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研究成果の概要（和文）：ホルマリン固定パラフィン包埋（FFPE）組織切片からレーザーマイクロダイセ

クション（LMD）により、特異的部位を回収してショットガンプロテオーム解析、スペクトラルカウント統計

解析によって変動の見られるタンパク質候補のスクリーニング、Triple-Q型質量分析計による定量プロ

テオーム解析による検証を行った。同定された全 1993 種類のタンパク質から 160 種類のタンパク質を

スクリーニングした。その中から 11 種類の分泌タンパク質を含む 77 種を選択し、Scheduled-SRM によ

る定量アッセイを実施、Stage-I、Stage-IV の癌部特異的な 16 種、Stage-I に特異的な 6 種、Stage-IV

においては 10 種のタンパク質が見出された。現在、免疫組織染色による検証を実施中であり、いくつ

かのタンパク質については SRMのデータとの相関性が確認されている。Scheduled-SRMにより多成分

一斉分析(マルチプル・アッセイ)の効率が飛躍的な向上が確認できた。 

 

研究成果の概要（英文）：Cholangiocarcinoma (CC) is usually diagnosed in advanced stage and 

associated with a dismal prognosis. A proteomic analysis may help identify novel biomarkers for the 

early detection, prevention and treatment of CC. The purpose of this study was to identify proteins 

differentially overexpressed in CC and to validate these proteins as potential biomarkers. We 

conducted a retrospective global proteomic study of formalin-fixed paraffin-embedded (FFPE) tissues 

by shotgun LC-MS/MS. We identified about 2000 proteins, and statistical comparison showed that 160 

proteins were overexpressed in CC compared to noncancerous bile duct. We applied a targeted 

proteomics approach based on selected reaction monitoring (SRM) to quantify a subset of these 

proteins. SRM analysis suggested that some proteins would be useful as potential biomarkers. 

Expression of these proteins was confirmed by immunohistochemistry. Further validation using a 

large-scale sample set of FFPE tissues is now under way.  
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１．研究開始当初の背景 

胆道癌・膵臓癌は、特異的臨床症状に乏しく、

特異的腫瘍マーカーもないために進行癌症例

が多く、死亡罹患比が高い癌腫である。ゴール

ドスタンダードである外科的切除の治療成績向

上にも、多くの課題が残されているが、症例数の

少なさや術式の多様性から、プロスペクティブな

集積や大規模解析が困難で、高いエビデンスレ

ベルのデータは殆どない。その一方、患者層別

化や新規薬剤導入を加速できるバイオマーカー

研究の競争激化の中、罹患数での社会的ニー

ズや創薬研究の生産性からの対象疾患に対す

る投資がされているのが現状であり、胆道癌の

バイオマーカー研究は、他の癌種に比べて大幅

に遅れている。 

最も一般的な組織保存法として病院に多数

保管されているホルマリン固定パラフィン包埋

(Formalin-Fixed Paraffin Embedded; FFPE) 組

織は、予後などの臨床情報が付加した状態でア

ーカイブされており、レトロスペクティブな解析が

容易な点で稀少疾患では特に優位性が高い解

析対象となる。近年 FFPE 組織からのタンパク質

抽出が実現し、断片化され脆弱と考えられてき

た抽出タンパク質も、ノーベル賞受賞となった生

体高分子のイオン化法の開発を契機に目覚まし

い発展を遂げた質量分析(Mass Spectrometry; 

MS) を基盤とするプロテオーム解析に供するこ

とが可能になった。その中でバイオマーカー研

究の力点も、網羅的に探索する段階（グローバ

ル解析）から候補タンパク質群を選択的に検証・

定量解析する段階（ターゲット解析）に大きくシ

フトしており、抗体フリーの選択的定量法である

三連四重極型 MS での SRM 定量法（Selected 

Reaction Monitoring MS-based assay）は、低濃

度下高感度検出・多数のターゲットの同時定量

解析が可能で、極めてスループットの高い新規

検証手法として注目されている。 

 我々は、東北大学病院の診療科として「肝胆
膵外科」を標榜し、肝胆膵外科ハイボリュームセ
ンターとして機能し、東北地方はもとより全国か
ら数多くの患者が集まっており、手術数及び手
術成績は全国でも有数である。よってこれから作
製する標本ではなく、過去の膨大な当科手術症
例を対象として、その臨床情報データとタンパク
質の発現データをレトロスペクティブに比較・解
析することで、胆道癌診療に貢献しうるバイオマ
ーカーを探索したいと考え、本研究計画を想起
するに至った。 
 
２．研究の目的 

臨床情報がアーカイブされた胆道癌FFPE組

織から質量分析を基盤としたプロテオーム解析

を行い、胆道癌外科診療に貢献しうる新規バイ

オマーカータンパク質を同定する。 

 
３．研究の方法 

Discovery Stage 

1. Sample Preparation 

① Sectioning: FFPE組織を専用スライド

グラス（DIRECTORTM Laser 

Microdissection slides）に10μmで薄

切・伸展させ、脱パラフィン後、ヘマト

キシリン染色を行い抽出用プレパラー

トとして作製する。 

② Microdissection: NIMSナノテクノロジ

ー融合センターNIIMS-Leicaバイオイ

メージングラボ内のLeica LMD 6000レ

ーザーマイクロダイセクションシステム

を用いて病理医とのディスカッション

の上、目的とする細胞特異的なダイセ

クションを行う。 

③ Peptide Extraction: プロテオーム解

析前処理キットとしてLiquid TissueTM 

MS Protein Prep Kitを用いてサンプル

を可溶化後、トリプシンペプチド化す

る。 

2. Global proteomics 

① LC-MS/MS Analysis: 高感度にタン

パク質発現を行うためにカスタマイズ

されたnanoflow LC-イオントラップ型

MS/MS（ZAPLOUS SystemTM ）を用

いて同一サンプルを3回測定し、網羅

的に解析する。 

② Bioinformatic Analysis:タンパク質同

定プロセスを自動化するためのクライ

アントソフトウェアであるMASCOTTMを

用いて、MS/MSスペクトラルデータを

タンパク質データベースSwissProtに

照合し、各サンプルのタンパク質を同

定リストアップする。同定されたタンパ

ク質に帰属するペプチド数、検出され

た総ペプチド数、タンパク質のアミノ酸

数などの数値化されたデータより、統

計解析（G検定2））、スペクトラルカウン

ト法3)-6)による半定量比較を行い、癌

部で有意に高発現するタンパク質を

選定する。 

Validation Stage 

3. Targeted Proteomics 

① SRM MS-based Assay: Discovery 

stageで選定された癌部で有意に高発

現するタンパク質のうち、

GeneOntology解析や文献検索により

新規バイオマーカーとして期待される

タンパク質を抽出し、nanoflow LC-三

連四重極型MS/MSを用いたSRMアッ

セイによる定量解析を行う。得られた



 

 

データは解析ソフトMulti Quantにより

各SRM transitionのretention time一

致でのpeak pickingを行い、peak area

を測定値とした。Actin-βをinternal 

standardとして各測定値をnormalizeし、

相対定量比較を行う。 

4. Immunohistochemistry 

① Analysis of Discovery Set: Discovery 

stageで用いたサンプル（Discovery 

Set）を対象に、候補タンパク質の癌細

胞での特異的発現、MS解析結果の

組織学的妥当性を検証するため、免

疫組織化学を行う。MS解析結果と免

疫組織化学の相関性についても検証

する。 

② Analysis of Validation Set: Discovery 

Setを除く解析対象全例（Validation 

Set）を用いて免疫組織化学を行い、

癌特異的な発現や進行度による変動

など、バイオマーカーとしての有用性

を検証する。 

 
４．研究成果 

胆道癌 

 1998年～2008年の期間に当科で手術を施行

し術前化学療法・放射線療法施行例と在院死

亡例を除き、臨床情報が統一フォーマットでア

ーカイブされた肝外胆管癌症例163例（胆道癌

取扱い規約/stage I: II: III: IV = 8: 38: 53: 66）

を対象とした。コントロール（非癌部）には、膵頭

部癌に対して膵頭十二指腸切除術を施行した

症例の胆管22例を用いた。 

 まず、胆道癌特異的な発現タンパク質を網羅

的に探索する目的で、解析対象のうちStage I・

Stage IV・非癌部を各7例ずつ抽出し、Discovery 

Setとした。網羅的プロテオーム解析にてStage I 

：1266種、Stage IV：1143種、非癌部：1095種、計

1992種の発現タンパク質を同定した（Figure 1）。 

（Figure 1） 

 スペクトラルカウント法による半定量比較解析

およびG検定の結果、そのうち160種のタンパク

質が癌部で有意に高発現していた（Figure 2）。 

 GeneOntology解析や文献検索から95種のタン

パク質を抽出し、SRMデザイン候補タンパク質と

した。SRMテスト測定の結果にて、actin-βを含

む69種のタンパク質が有効に検出可能であり、

これらのタンパク質に対してSRM本測定を行っ

た。Actin-βの測定値によりnormalizeして相対

定量比較を行った結果、12種のタンパク質が癌

部で有意に高発現していることが明らかになっ

た。 

（Figure 2） 

 
 Discovery Setを対象に25種の特異的抗体によ

る免疫組織化学を行い、11種のタンパク質が

Stage I、Stage IV（もしくは両群）で特異的に高発

現を示した。特に、SRMアッセイにて有意に高発

現をしていたタンパク質は免疫組織化学におい

ても高い相関性を持って高発現していた。 

膵臓癌 

 1998 年～2007 年に当科で膵切除が行われ、
浸潤性膵管癌と診断された 156 例のうち、術前
化学療法を行わずに根治切除できた予後が明
らかな 96 例を選択し、対象症例とした。さらにそ
の 96例から既知の予後因子(Stage、分化度、術
後腫瘍マーカー値、補助化学療法)が同一であ
るにも関わらず、予後に差のある 2 群(予後不良
群 4例、予後良好群 4例)を抽出し(Figure 3)、タ
ンパク質の発現を比較することで、新規の予後
予測因子を探索した。コントロールとして、膵癌
以外の5症例から採取された正常膵管上皮を用
いた。 
(Figure 3) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
予後不良群 4例、予後良好群 4例、正常膵管 5
例の分析により、それぞれ 924 種、845 種、730



 

 

種、合計 1229 種のタンパク質が同定され、スペ
クトラルカウント法による半定量比較解析および
G 検定の結果、170 種を SRM デザイン候補タン
パク質とした。（Figure 4） 
（Figure 4） 
Group1：予後不良群で高発現するタンパク質
Group2：予後良好群で高発現するタンパク質
Group3：膵癌で高発現するタンパク質 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Group 1 及び 2 の 106 種の候補タンパク質の
中から、比較定量により 2群間の発現量の差
が大きいと算出されたタンパク質 27 種を選
定し、免疫組織化学による発現の特異性と細
胞内局在を検討したところ、3 種のタンパク
質が、比較定量結果と同様に予後不良群で高
発現していた。（Figure 5） 
（Figure 5） 
 
 
 
 
 今後症例を集積し、候補の中で「血液や胆汁
に現れる可能性がある」漏洩・分泌タンパク質な
どに絞り込み、術前に採取できる血液や胆汁を
用いて選択的に検出・定量して候補マーカーを
検証する新規研究戦略や、従来の形態学を超
えた分子病理学的診断への応用、候補マーカ
ーをターゲットした分子標的治療や分子イメージ
ング技術開発等、産業や臨床医学上のイノベー
ションや肝胆膵診療のブレイクスルーにつなが
るような成果を生み出したいと考えている。 
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