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研究成果の概要（和文）：標的膜タンパク質周囲の微小環境にあるタンパク質を蛍光色素で標識するEMARS法は，細胞
・組織を破壊することなくタンパク質複合体を同定できる。この方法を用いてIgA腎症の腎生検試料でIgA沈着物を同定
することを試みたが，標識の特異性と標識タンパク質の回収率に問題があり，高純度に精製したラット腎糸球体を材料
としてネフリンを標的にしてEMARS法の検討を行った。fluorescein-tyramideを標識試薬として用いることにより特異
性が高くなること，スリット膜を構成する多くの分子を同時に同定できることがわかった。しかし，標的タンパク質の
回収の段階で，特異性と低い回収率に問題が認められた。

研究成果の概要（英文）：EMARS method can label proteins in the immediate vicinity of a target membrane 
protein with fluorescein without destruction of cells or tissue integrity. We aimed to identify IgA 
deposits on glomerulus of biopsy samples of patients with IgA nephropathy bur found problems in 
specificity of labeling and low recovery of proteins. We, therefore, used glomeruli highly purified from 
rat kidneys and nephrin as a target protein to improve EMARS method. By using fluorescein-tyramide as a 
labeling reagent, labeling specificity was much improved and we succeeded in identification of many 
membrane proteins associates with nephrin in the slit diaphragm, but also find a low recovery and low 
specificity of labeled proteins in the step of collection of labeled proteins.

研究分野：腎糸球体のプロテオミクス

キーワード： IgA腎症　IgA免疫複合体　凍結腎生検標本　単離糸球体　スリット膜　EMARS法　プロテオミクス
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１．研究開始当初の背景 
 IgA腎症は病理組織学的に糸球体メサン
ギウム領域に IgAを主体とする沈着物を認
める原発性糸球体腎炎である。これまで多
くの解析が行われ，沈着 IgAヒンジ部の糖
鎖異常が注目されてきたが，糖鎖異常 IgA
を産生する機序とその免疫学的機作，沈着
IgA免疫複合体形成に関与する抗原，IgA
に対する自己抗体 IgGの関与など，IgA腎
症発症機序に関しては一致した見解は得ら
れていない。これらの知見は IgA腎症が単
一な成因からなるものでなく，複雑な要因
が関与していることを示唆する。この問題
を解決する一つの手段として，多くの IgA
腎症の症例について，IgAを主体とする沈
着物の定性的・定量的解析が重要になるの
ではないかと考えられる。 
 我々はこれまで凍結腎生検標本をもちい
て，Laser microdissection (LMD)により切
り出した糸球体のプロテオーム解析技術を
開発してきた。腎生検標本の糸球体には大
過剰の血漿タンパク質が存在し，微量成分
の解析を困難にしているが，我々は腎生検
標本の凍結切片を PBSで洗浄することに
より，大部分の血漿成分と可溶性成分を除
去することが可能であり，不溶性微量成分
タンパク質の検出が可能になることを見出
した. さらに，沈着した IgA近傍 200-300 
nm範囲のマイクロドメインのタンパク質
を網羅的に蛍光色素により標識し，タンパ
ク質を可溶化後，蛍光色素に対する抗体を
用いて濃縮する EMARS法(1)を用いるこ
とにより，ピンポイントで IgAを主体とす
る沈着物の同定・定量の可能性があると考
えて，本研究に着手することを決定した。 
 
 
２．研究の目的 
(1)  EMARS法は，in vivoの組織あるいは
細胞の特定の部位に局在するタンパ
ク質を標的にして，その近傍（200-300 
nm）にあるタンパク質を網羅的に蛍
光色素標識できる点がユニークな手
法であり，この特徴が多くの場合 in 
vitroで行われていたタンパク質複合
体解析と本質的に異なる。この方法を
用いることにより，糸球体のメサンギ
ウムに沈着している IgA免疫複合体
をそのまま標識し，構成タンパク質を
質量分析で定性的，定量的に解析する
ことにより，IgA腎症の病態形成の理
解に新たな情報を提供することが最
終的な目的となる。 

(2) この目的のため，病理組織学的所見の
明らかな数例の IgA腎症の凍結腎生
検試料を用いて，Laser micro 
dissection (LMD)により糸球体を切
り出し，EMARS法を用いて IgA近傍

のタンパク質の蛍光色素
（fluorescein）による特異的標識法を
確立する。特異的標識とともに，
fluorescein標識タンパク質は微量で
あることが予測され，その回収と濃縮
も大きな技術的課題となる。 

(3) EMARS法は独創的な発想から生まれ
た技術であるが，非特異的な標識，細
胞膜のマイクロドメインから回収さ
れるタンパク質が微量であることな
どから，この方法の特異性と感度を確
認するため，我々は最初にラットの単
離糸球体を材料として，糸球体上皮細
胞間のスリット膜の構成成分の網羅
的な同定を技術的到達点とすること
から研究を開始することにした。また，
この技術の検証を実効性のあるもの
にするため，スリット膜の主要構成タ
ンパク質であるネフリンを標的とし，
その細胞外ドメインを認識すること
が明らかにされている 5-1-6モノクロ
ーナル抗体を用いて，ネフリン近傍に
存在するタンパク質を細胞外から標
識し，質量分析計で同定する実験に着
手した。 

 
３．研究の方法 
(1) ラット腎糸球体の単離 
 通常使用されるシービング法では，尿細
管の混入，ボウマン嚢で覆われた糸球体の
存在など，EMARS法を適用するには不適
切な点が多い，そこで，磁気ビーズを大動
脈からラットから還流後，腎皮質を細切し，
collagenase Aと DNase処理後に，2段階
のメッシュサイズによる濾過と磁石で磁気
ビーズが封入された糸球体を回収する方法
(2)で，高純度の糸球体を調製した。 
 
(2) EMARS反応：5-1-6（抗ネフリン細胞
外ドメイン抗体）依存性 fluorescein標識 

 

(3) タンパク質抽出 
 細胞表面からEMARSによるネフリン近
傍のタンパク質を fluorescein標識後，



Soluble Protein Extraction (SPE) 緩衝
液（Focus Global Fractionation kit, G 
Biosciences, St Louis, MO, USA）中で超
音波破砕器を用いてホモジネートを調製し
た。ホモジネートを 100,000 ×g, 60 min超
遠心分離し，得られた沈査をさらに SPE
緩衝液で懸濁し，100,000 ×g, 60 minした
沈査を膜分画とした。膜分画は未反応の
fluorescein tyramide (FT)を除去するため，
chloroform/methanol (2:1)で脱脂後，タン
パク質分画（中間層）を回収し，1% SDS
を含む SDS-polyacrylamide gel 
electrophoresis (Laemmli緩衝液系)用の
2％ 2-mercaptoethanolを含むタンパク質
溶解液（100 µL） で溶解した（95˚C，10 
min）。また，コントロールとして抗 KLH
モノクローナル抗体を用いて，5-1-6抗体
と同じ条件で，EMARS反応を行い，同様
な方法で得た膜分画からタンパク質を抽出
した。 
 
(4) fluorescein標識タンパク質の免疫沈降 
 脱脂処理したタンパク質抽出液を
NP-40 lysis solution (20 mM Tris-HCl, 
pH 7.4, 150 mM NaCl, 5 mM EDTA, 1 % 
NP-40, 1 % glycerol)で 5倍に希釈し，goat 
anti-fluorescein antibody-coupled 
Dynabeadを用いて fluorescein標識タン
パク質を免疫沈降により精製・濃縮した 
(2)。 
 
(5) 質量分析用ペプチド試料調製 
 免疫沈降により精製・濃縮した
fluorescein標識タンパク質は，10 % 
SDS-polyacrylamide gel electrophoresis 
(SDS-PAGE)ゲルで分離した。KLH抗体依
存性標識タンパク質試料（control）と 5-1-
６抗体依存性標識タンパク質試料は同一の
ゲルで分離した。電気泳動後速やかにゲル
を蒸留水中で洗浄し，fluorescein標識タン
パク質を共焦点フラットベッドスキャナー 
（Typhoon 9400, GE Healthcare）で画像
化し，標識タンパク質の分離パターンを確
認後，Coomassie Brilliant Blue R-150で
染色した。Controlと 5-1-6抗体のレーン
をゲル上端から 6 mmずつカットし，10-11
片のスライスに切り分けて，dithiothreitol
による還元，iodoacetamideによるアルキ
ル化処理後，それぞれのスライスをトリプ
シンによるゲル内消化でペプチドを調製し
た。抽出ペプチドは遠心乾燥機で乾燥後，
-30 ˚Cで保存した。質量分析計で測定する
場合は，直前に 15 µLの 0.3 % formic acid
に溶解し，0.45 µmのmembrane filter
（Ultrafree-MC, Millipore）でろ過した。 
 
(6) 質量分析 
 質量分析は TripleTOF 5600+質量分析

計を使用した。ペプチド試料は Nano LC 
(Eksigent nonoLC 415と ekspert cHiPLC，
いずれも Sciex)により，逆相クロマトグラ
フィ（分離カラム 75 µm×15cm, 3 µm, 120 
Å ChromeCP C18 column）により分離後
に，ESIを介して質量分析計に導入した。
移動相は，A溶媒を 0.1 % formic acid, B
溶媒を 0.1 % formic acid, acetonitrileとし
て，流速を 300 nL/min，20分の 2 %-32%B
濃度勾配でペプチドを溶出した。MSスペ
クトルは 250 msec accumulation timeで
取得し，それに引き続く 10回の 100 ｍsec 
accumulation timeでMS/MSスペクトル
を取得した（Data-dependent mode）。
Cyclic timeは 1.3 sec，Dynamic exclusion 
timeは 12 secに設定した。50 fmolの
bovine serum albuminのトリプシン消化
物（tBSA Proteome Standard, KYAテク
ノロジーズ）を用いて，5－6試料ごとに自
動質量数較正を行った。また，すべての試
料について同一条件で 2回測定した結果を
用いて解析した。 
 
(7) タンパク質同定 
 測定結果は，MS converter (Sciex)を用
いてmascot generic fileに変換後，Mascot 
version 2.5により，Rattus norvegicus 
(Rat) reference proteome database 
(UniProt release 2015.5.29)に対して検索
することによりタンパク質を同定した。
Fixed modificationとして
Carbamoidmethyl on cysteine, Variable 
modificationとして，Deamidated on 
asparagine and/or glutamine, N-terminal 
glutamine to pyroglutamate, N-terminal 
glutamate to pyroglutamateを用いた。
Mass toleranceは± 20 ppm，MS/MS 
toleranceは± 0.1 Daに設定した。Trypsin
のmissed cleavageは 2とした。Identity 
thresholdを越えた peptide matchのみを
対象とし，false discovery rate < 5 %. 
Matched peptides ≥2の条件をクリアした
タンパク質のみを同定タンパク質としたが，
Matched peptide=1の場合は，false 
discovery rate < 1%の条件をクリアした
場合は同定タンパク質とした。また，少な
くとも 1つ以上の特異的配列を持つペプチ
ド（他のタンパク質にヒットしていないペ
プチド）が存在するタンパク質のみを同定
タンパク質とし，冗長性を排除した。 
 
４．研究成果 
(1) ネフリンの細胞外ドメインを認識する
抗体による抗体依存性EMARS反応の特異
性 
 EMARS反応の開発当初は，標識試薬と
して fluorescein-arylazideが用いられてい
た。この試薬は，horse radish peroxidase



によりフリーラジカルを発生し，タンパク
質のアミノ基を floresceinによって標識す
る (2)。この試薬による標識は標識される
タンパク質アミノ酸残基の数が多いため，
感度が高い，しかし，細胞あるいは組織に
内在性の peroxidase活性が存在する場合
は，非特異反応が増えるという欠点がある。
ラット腎臓から精製した糸球体に用いた場
合も，非特異的標識が多く，ネフリンの細
胞外ドメインを認識する 5-1-6抗体に依存
的な標識タンパク質を得ることが困難であ
った。この問題を解決するため，標識試薬
として fluorescein-tyramideを用いる方法
が開発され(3)，この標識試薬を用いた場合
は，fluoresceinはタンパク質の serine残
基に入る。ラット単離糸球体を用いた場合
にも特異的標識が認められ，再現性も高い
結果が得られた。 
 EMARS反応の後，糸球体から超遠心に
より膜分画を調製し，
chloroform/methanol (2:1)で脱脂して未反
応の fluorescein-tyramideを除去後，SDS
により溶解した。さらに fluoresceinに対
する抗体で免疫沈降するため，可溶化した
タンパク質溶液を NP-40 lysis solutionに
より希釈後，Dynabeadsに固相化した抗
fluorescien抗体で免疫沈降したタンパク
質を SDS-PAGEで分離したゲル画像を図
２に示す。免疫沈降後明らかに fluorescein
標識タンパク質の電気泳動パターンには変
化が生じるが，同じゲルを Coomassie 
Brilliant Blue R-250で染色した結果は，
5-1-6と KLH (negative control)はほとん
ど同じ電気泳動像を示す。後で述べる質量
分析計による同定タンパク質の結果は，
5-1-6抗体を使用した場合に明らかに糸球
体スリット膜に局在するタンパク質が濃縮
されていることから，少なくとも我々の実
験スケール（ラット腎臓個数 12）では，ネ
フリン近傍で EMARS法により
fluorescein標識されるタンパク質は微量
であることが示唆された。より感度の高い
銀染色によっても 5-1-6と KLHの間に電
気泳動パターンの顕著な相違は認められな
かった。 
 

(2) 同定されたタンパク質に含まれるスリ
ット膜関連タンパク質 
 図 1にそれぞれ腎臓 12個から出発して，
5-1-6抗体でEMARS反応を行った場合と，
KLH抗体（control）で EMARS反応を行
った場合の同定タンパク質を比較した結果
を示す。さらに，5-1-6抗体を用いて同定
されたタンパク質から，スリット膜を構成
するタンパク質の構造として重要な膜貫通
タンパク質の抽出し，ここから，スリット
膜の構成因子である可能性の高いタンパク

質を選択していった過程を図 3に示した。
5-1-6抗体とKLH抗体の両者で同定される
タンパク質が多いことは，現在我々が用い
ている方法ではなお非特異的なタンパク質
が同定されていることが分かる。電気泳動
像の解析では，fluoresceinで標識されるタ
ンパク質はほぼ 5-1-6抗体を用いた場合に
のみ認められることから，ここで同定され
た非特異的タンパク質の多くが，免疫沈降
の過程での混入であることを強く示唆する。 
 

 
図 1 EMARS法により KLH抗体で同定さ
れたタンパク質（control）とネフリンの細
胞外ドメインを認識する抗体（5-1-6）を用
いた場合に同定されたタンパク質の比較。
5-1-6抗体を使用した場合のみに同定され
たタンパク質（130）から，UniProtによ
る annotation，UniProtで明確ではなかっ
た場合には TMHMMを用いて膜貫通タン
パク質（69）を選択した。さらに，UniProt
の annotation，Gene Ontology (GO) 解析, 
Human Protein Atlasによる糸球体・ポド
サイトに局在が報告されているタンパク質，
さらにポドサイト・スリット膜における発
現が論文に報告されているタンパク質など
を考慮し，スリット膜に発現している，あ
るいは発現している可能性が高いタンパク
質を 10種選びだした。 
 
(3) スリット膜に発現，あるいは発現している
可能性の高いタンパク質 
 表 1に，スリット膜に発現が確認されて
いるタンパク質あるいは発現している可能
性の高いタンパク質を示す。Nehrin，
Neph1，podocinなどスリット膜に発現し
ていることが確認されているタンパク質以
外に，Claudin 5，JAM-A，GLEPP 1，CAR
など，スリット膜あるいはその近傍に発現
していることが報告されているタンパク質，
あるいは Protein Crb2，Protein Thsd7a
など，スリット膜への局在が強く示唆され，
腎疾患との関連が強く示唆されているタン
パク質が同定されていることがわかる。 



表 1 

 

 

(4) 結論 
 生細胞，組織を破壊することなく，細胞
外から標的タンパク質の近傍（マイクロド
メイン）に存在するタンパク質を同定する
ことを可能にする EMARS法は，これまで
とは全く異なるアプローチでタンパク質複
合体の構成因子を同定できる点でユニーク
である。我々は最初にヒト腎生検組織を使
い，IgA腎症で沈着する IgAの近傍に存在
するタンパク質の同定と定量，構造上の特
徴などを明らかにすることを目的として研
究を開始した。しかし，非特異的標識や回
収できるタンパク質が微量であることがわ
かり，初期の目標を達成するためには，
EMARS法の有効性，感度の検証と方法の
詳細な検討が必要と考えた。そこで，
EMARS法の感度，至適化，特異性，限界，
問題点などを検証するため，ラット腎から
高純度で精製可能な単離糸球体をモデル材
料として，スリット膜の主要タンパク質の
一つであるネフリンの細胞外ドメインを認
識する 5-1-6抗体を用いることにより，糸
球体上皮細胞（ポドサイト）のスリット膜
の構成分子を網羅的に同定する研究を開始
した。本研究により，EMARS法がスリッ
ト膜構成分子の fluoresceinによる標識に
有効であること，既知のスリット膜構成タ
ンパク質に加えて，これまでポドサイトあ
るいはスリット膜に存在することが報告さ
れているタンパク質の多くを同定できるこ
とが示された。しかし，回収されるタンパ
ク質が微量なこと，非特異的に回収される
タンパク質が存在することが明らかになり，
さらなる方法の改良の必要性も示唆された。 
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