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研究成果の概要（和文）：　アミロイド原性を有する分子の中で免疫グロブリン軽鎖並びにトランスサイレチンを焦点
に当て、解析を実施した。アミロイド組織標本として、心筋／肺組織／皮膚／直腸組織切片を作成し、賦活化／on-tis
sue酵素消化／IMS解析及びQITMSMS解析／データベース検索にてアミロイド症起因タンパク質分子を明らかにした。一
方、今回新たに乳癌患者の術中迅速病理診断標本から診断指標をなり得る数種のタンパク質分子を同定し組織免疫染色
等病理検査結果と比較した。乳癌の悪性度との関与を示すと考えられるタンパク質分子を４種類COLIA2、PPIA、H2A1A
、H4）同定することができた。

研究成果の概要（英文）：MALDI-imaging MS (IMS) with MSMS analysis is a new powerful tool for the 
identifications of not only disease-related proteins in formalin-fixed paraffin-embedded (FFPE) tissue 
section but also protein/peptides/drug/ medicine in fresh frozen tissues. This IMS used to reveal the 
mass profiles and spatial distribution of proteins in tissue sections and/or the digested peptides 
derived from the deposited protein in pathologic organs and then the MSMS analysis is identified the 
amino acid sequence of the detected proteins in the tissue section. Moreover, the on-tissue digestion 
combined with MALDI-IM-TOF-IMS approach allows a proteomics "bottom-up" strategy with clinical samples, 
especially perioperative isolated tissues and FFPE tissues conserved for a long time in clinical samples 
bank.

研究分野：検査診断学
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１．研究開始当初の背景 
 従来のプロテオーム手法による組織内沈

着タンパク質の解析は、FFPE病理標本よ

り標的タンパク質を高濃度尿素／塩酸グア

ニジン溶液等により可溶化・抽出操作等が

必須であり、同定した標的タンパク質の組

織内局在性に関する情報は得られないが、

本研究は、IMS法を用いた組織切片上での

直接、標的タンパク質の詳細構造解析並び

に組織内局在性の同定であり、アミロイド

原性タンパク質のような組織内沈着分子の

解析には適している。IMS法を用いた組織

内バイオマーカー検索は盛んに行われてい

るが、組織内アミロイド原性タンパク質解

析へ応用した報告例は、国内外共に少ない。 

 今回、IMS法による FFPE病理標本を用

いたアミロイド原性タンパク質の異常修飾

構造の同定およびアミロイド症診断と平行

して、我々が提唱している「アミロイド原

性獲得機序仮説」を FFPE標本解析により

立証し、チオール基の修飾異常と SSAをは

じめとする変性タンパク質沈殿症の発症機

序解明に繋げて行く。 
 
２．研究の目的 
 マトリックス支援レーザー脱離飛行時間

型質量分析イメージング（IMS）法によるホ

ルマリン固定パラフィン包埋（FFPE）病理

組織内の疾患関連マーカーの検出・同定とそ

の組織内局在性に関する応用研究が行われ

ている。今回、FFPE組織内に沈着するアミ

ロイド原性タンパク質を IMS法にて同定し、

その診断に寄与する。特に、トランスサイレ

チン（TTR）起因アミロイド症に注目し、ア

ミロイド斑を形成する TTR 修飾構造変化と

そのアミロイド原性獲得との関連性を検証

する。FFPE試料ではタンパク質は強固に重

合し、完全分子の直接検出は不可能であるが、

組織切片上で酵素消化し、得られた断片化ペ

プチド群を IMS／MSMS にて分子内異常修

飾構造を同定し、アミロイド症などの変性タ

ンパク質沈殿症の発症機序解明の糸口を掴

む。 
３．研究の方法 
 アミロイド原性を有する分子の中でイン

スリン、免疫グロブリン軽鎖、β2 ミクログ

ロブリン並びにトランスサイレチンを焦点

に当て、解析を実施した。アミロイド組織標

本として、心筋／肺組織／皮膚／直腸組織切

片を作成し、賦活化／on-tissue 酵素消化／

IMS 解析及び QITMSMS 解析／データベー

ス検索にてアミロイド症起因タンパク質分

子を明らかにした。一方、今回新たに乳癌患

者の術中迅速病理診断標本から診断指標を

なり得る数種のタンパク質分子を同定し組

織免疫染色等病理検査結果と比較した。乳癌

の悪性度との関与を示すと考えられるタン

パク質分子を４種類 COLIA2、PPIA、H2A1A、

H4）同定することができた。 

 病院病理部に依頼された FFPE 病理組織

切片を加熱処理にて賦活化し、on-tissue酵素

消化後、IMS（MSMS）解析／データベース

検索にてアミロイド原性タンパク質並びに

その異常修飾構造を同定する。同時に、断片

化ペプチドの局在性を可視化し、従来の病理

組織学的検索結果と比較する。更に、同定し

たアミロイド原性タンパク質分子内の特定

アミノ酸（Cys／Ser／Thr）のチオール（SH）

／水酸（OH）基を含む断片化ペプチドの修

飾構造情報を詳細解析し、in vitro 実験結果

より提唱した「アミロイド原性獲得反応」に

て生成する高反応性アクリルアミノ酸（デヒ

ドロアラニン等）の存在を立証し、我々の仮

説を立証する。また、in vivoアミロイド誘導

化組織切片を用いて同様に詳細構造解析し、

アミロイド原性獲得との相関性を検証する。 

４．研究成果 

 アミロイド原性を有する分子の中でイン

スリン、免疫グロブリン軽鎖、β2 ミクログ

ロブリン並びにトランスサイレチンを焦点

に当て、解析を実施した。アミロイド組織標

本として、心筋／肺組織／皮膚／直腸組織切



片を作成し、賦活化／on-tissue 酵素消化／

IMS 解析及び QITMSMS 解析／データベース検

索にてアミロイド症起因タンパク質分子を

明らかにした。一方、今回新たに乳癌患者の

術中迅速病理診断標本から診断指標をなり

得る数種のタンパク質分子を同定し組織免

疫染色等病理検査結果と比較した。乳癌の悪

性度との関与を示すと考えられるタンパク

質分子を４種類 COLIA2、PPIA、H2A1A、H4）

同定することができた。 
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