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研究成果の概要（和文）： 

単純性腎嚢胞と嚢胞随伴性腎細胞癌に由来する嚢胞から採取した嚢胞液を逆相液体クロマトグ

ラフィーにより精製した後に二次元電気泳動による蛋白分離を施行した。両者で発現量の異な

る 274 個のスポットにつき質量解析による蛋白同定を行った結果、腎細胞癌に由来する嚢胞液

中に特異的に発現する新規の蛋白質として 14-3-3 protein beta/alpha を同定した。同タンパ

ク質は腎癌患者の尿中にも正常腎に比較して有意に高濃度に排泄されており、腎癌のバイオマ

ーカーになり得るものと推察された。 

 
研究成果の概要（英文）： 

 Proteins in the cyst fluid were separated by reverse-phase high- performance liquid 

chromatography and agarose two- dimensional gel electrophoresis and were identified by 

tandem mass spectrometry. Our search resulted in the identification and selection of 

14-3-3 protein beta/alpha, which was overexpressed in cyst fluid from cyst-associated 

RCC but has not been previously associated with RCC. The expression levels of 14-3-3 

protein beta/ alpha were higher in urine samples from patients with RCC than in samples 

from healthy volunteers, suggesting that 14-3-3 Protein beta/ alpha may be a 

diagnostically useful biomarker for early diagnosis of RCC. 
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の組織、血清、尿、腎嚢胞などの豊富な臨床

検体を扱える立場にあり、臨床検体を体系的

に収集し、プロテオミクス技術を用いて診断

候補蛋白の解析が可能である。研究分担者（小

寺）の研究室では2000 年より独自のプロテオ

ーム解析技術を基盤に北里大学医学部泌尿器

科、千葉大学医学部大学院分子病態解析学講

座と共同で大規模なプロテオーム解析を行っ

てきた（科研費特定領域研究「ゲノム医科学」

計画研究班, 2000-2004）。現在，プロテオー

ム解析の主流はタンパク質を二次元電気泳動 

(2-DE)法でゲル上に展開し，高感度質量分析

計でタンパク質を同定する方法であり、広く

普及している技術である。従来の2-DE 法では

分子量80kDa を超える高分子量タンパクや塩

基性タンパクの解析が困難であった．共同研

究を行った北里大学理学部生体分子動力講座

では，これを改善したagarose 2-DE 法を開発

し，200～500kDa もの高分子量タンパク質と

塩基性タンパク質の解析・同定に成功した．

ヒト前立腺癌細胞株を用いてアンドロゲン耐

性獲得メカニズムの検討を行ったところ、前

立腺癌由来の蛋白質を226 種類検出し、その

うち分子量80kDa 以上の蛋白を85 種類同定

している。（特願2003-313565、Proteomics, 

2005）このように本研究では，agarose 2-DE 

法を応用することで従来の２－DE 法では解

析しえなかった高分子蛋白領域を解析できる

という大きな利点がある。 

 嚢胞随伴性腎細胞癌には既存の腎嚢胞の内

壁を淡明細胞癌が被覆する嚢胞由来腎細胞癌

と、腫瘍の大部分が多房性の嚢胞により形成

される嚢胞性腎細胞癌があり、しばしば良性

病変との鑑別が困難なことがある。嚢胞性腫

瘍であるため針生検による組織採取は困難で

あり、また嚢胞液の吸引細胞診の感受性は低

く偽陰性率が高いことが知られている。現在、

これらの鑑別診断は超音波断層法やＣＴ、Ｍ 

ＲＩなどによる画像診断に依存しており、嚢

胞性病変の形態や隆起性病変の有無、嚢胞壁

および隔壁の血流分布などを経時的に観察し

て診断することが一般的である。したがって

複雑性腎嚢胞の経過観察は長期に及ぶことが

多く、有用な腫瘍マーカーの確立が切望され

ている。 

 嚢胞随伴性腎細胞癌の嚢胞液は直接癌組織

に接しており、これまで腎癌患者血清から検

出困難であった微量な蛋白質が多く含まれて

いる可能性は高いと思われる。嚢胞液は比較

的血清成分に近く、我々の血清蛋白同定技術

が腎嚢胞にも応用できると考えられ、それに

より嚢胞液内癌特異的ペプチドを高効率に検

出できる可能性が期待される。 

 

２．研究の目的 

 本研究の目的は単純性腎嚢胞や多房性腎嚢

胞、嚢胞随伴性腎細胞癌から採取した嚢胞液

のプロテオーム解析を行い癌特有の蛋白質を

同定することにより、より確実で迅速な鑑別

診断法を確率することである。本研究の成果

は嚢胞随伴性腎細胞癌の診断だけでなく、今

まで血清成分では微量で発見されなかった腎

癌に対する新規腫瘍マーカーや予後予見因子

の発見も期待され、癌研究への根本的発展に

寄与するものと考える。 

 
３．研究の方法 

① 嚢胞液の処理法の確立 [岩村, 藤田,笹本，

小寺]嚢胞液は個人差が大きく、前処理の方法

も確立されていない。我々の施設では前処理

の方法は確立しているが、今後血清の分画方

法も組み合わせてゆき、詳細な腎嚢胞液の分

析方法を確立してゆく。 

② 嚢胞液の比較 [岩村, 松田,笹本,大草,小

寺]②-1嚢胞随伴性腎細胞癌の嚢胞液、正常嚢

胞液をK 法にてペプチド抽出後または

ALB-IgG 除去で主要蛋白質除去後にHPLC に

て分画し、質量分（MALDI-TOF ms）によって

比較し、マーカー候補蛋白 

を探索する。②-2多数の嚢胞液をagarose 

2-DE 法で展開し、癌患者と正常患者の共通の

蛋白成分の違いを比較し、蛋白同定を行って

ゆく。 

③②で同定した蛋白質を、他の嚢胞液（嚢胞

随伴性腎細胞癌の嚢胞液 ５例、正常腎嚢胞 

５例）を使用し抗体を使い評価してゆく。 

 

○4 ELISA 法による定

量 [岩村,藤田,松田,

笹本，大草,小寺] 

検出した新規腫瘍マ

ーカー候補蛋白をウ

ェスターンブロッテ

ィングで嚢胞随伴性

腎細胞癌の腎嚢胞液、

正常嚢胞液、及び腎癌

患者血清と比較し発

現量が増加しているかを確認する。発現を認

めた蛋白質について、嚢胞随伴性腎細胞癌の

嚢胞液、正常嚢胞液、腎癌患者血清、健常者

血清での発現量をELISA 法で定量し、臨床的

有用性を検討する。腎癌患者血清については

各病理学的ステージの患者血清で確認してゆ

く。 

○5  胞随伴性腎細胞癌のペプチド領域での新

規マーカー候補蛋白質の同定、評価 



[岩村,小寺, 藤田,松田] 

嚢胞液中のペプチド成分を比較し、嚢胞随伴

性腎細胞癌患者と健常者嚢胞液でMS ピーク

に違いの認められたものを探索する。こうし

て得たマーカー候補ペプチドを

MALDI-TOF/TOF MS を使ったタンデムMS 

(MS/MS) 測定で同定する。その後、このペプ

チドの安定同位体標識ペプチドを合成し、内

部標準として用いて定量解析を行う。これに

よってマーカーとしての可能性を多検体で評

価する（この方法は既に確立済み）。 

 

４．研究成果 

① 嚢胞液の処理法の確立：嚢胞液は個人差

が大きく、前処理の方法も確立されていなか

った。我々の施設で嚢胞液の成分を調査した

ところ血清の成分に非常に近いことから、前

処理方は血清と同様にアルブミン・IgG 除去

カラムを使用した方法を採用した。 

②嚢胞液の比較 ：嚢胞随伴性腎細胞癌の嚢

胞液、正常嚢胞液を ALB-IgG 除去、主要蛋白

質除去後に HPLC にて分画し、その後アガロ

ース 2次元電気泳動を使用しタンパク質を展

開した。その後、癌患者と正常患者の共通の

蛋白成分の違いを比較し、蛋白同定を行った。 

③同定した蛋白質を、他の嚢胞液（嚢胞随伴

性腎細胞癌の嚢胞液 ２例、正常腎嚢胞 ５

例）を使用し抗体を使い評価したところ、

14-3-3 protein beta/alpha というタンパク

質が嚢胞随伴性腎細胞癌の嚢胞液で過剰発

現を認めた。 

④腎癌患者の血清、尿検体でタンパク質量を

調査したところ腎癌患者尿でも 14-3-3 

protein の過剰発現を認めた。 

⑤多検体比較試験は、嚢胞随伴性腎癌の嚢胞

液の数が不十分であったため本年度は行わ

ず、代わりに腎癌患者尿を使用して多検体比

較試験を行ったところ有意に14-3-3 protein

の過剰発現を認めた。 
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