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研究成果の概要（和文）： 

本研究では定量プロテオミクスの手法を用い間質性肺炎合併皮膚筋炎の治療前後により変動す

る血清蛋白を同定した。治療により CRP,C3 などの炎症性蛋白が減少し、レチノール結合蛋白な

どの抗炎症性蛋白が増加した。さらに炎症とは直接関連がない Vitronectin や X が変化するこ

とがわかり、疾患との関連性が示唆された。 

 

研究成果の概要（英文）： 

This paper showed the change in the serum proteins by treatment of dermatomyositis 

associated with interstitial pneumonia using proteomics-based quantitative analysis. 

Inflammatory proteins as CRP and C3 were increased, and anti-inflammatory proteins as 

retinol-binding protein were increased. Moreover, the expression of vitronectin and X 

was altered, and may be related with the disease activity or the pathogenesis. 
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１．研究開始当初の背景 

（１）慢性進行型間質性肺炎合併皮膚筋炎

（DM-CIP）はステロイド治療に対して反応性

がよく予後も良好である。一方、急性／亜急

性 進 行 型 間 質 性 肺 炎 合 併 皮 膚 筋 炎

（DM-A/SIP）はしばしば治療抵抗性で、ステ

ロイド、サイクロスポリン、シクロフォスフ

ァミドなどの免疫抑制剤の 2剤あるいは 3剤

併用療法が試みられている（Tanaka F, 

Intern Med 2000; Nawata N, J Rheumatol 

1999; Takano Y, Modern Rheumatol 2002）。

近年これらの併用療法により DM-A/SIP の治
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療成績は向上しているが、生存率は未だ 40

～70%にとどまる。申請者らは、これまでに

早期から免疫抑制剤の併用療法を積極的に

導入し、治療効果が不十分な時には他の免疫

抑制剤を追加することが予後と呼吸機能の

改善に重要であることを報告した（Kotani T, 

J Rheumatol, 2008）。DM-A/SIP は疾患の進行

が早く、その治療においては診断・病勢把握

を迅速に評価できる有用なバイオマーカー

が必要である。 

 

（２）バイオマーカー探索において、近年二

次元電気泳動、高速液体クロマトグラフィー、

質量分析などを組み合わせたプロテオミク

スを用いた手法が注目されている。この手法

は高感度で血清などの生体試料中の微量タ

ンパク質を網羅的に同定・解析するのに有用

である。申請者および共同研究者らの研究室

では、これまでに全身性エリテマトーデス・

関節リウマチなどの自己免疫疾患患者や肺

癌・消化器癌などの患者にみられるバイオマ

ーカー探索をプロテオミクスの手法により

精 製 ・ 同 定 し て き た  (Takeuchi T, J 

Chromatogr B 2007; Nakanishi T, J 

Chromatogr B 2006; Tabushi Y, Ann Clin 

Biochem, 2008)。 

 

２．研究の目的 

本研究では、近年確立された蛋白質・ペプチ

ドを高感度に同定できるプロテオミクスの

手法を用い、DM-A/SIP 患者の血清から早期診

断や病勢把握を評価できる新たなバイオマ

ーカーを見出すことを目的とする。 

 

３．研究の方法 

（１）DM-IP 患者を対象として、治療の前後、

他の自己免疫疾患患者および健常者とを比

較検討する。臨床データとしては、疾患名、

発症年齢、合併症、臓器病変、疾患活動性、

検査所見（CK,LD,KL-6、血液ガス）、呼吸機

能、自己抗体の有無などを診療録より得る。

IP の評価は高分解能Ｘ線ＣＴ（ＨＲＣＴ）に

て行い、非特異性間質性肺炎（NSIP）、急性

間質性肺炎（DAD）、特発性器質化肺炎（COP）、

剥離性間質性肺炎（DIP）、呼吸細気管支炎を

伴う間質性肺疾患（RB-ILD）、リンパ球性間

質性肺炎（LIP）に分類する。 

 

（２）血清検体は、研究内容を説明し同意を

得られた後に採取し、Multiple Affinity 

Removal Column（Agilent Technologies）に

てアプライし、主要蛋白を除去してプロテオ

ミクス解析に用いる。検体は 25μg/125μ

L(7cm ゲルの場合)または 100μg/100μL

（18cm ゲルの場合）になるように膨潤バッフ

ァーに溶かし二次元電気泳動する。泳動後、

タンパク染色し解析する。タンパク発現量に

差があるスポットをゲルより切り出す。切り

出したゲルを洗浄し還元・アルキル化した後、

ゲル内でトリプシン消化しペプチドの抽出

し質量分析(MS)を行い、 peptide mass 

finger print 法, 

或いは de novo sequence 法で蛋白を同定す

る。 

 

（３）比較する２検体（例：治療前と治療後、

患者と健常者）を用い、安定同位体 13C６個で

標識された 2-nitrobenzenesulfenyl 

chloride(NBS) 試薬と非標識の NBS試薬によ

りタンパク質のトリプトファン残基を標識

する。これを混ぜ合わせ還元・アルキル化し

トリプシン消化した後、質量分析計（MS）で

ピーク強度の差をタンパク質量の差として

定量する。 

 

（４）タンパク量に差のある血清タンパク質

について、疾患および病態、特に間質性肺炎

との関連性について検討する。診療録より得

られた臨床データとの関連性を統計的に解

析する。 

 

４．研究成果 

（１）治療前後の DM-A/SIP 患者血清検体お

よび他の自己免疫疾患患者・健常者血清検体

を用い、治療による血清蛋白の変動を二次元

電気泳動で確認した結果、50 個程度のスポッ

トにおいて蛋白量が増加あるいは減少して

いた。CRP やα１ミクログロブリンなど炎症

性蛋白が増加し、抗炎症性蛋白が減少したが、

未同定の蛋白も残った。 

治療後の血清プロファイルは、健常者血清の

プロファイルと類似していたが、スポットの



 

 

異なるものが 4個認めたが、タンパク量が少

ないため同定ができなかった。また、治療前

の血清プロファイルと全身性エリテマトー

デス患者および関節リウマチ患者血清のプ

ロファイルは類似したが、強皮症と Sjogren

症候群とは異なっていた。 

 

 

（２）安定同位体を用いた定量プロテオミク

ス法により、治療により量的および質的変動

する血清タンパク質の同定を行った。安定同

位体 13C６個で標識された NBS 試薬を用いる

ことで治療により変化する同じペプチドを

質量差６のピークとして変化をとらえるこ

とができる。その結果、二次元電気泳動法を

用いた方法と同様に炎症蛋白・抗炎症性蛋白

を同定できた（図１）が、アルブミンなどの

多量の蛋白が解析の障害となった。 

そこでアルブミンおよび IgGを除去できる異

なるカラムを追加・処理して解析した。その

結果、新規に Vitronectin（図２）や X など

の蛋白を同定した。これらは IP の重症度と

関連する傾向があったが、組織型との関連は

なかった。 

血清タンパクなどのプロファイル解析にお

いて、主要タンパク除去のために抗体カラム

による除去が行われているが、用いるからむ

によって抗体の結合力や認識するエピート

ープの違いがあり、完全に除去できないこと

も多い。今回、2 つの除去カラムを用いるこ

とで目的タンパクをより純化した形で解析

することができた。しかし、手順の複雑さや

操作によるロスも大きく課題が残った。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

図１．13C 標識 NBS 試薬を用いた定量プロテオ

ミクス法を用いた DM-IP患者血清蛋白の治療

前後の変化．治療前（12C 標識）と治療後（13C

標識）の intensity に差があるペプチドピー

クが 20 前後認めた。 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 

図２．ピーク 1805.766 の MS/MS 解析。de novo 

sequence法によりvitronectinと同定できた。 

これらの蛋白について ELISAなどの従来法で

定量を確認し、疾患活動性指標として役立つ

ことが明らかにしているところである。 
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