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研究成果の概要（和文）： 

近年、プロテオーム解析を用いた血中の癌の早期診断マーカー探索が数多くなされているが
いまだに臨床応用に至った例はない。本研究では、癌組織に特異的に発現するタンパク質を探
索し、それらのうち血中に分泌あるいは漏出する微量なタンパク質の検出を目的とした。ヒト
大腸癌・乳癌組織の膜タンパク質画分を用いた大規模なバイオマーカー探索によってそれぞれ
約 5000 個のタンパク質が同定され、そのうち大腸癌では約 100 個、乳癌では約 20 個のバイ
オマーカー候補タンパク質を SRM/MRM 法で検証した。それらのうちいくつかは、血清中で
の検出に成功した。 

研究成果の概要（英文）： 

Recent advance of proteomic technology have contributed to identify biomarkers for 

various disease, however, only a few proteins have been used in practical application. This 

study was aimed to identify and quantitate low abundant tumor marker candidates in 

plasma derived from cancer tissue using recent proteomic technologies. About 5000 

membrane proteins from colorectal and breast cancer tissues were identified respectively. 

Among them, about 100 colorectal and 20 breast cancer biomarker candidate proteins were 

verified by SRM/MRM method. Some of the candidate proteins were detected in human 

serum. 
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１．研究開始当初の背景 

癌の早期発見や病態の把握に有用な血中や
尿中に存在する新しい腫瘍マーカーを見つ
けるには、遺伝子の最終産物であるタンパク
質を調べることが必須である。従来の早期癌

のスクリーニング検査として、いくつかの血
清腫瘍マーカーが用いられているが、これら
のマーカーはいずれも進行癌では陽性率が
高いものの、早期癌の検出率は非常に低い。
したがって、新しい腫瘍マーカーの開発は急
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務であり、そこで威力を発揮するのが血液、
尿、組織などの臨床検体中のタンパク質を網
羅的に調べるプロテオーム解析である。 

近年、国内外でプロテオーム解析を用いた癌
の診断法に関する報告が数多くみられるよ
うになったが、そのきっかけとなったのは、
卵巣癌患者血清を用いてほぼ 100%の感度特
異度で卵巣癌の診断が可能という報告 

(Petricoin EF et al. Use of proteomic 

patterns in serum to identify ovarian 

cancer. Lancet 2002)である。その後、血液
や組織を用いたプロテオーム解析研究が国
内外から相次いで報告されており、国内でも
３，４年前までは、癌学会でのプロテオーム
の発表は我々のグループを含めて２，３施設
だけであったが、近年の癌学会では多くの施
設から臨床検体を用いたプロテオーム解析
の報告がなされている。しかし、世界的にみ
ても、これまでのプロテオーム研究はいずれ
もマーカー探索の段階で止まっており、その
解析から見出されたマーカー候補タンパク
質が臨床応用された例は皆無である。この主
な原因として、これまでマーカー候補として
見つかってきたタンパク質はみな血中に比
較的豊富に存在しているもので、真の腫瘍マ
ーカーとは言えないものであるからである。
真の腫瘍マーカーとなるものとして、血中に
存在する癌細胞由来もしくは癌細胞から分
泌されるタンパク質などが第一にあげられ
るが、それらのマーカー候補タンパク質がた
とえ血液や尿中に存在しているとしても非
常に微量であり、これまでの測定法では検出
できないと考えられる。何故なら血清中のタ
ンパク質ならびにペプチドの存在量のダイ
ナミックレンジは 1010～1011 であり、これ
は血清中に最も存在量の多いアルブミンの
濃度が 50mg/ml に対して、最も微量なペプ
チドが数 pg/ml であることを意味しており、
そのため、量の多いタンパク質に邪魔されて
微量なタンパク質が見えてこない。我々はこ
れまでそれらの血中の abundant なタンパク
質を除去することにより微量なタンパク質
やペプチドを効率よく検出する方法を開発
してきた。その手法を癌組織のプロテオーム
解析と組み合わせることにより、癌組織由来
の微量なタンパク質・ペプチドを検出するこ
とが本研究の目的である。 

 

２．研究の目的 

我々は、血中の微量タンパク質・ペプチドを
検出する独自の方法を用いて、癌組織に特異
的に発現し、血中に分泌あるいは漏出する微
量な腫瘍マーカー候補タンパク質・ペプチド
を発見することを目標としている。さらなる
特色として、安定同位体標識と質量分析計を
組み合わせたペプチドマーカー定量法を開
発し、臨床応用を目指す。 

３．研究の方法 

１．独自のペプチド抽出法と HPLC を用いた
血中の微量なマーカー候補ペプチドの探索 
 血中には疾患マーカーとなる可能性のあ
る低分子量ペプチドが多数存在するが、アル
ブミンやグロブリンなどの高分子量キャリ
アタンパク質が大部分を占めるために、これ
までの手法ではそれらのタンパク質が邪魔
になって量の少ないペプチドの検出が困難
であった。これらのキャリアタンパク質を除
去するキットはあるものの、その最も大きな
問題点は、高分子量タンパク質の除去に伴い
ペプチド成分も大きく損失する点である。
我々は、血中の低分子量ペプチドを損失する
ことなく高分子量メジャータンパク質を効
率よく除去する方法を確立した。この方法と
HPLCを組み合わせることで癌患者血中に存
在する癌特異的ペプチドを単離、同定を行う。 
２．種々の消化器癌組織の細胞膜タンパク質
のプロテオーム解析による新規腫瘍マーカ
ー候補タンパク質の探索 
 細胞膜タンパク質は、膜上から切断され、
もしくは exosome として血中に放出されて、
血中で検出される可能性が高い。本研究では、
連携研究者の石濱らによって開発された細
胞膜タンパク質の高効率可溶化法を用い、
種々の消化器癌の癌部、非癌部組織から細胞
膜タンパク質を抽出し、定量ショットガンプ
ロテオミクスにより比較検討する。具体的に
は、組織サンプルをホモジュナイザーで破砕
し、低速遠心により核や未破砕の細胞を除い
た後、超高速遠心で可溶性画分を除き、膜画
分を調製する。膜画分は、デオキシコール酸
ナトリウムやラウロイルサルコシン酸を含
む溶液で可溶化し、トリプシン消化後、酢酸
エチルを加え、酸性条件にすることで界面活
性剤を除く。脱塩精製後得られたペプチドサ
ンプルは、iTRAQ 試薬を用いて、サンプルご
とに異なった同位体標識することで区別で
きる。同位体標識されたサンプルを、カラム
操作により分画し、液体クロマトグラフィー
質量分析装置でタンパク質の同定と定量を
行う。これまでに培養細胞を用いて行った基
礎的な検討の結果、PTS 法を用いて調製した
膜画分には、高い割合（同定されたタンパク
質の中で 40-50%）で膜タンパク質が含まれて
いたことから、ヒトの癌組織サンプルでも同
様に膜タンパク質を多く含むサンプルが調
製できることが予想される。 
３．新規腫瘍マーカー候補タンパク質の検証
と絞込み 
 上記の探索で見つかったバイオマーカー
候補タンパク質の検証を行う。そのタンパク
質に対する抗体があるものに対しては、ウエ
スタンブロットや組織免疫染色を用いた検
証を行うが、最近、抗体を用いずに、質量分
析計を用いた検証法（SRM/MRM 法）が開発さ



 

 

れ、抗体がないタンパク質に対しても検証が
可能になった。特に抗体作製が難しい膜タン
パク質の発現解析に威力を発揮するため、抗
体の有無にかかわらず、SRM/MRM 法による検
証を行う。 

SRM/MRM 法は、特定の質量の親イオンを選
択的に破壊し、生成した娘イオンの中のさら
に特定イオンのみを検出するため、複雑なサ
ンプル内から標的とするタンパク質由来の
ペプチドを高感度に検出することができる。
SRM/MRM 法の最大の強みは抗体でしばしばみ
られる非特異的反応を回避できることであ
る。さらに、SRM/MRM 法は抗体と異なり、ど
んなタンパク質・ペプチドでも定量が可能で、
ウエスタンブロットに比べてハイスループ
ットである。 
４．消化器癌腫瘍マーカー候補細胞膜タンパ
ク質の血中での検出・定量 

上記の組織検体を用いて検証・絞込みを行
ったバイオマーカー候補タンパク質の血
清・血漿での検出、定量を試みる。血清・血
漿中タンパク質の濃度差は最大と最小で
1011（数十 mg/ml～pg/ml）もあると言われて
おり、これまでのプロテオーム解析ではせい
ぜい数十μg/ml レベルまでしか検出できな
かった。しかし、SRM/MRM 法の開発により、
それが ng/mlレベルまで検出・定量が可能に
なった。さらに我々は、抗体を用いた免疫沈
降法と SRM/MRM法を組み合わせることによっ
て（IP-SRM/MRM 法）、血中で pg/ml レベルし
か存在しないアルツハイマー病のバイオマ
ーカー候補ペプチド APL1βを検出定量する
ことに成功した。これらの技術を用いること
により、血中に超微量に存在する消化器癌腫
瘍マーカーも検出・定量することができると
考えられる。 
 
４．研究成果 
１．次世代プロテオミクス解析技術によるバ
イオマーカータンパク質の探索と検証 
 理想的なバイオマーカーとは、なるべく侵
襲の少ない検体を用いて、迅速にかつ正確に
病態を診断できるものである。そのためには、
血液、尿、唾液などの体液を用いて診断でき
ることが望ましく、これまでそれらの検体を
用いた多くの研究がなされてきたが、実用化
まで至った例はごくわずかである。その理由
として、体液中には非常に多くのタンパク質
が存在するのに対し、目的とするバイオマー
カータンパク質は希釈されることにより非
常に低濃度に存在しており、現在の解析技術
ではそのような藁の中から針を探すことは
非常に困難だからである。そこで我々は、バ
イオマーカーが濃縮されて存在すると思わ
れる患部組織や患部近傍の体液、例えば脳神
経疾患の髄液などの検体を用いて探索を行
い、その解析で見つかったバイオマーカー候

補タンパク質について、近年のプロテオミク
スの革新技術である SRM/MRM法を用いて大規
模検証を行い、最終的にそれらのタンパク質
を血中で検出・定量を試みるという戦略を取
ることにした（図１）。 

（１）膜タンパク質に着目した大腸癌バイオ
マーカーの探索と検証 
 良性腫瘍と大腸癌組織（転移なしと転移あ
り）、それぞれ 6 検体ずつ合計 18検体の大腸
癌組織の膜タンパク質画分の iTRAQ-shotgun
プロテオーム解析の結果、5566個のタンパク
質が同定され、その中の 1567 個のタンパク
質は膜貫通ドメインを持つことが推定され
た（表 1）。また、Gene Ontology 解析の結果、

5287個のタンパク質が注釈付けされ、その中
の 3087個（58.4%）は膜タンパク質であるこ
とが推定された（表 1）。同定タンパク質の中
から、ポリープに比べて転移のない癌組織、
または転移のない癌組織に比べて転移のあ
る癌組織で発現量の変化する（2.0 倍または
0.5 倍以下、p 値 0.1 以下）バイオマーカー
候補タンパク質となる 201個の膜タンパク質
または 51 個の細胞外タンパク質を見出した
(表 1)。本研究では、そうしたバイオマーカ
ー候補タンパク質の中の 38 個に着目し、SRM
法を用いた検証をおこなった。SRM 測定は、
38 個の候補タンパク質に特異的な配列を持
つ２つのペプチドを測定対象としておこな
った。その結果、25 個の候補タンパク質が、
癌の進行に伴って有意に発現変化すること
が確認された。 



 

 

有意な発現変化のみられた 25 個のタンパ
ク質の中で、15個は、ポリープに比べて、転
移のない癌組織での発現上昇がみられ(例：
図 2A)、4 個は、転移のない癌組織に比べて、

転移のある癌組織での高発現が見られた
(例：図 2B)。また、1個は、ポリープよりも
転移のない癌組織、さらに転移のない癌組織
よりも転移のある癌組織と悪性度が高い癌
組織でより高発現していることが示された
(図 2C)。一方、5 個のタンパク質は、ポリー
プに比べて転移のない癌組織での発現の低
下が示された(図 2D)。これらのタンパク質の
中で、9 タンパク質については大腸癌または
他の癌での発現変化を示唆する報告がなく、
大腸癌以外の癌も含めて、癌の進行に伴って
発現変化する可能性が、本研究により新たに
示された。 

新たに見出されたバイオマーカー候補タ
ンパク質のうち、X と Y についてはさらに検
討を進めた。X は、N 端部分にシグナル配列
または膜貫通ドメインと予想される配列を
持つ機能未知のタンパク質で、SRM の検証結
果から、癌の悪性化に伴う発現上昇が示され
た(図 3A)。抗 X抗体を用いたウェスタンブロ
ットでも癌組織での発現の上昇が確認され

(図 3B)、大腸癌組織の免疫組織染色では、X
は正常細胞や間質での発現がほとんど認め
られず、癌細胞で高発現していることが示さ
れた(図 3C)。 
また、Yは、RRファミリータンパク質の一

つで、その一次構造から 2回膜貫通型の膜タ
ンパク質と予想される。RRファミリータンパ
ク質は、細胞内受容体に結合し、その受容体
の plasma membrane への移行を促進する機能
を持つことが報告され、Y も細胞内膜のトラ
フィッキングへの関与が示唆されている。ま
た、Y は、プロアポトーシス活性を持ち、そ
の polymorphism（遺伝子多型）と大腸癌発症
との関連性も示唆されている。SRM やウェス
タンブロットの結果から、Y は、転移のない
癌組織に比べて転移のある癌組織で発現が
増加していることが示された(図 4A、4B)。ま
た、免疫組織染色の結果から、Y は癌細胞に
高発現していることが示された(図 4C)。 

 さらに、14 種類の癌組織それぞれ 50 また
は 100 検体分含む癌組織アレイ(TMA1150)の
解析により、大腸癌における Xの高発現が多
検体で確認されただけでなく、肝臓癌や乳癌
でも Xの発現が増加していることが示された
(図 5A)。また、Y は大腸癌だけでなく、前立
腺癌、乳癌でも高発現していることも示され
た(図 5B)。 



 

 

（２）膜タンパク質に着目した乳癌バイオマ
ーカーの探索と検証 

MammaPrint によりハイリスク群（9検体）
とローリスク群（9 検体）に分類された乳癌
患者 18 症例の乳癌組織の膜画分を用いた
iTRAQ-shotgun プロテオーム解析により 829
の膜タンパク質、340 の細胞外タンパク質を
含む 5122 種類のタンパク質の同定に成功し
た（表 2）。その中でハイリスク群とローリス
ク群を比較して 2倍以上の発現の差が見られ
た 61 種類の膜、細胞外タンパク質をバイオ
マーカーの候補タンパク質とした。 

61種類の候補タンパク質から SRM/MRMを行
える条件を満たした 49 種類のタンパク質に
おいて相対定量比較を個々の検体を用いて
SRM/MRMにより行った。SRM/MRMの定量値は、
添加した安定同位体標識ペプチドに対する
内在性ペプチドの比により算出し、その定量
値をもとにハイリスク群、ローリスク群の有
意差検定により比較を行った。その結果、23
種類のタンパク質でハイリスク群とローリ
スク群で有意差のある発現変動を示した（図
6）。その中で、10個のタンパク質は現在のと
ころ乳癌での論文報告はない。 

10 種類の候補タンパク質中で利用できる
抗体があった XXと YYのウエスタンブロッテ
ィング・免疫組織学染色による検討を行った。
XX は、ウエスタンブロッティングの結果より
ハイリスク群に比べローリスク群で有意差
のある発現変動が示された（図 7）。YY も同
様にウエスタンブロッティングの結果ハイ
リスク群に比べローリスク群で発現変動が

確認され、また免疫組織学染色によっても同
様の結果が示された（図 8）。 
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