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研究成果の概要（和文）： 
2D-µHPLC-MALDI-TOF-MS 法により、血清新規肝細胞癌バイオマーカーとして inter-α-trypsin 
inhibitor heavy chain 4 (ITIH4)のペプチド断片を同定した。また多検体を解析可能な
immuno-MS を開発し、肝硬変、肝細胞がんのマーカーとしての有用性を確認した。さらにこの
マーカーは非アルコール性脂肪性肝疾患の検出にも有用であった。この３５ｋD の断片は糖鎖
修飾により１０の isoformに分離され、とくに isoform9,10 は初期の肝細胞癌での発現が上昇
する有用なマーカーであり、発癌との関連も示唆された。 
 
研究成果の概要（英文）： 
We identified inter-α-trypsin inhibitor heavy chain 4 (ITIH4) peptide as a novel serum 
biomarker for liver disease using 2D-µHPLC-MALDI-TOF-MS. Also we developed 
immuno-MS system to deal with many samples. Using this system, we determined the 
utility of this biomarker peptide for detecting liver cirrhosis and hepatocellular carcinoma 
(HCC). Moreover, this peptide was useful for detecting non-alcoholic fatty liver diseases. 
And 35kD protein fragment including this peptide was divided into ten isoforms by the 
sugar chain modification, and serum isofrom 9 and 10 levels were elevated in early HCC 
patients. These isoforms are useful biomarker for HCC and may be related to hepatic 
carcinogenesis. 
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１．研究開始当初の背景 
 現在、本邦における肝細胞癌は癌死亡者数

の第 3 位を占める。大部分の症例において、

背景にウイルス性肝炎などの慢性肝疾患を

有し、緩如に進行し最終的に肝細胞癌が発症

する。腫瘍マーカーとして AFP や PIVKAII が使

用されているが、上昇しない症例も多い。また肝

疾患の病態進行による個人による異なる進行度
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（時間軸）をモニターできる有用な血液バイオマ

ーカーはない。近年、病態プロテオミクスにおけ

る血中ペプチドの重要性が明らかになってきて

いる。特に癌の局所環境においては、数々のプ

ロテアーゼによって特に細胞内や細胞外のタン

パクを分解し、低分子量のタンパクを多数分泌

や産生をしており、いわゆるペプチドームの産生

源となっている。また、それぞれのペプチドは疾

患特異的に切断されており、また糖鎖による修

飾も特異的にみられる。これらのペプチドームの

発現解析とは、これまでのバイオマーカーより、

より鋭敏で特異性が高いと考えられている。また、

近年、糖鎖の異常が癌、糖尿病、肺気腫、ウイ

ルス感染症、脳、筋神経疾患などの多くの病気

の成因にかかわることが明らかになり、糖鎖医薬

や糖鎖ワクチンなど糖鎖研究の医学への貢献

が期待されている。最近の解析技術の進歩によ

り、液体クロマトグラフィー/質量分析（LC/MS）と

生化学的方法やプロテオミクスの技術を組み合

わせることによって血液や組織中の微量糖タン

パク質や糖タンパク混合物からでも多くの糖鎖

構造情報を入手することが可能となってきた。 

われわれは、最新のプロテオミクス解析を用い

デファレンシャルプロテオーム解析システムを構

築し、肝疾患の時間軸における「疾患パスウェ

イ」を解析してきた。具体的には、2 次元電気泳

動(NEpHGE と EttanDIGE)、プロテインチップを

用 い た Surface-enhanced laser 

desorption/ionization time-of-flight mass 

spectrometry (SELDI or SELDI-TOF MS)、また 

2 次 元 HPLC と Matrix Assisted Laser 

Desorption/ Ionization(MALDI)を組み合わせ

た 2D-HPLC-MALDI-TOF-MS 法の 3 種類の

方法を開発応用している。この方法では低分子

量から高分子量までのペプチド・タンパクを包括

的かつ網羅的に解析できる。また、経時的、疾

患的にデファレンシャルプロテオームによる解析

が可能であり、差異の解析技術も確立させてい

る。この技術を用いて現在までにトランスクリプト

ームによる網羅的解析情報と、質量分析（以下

ＭＳと略）による組織および血液中タンパク質発

現プロファイル解析によって肝炎から肝がんに

いたる疾患惹起タンパク質を同定してきた。つま

り、このデファレンシャルプロテオーム解析を応

用し、Ｃ型肝炎から肝硬変および肝がんにいた

るまでの血清および組織のタンパク質プロファイ

リングを解析し、その疾患パスウェイでの意義を

研究し成果を得てきた。 

 
２．研究の目的 
 本研究では、「動的に変化する病態解析から

絞り込まれたペプチド因子」を見出し、その構造

決定と糖鎖構造の変異の解析を行い、肝疾患

の進展のパスウェイを時間軸にともなって動的に

解析することが最初の目的である。さらにペプチ

ドの生理活性を解析し疾患の病態解明に役立

てることが可能になる。この研究により、疾患の

早期診断や治療のための病態特異的ペプチド

を見いだし、最終的に個別化（テイラーメイド）医

療の確立を目指す 

 
３．研究の方法 
（ペプチドの同定） 
現在まで当科に保存されている、正常者、慢性

肝炎、肝硬変、肝がんの患者血清からタンパク

を抽出する。我々は、

2D-µHPLC-MALDI-TOF-MS（質量分析計）を

用いたハイスループットの検出系をすでに確立

しており、この系を用いて解析した。特に癌化と

の関連ペプチドに注目した。血清サンプルを前

処置後 SCX および C18 カラムを用いた

2D-µHPLC により 6x190=1140 の分画に自動装

置によってわけ(AccuSpot)、それぞれの分画を

質量分析計(AXIMA CFR plus:reflectron mode)

にかけ、結果をディファレンシャル解析ツールに

より解析した。その後に再調整することなく MSn

測定により、タンパク・ペプチドの構造決定を行

った。本研究では特に質量 5000 以下のペプチ

ドを中心に網羅的に解析した。質量分析計によ

るタンパクの同定は、ペプチドマスクフィンガー

プリント法(PMF)とアミノ酸内部配列解析を施行

した。具体的には、PMF はタンパク質を特異的

切断酵素で処理し、データベースから予想され

るペプチドの質量と実測値を比較し、既存のデ

ータベースより同定する。また、アミノ酸内部配

列解析は、ペプチド断片をさらにペプチド結合

の位置で分解し、アミノ酸内部配列解析を施行

した。これらの解析によりまず inter-α-trypsin 

inhibitor heavy chain 4 (ITIH4)の fragment が肝

疾患の進行と共に血中および肝組織中で増加

していることを解明した。 

（簡易測定法としての ImmunoMS の開発） 

ペプチドの簡易測定法として免疫沈降 MS を確

立した。同定したペプチドに対する抗体を作成

し、その抗体を用いて血清を免疫沈降した。免

疫沈降したものを MS にて解析し、鋭敏で特異

的なペプチドピークを得た。この方法を用いるこ

とにより、血清を HPLC で分画することなく、直

接 MS にて解析でき、多数例の解析が短時間

に施行可能となった。まず、上記の ITIH4 の

ImmunoMSの開発を行い、患者血液、肝組織を

利用して多検体での評価を行いその実用性を

検討した。 

 

 

４．研究成果 



 

 

我々はこれまでの2D-µHPLC-MALDI-TOF-MS法
により、新規肝細胞癌バイオマーカーとして

inter-α-trypsin inhibitor heavy chain 4 

(ITIH4)のペプチド断片を同定した。ITIH4は

血清カリクレインにより35ｋDと85ｋDの蛋白

に分解されるが、今回同定したペプチドは３

５ｋD蛋白のN端に存在することが判明した。

また、この蛋白の断片は糖鎖修飾の差異によ

り10のvariantに分離され（図１）、この中で

もvariant9,10は発現量は低いものの肝細胞

癌特異的に発現しており（図２）、特に早期の

肝細胞癌の検出に有用であることを確認した

。このvariant9,10の組み合わせにより

stage1,2の肝癌と慢性肝炎を感度85.7％、特

異度95.5％（ROC=0.903）で分離可能であり、

肝硬変とstage1,2の肝癌は感度71.４％、特異

度80.3％（ROC=0.77）で分離可能であった。

また、この35ｋDa蛋白に対する抗体を作成し

、抗体との結合ビーズを作成、これを検体（

血清）と反応させ、抗原―ビーズ結合体をプ

レート上に固相後MALD-TOF-MSにより目

的ペプチド断片を検出するハイスループット

アッセイであるimmuno MSシステムを構築

し、多検体がより短時間で測定可能となった

。このシステムを用いてこれまでに健常人と

慢性肝炎は感度85％、特異度100％（ROC＝

0.89）で分離可能であり、肝硬変と肝細胞癌

は感度84％、特異度62％（ROC=0.70）で分

離可能であった。また、このimmuno MSシス

テムを使用Cut off値を調節することにより、

ALT正常の慢性肝炎でも感度92％、特異度73

％（ROC=0.90）で健常人より分離可能であっ

た。そのバイオマーカーとしての有用性が確

認された。さらに、この35ｋD蛋白は非アル

コール性脂肪性肝疾患の血中でも組織学的に

初期の段階から健常人に比して有意に上昇が

認められ、肝細胞癌のみならず肝疾患全般で

の有用なマーカーとなりえることが示唆され

た。 
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