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研究成果の概要：呼吸器悪性腫瘍（肺がん、特に肺腺癌と悪性中皮腫）の早期診断と治療の個

別化に向けた蛋白質レベルのバイオマーカー探索を目的に研究を行った。探索の主たる手段に

2次元電気泳動法と質量分析（LC-MS）を用いた。特に臨床上有効性の高い血清診断を可能にす

るバイオマーカーの探索をめざし、培養細胞・外科切除材料の短期培養上清(conditioned 

medium)中に分泌されるであろう蛋白質の解析を中心に行った。①悪性中皮腫と低分化肺腺癌と

の鑑別 ②肺腺癌の早期発見バイオマーカー探索(検診への応用) ③チロシンキナーゼ阻害薬

のリン酸化腫瘍蛋白に与える影響の分析→効果予測の検討 ④肺腺癌の術後補助化学療法選択

のためのバイオマーカー探索を中心に解析を進めた。 
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研究分野：医歯薬学 
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臨床プロテオミクス・呼吸器外科 
 
１．研究開始当初の背景 
(1) 呼吸器悪性腫瘍、特に肺癌はわが国の
癌死亡の中で第 1位であり、今だに増加傾向
が続いている高悪性度の腫瘍として知られ
ている。その治療効果は現在の診断・治療戦
略では限界があり、生存率の著名な改善につ
ながることは見込めない。新たな早期発見法
と治療法選択基準・治療薬の確立が求められ
ている。 
(2) 原発性肺癌の主たる組織型は扁平上皮

癌・腺癌・大細胞癌・小細胞癌の 4つである
が、この約 30 年間で扁平上皮癌の相対的減
少と腺癌の増加が顕著である。 
(3) 中皮腫は石綿と関連する腫瘍と考えら
れており、石綿の使用規制が欧米諸国と比較
し遅れたわが国では今後増加することが予
測されているが、その診断法・治療法は限ら
れており、予後は極めて不良である。 
(4) 呼吸器領域の悪性腫瘍の現在の診断・治
療戦略は病期によって規定される部分が多
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く、神経内分泌腫瘍(小細胞癌)か否かの診断
以外、腫瘍細胞の生物学的性格は根本的な治
療戦略に反映される要素はきわめて少ない。
個々の腫瘍で細胞学・生物学的性格から最も
効果的と推測される治療法を選択する個別
化治療の必要性を検討する時期にある。 
(5) 近年、細胞内での生理作用に直接関わる
分子である蛋白質の解析法が急速に進歩し、
その包括的解析法であるプロテオミクスの
解析手技を培養細胞や腫瘍患者から得られ
る臨床検体に応用することが可能になった。
この手法の応用は臨床上有力な情報をもた
らすバイオマーカーの探索に有力な手段と
なりうると考えられているが、血清バイオマ
ーカー探索のために血清を直接解析するに
は膨大な量存在する古典的な血清蛋白質を
ある程度除去しても、依然としてダイナミッ
クレンジの問題が残っている。 
 
２．研究の目的 
(1) 呼吸器悪性腫瘍の早期診断に有効なバ
イオマーカー、特に血清診断に役立つバイオ
マーカーの探索 
(2) 個別化治療の確立に必要なバイオマー
カー探索 
(3) 上記バイオマーカーの確立により、新し
いがん検診法の確立、個別化医療を中心に据
えた治療戦略の確立を目指す。 
 
３．研究の方法 
(1) 解析対象とその解析方法 
① 早期血清診断をめざしたバイオマーカ
ー探索：培養細胞あるいは外科切除組織検体
を無血清培地 TIL Media I（IBL）で短期培
養し、その培養上清中の蛋白質の解析。一部
の検証実験には患者および正常者血清を
albumin, globulin 除去フィルターで処理後
検体として使用した。 
② 悪性中皮腫の診断マーカー：鑑別がしば
しば問題となる低分化肺腺癌との比較を培
養細胞およびその培養上清中の蛋白質の比
較解析。 
③ epidermal growth receptor (EGFR)の
遺伝子変異の知られている肺腺癌培養細胞
PC9を用い、チロシンキナーゼ阻害薬である
gefitinib の作用前後の蛋白質の発現比較お
よびリン酸化チロシン含有蛋白質の発現比
較を行った。 
(2) 蛋白質の 2次元電気泳動法(2DE)による
解析 
① 解析材料：肺腺癌培養細胞（PC3, PC9, 

PC14, A549）、中皮腫培養細胞（H28, 
H2452, H2052, MET0211H）およびそ
の培養上清(無血清培地での培養後培養
上清)；肺癌および中皮腫外科切除材料 

② 2 次元電気泳動用サンプルの作成：培養
細胞および外科切除材料からは以前私

たちが報告した方法 (Br J Cancer 72, 
840-848, 1995) に従い cell pelletを作成
し 2DE 用サンプルの調整を行った。発
現量の差を検出する場合は Ettan-DIGE
用の蛍光色素(Cy2, Cy3, Cy5)で標識し、
2DE 用サンプルとした。2DE 用サンプ
ルは蛋白量測定が行われ、1 解析あたり
50μgのサンプルが電気泳動に供された。 

③ 等電点電気泳動 Immobiline DryStrip 
gel (pH3-10)(GE Healthcare UK Ltd)
を用い、Multiphor IIにより 50μA/gel
で泳動した。 

④ SDS-PAGEは 10％ polyacrylamide gel
を用い、EttanDalt II (GE Healthcare 
UK Ltd)によって30 W/gelで約2時間泳
動した。（③,④の操作は GE Healthcare 
UK Ltdの操作マニュアルに従った。） 

⑤ 2次元電気泳動ゲルの解析 
 ⅰ）蛍光色素(Cy dye）による蛍光標識サ
 ン プ ル の 場 合  Typhoon 9400 
 fluorescence gel scanner (GE 
 Healthcare UK Ltd)により画像を取
 り込み、DeCyder software v. 5.0 (GE 
 Healthcare UK Ltd)を用いて解析、２
 サンプル間の発現量の差の比較・検定
 を行った。 
 ⅱ）蛍光標識されていないサンプルの場合 
 2DE終了後Deep Purpleにて染色後、
 Typhoon 9400 fluorescence gel 
 scanner (GE Healthcare UK Ltd)に
 より画像を取り込み、 DeCyder 
 software v. 5.0 (GE Healthcare UK 
 Ltd)で解析した。 
⑥ 蛋白質分子の同定 2DE によって検出

された目的スポットは切り出され、質量
分析法によって蛋白質分子を同定した。 

(3)  質量分析法（MS）による蛋白質の同定 
① 蛋白質の加水分解： 目的スポットのゲ

ル中で固定されている蛋白質分子を、そ
のままトリプシンによる加水分解処理
にかけた(Shevchenko et al. Anal Chem 
68, 850-858, 1996)。生じたペプチド混
合物をゲルマトリックスから抽出した。 

② ペプチド混合物の質量分析： 液体クロ
マトグラフと連結したイオントラップ
型質量分析計を用いた（液体クロマトグ
ラ フ ィ ー ・ タ ン デ ム 質 量 分 析 法
(LC-MS/MS)）。分析はスポットごとに行
った。 

③ データベース検索： 取得された各ペプ
チドのタンデム質量分析データを
Swiss-Prot アミノ酸配列データベース
(http://www.uniprot.org/)に対して検索
し、もとの蛋白質を同定した。検索には
Mascot プログラム  (Perkins et al. 
Electrophoresis 20, 3551-3567, 1999)
を用いた。単一スポットから複数の蛋白



 

 

質が候補として挙がった場合は、それら
を全て同定蛋白質とした。ただし、サイ
トケラチンは外部からの汚染による可
能性が高いため同定蛋白質から除いた。 

 
４．研究成果 
1．原発性肺腺癌の早期診断をめざした血清
バイオマーカーの探索(解析対象：臨床検
体の短期培養後の培養上清) 肺腺癌組織
―正常末梢肺組織間で発現量に有意差
（p<0.05）を認め、かつ平均値で 2.5 倍
以上の差を認めた 2DEゲル上の 44 spots
を肺腺癌バイオマーカー候補とした(図―
１)。このうち 2次元電気泳動ゲル上から
切り出すことが可能であった 34 spotsで
MS 解析が可能であった。解析した全
spotsで蛋白質分子が同定され、そのなか
にサーファクタント関連蛋白質（SpA）
や以前私達が報告した原発性肺腺癌関連
蛋白 napsin A (TA02)が含まれた。 

図－１ 
 培養上清の Ettan-DIGE像（肺腺癌組織と
正常末梢肺での比較） 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 白○は腺癌で発現量の平均値が 2.5倍以上
で統計的に有意に発現増加が見られた 34 
spotsの位置を示す。 
 
図－２ 
 spot 1407の DeCyder上での解析画面 

   末梢肺培養上清    肺腺癌組織培養上清 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
実際の肺腺癌患者血清を用いて検証実
験を施行。7 spots が腺癌患者血清で正
常者よりも 1.5 倍以上高発現しており、
この内 6 spotsが肺扁平上皮癌、肺小細
胞癌では正常血清以下の発現量であっ
た。6 spots から同定された蛋白質分子
は alpha-1-antitrypsin, vimentin, 
desmin, clusterin, peroxiredoxin-6, 
peroxiredoxin-2, protein DJ-1, 
peroxredoxin-1であった。 

2． 悪性中皮腫の診断マーカー(解析対象：中
皮腫および肺腺癌培養細胞と培養細胞
の培養上清) 培養細胞間の解析では発現
量に統計的有意差を認めるものはなか
ったが、平均値で 2.0倍以上発現量に差
が認められた 24 spotsを選び、MS解析
により 21 spots から蛋白質分子の同定
が可能であった。主な同定蛋白質は
lamin A/C, moesin, vimentin, protein 
disulfide- isomerase, splicing factor 45, 
macrophage-capping protein, 
hepatoma-derived growth factor, 
chloride intercellular channel protein 
1, tumor protein D54, Cathepsin D, 
prohibitin, etc. 培養上清の解析では 2
倍以上の発現を示す spots は 14 個であ
り、MS解析ですべての spotsで蛋白質
分子が同定可能であった。主な同定蛋白
質は Complement factor B, moesin, 
Plasminogen activator inhibitor 1, 
Pentraxin-related protein, Follistatin- 
related protein 1, Plasminogen 
activator inhibitor, Follistatin, 
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Metalloproteinase inhibitor 2, 
Superoxide dismutase, Phosphatidyl- 
ethanolamine-binding protein 1, etc. 
臨床検体を用いた検証を予定している
が、臨床検体が充分に得られないため、
検証実験は現在のところ待機中である。 

 
3. 肺腺癌培養細胞 PC9 のチロシンキナー

ゼ阻害薬によるリン酸化蛋白質の発現
変化 ETTAN-DIGE 法による解析で
gefitinib処理により発現低下する2次元
電気泳動ゲル上の 11 spotsを検出した。
さらに抗チロシンリン酸化含有蛋白質
抗体を用いた Western blotting 法では
gefitinib 処理によりチロシンリン酸化
蛋白質が発現低下した 21 spots を検出
した。両方の解析で共通して発現低下が
認められた spotを質量分析法で解析し、
ezrin, lamin A/Cを同定した。さらに抗
チロシンリン酸化含有蛋白質抗体によ
る Western blotting 法の解析結果に基
づき発現が減少するとして検出された
スポットの質量分析法による解析では
ezrin に加え radixin, moesin 分子も同
定された。 

図－３ 
 肺腺癌培養細胞株の抗リン酸化チロシン
含有蛋白質抗体を用いた Western Blotting
像（A: gefitinib処理なし。B: gefitinib処理） 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 Spot a から ezrin が、spot b から ezrin, 
radixinが、spot cからmoesinが同定されて
いる。Gefitinib処理によってこれらの spots
はほぼ消失する。 
 
4. I期肺腺癌の uracil-tegafur (UFTⓇ)を用い
た術後補助化学療法の個別化をめざした
解析：UFTⓇによる術後補助化学療法の有

無と再発の有無により 4群に分類、各群 6
例ずつ合計 24 検体の肺癌切除材料を
LC-MS/MSにより解析、個別化医療を進め
るのに有効なバイオマーカーの探索を行
った。myosin IIAと vimentinがともに陰
性の症例ではUFTⓇによる術後補助化学療
法の有無に関わらず予後良好であり、術後
補助化学療法が回避できる症例の選択に
有効と考えられた。（British Journal of 
Cancer 98, 596-603, 2008.） 

 
5. バイオマーカーを応用した早期診断と治
療の個別化：今回の結果のみでは早期発
見に有効なバイオマーカーの確立・治療
の個別化の確立にまでは至らないが、そ
の可能性を示すことができた。そのめざ
す将来像は以下の通りである。 

 検診への血清バイオマーカーによる検
診群の絞込み→CT（や気管支鏡）を用
いた精度の高い検診へ 

 従来の病理組織学的評価・進行度評価
(TNM)に加えバイオマーカーによる腫
瘍の生物学的評価を加味した治療法の
選択 

 個別症例での血清あるいは切除材料の
バイオマーカー解析→手術法の選択(標
準術式か縮小手術か／使用薬剤の選択
(効果予測・副作用予測)／術後補助治療
の必要性の判断 etc) 
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