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研究成果の概要（和文）：本申請は、マルチオミクス解析を利用してがん幹細胞特異的なバイオマーカーの新規探索技
術を開発することを目的としている。本研究では、主に転写物を対象としたトランスクリプトミクスとタンパク質を対
象としたプロテオミクスを主体とした解析を行っている。
この解析の結果、がん特異的な異常な転写物(スプライスバリアント)とそのバリアントから翻訳された異常なタンパク
質(プロテインアイソフォーム)を同定することができた。

研究成果の概要（英文）：This research aim is development of novel multi-omics approach for discovery of sp
licing variants in cancer stem cells. Our approach is based on transcriptomics and proteomics. Using the m
ulti-omics analysis, we identified novel cancer-specific aberrant transcripts (splice variants) and varian
t-derived proteins (protein isoforms) in cancer cells and patients with cancer.
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１．研究開始当初の背景 
近年、がん幹細胞(cancer stem cell)また

はがん源細胞(cancer-initiating cell)と呼
ばれる細胞集団の研究が盛んに行われてい
る。この細胞は、がん細胞中に数%またはそ
れ以下の割合で含まれており、幹細胞様の挙
動を示したり、高い薬剤耐性能を有したりす
るなど、通常のがん細胞には見られない特徴
を持つ。そのため、がん診断や治療または薬
剤開発における新たなターゲットして注目
を集めている(Gupta et al. Cell. 2009)。
その中でもがん幹細胞と患者の予後不良の
関連が疑われていることから、がん幹細胞特
異的なバイオマーカーは、予後診断に利用で
きると考えられている。 

しかしながら、がん幹細胞は 2000 年以降
に様々ながん種で確認されはじめたが、未解
明の部分が多い。その中にがん幹細胞マーカ
ーに関する議論がある。例えば、CD133 が大
腸がんのがん幹細胞マーカーとして有用で
あることが示されたが(Ricci-Vitiani et al. 
Nature. 2007)、それだけではがん幹細胞マ
ーカーとしては不十分だと指摘する報告も
少なくない。マーカーの多くは表面抗原であ
り、がん幹細胞を同定できる指標は少ないの
が現状である。そのため、新たながん幹細胞
マーカーの同定は、がん幹細胞研究において
極めて重要であると考えられる。 

一方で近年、選択的スプライシングの一部
とがんとの関連性が指摘されるようになっ
てきた。また、選択的スプライシングを制御
するスプライシングファクターSF/ASF の過
剰発現が腫瘍抑制遺伝子 BIN1 の選択的スプ
ライシング異常を引き起こすという報告
(Karni et al. Nat. Struct. Mol. Biol. 2007)
もされている。このことから、選択的スプラ
イシングとそれに関わる経路が、がん発生の
メカニズムに関与している可能性は十分に
考えられる。しかしながら、がん幹細胞にお
けるスプライシング異常に関する報告はな
い。 
 
２．研究の目的 

そこで本研究では、がん幹細胞特異的なス
プライシングバリアント探索法の開発を行
う。マーカー候補の抽出のために、典型的な
マルチオミクス解析を利用した探索アプロ
ーチと、スプライシングバリアント探索に特
化した新規探索アプローチの双方を試みる。
これら探索アプローチで見つかったスプラ
イシングバリアントの遺伝子及びタンパク
質レベルでの発現の確認と、がん幹細胞マー
カーとしての有効性を検証する。また、この
がん幹細胞マーカーが予後診断のマーカー
として利用可能かどうかも評価する。 
 
３．研究の方法 
(1) はじめに、プロテオミクス解析の最適化
を行うために、細胞から抽出されれるタンパ
ク質サンプルの前処理方法の検討を行った。

次にがん細胞特異的な遺伝子及びタンパク
質の探索を可能にするマルチオミクス解析
手法の開発を試みた。 
(2) 開発した新規マルチオミクス解析手法
を応用して、がん幹細胞特異的な分子の探索
を試みた。 
(3) 同定されてきた候補分子の mRNA の構造
とそこから翻訳されるプロテインアイソフ
ォームの構造予測を試みた。 
 
４．研究成果 
(1) プロテオーム解析において、LC-MS 測定
前の前処理がタンパク質の同定数に大きく
関わると考えられている。そこでタンパク質
の同定効率の向上を目指して、細胞から抽出
されたタンパク質の分画条件の検討を行な
った。逆相 HPLC と等電点電気泳動分離装置
を用いてタンパク質を分離することで、
LC-MS によるタンパク質の同定効率を向上で
きることが示された。これにより、がん幹細
胞由来のタンパク質を効率よく同定できる
可能性が示唆された。さらに我々は、この抽
出方法の一部を応用して、ホルマリン固定パ
ラフィン包埋(FFPE)組織の賦活化時に特定
のタンパク質が漏れ出している可能性を明
らかにした(雑誌論文③)。この成果は、FFPE
組織からもプロテオーム解析が可能である
ことを示している。次に、がん細胞特異的な
遺伝子及びタンパク質の探索を可能にする
マルチオミクス解析手法の開発を行なった。
エクソンマイクロアレイとLC-MSから得られ
たデータを用いて、新規なスプライシングバ
リアントとそのプロテインアイソフォーム
の探索が可能なシステムを構築した(図 1)。

図 1. 新規マルチオミクス解析の流れ. エク
ソンマイクロアレイを用いて, スプライス
バリアントを産生する候補分子を抽出. 候
補分子の中から, DNA シーケンシングを用い
てスプライスバリアントを同定. このバリ
アントの配列情報を基に, 翻訳されるプロ
テインアイソフォームのアミノ酸配列をデ
ータベースに組み込む. このデータベース
を用いて, MS/MS 解析を行う. これにより, 
従来データベースに登録されていないタン
パク質の同定が可能になる. 



この有効性を評価するために、胃がん細胞株
MKN45とMKN45Pの細胞間比較を行なったとこ
ろ、新規スプライシングバリアントとそのプ
ロテインアイソフォームを同定することが
できた(雑誌論文④)。 
(2) 開発した解析法を応用して、大腸がん細
胞株 SW620 に含まれる CD133 陽性細胞のプロ
テオーム解析を行った(図 2)。その結果、
CD133 が細胞表面に高発現している CD133High

集団に特異的に発現している 43 タンパク質
が同定された。これらタンパク質が、がん幹
細胞マーカーの候補となりえる。しかし、表
面抗原 CD133 陽性細胞の集団は、あくまでが
ん幹細胞が濃縮された細胞の集まりである
ため、さらに詳細を調べる必要性がある。 

 
(3) 開発した解析法を応用して同定されて
きたスプライスバリアントの 1つの、がん特
異性を調べた(図 3)。この野生型の遺伝子
(ARHGDIB)は多くの臓器で発現しているが、
スプライスバリアントは多くのがん細胞と、
胎盤のみに発現していた(雑誌論文②)。我々
が同定したこのスプライスバリアントは、が
ん特異性がきわめて高いと考えられる。 
さらに我々は、腫瘍マーカーとして古くから
知られているがん胎児性抗原(CEA)のスプラ
イスバリアントとそこから翻訳されるプロ
テインアイソフォームを同定した(図 4)。こ
れらアイソフォームは、異なる原発臓器由来
のがん細胞株で分泌パターンが異なること
をみいだした。この結果は、臓器特異性が低
いといわれていたCEAでもバリアントには特
異性がある可能性を示唆していた(雑誌論文
①)。本研究において、ここで紹介した他に
も、いくつかの新規バリアントを同定してい
る。患者の血中に分泌しているタイプや、血
中循環腫瘍細胞で発現しているバリアント
などが見つかってきている。しかしながら、
新たながん幹細胞マーカーになりえる候補

分子の同定までには至らなかった。それでも、
本研究より開発された技術によって、バイオ
マーカーのポテンシャルをもついくつかの
新規分子が同定されてきたことは、大きな成
果であったと考えられる。 

図 2. 大腸がん細胞株 SW620 に含まれる
CD133 陽性細胞のプロテオーム解析. セルソ
ータを用いて CD133High, CD133Medium, CD133Low

の集団を分離. それぞれの集団から同定さ
れたタンパク質をベン図にて表示した. 

図 4. CEA 新たに同定されたプロテインアイ
ソフォームの構造, 左から完全長の野生型, 
5 つのドメインからなる 5D アイソフォーム, 
3 ドメインからなる 3D アイソフォーム. 赤
線は, MS/MS 解析で同定されたペプチド断片
の位置を表す. 

図 3. ARHGDIB 遺伝子のスプライスバリアン
トの正常臓器における発現. 左パネルは、野
生型の発現量を示す. 右パネルは, スプラ
イスバリアントの発現量. スプライスバリ
アントは胎盤のみで過剰発現している. 
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