成し，判別力を感度，特異度，R2，

Q2の 4 つのパラメータで評価する。

　　3 ）p（corr）の絶対値が最も低いペプチドを除き，1 個少

ないペプチド数で再度 OPLS-DA モデルを作成，その判別

力を評価する。

　　4 ）3）を繰り返し，使用するペプチド数を減らしながら

モデル作成を続け，判別力が極端に減少する個所を探す。

　この解析の結果，使用するペプチド数が 19～5 個の範囲

では，OPLS-DA モデルの判別力は 20 個のときとほとんど

変化しなかった。しかしながら，4 個以下に減らすと判別

力は極端に減少することがわかった。以上のことから，VIP 

が 1.0 以上で p（corr）の絶対値が高い上位 5 本のペプチド

（m／z 5907，3240，2659，1778，2070）が特にバイオマー

カーとして有効であることが示唆された。この 5 個のペプ

チドのデータを用いて作成された OPLS-DA モデルの感度

は 1.00，特異度は 0.96，R2は 0.81，Q2は 0.78 であった。

また，5 個とも t 検定によって両群で有意な差が確認され，

m／z 5907，3240，2659 の 3 つのバイオマーカーは IgA 腎

症患者群で，m／z 1778 と 2070 は健常者群で有意に高かっ

た（p＜0.001）。

　われわれは，さらに MS／MS 測定とデータベース検索に

よって，20 個のバイオマーカー候補ペプチドの同定を試

み，14 個の同定に成功した。それらはフィブリノーゲン，キ

ニノーゲン，補体 C3 などの分解産物であった。なかでも，

p（corr）の絶対値が高かった上位 5 個のペプチドはすべて

同定され，IgA 腎症患者群で高かった 3 個のペプチド m／z 

5907，3240，2659 はフィブリノーゲンα鎖の分解産物であ

り，健常者群で高かった 2 本のペプチド m／z 1778 と 2070 

はそれぞれ，補体 C3f とキニノーゲン軽鎖の分解産物であ

ることがわかった。IgA 腎症をはじめとした糸球体腎炎で

は，安定化フィブリン形成と線溶が頻繁に生じていること

が知られており13），フィブリノーゲンα鎖分解産物の増加

は，糸球体内の炎症により血栓形成と線溶系が亢進したこ

とを反映していると考えられる。C3f は，すべての補体活

性化経路の中心的存在である C3 の分解産物であり，活性

化 C3（C3b）が H 因子と I 因子によって不活性化される際

に切り出されるペプチドである。IgA 腎症では第 2 経路の

活性化がみられることが知られており14），また，Zwirner ら

は IgA 腎症患者の 30　%で血中の C3b 濃度が高く，また，

C3b の濃度が高い患者群では，正常値を示す患者群に比べ

てタンパク尿と血尿がより顕著であることを報告してい

る15）。したがって，今回発見された補体 C3f 分解産物の減

少は，C3b の不活性化機構の不全が関与している可能性が

ある。キニノーゲンはカリクレインなどのプロテアーゼに

よって分解され，ブラジキニンなどの生理活性ペプチドを

放出する。近年，プロテオミクス解析によって，尿中タン

パク質を解析したところ，IgA 腎症患者の尿中のキニノー

ゲンが健常人に比べて著しく減少していることが報告され

ている16）。今回発見されたキニノーゲン軽鎖の分解産物の

減少は，キニノーゲンの発現が減少したことを反映してい

る可能性が考えられた。

 

　血清ペプチドミクス解析は，腎疾患の診断に役立つ新規

バイオマーカーの発見に有用な研究手法であると考えてい

る。われわれは，IgA 腎症患者および健常人血清のペプチ

ドミクスデータを解析することで，IgA 腎症患者と健常者

を判別するうえで有効な 5 つのペプチドを発見し，それら

がフィブリノーゲンα鎖，補体 C3f，キニノーゲン軽鎖の

分解産物であることを確認した。今後，他の慢性腎炎との

比較などを進め，IgA 腎症の血清マーカーとして意義を確

認する予定である。また，同ペプチド群の IgA 腎症の発

症・病態への関与も考えられ，その解析も予定している。
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