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研究成果の概要（和文）： 

 本研究では、悪性胸膜中皮腫と肺癌のマーカー候補タンパク質の同定を目指して先進的なプ

ロテオミクス技術の中核をなす質量分子装置を応用した網羅的なタンパク質発現解析を進めた

。その結果、正常組織と発現差を認めるタンパク質群を数百種類特定することに成功しており

、今後の悪性胸膜中皮腫、肺癌病態分子診断の基盤となる成果を得たと考えられる。また、本

研究期間中に、当該成果に基づいて特許の出願を２件完了している。 
 
研究成果の概要（英文）： 
  We employed shotgun proteomics together with peptide labeling technology to analyze 

comprehensive protein expression profiles of malignant pulmonary mesothelioma (MPM) and lung 

cancer and hundreds of candidate marker protein have been identified. Thus, our findings demonstrate 

that the combined proteomic technology is an efficient strategy for global proteomic analysis to discover 

novel biomarkers. We have applied two patents according to our observations. 
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１．研究開始当初の背景 

 対象疾患の一つである悪性胸膜中皮腫は、

十分な対策が講じられないまま使用が継続

されたアスベストに対する曝露により発症

例の爆発的増加が予測され、なお且つ有効性

の高い診断法・治療法が存在しない。また、

同じく対象疾患の一つである肺がんは、国内

年間死亡者数が 65,000 人以上にのぼる代表

的な難治癌であるのみならず、多くの先進国

においても癌死因第一を占め、さらに、その
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生存率は 10 年前と比較して殆ど向上してい

ない。 

 
２．研究の目的 

プロテオミクス解析は、i) ゲノムにコード

された遺伝・生命情報の最終産物で、ii) 生

命現象や疾患発症・進展の責任分子であり、

iii) 極めてダイナミックに発現変動し、ⅳ）

リン酸化などの多様な翻訳後修飾は

DNA/RNA 情報から検討し得ない、などの特

徴を有するタンパク質を解析対象とするこ

とから、ポストゲノムシーケンス研究の中核

に位置づけられる。 

然しながら、プロテオミクス技術を応用し

た臨床医学研究の現況は、依然として発展途

上とも言える状態であり、世界的に見ても質

量分析装置を用いた臨床プロテオミクス研

究に関する主要な報告は限られている。研究

代表者は、世界的にみて同分野のパイオニア

の一つといえる研究成果としてタンパク質

発現プロファイルに基づく肺癌病理診断法

を見出し(Yanagisawa et al. Lancet. 2003)、さら

には早期肺癌術後予後を高精度に予測可能

なタンパク質発現シグネチャを抽出するこ

とに成功（Yanagisawa et al. J Natl Caner Inst. 

2007）するなどの成果をあげている。 

我々は、これらの先駆的な研究を展開する過

程を通じて、解析に用いた MALDI-TOF 型質

量分析装置の解析可能分子量域の制限（2KDa

～30KDa）、プロファイルに対応するタンパク

質の同定の不確定さ、汎用性確保、血液中の

大過剰存在タンパク質に起因する 1012にも及

ぶダイナミックレンジへの対応など、臨床検

査としての実用化へ向けた多くの課題に直

面したことから、次世代の革新的プロテオミ

クス分子診断法開発を目指す研究を計画す

るに至った。 

 上述のごとくに、本研究課題では、個別化

医療の実現に対する期待・必要性が極めて高

い以下の難治性呼吸器腫瘍を対象として、

我々が構築してきたプロテオミクス・バイオ

インフォマティクス技術（Yanagisawa et al. 

Lancet. 2003, J Natl Caner Inst. 2007, Taguchi et 

al. Cancer Res. 2008, Tomida et al. Oncogene. 

2004, 2007, Takeuchi et al. J Clin Oncol. 2006）

を駆使した包括的な解析により、タンパク質

発現“プロファイル”に基づく新規分子診断法

の開発を推進する。 

 
３．研究の方法 

悪性胸膜中皮腫、肺癌、並びに正常組織試

料（集積済み）を対象とし、ペプチド標識法

とタンデム型質量分析装置を組み合わせ、液

体クロマトグラフィーを駆使した徹底的な

分画化を併用したタンパク質発現の網羅的

比較定量解析を並行して推進することによ

り、疾患関連タンパク質・ペプチド情報を可

及的に取得し、疾患関連タンパク質候補群探

索の網羅性を確保する計画である。本解析で

は、1 解析あたり 3000 種類以上のタンパク質

の同定が可能であることを確認済である。両

疾患合わせて 200 症例程度を対象とし、疾患

関連タンパク質候補群の可及的選出を行っ

た。 

 MRM 技術を応用した疾患関連タンパク

質群の網羅的定量解析システムの確立：解

析条件の確定した分子診断マーカー候補タ

ンパク質群全てを対象に、悪性胸膜中皮腫

症例から供与された血液検体と健常人血液

試料を用いた MRM 解析を進め、血液試料

におけるフィージビリティスタディを行っ

た。 

さらには、独立した対象疾患症例群を用い

た検証を進めることにより、診断有用性の検

証を進めた。 

 疾患診断プロファイルの一括精密定量解

析法の確立：バイオインフォマティクス解析

により抽出された数百種類の肺癌特異的発



 

現を示すタンパク質を対象とした MRM 解析

系の構築を、網羅的発現プロファイル情報を

最大限に活用して進めた。 

 
４．研究成果 

悪性胸膜中皮腫組織試料対象とし、質量分

子装置を応用した網羅的なタンパク質発現

解析を進めた結果、疾患・正常組織中に存在

する 621 種類のタンパク質に関して発現プロ

ファイル情報を取得することに成功した。こ

の情報を基盤として、疾患組織中において発

現増強を認める診断マーカー候補分子の探

索を進めた結果、正常組織と比較して 3 倍以

上の発現増強を認めるタンパク質群を 7 種類

特定することに成功した。これらの分子に対

して精密定量測定法である MRM 解析系の構

築を進め、中皮腫症例と対照疾患症例由来の

血液試料を用いて検討を行ったところ、候補

7 分子中１分子について、中皮腫症例由来の

血液試料でのみその存在が確認されたこと

から、当該分子の診断マーカーとしての有用

性が非常に高いものであると考えた。このた

め、実地臨床に広く還元可能な特異的高感度

解析法である ELISA 系の構築を進めること

とし、作成が完了したプロトタイプの解析系

を用いて悪性胸膜中皮腫 21 例、肺癌 116 例、

非癌呼吸器疾患 56 例由来の血清試料を対象

とした検証実験を進めた結果、悪性胸膜中皮

腫の診断感度 81.0％、特異度 92.6％と、高い

診断有用性が示唆される結果を得た。さらに、

他臓器由来の腫瘍性疾患（大腸癌、胃癌、膵

臓癌、肝臓癌など）症例由来の血液試料を加

えて検証をすすめた結果、感度・特異度とも

に 90％以上と良好な精度が得られたことか

ら、新規中皮腫診断法として開発を進める方

針とした。また、本研究期間中に、当該成果

に基づいて特許の出願を２件完了している。 

肺非小細胞癌の術後予後の予測を可能と

する診断法開発を目指して、予後情報などの

臨床情報が完備した肺癌組織試料（腺癌 111

例、扁平上皮癌 40 例、大細胞癌 20 例、腺扁

平上皮癌 8 例）について、組織試料の酵素消

化とペプチド標識に引き続く質量分析装置

による定量的かつ網羅的なタンパク発現解

析を遂行し、それぞれの患者の肺癌腫瘍組織

が示す蛋白発現プロファイルデータの採取

を進めた。これら計 179 症例から採取した腫

瘍組織試料（再発 5 年以内死亡群＝予後不良

症例由来 79 検体、非再発 5 年以上生存＝予

後良好症例由来 75 検体を含む）の解析を完

了した。また、正常肺組織試料 60 検体につ

いても合わせて解析を行い完了した。さらに、

取得したタンパク発現情報を基盤として、と

くに腫瘍組織における高発現や、細胞外に分

泌される可能性が高いなどのバイオマーカ

ー候補として適した特性を持つタンパクを

選択し、順次血液試料中の網羅的なタンパク

発現解析に必要な選択的定量解析（Multiple 

Reaction Monitoring, MRM）条件の設定を行い、

約 5,000 種類のタンパクを対象とした解析系

の構築を完了した。 
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