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研究成果の概要（和文）：研究代表者らは、免疫沈降（IP；ImmunoPrecipitation）と質量分析（MS；Mass Spectromet
ry）との組み合わせ（いわゆるImmuno-MS）が従来の臨床検査にアドオンする形で手堅く構築できworkすること、そし
てその実用例として、これにより血清ApoEのほぼ全長がリシーケンス可能であり、従来のジェノタイピングと同等の情
報が得られるDNA‐freeなセロタイピングに応用できることを示した。これらにより臨床検査のImmuno-MSへの発展性と
Immuno-MSの将来性を示唆することが出来た。

研究成果の概要（英文）：Motoi Nishimura and colleagues combined mass spectrometry and immunoprecipitation 
(so-called Immuno-MS) using widely-used clinical test immunoassay reagents. As an example, we have shown 
successful ApoE serotyping using Immuno-MS.
ApoE serotyping is based on the correlation between ApoE genotype and isoform; it is therefore possible 
to determine the genotype from the blood ApoE isoform combination. Serotyping ApoE using mass 
spectrometry promises highly accurate results while requiring minimal amounts of blood and reagents, 
resulting in lower costs, which suggest that proteomic-based ApoE serotyping may eventually become a 
routine clinical laboratory test.

研究分野： 検査病態学
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１．研究開始当初の背景 
 研究代表者の所属する研究室は抗p53抗体
の癌マーカーとしての実用化 (Cancer. 
2003;97(3):682-9. 製 造 販 売 承 認 番 号 ：
21900AMZ00069000)・新規骨吸収マーカー
TRAP5b （ Clin Chim Acta. 2007 
Feb;376(1-2):205-12. 製 造 販 売 承 認 番
号:22000AMX00076000）実用化に見られる
ように、疾患マーカーの探索と評価・実用化
に携わってきた。特に近年においては、
SELDI-TOF/MS（プロテインチップシステ
ム）によるアルコール性肝障害マーカーの同
定(Proteomics.2004;4(4):1187-94.)・新しい
膵 癌 マ ー カ ー の 発 見
(Oncogene.208;27(20):2810-22.) や
2D-DIGE による食道癌と正常組織を鑑別で
き る タ ン パ ク 質 の 発 見 の 成 功
(Proteomics.2006;6(3):1011-8.)・肝癌と正常
組織を鑑別できるタンパク質の発見の成功
(Hepatology.2008;48(2):519-30)に見られる
ように、プロテオーム解析技術・機器の整備
に努めてきており、 2 次元電気泳動・
2D-DIGE(2-Dimensional Fluorescence 
Difference Gel Electrophoresis)といったゲ
ルベースのディファレンシャル解析から
SELDI-TOF/MS, MALDI-TOF, Orbitrap, 
TSQ Vantage といった質量分析計まで利用
できる環境にある。 
 マーカー探索の対象疾患としては当時、研
究室を主宰していた野村文夫教授が肝臓学
を専門分野とし千葉大学消化器内科の外来
担当医を兼任していることもあり、C 型肝
炎・肝硬変、NAFLD(非アルコール性脂肪
肝；non-alcoholic fatty liver disease）･
NASH （ 非 ア ル コ ー ル 性 脂 肪 肝 炎 ；
non-alcoholic steatohepatitis）を含む肝疾患、
そして肝癌を含む消化器癌におけるバイオ
マーカー探索をメイン・テーマの一つとして
きた。研究代表者（西村）は臨床検査専門医
であり血中バイオマーカー探索にかねてよ
り注力しており、2011 年に C 型肝炎・肝硬
変 に おける 血 中中性 脂 肪成分 の 構 成
(VLDL-TG 比)変化の早期検出（PLoS One. 
2011 Feb 25;6(2):e17309.）、新規血中胃癌マ
ー カ ー の 検 索 （ J Gastroenterol. 2011 
May;46(5):577-85）、さらにMastermind-like
タンパク質の生体機能（ Development 
12/2011; 138(23):5235-46）といった英文論
文の発表を主著者または共著者として行っ
ている。 
  
２．研究の目的 
 研究代表者は前掲の「C 型肝炎・肝硬変に
おける血中中性脂肪成分の構成(VLDL-TG
比)変化の早期検出」研究において、インフォ
マティクスの活用によって血中成分の検査
値と疾患に特異的な病態との関連性をコン
ピューターの助けを借りつつ検出する事の
重要性に改めて気付かされた。この研究では
各中性脂肪成分の存在量よりも構成比の方

が疾患の早期の段階で変動を示すことを報
告しているが、構成比により注目すべきとい
うことを研究代表者に最初に示唆したのは
コンピューターであった。この経験を生かし、
コンピューターとインフォマティクスの助
けを借り、疾患マーカーたりうる蓋然性のよ
り高いペプチド断片の選出を容易にするパ
イプラインを構築し、これにより特定の疾患
に囚われず臨床的な有用性を持つと想定さ
れる新規疾患マーカーを探索・同定し、臨床
検体を用いた検証・確立を行う事を着想した。 
 
３．研究の方法 
 背景に述べたように研究代表者の所属す
る研究室では質量分析計が整備されている
ため、これを用いた疾患マーカーの計測を基
幹 的 な 方 法 と し て い る 。 い わ ゆ る
bio-fluid(血液、尿、汗)といったものは数
百～数千種類に及ぶたんぱく質の複合体と
言ってよく、これはペプチド断片が一つのタ
ンパク質から多数生成されうることを考え
ると、その中からマーカー候補のペプチド断
片を都合よく検出するには相当の工夫を要
した。質量分析計による計測まで持ち込む前
処理にはさまざまな方法があるが、あまりに
複雑・再現性の悪い方法では当該マーカーの
検証や確立まで視野に入れる事は困難であ
る。したがって研究代表者らは、従来、臨床
検査で汎用されていて性能評価が確立して
いる抗体試薬を活用することを着想した。こ
れらはbio-fluidに対しても選択性をもって
計測対象物質を測定できることに高い再現
性が保証されているためである。このような
抗体試薬と質量分析の組み合わせ（いわゆる
Immuno-MS）を研究の方法として採用し、そ
の確立に取り組んだ。 
 
４．研究成果 
研究代表者らは、平成 24～26 年度の文科省
科学研究費助成により汎 Apolipoprotein 
E(ApoE) 抗 体 に よ る 免 疫 沈 降 （ IP ；
ImmunoPrecipitation） 
と質量分析（MS；Mass Spectrometry）との
組み合わせ（いわゆるImmuno-MS）で血清ApoE
のほぼ全長がリシーケンス可能であり、 
従来のジェノタイピングと同等の情報が得
られるDNA‐freeなセロタイピングに応用で
きることを示した（PLoS One. 2014 Jan 
14;9(1）:e85356)。 
ここで行っている IP は、保険収載もされて
いる ApoE 定量検査に用いられている国内企
業製の臨床検査試薬を、バッファーな 
ど関連試薬も含めそのまま転用したもので
ある。つまり臨床検査試薬に質量分析を検出
系として組み合わせ、Immuno-MS とすること
で単に血中 ApoE 定量を行うイムノアッセイ
であった試薬にアイソフォーム・タイピング
を行う機能を付加できた。ApoEには E2,E3,E4
の３つのアイソフォーム・タンパク質が存在
するが、ApoE2 は III 型家族性脂質異常症の



原因と目され、また ApoE4 はアルツハイマー
型認知症の強力なリスクファクターと認識
されている。よって、アイソフォーム・タイ
ピングを行う機能を付加することは ApoE 定
量イムノアッセイに、従来のジェノタイピン
グと同等の情報が得られる DNA‐free な、こ
れら疾患の遺伝学的な診断を行う能力を付
加することとなった（Expert Rev Proteomics. 
2014 Aug;11(4):405-7）。「血中タンパク質・
ペプチドリストよりの疾患マーカー探索」と
して ApoE という実例を用いて、マーカーの
質量分析により得られる情報の多様な事を
示すことが出来た。 
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