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研究成果の概要（和文）：検診において、自覚症状のない肺腺がん患者をスクリーニングすることができる血清
診断マーカーの開発を目的として、本研究では肺がん細胞に発現している膜タンパク質を対象としたプロテオー
ム解析を行った。膜タンパク質に特化したショットガン解析を行った結果、数多くのタンパク質が同定された。
肺腺がん細胞のみに同定された膜タンパク質の中には、ABCC3やITGB4が含まれており、これらは肺腺がんにおい
て様々な臨床病理学的因子や患者予後と相関していることが明らかになり、新たな肺腺がんマーカーとしての有
用性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：In this study, we performed a proteome analysis of cell membrane proteins 
expressed in lung cancer cells, aiming to develop a serum diagnostic marker that for asymptomatic 
lung adenocarcinoma patients. As a result of a shotgun analysis focusing on cell membrane proteins, 
many proteins were identified, then we focused on ABCC3 and ITGB4, which were identified only in 
lung adenocarcinoma cells. These proteins were found to be correlated with various 
clinicopathological factors and patient prognosis in lung adenocarcinoma, suggesting their 
usefulness as new diagnostic markers for lung adenocarcinoma.

研究分野： 疾患プロテオミクス

キーワード： 肺腺がん　診断マーカー　膜タンパク質　ショットガン解析

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では肺腺がん細胞に特異的に発現している膜タンパク質に焦点を当て、プロテオーム解析を実施した。膜
タンパク質は新たな血清診断マーカーとして注目されているだけでなく、治療標的分子にもなり得る。そのた
め、血清中にも放出されているがん特異的な膜タンパク質を見出し、検診などの簡便な血液検査に応用すること
は、がんの早期診断へ繋げることが可能となる。その結果、治療成績が向上することによる患者の予後の改善、
並びに肺がん患者の死亡数の減少、及び医療費の削減に繋がるため、社会への大きな貢献が見込める。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
本邦では医療の発展に伴う高齢化社会が急速に進んでおり、がん患者が年々増加し続けてい

る。肺がんは初期に自覚症状が現れにくく、発見時には進行がんであることも多いため、臓器別
の死亡者数が最も多い。肺がんは約 80％が非小細胞がんであり、その 50%以上を腺がんが占め、
男女ともに増加傾向の組織型である。肺がんの血清診断マーカーとして carcinoembryonic 
antigen (CEA)や sialyl Lewis X-i antigen (SLX)などが臨床で用いられているが、CEA の陽性
率は肺がん全体で約 50%、腺がんでは約 60%と高いものの、これらのマーカーは病気の進行に伴
って血中レベルが上昇するため、小さな腫瘍では検出限界以下となり早期がんの発見は困難で
ある。腺がんによる死亡者数を減少させるためには、腺がんの診断精度が高い、実臨床に応用可
能な早期血清診断マーカーの獲得が喫緊の課題である。 
膜タンパク質は、分泌小胞であるエクソソームとして放出される他、細胞膜中に存在するメタ

ロプロテアーゼの一種である ADAM ファミリーの酵素によって細胞外領域が切断され遊離する分
子も多数存在する。近年、エクソソームの膜上に存在するタンパク質が早期がんの診断に有用で
あることが報告されている (Nat Commun 5:3591,2014)。エクソソームの脂質膜には、がん細胞
自身の細胞膜と同様の成分が含まれており、これらの膜タンパク質はがん化に関わる様々なシ
グナル過程の鍵となる分子である。また、膜タンパク質は治療標的分子にもなり得ることから、
膜タンパク質解析の重要性は極めて高い。がん特異的に発現しており、血清中にも放出されてい
る膜タンパク質を網羅的に解析することは課題解決の糸口となると考え、本研究を行った。 
 
２．研究の目的 
検診等で症状のない肺腺がん患者を検出可能な血清診断マーカーを開発することを目的とし

て、本研究では肺腺がん細胞における膜タンパク質を網羅的に解析し、肺腺がんの早期診断に有
用な血清診断マーカー候補となる膜タンパク質の獲得並びにその有用性の評価を目標とした。 
 
３．研究の方法 
（１）肺がん細胞における網羅的な膜タンパク質の同定 
膜タンパク質に特化したショットガン解析により、肺腺がん細胞に特異的に発現する細胞膜

タンパク質を同定した。組織型の異なる 3 種の肺がん細胞 (腺がん由来：A549 細胞、扁平上皮
がん由来：RERF-LC-AI 細胞、小細胞がん由来：N231 細胞)をそれぞれ 90％コンフルエントに培
養後、細胞表面タンパク質単離キットにて細胞表面タンパク質をビオチン化した。ビオチン化し
た細胞は溶解液にてタンパク質の抽出を行った後、ビオチンと特異的に結合するストレプトア
ビジンビーズを用いてビオチン化したタンパク質を回収した。回収したタンパク質はタンパク
質分解酵素（Trypsin と Lys-C）を用いて消化後、LC-MS を用いたショットガン解析によりタン
パク質の同定を行った。 
 

（２）同定されたタンパク質の肺がん細胞での発現と培養上清中への分泌の確認 
（１）で同定されたタンパク質のうち、肺腺がん細胞である A549 細胞にのみ同定されたタン

パク質群について、細胞膜表面での局在の報告があり、かつ細胞外 (培養上清中)への分泌が認
められるタンパク質に絞り込んだ。これらの膜タンパク質が肺腺がん細胞特異的であるかを確
認するため、（１）で使用した物と同じ組織型の異なる 3 種の肺がん細胞株を用いた免疫ブロッ
ト法を行い、候補となる膜タンパク質の発現量を確認した。確認が取れた候補タンパク質につい
ては、肺がん細胞株の培養上清から抽出したタンパク質を対象とした免疫ブロット法により、細
胞外への分泌の有無を検討した。 
 
（３）同定された膜タンパク質の肺がん組織での発現の確認 
（２）において細胞膜への局在と細胞外への分泌の確認が取れた膜タンパク質が、実際の肺が

ん組織においても細胞膜局在であり、腫瘍特異的な発現であるか、あるいは正常組織に比して高
発現しているかについて確認するため、肺がん組織を用いた免疫染色法にて検討した。また、染
色結果について、候補となる膜タンパク質の発現をスコア化し、組織型および臨床病理学的因子
との関連について統計学的に解析した。 
 
（４）同定された膜タンパク質の血清診断マーカーとしての有用性の評価 
（３）までの検討で絞り込まれた候補となる膜タンパク質について、血清診断マーカーとして

の有用性を評価するため、肺がん患者血清並びに健常者血清を用いた ELISA 法により候補とな
る膜タンパク質の血中レベルを測定した。同時に、膜タンパク質の血中レベルと患者の臨床情報
との相関関係についても解析を行った。 
 
 
 



４．研究成果 
（１）ショットガン解析に用いるタンパク質溶液の精製方法に関する検討 
A549 細胞に対して、細胞表面タンパク質単離キットを用いて膜タンパク質を回収した後、質

量分析装置（LC-MS）によりショットガン解析を行った結果、同定できたタンパク質の数が予想
よりも少なかった。回収した溶液中の膜タンパク質の濃度が低いことが原因と考え、3種類のタ
ンパク質沈殿法（アセトン沈殿法、TCA/アセトン沈殿法、2D Clean-up Kit を用いた沈殿法）に
より、膜タンパク質溶液の濃縮を試みた。各手法で濃縮した膜タンパク質溶液を用いて再度、シ
ョットガン解析を試みた結果、同定されたタンパク質数が増加した。その中でも TCA/アセトン
沈殿法により濃縮した膜タンパク質溶液の同定数が他の手法に比べ最も多く、また各手法間で
同定されるタンパク質の種類にも偏りを認めなかったことから、濃縮には TCA/アセトン沈殿法
を用いることとした。 
 
（２）肺がん細胞の膜タンパク質を対象としたショットガン解析 
異なる 3 種類の肺がん細胞株（A549 細胞、RERF-LC-AI 細胞、N231 細胞）それぞれに対して、

細胞表面タンパク質単離キットを使って膜タンパク質を回収した。これらの回収した膜タンパ
ク質分画は TCA/アセトン沈殿法により精製・濃縮した後、LC-MS を用いた 2種類のショットガン
解析（DDA 法および DIA 法）を行うことで網羅的にタンパク質を同定した。今回は異なる 2種類
のショットガン解析を行ったが、より高感度で半定量的な比較が可能なプロテオーム解析法で
ある DIA 法の結果を用いて以降の検討を行った。 

DIA 法では、各細胞からそれぞれ 2423 個、2351 個、2633 個のタンパク質が同定された。この
うち、3種類の細胞すべてに共通して同定されたタンパク質は 2135 個あり、A549 細胞のみに同
定されたタンパク質は 91 個、RERF-LC-AI 細胞では 66 個、N231 細胞では 367 個であった。また、
細胞膜局在が報告されているタンパク質はそれぞれ 33 個、20 個、92 個であった。本研究の目的
である腺がんに対象を絞り、A549 細胞特異的に発現していた 33 個の膜タンパク質の中から ATP-
binding cassette sub-family C member 3（ABCC3）や Integrin beta-4（ITGB4）に焦点を当て、
それぞれ以下の検討を行った。 
 
（３）肺腺がんマーカーとしての ABCC3 の有用性について 
①肺がん細胞における ABCC3 発現の確認 
ABCC3 の肺がん細胞での発現量を確認するため、A549 細胞、

RERF-LC-AI 細胞、N231 細胞からタンパク質を抽出し、免疫ブロ
ット法を行った。その結果、A549 細胞にのみ約 140、160、200kDa
の位置に ABCC3 の反応性を認めた (図１)。 
 
②肺がん組織での ABCC3 発現の確認 
ABCC3 が肺がん組織において腫瘍特異的な発現で

あるか、あるいは正常組織に比して高発現しているか
について確認するため、肺がん組織を用いた免疫染色
法にて検討した。非腫瘍性末梢肺組織において、ABCC3
発現は肺胞上皮細胞にはほとんど認められず、気管支
上皮細胞では弱い発現がみられた（図２A,B）。腫瘍組
織では扁平上皮がんに比して、腺がんで有意に高発現
していた（p<0.001,図２C,D）。腫瘍細胞における
ABCC3 の発現をスコア化し、組織型別に臨床病理学的
因子との関連について統計学的に解析を行った結果、
腺がんにおける ABCC3 の染色スコアは分化度やステ
ージなど多くの因子と有意に相関していた（表１）。
また、ABCC3 の発現と腺がん患者の予後との関係を統
計学的に解析した結果、ABCC3 低発現群に比して高発
現群で有意に予後が良好であった(p<0.05、図３A)。
さらに、Web 上で利用可能な Kaplan-Meier Plotter
（Br J Pharmacol 181;362-74,2024）による予後解析
の結果、タンパク質発現と同様に腺がんにおいて
ABCC3 mRNA 高発現群は低発現群に比して有意に予後
良好であった(p<0.001、図３B)。ABCC3 の染色スコア
について単変量解析と多変量解析を行った結果、単変
量解析において、ABCC3 発現は腺がん患者の予後良好
と有意な関係があることが分かった(p<0.05)。 
 

図１. 培養細胞を用いた ABCC3 の発現の 

 確認 

表１. 肺がんにおける ABCC3 発現と臨床病理学的因子

 との関係 

図２. 肺の正常およびがん組織における ABCC3 発現 

 A：肺胞上皮 B：気管支上皮 

 C：腺がん D：扁平上皮がん 

扁平上皮がん腺がん
臨床病理学的因子

p値染色スコアnp値染色スコアn
0.35350.5770.041553.1069＜65年齢(歳)

0.05224.0091≧65
n/d0.0010.008534.1070女性性別

0.18283.0190男性
n/d0.0010.000594.3771なし喫煙

0.18282.7989あり
n/d0.001<0.000014.6490Well分化度

0.18282.0070Mod/Poor
0.416880.0070.000793.94109Ⅰ病理学的stage

0.23222.5151Ⅱ～Ⅳ

0.194520.00130.279483.92126なしリンパ節転移
0.31161.8834あり

0.308180.0090.000953.99109なし胸膜浸潤
0.28182.4151あり

n/d0.19270.43363.51152なし肺内転移
0.0013.008あり

n/d0.0060.000324.3382なしリンパ管侵襲
0.5692.2843あり

n/d0.003<0.000014.5189なし血管侵襲
0.24171.7654あり

Mann-Whitney U test, n/d: not done



③ABCC3 の肺がん細胞培養上清中への分泌の 
確認と血清診断マーカーとしての有用性の評価 

ABCC3 が細胞外に分泌されることを確認する
ため、3種類の肺がん細胞のそれぞれの培養上清
中からタンパク質を回収して免疫ブロット法を
行った。その結果、A549 細胞の培養上清のみ約
160kDa の位置に反応性が認められ、ABCC3 の細
胞外への分泌が確認できた（図４A）。次に、健常
者並びに肺がん患者血清中の ABCC3 の存在量を
比較するため、ELISA 法で測定した。その結果、
健常者と扁平上皮がん患者に比して、腺がん患
者血清では有意差はないが比較的高値を示す検
体が 25 例中 6例含まれていた。この 6例の内訳
は、ステージⅠが 4例、ステージⅡが 1例、ステ
ージⅢが 1 例であり、早期ステージの患者血清
も含まれていた(図４B)。今後症例数を増やし、
血清診断マーカーとしての有用性を検証する必
要がある。 
 

（４）肺腺がんマーカーとしての ITGB4 の有用性
について 
①肺がん細胞における ITGB4 発現の確認 

ITGB4 の肺がん細胞での発現量の確認するた
め、A549 細胞、RERF-LC-AI 細胞、N231 細胞のそ
れぞれから回収した膜 fraction を用いて、免疫
ブロット法を行った。その結果、A549 細胞にの
み約 200kDa の位置に ITGB4 の反応性を認めた。 

 
②肺がん組織での ITGB4 発現の確認 

正常組織および肺がん組織における ITGB4 の
発現を図５に示す。正常では肺胞上皮細胞およ
び気管支上皮細胞に ITGB4 の発現は認められな
かったが、基底膜と血管内皮細胞に ITGB4 の発
現を認めた。また、ITGB4 発現は腫瘍細胞の主に
細胞膜に様々な程度で認めた。肺がん組織にお
ける ITGB4 発現と臨床病理学的因子との関連性
を統計学的に検討した結果を表２に示す。腺が
んでの ITGB4 発現は年齢および腫瘍径、T因子、
胸膜浸潤との間に有意な相関を認めた。一方、扁
平上皮がんにおいては ITGB4 発現と病理学的
stage および胸膜浸潤との間に有意な相関を認
めた。Kaplan-Meier Plotter を用いて ITGB4 
mRNA 発現と肺腺がん患者の全生存期間との関係
を解析したところ、ITGB4 mRNA 高発現群では低
発現群に比して有意に予後が悪いことが明らか
になった(P<0.001)。また、stageⅠの肺腺がん患
者においても同様の結果が得られた(P<0.001)。 

 
（５）今後の展望 
本研究では、組織型の異なる肺がん細胞株の膜タンパク質を LC-MS により網羅的に同定を行

い、肺腺がん細胞のみに同定された ABCC3 および ITGB4 に着目した。肺がん組織を用いた検討で
は、ABCC3 発現の増加は腺がん患者の予後良好と有意に相関しており、予後予測マーカーとして
の有用性が示唆された。また、肺がん患者血清を用いた検討では腺がん患者血清において ABCC3
が高値を示す血清が認められ、今後は症例数を増やし、ABCC3 の早期血清診断マーカーとしての
有用性を検討していく予定である。さらに、本研究では腺がん細胞である A549 細胞にのみ同定
されたタンパク質に着目したが、扁平上皮がん細胞や小細胞がん細胞のみに同定されたタンパ
ク質も重要であると考え、今後検討していきたい。 

図３. ABCC3 発現と肺腺がん患者の予後との関係 

 A：ABCC3 タンパク質発現と患者予後 

 B：ABCC3 mRNA 発現と患者予後 

図５. 肺の正常およびがん組織における ITGB4 発現 

 A:肺胞上皮 B:気管支上皮 C:血管内皮  

 D-F:肺腺がん組織（染色強度 1,2,3） 

図４. 肺がん細胞培養上清およびヒト血清における ABCC3 

 レベル 

 A：各細胞の培養上清への ABCC3 分泌の確認 

 B：健常者並びに患者血清における ABCC3 の存在量 

表２. 肺がんにおける ITGB4 発現と臨床病理学的因子との 
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