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腎疾患のバイオマーカーと治療ターゲット分子の発見を目的として，質量分析計を用いたタンパク質解析が熱く語られ
始めた頃からおよそ 15年にわたり主に腎糸球体のプロテオーム解析に関わってきた．この間研究することの喜びととも
に多くの挫折も味わってきた．本論では，我々のこれまでの研究成果について概説するが，その前にこれまで糸球体プロ
テオーム解析に携わってきた経験から，プロテオミクスについていくつか意見あるいは感想を述べる．最初にプロテオー
ム解析の限界と課題について私見を紹介する．プロテオーム解析の課題として依然として解決されていない同定のあいま
いさと，対象としてのプロテオームの絶望的な複雑さが中心的な話題になる．つづいてプロテオーム解析の目的について
述べ，これに関連することとして，これまでプロテオーム研究が歩んできた道と現在の状況について整理することを試み
る．次に我々の糸球体プロテオームの研究の歴史と，最新の結果も交えて，これまで得られたささやかな成果について概
説する．研究の当初抱いていた夢とは少しばかりずれてしまったが，質量分析を楽しんだことは間違いない．最後に，プ
ロテオーム研究の今後の展望について私見を述べる．

1　はじめに

15年ほど前になるが，2次元電気泳動で分離したタンパ

ク質をMALDI-TOF質量分析計を用いて同定する実験を経

験した．O’Farrellの 2次元電気泳動法 1）は大学院時代に

経験しており 2），質量分析計に出会ったのはこの時が初め

てである．そして，これが私のプロテオミクス研究の最初

の機会となった．それまでは薬理学教室に在籍し，血管平

滑筋弛緩に至る cyclic GMPのシグナル伝達系の研究をし

ていた私は，cyclic GMP-dependent protein kinaseの基質を

同定することに熱心だった．240-kDaと 138-kDaの 2つの

リン酸化タンパク質のうち，240-kDaタンパク質は type 1 

IP3受容体であることを同定したが
3），138-kDaタンパク

質の同定は困難で手をこまねいていた．ところがドイツの

J. Schlossmannらのグループが同定に成功し，Nature誌上

に発表しているのを知り愕然とした 4）．彼らが用いた方法

が質量分析計だった．その当時はまだ質量分析計の性能も

悪く研究環境も整っていない時代で，彼らもエドマン分解

などを併用して苦労した様子がうかがえるが，質量分析計

を用いたアミノ酸配列決定が決め手となった．とても悔し

かった．だが，同時に質量分析計の可能性に目を見開かさ

れた時であった．そしてかなり年齢を重ねていたが，それ

からの研究生活は質量分析計を用いたプロテオミクス研究

にささげる意志が芽生え，幸い多くの方々のサポートも得

て私のプロテオミクス研究が始まった．

本総説では，質量分析計を用いたプロテオーム解析の限

界と問題点，これまで取り組んできた腎糸球体プロテオー

ム解析の経過と現状，そしてプロテオーム解析の展望につ

いて，挫折の連続ともいえる私のプロテオミクス研究の経

験から私見を述べさせていただく．

2　プロテオーム解析の限界と課題

2-1　タンパク質同定のあいまいさ

質量分析計を用いてタンパク質を同定することは，我々

にとってルーチン・ワークである．私が経験した検索エン

ジンはせいぜい 4種ほどにすぎないが，共通する問題と

してタンパク質同定のあいまいさがある．Fig. 1はタンパ

ク質同定の根拠となる配列がマッチしているとみなされ

るペプチドの分類である．この例では Protein Bが Protein 

Aと同じペプチドセット（Same set of protein A）でマッ

チしているため，どちらが同定されているかわからない．

Protein Bは false positiveであり，タンパク質データベー

ス上にある Protein Bの配列にマッチした結果かもしれな

いし（Bioinformatics redundancy），実際に Protein Bが試

料中に存在した結果かもしれない（Biological redundancy）．

Protein C-Eは Protein Aにマッチしたペプチドセットのう
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チしたタンパク質を同じグループ（Protein group）として

示すことは，存在する可能性のあるタンパク質の情報をす

べて含むことになるので，有用な方法になるかも知れない．

最近の報告ではタンパク質の同定数をこのような Protein 

groupの数として発表している例がある．また，Mascotでは，

最も高いスコアで同定されたタンパク質 Aに帰属するペ

プチドを選択し，そのペプチドが帰属した他のタンパク質

を選択してタンパク質 Aの「Protein family」とし，さらに，

それらのタンパク質に帰属する新規ペプチドを抽出して，

これらのペプチドが帰属しているタンパク質を選び，同じ

Protein familyに加える．この操作により，Protein family

には，同じペプチドセット（Same set）のみが帰属するタ

ンパク質，一部のペプチド（Subset）のみが帰属するタン

パク質，さらに Same setあるいは Subsetが帰属する以外

に，非共通ペプチド（Intersection）が帰属するタンパク

質，非共通ペプチドのみが帰属するタンパク質が含まれる

ことになる．さらに非共通ペプチドのスコアから，同じ

Protein familyに含まれるタンパク質間の類似性を算出し

（非共通ペプチドの数が多いほど，非共通ペプチドのスコ

アの高いほど，Protein familyメンバー間の距離が遠くなる，

つまり，類似性が低くなる），系統樹として表現している．

この方法は通常であれば同定タンパク質として報告するこ

とになる，共通ペプチドと非共通ペプチドが帰属する複数

のタンパク質間の類似性を視覚的に把握できる利点があ

り，同定タンパク質のデータベースに起因する冗長性の排

除，同定タンパク質の基準の設定に利用できる可能性があ

る．詳細はMatrix社が提供しているマニュアル（jap_2.5_

mserver.manual.pdf）を参照されたい．

2-2　プロテオームの複雑さ

ヒトのタンパク質をコードする遺伝子の数はおよそ 2

万種類だが（neXtProtの 2017-01-23 releaseでは 20,159），

タンパク質になるとその種類は膨大になる（ロシアの A.I. 

Archackovらのグループの推定 5）によると，0.62～ 6.13×

106）．これは alternative splicing，翻訳後修飾，タンパク質

分解酵素による切断などが原因だが，この複雑さが質量分

析により同定されるタンパク質の数を制限することになる．

splicing valiantの同定，リン酸化される部位の同定，糖鎖

修飾部位の決定と糖鎖構造の解析手法は確実に進歩してい

るが，高度に専門的な知識と豊富な経験が要求される．ま

たタンパク質同定の網羅性は，質量分析計の目を見張る改

良，LC技術の発展，同定検索エンジンの改良などにより

この 10年間で確実に広がったが，次世代シークエンサー

ほどのパフォーマンスを出すまでには至っていない．

一方，質量分析計によるタンパク質同定を妨げている

ものに，タンパク質の濃度範囲の膨大な広さ（Dynamic 

range）がある．最も複雑なプロテオームといわれる血漿

ち Protein Aよりは少ないペプチド（Subset of protein A）

がマッチしている．この場合も Protein C-Eのヒットは試

料中には存在しないが，データベース上の splicing variant

あるいは domain構造の配列が同じか相同性の高いタンパ

ク質にマッチしている可能性があり，これらのタンパク

質が同定されているかどうかはあいまいである．Protein 

Fと Protein Gは，Protein Aの Subsetのマッチに加えて，

新たなペプチドがマッチしている．通常はこれらのペプチ

ドは unique peptideと呼ばれ，タンパク質が正しく同定さ

れている根拠とみなされる．しかし P2も P4もより上位

のタンパク質にすでにマッチしており，試料中には存在し

ないがデータベース上の Protein Gにマッチした結果では

ないかという疑問が残る．一般的に使用されている検索エ

ンジンであるMascot（version 2.3以降）では，これらの

タンパク質を Protein Familyとしてグループ化して表示す

る機能があるが，最終的な同定タンパク質のリストを作成

する場合には，Protein Aと Protein Fのみを残し，それ以

外のタンパク質は省いてしまうことが多い．質量分析の経

験がなく，第三者に同定を委託した研究者は，提出された

同定タンパク質のリストはこのような大幅な省略を含むリ

ストであることが多いことに留意すべきである．

ここで述べた同定のあいまいさは，タンパク質同定の基

準が既知配列で切断するタンパク質分解酵素を用いて作

製したペプチド断片のMS/MSスペクトルに含まれるアミ

ノ酸配列情報に基づいていることに起因する．すなわち，

ショットガン解析の持つ問題点・課題である．ショットガ

ン解析がもたらした技術革新の多大なる恩恵を考えると，

これらのあいまいさを包含したタンパク質同定リストの標

準的な表記法，革新的なアルゴリズムを有する検索エンジ

ンの登場が待たれる．

また，ショットガン解析に伴う同定のあいまいさは現在

のところ解決が難しいが，同定タンパク質を最も高いス

コアで同定されたタンパク質に帰属したペプチドセット

と同一のペプチドセット（Same set）が帰属したタンパク

質，あるいはその一部のペプチドセット（Subset）がマッ

Fig. 1 Ambiguity in protein identification as judged by peptide 
matches in shotgun analysis with LC-tandem mass spec-
trometry

P1 to P5 represent peptides matched to protein amino 
acid sequences. In this case, only protein A and protein F 
are included in a non-redundant list of identified proteins.
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析計というのは手間と時間，技術と知識，高額の維持費用

を要求するものなのである．さらに，最近は落ち着いてき

たが，質量分析計の開発と新製品の導入は，高価な機器で

あるにもかかわらず，少し前の PCと同じでサイクルが短

い．新しい機器の精度，感度，速度の違いは旧機種に比べ

ると桁違いで，新しい機器の販売が始まりしばらくたつと，

古い機器での解析結果で投稿した論文にクレームがつくこ

とさえある．

2-4　後継者の育成

質量分析計を用いたタンパク質の解析は数年前から徐々

に浸透しており，共同研究あるいは依頼分析で試料が届け

られることが多くなってきた．背景には科学論文や学会発

表で質量分析計を用いた解析が増えてきたことがあると思

われるが，質量分析計による解析結果には興味を示しても，

質量分析計によるタンパク質の解析という技術はハードル

が高いように見えるらしく，質量分析計の操作そのものに

興味をもち，測定も自分でやる研究者というのは少ない．

講義でプロテオミクスを担当する機会も多くなってきたが，

興味を示して，実際に研究室を訪ねてくる学生は少ない．

日本プロテオーム学会の会員数は年々増加しており，徐々

にプロテオミクス研究者の数が増えていることは間違いな

いのだが，実感として感じることはない．日本のプロテオ

ミクス研究者は，質量分析学会に所属するような，技術系

の開発に興味を持つ人と，日本プロテオーム学会に所属し

て，主に生物学系の課題に質量分析を用いることに興味を

もつ人に分かれるように思う．私は後者に分類される人間

だと思っているが，生物学を目指しつつも，質量分析とい

う機器分析にも強い興味を持たないと，プロテオミクスの

研究者としては育ってこないような気がする．生物学と質

量分析の両方に強い関心のある後継者を育てることは，現

在では難しい課題ではあるが，私はあまり悲観的には見て

いない．質量分析は，生物学に限らず，化学，物理学にも

一般的に用いられている技術であり，益々その重要性は増

している．質量分析を用いる解析が普及するにつれて，研

究基盤として質量分析計が配備される大学，研究機関は増

加すると考えられるし，近年の文部科学省が主導している

研究設備の共用化の推進も機器の導入と技術の発展，そし

て技術者の拡充に寄与するのではないだろうか．

最近，臨床検査に質量分析計を応用する研究が注目を集

めている．この傾向は喜ばしいことである．質量分析を用

いる臨床検査がより一般的になれば，質量分析を扱える人

が増え，質量分析計のメーカーがうるおうとともに，メー

カー間に競争が生まれ，質量分析計が安くなる可能性があ

るからである．

は 1012のダイナミックレンジをもつことが試算されてい

る 6）．それに対して質量分析計を用いたタンパク質同定は，

タンパク質粗抽出液を細分画して解析してもせいぜい 104

程度であり，低濃度のタンパク質を同定するためには濃縮

しなければならない．これらの操作は煩雑で，時間と労力

がかかり，プロテオームの時間的変化をスナップショット

としてとらえることは難しい．

2-3　質量分析計の価格とメインテナンス

最近，概算要求の資料として，質量分析計の代表的メー

カー 2社にメタボローム解析までを視野に入れた最新の質

量分析計一式の見積もりを依頼したところ，およそ 8千万

円～ 1億円であった．昨今の研究費削減と効率的使用のた

めの設備・機器の共同利用構想の下では，これだけの高額

の研究用機器を購入する手段は，共同利用を前提とした概

算要求，大型プロジェクトへの応募による外部資金獲得以

外には困難である．しかし共同利用設備と運営体制が充実

している大学は少なく，大型プロジェクト予算の枠は限ら

れている．タンパク質研究，さらにはメタボロームや薬物

などの低分子化学物質の解析には質量分析計は非常に強力

な手段であり，一般的な研究機器に位置づけられてもいい

のではないかと考えられる．したがって，各大学ならびに

研究機関に設置する機器としては最も高い優先順位をつけ

てもよいと思われるが，現実は資金に恵まれた一部の大学，

研究所に機器が集中し，多くの研究者が質量分析を用いた

解析を遂行することは困難な状況にあるといってもよい．

長い間主に nanoflow-LC-tandem MS spectrometerを用い

て，いわゆるショットガン解析を行ってきた私の経験から，

このシステムを常に稼働状態に保つことがいかに難しいか

を実感している．特に nanoflow-LCは，安定した性能を保ち，

再現性のある結果を得ることが難しく，深夜までギ酸とア

セトニトルを含む溶液で指先を痛めながら悪戦苦闘したこ

とが幾度となくある．また，質量分析計は高真空の質量分

析器にイオンを導入してその質量を測定するという構造か

ら，内部の汚染は避けられず，年に 1～ 2回のサービス

技術者による内部洗浄が必須である．また消耗品の部品も

高価なものが多く，スプレーチップの交換だけで数千円が

とび，カラムも安いもので 1万円，一般汎用品になると数

万円から 10万円を超えるものまである．また LCの 10方

バルブ，6方バルブも高価で最新の注意を払って取扱うが，

交換しなければならない時は必ず来る．さらに高いのが質

量分析計の部品であるイオン検出器，ターボポンプ，基盤

などであり，科研費などによる支払は不可能である．年間

保守契約を結ぶことが最も望ましいが，フルバージョンの

保守契約で 300万円を超える．消耗品の水，アセトニトリ

ルは高純度のものが必要であり，ガラス器具，プラスチッ

ク器具などの洗浄に洗剤は用いられない．とにかく質量分
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ンサーによる mRNAの定量的な解析の技術的成熟は，

proteogenomicsという新しいアプローチを生み出した．そ

の一里塚となった研究が 2014年に発表された Human 

Proteomeの draft mapである 7）,8）．プロテオームのマッピ

ングとは，ヒトの約 20,000の遺伝子がコードする少なく

とも 20,000種類の基本タンパク質がいつ，どこで，どれ

くらい発現しているかを示すこと，すなわち，ヒトタンパ

ク質の発現量の時間・空間的地図（アトラス）作りである．

プロテオームはきわめて動的で，年齢，環境，生理的条件，

薬物に対する反応，疾患過程などで大きく変化するもので

あり，完全なプロテオームのマッピングは困難なものであ

ることが予想されるが，実用可能なレベルになれば，ヒト

の生理学的過程と病態生理学的過程の分子的理解に格段の

深化をもたらすものになることは間違いない．2014年に

発表された 2つのヒトプロテオームの draft mapは，現在

利用可能な技術を用いて，これまで確認されていなかった

タンパク質を含む，20,000に迫る数のタンパク質を同定し，

そのおおよそのマッピングに成功したという点で画期的で

あり，今後の研究の指針になるものとして高く評価されて

いいと考える．

ヒトプロテオームのマッピングの波は HUPOにも押し

寄せ，あらたに Human Proteome Projectが 2010年頃から

動きだした．つまりプロテオミクスは当初の目的に向かっ

て新たな挑戦を開始したわけである．詳細はここでは触れ

ないが，最新の発表によればヒトのタンパク質をコードす

るおよそ 20,000の遺伝子のうち，85％の遺伝子がコード

するタンパク質の同定が完了し，2,949個の遺伝子がコー

ドするタンパク質（missing protein）の同定が残されてい

るそうである（https;//www.hupo.org）．

Missing proteinとは遺伝子解析からヒトに存在すること

が予測されるおよそ 20,000のタンパク質のうち，発現が

確認されていないタンパク質である．つまり，タンパク質

の検出に用いられる質量分析や免疫学的方法により検出で

きないタンパク質である．これらのタンパク質には，きわ

めて微量のため検出できないもの，分解速度が速く抽出過

程で濃度が低下するもの，ショットガン解析のために一般

的に用いられるタンパク質分解酵素により分解されないも

の，などが含まれる．また，発生の特定の時期にしか発現

しないタンパク質，ある特定の環境下でしか発現しないタ

ンパク質である可能性がある．しかし，技術的な進歩は著

しく，特定の配列をもつペプチドのみを標的にできる選択

的反応モニタリング（SRM）や，トップダウン分析など

により，多くの未確認タンパク質の発現が確認されており，

タンパク質をコードしているすべて遺伝子の産物が確認さ

れる日もそう遠くはないと思われる．

3　プロテオーム解析の目的：基礎科学的立場から

実際的な観点からすると，プロテオーム解析の目的は，

1）生理的あるいは病態生理的過程のタンパク質に視点を

おいた分子的理解，2）疾患バイオマーカーあるいは治療

ターゲット分子の発見，の二つにあるように思う．さら

にこれらの目的を達成するのに，hypothesis-drivenのアプ

ローチと，discovery-drivenのアプローチがある．プロテ

オームという用語は，若い生化学者であったMarc Willkins

が 1994年にイタリアのシエナで開催されたシンポジウ

ム「2D-electrophoresis: from protein maps to genomes」

で行った講演のなかで初めて使われた．その時の定義

は，“The complete set of proteins encoded by the genome of 

a given organism”であり，ゲノムに対応する総括的な概

念としてプロテオームの概念が定義されたことがわかる．

この定義は 1990年にアメリカ合衆国の主導で開始され

た Human Genome Projectの目的である“Determining the 

sequence of nucleotide base pairs that make up human DNA, 

and identifying and mapping all genes of the human genome 

from both a physical and a functional standpoint”を強く意識

したものであることは間違いないだろう．このような出発

をしたプロテオーム解析は，当然のことながら網羅的な解

析が基本的な手法となった．網羅的解析を通じて，仮説に

基づくのではなく発見を目指す方向に進路が定まったの

も理解できる．その結果，体液（血漿，尿），組織・器官

（脳，心臓，肝臓，腎臓など），糖タンパク質，抗体プロテ

オミクス，バイオインフォマティクスのプロジェクトが

Human Proteome Organization（HUPO）の Initiative とし

て開始された．これらのプロジェクトの目指すものは，国

際的な共同研究を通じて，方法論の検討，標準的解析法の

開発，データマイニング（バイオインフォマティクス）の

手法を開発し，discovery-drivenのアプローチによる疾患

バイオマーカー，治療ターゲット分子の発見，疾患の分子

的理解であった．

最初はプロテオミクスによる疾患バイオマーカーの発見，

治療ターゲット分子の発見は大きな期待がもたれ，研究者

も熱心にプロテオーム解析に取り組んだ．しかし，その後

の研究から当初の期待に沿うようなアウトプットはなかな

か出てこなかった．すべてを否定するわけではもちろんな

いが，砂丘がプロテオームであり，その砂のなかから砂金

を拾うようなアプローチに技術と戦略が追い付かなかった

ことが主な原因ではなかったかと思う．質量分析計による

解析は一度に数千のタンパク質の同定，定量を可能にする．

人々はそれに感嘆の声をあげるが，それだけでは砂金を見

つけることは難しかったのではないだろうか．

最近の質量分析計の著しい性能の向上は，かつての

限界を打ち破る可能性を示した．また次世代シークエ
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然ながら十分ではないが，当時としては，タンパク同定数

は多かったと認識している．この結果はすぐにデータベー

ス化して，共同研究を行っていた NEC基礎研究所の協力

により公開された（現在は後述の HKUPPデータベースの

統合されている）．

タンパク質の同定数が少ないことを解消するため，次

に行ったのが，正常糸球体タンパク質を 2次元（液相等

電点電気泳動と SDS-PAGE）で細分画し，それぞれの分画

を nanoflow LC-ion trap mass spectrometerで同定すること

だった 10）．この方法により 6,686種類のタンパク質（遺伝

子数で 2,966）が同定され，網羅的といってもよい糸球体

プロテオームのデータベースの構築が可能になり，一般に

公開されることになった（Fig. 3）（www.hkupp.org）．この

データベースから冗長性を排除し，高い信頼性で同定され

たタンパク質を対象にして，マウス糸球体プロテオームと

の比較，ヒト血漿プロテオームとの比較，さらにヒト尿プ

ロテオームとの比較など，さらに詳細な解析が行われ 11），

また Human Protein Atlasの免疫組織化学データベースと

の関連付けが加えられることにより，より充実したデータ

ベースとなっている．

4-2　臨床試料を用いた糸球体プロテオーム解析

手術標本，また腎疾患とくに慢性腎不全の病理組織診断

に用いられる腎生検試料から糸球体をとりだしプロテオー

ム解析を可能にするため，Laser micro-dissection（LMD）

を用いて組織切片から糸球体を切り出し，プロテオーム解

析を行う方法を検討してきた．病理組織診断は凍結試料を

用いる場合と固定試料を用いる場合があるが，特に後者の

試料は長期間保存が可能であり，プロテオーム解析が可能

になれば理想的なリソースとなり得る．我々は凍結試料あ

るいはホルマリン固定試料から作製した 10 μmの切片を

用いて，LMDにより糸球体を切り出し，その 50個におよ

そ 1–2 μgのタンパク質が含まれることを見出した．さら

に，糸球体切片から効率よくトリプシン消化ペプチドを調

製する方法（On site direct digestion, OSDD）を開発した．

OSDD法は，微量遠心管型の collecting tubeのキャップ裏

側の粘着性のある表面に 50個の糸球体切片を付着させた

状態で，上下を逆にし，トリプシンを含む溶液を切片上に

のせて，水平状態を保ったままキャップをしめ，そのまま

37°Cのエアーインキュベータ中で終夜静置することによ

りタンパク質を消化する方法である 12）．

これらの技術を用いて調製したペプチド試料を高精度，

高速，高感度質量分析計で解析することにより，凍結試料，

ホルマリン固定試料から切り出した 50個の糸球体切片か

らおよそ 1800のタンパク質が同定できる．実際にこの技

術を用いて糸球体硬化症の糸球体では硬化に抗原抗体反応

非依存性の補体活性化経路のうち alternative pathwayが関

4　糸球体プロテオーム解析

4-1　糸球体プロテオームデータベースの構築

糸球体は多くの腎疾患の主要な病変部であり，糸球体プ

ロテオームの生理学あるいは病態生理学的変化を知ること

は，これまでの研究とは異なるパラダイムで新たな知見を

提供でき，腎疾患の理解をさらに深め，画期的な診断法，

治療法の開発に貢献するという理念は最初からあった．し

かし，プロテオーム解析ができる体制が整うにつれて，ヒ

ト腎糸球体のプロテオームの解析法そのものを至適化する

ことが必要と考えて，正常糸球体のプロテオーム解析が

我々の研究の出発点になった．

正常糸球体のプロテオーム解析を通じて最初の目的とし

たのが，糸球体プロテオームのデータベースの構築と公開

である．当時はヒトの組織，体液（尿や血漿あるいは血

清）のプロテオームデータベースは利用できるものがほと

んどない状況であった．データベースの構築となるとでき

るだけ網羅的な解析が必要になるが，最初に取り組んだの

が大型のゲルを用いる 2次元電気泳動（2-DE）による分

離と検出されたスポットの質量分析計（MALDI-TOF mass 

spectrometer と nanoflow LC-ion trap mass spectrometer）

による同定だった（Fig. 2）．対象とした 4例の精製糸球

体標品を用いてそれぞれ 2回の 2-DEを行い，すべてのイ

メージから正常糸球体の 2-DE画像を合成した．その画像

で明確に分離されている 1,713個のスポットのうち，すべ

てのゲルに共通して存在する 1,559スポットを対象として

タンパク質の同定を行い，347スポット（タンパク質とし

て 212種類）を同定した 9）．同定されたスポットの数は当

Fig. 2 Two-dimensional gel electrophoresis images of normal 
human glomerulus

Histologically normal portions of cortexes of kidneys 
from patients who underwent surgical nephrectomy due 
to renal cell carcinoma were used to purify glomeruli. The 
purified glomeruli were separated on two-dimensional gel 
electrophoresis gel using 24 cm immobiline DryStrip of 
pH 3–10 in the first dimension, and stained with silver 
nitrate.
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出されていないことから，新規スリット膜構成因子を同定

することを目的として，高知大学の本家，小谷らによって

開発された EMARS法 15）を用いて，ネフリン近傍の微小

環境に存在するタンパク質を in situで蛍光色素により標

識し，蛍光色素に対する抗体で標識タンパク質を免疫沈降

により濃縮することにより，既知のスリット膜構成タンパ

ク質に加えて多くのタンパク質が同定されることを見出し

ている（Fig. 4）（投稿準備中）．

腎臓の血管内皮細胞の表面にある ABO血液型糖鎖をも

つタンパク質は ABO血液型不適合腎移植の際に抗体の標

的となるタンパク質であり，拒絶反応の原因となり得るが，

これまで網羅的な同定はなされていなかった．本学の泌

尿器科との共同研究で，ABO血液型不適合腎移植の際に

観察される，“Accommodation”と呼ばれる拒絶反応の抑

制現象を説明するための基礎研究として，A型糖鎖抗原に

特異的なレクチン・アフィニティー・クロマトグラフィー，

抗 A，B型糖鎖抗体を用いたイムノブロッティング，免疫

沈降を組み合わせて，ヒト腎臓で ABO血液型糖鎖抗原を

もつタンパク質の網羅的解析を行い，いくつかのタンパ

ク質の同定に成功している 16）．さらにこの研究に関連し

て，内皮細胞の細胞膜タンパク質の網羅的解析を目的とし

て，陽性荷電をもつコロイド・シリカ・ナノパーティクル

（CCSN）を臓器還流法によりラット腎臓血管内に導入し，

陰性荷電をもつ内皮細胞膜タンパク質と相互作用させ，細

胞膜を選択的に標識後，CCSN標識された細胞膜を密度勾

与していることを証明できた 12）．また，糸球体には血液

が大量に存在し，質量分析に干渉することが問題になるが，

凍結試料から調製した糸球体切片を PBSなどで洗浄する

ことにより，血液由来のタンパク質のほとんどを除去でき

ることが示されている 13）．

4-3　糸球体のサブプロテオーム解析と腎泌尿器系プロテ

オーム解析

糸球体上皮細胞は足突起と呼ばれる突起を細胞体から伸

ばし，糸球体基底膜を覆っている．足突起は一定の間隔で

隣接しているが隣接している足突起はそれぞれ異なる細胞

からでており，さらに足突起間にはスリット膜と呼ばれる

隔膜があり，タンパク質の漏出を防ぐ最終的な構造として

機能していると考えられている．このような糸球体上皮細

胞の特徴的な構造の維持には，細胞間，基底膜との間のシ

グナル伝達が重要な役割を果たしていると考えられてい

る．我々は，2次元電気泳動，抗チロシン抗体を用いたイ

ムノブロッティング，免疫沈降法を組み合わせて，糸球体

のチロシンリン酸化タンパク質の網羅的解析を行い，いく

つかの興味あるチロシンリン酸化タンパク質を見出してい

る 14）．

上述のスリット膜を構成するタンパク質としてネフリン，

NEPH-1，ポドシンなどが同定され，これらの欠損や機能

異常が蛋白尿を引き起こすことがわかっている．我々は強

い張力がかかるスリット膜を維持する細胞間接着因子が見

Fig. 3 Overview of human glomerulus proteome database of Human Kidney and Urine Proteome Project (HKUPP)
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が行われると予想されるが，すでに，感染菌の同定専用の

質量分析計やキットの開発，ソフトウェアの充実などが実

現している．また，質量分析計の普及はメーカーの競争を

刺激し，より安価な機器の開発や，より高度な機能をもつ

機器の開発につながるとも考えられる．

質量分析の技術は高度に専門的である状況はしばらく変

わらないと思われる．すでに医用マススペクトル学会で実

施しているが，学会や国，地方自治体が質量分析の専門職

を認定する制度を設けることは，質量分析を目指す後継者

のための教育環境の整備や質量分析を専門とする技術者の

増員に有用な施策になるかも知れない．
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I started my research on proteomics of the glomerulus of kidney almost 15 years ago when proteomics was at its 
initial stage and in a frenzy of anticipation. Through the research I have experienced a lot of frustration as well as 
pleasures in working with mass spectrometers. In this short review, I would like to summarize history and achieve-
ments of our research. This review, however, start with overview and perspective of proteomics field in the sight of 
a researcher deeply committed to proteomics for long years. It includes ambiguity of protein identification, tremen-
dous heterogeneity of proteome, brief history of proteomics and current challenge confronting proteomics. I then 
briefly summarize our research including recent works. Finally I would like to depict my personal view on prospects 
of proteomics.
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