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１． は じ め に

生体には未だ同定されていない極微量の生理機能を担う

分子や，バイオマーカーのように生理機能には直接関係し

ないが，様々な生理状態を反映する分子が数多くあるもの

と予想される．近年，バイオマーカー（タンパク質・ペプ

チド，脂質，糖鎖等）探索に関する研究が著しく増え，中

でも，疾患と関連して各種体液を用いたプロテオミクス等

の網羅的解析研究が盛んに行われるようになった１）～２４）（表

１）．疾患・バイオマーカーとしてタンパク質・ペプチドを

解析する際に，次の三つのポイントが重要と考えられ

る．１）存在（発現）量の変動，２）様々な酵素によるプロ

セッシングや翻訳後修飾等の化学構造の変化，３）立体構

造の変化．これらは，様々な生理的状態に密接に関連して

いるものと考えられ，詳細な比較解析はバイオマーカーの

同定のみならず，新たな知見をもたらすものと期待され

る．これらの解析は，現在の質量分析技術やプロテオミク

ス技法を利用することにより，生体から得られる微量試料
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特集：ペプチド科学と生化学の接点

疾患・バイオマーカー探索
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近年目覚しい発展を遂げた質量分析法は，生体試料中の多様な分子の網羅的解析に威力

を発揮している．様々な生理的状態から得られる試料の比較解析は，それらを直接反映す

る分子や有用なバイオマーカーの発見につながると期待されている．特に，種々のヒト体

液を用いた解析では，疾患にかかわる分子の同定により，早期診断や予後診断，さらには

治療にもつながる有用なマーカーの開発が期待できる．分析対象とする分子としては，タ

ンパク質・ペプチド，脂質や糖鎖等があげられるが，生体から得られる各種体液は各々固

有の組成をもつことから，体液に応じた前処理法，そして，対象とする分子に適した分析

法の確立が重要となる．ここでは，体液の中でも入手しやすく，扱いやすい尿を用いて，

それに含まれるペプチドの網羅的解析とバイオマーカー探索について紹介する．
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表１ 種々の体液を用いた疾患マーカー検索に関する最近の
報告

試 料 対 象 疾 患

血清

卵巣がん１）

前立腺がん２）

乳がん３）

肝細胞がん４）

腎がん５）

膵がん６）

頭頸部がん７）

糖尿病８）

心筋梗塞９）

アルコール症１０）

尿

造影剤による腎障害１１）

膀胱がん１２）

腎がん１３）

冠動脈硬化１４）

乳がん１５）

腎移植１６）

脳脊髄液 アルツハイマー病１７）

膵液 膵がん１８）

関節液 関節リウマチ１９）

乳腺吸引液 乳がん２０）

涙液 眼瞼炎２１）

唾液 頭頸部がん２２）

胆汁２３，２４） ―



に対して高感度かつ正確に行うことができる．実際に，１

については安定同位体を用いたポストラベル化法が種々開

発されており，２については質量分析による同定技術のみ

ならず，修飾基に応じた様々な分析法が開発されている．

３については，疾患に直接関連する特定のタンパク質の構

造変化の検出法（トランスサイレチン２５）や β２-ミクログロ

ブリン２６）等）が報告されている．しかし，これらの解析を

実際の生体試料に応用していくには，複雑な混合物からい

かにターゲットとする物質を単離，濃縮するかという試料

前処理に関する問題を克服しなければならない．言いかえ

ると，生体試料は，通常，そのまま質量分析に供しても十

分な測定結果は得られない．対象とする物質を網羅的に解

析するためには，濃縮や分離技術を駆使し，夾雑物を除去

することが極めて重要となる．

２． 尿ペプチドの検出

図１は，尿ペプチドを一旦逆相担体（C１８）に吸着し，

水でよく洗浄した後に１０％アセトニトリル／０．１％トリフ

ルオロ酢酸（TFA）水溶液で溶出させた画分を直接マトリッ

クス支援レーザー脱離イオン化質量分析（MALDI-MS）で

測定したスペクトルである．尿中に含まれる多くのペプチ

ドが１枚のスペクトル中に観測されているように見える

が，ここで検出されているペプチドは，各種コラーゲン由

来の断片ペプチドであることがタンデム質量分析（MS／

MS）により判明した．この例のように，一般に，生体試

料のような混合物の測定では，含まれるペプチドの量や性

質の差により，構成成分を網羅的に検出することは難し

く，微量成分は検出されない．すなわち，なるべく多くの

構成成分を検出，同定するためにはMS測定前に何らかの

分画を行う必要がある．図２は現在筆者らが行っている尿

ペプチド・タンパク質の分画の流れを示している．尿をそ

のままゲルろ過クロマトグラフィーにかけてみると，UV

吸収上ではかなりの量の低分子が含まれていることがわか

る．高分子量側には，タンパク質画分がみられ，それらの

間にペプチド画分（１０kDa以下）が現れる．筆者らは，

分子量約１０kDa以下のペプチドに対しては強陽イオン交

換クロマトグラフィー→逆相クロマトグラフィーの２段階

の分画を行った後（図５），MS／MS測定によりペプチドの

同定を行っている．同定されるペプチドの数は，分析に供

する尿の量，分析法，MS装置の性能等により異なってく

る．図３は尿１０mLから同定されたペプチド（内在性）の

数を前駆タンパク質ごとにまとめたものであるが，各種コ

図１ ヒト尿ペプチドのMALDI-MSスペクトル
５mLの尿を逆相担体に吸着後，１０％アセトニトリル／０．１％TFA水溶液にて溶出後，測定した．↓は各種コラーゲン由来断片ペプ
チドとして同定されたピークを示す．
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ラーゲン由来ペプチドの他に，図１ではみられなかった数

多くのタンパク質由来のペプチドが同定されている．さら

に興味あることに，これらのペプチドは，もとのタンパク

質の特定の部位に由来しており，何らかの代謝過程で特異

的切断を受けて生じたものと推測される．

３． バイオマーカーの探索

生体試料からバイオマーカーを探索する場合，定性・定

量的な比較解析を行うことにより有意差（バイオマーカー

候補）を見出していくが，それらの多くは試料間での調製

時，あるいは，個体差による“ばらつき”や分析計の誤差

等に起因する．そのため，見出されたバイオマーカー候補

に対しては，比較の対象を広げたり，数を増やしたりして

検証することが不可欠であるが，この際には定量的解析が

重要になってくる．

図４は，実際にバイオマーカーとしても利用されている

尿中の C-ペプチドを液体クロマトグラフィー／エレクト

ロスプレーイオン化（LC／ESI）-MS／MSで分析した例であ

る．C-ペプチドはインスリンが生合成，分泌される過程で

生じるペプチドで，インスリンと等モル血中に分泌され

図２ 尿ペプチド・タンパク質の単離

図３ 同定された主な尿ペプチド（内在性）の数と種類
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る．C-ペプチド自体は生物活性をもたず，安定でほとんど

分解されずに尿中に排泄される．従って，血中や尿中の

C-ペプチドを定量すれば，インスリンの膵臓からの分泌量

を見積もることができる．健常者での血中濃度は１．２～

２．０ng／mL，１日当たりの尿中への排泄量は２４～９７µgと

されている．図４は，１回の排泄で得られた尿２０mLを用

いて，濃縮・脱塩の後，１／８００量を LC／ESI-MS／MSで測

定した結果を示している．バーで示した画分に C-ペプチ

ドに相当するペプチドの分子イオンが観測され，MS／MS

の結果，３１残基からなる C-ペプチドが明確に同定されて

いる．この例の他にも，尿中には有用なマーカーが多数存

在しているものと予想され，バイオマーカー探索のリソー

スとして期待できる．

４． 疾患マーカーの探索

病気の早期診断や予後診断を的確かつ簡単に行うことが

できる疾患マーカーの開発は重要であり，患者のみならず

医療現場においても有益である．しかしながら，現在実際

に利用されている疾患マーカーの種類は限られており，ま

た，各々のマーカーにおいては，疾患特異性や早期診断の

際重要である感度の面で必ずしも十分とは言えない．対象

となる一般的な生体試料としては，血液や尿等であるが，

その中に含まれる成分は一定ではなく，加齢や性別，病態

等の様々な生理的要因で変化しているものと思われる．ペ

プチドやタンパク質の解析においては種類のみならず各構

成成分の量的なダイナミックレンジはしばしば解析を困難

にする．尿ペプチドでいえば，図１で示したように，各種

コラーゲン由来のペプチドが成分の大半を占め，逆相

HPLCによる１回の分画だけではマイナーな成分の検出は

困難である．一方，仮に最大限の分画を行い，極めて微量

成分まで検出したとしても，それら微量成分が有用なマー

カーとして使えるかどうかは別問題となる．疾患マーカー

の探索は，ある疾患と健常者間での単純な比較解析により

行うことはできるが，用いる試料量，あるいは，分析プロ

トコールにより，検出，同定されるペプチドの数や種類は

大きく異なってくる．従って，初期の探索段階での条件設

定，すなわち試料量や前処理を含む分析プロトコールにつ

いては有意差や目標がみえてくるようになるまで試行錯誤

を繰り返すことになる．

様々な比較解析から何らかの有意差が見つかった場合

は，その分子に対して定性のみならず定量的解析を行って

検証しなければならないが，この際，個体差や個人内での

図４ ヒト尿（２５µL）ペプチド画分（１０kDa以下）のナノ LC／ESI-MS／MS
（A）トータルイオンクロマトグラフィー，（B）バーで示した領域のMS，および，MS／MSスペクトル，
（C）インスリン前駆体と C-ペプチド．
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変動（日内および日間変動）も調べる必要がある．図５で

は，ある疾患患者尿から得られたペプチド画分（１０kDa

以下）を強陽イオン交換クロマトグラフィー（１４画分）→

逆相クロマトグラフィー（９６画分）の２段階で分画を行っ

たときの結果を示している．この分離を健常者尿に対して

も同様に行い，一例として，それぞれで得られた計１，３４４

画分の内で図５下のバーで示した１画分のMALDI-MSに

よる比較を図６に示す．患者尿においては，健常者から得

られた同一画分のスペクトルとは明らかに異なる２種のペ

プチド（Peptide１，Peptide２）が検出されている．これら

のペプチドは，引き続き行ったMS／MS解析より，どちら

も転移性膵臓がん腫瘍からクローニングされた C４．４タン

パク質２７）由来の断片ペプチドであることがわかった．この

タンパク質は C末端に GPIアンカーをもつ膜タンパク質

であることがアミノ酸配列から推定されており，体内で何

らかの代謝，分解を受けて尿中に排泄されたものと予想さ

れた．また，このペプチドは尿中の微量成分（数１０fmol／

mL）であるものの，一連の疾患の患者尿に比較的多く検

出された．

５． 安定同位体標識による定量解析

疾患・バイオマーカー候補の検証には定量的データの取

得が必要不可欠である．質量分析による定量解析では通常

内部標準法が用いられる．内部標準試料として用いるペプ

図５ 尿ペプチド（１０kDa以下）画分（図２）の強陽イオン交換クロマトグラフィーと逆相クロマトグラフィー
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チドは，ターゲットペプチドと同じ配列とし，また，質量

分析において試料と分離して検出する必要があるため，安

定同位体で標識化しておく脚注１）．筆者らは，非標識ペプチ

ドからでも簡便に調製することが可能な安定同位体１８O脚注２）

で標識化したペプチド（図７）を用いて定量解析を行って

いる．また，合成ペプチドを利用して抗ペプチド抗体を調

製すれば，免疫沈降法等により短時間で効率よく目的ペプ

チドを単離，検出することも可能になる．以下に，Peptide１

（図６上）に対して安定同位体標識による定量解析を行っ

た例について紹介する．

別途調製した１８O標識合成ペプチド（２００fmol）を尿（１０

mL）に添加した後，限外ろ過（１０kDa MWCO）によりペ

プチド画分（１０kDa以下）を得て，総ペプチド量を UV

吸収から見積もった後，抗ペプチド抗体を固定化した担体

にて目的ペプチドを濃縮，溶出し，MALDI-MSにより測

定した．この操作を治療前後の同一患者尿に対して行い，

尿中に排泄された当該ペプチドの量を比較した（図８）．

ペプチド（非標識）量は，内部標準として用いた１８O標識

ペプチドの観測ピーク面積をもとに見積もることができ

る．その結果，治療後（２８fmol）では尿中に排泄される

Peptide１の量は減少しており，マーカー候補となり得る

図６ 患者（上），および，健常者（下）の尿から単離した画分（図５下のバーで示した領域に相当）のMALDI-MSによる比較

図７ ペプチドの安定同位体１８Oによる標識
ペプチドを H２１８Oに溶解し，酸性下，室温でインキュベーショ
ンして調製．

脚注１）安定同位体で標識化したペプチドは，非標識ペ
プチドと同じ化学的性質を有するが，質量分析において
は分子質量の差により分離して観測される．従って，非
標識，標識ペプチドの分子イオンピークの面積比をとる
ことにより定量を行うことができる．
脚注２）安定同位体としては，他に１３Cや１５Nで標識化し
たペプチドも同様に利用できるが高価である．また，２H
も利用可能であるが，交換可能な部位での標識化物は使
えない点と，同位体効果による化学的性質のわずかな変
化が無視できない場合もあるので注意を要する．
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ことが示唆された．前述のように，このようなマーカー候

補に対して疾患マーカーとしての有用性を示すためには，

疾患特異的であるかどうかや個体差等を調べる必要があ

り，検体数を増やして検証していかなければならない．

６． お わ り に

尿等の体液には様々な性質の物質が含まれており，ここ

で紹介したように，分子量１０kDa以下のペプチドに絞っ

てみても膨大な数のペプチドが含まれている．それらを質

量分析により網羅的に解析していく上で，分析試料をどの

ように調製するか，すなわち，目的とする物質の抽出や精

製法，さらには，出発試料の量や安定性などによって得ら

れる結果は大きく左右される．筆者らの解析によれば，尿

中のペプチド・タンパク質は他の体液に比べて極めて安定

で，また，簡単な前処理により夾雑物を効率よく取り除く

ことができる．一方，血液には様々なタンパク質分解酵素

が含まれており，前処理や保存中に少なからず分解を受け

る．従って，血液中のペプチドやタンパク質の分析までの

前処理には厳密なプロトコールが必須である．また，個体

差や性差，年齢などによる生理的変化も少なからず影響を

及ぼすため，疾患・バイオマーカー候補を探索するには，

それらの変動を考慮しつつ，病態と連動して質的あるいは

量的に変化するものを見つけ出さなければならない．本稿

で紹介したデータの一部は未発表であるが，マーカーとし

ての有用性を証明するためには，数多くの検体について疾

患特異性や感度を中心に検証していく必要があり，この段

階は多くの労力と時間を要することになる．
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図８ 尿中に含まれる Peptide１（図６上）の定量解析
尿は同一患者から治療前（上），治療後（下）に採取したものを用いた．１８O標識体（内部標準物質）は非標識体（内在ペプチド）
の質量値よりも＋４Da高質量側に観測される．ピークは非標識体の天然同位体ピークと一部重なって観測されるが，同位体分布
解析ソフトウェア“Isotopica”２８），２９）（http:／／coco.protein.osaka-u.ac.jp／Isotopica）を用いることにより，各々の成分の比率は正確に見積
もることができる．
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