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プ口テオミクスによる
疾患病態の解析

1 . はじめに

ヒトゲノム計画が終了し， タンパク質をコー

ドしているヒトの遺伝子は約2万余りであるこ

とが明らかとな っ た 1 ) 。 これにより，今後は

各遺伝子の機能の解明や，疾患との関連を解析

する研究に向かうものと恩われる 。 疾患の多

くは逃伝的背景の上に生活習慣などの影響が

加わって発症するが，このうち単一遺伝子の変

異に起因し，保因者では極めて高い確率で発症

する疾患がいわゆる遺伝子病であり，複数の遺

伝子多型に基づくものの発症には生活習慣な

どの環境要因が大きく作用する疾患が生活習

慣病である 。 そのため一部の遺伝子疾患では ，

遺伝子検食によるリスクの予測が可能になり

つつある 一方で ， ウ ェ ルナー症候群のDNAへ

リカーゼホモローグ遺伝子の例に見られるよ

うに，原因遺伝子が特定されても発症の予防や

治療には直J査結びつかないこともある事がわ

かっ てきた。 このような疾患においては， 原因

遺伝子によってコードされるタンパク質の機

能や，協{動的に働く他の分子との相互作用，細

胞内における局在性，原因遺伝子産物の量的­

質的な異常によって引き起こされる二次的な
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影響なとず遺伝子の解析だけでは得られないタ

ンパク質のレベルの情報を集めることが必要

になってくる 。 このようなポストゲノム時代

の状況を背景に 1995年に登場した新しいタン

パク質解析法がプロテオーム解析 2 ) である 。

スタ ー 卜した当初は， 主に基礎生物学的研究や

基礎医学研究で利用 されが， その後， I~臨床医学

的な分析にも利用できることがわかり， r疾患

プロテオミクス」なるカテゴリーが誕生する

に至った。 図1 に示すように，疾患プロテオミ

クスに関する論文は2000年頃から増え始め，そ

の後はほぼ直線的に増加の一途を辿っ ている

(2005年の数字は1月から 11月までの集計)。 近

年は総説が滅り ，代わって原著論文が増える傾

向にある 。

2. 疾患プ口テオミクスのカテゴリー

現在， 疾患プロテオミクスと呼ばれているも

のの中には，診断のためのバイオマーカーを探

索する「臨床プロテオミクスj の他に，医薬品

の開発を目的とする「創薬プロテオミクス」

や，発症の機序を解明 し疾患の病態を分子 レベ

ルで把握するための「病態プロテオミクス」

などが含まれる (図 2 ) 。 もともと「プロテ

オーム」は， ["ゲノム」に対応する機能的な実

体として定義された概念であり ， 特定の生物種



論文数

図1 疾患プロテオミクスに関する論文数の推移
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図2 疾患プロテオミクスのカテゴリー
疾1!?、プロテオミクスの中には，検査や診断を目的とする臨床プロテオミクス，疾患の発症機I-{;や Jj;( I週の特定を

tl [10 と 1 る叫j態プロテオミクス ，および治療薬の開発を目的とするí\IJ薬プロテオミクスなどが含まれる 。

がいずれかの組織細胞で， いつかの時期に発現

する「金タンパク質のセット 」 を意味する 。

ゲノム解析においては， どの体細胞 も 基本的に

は同じ染色体を持っており ， I全遺伝子のセァ

ト」としてのゲノムの概念は比較的理解しや

すく ， 網羅的な解読 も 実現可能であった。 しか

しプロテオーム解析の場合には， 組織や細胞に

よって発現されているタンパク質が異なり ， さ

ら に分化の時期や増殖のサイクル，細胞の置か

れた環境などに よ っても変化するために全容

が把握しにくく ， 全てのタンパク質を完墜に解

析 し尽くすこと は事実上不可能である 。 その
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図3 疾患群ζ との疾患プロテオミクス関連の論文数

IJれん~ I!kJ 述の論文が圧倒的に多く，布11符変性疾患|刈

辿，炎症 ~j主扶忠 1 'iJ jili .椴h!( j，~ ~p の桜判事長山、|均述の

論 Jとがそれに絞< (2000 11 から 2004 年までの:耐

え:を PubMedて

ため近年は. r特定の細織や高11111包において ， 特

定の時期に，特定の条1'1 下で発現されている全

タンパク質」というように， 現実的に解析が可

能な狭義のプロテオームが定義されるように

な っ ている 。 これを受け，疾患プロテオミクス

においても. r 凶l 焚のプロテオームJ ゃ「尿の

プロテオーム」といった よう に，由来する組織

や細胞にはこだわらず，特定の体液中に存在す

る全タンパク fTなどもプロテオームと定義さ

れるようにな っ てきている 。 図3に，これま で

に発表された疾患プロテオミクスに関する論

文を疾患群ごとに分類した結果をまとめた。

脆場関係の論文が圧倒的に多く，神経変性疾忠

や炎症 - 免疫疾患，糖尿病なと、の慢性疾忠がそ

れに続く 。 !民Jお関述の論文が多いのは， サンプ

ルの得やすさや， 解析の容易さによるものと思

われる 。

3. 疾患プロテオミクスにおける
タンパク質の解析技術

前述のように最近のプロテオ ミクスでは，い

たずらに綱総伯を追求することは少なくなっ

たが，本来プロテオミクスでは，細胞の狙抽出

液のように多種類のタンパク質を含むサンプ
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ル中から個々のタンパク質をできるだけ短時

間で分離し ， サンプル問での発現の違いを定量

的に比較分析し た上で，それぞれのタンパク質

を高感度に同定することを目指して.t華々な技

術開発が行われてきた 。 そのようなプロテ

オーム解析における網綴的なタンパク質分離

法として最初に採用されたのが二次元電気泳

動法であった。 O'Farrell :j ) によって開発され

たご.次元電気泳動法は，プロテオーム W(，析がス

タートした 1995年当時， 最も分解能の高いタン

パク質分離法であり， 1枚のゲル板上で数百~

数千種のタンパク質を独立したスポットとし

て分離できる高い分解能を有していた。 また

二次元電気泳動によって分離されたタンパク

質を高速 ・ 高感度で同定する方法として採用

されたのは，ケ、ル内消化 (in-gel digestion ) と

質量分析の組み合わせによるペプチドマス

フィンガープ リント法 (PMF: Peptide Mass 

Fingerprinting) であった。

二次元電気泳動では疎水性の高い 部の 11莫

タンパク質は分析できないという問題や， 等電

点が極めて7tjいタンパク質の分析は困郊であ

るという課題があるものの， 定量的なデイファ

レンシャル解析を容易に行うことができ ， さら

にリン酸化や糖鎖の結合などの翻訳後修飾の

解析にも有効な手段であることから ， 現在でも

多くの疾患フ。ロテオミクス研究においては、く

利用 されている 。 その後，全自動化が可能な二

次元HPLCを組み合わせたプロテオーム解析法

も開発されたが， 高分子のタンパク質をそのま

まの状態て、分離しようとすると ， 二次元電気泳

動より遥かに分解能が劣るため，止むを得ずあ

らかじめトリプシンなと、で‘消化 し l析片化 した

上で，ペプチドとして 2 次元のHPLCで分離し

MS で分析するという，いわゆるショッ ト ガン

方式 4 ) が生まれた。

疾患プロテオミクスは， 診断のためのバイオ

マーカー探索や，創楽標的の探索といっ た同的

の他，発症のメカニズムや分子病態を解明する

目的においても非常に有効な研究手法て、ある 。

このような研究を行う場合， 患者と健常者間の

比較分析を行う必要があるが， 二次元電気泳動

では，スポ ットの濃さを画像解析することに



よ って定量分析を容易に行うことができる 。

異なるゲル聞でこのような比較分析を行う場

合， 二次元電気!ij， wJJの再現性が要求されるが，

現在は既製の固定化pH勾配等電点電気泳動ゲ

ルストリ y プや， 既製のSDS~PAGEゲル板を利

用すれは、， 熟練者でなくても再現性の高い二次

元電気泳動を行えるようにな っ ている 。 また，

画像m析ソフトも改良され， 少々パタ ーンがひ

ずんでいても ， イ可(実にスポットのマ ァチ ングが

行えるようになっている 。 さらに最近では，比

較するサン プル中のタンパク質を Cy3， Cy5な

とR波長特性が異なる蛍光色素であらかじめ標

識し ， それらを混合して l枚のゲル上で二次元

電気泳動することによって発現レベルの違い

を色調の途いとして検出する方法 (2~D DIGE 
法) 51 も行われている 。

これに対し質量分析計で定量分析を行うた

めの方法としては，あらかじめ質量の異なる安

定 lto]f立体でそれぞれのサンプルを標識し， 混合

して質量分析に掛ける方法(ICAT法 6 ) 

iTRAQ法 7 ) ， NBS1158 ) なと)が開発され利用

されている 。

4. プ口テオミクスによる
疾患病態の解析例

東京都老人総合研究所の主要な研究課題は

老化のメカ ニズムを解明することであるが， そ

れに加えて病院や他の研究所，大学等の研究者

と共同で様々な疾患のプロテオーム解析も

行ってきた。

我々が最初にプロテオミクスの手法を用い

て解析を行っ た疾患の例は，九州大学の神経内

科の吉良教授らのグループが熊本大学の荒木

令江博士らとの共同研究で、行っていた「橋本

脳症の患者 1111 ì青中に見られる自己抗体の標的

抗原の同定」であ った。 そもそも橋本病は甲

状腺を標的とする自己免疫疾患であるが， 橋本

病の患者の極く 一部では!悩にも炎症が見られ，

橋本脳症として区別されている 。 そのため橋

本脳症では，甲状腺を標的とする自己抗体の他

に中枢神経組織を標的 とする自己抗体も作ら

れているのではないかと考えられていた。 そ

こで荒木らは， 肺炎で死亡した患者の大脳組織

タンパク質を，遺族の同意を得て二次元電気泳

動で展開し，これに対して橋本脳症の患者の血

清でウエスタンブロ y トを行って，分子量が同

じで等電点が異なる一連のタンパク質スポ ッ

トが自己抗体の標的抗原であることを突き止

めた 。 そこでプロテオミクスの定法に従って

スポ ッ トを切り出し，トリ プシンで消1t したよ

で我々のラボに同定を依頼してきた。 我々は，

このトリプシン消化ペプチ ドを MALDI~TOF

型の質量分析計を用いて分析， ケラチン等のシ

グナルを排除し，カリフォルニア大サンフラン

シスコ校 (USCF) のグループがインターネ y

ト上で公開 し ている検索エンジン ( P rot 巴In

Prospector ) を用いて PMF (Peptide Mass 

Fingerprinting) 法に よるデータ ーベース検索

を行い， これらの抗原タンパク質はすべて α エ

ノラーゼのアイソフォ ー ムであ る ことを突き

止めた。 さらに市販の抗 α エノラーゼ抗体を

用いてウエスタン フ ロ y 卜を行い，これらのタ

ンパク質が揃かに α エノラーゼであるという

ことを確認した。 この結果を踏まえ ， 荒木らは

大学病院に保存されていた橋本脳症の居、者血

清を改めて調べ直した結果， 95%の橋本脳症患

者において抗 α エノラーゼ抗体が陽性であり，

橋本脳症では抗 α エノラーゼ抗体によ っ て神

経細胞が攻撃を受けているらしいということ

が明らかとな った 9 ) 。 もともと α エノラーゼ

は解糖系の糖代謝酵素であり ， その大部分は細

胞室内で機能しているが， 神経細胞においては

一部が細胞膜にも存在し， プラスミノ ー ゲン受

容体として機能していることが報告されてお

り 101 橋本脳症では， 神経細胞の股上に局在す

るプラスミノ ー ゲン受容体に自己抗体が結合

することによって炎症を引き起こしているも

のと思われる。

第2の実施例は，第2 1染色体のトリソ ミーが

原因となって発症する夕、ウ ン症の患者に見ら

れる，心房の形成典常 (心奇形) の除、因タンパ

ク質の同定である 。 この研究は， そもそも鳥取

大学の押村研究室で行われていたもので ， ヒト

の第21染色体をマウスの脹細胞に導入し， 妊娠

マウスの子宮に戻してヒトの染色体を持つキ
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メラ個体を作成し， ヒトのダウン症患者のモデ

ルマウスとして用いて研究を行っ ていた 。 こ

のキメラマ ウ スは，行動に異常が認められ， ヒ

ト の ダウン症同様に脳の発達異常が起きてい

る 他， ヒトでも認められる心奇形が起きてお

り ， ヒトのダウン症のモデルとして利用でき る

ことが確かめ られていた。 押村研究室では， こ

の キメラマウスの遺伝子発現の違いをメ ッ

セージレベルで解析していたが， 有意な差異を

検出するには至っ ていなか っ た 。 そこで当時

押村研の院生であ っ た西垣竜一氏が研究生と

して老人研に長期滞在 し，我々 と 共同でプロ テ

オ ー ム角干析を行 っ た 。 キメラマウスの心筋と

コントロ ー ルマウスの心筋のタンパク質を二

次元電気泳動で=分離し， プロテオーム レベルで

デイファ レ ンシャ ル解析を行っ たところ，もと

も とマウ スの心筋で発現しているタンパク質

の一つが，ヒトの第21染色体を導入されたキメ

ラマウスの心筋でダウン レ キ、ユレ ー トされて

いることがわかっ た 。 そ こでこのタンパク質

スポ ッ トをゲルから切 り 出 し ， インゲル消化し

てPMF解析を行っ た結果， 心房特異的に発現す

る ミ オシン軽鎖結合性タンパク質 (MLC2a )

であることが判明 し たJ1) 。 このタンパク質は，

心房の形成に重要なタンパク質であることが

すで に報告されており 1 2 ) 第 21染色体のトリ

ソ ミーが原因である ダウン症は，単にその染色

体上にコー ド されたタ ンパク質の過剰発現に

よる直接の影響ではなく ， 遠隔の染色体上に

コ ー ドさ れた別のタンパク質の発現が抑制さ

れること に よ っ て発症するものであるという

意外な分子病態が浮かび上がっ てきた。

3つ目はグリオーマの解析例である 。 脳腫坊

は細胞の形や性質によりタイプ分けされるが，

その中でもグリオーマが全脳腫場の34% と最

も 多 い 。 ヒトのグリオ ーマ細胞の特徴のーっ

と して知られているのは ， 1 番染色体短腕 ( lp )

や 19番染色体長腕(l9q) の染色体異常である

が，他にDNAメチル化によるインプリンテイ

ングの異常も観察されることか ら，これらの染

色体上の遺伝子の発現異常がグリオーマの発

症や病態と深く関わっ てい る ものと考えられ

ている 。
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鳥取大学の押村研究室では ， 長年にわたり

様々な角度からヒトのグ リ オ ー マ細胞の逃伝

子異常を解析 してきたが， 押村研の平塚らはゲ

ノムレベルでは検出が困難な グリオーマの成

立に関わる因子や診断のバイ オマー カーをタ

ンパク質 レベルで探索するために， 我々との共

同研究でグリオーマ細胞のプロテオーム解析

を行 っ た 。 切除されたヒトのグリオーマと非

癌部の組織からそれぞれタンパク質を抽出し ，

二次元電気泳動で分離， タンパク質の発現パ

ターンを定量的に比較検討した。 その結果， グ

リオーマで増加するタンパク質を 11種， 減少す

るタンパク質を4種見つけだした13) 。 それらの

中で， 我 々が特に注 目 をしたのは SIRT2

(sirtuin homo!ogue2) tubu!in deacety!aseの減少

である 。 SIRT2は， 19番染色体長腕上でしばし

ば欠損が見られる 19q13.2領域にコードされて

おり ， 遺伝子欠損の表現系のーっと考え ら れ

る 。 またSIRT2は ， NAD依存的にチュプリ ンの

脱アセチル化を行う酵素であり，染色体分離を

調節する重要な因子である 11 ) 。 し たがっ てこ

のタンパク質が減少することによ っ て紡錘糸

形成のチ ェ ックポイントが正常に機能しなく

なることが， グリオーマの成立の要因とな っ て

いるものと考えられる 。

まとめ

もともとは， 網羅的なタンパク質解析法とし

て誕生したプロテオミクスであるが，微量のタ

ンパク質を用いて短時間でデ イ ファレンシャ

ル解析が行え，さ ら にタンパク質の同定まで行

えるという特徴を活かして， 特定の疾患に標的

を絞 っ た臨床研究が盛んに行われるように

なってきた 。 今後さらに疾患プロ テオミクス

研究の底辺が広がれば， 多くの疾患において新

たな分子病態が明 らかにな っ ていくものと思

われる 。
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