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研究成果の概要：本研究ではラットやマウスの肝発がんにおける前がん病変及び肝臓腫瘍

のプロテオーム解析を行った。ラットの肝臓において、phenobarbital(PB)の高用量投与によ

るGST-P陽性細胞巣または肝臓腫瘍内にがん促進に関与すると考えられる特異的な蛋白（例: 

CK8/18, APOA1, PHB1,2, SEPT9 など)の発現が認められた。PB投与のラット肝発がんにおけ

るCK8/18はGST-P陽性細胞巣から肝臓腫瘍に進展する前がん病変の新たなマーカーであるこ

とが認められた。さらに、マウスの肝発がんにおけるCK8/18は前がん病変の新たなバイオマ

ーカーであることが示唆された。 

 

 
交付額 
                               （金額単位：円） 

 直接経費 間接経費 合 計 

2007 年度 1,900,000 0 1,900,000 

2008 年度 1,400,000 420,000 1,820,000 

総 計 3,300,000 420,000 3,720,000 

 
 

研究分野：発癌、プロテオミクス 

科研費の分科・細目：ゲノム科学・応用ゲノム科学 

キーワード：プロテオーム、発癌、プロファイリング、バイオマーカー 

 
1.1.1.1. 研究開始当初の背景研究開始当初の背景研究開始当初の背景研究開始当初の背景    
最近、欧米では、プロテオーム解析のため

の巨大研究組織が生まれている。ヒトや動物
発がんにおいても、プロテオームの研究が重
要性を増している。プロテオミクスとは、細
胞・組織で発現している全蛋白質（プロテオ
ーム）を系統的・網羅的に扱うことで生命現
象を解き明かそうとする学問体系である。そ
の基盤原理は蛋白質化学、蛋白質物理化学、
蛋白質情報科学であり、基盤技術は、質量分
析計、二次元電気泳動、多次元 HPLC、分子間
相互作用検出計、プロテイン・チップなどで
ある。質量分析法は、質量分析装置(MS)を用

いて蛋白質やペプチドのような試料をイオ
ン化し、得られたイオンを質量/電荷(m/z)に
従い分離して、その強度を測定する。蛋白質
やペプチド分析のための MS は、1980 年代か
ら急速に発展した。いまや MS は、プロテオ
ーム解析に不可欠な分析装置になっている。 
化学物質の発がん過程は、遺伝子の突然変

異が生じる開始段階（イニシエーション）、
単一の変異細胞が増殖することによって腫
瘍となる促進過程（プロモーション）、さら
に遺伝子の変異が伴ってがんに生育する進
行段階（プログレッション）と、多段階であ
るという説が広く受け入れられている。化学
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物質の発がんリスク評価のための動物実験
では、現在長期発がん性試験の代替法が模索
されているところである。短期に発がん病変
を評価するためには、腫瘍に至る前がん病変
を検索するのが最良である。しかしながら、
前がん病変と目される病変は組織学的に評
価が困難な場合もあれば、これらの前がん病
変と考えられる病変がすべて腫瘍になると
は限らない。そこで、すべての人が容易に同
定できる組織学的に腫瘍に至る前がん病変
の新規マーカーの開発が必要となってきて
いる。これまでに、我々は化学物質の肝発が
ん性評価のマーカーとして GST-P 陽性細胞巣
を用いてきた。しかしながら、一部の肝前が
ん病変は GST-P 陰性であるため、またすべて
の前がん病変や GST-P陽性細胞巣が肝がんに
なるわけではないため、新規の前がん病変マ
ーカーの開発を切望していた。しかし、前が
ん病変という微小な病変から得られる微量
な試料からの蛋白・ペプチドの同定や解析は
非常に困難であった。今回、新規に開発が進
められてきたプロテイン・チップシステムは
非常に高感度で高解析能を有するため、数マ
イクログラムのサンプルから解析が可能と
なっている。このシステムと前がん病変だけ
からサンプルを回収するマイクロダイセク
ション法を合わせて用いれば、我々が切望す
る前がん病変の新規マーカーが開発できる
と確信する。    
    
    
2222．研究の目的．研究の目的．研究の目的．研究の目的    
我々はプロテオミクスの新しい方法論と技

術を開発するとともに、プロテオミクスの視
点から、発がん物質 diethylnitrosamine 
(DEN)及び phenobarbital（PB）投与によるラ
ット肝発がんにおける前がん病変の新たなバ
イオマーカーをプロテオミクスや分子病理学
的手法を用いて明らかにすることを目的とし
た。すなわち、GST-P 陽性細胞巣を指標にし
たラット肝発がん試験を施行し、出現した
GST-P 陽性細胞巣における蛋白・ペプチドの
発現パターンを網羅的に解析するために、
ProteinChip Array 法及び QSTAR Elite 
LC-MS/MS で比較検討するとともに、蛋白質の
同定(Peptide Mass Fingerprinting)法や
Real-time Q-PCR 及び免疫組織染色法を用い
て発現している蛋白・ペプチドを比較検討す
ることにより、肝発がんに関連するバイオマ
ーカーになる蛋白質を見出し、肝発がんの機
序を明らかにした。 
さらに、マウス肝発がんにおける、肝臓の

腫瘍性病変及び前がん病変（好塩基性細胞巣）
のプロテオーム解析を行い、マウスの前がん
病変の新たなバイオマーカーを検索した。 
 
    

3333．研究の方法．研究の方法．研究の方法．研究の方法    
(1)(1)(1)(1)    ラットの発がん性試験ラットの発がん性試験ラットの発がん性試験ラットの発がん性試験    

○○○○1111 . . . . 動物並びに飼育条件動物並びに飼育条件動物並びに飼育条件動物並びに飼育条件    

5 週齢の Fisher F344 ラット雄各 60 匹を
Charles River 株式会社から入手し、発がん
性試験に用いた。動物の飼育は大阪市立大学
大学院医学研究科動物実験施設のバリアー
システムの動物室にて行い、室内の環境条件
は温度 24±2℃、湿度 60±10％、12 時間蛍光
灯照明、12 時間消灯の条件下で行った。 

○○○○2222     一般状態、体重、摂餌量一般状態、体重、摂餌量一般状態、体重、摂餌量一般状態、体重、摂餌量    

全動物は、一般状態を毎日観察し、投与開
始の 3ヶ月後まで週１回体重及び摂餌量を測
定し、その後は１ヶ月に１回測定した。 

○○○○3333     実験プロトコール実験プロトコール実験プロトコール実験プロトコール    

6 週齢 F344 雄ラットを用いて、DEN 100 
mg/kg bw を週 1 回、3 週間腹腔内投与し、そ
の後 PB を高用量の 500 ppm 及び 0 ppm を混
餌で 10 週間あるいは 33 週間投与し、肝を摘
出し、前がん病変と腫瘍の ProteinChip 
Array、QSTAR Elite MS/MS 解析及び分子生物
学的解析に用いた。PB を 10 週間投与した肝
凍結標本では、GST-P 陽性細胞巣の免疫染色
を行い、PB を 33 週間投与した肝では、肝腫
瘍凍結標本の HE 及び Toluidine Blue 染色を
行った。GST-P 陽性細胞巣を免疫組織学的に
定量し、PB を 33 週間投与した肝では、肝腫
瘍の発生を検索した。 
    

((((2222)))). . . . マウスの発がん性試験マウスの発がん性試験マウスの発がん性試験マウスの発がん性試験    

○○○○1111     動物並び動物並び動物並び動物並びに飼育条件に飼育条件に飼育条件に飼育条件    

14日齢のB6C3F1 マウス雄30匹をCharles 
River 株式会社から入手し、発がん性試験に
用いた。さらに、Ogg1欠損及び野生型マウス
(C57Bl/6J)の繁殖を行い、マウス雄 60 匹を
発がん性試験に用いた。 

○○○○2222     一般状態、体重、摂餌量一般状態、体重、摂餌量一般状態、体重、摂餌量一般状態、体重、摂餌量    

全動物は、一般状態を毎日観察し、投与開
始の 3ヶ月後まで週１回体重及び摂餌量を測
定し、その後について１ヶ月に１回測定した。 

○○○○3333     実験プロトコール実験プロトコール実験プロトコール実験プロトコール    

実験１．14 日齢雄性 B6C3F1 マウスに DEN を
10 mg/kg bw 腹腔内投与し、実験開始後 18
週及び 38 週で動物を屠殺した。 
実験２．8-hydroxydeoxyguanosine の修復酵
素である、oxoguanine glycosylase 1 (Ogg1)
の遺伝子を欠損させた6週齢雄性マウスと野
生型マウスの双方に、高濃度 PB (500 ppm) の
長期投与を続ける実験系を設定し、肝前がん
病変(好塩基性細胞巣）と肝臓腫瘍の発生を
検索した。また、この実験における肝臓腫瘍
のプロテオーム解析を行い、さらに HPLC-ECD
法を用いて肝発がんの酸化的DNA傷害マーカ
ー、8-hydroxydeoxyguanosine (8-OHdG)の形
成を測定した。



    

 

((((3333))))        上記の発がん実験における上記の発がん実験における上記の発がん実験における上記の発がん実験における PBPBPBPB 投与の投与の投与の投与の
GSTGSTGSTGST----PPPP陽性細胞巣及び肝臓腫瘍のプロテオー陽性細胞巣及び肝臓腫瘍のプロテオー陽性細胞巣及び肝臓腫瘍のプロテオー陽性細胞巣及び肝臓腫瘍のプロテオー
ム及びバイオマーカー解析ム及びバイオマーカー解析ム及びバイオマーカー解析ム及びバイオマーカー解析    

○○○○1111     SELDISELDISELDISELDI----TOFTOFTOFTOF----MSMSMSMS を用いたプロテオーム解を用いたプロテオーム解を用いたプロテオーム解を用いたプロテオーム解

析析析析    

レーザーマイクロダイセクション(PALM 
Microlaser Technologies)を用いて、GST-P
陽性細胞巣、肝臓腫瘍、好塩基性細胞巣及び
周囲正常肝組織を dot dissection 法により
切り出した。切り出した組織を lysis buffer 
(9 M Urea/2% Chaps lysis buffer)に溶かし
た。ProteinChip Array (SELDI Protein Chip 
System Series 4000, Bio-Rad)を用いて、測
定を行った。解析には Q10：陰イオン交換チ
ップ及び CM10：陽イオン交換チップを用い
た。 

○○○○2222     QSTARQSTARQSTARQSTAR    LCLCLCLC----MS/MSMS/MSMS/MSMS/MSを用いたプロテオームを用いたプロテオームを用いたプロテオームを用いたプロテオーム

解析解析解析解析    

iTRAQ 試薬キット、DiNa-AI nano LC System 
(KYA Technologies, Tokyo, Japan)及びQSTAR 
Elite hybrid mass spectrometer (Applied 
Biosystems, Framingham, MA, USA)を用いて、
測定及び蛋白質発現定量解析を行った。 

○○○○3333     Peptide Mass FingerprintingPeptide Mass FingerprintingPeptide Mass FingerprintingPeptide Mass Fingerprinting 法法法法    

GST-P 陽性細胞巣及び肝臓腫瘍のバイオマ
ーカーとなる蛋白の同定には Peptide Mass 
Fingerprinting 法及び Ultra-sensitive 
Automated MALDI-TOF Mass-spectrometer   
(Bruker Daltonics 社)を用いた。蛋白を同定
するために GST-P 陽性細胞巣（30 µg 蛋白量）
をマイクロダイセクションした。 

○○○○4444     RealRealRealReal----time Qtime Qtime Qtime Q----PCRPCRPCRPCR    

ProteinChip Array 法で認められたバイオ
マーカーの遺伝子発現について Real-time 
Q-PCR 法で確認した。 

○○○○5555  免疫組織化学染色免疫組織化学染色免疫組織化学染色免疫組織化学染色    

CK8/18, histone H2A, apolipoprotein A1 
(APOA1)、prohibitin 1 及び 2(PHB1, PHB2)、
Septin 9免疫組織化学染色には一次抗体とし
て、CK 8/18 : Guinea pig polyclonal 抗体
(1：500)、CK8 rat monoclonal 抗体(1:200)、
CK18 rat monoclonal 抗 体 (1:200) 、
apolipoprotein A1 goat polyclonal 抗体
(1:1000)、PHB1 及び PHB2 rat monoclonal 抗
体(1：800)、Septin 9 rat monoclonal 抗体
(1:200) 、 Histone H2A polyclonal 抗 体
(1:1500)を用いた。    

○○○○6666     二重染色二重染色二重染色二重染色    

ラット肝臓のGST-P陽性細胞巣における細
胞増殖能（PCNA 陽性率）やアポトーシス
(ssDNA）を検索した。また、CK8/18 と PCNA
の二重染色を行い、CK8/18 の発現と細胞増殖
との関連について検索を行った。 
    
    

○○○○7777     統計学的解析統計学的解析統計学的解析統計学的解析    

 体重・摂餌量・臓器重量の検査結果につい
ては、ANOVA による解析を行い、群間に有意
差が観察された場合に、Student′s t-test の
方法で対照群と投与群の間で検定を行った。
病理組織学的検査結果については、Fischer
の直接確率検定法を用いて統計学的解析を
実施した。病変の発生率については Exact 
probability test を用いて解析した。なお、
腫瘍および前がん病変については、必要に応
じて別途検定方法を選択して行った。 
 
4. 4. 4. 4. 研究成果研究成果研究成果研究成果    
((((1111))))    ラットラットラットラットのののの肝発がん肝発がん肝発がん肝発がん性試験性試験性試験性試験    
ラットの肝臓において、肝発がんの誘発剤

である diethylnitrosamine (DEN)と
phenobarbital (PB)投与後に発生した GST-P
陽性細胞巣及び周囲正常肝組織を切り出し、
の SELDI ProteinChip Array 及び Biomarker 
Wizard software の解析を行った結果、Q10 
array では周囲正常肝組織に対して、m/z 
15,224 (P<0.01)、 47,760 (P<0.001) 及び
54,020 (P<0.0001) ピークの増加が認められ
た（図 1）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

    

図図図図    1. PB1. PB1. PB1. PB 投与したラット投与したラット投与したラット投与したラット GSTGSTGSTGST----PPPP 陽性細胞巣における陽性細胞巣における陽性細胞巣における陽性細胞巣における Q10 Q10 Q10 Q10 及び及び及び及び CM10 CM10 CM10 CM10 

ProteinChip ArrayProteinChip ArrayProteinChip ArrayProteinChip Array 解析解析解析解析    

    

Peptide Mass Fingerprinting 法を行い、
その三つの蛋白質は microsomal cytochrome 
A5 (Cyb5A; pI 4.6)、cytokeratin 18 (CK18; 
pI 5.8)、及び cytokeratin 8 (CK8; pI 5.8)
として同定された。さらに、m/z 8214、 11,357
及び 13,779 ピークの上昇が観察された。ま
た、周囲正常肝組織に比べて、DEN 投与の
GST-P 陽性細胞巣の内部では m/z 8214、 
11,357 及び 54,020 (CK8)の蛋白質の発現上
昇傾向が認められた。  
CM10 array では, PB 投与で肝臓の GST-P

陽性細胞巣内に m/z 8126、9231、11,243、
13,771 及び 13,964 ピークの有意な増加が
見られた。m/z 13,964 ピーク(P<0.05) が
Histone type 2 H2aa3 (His H2aa3, pI 11.55) 
として同定された。さらに、イニシエーショ
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ン群の GST-P 陽性細胞巣内に m/z 13,771 と 
13,964 ピーク (His H2aa3) の上昇傾向、ま
た、DEN----PB 投与において GST-P 陽性細胞巣の
内部では m/z 6904ピークの増加傾向が示され
た。Q10 Array では、SELDI の single marker
解析を行った結果、周囲正常肝組織に対して、 
m/z 47,760 (CK18; P<0.01)及び m/z 54,020 
(CK8; P<0.00012) 蛋白質それぞれが PB 投
与により促進された GST-P 陽性細胞巣の有用
なバイオマーカーになりうると考えられた。
また、免疫組織染色及び Real-time Q-PCR に
より、GST-P 陽性細胞巣（大）及び肝臓腫瘍
における CK8/18 の過剰発現が認められた。さ
らに、CK8/18 陽性細胞巣の中に細胞増殖マー
カーである、PCNA が陽性である細胞の数が増
加していることが明らかになった。 
さらに、我々はラットの肝臓を用いてGST-P

陽性細胞巣、肝細胞癌及び周囲正常肝組織を
マイクロダイセクションし、QSTAR Elite 
LC-MS/MS 解析を行った。その結果により
DEN-PB の高用量投与による GST-P 陽性細胞巣
または肝細胞癌内にがん促進に関与すると考
えられる特異的な蛋白（例: cytokeratins 
(CK) 5,8,18、apolipoprotein A1 (APOA1)、 
apolipoprotein E (APOE)、prohibitin 1 
(PHB1)、prohibitin 2 (PHB2)、progesterone 
receptor membrane component 1 (PGRMC1)、 
Septin 9 など)の発現が認められた(図 2)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

    

    

    

    

    

図２図２図２図２. PB. PB. PB. PB を与えたラットのを与えたラットのを与えたラットのを与えたラットの GSTGSTGSTGST----PPPP 陽性細胞巣における陽性細胞巣における陽性細胞巣における陽性細胞巣における CK8CK8CK8CK8、、、、    CK18CK18CK18CK18、、、、    

PHB1PHB1PHB1PHB1 の過剰発現及びの過剰発現及びの過剰発現及びの過剰発現及び catalasecatalasecatalasecatalase の発現低下の発現低下の発現低下の発現低下    

 
また、DEN-PB 投与での GST-P 陽性細胞巣に

おいて解毒酵素である catalase 及び urea 
cycle 代謝酵素(carbamoyl-phosphate 
synthetase 1 (CPS1)、ornithine carbamoyl 
transferase (OTC)、argininosuccinate 
synthase (ASS1))の発現減少が見られた(図
2)。その結果によりラット肝発がんにおける
CK8/18、APOA1、PHB1、PHB2 及び Septin 9 は

前がん病変の新たなバイオマーカーになりう
ると考えられる。 
GST-P 陽性細胞巣と肝細胞癌における PCNA 

陽性細胞の数を調べた結果、サイズの大きい
(>20 細胞) GST-P 陽性細胞巣で PCNA 陽性細胞
の有意な増加が見られた。腫瘍においても、
PCNA陽性細胞の有意な増加が認められており、
細胞増殖の増加が腫瘍の促進に関与すること
が分かった。最近、CK8 や CK18 が tumor 
necrosis factor receptor 2 (TNFR2) と結合
することが報告され、JNK 細胞内情報伝達及
び NFkappa B 活性化に関与すると考えられて
いる(Caulin C. et al, 2000)。すなわち、本
実験で観察された PCNA の labeling index が
今まで報告された研究データと相関していた。 
以前、免疫染色法を用いた実験において、

ヒトの肝細胞癌では CK8/18 の過剰発現が見
られた(Athanassiadou P. et al, 2007)。 
CK8 や CK18 は中間径フィラメントであり、
正常肝臓組織では細胞膜に強い発現が見られ
る(Abe M. et al, 1990)。In vitro の実験と
形質転換動物モデルの研究結果により、
CK8/18が肝細胞を多様のストレス及び毒性物
質から守っていることが知られている(Lau A. 
et al, 2007)。 CK8 や CK18 の変異が肝臓病
（ウイルス性肝炎、肝硬変など）のリスク要
因であることが報告されている(Ku N. et al, 
2003)。 CK8が c-Jun N-terminal kinase (JNK)、
p38 及び protein kinase C delta(PKCδ)のタ
ーゲットであり、リン酸化された CK8 が CK18
と結合し、そのコンプレックスの活性化によ
り正常細胞ががん細胞に変更すると考えられ
る(He T. et al, 2002)。すなわち、ラット肝
発がんにおけるCK8/18はGST-P陽性細胞巣か
ら肝細胞癌に進展する前がん病変の新たなバ
イオマーカーになりうると考えられる。 
 
 
((((2222))))        ママママウスのウスのウスのウスの肝発がん性試験肝発がん性試験肝発がん性試験肝発がん性試験    
B6C3F1マウス肝発がんにおけるSELDI 

TOF-MSの結果によりDEN投与による肝臓の前
がん病変(好塩基性細胞巣)及び肝臓腫瘍性
病変のCK8(m/z 54,565ピーク)とCK18(m/z 
47,538ピーク)の有意な発現上昇が認められ
た(図3)。 

また、QSTAR Elite LC-MS/MSの結果により
DEN投与による肝細胞癌内に35個の特異的な
蛋白・ペプチドの発現が認められた。
Ingenuity Pathway解析の結果においてCK8、 
CK18、Bcl-1結合蛋白質BCL2-associated 
athanogene (BAG-1)、laminin 3 (LAMA3)、 
prolyl 4-hydroxylase、beta polypeptide 
(P4HB)及びcingulin (CGN)がマウスの肝細胞
癌のバイオマーカーとして認められた。 
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さらに、マウスにおいて、前がん病変の定
義が明確ではないのに対し、今回の実験結果
において、免疫染色では全ての好塩基性細胞
巣及び混合型変異肝細胞巣でCK8/18の発現
が認められたことにより、これらが最も腫瘍
に近い変異肝細胞巣であることが示唆され
た(図4）。 
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また、マウス肝組織を用いて、CK8/18及び

PCNAの二重染色を行い、CK8/18陽性細胞巣内
と周囲正常肝組織におけるPCNA陽性細胞数
を計算した結果、CK8/18陽性細胞巣内でPCNA
陽性細胞の有意な増加が認められた。また、
免疫組織染色により、好塩基性細胞巣及び肝
臓腫瘍におけるAPOA1、PHB1、PHB2及びSeptin 
9の有用性が明らかにされた。Ogg1欠損マウ
ス肝発がんにおいてQSTAR LC-MS/MS解析を行
った結果、CK8/18及びAPOA1の発現が見られ、
免疫組織染色でも確認された。Ogg1欠損マウ
スの好塩基性細胞巣及び腫瘍性病変におい

てCK8/18またはAPOA1が陽性を示した。その
結果によりマウスの肝発がんにおける
CK8/18、APOA1、PHB1、PHB2及びSeptin 9は
前がん病変の新たなマーカーであることが
示唆された。 

発がん性試験は、環境発がん物質の同定や
医薬品の安全性評価に重要な試験であり、
CK8/18は肝発がん性の指標として、今後用い
られることが期待される。 
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