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研究成果の概要（和文）： 
 各種予後予測マーカーの開発を目的としたタンパク質発現解析を行い、消化管間質腫瘍
(GIST)の予後予測マーカーである Pfetin、滑膜肉腫の予後予測マーカーであるＳタンパク質
（仮名）を発見した。また、消化管間質腫瘍(GIST)の発生部位におけるタンパク質プロファイ
リングの作成と滑膜肉腫の組織亜型及び融合遺伝子におけるタンパク質プロファイリングの作
成を行った。腫瘍特異的タンパク質についての機能解析として、特に GISTにおける Pfetinタ
ンパク質の機能解析を行い、Pfetin関連タンパク質の同定に成功した。 
研究成果の概要（英文）： 
  For developing prognosis biomarkers of bone and soft tissue tumors, we conducted global 
protein expression studies using 2D-DIGE. We identified pfetin, which is prognosis 
biomarker of GISTs and S-protein which is prognosis biomarker of syonovial sarcomas. 
In order to analyzing the function of pfetin, we examined a immunoprecipitation using 
pfetin antibody, We identified co-pfetin proteins as candidate protein of prognosis 
markers for GISTs. 
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１．研究開始当初の背景 
 骨軟部腫瘍の腫瘍マーカーは遺伝子技術
の進歩により組織型特異的融合遺伝子が発
見され、病理組織分類の補助診断マーカーと
して大きく臨床に貢献することとなった。ま
た、現在の肉腫における発現解析研究の中心
は、mRNAレベルでの網羅的発現解析が中心に
研究されて一定の成果をあげている。しかし

ながら、mRNAの発現は必ずしもタンパク質発
現に相関しないという報告も多く存在して
おり、タンパク質レベルにおける腫瘍マーカ
ーの開発にはタンパク質レベルにおける網
羅的解析が不可欠と考える。研究代表者を中
心とした国立がんセンター整形外科プロテ
オミクスグループは 2004 年より世界に先駆
けて、骨軟部腫瘍各種において予後予測マー
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カーや組織特異的マーカーの開発を目的と
したタンパク質発現の網羅的解析を行い、現
在までに Pfetin などの予後予測マーカーを
発見し成果をあげてきた。 
  
２．研究の目的 
本研究は軟部肉腫の凍結検体を使用したプ
ロテオミクス解析を行うことで、(1)タンパ
ク質発現の網羅的解析を行い、予後予測マー
カーや組織特異的マーカーの開発を目的と
する（中心施設：国立がんセンター）と共に、
(2)現在までに我々のグループが行ってきた
プロテオミクス研究にて発見されてきた複
数の腫瘍特異的タンパク質についての機能
解析を目的とする（中心施設：順天堂大学）。 
３．研究の方法 

(1)各種予後予測マーカーの開発を目的とし

た 大 規 模 タ ン パ ク 質 発 現 解 析 に よ る

clinico-proteomic study 

① 各種対象腫瘍よりタンパク質抽出を行う。 

② 定量的なタンパク質発現プロファイルを

作成しするために蛍光二次元電気泳動法 

(2D-DIGE)を使用し、その獲得データに対

してテータマイニングを行う。 

③ 検討項目ごとに重要と判断されたタンパ

ク質スポットについては、質量分析計にて

対応するタンパク質の同定を行う。 

④ 同定されたタンパク質については特異抗

体を使用し、Western-blotting法、パラフ

ィンブロックを使用した免疫染色にて発

現を確認する。 

⑤ 免疫染色にて発現差を確認できたタンパ

ク質については、腫瘍マーカーとしての有

効性を確認するために、解析に未使用のパ

ラフィンブロックを新たに使用し、タンパ

ク質発現を検証する。 

(2) 腫瘍特異的タンパク質についての機能

解析（特に GISTにおける Pfetinタンパク質

の機能解析） 

(2-a)GISTにおけるPfetinタンパク質の翻訳

後修飾の解明 

 二次元電気泳動上では Pfetin タンパク質

は等電点方向、分子量方向に分離した複数の

タンパク質スポット（８個）で存在すること

が確認されており、そのタンパク質スポット

は予後予測の感度が高い高感度スポット群

と予後予測の感度が低い低感度スポット群

に分類されることが判明している。その予後

予測感度の違いは Pfetin タンパク質にリン

酸化や糖鎖修飾など翻訳後修飾が生じてい

ることが推測される。その各スポットの翻訳

後修飾を SDS-page, 2D-pageにてタンパク質

を展開して、各種特異抗体を使用し確認する。

また、各スポットについては質量分析計にて

タンパク質構造解析を行い翻訳後修飾につ

いて解析・解明する。 

(2-b) 免疫沈降等による Pfetin 関連タンパ

ク質の同定とネットワークの解明 

 我々のグループで作成に成功している

Pfetin タンパク質特異抗体を使用した免疫

沈降等の実験を行うことで Pfetin 関連タン

パク質の同定を行い、GIST の予後や癌化に関

与するタンパク質ネットワークを解明する。 

(2-c) Pfetin 関連タンパク質の腫瘍マーカ

ー・治療ターゲットのとしての有用性の大規

模検証 

 共沈し同定された Pfetin 関連タンパク質

は新規 GIST 予後予測マーカー・治療ターゲ

ットタンパク質となる可能性があるため、そ

れぞれの同定された Pfetin 関連タンパク質

については必要に応じて、特異抗体を用いた

ウエスタンブロット・免疫染色による腫瘍マ

ーカーとしての有用性の検証を行う。 
 
４．研究成果 
(1) 各種予後予測マーカーの開発を目的と
した大規模タンパク質発現解析による
clinico-proteomic study 
①悪性消化管間葉系腫瘍である消化管間質
腫瘍(GIST)のタンパク質発現プロファイル
の予後における比較を行い、予後予測マーカ
ーである Pfetinタンパク質を発見している。
その Pfetinタンパク質においては既に、210
例の GIST(M0/primary samples)パラフィン切
片について Pfetin 特異抗体を用いた免疫染
色による大規模検証を行った。その結果、
Pfetin 特異抗体免疫染色の判定により無病
生存率・生存率に高い有意差を認め、予後予
測腫瘍マーカーとしての有用性を証明した 
(p<0.0001) (Clin Cancer Res 2008 14: 
1707-17 / 1番目 10名/ 査読:有)。 
②消化管間質腫瘍(GIST)の発生部位におけ
るタンパク質プロファイリングの作成と発
生部位特異的腫瘍マーカーの開発を行い、論
文にて発表を行った(Proteomics Clin Appl, 
2009 3(5), 584-596 / 1 番目 18 名 / 査読:
有)。 
③滑膜肉腫の組織亜型及び融合遺伝子にお
けるタンパク質プロファイリングの作成と
組織特異的腫瘍マーカーの開発を行い、論文
にて発表を行った(Proteomics Clin Appl, 
2009 3(5), 623-634/ 1 番目 15 名 / 査読:
有)。 
④滑膜肉腫のタンパク質発現プロファイリ
ングを作成し、２年以内に死亡した予後不良
群と５年以降遠隔転移を認めない予後良好
群の比較を行い、滑膜肉腫の予後に関与する
タンパク質の同定に成功した。その中でも S
タンパク質は特に予後予測の精度は高く、45



 

 

例の滑膜肉腫パラフィンブロックを使用し
た検証において、無病生存率・生存率に高い
有意差を認めている(p=0.0015, p=0.0012)
（論文投稿中）。 

(2) 腫瘍特異的タンパク質についての機能

解析（特に GISTにおける Pfetinタンパク質

の機能解析） 

(2-a)＜GISTにおけるPfetinタンパク質の翻

訳後修飾の解明＞ 

 20 年度は GIST 凍結検体よりタンパク質抽

出し、我々の作成した pfetin 特異抗体と各

種リン酸化抗体にて 2D-ウエスタンブロット

を行い、Pfetinタンパク質スポットのリン酸

化のマッピングに成功した。21年度は、質量

分析計にてリン酸化部位の同定と解析を行

った。 

(2-b)＜免疫沈降等による Pfetin関連タンパ

ク質の同定とネットワークの解明＞ 

 20 年度は GIST 凍結検体と cell line より

タンパク質を抽出し、Pfetin特異抗体を用い

免疫沈降を行い、Pfetinタンパク質と共免疫

沈降される Pfetin 関連タンパ質バンドの確

認に成功した。21年度は、前年度より作成し

ていた Pfetinタンパク質強制発現 cell line

も完成し、同 cell line の免疫沈降を行い

Pfetin 関連タンパク質バンドの確認に成功

した。共免疫沈降した Pfetin 関連タンパク

質バンドについては質量分析計にてタンパ

ク質の同定にも成功した。 

(2-c)＜Pfetin 関連タンパク質の腫瘍マーカ

ー・治療ターゲットのとしての有用性の大規

模検証＞ 

 今後、同定された Pfetin 関連タンパク質

については、特異抗体を用いた検証を行う。 
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