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研究成果の概要（和文）：健常者と癌患者を区別することが出来るヒト血清中のCEAペプチドの探索を目的とし
た。CEA濃度が高い大腸癌患者血清を用いてIP-MRM法の条件検討を行った。その結果、ヒト血清において定量測
定可能な8種類ペプチドを選定し,MRMトランジションを作成した。CEA濃度が10-20ng/ml程度のわずかに高値の検
体をIP-MRMの測定対象とした（大腸癌3例、肺癌2例、健常者男性2例、健常者女性3例）。測定した全てのCEAペ
プチドにおいて癌患者、健常者間での定量差は見られなかったが、AIA-600ⅡとIP-MRMによるCEA濃度の値は同程
度であった。

研究成果の概要（英文）：The aim of this study is to search for CEA peptides in human serum that can 
distinguish between normal and cancer patients. Optimization of IP-MRM (immunoprecipitation multiple
 reaction monitoring) was carried out using human serum from colorectal cancer patients with high 
CEA concentrations. As a result, we selected the eight kinds of peptides and create MRM transition. 
Next, to verify the qualitative changes of CEA in human serum from colorectal (n=3), lung (n=2) 
cancer patients and normal (n=5), we used the IP-MRM method. However, there were no significant 
differences between these groups.

研究分野：プロテオミクス

キーワード： CEA　CEACAM5　MRM　IP-MRM
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１．研究開始当初の背景 
現在、血清腫瘍マーカーは臨床診断に広く
用いられているが、開発当初から指摘されて
いる以下の問題点が未解決である。1）一部
の良性疾患で陽性を示すため、癌患者との判
別が難しい。2）一部の腫瘍マーカーは臓器
特異性が低く、様々な癌患者で上昇するため、
どの臓器で癌が発生しているのか判別でき
ない。これらの問題点を解決した新しい診断
法の開発が求められており、既存腫瘍マーカ
ーの分子形態の変化（質的変化）を解析する
ことは、精度を高めた新たな診断法の開発に
繋がると期待されている。 
申請者を含む研究グループは血清中の極
微量タンパク質を解析するために、免疫沈降
法（IP）を用いて目的タンパク質を濃縮した
後、multiple reaction monitoring(MRM)法
を行い(IP-MRM 法)、0.1-10 ng/ml 程度の疾
患特異的な腫瘍マーカー候補タンパク質の
検出に成功している (Arakawa et al. J 
Proteome Res 2013)。さらに、様々な血清微
量タンパク質に対し IP-MRM 法を行い、翻
訳後修飾とタンパク質切断フラグメントに
よる質的変化の解析を行ってきた（図 2）。申
請者らは本研究を進める中で、すでに CEA 
の N 型糖鎖部位 11 個、タンパク質切断部位
12 個を同定することに成功した。これらに
よる CEA の質的変化を患者血清間で詳細に
検証した例はこれまでにないため、新たな
CEA の疾患特異的な質的変化の発見が期待
できる。 

 
２．研究の目的 
本研究では既存腫瘍マーカーである CEA 
の質的変化を解析することで、腫瘍診断精度
を向上させる疾患特異的なマーカーペプチ
ドの探索技術の確立を目指す。 

 
３．研究の方法 
CEA の IP－MRM 法の測定条件の検討 
 MRM チャネル構築のために、CEA の抗
体を用いた IP を行い CEA を精製する。
MRM チャネル構築のための CEA の精製は
癌患者血清から行うのが最も適していると
考えられる。本実験では、CEA の濃度が高
い(100ng/ml 以上)大腸癌患者血清を数種類
選び IP を行った。さらにリニアイオントラ
ップ  フーリエ変換質量分析計 LTQ 
Orbitrap Velos （Thermo Fisher 
Scientific）を用いて、精製した CEA のトリ
プシン消化産物に対して LC－MS/MS 解析
を行った。MASCOT 検索を行う際は、切断
フラグメント、スプライスバリアントの検出
も行い、質的変化を示す可能性のあるペプチ
ドのMRM チャネルを構築した。また、N型
糖鎖修飾を受けている CEA ペプチドを同定
するために以下の前処理を行った。トリプシ
ン消化ペプチドを脱塩処理し凍結乾燥を行
った後、重酸素水（H218O）中で PNGase に
よるグリコアミダーゼ消化を行う。18O で標

識された Asn-Asp の変換を MASCOT 検索
することで CEA の N 型糖鎖修飾部位の同
定を行った。MRM 解析にはターゲットプロ
テオミクスのデータ解析ソフトウェアとし
て世界標準となりつつある「Skyline」
(Brendan MacLean1, et al. 
BIOINFORMATICS 2014)を使用した。本研
究では SILAC 標識された CEA を含む培養
上清を内部標準とした。HEK293 細胞株に
CEA 発現プラスミドをトランスフェクショ
ンし培養上清中に CEAを発現させた。 
各種がん患者血清に対してCEA の IP-MRM 
測定 
 がん患者血清および健常者血清に対して、
三連四重極型質量分析装置  QTRAP 5500
（AB SCIEX）を用いて CEAの IP-MRMを
行った。本研究で用いた血清は AIA-600Ⅱ
（東ソー）で事前に CEA 濃度の測定を行っ
た。CEA濃度が 10-20ng/ml程度のわずかに
高値の血清検体を IP-MRMの測定対象とし、
（大腸癌 3例、肺癌 2例、健常者男性 2例、
健常者女性 3例）これらを区別することが可
能なペプチドの探索を行った。本研究では
Skyline ソフトウェアを用いて各検体におけ
る CEAペプチドの絶対定量を行った。 
 
４．研究成果 
大腸癌患者血清に対し、CEAの IPを行っ
た。さらに還元アルキル化およびトリプシン
消化を行った後、Orbitrap Velos を用いて
CEAの質量分析を行った。その同定結果から
MRM トランジションを設定し、QTRAP 
5500を用いて CEAのMRMを行った。その
結果、IP-MRM法にてヒト血清から定量測定
可能な 8種類の CEAペプチドが明らかにな
った。8種類のペプチドのうち 5種類のペプ
チドは糖鎖修飾を受けているペプチドであ
った。その多くは報告がこれまでされていな
い新規の糖ペプチドであった（図 1）。ヒト臍

帯血由来 CEA 標準品を用いた CEA の
IP-MRMでは Coverageが 50.28％、N 型糖
鎖部位 11 個、タンパク質切断部位 12 個を
同定することに成功した。しかしこれらの新
たな CEA 由来ペプチドは、血清からの

図 1 MRM で定量可能であった CEA ペプチド 



IP-MRM にて安定して定量を行うことが出
来なかった。さらに血清中の CEA における
新規のタンパク質翻訳後修飾を探索するた
めにチタニアビーズを用いたリン酸化ペプ
チド解析および GPI アンカー修飾部位の解
析を行ったが、リン酸化ペプチドおよび GPI
アンカー型ペプチドは同定されなかった。こ
の結果から、血清中における CEAは C末端
部位が切断されていると推測できる。 
 次に多数の大腸癌患者血清、肺癌患者血清
および健常者血清中の CEA 濃度を AIA-600
Ⅱを用いて測定した。CEA 濃度が 20ng/ml
以下の大腸癌患者血清は 13 例中 6 例、肺癌
患者血清では 9例中 8例であった。健常者血
清では 114例中 20ng/ml以上の CEA濃度を
示す検体はいなかったが、10ng/ml以上の値
を示す検体が 5 例あった。本解析では CEA
濃度が 10-20ng/ml 程度のわずかに高値の血
清検体を測定対象とした（大腸癌 3例、肺癌
2例、健常者男性 2例、健常者女性 3例）。本
解析では 8種類の CEAペプチドの絶対定量
を行ったが、CEA濃度が 10-20ng/ml程度の
検体では IP-MRM 法による安定した定量結
果が得られた CEAペプチドは 8種類中 3種
類のみであった（ SDLVNEEATGQFR - 
733.3495++、TLTLFNVTR - 534.3027++ 、
TLTLLSVTR - 502.3109++）。これら CEAペ
プチドの絶対定量を行ったが各種癌患者血
清と健常者血清間での有意な差は見られな
かった（図 2）。しかし IP-MRM法による定
量結果と AIA-600Ⅱによる定量結果には相
関がみられた。 
 
本研究では、IP-MRM 法を用いることで極
微量の腫瘍マーカータンパク質の定量解析
に成功した。さらに研究を継続することで、
測定対象の分子形態の変化（質的変化）を明
らかにする可能性がある。更なる高分解能を
持つ質量分析計や新規タンパク質前処理法
を用いることで診断精度を向上させるマー
カーペプチドの発見は可能だと考えられる。 
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