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研究成果の概要（和文）：本研究では、消化管や肺などに発生する神経内分泌腫瘍（NET）症例90例におけるオ
ミックスデータ（全エクソン解析による遺伝子変異とコピー数データ、及び網羅的遺伝子発現データ）の中か
ら、臓器横断的NETに共通に発現する遺伝子（遺伝子X）を抽出した。その産物であるタンパク質をマーカー候補
として、複数の部位特異的な抗血清を作製した上で、プロテオミクスを駆使し、NET診断マーカーとしての有用
性を検討した。

研究成果の概要（英文）：Neuroendocrine tumors (NETs) are rare tumors that are found in all organs 
and account for 1-2% of all tumors, but the incidence is increasing every year. In particular, 
non-functional NETs without hormone-producing symptoms progress without specific symptoms, and are 
detected only after enlargement or distant metastasis. In addition, NSE and chromogranin A, which 
are diagnostic markers in blood, have problems in sensitivity and specificity, so that imaging 
diagnosis is currently the main method. In this study, we analyzed multi-omics data, including gene 
mutation and copy number data from whole exome analysis and comprehensive gene expression data, in 
90 cases of NETs arising in the gastrointestinal tract and lungs. Among the genes commonly expressed
 in NETs across organs, we targeted a gene-derived protein as a NET blood marker, and prepared its 
region-specific antisera. We hope that these antibodies are useful to develop a new blood-based 
diagnostic NET marker.

研究分野：腫瘍生物学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
NETは全臓器的に認められ、全腫瘍の1～2%を占める稀な腫瘍であるが、罹患率は年々上昇傾向にある。特にホル
モン産生症状のない非機能性NETは特異的症状がなく進行するため、増大後や遠隔転移後にはじめて発見され
る。また、血中診断マーカーのNSEやクロモグラニンAは感度や特異度に問題点があるため、現状は画像診断が中
心となる。本成果は、こうしたNET血中診断に向けた新しい腫瘍マーカー候補として期待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
静岡がんセンターでは、個別化医療と未病医学の実践を目的として、腫瘍組織におけるゲノム
や遺伝子発現変化を分析対象としたマルチオミックス解析研究プログラム、プロジェクト HOPE
（High-tech Omics-based Patient Evaluation）を 2014 年 1月に開始させた。その特徴は、手
術で摘出された腫瘍組織について、その周辺組織、あるいは血液を比較対照として、全エクソン
解析（whole exome sequencing, WES）、全遺伝子発現解析（gene expression profiling, GEP）、
および融合遺伝子の解析を行うことにより、がん個々の特徴を解明し、がん患者さんの治療や予
後に関する情報提供、さらに将来的な診断や治療薬や方法の開発に役立てることである[1]。プ
ロジェクト開始以来はじめの 3年間において、1年に 1,000 症例の割合で、3,000 症例に対する
オミックスデータを集積し、申請者らは腫瘍横断的または特異的に認める遺伝子変異、遺伝子発
現、コピー数、および融合遺伝子を明らかにしており[2-5]、これら研究結果の診療への応用の
可能性を検討している。 
神経内分泌腫瘍（neuroendocrine tumor: NET）は神経内分泌細胞に由来する腫瘍であり、全
身臓器でその発生が認められる。特に肺、ならびに膵や胃などの消化器における発生頻度が高い。
肺癌においては、WHO 分類第 4版（2015 年）により、従来の 4大組織型の変更があり、NET は小
細胞癌、大細胞神経内分泌癌、定型および異型カルチノイドが含まれる新たに提唱された組織型
となった。申請者らは、肺小細胞癌に特異的に発現および細胞外分泌を示す生理活性ペプチド前
駆体を明らかにし、腫瘍マーカーとしての有用性を検討してきた[6,7]。加えて、胃や十二指腸
など他のがん種に対しても、タンパク質・ペプチドのみならず、mRNA の splicing variant や
microRNA を腫瘍マーカー候補物質として報告してきた[8-13]。 
こうした経緯をもとに、本研究では、これまでに肺や膵など臓器別に分子学的性質が解析され
てきた神経内分泌細胞を起源とする NET に対して、共通的な腫瘍マーカーとなるタンパク質が
存在するかどうか、検証することを目的とした。 
 
２．研究の目的 
本研究では、消化管や肺などに発生する NET に対して、腫瘍横断的なオミックス解析を行うこ
とにより、NET 個々の分子学的特徴を明らかにし、NET 共通または臓器別診断ならびに治療標的
分子を探索することを目的とする。計画当初、約 50の NET 症例を含む 3,000 症例を超えるがん
患者から集められた 15 種以上の臓器由来の腫瘍ならびに非腫瘍周辺組織に対する遺伝子変異、
コピー数、および遺伝子発現解析データが存在しており、プロジェクト HOPE では本計画の 3年
間において、さらなる NET 症例の追加が期待できる。本研究の具体的な研究目的と方法は、NET
症例に特異的な遺伝子発現変化を示す遺伝子を腫瘍マーカー候補として選択し、培養細胞およ
び臨床検体においてプロテオミクス的に検証することである。 
 
３．研究の方法 
(1) NET 特異的発現を示す遺伝子の抽出 
NET 症例と非 NET 症例の比較により NET 共通的、ならびに NET 症例間の比較により臓器特異的
な発現を示す遺伝子を腫瘍マーカー候補として抽出する。GEP データは、マイクロアレイ
(SurePrint G3 Human Gene Expression 8×60K v2 Microarray, Agilent)により、腫瘍とその
周辺非腫瘍（正常）組織に対して得られる。候補遺伝子は、TCGA、The Human Protein Atlas、
および CCLE（The Cancer Cell Line Encyclopedia)等の外部データベース上における候補遺伝
子に対する mRNA またはタンパク質の発現を確認する。 
(2) プロテオミクスによる候補タンパク質の分泌性の確認 
候補遺伝子の中で、分泌性あるいは細胞膜タンパク質に定義されている遺伝子を抽出する。そ
の後、NET 培養細胞株や臨床検体における mRNA 発現量をリアルタイム PCR（Applied Biosystems 
7900 HT）、さらに NET 培養細胞株におけるその遺伝子産物であるタンパク質の細胞内発現及び
細胞外の存在（分泌の有無）について、市販抗体を用いたウェスタンブロッティングにより確認
する。抗体の入手が不可能な場合あるいは抗体の特異性が低い場合は抗体の作製を検討する。 
NET 細胞株の培養上清液画分における目的タンパク質の分泌形の同定は、HPLC と質量分析(Q 
Exactive HF/AP-SMALDI, Thermo Fisher Scientific)を用いたプロテオミクス [6,7,10,12]に
より行う。これらの手法により、候補遺伝子産物の培養上清液への分泌状態を検証し、分泌確認
されたタンパク質については、ELISA 測定系を構築し、血清サンプルでの検討を行う。 
 
４．研究成果 
(1) NET 特異的 mRNA 発現を示す遺伝子の抽出 
NET 症例特異的に発現（mRNA 発現）を示す遺伝子を抽出するにあたり、プロジェクト HOPE で
集積した原発巣由来 5020 サンプル及び転移巣由来 501 サンプルを含む 5517 腫瘍サンプル（図
１）[14]におけるマイクロアレイによる網羅的遺伝子発現データを用いた。その内、腫瘍組織と
共に周辺正常組織を伴うサンプル数、すなわち腫瘍・正常ペアのサンプル数は 5380 であった。



NET は、肺、胃、膵組織などに由来する 90 サンプルで
あった（図２）。 
 

 
 
 
 
NET 特異的発現遺伝子の抽出
は、NET 腫瘍サンプル、NET 正
常サンプル、及び非 NET 腫瘍
サンプルの 3群間において、
NET 腫瘍サンプルで発現が高
く（50％以上のサンプルでシ
グナル値＞300 を示す遺伝
子）、及び他の 2群で発現が低
い（各群 80％以上のサンプル
でシグナル値＜100）遺伝子
25 種を抽出した（図 3）。 

 
これらの遺伝子は、他の正常組織サンプルの発現と比較しても（図 4）、及び TCGA（The Cancer 
Genome Atlas）における腫瘍サンプルのデータセットにおいても、NET 腫瘍サンプルにおいて高
発現を示すことを確認した（図 5）。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 

 
(2) プロテオミクスによる候補タンパク質の分泌性の確認 
NET 特異的発現を示した 25遺伝子について、遺伝子産物であるタンパク質を細胞外画分、す
なわち血液中で検出することを目的として、その細胞外分泌性を検討した結果、2種のタンパク
質について分泌タンパク質であることが判明した。このうち、NET に関して高発現や腫瘍マーカ
ー等の報告がないタンパク質（タンパク質 X）に対象を絞り、タンパク質の細胞内発現及び細胞
外存在を明らかにする目的で、抗体による検討を行った。はじめに、タンパク質 Xに対する市販
抗体数種を入手し、ウェスタンブロッティングにて検討を行ったが、抗体の特異性に疑義が生じ
た。そこで、新たに特異抗体の作製を行った。タンパク質 Xの配列に対して、疎水性・親水性領
域を考慮し、3 つの異なる抗原部位を選択し、これら約 40 アミノ酸残基からなるのペプチドを
化学合成した。次いで、これら 3種のペプチドに対して KLH コンジュゲート体を作製し、それぞ
れ家兎 2羽に免疫を行った。その結果、すべての免疫原に対して抗体価の上昇を認め、抗血清を
得た（図 6）。 



 
3 種の異なるペプチドを抗原として得られた 6 種の抗血清について、タンパク質 X の mRNA を
高発現する NET 細胞株 4種を用いて、細胞内発現、及び培養上清液中における存在形をウェスタ
ンブロッティングにて確認にした（図 7）。3つの抗原部位の中で、2つの部位特異抗血清（抗血
清 A及び B）により、両画分で明確なバンドが検出された。しかしながら、これら 2つのバンド
は異なる分子量に位置し、いずれもタンパク質 X の完全長タンパク質の理論分子量領域には検
出されなかった。ここで、アミノ酸配列や抗原部位を考慮した結果、これらのバンドは完全長タ
ンパク質から切断されたフラグメントタンパク質である可能性が高いことが示唆された。 
本研究では NET 症例の腫瘍マーカー候補物質として、タンパク質 Xを同定し、その特異抗血清
を得ることができた。今後の課題としては、質量分析による特異バンドに含まれるペプチド配列
の解析、タンパク質 Xの測定系の構築と臨床サンプルにおける有用性の検証である。 
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