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研究成果の概要（和文）： 
	 上皮性卵巣癌の中でも、卵巣明細胞腺癌は化学療法に対する抵抗性が高く予後不良例が多い。

また、明細胞腺癌では代表的腫瘍マーカーCA125が低値な症例も多く、本疾患を高い精度で検出

できる血清診断マーカーの開発が必要である。本研究では、明細胞腺癌由来細胞株が産生する細

胞外分泌タンパク質をプロテオミクス手法を用いて解析し、臨床的に有用なマーカー候補タンパ

ク質を見いだした。本タンパク質はCA125陰性の明細胞腺癌患者血清でも高い確立で陽性を示し

た。	 

 
研究成果の概要（英文）： 
   Of all of the epithelial ovarian cancers, clear cell adenocarcinoma (CCA) has the worst 

prognosis.  In addition, level of CA125, a conventional marker for ovarian cancer, is relatively 

low and frequently negative in patients with CCA.  Therefore, development of new biomarker is 

needed to improve diagnosis of CCA.  In this study, we analyzed secreted proteins in conditioned 

media from CCA-derived cell lines by a proteomic approach, and identified a potential biomarker 

candidate with clinical utilities. Serum level of the identified protein was significantly elevated in 

CCA patients. 
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１．研究開始当初の背景  
	 上皮性卵巣癌は、主に漿液性、粘液性、類
内膜および明細胞の４種類の組織型に分類
される。中でも明細胞腺癌（CCA）は化学療
法に対する抵抗性と転移浸潤能が高く、早期
に発見されても多数の予後不良例が存在す
る悪性度の高い組織型である。さらに CCA
では、現在卵巣腫瘍マーカーとして広く認知
されている CA125 が低値の症例が多く、特
異的な腫瘍マーカーは今のところ開発され
ていない。また卵巣癌組織型の中で CCA の
占める割合は、欧米諸国では 5〜6%であるの
に対し、日本では 20%を越えていることから、
我が国における CCA の発生頻度が非常に高
いことが伺える。したがって本邦では、CCA
を他の卵巣癌組織型とは一線を画する疾患
としてとらえており、CCA に対する新規抗悪
性腫瘍薬の開発ならびに CCA の診断マーカ
ーの確立が喫緊の課題となっている。 
 
 
２．研究の目的  
（１）	 CCA の分泌タンパク質を網羅的に検
出し、その中から CCA に特徴的な分泌タン
パク質を探索する。 
（２）患者組織中の遺伝子発現量などを考慮
して、研究対象とするタンパク質を絞り込む。 
（３）当該タンパク質の患者血中濃度を測定
し、CCA の診断マーカーとしての臨床的有用
性を検証することを目的とする。 
 
 
３．研究の方法  
（１）分泌タンパク質のプロテオーム解析	 

CCA 細胞株４種（OVTOKO、OVISE、
OVMANA、OVSAYO）、粘液性腺癌細胞株
２種（MCAS、RMUG-S）、漿液性腺癌細胞
株２種（OVSAHO、OVKATE）をそれぞれ
上皮増殖因子を含む無血清培地にて２日間
培養し、各々の培地上清をフィルター濾過後、
脱塩濃縮することにて得られるタンパク質
を解析試料とした。得られたタンパク質をト
リプシン消化後、C18 逆相カラムナノ LC シ
ステムを連結した LTQ オービトラップ質量
分析装置（サーモフィッシャーサイエンティ
フィック社製）を用いて解析した。得られた
データは Protein	 Discoverer ソフトウェア
（サーモフィッシャーサイエンティフィッ
ク社製）を用いて解析し、Swiss-Prot データ
ベース上のアミノ酸配列に対して検索をか
けることで、タンパク質を同定した。 
	 
（２）バイオマーカー検出系の構築	 
	 抗 Protein-X モノクローナル抗体を得るた
めに、GPI アンカー型 Protein-X の発現プラ

スミドを免疫したマウスから抗血清を採取
し、Protein-X に対する抗体を産生可能なハ
イブリドーマを樹立した。ハイブリドーマ培
養上清を硫安分画後、HiTrap	 Protein	 GHP（GE
ヘルスケア社製）を用いて、認識部位の異な
る２種のモノクローナル抗体を精製した。一
方の抗体は固定化担体に吸着させ、もう一方
の抗体はアルカリフォスファターゼで標識
し、両者を磁性透過性容器（1.2	 mL）に入れ
た Protein-X 測定試薬を作製した。本試薬を
用いて、東ソー株式会社の全自動エンザイム
イムノアッセイ装置ＡＩＡ－１８００によ
り、検体中の Protein-X 濃度を測定した。	 
	 
（３）臨床検体	 
	 使用した検体は、健常人検体（甲状腺刺激
ホルモン低値検体）７９例、（内訳：ＳＬＲ
社購入検体３０例、Ｔｒｉｎａ社購入検体４
９例）、卵巣子宮内膜症検体３０例（ＰＲＯ
ＭＥＤＤＸ社購入検体）および卵巣明細胞腺
癌検体５０例（内訳：ＳＬＲ社購入検体３０
例、ＮＯＶＡ社購入検体２０例）であり、い
ずれの検体もインフォームドコンセント承
諾済と記載された欧米人血清検体である。	 
	 
	 
４．研究成果	 
（１）分泌タンパク質のプロテオーム解析	 
	 ４種類の CCA 由来細胞株を無血清培地にて
２日間培養し、培養上清に含まれるタンパク
質を脱塩濃縮後、LC-MS/MS により解析した。
それぞれの CCA 細胞株群から 1000 前後のタ
ンパク質を同定した（図１）。	 
	 
（２）マーカー候補タンパク質の選別	 
	 同定されたタンパク質の中から、以下の基
準により、CCA マーカー候補タンパク質を選
別した。	 
①	 プロテオーム解析により同定されたタン

パク質のリストに基づいて、各細胞群で
検出されるタンパク質の比較解析を行っ
た（図１）。４種類のCCA細胞株のうち少
なくとも３種類に共通して同定されるタ
ンパク質は891種存在した。この中には、
我々が以前より注目していたCCA特異的
発現タンパク質アネキシンIVも含まれて
いたことから（文献1,	 2）、これら891
種の中にCCAを特徴づけるタンパク質群
が含まれていることが示唆された。そこ
で、この891種を出発材料として、CCAマ
ーカー候補タンパク質の絞り込みを行っ
た。	 

②	 891種のタンパク質のリストの中で、他の
卵巣癌細胞株の培養上清からは検出され
ないタンパク質を抽出するために、漿液



性腺癌細胞株と粘液性腺癌細胞株の培養
上清から同定されたタンパク質リストと
比較した。図２に各細胞株由来のタンパ
ク質リストの比較結果をベン図で示した。
本解析により、148種のタンパク質がCCA
群にのみ検出されることがわかった。ま
た、本解析において代表的卵巣癌マーカ
ーも同定されており、CA125やCYFRA21-1
は、３種の細胞株群から検出された。し
たがって、上記148種には、既存のマーカ
ーに取って代わる新しいCCA診断マーカ
ー候補タンパク質が含まれている可能性
が示唆された。	 
	 
	 

図１.	 各CCA由来細胞株から同定されたタンパク質の比

較	 

	 
	 

	 
図２.	 CCA細胞株群に共通して同定されたタンパク質891

と他の卵巣癌細胞株から同定されたタンパク質の比較	 

	 
	 

③	 148種のタンパク質の中から、血中での
検出が期待される"細胞外分泌タンパ
ク質"、あるいは"膜タンパク質"として
分類されるものをデータベース情報に
基づいて抽出した。RCAI	 RefDICデータ
ベース（http://refdic.rcai.riken.	 
jp/)を用いて、Gene	 Ontology分類にお
ける”extra	 cellular”や”cellular	 
membrane”のtermの注釈が付くタン
パク質を51種類抽出した。	 

	 

④	 様々な組織で広範囲に発現していない
（組織特異性の高い）タンパク質は、
健常者の血中には微量にしか存在しな
いことが予測される。これは早期診断
マーカーの有用性を考える上で重要な
情報であると思われる。そこで、上記
の51種のタンパク質の発現プロファイ
ルをRCAI	 RefDICデータベース中のmRNA
発 現 情 報 、 お よ び Human	 Protein	 
Atlas(http://www.	 
proteinatlas.org/)中の免疫組織学解
析の情報を用いて、組織特異性の高い
タンパク質を探索した。既存マーカー
MUC16(CA125)は、これらのデータベー
スにおいては、ほとんどの正常組織や
細胞で発現が認めらないことから、同
様の傾向を持つタンパク質がないか探
索した。その結果、51種の候補タンパ
ク質の中で、Protein-X（特許の関連か
らタンパク質正式名を伏せる）が極め
て高い組織特異性を示すことがわかり、
本タンパク質をCCAマーカー候補タン
パク質とした。	 

	 
	 (4)臨床的有用性の評価	 
２種の抗 Protein-X 抗体を用いて、サンドイ
ッチアッセイ法に基づく Protein-X 測定系を
構築し、患者血清中における Protein-X 濃度
を測定した。健常群（n=79）および子宮内膜
症群（n=30）と比べて CCA 群（n=50）では有
意に高い値を示した（図３、左）。さらに、
CA125 陰性の CCA 検体 13 例中 11 例にて陽性
であった（図３、右）。したがって、当該マ
ーカー候補タンパク質を用いれば、CA125 で
は判別が難しい明細胞腺癌患者を高確率で
陽性判別することが可能になると期待され
る。	 
	 

	 
図3.ヒト血清中のProtein-X濃度の測定結果	 
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