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研究成果の概要（和文）：胆道閉鎖症の早期診断バイオマーカー探索研究に関する論文を発表できた［Watanabe
 E, et al. Correspondence Fujishiro J. Proteomes, 2020］。また、259症例の初回胎便を胎便プロテオーム
解析で分析し、在胎週数間での胎便タンパク質組成を明らかにしたことに加え胎便タンパク質を用いた在胎週数
予測モデルを作成することに成功した。本研究成果はNature Communicationsに論文投稿し現在リバイス対応中
である。

研究成果の概要（英文）：We have published a scientific paper on potential stool biomarkers for 
biliary atresia (Watanabe E, Kawashima Y, Suda W, Kakihra T, Takazawa S, Nakajima D, Nakamura R, 
Nishi A, Suzuki K, Ohara O, Fujishiro J. Discovery of Candidate Stool Biomarker Proteins for Biliary
 Atresia Using Proteome Analysis by Data-Independent Acquisition Mass Spectrometry. Proteomes, 8(4),
 36, 2020). Additionally, we conducted meconium proteome analysis on 259 newborn babies, revealing 
differences in meconium protein composition across gestational ages. Furthermore, we developed a 
gestational age prediction model based on specific meconium proteins. These findings have been 
submitted to Nature Communications as an original article and are currently undergoing revision.

研究分野：小児外科
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究によって、科学技術イノベーションとして非侵襲的に採取可能な便検体をプロテオーム解析で分析する医
療技術（便プロテオーム解析）が確立でき、胆道閉鎖症の早期診断バイオマーカー候補の同定や胎便タンパク質
を用いた在胎週数予測モデルの作成に至った。便プロテオーム解析技術は、胆道閉鎖症だけではなく周産期・小
児期から成人に至るまでの数多の消化器疾患への応用が十分に期待でき、非侵襲的に採取可能な便を用いた簡便
なスクリーニング医療技術の開発、消化器疾患の新規治療法と予防法の構築さらには病態解明に繋がる可能性を
十分に秘め、本研究の継続的な推進が将来的な社会貢献に発展する可能性が期待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
近年、科学技術の進歩による質量分析装置の改良に伴って、網羅的タンパク解析技術（プロテ
オーム解析）が急速に進歩してきている[Meier F, et al. (2018) Nat Methods. 15: 440-448]。
ヒト便中に存在する特定のタンパク質と炎症性腸疾患などの消化器疾患の発症や悪化の関連を
示唆する報告が幾つか存在するが、糞便を使ったプロテオーム解析の報告は少ない状況出会っ
た[Midtvedt T. et al. (2013) PLoS One. 8(6): e66074] [Vergnolle N. (2016) Gut. 65(7): 
1215-1224]。2016 年に初めてマウス糞便を使ったプロテオーム解析研究が報告され[Lichtman, 
J. S. et al. (2016) ISME J. 10(5): 1170-1181]、以降便中の宿主由来タンパク質をターゲッ
トにした大腸癌マーカーの探索などに関する研究報告が出され始めていた[Pinto E. et 
al.(2017) Microbiology. 163(2):161-174] [Ang, C. S.et al. (2017) Methods Enzymol. 
586:247-274]。 
これまでの 小児希少難病の研究は遺伝子解析が中心に行われ、一定の成果は出ているものの
病因が不明な疾患が今尚多いのが現状であった。また、小児の発達に関連した腸内細菌叢の推移
に関する報告はあったが[Planer, J. D. et al. (2016) Nature. 534(7606):263-266]、便プロ
テオーム解析を用いた研究報告はなく、小児の発達と便中タンパク質の関係に着目した研究は、
本研究が初めてとなる。 
 
２．研究の目的 
便研究として、これまでの腸内細菌叢に対する研究アプローチとは全く異なり、ヒト便中に存
在する宿主（ヒト・患児）由来タンパク質に注目して、小児外科疾患及び小児の希少疾患と難病
の病因解明と新しいバイオマーカーの探索さらには新規治療法の開発を目的とする。 
 
３．研究の方法 
本研究の第 1段階として、本邦健常小児の各年代別の便中タンパク・プロファイルの作成を行
う。研究代表者・藤代が、東京大学小児外科およびその関連施設の複数の小児外科 high volume 
center の協力のもとに、新生児の胎便に始まり思春期、成人期に至るまでの健常小児便を収集
する。収集した小児便は、かずさ DNA 研究所にて研究分担者川島が宿主由来タンパク質をプロテ
オーム解析で網羅的に解析する。健常小児便サンプルは、東京大学小児外科及びその関連施設で
診療する小児外科疾患のうち、鼠径ヘルニア、臍ヘルニア等の軽微な疾患に罹患したほぼ健常な
小児の自然排出便を使用する。 
本研究の第 2段階として、研究代表者が収集する未熟児や、壊死性腸炎、胆道閉鎖症、ヒルシ
ュスプルング病、ミルクアレルギー、短腸症候群やその他の希少疾患・難病を患った小児の便を
研究分担者川島がプロテオーム解析で分析する。得られた便中タンパク解析の結果は研究代表
者と研究協力者渡辺が分析し、研究の第一段階で独自に作成した健常小児の便中タンパク・プロ
ファイルとの比較により、これらの疾患の発症原因及び新規治療法の探索を行う。特に、壊死性
腸炎、胆道閉鎖症そしてミルクアレルギーは診断が非常に難しく、診断や治療の遅れが致命的な
結果につながることが、今尚、臨床現場では問題視されている。故に、これらの疾患のバイオマ
ーカーとなり得る便中タンパク質が発見できれば、便を用いた全く新しい非侵襲的なバイオマ
ーカーの提唱に繋がり、患児の予後の改善はもちろん、診断に苦慮する臨床現場の大きな力にな
ることが期待できる。 
本研究の第 3段階としては、研究代表者が収集した小児便サンプルを用いて、研究分担者川島
が細菌由来タンパク質をプロテオーム解析で網羅的に解析し、同時に研究分担者須田が次世代
シークエンサーを使ったヒト腸内細菌叢のメタゲノム解析を行い、両者の補完性を検討する。こ
れまで、メタゲノム解析は、細菌叢の機能特性や集団・被験者間の細菌種やその遺伝子組成の相
違などを定量的に解析することを可能にしてきたが、数十億塩基対におよぶ巨大情報を、特殊な
方法で統合することが必要であった[須田ら (2017) INTESTINE. 21(4): 287-292]。一方で、細
菌由来タンパク質の網羅的解析は、細菌の活動指標になりうるタンパク質自体を直接解析でき
るため、より精度の高い機能評価に繋がる可能性が高い。故に、既存のメタゲノム解析データと
プロテオーム解析による細菌由来タンパク質の解析データを比較・検討することで、microbiota
と便中に存在する数多のタンパク質を融合させた新たな研究分野が構築でき、将来的にも、新規
治療法の開発などの臨床応用が可能となる新学術分野の構築につながることが大いに期待され
る。 
 
４．研究成果 
本研究により、Data-independent acquisition massspectrometry（DIA）ベースの便プロテオ
ーム解析を開発し、科学技術イノベーションとして非侵襲的に採取可能な便検体をプロテオー
ム解析で分析する医療技術（便プロテオーム解析）が確立でき、順調に臨床研究を進めることが
できている状況にある。 
胆道閉鎖症（BA）の早期診断と早期治療を目指し非侵襲的に採取可能な便を利用して BA の早期



診断バイオマーカーの探索研究を継続している。本研究成果は 2020 年に国際誌に発表、2021 年
度は国内外の学会で多く発表し評価を得ている［Watanabe E, et al. Correspondence Fujishiro 
J. Proteomes, 2020］。本研究は、その後も継続して検体収集を行なっている。また、BA 葛西
術後の腸内環境に関する解析も進め現在論文執筆段階にある。 
胎便中に含まれるヒト由来タンパク質に着目して新生児期に発症する消化管疾患のバイオマー
カー探索および病因の解明を目的とした胎便研究に着手している。2019 年から 2021 年にかけて
の約 2 年間に東京大学医学部附属病院で 259 症例の初回胎便を収集しプロテオーム解析を行い
胎便中に存在する 5,370 種類のヒト由来タンパク質の検出に成功した。本研究では、詳細な臨床
データとともに統計学的手法を用いて多角的に解析を行った結果、在胎週数間での胎便タンパ
ク質組成（胎便タンパクプロファイル）を明らかにしたことに加えて、胎便タンパク質を用いた
在胎週数予測モデルを作成することに成功した。本研究成果は、2022 年、2023 年度の学会で発
表し、Nature Communications に論文を投稿し現在リバイス対応中の状況である。 
新生児期にストーマ造設を行った児に関して遠位側腸管へのストーマ排液注入（MFR: mucosal 
fistula refeeding）の効果についての研究を進めている。本研究成果は 2021 年度、2022 年度
の学会で発表し、現在論文投稿中である。 
筑波大学との共同研究において小児急性虫垂炎患児の唾液、便、虫垂内容液を採取し解析を行
った。本研究成果は、2021 年度、2022 年度の学会で発表し既に国際誌へ掲載された［Aiyoshi T, 
Kakihara T, et al. J Microbiol Immunol Infect, 2023］。 
便プロテオーム解析技術は、胆道閉鎖症だけではなく、周産期・小児期から成人に至るまでの
数多の消化器疾患への応用が十分に期待でき、非侵襲的に採取可能な便を用いた簡便なスクリ
ーニング医療技術の開発、新規治療法と予防法の構築、さらには病態解明に繋がる可能性を十分
に秘められており、本研究の継続的な推進が、将来的な社会貢献に発展する可能性が期待される。 
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便プロテオーム解析を用いた小腸瘻排液のタンパク質成分に関する研究

Discovery of candidate stool biomarker proteins for biliary atresia using deep proteome analysis by data-independent
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Investigation of microbiome composition in pediatric acute appendicitis

Investigation of host-derived proteins in gastrointestinal fluid of infants with DIA-MS-based proteomic analysis

Urinary proteome analysis for ureteropelvic junction obstruction by data-independent acquisition mass spectrometry

便を用いた網羅的タンパク解析技術・プロテオーム解析を利用した胆道閉鎖症研究（続報）

Tomo Kakihara, Eiichiro Watanabe.
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網羅的タンパク質解析技術を用いた胎便タンパク質解析研究

プロテオーム解析を応用した腸内細菌叢の新知見 便プロテオーム解析を用いた臨床への挑戦

便プロテオーム解析を用いた葛西術後の消化管機能に関する研究
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Exploratory research for neonatal GI diseases using meconium proteome analysis

便プロテオーム解析を用いた短腸症候群患児特異的ヒト由来タンパク質の探索
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