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研究成果の概要（和文）：血液は体内のあらゆる情報を含んでいる。しかし、血清・血漿中のタンパク質分析は
組織、臓器に比べて非常に難しく、まだまだ満足な分析が出来ているとは言い難い。本研究ではまず第一に、血
漿タンパク質を詳細に分析するための前処理方法を開発し、安定同位体標識試薬、質量分析計と組み合わせた血
漿タンパク質の高精度比較分析法を開発した。次にこの方法をストレス関連障害モデルマウスの血漿分析に応用
し、ストレス関連障害と相関するタンパク質の検出に成功した。また、脳組織（海馬、視床下部）に対しても同
様に詳細なプロテオーム変動を解析し、不安様行動に相関するタンパク質の同定に成功した。

研究成果の概要（英文）：Human plasma is by far the most commonly sampled diagnostic biospecimen and 
a potentially informative resource of extreme importance for characterizing proteomes. However, the 
existence of high-abundance proteins and the large heterogeneity of protein modification and 
fragmentation make precise analysis of proteins challenging. In this study, we developed the novel 
pretreatment method of plasma, which we call PF method, for preseparating plasma proteins. Based on 
this method, we achieved high-quality comparative analysis of plasma proteins and accurately 
detected alteration of plasma proteome profiling correlating with stress-related disorder. 

研究分野：プロテオミクス
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１．研究開始当初の背景 
 血液は全身を巡り、細胞に不可欠な分子を
輸送し、代謝の副産物を回収する。このため、
体内のあらゆる情報を含んでいると言って
も過言ではない。しかし、血清・血漿中のタ
ンパク質分析は組織、臓器に比べて以下の点
において非常に難しく、質量分析技術の進歩
した現在においても満足な分析が出来てい
るとは言い難い。 
【血清・血漿中のタンパク質分析の困難さ】 
１．血清・血漿中には濃度 60～80mg/mL のア
ルブミン(Alb)、数 10mg/mL の IgG をはじ
めとした約 20 種類の高濃度タンパク質
(濃度数 mg/mL 以上)が総タンパク量の 
99% を占めている。 
２．これに加えて、組織由来成分、インター
ロイキンなどの濃度は非常に小さく（数
µg/mL～数 pg/mL）、血清・血漿中のタンパ
ク質の濃度範囲は1010～1011と非常に幅広
い（細胞は 105程度）。 
３．血中タンパク質は血液中に存在する期間
（例えば血清アルブミンで 20 日前後とい
われている）の間に多様な切断と修飾を受
けており、個々のタンパク質に由来する成
分が非常に多様な状態で存在している。 
４．体中の情報を反映しているため、特にヒ
ト血液においては、非常に大きな個人差が
存在している。 
 以上の理由より、ストレス関連障害にとも
なう脳内の変動を血液中のタンパク質で検
出するためには、血液試料を詳細かつ正確に
比較分析するための前処理方法と質量分析
技術を組み合わせた高精度な比較分析技術
が必要不可欠である。 
  
２．研究の目的 
 本研究では、(1)血漿タンパク質の変動を
詳細に、かつ、高精度に比較するための方法
を確立し、(2)ストレス関連障害という脳疾
患において変動する血中タンパク質を探索
する。これと同時に、(3)脳組織中のタンパ
ク質についても行動異常に相関するタンパ
ク質を解析することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1)血漿タンパク質の比較分析 
 血漿タンパク質の詳細な比較分析はい、①
独自の血漿タンパク質の前処理方法、②安定
胴体標識法、③高精度液体クロマトグラフィ
ー質量分析計（LC-MS）を組み合わせて行っ
た。 
①血漿タンパク質の前処理方法 
 本研究では、市販の高濃度タンパク質除去
カラム Ms-3（アジレント・テクノロジー，
CA, USA）と独自に開発した血清・血漿タン
パク質分画物（PF 法：plasma fraction 
method）（特願 2015－018394）とを組み合わ
せた方法を確立し、血漿タンパク質を 3分画
（PF1, PF2, PF3）した。 
②安定同位体標識試薬 

 市販されている安定同位体標識試薬
Tandem Mass Tag (TMT, Thermofisher 
Scientific, MA, USA）を 6 種類の試料中の
タンパク質に標識し（TMT-6plex 使用）、混合
後に LC-MS/MS 分析を行った 1)。血漿、脳組織
ともに6匹以上の比較分析が必要であったた
め、6種類の試料を 1セットとして TMT-6plex
で比較分析した。セット間で共通の試料を 1
種類準備し、その試料を標準試料としてセッ
ト間の質量分析データを補正して、全試料の
比較解析を行った。 
③ LC-MS/MS 分析 
 LC-MS 用のナノ流速用の LC は、Easy-nLC 
1000（ThermoFisher Scientific）を用いた。
質量分析計は、四重極・フーリエ変換ハイブ
リ ッ ド 質 量 分 析 計  Q-Exactive
（ThermoFisher Scientirif）を使用した。
nanoLC 用のトラップカラムは AcclaimTM 3 
µm PepMap100, 2 cm × 75 µm I.D 
(ThermoFisher Scientific) を用い、分析カ
ラムは nanoHPLC Capillary C18 analytical 
column, 120 mm × 75 µm I.D (日京テクノ
ス、東京、日本) を使用した。移動相の溶媒
は A 液として 0.1 % FA / 99.9 % H2O、B 液
として 90 % ACN / 0.1 % FA / 9.9 % H2O を
用いた。移動相の流速は 300 nL/min とし、
120 分のグラジエントプログラムでデータ依
存的 MS/MS 分析を行った。 
 
(2) 脳組織（海馬、視床下部）中のタンパク
質の網羅的比較解析 
 まず初めにリン酸バッファー（1M KCL, プ
ロテアーゼインヒビターを含む）を用いてホ
モジナイズし、超音波破砕機にて可溶性タン
パク質を抽出した。その後、不溶性成分に対
して、膜タンパク質のショットガンプロテオ
ミクス用に開発された相関移動溶解法（PTS
法， Masuda, T. et al. J Proteome Res 
7:731-40,2008）を用いて溶解した。量分画
に対して、還元アルキル化後に酵素消化を行
った。その後、血漿タンパク質分析と同様に
TMT-6plex を標識し、比較分析を行った。 
 
(3) 不安障害モデルマウス 
①うつ様症状を示す慢性ストレス負荷マウ
ス 
 強制水泳と 3 種類の慢性マイルドストレ
スを負荷してうつ様症状を示すモデルマウ
スを作製した。強制水泳試験における無動時
間をうつ様状態の指標とした。 
②不安障害を示すピロカルピンマウス  
 非選択的ムスカリン受容体刺激薬ピロカ
ルピンをマウスの腹空内に投与し、てんかん
重積を引き起こし、1 時間後にフェノバール
を投与しててんかん重責を抑えることによ
り、一過的に不安様行動を示すマウスを作製
した。本実験では、てんかん重責から 4 日、
16 日、28 日後のマウスを対象とし、オープ



ンフィールドテストによる移動距離と明所
存在比率を測定した。 
 
４．研究成果 
(1) 血漿タンパク質の詳細な比較分析医法
の開発 
 図１に血漿プロ
テオーム解析の流
れを示す。本研究
では、微量成分を
分析するためにマ
ウス用の高濃度３
タンパク質除去カ
ラムと独自に開発
したタンパク質分
画法（PF1～PF3）
を用いて調製した
成分を対象に分析
した。その結果、
血漿中の約 500 種
類を高精度(精度
10%以内)に比較分
析することが可能
となった。不安様
行動に相関するタンパク質の探索に成功し
た（図２）。 

 
(2)ストレス障害モデルマウスの脳組織中の
タンパク質の比較解析 
① 不安障害を示すピロカルピン投与マウス
の海馬の解析 
 ピロカルピン投与後とそのコントロール
マウス計 11 匹のマウスの海馬について、可
溶性タンパク質分画と難溶性タンパク質分

画（図 3）をそれぞれトリプシン消化して 2
セットのTMT-6plexで標識後にイオン交換カ
ラムで再分画し LC-MS 分析を行った。その結
果、神経関連タンパク、ミエリン関連タンパ
ク質を含む約 3500 タンパク質に対して高精
度な比較分析に成功した。この結果をもとに
不安様行動（移動距離の増大と暗所存在比率
の低減）と相関して変動するタンパク質の同
定に成功した。その結果をもとに、DAVID 
bioinformatics Database (https://david. 
ncifcrf.gov/) を用いてPathway解析を行っ
た結果、Calcium signaling pathwasy（図 4）, 
Huntingtons disease, long-term 
potentiation に相関することが分かった。 

 
② ストレス誘発うつ様モデルマウスの視床
下部の解析 
 視床下部についてアガロース2次元電気泳
動法を用いたプロテオーム解析を行い、うつ
様モデルマウスで発現量が減少し、KS の投与
によって回復するタンパク質として
metabotropic glutamate receptor 2 と 2’,3’
-cyclic nucleotide 3’-phosphodiesterase 
1 (CNPase1)を見出した。これらの結果はウ
ェスタンブロッティング(WB)及び免疫組織
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図１．血清・血漿タンパク質
の分析法 
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図２．ピロカルピン投与マウスの血中タンパク質

の変動。図中の①～⑫はマウスの個体番号を

示す。  
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図 3．海馬の試料調製の流れ 

 
図 4．海馬のプロテオーム変動に相関するネットワ
ーク（Calsium signaling pathwasy）.赤丸で示したタ
ンパク質が今回の分析で変動を示したタンパク質 



染色でも確認され、WB では CNPase1 の
isoform である CNPase2 が CNPase1 と逆の挙
動を示すことが明らかになった 2)。さらに、2
次元電気泳動法では同定困難な微量タンパ
ク質を検出するため、視床下部について
TMT-6plex を用いたプロテオーム解析を行っ
たところ、うつ様モデルで発現量が変化する
ペプチドが 784 種見出され、そのうち漢方薬
香蘇散投与により回復するペプチドが235種
検出された。そして、131 種のペプチドが無
動時間と相関することが明らかとなった。こ
れ ら の ペ プ チ ド か ら
synaptosomal-associated protein 25 や
myelin-associated glycoprotein など 56 種
のタンパク質が同定された。 
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