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研究成果の概要（和文）：上皮間葉転換(EMT)は、上皮細胞が細胞間接着を失い、移動能をもつ間葉系細胞へと
変化する現象であり、EMT関連タンパク質は、浸潤能や転移能をもつ癌を発見するバイオマーカー候補となる可
能性がある。 そこで、本研究では、EMTを指標とした新規腫瘍診断法を構築することを目指した。具体的には、
プロテオーム解析により見出したEMT関連タンパク質の癌細胞における機能を調べた。また、新規血清バイオマ
ーカー候補を見出すために、質量分析装置を用いた血清プロテオームDIA解析法を新たに整備した。さらに、本
技術により癌患者を層別化するための血清バイオマーカー候補を探索した。

研究成果の概要（英文）：The epithelial-to-mesenchymal transition (EMT) is a unique process for the 
phenotypic changes of tumor cells characterized by a transition from epithelial cells to migrant 
mesenchymal cells.  Therefore, EMT-related proteins are expected as potential candidates of cancer 
biomarkers involved in tumor invasion and metastasis. This study aimed to a develop novel diagnostic
 method of carcinoma focused on EMT. To this purpose, the functional roles of the EMT-related 
protein, which is specifically expressed in the lung adenocarcinoma cells with TGF-beta stimulation,
 were investigated. In order to discover novel serum biomarkers, we also improved a method of serum 
proteome analysis by DIA in mass spectrometry. Through the DIA analysis, we explored potential serum
 biomarkers for tumor type annotation of cancer.

研究分野：プロテオミクス

キーワード： プロテオミクス　上皮間葉転換(EMT)　バイオマーカー探索　質量分析
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究は、悪性度の高い癌を区別するための新規診断法の構築を目指している。これは、癌医療における治療法
選択のための診断基準としても利用でき、将来的には、各人に必要な治療のみを行う個別化医療の実現を可能と
し、患者らの身体的・精神的負担の軽減、さらには有効な治療法の選択による治療成績の向上ならびに医療費の
削減につながると期待される。また、生体内におけるEMT細胞の存在と癌の悪性度との関係を証明する研究にな
る可能性があり、今後の創薬を含む先進的な治療法や予防法の開発に寄与することも大いに期待され、癌医療の
発展においても非常に意義のある研究になると考えられる。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
タンパク質の多くは、前駆体ポリペプチドとして合成（翻訳）された後に何らかの修飾を受
けてはじめて成熟タンパク質となり、本来の機能を発揮する。そのため、タンパク質の機能を
理解するには、翻訳後修飾の解析が重要である。また、タンパク質は様々な生命機能の維持や
制御にかかわり、生体内の状態を最も正確に表す指標となるため、臨床検体を用いたバイオマ
ーカー探索が盛んに行われている。近年、申請者らは、上皮間葉系転換(EMT)誘導培養細胞に
特異的に発現する 3種類のタンパク質のチロシン残基のリン酸化と 1種類のタンパク質のセリ
ン残基のリン酸化を見出した。さらに、早期肺腺癌患者群(Iaおよび Ib)から切除した腫瘍組織
中のこれらのリン酸化量が、術後５年以内に再発し死亡した予後不良群で増加する傾向がある
ことを発見した。EMTは、上皮細胞が細胞間接着を失い間葉系細胞へと変化する現象であり、
培養細胞や動物モデルでの基礎実験の結果から、浸潤・転移など、癌の悪性度や再発率に関与
することが示唆されている。このことから、EMT 細胞を指標に癌の悪性度を診断できると考
えられてきた。しかし、これまでに病理切片等においては EMT 細胞が組織学的に確認された
ことはなく、生体内における癌の悪性度と EMTとの関係を疑う意見もあった。 
 
２．研究の目的 
本研究では、EMT 誘導に着目し、プロテオーム解析により見出した上皮間葉転換(EMT)誘
導に関連するタンパク質を指標とした新規診断法を構築すると共に、患者腫瘍組織における
EMT 細胞の存在と悪性度 (予後)との関係を証明することを目指す。そのために、先の研究で
見出している EMT 関連タンパク質について、独自の定量解析技術を開発して診断マーカーと
しての有用性を検証すると共に、癌培養細胞内における機能を明らかにする。また、胃癌、大
腸癌、乳癌の培養細胞を用いた実験でも EMT 誘導は証明されていることから、肺腺癌以外の
臨床検体を用いて、新たに EMT 関連タンパク質を探索し、診断マーカーとしての有用性を検
証する。その上で、様々な固形癌で、明確な診断基準となる腫瘍組織・血清を用いた新規診断
法を構築する。 
 
３．研究の方法 
(1) ELISA 等の市販定量技術が存在しなかったため、先の研究で見出した EMT 関連タンパク質
については、各腫瘍組織および血清中での濃度を測定する技術を独自に確立し、各腫瘍組織や
血清における診断基準としての有効性を検証する。検証には、横浜市立大学外科治療学教室お
よび神奈川県立がんセンターで収集した胃癌、大腸癌、肺癌、膵臓癌患者検体を用いる。 
(2)先の研究で見出した EMT 関連タンパク質について、癌細胞における機能を明らかにするため
に、siRNA や shRNA を用いてタンパク質の発現を抑制させ、コントロール細胞との比較により、
細胞遊走能の変化や細胞内タンパク質の発現変動を Cell migration assay やプロテオーム解析
により調べる。また、EMT との関連を明らかにするために、TGF-beta 刺激により EMT を誘導し
た際の、タンパク質のリン酸化レベルの変動を調べる。 
(3)大腸癌患者の腫瘍組織を用いて、より明確な腫瘍診断基準となる、新たな腫瘍診断マーカー
候補の探索をリン酸化プロテオーム解析により行う。具体的には、質量分析装置を用いた非標
識定量解析により、予後が不良であった患者群と予後が良好であった患者の腫瘍組織中で発現
変動する、EMT 誘導との関連が示唆されているタンパク質を探索する。 
(4)より明確な血清腫瘍診断基準となる血清中の EMT 関連タンパク質を探索するために、
DIA(Data Independent Acquisition)法による血清プロテオーム解析技術を開発する共に、胃癌
患者血清（門脈血および末梢血）を用いて、リンパ節転移が多い患者群と少ない群間で発現変
動するタンパク質を探索する。 
 
４．研究成果 
(1) 先の研究で見出した EMT 関連タンパク質の血清中での濃度を測定する技術について、特異
的抗体や質量分析装置を用いて検討した。その結果、これらのタンパク質は血清中濃度が低く、
3種類のタンパク質については検出が困難であること、1種類のタンパク質については免疫沈降
法とウエスタンブロッティング法を組み合わせた方法でのみ検出可能であることがわかった。
そこで、検出技術が確立できたタンパク質について、胃癌、大腸癌、膵臓癌、肺癌患者や健常
者の血清を用いてバイオマーカーとしての有用性を検討した。その結果、本タンパク質の血清
中での濃度は個人差が大きく、健常者でも数値が高いなど血清診断バイオマーカーとしての利
用は困難であることが判明した。さらに、大腸癌および胃癌組織を用いて、患者毎に癌部と非
癌部、予後良好と不良群に分けて検討を行ったが、腫瘍組織においても個人差が大きく、本バ
イオマーカー候補タンパク質を用いた新規血清腫瘍診断法の確立が困難であることがわかった。 
(2) 先の研究で見出した EMT 関連タンパク質の癌細胞における機能を明らかにするために、
siRNAによりタンパク質を発現抑制したA549細胞（Human lung adenocarcinoma epithelial cell 
line）とコントロール A549 細胞のタンパク質発現パターンを、質量分析装置を用いたショット
ガン測定(DDA)とクラスタリング解析により比較した。その結果、両細胞間で、タンパク質は全
く異なる発現パターンを示すことが明らかになった。また、Cell migration assay により、タ
ンパク質発現抑制細胞はコントロール細胞に比べて遊走能が低下することがわかった。さらに
EMT関連タンパク質の発現抑制に伴い細胞接着因子であるE-cadherinの量が増加することも新



たに見いだした。E-cadherin は、EMT において重要な働きをするタンパク質とされており、EMT
誘導により発現量が減少する分子である。そのため、このタンパク質は EMT 誘導に何らかの関
与している可能性が示唆された。そこで、TGF-β刺激による EMT 誘導を行ったタンパク質発現
抑制細胞とコントロール細胞の両方について、リン酸化ペプチドの質量分析装置を用いたショ
ットガン測定(DDA)とクラスタリング解析を行った。その結果、両細胞では EMT 誘導によって全
く異なるリン酸化変動パターンを示すことが明らかとなった。また、非標識定量解析の結果、
変動タンパク質には MAPK3 などのシグナル伝達因子や JUN などの転写因子が含まれていること
がわかった。 
(3) 横浜市立大学外科治療学教室で収集した大腸癌組織症例（予後良好群 10 症例、予後不良群
10 症例）からリン酸化ペプチドを濃縮し、質量分析装置を用いて網羅的に解析(DDA 法)し、非
標識式定量解析により予後に関連して発現変動するリン酸化ペプチドを抽出した。その中から、
EMT との関連が示唆されているタンパク質を絞り込み、RT-PCR 法により組織中での発現量を調
べた。その結果、1 種類のタンパク質については、プロテオーム解析で検出したペプチドを含
む領域についてのみ発現レベルで有意な差があり、スプライシングバリアントに由来するアイ
ソフォームの 1つが組織診断バイオマーカー候補タンパク質となることが明らかになった。こ
のタンパク質のバイオマーカーとしての有用性の検証については、現在進行中である。 
(4) 血清は全タンパク質量の 99％が約 30 種類の高濃度タンパク質で占められ、濃度差の影響
を受けやすいため、従来の質量分析装置を用いたショットガン測定(DDA)法ではわずか 200 種類
程度のタンパク質しか同定できなかった。そこで申請書らは、より網羅的な血清プロテオーム
解析を目指し、DIA 法による解析技術の整備に取り組んだ。本法では、あらかじめ質量データ
と、それに基づくタンパク質情報を蓄積したスペクトルライブラリを準備する必要があり、タ
ンパク質同定はこのライブラリの規模や内容に依存する。そのため、申請者らは 1,598 種類の
タンパク質情報を含む、本研究のための独自のヒト血清ライブラリを構築した。その結果、一
度の測定で、従来の DDA 法よりも高濃度から低濃度の約 700 種類の血清タンパク質を同定し、
迅速に定量解析できる技術を整備することができた。この技術を用いる事により、従来の DDA
法で見出した川崎病関連タンパク質(血中濃度 5 μg/mL, Kimura ら, 2017)に加えて、先の方
法では検出できなかった病態の変化によって有意に変動する低濃度タンパク質(290 pg/mL)を
同定することが可能になった。 
次に、血清 DIA プロテオーム解析技術を用いて、胃癌患者の手術中に採血した門脈血(血清)
を用いて、リンパ節転移が少ない患者(N0)群(10 症例)に比べて、転移が多い患者(N3)群(10 症
例)において有意に発現変動するペプチドを探索した。門脈は、腹腔内の消化管からの血液を集
めて肝臓に送る静脈であるため、胃癌に由来するタンパク質をより多く含んでいると考られた。
その結果、N3群で発現量が有意に増加したタンパク質 15 種類と有意に減少するタンパク質 35
種類を検出した。その中には、VCAM1 や RNASE1、IGFBP4 などの癌関連分子が含まれていた。そ
こで、VCAM1 についてサンドイッチ ELISA キットを用いて、術前検査が可能な胃癌患者末梢血
(N3 群：43 症例、N0 群：30 症例)を用いて、VCAM1 のバイオマーカーとしての有用性を検証し
たが、N3 群と N0 群間で有意な差は確認できなかった。末梢血は肝臓を含む全身の組織に由来
するタンパク質を含んでおり、門脈血よりも腫瘍組織の影響を反映しにくいと考えられた。 
そこで、胃癌患者の末梢血(血清)を用いて、リンパ節転移が少ない患者(N0)群(10 症例)に比
べて、転移が多い患者(N3)群(10 症例)において有意に発現変動するタンパク質を探索した。そ
の結果、門脈血と末梢血に共通し、有意な変動を示すタンパク質は同定できなかったが、末梢
血のN3群で発現量が有意に増加したタンパク質28種類と有意に減少するタンパク質22種類を
検出した。この中には、肝障害によりその代謝が阻害され血中濃度が上昇すると考えられるタ
ンパク質などが含まれていた。これらタンパク質のバイオマーカーとしての有用性の検証につ
いては、現在進行中である。 
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