
科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

１２５０１

基盤研究(C)（一般）

2015～2013

新規腫瘍マーカー：クラスリン重鎖の、食道および頭頸部がん診断への応用

Clathrin Heavy chain is a potential biomarker for histological diagnosis of various 
cancer

２０５５４２６５研究者番号：

清宮　正徳（SEIMIYA, Masanori）

千葉大学・医学部附属病院・副臨床検査技師長

研究期間：

２５４６０６７５

平成 年 月 日現在２８   ４ ２５

円     4,000,000

研究成果の概要（和文）：細胞の飲食作用に関与するクラスリン重鎖（CHC）の染色は, 肝細胞や食道の病理診断にお
ける腫瘍の良・悪性の鑑別に有用であることが判明している。我々は咽頭, 喉頭, 舌, 歯肉の各悪性腫瘍症例について
CHC染色を行った結果, 非癌部に比べて癌部で極端に強く発現しており, したがってCHC染色は, 正確な病理組織診断に
貢献できる可能性が示唆された。
また、癌患者の血清中の抗CHC抗体量を測定するために、CHCの2次構造の予測から親水領域や極性を割り出し, 自己抗
体生成における抗原部分を推定して12種のペプチドを合成した。今後ELISA法を開発して腫瘍マーカーとしての性能を
評価する必要がある。

研究成果の概要（英文）：Clathrin Heavy Chain (CHC) is an endocytosis related protein. We previously 
reported the immunohistochemical staining of CHC as a histological diagnostic marker of liver cancer or 
esophageal cancer. In this study, the usefulness for the histopathological diagnosis of pharynx 
carcinoma, larynx carcinoma, tongue carcinoma, and gingiva carcinoma were investigated. CHC was 
significantly more strongly expressed in the cytoplasm of malignant legions, than in that of normal 
tissue or benign lesions. Therefore, the immunohistochemical staining of CHC is a potential biomarker for 
histological diagnosis of these cancer. Moreover, we synthesized the 12 peptide for serum anti-CHC 
antibody level. It will be necessary to develop the ELISA method and to evaluate performance for 
diagnosis of various cancer.

研究分野： 臨床検査学

キーワード： 臨床検査　病理診断　クラスリン重鎖　免疫組織化学
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１．研究開始当初の背景 
がんの早期発見は患者の予後や治療成績

の向上に重要である。しかし現在使用されて
いる腫瘍マーカーのみによる早期診断は多
くのがんで困難であり、有用な腫瘍マーカー
の開発が望まれている。一方病理学的診断に
おいても、細胞の異型度や良悪性を客観的に
評価し定量化できる分子マーカーはほとん
どない。従って細胞の異型度や悪性度を蛋白
質等の発現強度で評価することができれば、
病理組織診断の正確性に寄与することが期
待できる。 
このような新たながん関連蛋白質の発見

を目指し、我々は原発性肝細胞がん（HCC）
を対象に、HCC および肝臓の非がん部組織
中に含まれる蛋白の網羅的な解析（プロテオ
ーム解析）を行った。その結果、クラスリン
重鎖（Clathrin heavy chain、以下 CHC)が
非がん部に比べがん部で発現が極端に強く
なることが確認された。さらに、そして HCC
の組織を対象に CHC の免疫組織化学染色を
行った結果、癌部の細胞質が非癌部の細胞質
に比較して明らかに強く染色され、従って
CHC の免疫組織化学染色は、従来より鑑別
が困難であった HCC、特に早期肝細胞がん
の病理組織診断（癌部・非癌部の判別）に有
用であった。 

CHC は細胞膜および細胞内小器官におけ
る被覆小胞の表面のバスケット構造を構成
する分子量 190kDa の線維状蛋白質であり、
細胞のエンドサイトーシス（高分子物質等の
取り込み）に関与している。また近年、CHC
は細胞膜に発現する種々の抗原蛋白質の細
胞内への取り込みに関わり宿主の免疫応答
に関与していること、約 5％が核内に存在し
姉妹染色体均等分配に必須な紡錘体微小管
の安定性に関与すること、そして核内でがん
抑制蛋白質である p53 と結合し p53 の転写
活性を増強することが報告される等、発がん
や癌の進展にとって興味深い知見が得られ
ている。さらに CHC は全身のほとんどの細
胞の発育に必須の蛋白である。従って HCC
のみならず、他のがんにおいても強く発現し
ている可能性がある。すなわち、CHC の免
疫組織化学染色は HCC 以外の他のがんの病
理組織診断においても有用である可能性が
ある。そこで、HCC以外のがん組織中のCHC
の発現を免疫組織化学染色によって検討し
た。その結果、食道の進行癌および粘膜内癌
においても増大していることが判明した。さ
らに、当院において切除された頭頸部進行癌
数例についても実施した結果, CHCは非癌部
に比べて癌部で明らかに強く発現していた。
従って CHC の免疫組織化学染色は頭頸部お
よび食道等の上部消化管における上皮内腫
瘍病変の良・悪性の鑑別に有用である可能性
が示唆された。 
一方で、CHC が癌部で強く発現している

ことはCHCあるいはその分解産物や抗CHC
抗体が血液や尿等の体液中に流出している

可能性を示唆する。我々のこれまでの研究で
は、血清中の CHC の存在量はがんとの関連
が認められなかったが、抗 CHC 抗体の存在
量は、HCC 患者で多く存在する傾向が認め
られた。従って血清中抗 CHC 抗体は新たな
腫瘍マーカーとなりうる可能性がある。 
 
２．研究の目的 
上部消化管の各種腫瘍症例の病理組織に

ついて CHC の組織染色を行い, 組織診断マ
ーカーとしての有用性を評価し、正確な病理
診断に寄与することを目的とする。そして多
くの癌の早期診断および分子標的治療へ寄
与することを最終的な目的とする。 
 
３．研究の方法 
（1）これまでの我々の研究により、食道が
んをはじめとする上部消化管悪性腫瘍にお
いてCHCが強く発言している可能性が示唆さ
れたことから、当院において採取された咽頭
がん、喉頭がん、舌がん、歯肉がんの各種腫
瘍症例のパラフィン包埋標本について、抗
CHC 抗体を用いて染色する。得られた染色標
本におけるCHCの発現強度を陰性から強陽性
の４段階に分類し、病理組織診断結果との比
較を行う。そして生検組織において CHC が強
く発現している症例を悪性と判断したとき
の的中率を求め、病理組織診断マーカーとし
ての可能性を評価する。さらに、市販の
Tissue micro array を購入して多数の症例
における CHC の染色性を同様に評価する。 
 
（2）抗 CHC 抗体の血清中抗体価の腫瘍マー
カーとしての評価を行うために、安定して抗
CHC 抗体量を測定できる方法を作成する必要
があることから、ELISA 法を構築した上で、
各種腫瘍症例の血清中抗CHC抗体濃度の評価
を行う。具体的には、ELISA プレートに CHC
抗原を固相化する。この CHC 抗原は入手可能
な CHCの全長蛋白質または CHCの断片につい
て検討する。これらに 10～100 倍程度に希釈
した患者あるいは比較用健常ボランティア
の血清を加えて反応させる。検出試薬として
ペルオキシダーゼまたはアルカリフォスフ
ァターゼを標識した抗ヒトグロブリンを反
応させ、ELISA プレートリーダーで吸光度を
測定して抗 CHC 抗体量を測定する。以上の手
法において、検出に最適な抗原や検出酵素試
薬の選択、検体の希釈条件、反応時間などを
検討する。 
 
４．研究成果 
（1）各種組織における染色性の評価 
全身の細胞のエンドサイトーシスの主役を
務める蛋白質である Clathrin heavy chain
（以下 CHC）は, これまでの我々の研究で, 
多くの種類の癌の組織中で強く発現してお
り, 特に原発性肝細胞癌(HCC)や食道上皮内
腫瘍において, 病理組織診断における腫瘍
の良・悪性の鑑別に有用であることが判明し
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各合成ペプチドの配列を表３に示す。今後は
本ペプチドを混合した場合のELISA法を開発
し, 腫瘍マーカー検査法としての性能を評
価する必要がある。 
 

表３ Clathrin heavy chain 1 (Gene: CLTC; 

Homo sapience)の合成ペプチド 
No. 配列部分 アミノ酸 
1 1661-1675 APPYGQPQPGFGYSM 
2 1652-1667 QAPFGYGYTAPPYGQP 
3 1644-1660 GPSVAVPPQAPFGYGYT 
4 1633-1648 VYGQPQLMLTAGPSVA 
5 1621-1637 KEEEQATETQPIVYGQP 
6 949-965 RRKDPELWGSVLLESNP 
7 885-901 DSNNNPERFLRENPYYD 
8 739-755 GQIKEVERICRESNCYD 
9 569-585 ALKNNRPSEGPLQTRLL 
10 395-411 PDTIRRFQSVPAQPGQT 
11 233-249 VGTPPTGNQPFPKKAVD 
12 54-70 DMNDPSNPIRRPISADS 
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