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研究成果の概要（和文）：多戦略的プロテオーム・ペプチドーム解析による消化器癌を対象とし
たバイオマーカー探索を行った結果、膵癌の新しい血清予後マーカーと原発性肝細胞癌のあら
たな病理診断マーカーの検出と同定に成功した。さらに発癌促進的にはたらく習慣飲酒の新し
いバイオマーカーを同定した。また、血清ペプチドーム解析を臨床検査へ応用する際に必須な
検体のプレアナリシスの基礎的検討を行い、共通のプロトコールを確立することができた。 
 
 
研究成果の概要（英文）： 
 
交付決定額 
                               （金額単位：円） 

 直接経費 間接経費 合 計 

2007 年度 8,000,000 2,400,000 10,400,000 

2008 年度 5,000,000 1,500,000 6,500,000 

2009 年度 2,000,000 600,000 2,600,000 

年度  

  年度  

総 計 15,000,000 4,500,000 19,500,000 

 
 
研究分野：医歯薬学 
科研費の分科・細目：境界医学・病態検査学 
キーワード：蛋白質・プロテオーム・癌・臨床・検査医学 
 
１．研究開始当初の背景 

ポストゲノム時代に入り、ゲノムに対応
する用語として、トランスクリプトーム、プ
ロテオームさらにはペプチドーム、メタボロ
ームが登場している。ＤＮＡチップなどを用
いた網羅的 mRNA 発現解析（トランスクリプ
トーム解析）がこれまでに盛んに行われてき
た。しかし、1)細胞内での mRNA 発現量とタ
ンパク質産生量とは必ずしも比例しないこ
と。2)タンパク質の活性は細胞内での局在や
プロセシング、翻訳後修飾などｍＲＮＡとは

別のレベルで制御されていることなどから、
最終的にはタンパク質レベルの解析が必須
であること。3)日常診療で用いられる臨床検
体では通常 mRNAは解析の対象となりにくく、
プロテオーム解析研究の成果はそのまま診
断への応用につながること、などの理由から、
プロテオミクス研究成果の臨床応用が期待
され、国内外の研究者がtop-down proteomics
および bottom-up proteomics の手法を用い
て研究を続けている。 
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２．研究の目的 
消化器系悪性腫瘍の診断体系をみると、例

えば早期胃がんではＸ線検査や内視鏡検査
を駆使した早期診断体系が確立している。肝
がんではハイリスクグループを絞り込んだ
上での検査体制が組まれているが、最終診断
において病理組織学的検査に頼る場合も少
なくない。また、膵がんにおいてはハイリス
クグループを特定しにくいことに加え、根治
治療が可能な無症状期の診断は困難であり、
従来の診断法とは全く別の観点から新しい
疾患マーカーを探索する必要がある。 
  本研究は複数のプロテオーム解析技術
を独自に組み合わせた網羅的なプロテオー
ム・ペプチドーム解析法を駆使して、肝臓が
ん、膵がん患者から得られた血清、腫瘍組織、
をターゲットとして、新しい疾患関連タンパ
ク質・ペプチドを検出・精製・同定しするこ
とを目的とする。また、これらのマーカー候
補を臨床検査に応用するための基礎データ
として、プレアナリシスの影響も明らかにす
る。 
３．研究の方法 
発現プロテオーム解析の手法は分析にゲル
を用いるか否かに基づき、gel-based と
gel-free に分けられ、本研究でも両者を併用
した。以下概要を示すが、個々の方法につい
ては研究成果に含めて示す。 

Gel-based の方法として従来の蛋白質の二
次元電気泳動（2-DE）を応用した蛍光標識二
次元ディファレンス電気泳動法（2D-DIGE, 
EttanTM DIGE）を用いた。この方法は二種類
の蛋白質試料を異なる蛍光試薬であらかじ
め標識してから混合し、一枚のゲルで泳動す
るもので、二種類の試料内の相対的タンパク
量を精密に比較できることが特徴である。こ
のアプローチにより、蛋白質の検出感度が上
がり、ディファレンシャル解析が再現性よく
できるようになった。 

Gel-free の網羅的なプロテオーム解析法
の代表例である SELDI(Surface-Enhanced 
Laser Desorption Ionization)を先ず利用し
た。本システムは  TOF-MS を原理とするプロ
テインチップシステムⓇ（Bio-Rad）はプロテ
インチップ、質量分析計およびデータ解析コ
ンピュータからなる。さらにチップの代わり
に磁気ビーズを用い、質量分析部分を
MALDI-TOF/TOFとしてMSプロファイルの解析
ソフトと組み合わせたクリンプロットシス
テム TM(Bruker Daltonics)も併用した。 
 
４．研究成果 
(1) 膵がん患者術前後の血清プロテオーム解
析による新しい予後マーカーの検出と同定 
(Oncogene 2008; 27:2810-2822) 
膵癌は消化器系の悪性腫瘍の中でも、とく
に早期診断が困難であり、従来の血清腫瘍マ

ーカーの早期癌における陽性率は低い。そこ
で表面増強レーザー脱離イオン化（SELDI）
と飛行時間型質量分析計（TOF MS）を組み
合わせた SELDI-TOF MS によるあたらしい
腫瘍マーカーの探索を試みた。外科的切除が
施行された膵癌 20 症例の術前・術後（2 週以
降）のペア血清における蛋白質・ペプチドの
比較発現解析を行ったところ、計 85 のピー
クでその強度に変化がみられた。その中で、
とくに発現量が多く、また術前後の変化が際
立っていたのは 6.6 kDa と 6.4 kDa の 2 つで
あった（図１）。 

 
そこでこれらのピークを対象に、複数の
HPLC ステップによる部分精製の後、アミノ
酸配列を決定した結果、6.6 kDa は mature 
type のアポリポ蛋白 C-1、6.4 kDa はその N
末端の二つのアミノ酸が欠損する truncated 
form であることがわかった。さらに、膵癌患
者の術前後における血清 Apo-C1 レベルの変
化が膵癌細胞由来であることを確認するた
めに、膵癌組織と非癌部組織における
Apo-C1の蛋白質およびmRNAの発現レベル
を比較したところ、いずれも癌部において著
明に発現が増加していることが確認された。
また、プロテオーム解析の対象とした膵癌症
例を Apo C-1 高値群と低値群に分けて、生存
曲線を比較したところ、高値群であきらかに
予後不良であることがわかった（図２）。 
 

 
ProteinChip System は臨床検体のプロテオ
ーム解析を可能とした画期的な方法である
が、その解析精度には一定の限界がある。そ
こで、現在はチップの代わりにビーズを用い、
質 量 分 析 部 も よ り 高 性 能 の
MALDI-TOF/TOF を用いて膵癌の新たなマ
ーカー探索を進めると同時に、今後その他の
消化器系悪性腫瘍も解析対象としている。 
 



(2)原発性肝細胞癌の病理組織診断に有用な
バイオマーカーの開発 (Hepatology 2008; 
48:519-530) 
原発性肝細胞癌（HCC）患者１０症例の癌部
およびその周辺の非癌部組織について, ア
ガロース-2D-DIGE を用いて泳動し, 異なっ
た発現を示す蛋白を検索した（図３）。 
 

 
 

解 析 後 の  
ゲルを CBB
染色して可

視化後, スポ
ットを切り出
してトリプシ
ンで消化し, 
LC-MS／MS 分
析により蛋白
を同定した。 
蛋白の発現量
および局在の
確認を行うた
めにイムノブ
ロットおよび

免疫組織化学染色を行った。 異なった発現
を示したスポットのうち 83 種の蛋白が同定
された。 このうち今まで HCC との関連が詳
細に検討されていない蛋白を中心にイムノ
ブロット法による発現傾向の確認を行った
結果, HCC において特に clathrin heavy 
chain (CHC) の 発 現 上 昇 と 
formiminotransferase cyclodeaminase 
(FTCD)の発現低下が際立っていた。CHC およ
び FTCD の臨床的有用性を確認するために, 
tissue micro array を入手して HCC83 例お
よび非 HCC68例の免疫染色性を確認した結果, 
HCC 診断のための感度・特異度はそれぞれ
51.8% ・95.6%, 61. 4% ・ 98.5%であった。
さらに, 良性の結節・腫瘍との鑑別が困難と
される early-HCC症例について検討した結果, 
感度・特異度はそれぞれ 41.2% ・77.8% , 
44.4% ・80.0%であった。 
今回我々はアガロース 2D-DIGE を用いて 83
種の異なった発現を示す蛋白を同定し, そ
のうち特に際立った変化が認められた２種
類の蛋白について特異的な抗体を用いた発
現確認を行った。さらにパラフィン切片で良
好な染色性を示した CHC および FTCD につい
て, 組織診断マーカーとしての有用性を検
討した。 その結果, 進行型 HCC のみならず, 
病理学的診断の困難な early-HCCについても
非癌部と異なった発現を示すことが確認さ
れた（図４）。 
従って CHC および FTCD は組織診断マーカー
として有用であると考えられた。 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
(3)磁気ビーズと MALDI-TOF MS を組み合
わせた ClinProt™ system による習慣飲酒マ
ーカーの検出と同定 
（Proteomics Clin Appl 2009;821-828） 
 
我 々 は MALDI-TOF MS を 応 用 し た

SELDI-TOF MS を原理とするプロテインチ
ップシステムを用い、アルコール依存症
（DSMIV）患者血清検体で新たな飲酒マー
カーの探索を行った結果、３つのピーク
（5.9kD, 7.8kD, 28kD）で変化が見られ、そ
れぞれ fibrinogen αC chain の分解産物(5.9 
kDa)、Apo AⅡの分解産物(7.8 kDa)、Apo 
AⅠ(28 kDa)と同定したことを報告した
（Proteomics. 2004, 4:1187-95）。これらのう
ち特に 5.9kD の fibrinogen αC chain の分
解産物が健診受診者において、γ-GTP のノ
ンリスポンダーの検出に有効なことを示し
た （ Alcohol Clin Exp Res. 2007, 
31:22S-26S）。今回は 6.0kDa 以下のペプチド
に注目し ProteinChip® system と ClinProt™ 
system の比較検討を行い、新たな飲酒マーカ
ーの探索を行った。 
断酒目的で入院したアルコール依存症患

者計 16 名の入院時、3ヶ月後の血清検体を用
いた。プロテオーム解析は①表面増強レーザ
ー脱離イオン化（SELDI）と飛行時間型質量
分 析 計 （ TOF-MS ） を 組 み 合 わ せ た
ProteinChip® system（Ciphergen 社）②磁性
ビーズと MALDI-TOF/TOF質量分析計を組み合
わせた ClinProt™ system（Bruker Daltonics
社）。従来の飲酒マーカーであるγ-GTP の測
定は、シカリキッド γ-GT J（関東化学㈱）
を用いて行った。 

ProteinChip® Software 3.1 及 び
ClinProToolsTM Software 2.0 で解析した結果、
1.0k～6.0kDa の領域において signal/noise
が 10 以上のピーク数は、ProteinChip® 
system：32 ピーク、ClinProt™ system：52
ピークであり、そのうち入院時・入院後 3ヶ
月において、p<0.05 と有意に違いがみられた
ピークは、それぞれ 7 ピーク(飲酒により増
加したピーク：4、減少したピーク：3)、22



ピーク(飲酒により増加したピーク：4、減少
したピーク：18)であった。代表的なピーク
パターンの変化を図５に示す。 

 

  
ClinProt™ systemにおいて、3000Da以下、

peak intensity 5000 以上の MS/MS 解析可能
な 4 ピークを MS/MS 解析し MASCOT 検索
した結果、1466Da (1.4kDa)は fibrinopeptide 
A の fragment、1616Da(１.6kDa)はリン酸
化した fibrinopeptide A の fragment 及び
2660Da(2.6kDa) は fibrinogen A 
alpha-chain の fragment と同定された。 
各症例における入院時、入院後 3 ヶ月の

1.4kDa, 1.6kDa 及び 2.6kDa のピーク面積
の推移を比較すると、1.4kDa ピークでは 16
症例中 13 症例（p<0.01）、1.6kDa ピークで
は 15 症例（p<0.01）、2.6kD ピークは 13 症
例（p<0.01）と有意に変化を示した。入院時
のγ-GTP は 4 症例で正常域にとどまり、い
わゆる non-responder と考えられたが、これ
ら 4 症例においても 4 ピークすべてにおいて
変化が認められた。6.0kDa 以下のペプチドで
は、ProteinChip® system より ClinProt™ 
system でより多くピークが見られたが、両方
のシステムでしか検出できないピークも確
認した。現在これらのピークの同定を進めて
いる。 
 
(4)血清プロテオーム・ペプチドーム解析に
におけるプレアナリシスの検討 
(Clin Chim Acta 2009; 406:179-180. 
タンパク質を対象とする検査は臨床検査

室の主役である。千葉大学医学部附属病院検
査部の生化学・免疫検査室における測定対象
はタンパク質以外にも、含窒素化合物、脂質、
糖、電解質など多岐にわたるが、総項目数
（103 項目）のうち、解析対象がタンパク質
である項目が 79 項目と圧倒的に多い。血漿
タンパク質の特徴はいわゆる abundant 
proteins がその大部分を占める点であり、存
在量が上位 22 タンパク質の合計が全体の
99％を占め、残りの１％は deep proteome と
呼ばれる。deep proteome に存在する未知の
バイオマーカーを効率よく探索するために

は、abunndant proteins の除去、ペプチドの
選択的回収など多くの工夫が必要と思われ
る。一方、複数の施設の検体を利用してマー
カー探索やバリデーションを実施する場合
は、各施設の検体採取とプロセシング、保
存の条件を一定にすることが求められる。
また、プロテオーム解析研究を通して見出
されたバイオマーカー候補を臨床検査の
現場に応用するためにもプレアナリシス
の影響を精査することが不可欠である。そ
こで MALDI-TOF MS を用いた血清ペプチド
解析における検体のプレアナリシスにつ
いて検討した。 
プレアナリシスの検討では Bruker 

Daltonics 社の ClinProtTMシステムを用い
た。これは磁性ビーズを用いた前処理と
MALDI-TOF MSによる測定を組み合わせた系
である。質量分析計は同社の AutoflexII 
TOF/TOF MS を使い、三種類(WCX:弱陽イオン
交換、IMAC-Cu:銅親和性、C8:疎水性)の磁性
ビーズを用いた評価を行った。マトリックス
には 10,000Da 以下の分子量領域を対象とす
るα-シアノ-4-ヒドロキシケイ皮酸(CHCA)
マトリックスを使用した。ビーズによる血清
の前処理からマトリックスとの混合、ターゲ
ットプレートへ滴下して結晶化させるまで
の工程は全てロボットで自動化して行った。
質量分析はリニアモードで測定を行った。血
清検体は健常人ボランティア 7名(男性 5名、
女性 4名、29 歳～47 歳)から採取したもので
ある。早朝空腹時に採血し、1 時間室温で静
置した後、1,500G で 10 分間遠心し、分注・
保存した。ピークの検出および強度計算は専
用ソフトウェアの ClinProtools 2.1 を使用
した。なお評価の対象としたのは 1,000～
10,000Da の範囲であり、S/N>5 のピークを有
意ととり、ピーク強度の計算には面積値を用
いた。再現性に加えて、プレアナリシス変動
要因として血清を遠心分離するまでの時間
の影響、凍結融解の回数について検討した。 
 測定系の再現性の評価 
 まず単一の健常人血清を用いて同時再現
性(n=5)と日差再現性(n=5)を求めた。その結
果、WCX ビーズでは 62 ピークが検出され、ピ
ーク面積の同時再現性は平均で 9.5± 5.4 
(CV± SD)%、日差再現性では 13.5± 6.7%で
あった。IMAC-Cu ビーズでは 59 ピークが検出
され、同時再現性は平均で 8.9± 4.4%、日差
再現性は 12.0± 4.6%となり、C8 ビーズでは
69 ピークが検出され、同時再現性は平均で
6.3± 3.9%、日差再現性は 11.2± 4.5%であ
った。特に注目したピークの定量にあたって
は安定同位体標識標準を利用することによ
り、同時再現性、日差再現性ともにさらに改
善できることを確認している。  
血清を遠心分離するまでの時間の影響 
血液を採取してから遠心分離するまでの



時間 (以下、 clotting time と表記 )は
MALDI-TOF MSを用いてプロファイリングする
際には最も影響を持つ因子とされている。今
回の検討において使用した血清は、上述のよ
うに clotting time を 1時間に設定すること
を基本としたが、この検討をするにあたって
は、15 分、30 分、1時間、2時間、4時間、6
時間のタイムコースでデータを取得した。解
析対象としたのは 4人分の血清である。図６
に一例を示すように、clotting time の相違
は血清のペプチドプロファイリングに明ら
かに大きな影響を与えていることが明らか
である。 

 

次に我々は各ピークを 3種類のパターンに
分類することを試みた。すなわち、タイプ A;
時間経過とともに速やかに低下していくも
の、タイプ B;時間経過とともに徐々に上昇し
てくるもの、タイプ C;最初の 30 分間は劇的
に変化するがその後安定するもの、の 3種類
である(図７)。 

 
タイプ Cが最も多く、採血してから血清を分
離するまでには 30 分以上は静置する必要が
あることが示唆された。理想的には clotting 
time をすべての検体で厳密に統一するのが
望ましい。しかしながら臨床検体を解析の対
象としている以上、特に実際の検査室では実
現困難であるため、我々は変化の激しい最初
の 30 分を避け、血清を 30 分以上 2時間以内
に遠心分離することで対応している。 
 凍結融解の回数 
凍結融解の繰り返しは血清・血漿を用いた

ルーチンの検体検査においても注意が必要

とされている。 
 我々は今回、3 人分の血清を氷上の操作で
1 回から 7 回までの凍結融解を繰り返し、CV
が 20%を超えるピークの数をカウントした。
その結果、凍結融解 3回までは CV が 20%を超
えるピークの数が少なく、4 回目以降一挙に
増加する傾向にあった。これらの結果から、
我々はサンプルを使用する際には凍結融解
の回数を極力揃えるようにし、最大 2回まで
としているが目的のピーク毎にさらに確認
することが望ましい。 
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