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研究成果の概要（和文）：癌の細胞株を抗原とし、血清を網羅的にウェスタンブロットすること

によって血中の自己抗体をスクリーニングするプロテオーム解析の系を確立した。次に低分化

胃癌の細胞株から抽出したタンパク質を電気泳動し、胃癌患者血清と健常人血清を一次抗体と

した網羅的ウェスタンブロッティングを行った。その結果、複数のバンドが検出され、質量分

析計によってタンパク質を同定したところ、30 種類のタンパク質が同定された。合成タンパク

質を用いた検証実験において、2 種類のタンパク質の検証に成功した。これらは新規の低分化

胃癌マーカーと考えられる。 
 
研究成果の概要（英文） 
We constructed a novel proteomic analysis system for the detecting of autoantibodies from 
sera. This system is composed of first screening procedure of comparative western blotting 
and subsequent mass analysis. At first, we extracted proteins from four 
poorly-differenciated gastric cancer cell lines. Using comprehensive western blotting 
in which protein extracts were used as antigen, we analysed sera from gastric cancer 
patients and healthy controls. In this analysis, we detected several bands, and identified 
thirty proteins from these bands with mass spectrometry. Among them, two proteins were 
successfully validated. These proteins were considered to be novel biomarkers for 
poorly-differnciated gastric cancer 
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１．研究開始当初の背景 

 平成 19 年 11 月に抗 p53 抗体が食道癌・

大腸癌・乳癌に対する血清腫瘍マーカーとし

て保険適応を受けた。それまでに保険適応と

なっている他の腫瘍マーカーが全て癌細胞

から分泌されるタンパク質であったのに対
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し、この抗 p53 抗体は腫瘍が直接分泌する物

質を測定するのではなく、抗体を測定する腫

瘍マーカーとして初めて保険適応が認めら

れたという点が画期的である。従来の癌細胞

が分泌するタンパク質を探索するという戦

略以外に、生体が癌を認識して産生する、自

己抗体をターゲットとする手法もまた有効

と考えられる。 

胃癌は現在、日本人の癌死因の第 2 位を占

めている。現在胃癌を診断するのに最も優れ

た手法は胃内視鏡であるが、大規模スクリー

ニングには適さない、特に予後の悪い印環細

胞癌、低分化胃癌に対する診断効率が低い、

侵襲性がある、といった欠点がある。既存の

腫瘍マーカーは感度・特異度ともに不十分で

有る。従って、胃癌を効率的に低侵襲で診断

でき、特に予後不良な組織型を検出できる腫

瘍マーカーが求められている。 

 

２．研究の目的 

 今回、血清から自己抗体を網羅的にスクリ

ーニングする実験系を新規に確立した。本研

究では、この新規の実験系を用いて胃癌患者

および健常コントロールの血清を用いて、プ

ロテオーム解析を行う。血中有用な血中腫瘍

マーカーが存在せず、かつ罹患者の多い胃癌

をターゲットとしてこの新規探索技術を応用

し、胃癌患者血清中に存在する自己抗体を検

出することを目的とする。網羅的な解析の一

方でタンパク質の機能解析も行い、胃癌との

関連を正確に立証することで、臨床検査とし

ての意義を確立するのみならず、発癌や癌の

進行に関するメカニズムの解明にも貢献する

ことを目的とする。 

 
３．研究の方法 

 胃癌培養細胞株からタンパク質を 4画分に

分けて抽出し、アガロース二次元電気泳動に

よって分離、患者血清を一次抗体としたウェ

スタンブロッティングによって抗原を検出

する。膜タンパク質等の難溶性タンパク質に

関しては SDS-PAGE によって対応する。これ

らの工夫によって、他の二次元電気泳動法を

ベースとした従来のプロテオーム解析技術

では不可能な、高分子タンパク質や難溶性タ

ンパク質の検出が可能となった。抗原タンパ

ク質の同定においては、二種類の質量分析計

によって速やかな同定を行った。そして同定

されたタンパク質のリコンビナントの純品

を入手し、これを抗原としたウェスタンブロ

ッティングによって検証実験を行った。 

 
４．研究成果 

(1)低分化胃癌細胞株 4 種類からタンパク質

を抽出し、これらに対して 16 症例ずつの胃

癌血清をアプライし、自己抗体スクリーニン

グのウェスタンブロッティングを行った。反

応するバンドを切り出してタンパク質を質

量分析計で同定した。 

(2)質量分析計を用いて同定に成功したタン

パク質は約 30 種類あり、これらに対する自

己抗体が新規の低分化胃癌マーカー候補と

して考えられた。これらのうち①転写因子、

細胞骨格系タンパク質、シグナル伝達系タン

パク質等、発癌や癌の浸潤・転移に関係して

いると推定されるタンパク質であること、②

複数の低分化胃癌細胞株にまたがって同定

されているタンパク質であること、③低分化

胃癌でも 3種類の組織型のうち 2種類以上の

患者で反応しているタンパク質であること、

④リコンビナントの合成タンパク質がコマ

ーシャルに得られるタンパク質であること、

を優先条件として絞込みを行った。絞込みの

作業によって 8 種類のタンパク質を選んだ。 

(3)選んだ 8種類のタンパク質を電気泳動し、

最初のスクリーニングに用いた胃癌 16 症例

の血清と反応させ、バリデーションを行った。



 

 

その結果、8 種類のうち 3 種類のタンパク質

でバリデーションに成功した。 

(4)バリデーションに成功した 3 種類のタン

パク質を抗原としたウェスタンブロッティ

ングを再度行った。この際に用いた患者血清

は最初のスクリーニングに用いた血清とは

別セットの 32 例、および性別・年齢をマッ

チさせた健常コントロール 32 例であった。

その結果、3 種類のタンパク質のうち 2 種類

に対する自己抗体が新規の低分化胃癌マー

カー候補として確認されるに至った。 

(5)これら64人分の血清で感度・特異度のROC

分析を行ったところ、既存の腺癌マーカーで

ある、CEA と CA19-9 を上回る AUC(area under 

curve)が得られた。 
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