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研究成果の概要：プロテオミクスの手法を用いて腎癌に特異的な腫瘍マーカー候補蛋白質を探索

した。腎癌組織を用いた研究と腎癌細胞株の培養上清を用いた研究を施行し、最終的に 2 種類

の腎癌に関連した報告例のないタンパク質を確認することが出来た。今後、この 2 種類のタン

パク質については、腫瘍マーカーとしての有用性の検討や機能解析、そして既知の癌関連因子と

の相関も含め検証していく。 
 
交付額       

（金額単位：円） 
 直接経費 間接経費 合計 

2006年度 1,300,000 0 1,300,000 

2007年度 1,100,000 330,000 1,430,000 

2008年度 1,100,000 330,000 1,430,000 

総計 3,500,000 660,000 4,160,000 

 

 

研究分野：医歯薬学 

科研費の分科・細目：外科系臨床医学・泌尿器科学 

キーワード：腎細胞癌、プロテオミクス、腫瘍マーカー 

 

1．研究開始当初の背景 

腎細胞癌においては、根治可能な早期での診
断、手術が予後を改善するうえで最重要とな
る。早期の、根治可能な腎細胞癌に特徴的な
症状はなく、早期診断、治療効果判定に有効
な特異的な腫瘍マーカーもない。現在までい
くつもの予後予見因子、腫瘍マーカーが報告
されてはきたが、それらの多くは進行癌の関
連因子であり、腎細胞癌の早期診断、治療効
果判定や術後再発のマーカーとして有用なも
のは皆無である。また、腎細胞癌では術後 10
年以上の長期を経た再発・転移も稀ではない
ことから、有用な予後予見因子を確立するこ
とは、重点的に観察を要する患者を選択し不
必要な検査を減らすことで医療費の削減に寄
与するものと期待される 

 

2．研究の目的 

プロテオミクス解析技術を用いて腎細胞癌の

新規腫瘍マーカー候補蛋白を探索することを

目的とする。プロテオーム解析は、ポストゲ

ノム時代の基盤となる新しい分野であり、病

態により異常な挙動を示す多数のタンパク質

を網羅的に検出し、その病態の直接的な原因

となるタンパク質を同定し、その機能を解明

する新たな解析方法である。この方法により、

従来の遺伝子学的手法だけでは不可能であっ

たタンパク質の翻訳後修飾を確認することも

可能で、遺伝子レベルでは変化を認めない病

態の解明に有効であるとされている。今回の

研究では腎癌組織と正常組織からタンパク質
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を抽出し、アガロース二次元電気泳動法で展

開、挙動異常のあるタンパク質を解析するこ

とを目的とし遂行した。また同時に腎癌患者

尿と非腎癌患者尿（健常者尿）においても同

様な検討を行う予定であったが、尿は定量比

較することが困難であるため、まず腎癌培養

細胞における培養上清中のタンパク質を

SDS-PAGE 法で展開し、体液中に放出される

可能性のあるタンパク質を解析し、腎癌に特

異的なタンパク質を同定することを目的とし

遂行した。ここにその結果を報告し、諸賢の

御意見と御批判を仰ぎたい。 
 

3．研究の方法 

(1) 腎癌組織におけるプロテオーム解析 
① アガロース二次元電気泳動法 
同一の腎臓から採取した腎細胞癌組織（Clear 
cell type）と正常腎組織をタンパク抽出液と

ともにホモジナイズし、タンパク質を抽出し

た。抽出液をアガロース二次元電気泳動法に

より展開し、癌組織と正常組織のそれぞれか

ら得られたゲルのパターンを比較し、個々の

タンパク質の発現量の違いを比較検討した。

ゲル上で発現量に差が認められたタンパク質

については、酵素的ゲル内消化を施行後、質

量分析計によりタンパク質を同定した。 
②新規マーカー候補タンパク質における検証 
腎癌で発現が増加したタンパク質については、

抗体を購入しウエスターンブロッティング法

により多検体での検証を施行した。 
(2) 細胞上清におけるプロテオーム解析 
①当初、癌患者の術前と術後の尿、そして正

常尿（患者と同年代の健常者より採取したも

の）で発現プロテオームの変化を解析する予

定であったが、タンパク量の差が大きく解析

が困難であった。このため腎癌培養株の培養

上清における検討をまず施行した。腎癌細胞

株 769-P を継代し、コンフルエントになっ

た時点で無血清培地に変え、48 時間後にその

培養上清を回収した。回収した培養上清を脱

塩・濃縮し SDS-PAGE にてゲル上に展開した。

電気泳動によって得られたバンドを 2mm 間

隔で切り出し、タンパク質を同定した。同定

されたタンパク質のうち、腎癌との関連性が

すでに報告されているものを除外し、新規マ

ーカー候補タンパク質を選定した。 
②ウェスターンブロッティング法による検証 
新規腫瘍マーカー候補タンパク質については、

抗体を購入しさらに 6 症例の癌組織と正常組

織についてウエスターンブロッティング法に

より検証した。 

③免疫組織化学染色法による検証 
ウエスターンブロッティング法により癌と正

常組織間で発現に差が確認されたタンパク質

については病理学的に腎細胞癌（clear cell 
type）と確認された 10 症例で免疫組織化学染

色法による検証を施行した。 
 
4．研究成果 

(1) 腎癌組織におけるプロテオーム解析 
①アガロース二次元電気泳動法によるディフ

ァレンシャルディスプレイ 
図１のようにアガロース 2 次元電気泳動法で

腎癌組織、腎正常組織のマップを作成し、比

較検討を施行した。腎細胞癌組織、正常腎細

胞組織のそれぞれの組織で 300 個以上のスポ

ットをゲル上で検出することができ、66 kDa 
以上の高分子量タンパク質領域では 34 個の

相違が見られた。これらのスポットについて

酵 素 的 ゲ ル 内 消 化 Enzymatic in-gel 
digestion を行い、LC-MS/MS でタンパク質

を同定した。本検討においては(1)解糖系と

TCA サイクルに関わる複数の酵素に増減、(2)
細胞接着に関わるアクチン結合タンパク質に

増減、(3)ビタミン作用のある葉酸の合成に関

する酵素が減少、(4)糖新生に関わる酵素が欠

失 が確認された。これより腎細胞癌では、

エネルギー代謝が変化するとともに、細胞骨

格と細胞接着に変化が生じていることが確認

された。そのなかで腎細胞癌組織で増加した

5 種類のタンパク質、すなわち ATP-citrate 
synthase、6-phosphofructokinase type C、

Annexin A6、Lamin-B1、Plastin-L を新規腫

瘍マーカー候補とした。 
 

 
 

 
 

 

図１ Proteomic map of renal cell 
carcinoma by Agarose 2-DE 



②新規マーカー候補タンパク質における検証 
上記 5 種類の新規腫瘍マーカー候補タンパク

質についてウェスターンブロッティング法に

より検証した。組織での検討では、plastin-L
のみ癌組織で発現が上昇しているのが確認さ

れた。他の 4 種類においては有意差は得られ

なかった。Plastin－L については、血清、尿

においてそれぞれ検証したが癌患者と健常者

において有意な差は認められなかった。 
 
 (2) 細胞上清におけるプロテオーム解析 
①同定されたタンパク質については以下に示

すとおりである。 
 
 
この同定されたタンパク質のうち、Amyloid 
beta A4 protein、ProSAAS、Cadherin-2、
Profilin-1 
についてウェスターンブロッティング法にて

組織による発現を比較検討した。その結果、

Profilin-1 においてのみ有意に癌で発現が上

昇した。 
②免疫組織化学染色 
Profilin-1 で腎癌組織、正常組織を免疫組織化

学染色した結果、癌部で有意に Profilin-1 の

発現が上昇していることが確認された。正常

腎組織においても腎糸球体は染色されないが、

尿細管は染色された。腎癌組織においては細

胞膜から細胞質にかけて染色され、正常組織

と腎癌組織の染色性に大きな違いがあること

が確認された。10 症例において検討を行った

が、Profilin-1 の染色性については再現性が得

られた。今後、更に多検体において検証を行

っていくのと同時に、clear cell type 以外の腎

癌組織における発現についても検証していく

予定である。 
 
図２ 免疫組織化学染色 (Profilin-1) 
 
 正常腎       組織腎癌組織 
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腎正常組織においては、主に尿細管が染色さ

れるが、癌組織では癌細胞の細胞質を中心に 

染色されているのが確認された。 
 
 (3)血清中の診断マーカータンパク質の探索 
 血清は多くの生物学的情報を含んでいる。

従って、血清中のタンパク質を調べることに

より、病気の早期発見につながる情報を得る

ことができる。しかし、血清中に存在する 22 
種類の高存在量タンパク質が総タンパク量の 
99% を占めており、残り 1% 中に数 1,000 種

類のタンパク質が存在する。さらに、これら

のタンパク質の濃度分布は  mg/mL から 
pg/mL と非常に広く、その中における組織由

来のタンパク質の濃度は数 mg/mL 以下とい

われている。そのため、癌のマーカー候補と

なる腫瘍由来のタンパク質を検出するために

は、多くの高濃度タンパク質に隠れた微量タ

ンパク質を詳細に比較分析する必要がある。

我々は分担研究者の小寺を中心に血清中の診

断マーカータンパク質ならびにペプチドを探

索するための方法の開発を行っている。前者

に関してはまず血清アルブミン・免疫グロブ

リンを除去カラムで除去後、残りの数 1,000
種類のタンパク質を逆相 HPLC で分画し、そ

の各分画物を電気泳動法（SDS-PAGE または

二次元電気泳動法）で比較分析する（本報告

書に記載の主要な発表論文４）。後者に関して

は、独自の高効率な抽出法で抽出したペプチ

ド混合物を逆相 HPLC で細かく分画し、それ

ぞれを質量分析する（PCT/JP2008/002168
（特願 2007-206602）、日本ヒトプロテオーム

機構第 6 回大会シンポジウム発表）。いずれも

分画の再現性を高めることに成功し、詳細な

診断マーカー候補の探索が可能となっている。 
 本研究では前者のタンパク質分析法を腎癌

患者の手術前後の血清の比較分析に応用した

（図 3 に結果の一部を示す）。その結果、術後

に減少するタンパク質 3 種類、増加するタン

パク質 4 種類の探索に成功した。減少するタ

ンパク質の１つは既に腎癌患者血清中で報告

されているタンパク質であったが、残りの２

つは腎癌患者血清中での報告例はない。その

中の 1 つは卵巣明細胞腺癌の腫瘍で過剰発現

することが確認されており、今回探索に用い

た血清が腎癌の中で最も多い淡明細胞癌の患

者血清であったことから考えると、淡明細胞

癌特異的なマーカーとなり得る可能性がある

ことがわかった。 
 
 
 



  
 
(4)今後の展望 
 我々は(1)腎癌組織、(2)腎癌培養細胞、(3)
腎癌患者血清を対象にプロテオーム解析によ

る診断マーカーの探索を行った。現時点にお

いては (1), (2) より 2 種類のタンパク質

（Plastin-L、Profilin）を新規腫瘍マーカー

候補とした。また、(3)については、腎癌手術

に伴って減少する 2 つの興味深いマーカー候

補を探索することに成功した。 
 Plastin-L は、白血病における報告はあるが

固形癌での報告はない。Profilin は膵臓癌の

培養上清中で減少するとの報告があるが腎癌

との関連については報告例はない。今回の検

討においては両タンパクとも血清、尿中とも

に腎癌と非腎癌患者において十分に検出され

ず、有意差は得られなかった。抗体の感度等

の問題も考えられ、今後 ELISA 法での検証も

含め多検体で検証を行う予定である。 
また機能解析や遺伝子レベルでの発現も検討

し、腎癌との関連性をさらに検討し発展させ

ていく予定である。 
 血清の分析で検出した 2 種類のマーカー候

補タンパク質については、現在、抗体を入手

してウエスターンブロッティングによる診断

応用可能性の評価を開始している。今後、様々

なステージの約 100 例の癌患者血清ならびに

健常者血清に対して小規模な評価を行い、診

断マーカーとしての有用性がある程度確認で

きた段階で ELISA 系を構築し、詳細な評価を

行う予定である。 
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