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研究成果の概要（和文）：ヒトの肺上皮を覆う上皮被覆液（ELF)を対象に、液体クロマトグラフィー-マススペクトロ
メトリー(LC-MS)を用いた網羅的かつ定量的なプロテオーム解析を確立した。急性肺傷害の病的状態におけるELFプロテ
オームを網羅的に捉え、疾患ベースでの病態把握・予後改善に関わるバイオマーカー探索や治療の効果判定に応用でき
るように解析可能な技術を開発した。我々が開発したウェブブラウザで作動するプロテオーム分析Elficatは、多くの
患者を含む急性肺傷害のプロテオームの群間比較分析を行う上で有用であると考えられた。

研究成果の概要（英文）：We established the new method for the proteomic analysis of the lung epithelial 
lining fluids. In this study, we harvested the lung epithelial lining fluids by using bronchoscopic micro 
sampling (BMS), and analyzed them by LC/MS/MS. This method enabled us to efficiently and effectively 
analyze the micro volume samples, in comparison with classic methods such as bronchoalveolar lavage 
(BAL). To analyze the proteomic data by web-browser based computer technology, we developed a new 
analysis software named “Elficat”. Elficat uses various software technologies such as XML-database, and 
sever-side XSLT and SVG. By using the Elficat, we can visualize the data from multiple groups that 
contain the data from a set of patients. We can apply this method to the proteomic analysis for acute 
lung injury such as acute respiratory distress syndrome.

研究分野：集中治療医学
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１．研究開始当初の背景 
  
 急性肺障害（acute lung injury, ALI）は、
敗血症，肺炎，外傷, 誤嚥などによって引
き起こされる集中治療の対象となる肺の急
性炎症性疾患である。集中治療での治療法
に関しては、人工呼吸法の発達や体外循環
式の人工肺の導入などにより、延命につな
がる医療技術の進歩は認められてきた反面、
依然、決定的な治療法は無く高い死亡率を
示す。急性肺損傷の発生率や転帰について
は、Gordonらの米国での調査報告によると、
発生率は 10 万人/年当り 86.2 例、院内死
亡率は 38.5%であり、急性肺損傷が公衆衛
生に大きな影響を与えているとされる。 
 急性肺障害につながる外的な誘発因子と、
それ起因に発生する複雑な生体反応を理解
し、死亡率改善につながる予防・治療法を
見つけるためには、より詳細な病態形成に
至る生体分子の動態の把握が必要である。
そのような観点において、急性肺障害患者
において、より非侵襲的に臨床検体試料を
採取でき、経時的で詳細な生体分子の分析
ができることが特に重要である。上皮被覆
液（epithelial lining fluid, ELF）は、呼吸上
皮を覆う水、電解質、生体分子で構成され、
その液中に含まれるタンパク質の分析は、
病態の把握、治療の効果などの評価に重要
であると考える。 
 
２．研究の目的 
 
 ヒ ト の 肺 上 皮 を 覆 う 上 皮 被 覆 液 
（epithelial lining fluid, ELF）を対象に、
LC-MS を用いた網羅的かつ定量的なプロ
テオーム解析を確立することを目的とした。
ELFの採取方法は、従来の一般的な採取方
法である気管支洗浄法（Bronchoalveolar 
lavage, BAL）との比較において、より非侵
襲的で経時的な採取が可能な気管支鏡下マ
イクロサンプリング法（Bronchoscopic 
microsampling, BMS）が可能となる。生理
的な状態や、急性肺障害（成人呼吸緊迫症
候群[ARDS]、肺炎など）などの病的状態に
おける ELFプロテオーム・プロフィールを
網羅的に捉え、疾患ベースでの診断学や病
態把握・予後改善に関わるバイオマーカー
探索や治療の効果判定に応用できるように
探求した。 
 
３.方法 
 
 BMS 法にて ELF を採取し、一次元ゲル電
気泳動、それに続く MS ショットガン法、つ
まりタンパク質のゲル内トリプシン消化、
LC-MS/MS 法によるペプチド・マス・フィン
ガープリンティング（PMF）法、タンパク質
データベースより MS/MS イオンサーチ法に

よるタンパクの同定を行う。それらのデー
タを元に健常成人における ELF 液プロテ
オームデータベースを作成する。第二に、
急性肺障害に関わる病態の解明のため、さ
らに解析を発展させ、 Isotope-coded 
affinity tags（ICAT）法を用いた定量的な
ELF 病態プロテオーム解析を行った。 
 
４．研究成果 
 
 生理的な状態や、急性肺障害（成人呼吸緊
迫症候群[ARDS]、肺炎など）などの病的状態
における ELF プロテオーム・プロフィールを
網羅的に捉え、疾患ベースでの診断学や病態
把握・予後改善に関わるバイオマーカー探索
や治療の効果判定に応用できるように分析
結果について解析可能な技術を開発した。今
後、さらに確立した方法について病態モデル
に適応して、病態特有のプロファイリング解
析に繋げていく基礎技術が確立された。特に
今回,ウェブブラウザベースの解析ソフトウ
ェア Elficat を開発した。Elficat はプロテ
オーム由来の多量のタンパク情報を視覚化
して、グループごとに統計解析を加えて、ま
た既存のタンパクデータベースに自動リン
クできる（図１）。特にサーバーサイド SXLT
技術を XML データベースと連動させて、情報
をプロテオーム由来のタンパクプロファイ
リング情報をSVG画像化することで、Elficat
を用いた解析により今後、急性肺傷害が関わ
る疾患プロテオーム解析が簡便にできるよ
うになった（図 2）。 
図１. Elficat によるプロテオーム解析. 

図 2. Elficat 動作の仕組み 
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