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研究成果の概要（和文）： 

慢性腎臓病の多くは腎糸球体から発症する。この慢性腎臓病は進行すると腎臓機能を失い、透
析や腎移植療法が必要になるため、注目されている。この疾患は病理学的検査で複数の疾患に
分類されるが、その病因と病態の分子機構は不明で、そのため、根治的な治療法も無い。 

本研究の目的はこの慢性腎臓病患者の腎生検組織の糸球体をプロテオーム解析する手法を開発
し、それを応用して、その患者さんの病気の病因や病態の分子機構を解明することである。 

第一に、正常ヒト腎糸球体のプロテオームを質量分析計と抗体を用いたプロテオミクスによる
解析が行われた。正常ヒト腎糸球体は腎癌のために摘出を余儀なくされた患者さんの腎臓から、
メッシュ法で単離した。約 3000 遺伝子由来のタンパク質が同定され、その結果はヒト腎臓糸
球体プロテオームデーターベースとして、ウェブ上でも公開（http://www.hkupp.org）されて
いる。 

次に、凍結およびフォルマリン固定―バラフィン包埋のヒト腎生検試料の糸球体のプロテオー
ム解析することを目指した。ヒト腎生検試料の切片から、レーザーマイクロダイセクション法
で切り出すことが可能な 50 枚の糸球体が解析試料となった。その切片から効率良く、有用な
タンパク質あるいはペプチド約 を抽出できる新しい手法（凍結試料に用いる Wash & 

Heat 法、 フォルマリン固定―バラフィン包埋試料に用いる On-site direct digestion method）
を開発した（マイクロプロテオミクス）。 

最後に、この手法を慢性腎臓病の腎生検試料のプロテオミクス解析に応用し、得られた結果を
バイオインフォマティクス解析し、慢性腎臓病の病因や病態に関連すると推定されるタンパク
質が選定された。今後、その検証が行われることにより、慢性腎臓病の根治的治療を可能とす
る薬剤の開発につながると期待された。 
 
研究成果の概要（英文）： 

Primary pathological lesion of chronic kidney disease (CKD) is the glomerulus. The CKD is paid 

a serious attention in medicine as a part of CKD patients will lose their kidney function in the 

future and need dialysis treatment or kidney transplantation. This disease is classified into 

several diseases by pathological examination, however, the pathogenesis and pathophysiology 

are almost unknown, which make it difficult to develop curative treatments for CKD.     

The current study was aimed to analyze glomerular tissue samples obtained by kidney biopsy 

from CKD patients to understand the pathogenesis and pathophysiology by bioinformatics.    

At first, comprehensive proteome of normal human glomerulus was examined by proteomics 

using mass spectrometers (MS) and antibodies to know normal human glomerulus proteome. 

The glomeruli were isolated by the sieving method from kidneys removed from patients with 

renal carcinomas. More than 3000- gene-derived proteins were identified in the glomerulus and 

the results are opened for public through a website as a Human Glomerulus Proteome Database 

(http://www.hkupp.org).   
Secondary, MS proteomics was applied to frozen or formalin-fixed paraffin-embedded (FFPE) 

kidney biopsy samples. Fifty glomerular sections were practically collectable by a laser micro 

dissection method from each kidney biopsy specimen and the amount of proteins or peptides 
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was approximately 1 g (microproteomics). New protocols and procedures (Wash & Heat 

method for frozen section, On-site direct digestion method for FFPE samples) have been 

developed to obtain peptides efficiently and effectively to analyze glomerular proteomes with a 

small amount of peptides.  

Thirdly, the new methods are applied for human CKD kidney biopsy samples and bioinformatics 

elucidated several key proteins and molecular pathways, which may be involved in pathogenesis 

and pathophysiology of CKD. 

In conclusion, the current study has achieved to develop the new protocols and procedures for 

proteomic analysis of small biopsy tissue samples. Further validation of the results will stimulate 

development of curative therapies by surveying drug candidates to interfere the pathways or 

remove the pathogens for CKD. 
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１．研究開始当初の背景 

 慢性腎臓病の多くは腎糸球体から発症し、
進行すると腎臓機能を失い、透析や腎移植療
法が必要になるため、注目されている。この
疾患は病理学的検査で複数の疾患に分類さ
れるが、その病因と病態の分子機構はほとん
ど不明で、そのため、根治的な治療法も無い。 

 

２．研究の目的 

 慢性腎臓病患者の腎生検組織の糸球体を
プロテオーム解析することにより、その糸球
体で起きている病態や病因となる分子を解
明する研究プラットフォームを構築し、それ
を応用して、慢性腎臓病の患者さんの病気の
病因や病態の分子機構を解明することであ
る。 

 

３．研究の方法 

 第一に、慢性腎臓病の糸球体プロテオーム
の特徴を知るためには、正常ヒト腎糸球体の
プロテオームを知る必要がある。そのため、
腎癌のために摘出を余儀なくされた患者さ
んの腎臓から、メッシュ法で正常糸球体を単
離し、質量分析計と抗体を用いたプロテオミ
クスによる解析が行われた。 
 次に、凍結およびフォルマリン固定―バラ
フィン包埋（FFPE）で保存されているヒト

腎生検試料の糸球体のプロテオーム解析す
ることを目指した。ヒト腎生検試料の切片か
ら、レーザーマイクロダイセクション法で切
り出すことが可能な 50枚の糸球体切片が解
析試料となった。その切片から効率良く、有
用なタンパク質あるいはペプチドを抽出す
る新しい手法の開発を目指した（マイクロプ
ロテオミクス）。 
 最後に、この手法で慢性腎臓病の腎生検試
料の糸球体プロテオミクス、得られた結果を
バイオインフォマティクス解析し、慢性腎臓
病の病因や病態に関連すると推定されるタ
ンパク質を選定した。 
 
４．研究成果 
 正常糸球体の質量分析計によるプロテオ
ーム解析で約 3000 遺伝子由来のタンパク質
が同定された。その結果は Human Protein 
Atlas グループとの共同研究により、抗体に
よるタンパク質の腎臓内局在情報を加えた
ヒト腎臓糸球体プロテオームデーターベー
ス と し て 、 論 文 、 ウ ェ ブ 上 で 公 開
（http://www.hkupp.org）した。 
 腎生検試料は凍結から得られた切片を洗
浄することで、併存する血漿あるいは血球成
分を除き、熱処理によりトリプシン消化効率
を上げる方法を確立した（Wash & Heat）。ま



た、フォルマリン固定―バラフィン包埋
（FFPE） 試料から、効率よく、良質なペプ
チドを回収する手法を確立した（On-site 
direct digestion method））。これらの手法
により、約 のペプチドを質量分析計で
解析し、1000 種類程度のタンパク質を同定す
ることが可能になった（マイクロプロテオミ
クス）。 
 この手法で慢性腎臓病のうち、膜性腎症と
IgA 腎症の腎生検試料の糸球体プロテオーム
解析を開始した。その結果、1例あたり約1000
～3000 種類のタンパク質が同定された。バイ
オインフォマティクスで正常ヒト糸球体プ
ロテオームと比較し、疾患に関連すると考え
られるタンパク質やパスウェイが推定され
た。 
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