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研究成果の概要（和文）：膵癌は極めて予後不良な疾患である。本研究の目的は二次元電気泳動

を用いて、膵癌の発癌に関連するタンパク質を同定することで新たな早期診断マーカーを見出

すことである。膵癌患者 40 例および健常人 20 例の血清を用いて二次元電気泳動を行った。膵

癌患者と健常人で発現に差があるタンパクスポットが 2 種類同定され、このタンパクはともに

α-1-antitripsin であった。以上の研究成果より血清中のα-1-antitripsin は、膵癌の診断

およびモニタリングの良いバイオマーカーになる可能性が示唆された。 

 
研究成果の概要（英文）：Pancreatic cancer (PC) is one of the most lethal malignant tumors 
because of late diagnosis and the lack of response to various therapies. To identify 
potential biomarkers in cancerous serum from early stage PC patients, we carried out 
two-dimensional gel electrophoresis (2-DE) to compare the serum proteomic profiles from 
45 patients with PC and 20 healthy volunteers. Two spots showed differential expression 
on 2-DE gels and these up-regulated protein spots were identified as α-1-antitrypsin 
(AAT). These protein spots were also confirmed by Western blotting. The serum isoforms 
of AAT might be clinically useful for PC diagnosis and monitoring. 
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１．研究開始当初の背景 
（1）2003年4月にヒトゲノム解析が完了し、
post-genome sequence として、ゲノム構成遺
伝子の全ての翻訳産物であるタンパク質群
（proteome）の網羅的解析「proteomics（プ
ロテオミクス＝プロテオーム解析）」が世界
的に活発に行われている。proteomics とは、
網羅的にタンパク質を分離・同定し、それら

の機能を明らかにすることによって生命シ
ステムを解明しようとするものである。医学
の分野では、疾患の発症や治療によって特異
的に変動するタンパク質群を同定し、疾患の
発症機序の解明や予後の判定、さらには薬剤
感受性の違いを明らかにする試みが行われ
ている。 
（2）当研究グループではこれまでに消化器
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悪性腫瘍を中心にプロテオーム解析に取り
組んでおり、特に肝細胞癌に関しては発癌関
連蛋白の同定や早期診断マーカーとして臨
床応用が期待できる血中自己抗体の存在に
ついて報告してきた。そこでこれまで確立し
てきた手法を応用して、新たに膵癌のプロテ
オーム解析を行うという着想に至った。 
 
２．研究の目的 
（1）膵癌は、わが国の年間死亡者数約 20,000
人で、癌の死因としては第 5 位で年々増加傾
向にある。唯一の根治治療は外科的切除であ
るが、進行が早く発見時に根治手術可能な症
例は全体の３割弱である。治癒切除が行われ
たとしても約 9割が再発を来しその 5年生存
率は 13％で、非切除例にいたっては 5年生存
率 0％と極めて予後不良な疾患である。現在
の医療技術では、この疾患の治療成績を上げ
る方法は早期発見早期治療のみであり、一般
検診レベルでも施行できるような非侵襲的
かつ簡易的な診断システムの開発が急務で
ある。 
（2）本研究の目的は、蛋白質の網羅的解析
を可能にした二次元電気泳動と質量分析法
によるプロテオーム解析を用いて、膵癌の発
癌及び進行に関連するタンパク質を解析・同
定することで新たな早期診断マーカーを見
出そうとするものである。 
 
３．研究の方法 
（1）膵癌患者 40 例の血清および健常人 20
例の血清を用いた。 
（2）血清から１サンプルあたり蛋白量 100
μg を採取して IPG ストリップ（Amersham 
Bioscience）に添加し、等電点電気泳動装置
（IPGPhor, Amersham Bioscience）と 12.5％ 
SDS-ポリアクリルアミドゲルを用いた水平
式 SDS-ポリアクリルアミドゲル電気泳動装
置（Multiphor II, Amersham Bioscience）
による二次元電気泳動で蛋白質を分離展開
した。 
（3）ゲル上のタンパク質を Fluorescent Gel 
Stain (Bio-Rad)により可視化し、ProXpress 
2D Proteomic Imaging System で画像として
コンピューターに取り込んだ。 
（4）ゲル中のタンパク質スポットは二次元
画像解析ソフト（Progenesis Samespots 
software）で解析して膵癌患者、健常人の血
清において異なる染色強度を示すタンパク
質スポットをピックアップし、該当するスポ
ットをゲルから切り出し質量分析に供した。 
（5） 切り出されたタンパク質スポットゲル
を 50 mM 重炭酸アンモニウムと 5 mM DTT を
含む 60％メタノールで洗浄した後、染色液を
脱色。脱色されたゲルは脱水した後に 10μ
g/ml の濃度にトリプシン（シーケンス用、
Promega V5111）を加えた 50 mM 重炭酸アン

モニウムと 5 mM DTT を含む 30％アセトニト
リル中で 30℃のもと再膨潤しながら、ゲル内
のタンパク質を消化した。 
ゲル内消化した後に、LC/MSD Trap XCT
（Agilent Technologies）を用いて，PMF 分
析を行った。タンパク質の同定は、Protein 
Prospector web site の MS-Fit データベース
検索によって行った。 
（6）さらに同定したタンパク質の膵癌患者
と健常人における発現量の差をWestern blot
により確認した。 
 
４．研究成果 
（1）二次元電気泳動 

健常人血清と膵癌患者血清において二次
元電気泳動により展開されたタンパク質ス
ポットを画像解析ソフトにより解析した結
果、少なくとも 230 のタンパク質が一致して
いることが確認された。 

その中で 7つのスポットにおいて健常人血
清と膵癌患者血清で有意差を持って発現強
度に差が認められた。このうち発現強度が
1.5 倍以上のスポットを 2種類同定した。こ
の 2つのタンパク質スポットは、共に膵癌患
者血清において発現が増強していた。 
 
 下に同定された 2種類のタンパク質スポッ
トの健常者血清と膵癌患者血清の代表例を
示す。（上が二次元電気泳動ゲルの全体像、
下が膵癌患者血清において発現強度が増強
していた 2つのスポットの拡大像） 
 
健常者の血清     膵癌患者の血清 

 
 

 

 

Spot 1   Spot 2 
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（2）これらのタンパク質スポットを liquid 
(LCLC-MS/MS)により解析した結果、それぞれ       
α -1-antitripsin の isoform 1 お よ び
isoform 2 であった。すなわち 2 つのスポッ
トは共にα-1-antitripsin であり、同一のタ
ンパク質であった。 
 
下にLC-MS/MS spectra の分析結果を示す。 

 
上段：タンパク質スポットをトリプシン消化
した後の LC-MS spectra 
赤いひし形が α-1-antitrypsin 
（precursor ion m/z  1082.6） 
 
中段および下段：precursor ion  m/z 1082.6 
の LC-MS/MS spectrum  
 
MS/MS spectrum によりペプチドの一部が
VFSNGADLSGVTEEAPLKLSK と同定された。 
 

 
 
isoform 1, 2 の MS/MS データ 
isoform 1 
 Protein name        α-1-antitripsin 
 Accession no.        P01009 
 pI                   5.37 
 Molecular mass       46736.8Da 
 Distinct peptides    14 
 MS/MS search score   190.84 
 Sequence coverage    32% 
isoform 2 
 Protein name        α-1-antitripsin 
 Accession no.        P01009 
 pI                   5.37 
 Molecular mass       46736.8Da 
 Distinct peptides    5 
 MS/MS search score   56.20 
 Sequence coverage    10% 

（3）Western blot でα-1-antitripsin の発
現を確認した結果、膵癌患者(20 例)では健常
者（20 例）に比べて有意に発現が増強してい
た。 
 
 下に健常者（Ｎ）と膵癌患者（Ｃ）それぞ
れ 20 例の Western blot の結果を示す。ラン
ダムにペアにしてあるが、それぞれのペアの
うち 70％の症例で健常者に比べて膵癌患者
でのα-1-antitripsin の発現が増強してい
た。 

 
 
 

また、次ページに膵癌患者血清から得られ
たα-1-antitripsin の 2-Ｄ immnunoblot の
結果を示すが、2 つのスポットとも pH 
5.0-5.5、45-50 kDa の間に確認された。 
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下に前ページの健常者（Ｎ）と膵癌患者

（Ｃ）各々20 例の Western blot band の発現
強度のグラフを示す。健常者に比べて膵癌患
者でのα-1-antitripsin の発現が有意に増
強していた。 
 

 
 
 
（4）本研究において、われわれは膵癌患者
の血清中に 2つのタンパク質スポットが増強
していることを確認した。2 つのタンパク質
スポット共にα-1-antitripsin であった。α
-1-antitripsin は膵癌細胞から放出されて
いる可能性がある。 
以上より、血清中のα-1-antitripsin は

膵癌の早期診断およびモニタリングの良い
バイオマーカーになる可能性が示唆された。 
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