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研究成果の概要（和文）： 

 血清の deep-proteome を探索し、新たな飲酒マーカー候補を同定した。発現プロテオーム解
析に加えて、癌組織に高発現している蛋白質に対する血中自己抗体を検索した結果、血清 Ku86

抗体が早期の原発性肝細胞癌患者において従来の腫瘍マーカーよりも高い診断能を示すことを
見出した。proximal fluids の一例として歯肉溝浸出液(GCF)を対象として歯周疾患患者のプロ
テオーム解析を行った。 

  

研究成果の概要（英文）： 
Novel biomarker for excessive drinking was determined by serum deep proteome analyses. In 

addition to expression proteomics, antibody against proteins overexpressed in cancer tissues were 

explored. Serum anti-Ku86 was found to be a potential early diagnostic marker for hepatocellular 

carcinoma. Gingival crevicular fluid (GCF) was analyzed as a typical example of proximal fluids to  

search for biomarkers of periodontal diseases. 
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１．研究開始当初の背景 

ポストゲノムシークエンス時代となり、ヒ
トの精密な生命活動や複雑な病態を理解す
るためのキーワードとしてエピゲノムとプ
ロテオームが注目されている。発現している
すべての蛋白質を意味するプロテオームの
解析技術は近年急速に進歩し、gel-based お
よび gel-free の手法を駆使した解析が広く行
われている。プロテオーム研究の成果はその

まま診断応用や治療標的の開発につながる
ため注目されてきた。しかし、蛋白質の発現
量の解析だけでは不十分であり、糖鎖修飾を
初めとする翻訳後修飾の検出など多角的な
アプローチが重要であることが明らかにな
ってきている。また、研究成果をいかに臨床
検査に応用するかも課題である。 

消化器系悪性腫瘍の早期診断においては、各
種画像診断、内視鏡診断を駆使した方法が主
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体であり、血液・尿などの臨床検体を用いた
従来の腫瘍マーカーによる早期診断には限
界があるとされてきた。しかし、低侵襲性と
いう点でバイオマーカーによる診断は魅力
的であり、その可能性を追求するべきである。 

近年のプロテオーム解析テクノロジーの
進歩により、多くの新たな疾患マーカー候補
が報告されている。申請者らは 2007 年～
2009 年にわたる基盤研究Ｂ「多戦略的プロ
テオーム・ペプチドーム解析による消化器癌
の早期診断法の開発と実用化」に関する研究
により、多重蛍光標識タンパク質発現ディフ
ァレンス解析法（2D-DIGE）を用いた原発性
肝細胞がんの早期病理診断マーカーの開発
（Hepatology, 2008）、プロテインチップシス
テムを用いた膵臓がんの予後予測マーカー
（Oncogene 2008）などの成果をあげてきた。 

 しかし、ゲノムに比べてはるかに情報量が
多いプロテオームの解析においては、単なる
発現量のみの解析では不十分であり、糖鎖修
飾をはじめとする翻訳後修飾を含めた多角
的な解析も重要である。血清蛋白質の半数以
上が何らかの糖鎖修飾をうけているとされ
る。したがって、近年の解析技術の進歩を活
用し、グライコミクス、グライコプロテオミ
クスの手法を加えた多戦略的プロテオミク
スが重要と考えた。 

２．研究の目的 

本研究は最新のプロテオーム、グライコプ
ロテオーム解析技術を取り入れ、血清試料だ
けでなく、病変部に近いいわゆる proximal 

fluids も対象として新たな疾患関連マーカー
を探索することを第１の目的とする、一方、
発現プロテオミクスによる腫瘍マーカー探
索は特に早期がんの検出においては限界が
あると予想されるので、早期の癌化過程にお
ける蛋白質の発現の量的・質的変化を反映し
うる血中自己抗体にも焦点をあてることと
した。 

３．研究の方法 

(1)Three-Step プロテオーム解析による新規
飲酒マーカーの探索と検証 

  アルコール性肝硬変男性患者 8 名の入院時、
断酒 8 週間後の血清検体を用いた。患者血清
か ら Multi Affinity Removal Column

（Agilent Technologies, CA, USA）を用い主
要 6 タンパク質（albumin, IgG, anti-trypsin, 

IgA, transferrin, haptoglobin）を除去した後、
脱塩・濃縮後、HPLC により分画した 40 フ
ラクションを SDS-PAGE を行い、銀染色し
た。タンパク質発現の違いをT数値化した後、
2 群間を比較し有意差検定（Mann-Whitney 

test）を行った。 

(2)歯肉溝滲出液のプロテオーム解析による
歯周疾患マーカーの探索 

  健常人 5 名、軽度～中等度歯周疾患 6 名、
重度歯周疾患 5名をGCFの採取対象とした。

臨床データを基にして GCF の採取部位を選
択した｡また質量分析精度向上のため唾液混
入の可能性の少ない部位を優先した。GCF
の採取にはペーパーポイントを用いた採取
法を試みた。簡易防湿後､ペーパーポイント
を歯肉縁下に 30秒挿入した｡挿入の深さは約
2ｍｍ程度とした｡その後ペーパーポントを
除去後､30 秒後に再び同一部位にペーパーポ
イントを 30 秒挿入｡この操作を 10 回繰り返
し 10本採取した｡得られたサンプルは直ちに
－80 ℃にて保管した｡ 

GCF のプロテオーム解析はアガロース二次
元電気泳動法を用いたゲルベースの方法及
びショットガン法によった。 

(3) プロテオーム解析により見出された原
発性肝細胞癌組織高発現蛋白質に対する血
中自己抗体の診断的意義 
  対象は 2008 年１月から 2010 年 12 月の間
に千葉大学医学部附属病院消化器内科を受
診した計 113名のＣ型肝炎ウイルスに起因す
る HCC(Stage I、N=28 および Stage II、N=30
を含む)、143 名の C 型肝炎ウイルス関連肝硬
変患者, 50名の慢性肝炎患者である。プロテ
オーム解析により肝癌組織において高発現
している蛋白質に対する血中自己抗体の検
出の有無を予備検討として行った結果より、
血中 Ku86 抗体に焦点をあて、各種慢性肝疾
患における同自己抗体の検出率を検討した。 
 
４．研究成果 
（１）Three-Step プロテオーム解析による新
規飲酒マーカーの探索と検証 

アルコール性肝硬変患者 8 名（入院時・入
院後 8 週間・計 16 サンプル）から Multi 
Affinity Removal Column を用い主要 6 タン
パク質を除去した後、HPLC により分画した
40 フラクションを SDS-PAGE を行い、銀染色
した。タンパク質発現の違いは Total Lab 
TL120 software で数値化した後、2群間を比
較し有意差検定（Mann-Whitney test）を行
った。その結果、p<0.05 と有意な違いを 27
バンドでみられた。24バンドが入院時検体に
おいて入院８週後検体に比して増加してい
たのに対し、3 バンドでは入院時に比し、入
院８週後に増加した。Mann-Whitney test に
より p<0.01 と有意に発現量の違いが見られ
た 6バンドを同定した結果、入院時に増加し
ていたバンドは、Alpha2-HS glycoprotein
（M.W. 35641, pI 5.20, Mascot Score 112, 
Sequence coverage 8%）、Apolipoprotein A-
Ⅰ（M.W. 28061, pI 5.27, Mascot Score 1049, 
Sequence coverage 70% ）、 Glutathione 
peroxidase 3（M.W. 25489, pI 8.20, Mascot 
Score 82, Sequence coverage 6%）、Heparin 
cofactor Ⅱ （M.W. 57034, pI 6.41, Mascot 
Score 161, Sequence coverage 5%）、 Pigment 
epithelial-derived factor （M.W. 46300, pI 



5.84, Mascot Score 491, Sequence coverage 
22%）であり、入院後 8 週間に増加したバン
ドは、Apolipoprotein C-Ⅲ（M.W. 8759, pI 
4.72, Mascot Score 118, Sequence coverage 
24%）であった（表 1）。これらのうち Pigment 
epithelial-derived factor(PEDF)のタンパ

ク質発現量変
化とアルコー
ル性肝障害と
の関連性は報
告されていな
いので、PEDF
に関してさら
に検討した。
飲酒マーカー
探索に用いた
アルコール性
肝硬変男性患
者 8 名の入院
時、断酒 8 週
間後の血清検
体 を 用 い 、
PEDF の蛋白発
現量変化をウ
エスタンブロ
ット法で検証
した。入院時
と断酒 8 週間
後では、7.68
± 0.15 vs 
6.08 ± 0.16 
（p<0.05）と
有意な違いが
認 め ら れ た
（図 1）。入院
時のγ-GTP は

2 症例で正常
域にとどまり、

いわゆる non-responder と考えられたが、こ
れら 2症例においても変化が認められた。 

（２）歯肉溝滲出液のプロテオーム解析によ
る歯周疾患マーカーの探索 

健常人 5 名より得られた GCF と歯肉辺縁唾
液をアガロース 二次元電気泳法で比較した。
GCF に高発現している 8 つのスポットを検出
した（図 2）。続いてこのスポットのタンパク

表 1 

図 1 

図 2 

表 2 



図 4 

質同定をおこなった。これらのスポットから
は ApoA-I,酸化ストレスに関与するタンパク
質 SOD1 および抗菌ペプチド DCD が同定され
た（表 2）。 健常人 GCF のショットガン法に
よる網羅的解析を行ったところ、327 のタン
パク質が同定された。また、同定された GCF
中のタンパク質の機能を Gene Ontology によ
り解析した。GCF 中には歯肉線維芽細胞と比
較すると刺激応答の機能を司るタンパク質
や免疫応答に関与するタンパク質が歯肉線
維芽細胞より多数含まれていることが明ら
かになった（図 3）。このことから GCFには歯
周疾患に関与するタンパク質が数多く存在
する事が示唆された｡同定された 327 のタン
パク質には歯周組織破壊に関与していると
思われるタンパク質、細胞骨格系タンパク質、 
免疫係に関与するタンパク質等が含まれて
いた。  

(３) プロテオーム解析により見出された原
発性肝細胞癌組織高発現蛋白質に対する血
中自己抗体の診断的意義 
図 4に健常人、肝硬変(LC)、HCC, 慢性肝炎

(CH)血中 Ku86抗体レベルを示した。 
健常人、慢性肝炎、肝硬変に比し HCCにおい
て Ku86抗体は明らかに高値を示した。また、
従来から HCCの腫瘍マーカーとして測定され
ている AFP、PIVKA-II と Ku86 抗体の陽性率
を比較すると Stage I、Stage II いずれにお
いても Ku86抗体の陽性率が最も高かった（図
5A）。ROC 曲線においても Ku86 抗体の優位性
を確認することができた (図 5B)。 
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