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研究成果の概要（和文）：大腸癌患者組織膜画分のプロテオーム解析で同定した大腸癌のバイオマーカー候補となるタ
ンパク質について、血清細胞外小胞画分における発現解析をおこなった。転移なし、または転移ありの大腸癌患者およ
び健常者の血清から超遠心法を用いて調製した血清細胞外小胞画分をSRM法で解析したところ、20種類のマーカー候補
タンパク質が検出された。その中の３つのタンパク質は、転移のある大腸癌患者の血清細胞外小胞画分で有意に増加し
ていた。さらに、別検体セットの解析では、健常者に比べて、初期の段階を含む癌患者での有意な増加が示されたこと
から、これらのタンパク質は、有用な腫瘍マーカーとなる可能性が示された。

研究成果の概要（英文）：We have previously performed quantitative proteomic analysis of membrane 
fractions prepared from colorectal cancer tissues and benign polyps for biomarker discovery. In this 
study, we investigated whether the biomarker candidates could be detected in extracellular vesicle (EV) 
fraction prepared from serum samples. The EV fraction was prepared from serum samples of controls and 
colorectal cancer patients with or without metastasis by ultracentrifugation. A total of 20 proteins were 
quantitated by selected reaction monitoring (SRM) and three of them were shown to be increased in cancer 
patients with metastasis compared with controls or cancer patients without metastasis. In addition, these 
proteins were significantly elevated even in early stages compared with control in an independent set of 
patient samples. Accordingly, these proteins may be useful tumor markers for the diagnosis of colorectal 
cancer.

研究分野： プロテオミクス

キーワード： 癌　プロテオミクス　細胞外小胞
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１．研究開始当初の背景 
大腸癌は、早期に発見し、手術を行えば、

完治する確率が高く、転移や術後の再発を予
測することができれば、患者の負担を軽減し、
より適切な治療をおこなうことが可能とな
る。しかしながら、従来の腫瘍マーカーは、
陽性率が低く、早期発見のための検査に有用
ではなく、再発予測のマーカーとして、遺伝
子発現プロファイルや血中循環癌細胞の検
出などが検討されていたが、未だ十分なもの
とはいえず、早期診断や再発予測に役立つ新
たな腫瘍マーカーが必要とされていた。 
また、細胞から分泌されるエクソソームや

マイクロベジクルと呼ばれる膜小胞（細胞外
小胞）が、他の細胞に取り込まれることで、
細胞間の情報が伝達に関与していることが
示唆されていた。細胞外小胞は、産生細胞由
来のタンパク質や核酸を含み、血液、尿など
の体液中にも存在することから、新たな有用
なバイオマーカーリソースとしても着目さ
れていた。さらに、細胞外小胞と様々な疾患
との関連性が報告され、癌では、癌細胞や周
囲の正常細胞が産生する細胞外小胞が、癌の
増殖、浸潤・転移に関与することが報告され
ていた。本研究と同様に細胞外小胞に含まれ
るタンパク質に着目し、大腸癌患者血液から
調製した膜小胞画分のプロテオーム解析を
おこなった報告はほとんどなかった。 
 
２．研究の目的 
効果的な癌治療をおこなうために、早期発

見や再発予測に有用な新たなバイオマーカ
ーの開発が求められている。我々は、新規の
有用な大腸癌バイオマーカータンパク質を
明らかにすることを目的として、プロテオミ
クスの手法を用いて、大腸癌患者血液から調
製した細胞外小胞画分の解析をおこなった。
また、以前に大腸癌患者組織膜画分のプロテ
オーム解析で同定した大腸癌のバイオマー
カー候補タンパク質について、血中細胞外小
胞画分における発現解析をおこなった。 
 
３．研究の方法 
(1) 血清サンプルからの細胞外小胞画分の
調製とプロテオーム解析 
血清細胞外小胞画分は、超遠心法を用いて

調製した。PBS で希釈した血清サンプルは、
低速遠心後、その上清をフィルター濾過した。
さらに、超高速遠心をおこない、その沈殿画
分を血清細胞外小胞画分として得た。血清細
胞外小胞画分は、可溶化し、還元・アルキル
化後、トリプシン消化した。脱塩精製後、得
られたペプチドサンプルは、分画後、質量分
析計(Q-Exactive Plus)を用いて測定し、解
析ソフト Proteome Discover を用いてデータ
ベース検索することでプロテオーム解析を
おこなった。 
 
(2) SRM 法を用いたバイオマーカー候補タン
パク質の検証(プール血清での解析) 

 以前におこなった大腸癌患者組織膜画分
の網羅的な定量解析により得られたバイオ
マーカー候補タンパク質について、SRM 法を
用いて検証した。候補タンパク質のアミノ酸
配列情報を基に、SRM 法で特異的に検出され
るペプチド（トリプシン消化断片）を 1また
は 2種類ずつ選択し、それぞれに対する安定
同位体標識ペプチド(SI ペプチド)を合成し、
内部標準ペプチドとして用いた。健常者、大
腸癌患者（転移なし、または転移あり）の 4
検体ずつのプール血清から細胞外小胞画分
を調製し、トリプシン消化後、内部標準ペプ
チドを加え、TSQ Vantage 質量分析計を用い
た SRM 法により相対定量解析を行った。 
 
(3) SRM 法を用いたバイオマーカー候補タン
パク質の検証(個別検体での解析) 
 プール血清を用いたSMR測定で検出された
20 種類の候補タンパク質について、健常者、
大腸癌患者（転移なし、または転移あり）の
個別検体から血清細胞外小胞画分を調製し、
SRM 測定をおこなった。 
 
４．研究成果 
 解析に用いた細胞外小胞画分は、血清サン
プルから超遠心法で調製した。得られた血清
細胞外小胞画分では、血清に多量に含まれる
アルブミンなどの血中多量タンパク質の多
くが除かれ、100 nm ほどの小胞膜構造が観察
された(図１)。また、調製した血清細胞外小
胞画分のプロテオーム解析をおこなったと
ころ、細胞外だけでなく、細胞膜や細胞質、
核などに局在するタンパク質も多く同定さ
れた。 

 解析は、初めに、健常者、大腸癌患者（転
移なし、または転移あり）のプール血清から
調製した細胞外小胞画分でおこなった。以前
に我々がおこなった大腸癌患者組織膜画分
のプロテオーム解析で得られたバイオマー
カー候補タンパク質の中の72種類について、
SRM/MRM 測定をおこなった。その結果、20 種
類のタンパク質が検出された。 
 そこで、検出された 20 種類のタンパク質
について、健常者 20 検体、大腸癌患者 37 検
体（転移なし 18 検体と転移あり 19 検体）の
合計 57 検体の血清サンプルでの SRM/MRM 測
定をおこなった。その結果、幾つかのタンパ



ク質は、癌の悪性化に伴う有意な変化を示し、
その中の protein A, B, C の３つのタンパク
質は、健常者や転移なしの大腸癌患者に比べ
て、転移ありの大腸癌患者の血清細胞外小胞
画分で有意に増加した（図２）。 

 この３つのタンパク質について、転移を予
測するマーカーとして有用であるかをROC曲
線解析で検討したところ、ともに高い AUC 値
を示した。したがって、この３つのタンパク
質は、転移や再発を予測するマーカーとなる
可能性が示唆された（図３）。 

次に、別検体セットから血清細胞外小胞画
分を調製し、先述の３つのタンパク質につい
て、SRM 測定をおこなった。また、この測定
の際には、濃度の確かな同位体標識ペプチド
（AQUA ペプチド）を内部標準として加えた。
その結果、このサンプルセットでは、転移の
有無に関わらず、健常者に比べて、大腸癌患
者で３つのタンパク質が有意に増加してい
ることが示された（図４）。そこで、これら
のタンパク質について、腫瘍の有無を診断す
るマーカーとして有用であるかをROC曲線解
析で検討したところ、ともに高い AUC 値を示
した。 

本研究により、大腸癌患者組織膜画分のプ
ロテオーム解析で同定されたマーカー候補
タンパク質の 20 個が、血清細胞外小胞画分
で検出された。その中の３つのタンパク質は、
健常者や転移のない大腸癌患者に比べて、転
移のある大腸癌患者の血清細胞外小胞画分
で有意に増加していたことから、転移・再発

を予測するマーカーとなる可能性が示唆さ
れた。また、別検体セットを用いた解析をお
こなったところ、転移の有無に関わらず、健
常者に比べて、大腸癌患者で有意な増加がみ
られた。また、初期の大腸癌患者でも有意に
増加し、既存の腫瘍マーカーと組み合わせる
ことで、感度良く癌の有無を判定するマーカ
ーとなる可能性も示唆された。 
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