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研究成果の概要（和文）：疾患特異的な翻訳後修飾やプロテアーゼによる切断、スプライシング

異常等のタンパク質の状態変化（ここでは「変異」と記述する）が様々な点で疾患に関与して

いることは明らかである。本研究では、独自の前処理技術と最先端の質量分析技術を組み合わ

せて、血清中の任意のタンパク質の変異を網羅的に分析する方法を開発した。 

 
研究成果の概要（英文）：Modifications of protein such as post-translational modification, 

cleavage and alternative splicing are caused by disease. In this study, we have developed 

the strategy to detect disease-related protein modification in serum. 
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１．研究開始当初の背景 

プロテオーム解析の流行に伴い、2000 年初
頭から国内でも数多くの研究グループが血
清中の診断マーカータンパク質の探索を目
指して研究を進めてきた。しかし、新たなマ
ーカーシーズを探索することなく撤退した
グループも多い。この原因は、血清の分析が
他の組織、臓器などに比べて非常に難しくメ
ーカーの提案する通り一遍の方法では競争
力をもてないこと。さらには、マーカー候補
を見つけても、真に診断法確立を目指すため
には技術開発と臨床医・検査部を含めた密接
な共同研究体制が必要である。 

 研究代表者は理学部物理学科に所属し、北
里大学理学部附属疾患プロテオミクスセン
ターのセンター長ならびに千葉大学医学部
附属病院の検査部を母体とした疾患プロテ
オミクス研究センターに客員准教授として、
臨床医、検査技師の大学院生、Ph.D, 理学部
の大学院生(計約 50 名)と研究を進めている。

研究内容は、血清を対象とした新たな診断法
を獲得することを目指した包括的な技術開
発と、それを元にした研究戦略の提案である。
既に、独自の血清の前処理方法を含む高精度
分析法を確立し、臨床医・検査技師との共同
研究のもとに、１つは 500 例以上の高精度多
検体評価（MS 利用）を経て、検査薬メーカ
ー に て 検 査 薬 作 製 を 開 始 し て い る
〔PCT/JP2008/51519〕。また、複数のマーカ
ー候補に関しては診断応用に向けた多検体
評価を進めている。その中で、現在の解決す
べき主な課題は以下の２点である。 

(1) 数 100 例の検体を対象とした診断マーカ
ー候補の評価〔多検体評価〕の迅速化  

(2) 血清中の未だ詳細分析できていない部分
の分析法の確立と応用 

 (1) に関しては、JST の「先端機器開発プ
ロジェクト」の支援の下、質量分析（MS）
メーカー、検査薬会社とともに、MS による
迅速な多検体評価法の開発を進めている。こ
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の研究では、現在の診断マーカー確立の問題
点（疾患特異的な翻訳後修飾を受けたマーカ
ー候補、特異抗体の作りにくいペプチド、高
感度 ELISA 系の市販されていないマーカー
候補の多検体評価が困難であること）を新た
な MS 分析法で克服し、有用で臨床応用可能
なマーカーを検査薬メーカーに提案すべく
進めている。(2)に関しては、アルブミンに結
合した成分の解析（基盤研究(B), 2010-2012

年, 研究代表者：小寺）、そして、本研究提案
のタンパク質変異状態の解析である。以上の
ことを実現することにより、ゲノム解析では
困難な、タンパク質の状態変化と疾患との関
係を解明することが出来ると考えている。 

 

２．研究の目的 

疾患特異的な翻訳後修飾やプロテアーゼに
よる切断、スプライシング異常等のタンパク
質の状態変化（ここでは「変異」と記述する）
が様々な点で疾患に関与していることは明
らかである。しかし、現状ではリン酸化や糖
化などの特定の翻訳後修飾については 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

その分析が行われているが、それ以外のタン
パク質の変異に関しては幅広く探索する方
法がない。また、上記のリン酸化や糖化にお
いても複合的な変異やヘテロジニティーの
大きい糖鎖に関しては十分とは言えない。そ
こで、本研究では、独自の前処理技術と最先
端の質量分析技術を組み合わせて、血清中の
任意のタンパク質の変異を網羅的に分析す
る方法を開発し、さらに、その変異の各種疾
患との相関を解析する（図１）。 

 

３．研究の方法 

(1)定量分析法（SRM: Selected Reaction 

Monitoring）を用いた血中タンパク質の状態
変異の解析 
 多項目同時定量分析が可能な、質量分析計
(三連四重極質量分析計)を用いた SRM 
(Selected Reaction Monitoring)法を利用し
て行った。この方法は、まず１段目の四重極
フィルター（Q1）によってペプチドを選択し、
その後、Q2 にてそのペプチドをガスに衝突さ
せて分解（CID: Collision Induced 
Dissociation）、Q3 にてその分解ペプチドの
中の１種類だけを選択的に通過させて、通過
したペプチドの量を測定する。これによって
複雑な試料の中から Q1, Q3 で選択したペプ
チドだけを定量分析することが出来る。 
 本研究では、血清中の高存在量タンパク質
の除去ならびに複雑性を低減するために独
自の血清前処理法などによって目的タンパ
ク質を濃縮し（血清の前処理）、その試料中
の目的タンパク質を含む全てのタンパク質
をトリプシンにて消化し、その後、SRM 分析
によって目的タンパク質の消化断片だけを
選択的に定量分析した。 
 
(2)独自の前処理法と安定同位体標識試薬を
用いた比較分析法による血中タンパク質状
態変異解析法の確立 
(1)の定量分析法では、あらかじめターゲッ
トとしたタンパク質の酵素消化断片しか分
析できない。そこで、より幅広いタンパク質
の状態変化をタンパク質の存在量変化と共
にモニターする方法として、安定同位体標識
試薬を使った以下の方法を確立した。 
 安定同位標識法としてジメチル化を用い
た。ジメチル化反応では、試料に CH2O と
NaBH3CN を加えることでペプチド中の N端と
リジン側鎖のアミノ基の水素原子 2つがメチ
ル基に置換される。これにより安定同位体標
識試薬を用いない場合、1箇所のジメチル化
で分子量が約 28 (Light 標識：L 標識)大きく
なる。これに対して、安定同位体標識試薬
（13CD2O と NaBD3CN）を用いた場合には、分
子量が約 36 (Heavy 標識：H標識)大きくなる。
一方の試料に L 標識、他方の試料に H標識を
行い、混合して LC-MS 分析することで一つの
ペプチドを 2つのペアの MS スペクトルとし
て観測し、その量比を調べることで、２種類
の試料に含まれるタンパク質・ペプチド量比
を比較することができる。2 つの試料を同時
に測定できるため、LC-MS の測定間における
差やイオン化効率を考慮することなく高精
度な比較分析が可能である。 
 
４．研究成果 
(1)定量分析法（SRM: Selected Reaction 
Monitoring）を用いた血中タンパク質の状態
変異の解析分析対象のタンパク質として
Apolipoprotein-A1(Apo-A1)と Transthyreti 



(TTR)を選んで、状態変異分析法を確立した。 
この 2種類のタンパク質について定量分析が
可能となった部分をそれぞれ図２，図３に赤
字で示す。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
これらのタンパク質断片について健常者 8例，
肝炎患者 2 例，肝硬変患者 2 例，肝癌患者 4
例の血清中の強度を定量分析した結果、
Apo-A1 に関しては、全ての断片について疾患
特異的な変動は検出できなかった。これに対
して、TTR では、１つのペプチド断片につい
て、肝癌患者血清において平均 80%に減少し
ていることがわかった。これは初歩的データ
であるため、今後の確認ならびに多検体によ
る評価が必要であるが、もし本当であれば、
この部分が肝癌特異的に変異を受けている
ことになる。今後、継続的に進める予定であ
る。 
 
(2)独自の前処理法と安定同位体標識試薬を
用いた比較分析法による血中タンパク質状
態変異解析法の確立 
 (1)で使用した SRM は定量性が高い方法で
あるが、あらかじめ観測するタンパク質を決
めて、ピンポイントでそのペプチド断片を定 
量する。しかし、各ペプチド断片の定量解析 
のためのパラメタ－を準備する必要がある。
このため、ターゲットとなるタンパク質以外
を分析することはできない。そこで、疾患に
関連して増減するタンパク質マーカーの探
索と同時に、タンパク質の状態変化も解析で
きる方法の確立も試みた。実験方法(2)に記
載のジメチル標識法を用いたタンパク質状
態変異解析法の確立を行った。 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
モデル実験として 10L の血清を 2 つのチュ
ーブに準備し、それぞれ、独自の前処理法で
タンパク質を分画後、トリプシン消化し、一
方を L標識、他方を H標識した試料を混合し
て LC-MS 分 析 し た 。 そ の 結 果 、
Apolipoprotein-A4 のアミノ酸の約 83%（図
４）にあたる酵素消化ペプチドを（H 標識ピ
ークの強度）/ (L標識ピークの強度) = 1±0.1
で比較分析できることを確認した（MS スペク
トルの一部を図５に示す）。 
 今後はこの方法を用いてタンパクの増減
と個々のタンパク質の状態変異を同時に分
析することにより、タンパク質機能状態も含
めたマーカー探索を進めていく予定である。 
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