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研究成果の概要： 
本研究では、種々の消化器癌の臨床検体を用い、最新のプロテオーム解析技術を駆使して消

化器癌の早期診断、再発予測に有用な新しい腫瘍マーカーを発見した。その 1つが膵癌の予後
予測に有用な apolipoprotein C1であり、もう 1つが肝癌の早期診断に有用な Clathrin Heavy 
Chainと Formiminotransferase Cyclodeaminaseである。また本研究では、血中の微量タン
パク質を検出する独自の方法を開発し、大腸癌の早期診断マーカー候補タンパク質も同定した。

今後さらに有望なバイオマーカーが見つかることが期待される。 
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１．研究開始当初の背景 
癌の早期発見や病態の把握に有用な血中

や尿中に存在する新しい腫瘍マーカーを見
つけるには、遺伝子の最終産物であるタンパ
ク質を調べることが必須である。従来の早期
癌のスクリーニング検査として、いくつかの
血清腫瘍マーカーが用いられているが、これ
らのマーカーはいずれも進行癌では陽性率
が高いものの、早期癌の検出率は非常に低い。
したがって、新しい腫瘍マーカーの開発は急
務であり、そこで威力を発揮するのが血液、
尿、組織などの臨床検体中のタンパク質を網

羅的に調べるプロテオーム解析である。 
 
(国内外の研究動向及び位置づけ) 
近年、国内外でプロテオーム解析を用いた
癌の診断法に関する報告が数多くみられる
ようになったが、そのきっかけとなったのは、
米国癌研究所の Liotta らによる下記の論文
である。 
Petricoin EF et al. Use of proteomic 
patterns in serum to identify ovarian 
cancer. Lancet 2002. 
この論文ではプロテインチップシステムⓇ
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（サイファージェン社）を用いて卵巣癌の患
者血清を解析した結果、ほぼ 100%の感度特
異度で卵巣癌の診断ができるという画期的
なものであった。その後種々の癌に関する同
様な研究が国内外から相次いで報告され、現
在腫瘍マーカーの開発手法として臨床材料
を用いたプロテオーム解析は主流になりつ
つある。国内では我々のグループと国立がん
センターのグループが上記と同様の手法を
用いてそれぞれスキルス胃癌と膵癌を非常
に高精度で診断ができると報告してきた（日
本癌学会発表 2005、日経新聞記事 2005年 9
月）（日本癌学会発表 2005、Cancer Res. 2005、
日経新聞記事 2005 年 9 月、朝日新聞記事
2006年 9月）。ただ、これらの研究成果がす
ぐ臨床応用に結びつくかというとそれには
まだクリアしなければいけない問題が多い。
例えば、上記の解析は質量分析計を用いたも
のであり、精度や再現性に問題があることが
現在でも指摘されているため、器械の性能の
さらなる技術革新が必須である。また、高価
で熟練を要する質量分析計はどこの医療機
関でも扱える技術ではないという汎用性の
問題もある。以上の問題点を解決するために
は、いかに正確で汎用性の高い癌の診断方法
を開発し、それをいち早く診療の場に応用す
るかが必須である。 
 
２．研究の目的 
本研究では、プロテオーム解析技術を用い

て以上の点を明らかにする予定である。 
1)ヒト固形癌、その中でも特に消化器癌を対
象に早期診断や病態把握に有用なマーカー
の探索を行う。 
2)１次スクリーニングとして人間ドックなど
の検診の場で利用できる ELISA や抗体・抗
原アレイなどの簡便なアッセイ系の構築、お
よび２次スクリーニングとして質量分析計
を用いた検査法を開発する。 
 
３．研究の方法 
１．正確な臨床情報が付加された「高品質な」
検体の収集と保存 
 プロテオームでは解析の対象となる臨床
検体が正確な診断の下に採取され、適切に保
存されていることが不可欠である。申請者は
千葉大学病院検査部准教授も併任しており、
血清、血漿、尿などの豊富な臨床検体を扱え
る立場にある。また、当大学で癌診療を行っ
ている講座と連携し、正確な臨床情報が付加
された検体を収集している。さらに、プロテ
オーム解析は検体の保存条件にかなり影響
されるので、検体採取から保存まで一定の条
件で厳密に管理している。 
 
２．プロテインチップシステム、クリンプロ
ットシステムを用いた癌患者血清・血漿の発

現プロテオーム解析 
 プロテインチップシステムは、タンパク質
解析に適した様々な化学的性質を表面に持
たせたプロテインチップと飛行時間型質量
分析計からなり、そのチップ上に捕捉された
多数のタンパク質は質量数別にピークとし
て分離され、その存在量に応じてピークの高
さが変化する。また、クリンプロットシステ
ムは上記のプロテインチップシステムを改
良したもので、化学的性質を表面に持たせた
ビーズにタンパク質を結合させ、より高精度
の質量分析計を用いて検体中のタンパク質
の量を比較できる。これらの手法を用いて、
血清・血漿中のタンパク質の量およびそのパ
ターンを癌患者の術前術後、あるいは患者と
正常人の検体間で比較し、違いの見られるタ
ンパク質を検索する。発現に特異的な差異が
見られたタンパク質のうち、3kDa 以下の小
さなものは直接タンデムマス(MS/MS)で同
定することが可能であり、それより大きなも
のは HPLC や SDS-PAGE によって精製後、
アミノ酸配列を決定する。 
 
３．独自のペプチド抽出法と HPLC を組み
合わせた癌患者血清の発現プロテオーム解
析 
血中には疾患マーカーとなる可能性のあ
る低分子量ペプチドが多数存在するが、アル
ブミンやグロブリンなどの高分子量キャリ
アタンパク質が大部分を占めるために、これ
までの手法ではそれらのタンパク質が邪魔
になって量の少ないペプチドの検出が困難
であった。これらのキャリアタンパク質を除
去するキットはあるものの、その最も大きな
問題点は、高分子量タンパク質の除去に伴い
ペプチド成分も大きく損失する点である。
我々は、血中の低分子量ペプチドを損失する
ことなく高分子量タンパク質を効率よく除
去する方法を確立した。この方法とHPLCを
組み合わせることで癌患者血清・血漿中に存
在する癌特異的ペプチドを単離、同定を行う。 
 
４．2D-DIGE を用いた癌特異的に発現する
タンパク質の解析 
上記２，３では患者血中の低分子量ペプチ
ドを対象としていたが、質量分析計では検出
困難な高分子量タンパク質にも新しい腫瘍
マーカー候補となるタンパク質が存在する
可能性が高い。血中には癌細胞から分泌ある
いは癌細胞そのものが壊れることで出てく
る癌特異的タンパク質があることを考慮し
て、血清だけでなく、癌手術標本の癌部と非
癌部組織から抽出したタンパク質のプロテ
オーム解析を二次元電気泳動法を用いて行
う。従来は比較したいサンプルを別々のゲル
に流して、発現量の違いのあるタンパク質を
探索していたが、再現性に問題があり、客観



的にタンパク量を比較するのは困難である。
最近、比較したい２つの検体を異なる蛍光色
素で標識し、１枚のゲルに同時に流して、検
体間の蛍光発色量を測定することで両者の
タンパク量を定量解析する 2D-DIGE 法が開
発された。この方法により、癌特異的に発現
増大または減少するタンパク質を選び出し、
ゲル内でのトリプシン消化後、質量分析計を
用いてタンパク質を同定する。上記の解析で
マーカー候補となったタンパク質に対して
抗体を作成し、癌組織での発現をウエスタン
ブロットや免疫染色で確認する。 
 
４．研究成果 
１．SELDI TOF-MS（プロテインチップ®シ
ステム）を用いた膵臓癌の予後予測に有用な
腫瘍マーカーペプチドの同定 
 これまで我々は SELDI TOF-MS（プロテ
インチップ®システム）を用いて、食道癌な
どの消化器癌のリスクを高めることが知ら
れている習慣飲酒のマーカーの候補となる
ペプチドをいくつか見出し、そのうち 3つの
ペプチドについて同定を行い報告した。その
ノウハウを生かして、最近我々は、膵臓癌の
予後予測に有用なマーカーの同定に成功し
た。千葉大学臓器制御外科学で手術を施行し
た 69 例の膵臓癌患者の術前術後の血清を
SELDI TOF-MS（プロテインチップ：WCX）
を用いて比較検討した結果、m/z 6420 と
6630 のピークが術後に比して術前に有意に
高いことを見出した（図１）。 

そのピークを、チップと同様の性質を持つ陽
イオン交換カラムを使った FPLCと、その後
2段階の逆相HPLCを使って精製し、N末端
アミノ酸シークエンスを行った結果、m/z 
6630 の ピ ー ク は mature type の
apolipoprotein C-1(ApoC-1)、m/z 6420はそ
のApoC-1のN末端の 2アミノ酸が削れたも
のであることが判明した。ApoC-1 はもとも

と血中に存在するタンパク質であるが、膵臓
癌組織を抗 ApoC-1抗体を用いてウエスタン
ブロットおよび免疫染色を行った結果、正常
の膵管細胞では ApoC-1の発現がほとんど見
られないのに対して、膵臓癌細胞では
ApoC-1 が強く発現していた。さらに、数種
類の膵臓癌培養細胞の培養上清を調べた結
果、ApoC-1 が培養上清に分泌されているこ
とを見出した。これらの結果から ApoC-1は
膵臓癌細胞で産生され、それが血中に分泌さ
れていることが示唆された。膵臓癌患者血中
の ApoC-1の臨床的意義を検討するために、
ApoC-1 レベルと 5 年生存率との関係を調べ
たところ、驚くべきことに ApoC-1レベルの
低い群では高い群に比して 5年生存率が有意
に高いことがわかった（図２）。この結果は
血中 ApoC-1の値によって膵臓癌患者の予後
予測が可能であることが示唆され、術後の抗
がん剤などの治療法の選択に有用であると
考えられた(Oncogene 2008)。 

図２ 膵臓癌患者血清中の ApoC-1 レベルと
5年生存率との関係 

 
２．独自のペプチド抽出技術を用いた大腸癌
腫瘍マーカー候補ペプチドの同定 
 プロテオーム解析技術がどんどん進歩す
るとともに、がんをはじめとする様々な疾患
の診断に有用な疾患マーカーが次々と発見
されると期待されているが、現実には新規疾
患マーカーとして臨床応用されているもの
は皆無である。その理由として、血中の微量
なタンパク質が検出できていないという点
があげられる。例えば、血清中のタンパク質
はアルブミンやグロブリンなどのメジャー
タンパク質と言われるものが 99％を占め、残
りの 1％に有望な疾患マーカー候補のタンパ
ク質やペプチドが含まれていると考えられ
る。その多量に存在するメジャータンパク質
を除去するための色々な方法が開発されて
いるが、まだまだ満足のいく方法はとはなっ
ていない。また、血中のアルブミンは色々な
タンパク質のキャリアタンパク質であるた
め、アルブミンを除くとそれに結合している
多くのタンパク質も除かれてしまう。我々は、

図１ プロテインチップ®システムを用いた 

膵癌患者血清の解析例 

術前 

術後 



この問題を解決するために、これらのアルブ
ミンに結合しているペプチドは除去せずに
高分子量タンパク質だけを除いて、血中の低
分子量ペプチドを効率よく抽出する方法を
確立した（特願 2007-206602）。従来行われて
いるアセトン沈殿法（A法）や限外ろ過法（F
法）ではアルブミンを初めとした高分子量タ
ンパク質の除去にともない、ペプチド成分の
大部分が除去されていたが、これに対して
我々の抽出法では、高分子量タンパク質は若
干残っているが分子量約 20,000 以下のペプ
チド成分が効率よく抽出されていた。この方
法で種々のがん患者および健常人の血清か
らペプチドを抽出し、高速液体クロマトグラ
フィーで分画後、それぞれのフラクションを
高精度質量分析計を用いてがん患者と健常
人で比較することにより、癌患者血清中に存
在する特異的ペプチドを単離、同定を行った。
その結果、これまで大腸癌患者血清中に特異
的に存在するペプチドをいくつか同定し、特
許出願した（図３）（特許：特願 2007-206602）。 

我々はさらに上記で見つかったマーカー候
補ペプチド（ターゲットペプチド）の安定同
位体標識ペプチドを化学合成し、それを分析
対象の血清に一定量添加して、もともと血清
中に存在する内在性のターゲットペプチド
のピークの高さと比較することで、ペプチド
の定量化が可能であることを見出した（図
４）。この実験のメリットは、化学合成した
安定同位体標識ペプチドと血清中に元々あ
るターゲットペプチドの化学的な性質が分
子量以外は全て等しいことである。したがっ
て、ペプチド抽出時の振る舞い、HPLC の溶
出時間ならびに、質量分析計でのイオン化効
率が同じである。またターゲットペプチド
（図４Ａ）に比べて安定同位体ペプチド（図
４Ｂ）は分子量がわずかに大きいので質量分
析計で測定すると両方のペプチドを同時に
ダブレットピークとして検出できる。これに
より、様々な血清中のターゲットペプチドの
存在量を、導入した安定同位体標識ペプチド
を基準として定量解析することができる。こ
の手法は従来のタンパク質・ペプチドの定量

法であるELISA法に代わるペプチド定量法に
なると考えられ、癌の早期発見のためのスク
リーニングに有用であると考えられる。 

 
３．2D-DIGE 法を用いた原発性肝細胞癌の病
理診断マーカーの開発 
原発性肝細胞癌 (HCC) は、特に小さな腫
瘍の場合、しばしば良性腫瘍との病理学的鑑
別が困難である。近年 Glypican-3 などの HCC
マーカーが報告されているが、その感度・特
異度は必ずしも満足のいくものではなく、新
たな病理診断マーカーが必要である。我々は
HCC の新しい診断マーカー探索を目的として, 
HCC 組織を用いたプロテオーム解析を行い、
見つかったマーカー候補蛋白質の有用性を
評価した（図５）。肝切除を行った HCC 患者
１０例の癌部・非癌部組織について、プロテ
オーム解析によって発現の違いのある蛋白
質を解析した結果、HCC において clathrin 
heavy chain (CHC)の発現増大と 
formiminotransferase cyclodeaminase 
(FTCD)の発現低下が認められた。それらの蛋
白質について tissue micro-array を用いた
免疫染色によりGlypican-3と対比させてHCC
診断精度について調べたところ、それぞれ単
独では Glypican-3 と同等の感度・特異度が
得られ、またそれらのマーカーの組み合わせ
により診断精度の向上がみられた。さらに, 
良性結節と早期肝癌の鑑別について検討し
た結果、Glypican-3 では鑑別ができなかった
症例において、CHC またはFTCD を用いること
で鑑別が可能となった症例もみられた。以上
の結果より、CHC と FTCD が新しい HCC の診断

図３ 大腸癌患者血清中に特異的に存在する 

ペプチドの検出例 

図４．大腸癌患者の手術前後の血清中の内在性ペ

プチド（A）と安定同位体標識ペプチド（B） 

 （上：手術前、下：手術後）    



マーカーとして、進行型 HCC のみならず病理
学的診断の困難な早期肝癌の診断にも有用
であることが示唆された（Hepatology 2008）。 
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