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研究成果の概要（和文）：本研究では再現性、網羅性、定量性を担保し、組織中のタンパク

質を抽出する手法を確立した。本手法を最適化したリン酸化ペプチド濃縮法と組み合わせ、

LC-MS/MS測定に供することで、2種類の心筋症モデルマウスとその対照マウスの心臓組織

から約 6000のリン酸化ペプチドを同定することに成功した。これらすべてのペプチドの定

量比較を行ったところ、全体の約 20％程度のリン酸化ペプチドにおいて、2倍以上の変化

がみられることが明らかとなった。これらの情報から病態を誘発しうるシグナルネットワ

ークの同定を進めている。 

 
研究成果の概要（英文）： 
 In this study, a novel method for reproducible, unbiased, and quantitative extraction 
of tissue proteins was successfully developed. Using this method combined with an 
optimized protocol for phosphopeptide enrichment and LC-MS/MS analysis, more than 
6,000 phosphopeptides were identified and quantified from two kinds of mouse models 
for cardiomyopathy and a control one, and 20% of the identified peptides showed more 
than two-fold changes in MS signals.  From these data, I am attempting to identify 
specific signal networks closely related to the onset and development of 
cardiomyopathy.  
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１．研究開始当初の背景 

心筋症は、心内腔の拡大と収縮不全を呈す
る拡張型心筋症と、心室壁の肥厚による拡張
傷害を主徴とする肥大型心筋症に大別され
る。拡張型心筋症は慢性進行性のことが多く、
予後不良の疾患であり、肥大型心筋症も若年
発症例では非常に予後が悪く、これらの疾患
の原因究明・有効な治療法の開発は急務とな

っている。 

現在までに、心筋症を発症する要因となる
遺伝子変異が多数報告され、肥大型心筋症の
約 6 割、拡張型心筋症の約 2 割程度の症例で
変異が認められることが明らかとなってい
る。しかし、その遺伝子変異は心筋の収縮単
位であるサルコメアや Z帯の構成タンパク質
などに非常に多数見られるほか、拡張型心筋
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症ではカルシウム代謝に関わるタンパク質
や転写因子などでも認められ、非常に多岐に
わたっている。また、同一遺伝子の変異でも
肥大型、拡張型の両表現型を示す例があるこ
と、肥大型心筋症の拡張相への移行がしばし
ば見られること、既知の遺伝子変異が認めら
れない症例が未だ多数存在することなどに
鑑みれば、それぞれの病態形成が単一の病態
因子にのみ依存しているとは考えにくい。従
って、様々な病態が進展し心筋症という表現
型に収束していく分子機構を、タンパク質レ
ベルで明らかにすることが非常に重要な課
題であると考えられる。しかし、遺伝子変異
に関する解析が幅広く行われているのに比
べ、タンパク質レベルで心筋症発症機序に関
する網羅的解析が行われた報告は少ない。い
くつかのタンパク質では心筋症病態におい
て上方制御、下方制御されるとの報告がなさ
れているが、これらはごく一部にすぎず、そ
の全容は明らかとなっていない。 

 

 

２．研究の目的 

本研究では、遺伝子変異を含む様々な病態誘
発因子が最終的に心筋症という表現型を引
き起こす分子機構を、プロテオーム解析を用
いて解明し、治療戦略へと応用することを目
指した。具体的には、心筋症様症状を呈する
各種モデル動物から採取した心臓のプロテ
オームを解析し、対照群と比較することで病
態特異的に発現量が変動するタンパク質を
網羅的に同定する。また、リン酸化されたタ
ンパク質を特異的に濃縮し、そのプロテオー
ムを比較することで、活性が変動するシグナ
ル伝達経路を推定し、新たな薬剤の標的とな
る分子の探索を行った。 

 

３．研究の方法 

（１）タンパク質抽出法の確立 
測定用試料からタンパク質を効率よく、ま

た再現性良く回収することは、プロテオーム
解析を行う上で最も重要な検討事項の一つ
である。特に組織試料の場合、精製タンパク
質や培養細胞試料などと比べ、均一な試料を
作成することや、全てのタンパク質を偏りな
く回収することがより困難であるため、再現
性良く、不偏的にタンパク質を回収する方法
の確立が必須となる。 
まず初めに、マウスの肝臓・心臓組織に対

して、Qproteome、Rapigest、Liqued Tissue、
の三種の市販されているタンパク質抽出試
薬と、細胞試料からの高効率タンパク質抽出
法としてわれわれが開発した相間移動可溶
化剤（デオキシコール酸ナトリウム・ラウロ
イルサルコシン酸ナトリウム混合溶液）を用
いて組織からのタンパク質抽出効率の比較
を行った。続いて、メタノールによる組織固

定や煮沸、超音波破砕が抽出効率に与える影
響を検討した。 
また、ヒト心筋症試料の入手は非常に困難

であることから、保存試料の遡及的解析を可
能とするために、凍結保存組織やホルマリン
固定パラフィン包埋組織からのタンパク質
抽出効率に関しても同様の検討を行った。 
 
（３）リン酸化プロテオーム解析 
ペプチド同定・定量用 LC-MS/MSシステム

として、Ultimate 3000 (Dionex)と
TripleTOF5600 (ABSCIEX) もしくは 
Qstar-XL (ABSCIEX)を用いた。使用した移動
相とグラジエント条件を以下に記す。(A) 
0.5% acetic acid, (B)80% acetonitrile + 
0.5 % acetic acid.  ①5–10% B in 5 min, 
10–40% B in 60 or 240 min, 40–100% B in 5 
min, and 100% B for 10 min 
各試料について、タンパク質 100もしくは

200μgからリン酸化ペプチド濃縮を行い、
LC-MS/MSによる測定を行った。さらに、各測
定において同定したリン酸化ペプチドの質
量電荷比と LCの保持時間情報を、他の測定
データにマッチングさせることで、同定でき
た全リン酸化ペプチドの定量演算を全ての
LC-MS測定データにおいて行った。 
 
４．研究成果 
（1）タンパク質抽出法の確立 
 相間移動可溶化剤と既存の 3種のタンパク
質抽出試薬の比較を行ったところ、溶液への
タンパク質抽出効率はどの試薬においても
大きな差がないことが分かった。しかしなが
ら、相間移動可溶化剤以外の 3種の試薬にお
いては、質量分析に供する際には必須となる
抽出試薬の除去や脱塩過程を経ることで、大
量のタンパク質を失った結果、ペプチド同定
数が大幅に減少することが分かった（Table. 
1）。 
 さらに、相間移動可溶化剤に直接浸透後、
細断、煮沸、超音波処理の手順を施す方法が
最も効率よくタンパク質を回収することが
でき、メタノール固定によるタンパク質回収
量の改善は見られなかった。本手法は非常に
再現性が高いことに加え、膜たんぱく質など
一般的に回収が困難なタンパク質をも不偏
的に回収可能であった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
Table. 1. 各手法によるタンパク質回収量と
ペプチド同定数 



 

 

 
（３）リン酸化プロテオーム解析 

2種類の心筋症モデルマウスとその対照マ
ウスから採取した左心室組織各 200μg より、
上述の通り最適化した手法を用いてリン酸
化ペプチドを濃縮した。テクニカルリプリケ
ートとしてそれぞれ 3サンプルずつ LC-MS/MS
へと供し、全サンプルにおいて同定されたリ
ン酸化ペプチドの定量を行った。結果として、
6069のリン酸化ペプチドと 4135のリン酸化
サイトを同定することに成功した。これらす
べてのリン酸化ペプチドの定量比較を行っ
た結果、約 20%のぺプチドが対照マウスに対
して 2倍以上の増加もしくは減少を示すこと
が明らかとなった。これらの結果をもとに、
KEGG pathwayや DAVIDなどの情報に基づいた
分類を行い、心筋症発症に基づいて変動して
いるリン酸化シグナルネットワークの推定
を行っている。 
また、凍結保存組織やホルマリン固定組織

のリン酸化プロテオーム解析への有用性を
検討するため、各組織から相間移動可溶化剤
を用いて抽出したタンパク質 100μgを用い
てリン酸化ペプチド濃縮を行い、LC-MS/MSに
供した。同定したリン酸化ペプチドの種類、
量ともに新鮮組織との類似性は非常に高く、
遡及的に心筋症試料のリン酸化プロテオー
ム解析を行えることが示唆された。 
以上の結果から、今後心筋症の発症・進展

機序をさらに詳細に解明する上で重要な知
見を得られるとともに、本手法を応用して、
これまでに蓄積されたヒト臨床試料を遡及
的に解析することで、さらに有用な情報を得
ることが可能となる。 
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