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研究成果の概要（和文）： 

対象成人例での血液検体は、①血小板の単離と全血マイクロパーティクルの生成、②蛋白質

の沈殿物、③溶液中での消化、④ハイドロゲル ナノ粒子培養、⑤ナノ HPLC-MS/MS 分析、⑥デ

ータベース検索および蛋白質同定、の順に検討された。ナノ粒子濃縮と溶液中消化によって、

結果的に 603 の蛋白質グループが同定された。 

今回の研究では血液サンプルから PMP 蛋白質の特性分析に向けた迅速で簡単なプロトコルを確

立した。今後さらに、川崎病例の各病態での血小板蛋白動態を検討し、その意義を検討する予

定である。 

 

研究成果の概要（英文）： 

 We evaluated using blood samples of adult control in order as follows: ①isolation of 

blood platelet and production of microparticle in blood, ②deposit or sediment of protein, 

③digestion in solution or medium, ④culture of hydrogel nano-particle, ⑤nano-analysis 

with HPL-MS/MS, ⑥search of data base and identification of protein.  In result, 603 

protein groups were identificated by nano-particle concentration and digestion in 

solution. 

  In this study, the rapid and simple protocol for analysis of characteristics of PMP 

protein in blood sample. 
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（IVIG）が標準治療に位置づけられているが、

10％以上の症例が IVIG に不応の難治例であ

る（Wallace et al Pediatrics 200;105;78）。 

また、IVIG 不応例は IVIG 反応例と比べ冠動

脈障害が８~１０倍の高頻度で発現し、この

IVIG 不応が患者の予後を決定する冠動脈病

変（CAL）形成と密接に関連している（Uehara 

et al Pediatr Infect Dis J 2008）ことか

ら、難治例に対する治療法の確率が早急に求

められている。 

 
２．研究の目的 

研究の目的 

川崎病では血小板の数・形態とともに活性

化も大きく変動するが、免疫グロブリン大量

療法（IVIG）不応のリスク因子として血小板

数減少も指摘され、IVIG 不応に代表される難

治性病態には血小板の数的・質的異常が関与

していると考えられる。無核細胞である血小

板では、蛋白の発現調節は転写レベルでは無

く主に転写後に制御されるため、動態解析に

は蛋白レベルの検討が必要である。そこで難

治性病態に関わる候補分子群の選定を目的

に、川崎病患者の血小板蛋白をネイティブ電

気泳動および質量分析を用いてプロファイ

リングする。特に転写後修飾のパターンに注

目し、またリン酸化に関してはアフィニティ

ーカラムを使いてより鮮明に分子選定を行

う。そこで難治性病態に関わる候補分子群の

選定を目的に、川崎病患者の血小板蛋白をネ

イティブ電気泳動および質量分析を用いて

プロファイリングする。特に本研究では２年

間をかけて同様の方法で特に血小板マイク

ロパーティクル（ＰＭＰ）タンパク質の特徴

分析を中心として、血小板蛋白のプロファイ

ルを完成させ、IVIG 不応に関する分子候補の

選定を目的とした。 

 
３．研究の方法 

 IVIG 有効および不応の川崎病患者血小

板を用いプロテオミクス解析を行う。今回は

転写後修飾に焦点をあてて解析を進めるた

め、ネイティブ PAGE での二次元展開および

MALDI-TOF/MS でプロファイリングを進め、特

に重要と考えられるリン酸化については

IMAC を用いて濃縮後に MALDI-TOF/MS あるい

は LC-MS/MS でペプチド断片を解析、MASCOT

解析で同定を試みる。このようにマインニン

グされたデータについて、再現性、安定性を

検定の上で同一患者由来検体間（経時的比

較）、治療反応性に関する患者群間で比較検

討する。最後にバイオインフォマティクスの

手法でクラスタリングし、有意な分子群を選

定する。 

PMP 蛋白質の特徴分析のためには、ナノ

HPLC 分離によるショットガンプロテオミク

ス手法を使用し、引き続いて LTQ オービトラ

ップ XL による質量分析が行われた。使用し

た分析プラットフォームはすでに報告され

ている通り、標準的なショットガン法ととも

に低分子質量および低量の蛋白質道程を改

善するための濃縮化システムである。 

 
４．研究成果 

 対象成人例での血液検体は、①血小板の

単離と全血マイクロパーティクルの生成、②

蛋白質の沈殿物、③溶液中での消化、④ハイ

ドロゲル ナノ粒子培養、⑤ナノ HPLC-MS/MS

分析、⑥データベース検索および蛋白質同定、

の順に検討された。ナノ粒子濃縮と溶液中消

化によって、結果的に 603 の蛋白質グループ

が同定された。 

今回の研究では血液サンプルから PMP蛋白

質の特性分析に向けた迅速で簡単なプロト

コルを確立した。今後さらに、川崎病例の各

病態での血小板蛋白動態を検討し、その意義

を検討する予定である。 
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