
 

　尿には分子量 1 万以下のペプチドが多数存在し，その排

泄量は健常者で 1 日数十 mg 程度である1）。これらは主と

して組織中，血液中あるいは尿路中で生じたタンパク質の

分解産物であり，何らかの理由で効率良く分解あるいは吸

収されなかったペプチドが尿細管を通過して尿中に排泄さ

れたものと考えられる。尿はサンプルの採取が容易で，血

液よりプロテアーゼの活性が低く，血液，腎臓，膀胱など

に由来する物質を含んでいることから，プロテオミクスの

分野では，疾患マーカーの発見を目的として尿を対象にし

た種々の試みが行われている。プロテオミクスのなかでペ

プチドの解析に焦点を絞ったものを特にペプチドミクスと

呼ぶが，本稿では，ペプチドミクスによって明らかになっ

た尿ペプチドの構成成分の特徴，ならびにペプチドミクス

による疾患マーカー探索の現状について概説する。

 

　ヒドロキシプロリン（Hyp）はゼラチンの加水分解物から

発見されたアミノ酸で，タンパク質のプロリン残基の 3 位

または 4 位のヒドロキシル化によって生じる。生体内の 

Hyp の大部分はコラーゲンの構成アミノ酸として存在す

る 4－Hyp であるため，Hyp の存在はコラーゲンに関連する

物質が存在する可能性を示唆する。尿では遊離の Hyp は少

ないが，尿を酸加水分解すると検出される Hyp の量が増加

することから，尿中にコラーゲン由来のペプチドが存在す

ることは古くから予想されていた2）。

　コラーゲンは骨，軟骨，および多くの組織の基底膜，あ

はじめに

尿中のヒドロキシプロリンとコラーゲン
るいは細胞間基質の構成成分として存在するが，特に破骨

細胞による骨吸収の過程ではコラーゲンの分解が活発に起

こっており，尿中の Hyp の一部は骨の分解に由来すると考

えられる。しかし，骨以外の組織のコラーゲンも Hyp を含

むこと，食物中のコラーゲンに含まれる Hyp の一部も尿中

に排泄されることなどから，尿中の Hyp が必ずしも骨吸収

を反映するとは言えない。1990 年代になって，骨のコラー

ゲンの主成分であるコラーゲン TypeⅠの N 末端および C 

末端テロペプチド（図 1）の架橋部分を含むペプチド（NTX－

Ⅰ，CTX－Ⅰ）が血中および尿中に存在することがわかり，

これらを抗体によって特異的に定量する方法が開発さ

れ3），骨代謝マーカーとして骨粗鬆症，骨転移などの診断

に利用されるようになった4）。
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図 1　コラーゲン TypeⅠの構造
コラーゲン TypeⅠは，中央部分が 2 本のα1 鎖と 1 本の
α2 鎖から成るトリプルへリックスであり，両端にはトリ
プルへリックスをとらない N 末端テロペプチド，C 末端
テロペプチドと呼ばれる領域がある。テロペプチドの部分
には，コラーゲン分子間の架橋構造が存在する。コラーゲ
ンには 20 種類以上のタイプがあるが，他のコラーゲンも
トリプルへリックス領域を持った類似の構造をしている。



 

　上記のように，尿にコラーゲンの分解物が存在すること

は古くから知られており，診断にも応用されていたが，最

近まで尿ペプチドの構成成分の全体像はよくわからなかっ

た。しかし近年，プロテオミクスの解析技術の発展に伴い，

タンデムマススペクトロメトリー（MS／MS）を用いた尿ペ

プチドの詳細な解析が可能となった。

　われわれは，尿ペプチドの成分を解析するため，逆相 

HPLC で尿ペプチドを分画し，MS／MS によりペプチドの

同定を行った。図 2 に示したのは尿中に存在する比較的量

の多い 70 種のペプチドであるが，同定されたペプチドの

約 75　%はコラーゲン由来のフラグメントであった。コラー

ゲンにはⅠ型（主として骨），Ⅱ型（軟骨），Ⅲ型（種々の結合

組織），Ⅳ型（基底膜）をはじめ多くのタイプがあるが，尿中

に特に多いのはⅠ型，Ⅲ型で，ほかにⅦ型，Ⅳ型なども検

出された。

　尿中にコラーゲン由来のペプチドが多い理由としては，

コラーゲンの生体内の存在量が多いこと，骨などでターン

尿ペプチドの構成成分
オーバーが活発に起こっていること，また，Gly，Pro の多

い特殊なアミノ酸配列をしているため，ペプチダーゼによ

る分解を受けにくいことなどが考えられる。さらに，コラー

ゲンには 20 種類以上のタイプが存在すること，また図 2b 

に示すように，1 つの領域から長さの違う複数のペプチド

が生じること，同じ配列のペプチドでもプロリンのヒドロ

キシル化など修飾の異なるものが複数存在することなどか

ら，ペプチドの種類が非常に多くなり，尿ペプチドの解析

を非常に複雑にしている。

　尿にはこのようにコラーゲンに由来するペプチドが大量

に存在するため，これら以外の成分を解析するためにはよ

り高感度な解析が必要となる。そこでわれわれは，尿ペプ

チドをイオン交換 HPLC で分画した後，逆相 NanoLC で分

離することにより（2D-LC），より詳細な成分の同定を試み

た。その結果，1 例として 1 人の健常者の尿から，コラー

ゲン Type I，Type III 由来ペプチド 235 種とともに，それら

以外のタンパク質に由来するペプチド 415 種を同定する

ことができた。コラーゲン以外の成分としては，尿細管上

皮細胞の Tamm-Horsfall protein（THP）やオステオポンチン
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2378.39 　　　　 GKNGDDGEAGKPGRPGERGPPGPQ 3×Oxidation（P）, Deamidation（N） 
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図 2
　a ．主要な尿ペプチドの同定。健常者の尿から調製したペプチド画分を逆相 NanoLC 
で分離し，MALDI MS／MS にて 70 種のペプチドを同定した。この解析から，メ
ジャーなペプチドの多くはコラーゲン由来のフラグメントであることがわかる。
ほかに THP，フィブリノーゲン由来のペプチドが含まれる。

　b ．Collagen TypeⅠ，α－1 の同定結果の一部。同定された 29 種のペプチドのうち，
7 種は同じ領域を含むもので，長さあるいは修飾の違うものであった。



由来のペプチドが比較的多く検出された。また，血液タン

パク質由来と思われるペプチドとして，フィブリノーゲン，

MASP2 などのフラグメントが検出された。

　このように，2D-LC を用いると，尿に含まれるペプチド

の種類に関する多くの情報を得ることができるが，多数の

検体をハイスループットで解析することはできない。また，

分画を多段階にすると定量性を確保することが難しくな

る。そこでわれわれは，尿からコラーゲンペプチドを選択

的に除去する方法を検討している。コラーゲンのトリプル

へリックス領域は Gly-Xaa-Xaa の繰り返し構造から成るた

め，一般的なプロテアーゼでは消化されにくいが，細菌の

分泌するコラゲナーゼ（Col G など）は一本鎖ならびに三本

鎖のコラーゲンを特異的に分解する。そこで，ペプチドを

コラゲナーゼで処理することにより，一次元の逆相 HPLC 

のみで非コラーゲンタンパク質 12 種類に由来するペプチ

ドを検出することができた。この方法をさらに発展させる

ことができれば，尿ペプチドのハイスループットな網羅的

同定と定量解析が可能になるのではないかと考えている。

 

　尿はサンプルの採取が容易なこと，プロテアーゼが少な

くペプチドが安定していることなどの理由から，疾患マー

カー探索の種々の試みが行われている。ペプチドを対象と

したマーカー探索の初期段階においては，LC-MS／MS のほ

か，SELDI-TOF-MS（surface-enhanced laser desorption／ioniza-

t ion t ime-of- f l ight mass spec t rometry）， capi l la ry 

electrophoresis-mass spectrometry（CE-MS）がしばしば用いら

れる。

　SELDI-TOF-MS による方法は，表面にイオン交換基など

を結合させたチップ上にサンプルを塗布し，そこに結合し

た物質の分子質量を測定し，検出された分子イオンの強度

をサンプル間で比較するものである5）。この方法は，前処

理に煩雑な操作を必要とせず，ハイスループットでピーク

の変化を解析できるため，尿からの疾患マーカー探索にし

ばしば利用され6～9），また診断への応用も期待されている。

一方で，SELDI-TOF-MS では個々のピークの同定が一般的

には困難なため，マーカー候補が見つかってもそれがどの

ようなペプチドかを知るのは難しく，これをいかにして解

決するかが課題である。

　SELDI-TOF-MS の活用例として尿中ヘプシジンの定量

法がある。ヘプシジンは 20～25 残基から成るペプチド

で10），赤血球やマクロファージのフェロポーチンと結合し

尿ペプチドを対象にした疾患マーカー探索

て鉄の輸送を抑制する作用があり11），血色素症や貧血など

の鉄代謝異常と関連がある12）。ヘプシジンは肝臓で合成さ

れ，血液中を循環するが，少量が尿に排泄される。血中お

よび尿中のヘプシジンは SELDI-TOF-MS で検出できるこ

とが報告されており7,9），抗体や LC-MS／MS を用いた定量

法との比較検討がなされている13）。

　CE-MS は，キャピラリー電気泳動でペプチドを分画し，

オンラインで接続した質量分析計により分子質量を測定す

る方法で14,15），ペプチドの発現パターンの違いをハイス

ループットで比較できることから，IgA 腎症16），微量アル

ブミン尿症17），尿路上皮癌18），冠動脈疾患19）などで尿の解

析を行った結果が最近報告されている。例えば IgA 腎症の

解析では，尿で増加するペプチドが CE-MS によって見出

され，MS／MS によりコラーゲンのフラグメントなどが同

定された16）。ただし，キャピラリーにアプライできるサン

プル量が限られていることなどから，ペプチドの同定には

非常に高感度な MS／MS 解析が必要となる。

　SELDI-TOF-MS や CE-MS で検出されたマーカー候補ペ

プチドのなかで，ペプチドの配列が明らかにされたものは

多くないが，その多くはコラーゲン，THP など限られたタ

ンパク質のフラグメントである。例えば，コラーゲンのト

リプルへリックス領域のペプチドは，冠状動脈粥状硬化

症19），老化20），Ⅰ型糖尿病21）などにおいて変化がみられる

という。現時点では，これらのペプチドがどの組織に由来

するのか，また，コラーゲン分子のなかの特定のフラグメ

ントだけ変化するのか，それとも全体が変化するのか，コ

ラーゲン自身が変化しているのか，それともそれを切るプ

ロテアーゼが変化しているのか，など，詳しいことは明ら

かになっておらず，それらが実際に特定の疾患と特異的に

関連した変化であるか否かは今後の検討課題となるであろ

う。一方，コラーゲンや THP 以外のタンパク質のフラグメ

ントを解析するためにはより微量成分の解析が必要である

ことから，更なる解析の高感度化が必要となると考えられ

る。これらと関連して，最近では，LC-MS／MS による定量

的解析の試みが行われており，健常者と慢性腎移植障害患

者の尿ペプチドの比較解析などへの適用例が報告されてい

る22）。今後，解析の高感度化と比較定量の技術の進歩とと

もに，さらにこの分野の研究が進むことが予想される。
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