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研究成果の概要（和文）：IgA 腎症と膜性腎症は免疫複合体の形成などに深く関わっていると考

えられているが、その抗原についてはまだ不明な点が多い状況である。本研究は IgA腎症・膜

性腎症の症例の 10μm厚さの切片を特別な前処理を行った後、レーザーマイクロダイセックシ

ョン（LMD）を用いて、切片から糸球体を切り出した。当研究室で開発した On-site プロテオミ

クス法で解析し、バイオインフォマテクス解析や疾患パスウェ解析に介して、正常糸球体検体

と発現差異のあるタンパク質群は IgA・膜性腎症の発生機序への関わりを探求することを試み

した。 

 
研究成果の概要（英文）：Formation of immune complexes were recognized as key rule 

involved with IgA nephropathy and membranous nephropathy deeply, but it is still unclear 

in many cases of antigen of these diseases. In this study, 10 µm thickness sections of kidney 

biopsy samples were pretreated, and glomeruli were dissected by using laser micro 

dissection (LMD). Peptides were extracted from collected glomeruli followed by On-Site 

proteomics method followed LC-MS/MS analysis. Proteins with significant changes 

between the IgA・membranous nephropathy and normal glomerulus were analyzed by 

bioinformatics tool and pathway analysis of diseases to be explored their pathogenesis of 

IgA・membranous nephropathy  
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１．研究開始当初の背景 
  IgA 腎症と膜性腎症は、いずれも免疫複
合体が糸球体に沈着して発症してくる疾患

である。その発症機序に関して多くの研究が
なされ、いくつかの仮説が提示されているが、
免疫複合体に含まれるはずの抗原について
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は、不明な点が多い。その抗原はヒト組織由
来タンパク質のみならず、外部のタンパク質
であることも考えられる。このような抗原物
質を同定することは、IgA 腎症・膜性腎症の
治療や予後の確定に重要な情報を与えるこ
とになり、網羅的に抗原物質を同定すること
によって IgA腎症・膜性腎症の発生機序の解
明に結びつくと考えている。我々は微量なヒ
ト組織試料のプロテオミクス研究における
実験者由来するケラチンをはじめ汚染物質
の影響を最小限に出来る方法を開発し、更に
上記の IgA腎症・膜性腎症のフォルマリン固
定パラフィン封埋（FFPE）生検試料からペプ
チドを抽出することに試みした。質量分析計
にて十分測定出来る量のペプチド試料が用
意できるになった。この方法を用いて、IgA
腎症と膜性腎症の腎生検試料からタンパク
質情報をより多く取得するうえ、差異のある
ペプチドを絞り出すことが可能であった。抗
原候補は、病的組織に、正常組織の MS デー
タに存在しない或いはあるタンパク質と質
または量のうえで異なって存在しているこ
とを考えれば、上記の方法が IgA腎症と膜性
腎症に関わる原因抗原物質の確定には有利
な方法であることは明らかであった。 
 
２．研究の目的 
  IgA 腎症と膜性腎症の発症には免疫複合
体の形成が深く関わっているが、その抗原に
ついては未だ不明な点が多い。本研究は IgA
腎症と膜性腎症の原因抗原候補を同定し、発
症機序を明らかにすることを目的とした。当
研究室では、 IgA腎症と膜性腎症の病的組織
と正常組織のペプチド質量情報の比較によ
って、異なるタンパク質成分を網羅的に見出
す。それによって抗原の候補を絞り込み、さ
らに免疫学的手法を用いて抗原候補を決め
ると同時に IgA腎症と膜性腎症の発症機序へ
の関連性を明らかにする目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1) 正常組織、IgA 腎症，膜性腎症 3群

の腎生検標本からホルマリン固定パラフ
ィン包埋切片（FFED）を作製し、レーザー
マイクロダイセックション（LMD）で切片
から糸球体を切り出し、それぞれの検討群
標本とする。標本を前処理した後、標本を
直接一定の方法で活性化したトリプシン
溶液で消化する。 

(2) その後、消化産物を回収し、C１８

StageTip®で精製し、Ion Trap 、Orbi Trap 
LC/MS 式質量分析計によって分析し、消化
産物にあるペプチドの MSスペクトル情報
を収集する。 

(3) 次にLC-Progenesisやラベルフリー
定量法などを利用して、MSスペクトル情
報を解析、正常組織と比べ種類及び量的に

差異のある MSスペクトラー情報を絞り出
す。差異のあるタンパク質を検出する。同
定されたタンパク質が抗原候補リストに
登録される。 

(4) さらに抗原候補タンパク質情報か
ら選択した後、対応抗体を用いて IgA腎
症・膜性腎症の腎生検切片の検討を行い、
抗原の同定を行う。 

 

４．研究成果 
(1) IgA 腎症生検試料のホルマリン固定パラ

フィン包埋（FFED）切片を作製し、レーザ
ーマイクロダイセックション（LMD）で切
片から糸球体を切り出し、標本を前処理し
た後、標本を直接一定の方法で活性化した
トリプシン溶液で消化する方法を確立し
た。この方法では効率よくかつ質の良いペ
プチドを微量の組織から抽出することが
成功した。 

消化処理  前    後 

 
   図 0１.    （エオシン染色） 
上記の図に示したように、殆どの FFPE 
組織が活性化したトリプシン酵素液を用 
いて短時間で消化された。 

(2) レーザーマイクロダイセックション（LMD）
で取れた糸球体標本(1 mm2)から大量タン
パク質の同定が成功した。 

 

(3)この方法で抽出されたタンパク質の情報 
は我々の研究室から既に報告した単利糸 
球体の同定結果と比べてもバリアーのな 
い結果でした。 

(4)IgA腎症と正常ヒト腎糸球体組織にて共 
通発現しているタンパク質のなか、IgA 腎
症で優位的に発現しているタンパク質の
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発現レベルと遺伝子リスト。 

 

 
(5)上記の情報を基づく Protein Atlas での 

組織免疫染色結果情報の確認の一例。 
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