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研究成果の概要（和文）：本研究では、プロホルモン変換酵素群（PCs）の機能を指標に、プロテオミクスを駆
使し、腫瘍マーカー候補となる生理活性ペプチド前駆体タンパク質を見出すことを計画した。小細胞肺癌をはじ
めとした各種がん細胞株ならびにがん患者の臨床検体を用いて、遺伝子発現及びエクソーム解析により、各PC遺
伝子の発現、配列ならびにコピー数を明らかにした。これらのデータベースはプロテオーム解析に向けた基盤と
なる。さらに、臨床検体の遺伝子発現とコピー数データを用いて、オンコジン64遺伝子を含むがん関連遺伝子
820種に対する発現亢進と増幅を認めたケースを抽出し、腫瘍マーカーあるいは創薬候補となるドライバー遺伝
子を見出した。

研究成果の概要（英文）：Prohormone is a protein precursor to produce a bioactive peptide by 
processing, in which prohormone convertases (PCs) are involved. Prohormone of gastric releasing 
peptide (GRP), proGRP, is abundant and stable in blood from small cell lung cancer patients, 
resulting in development of a tumor marker. The aim of this study is to identify a novel 
prohormone-derived tumor marker by estimating the processing function of PCs followed by 
proteomics-based identification of secreted prohormones. Using cancer cell lines derived from 
various tissues, including lung, stomach, and colon, along with clinical specimens of tumor and 
matched normal tissue and blood samples, we profiled gene expression, mutation status, and copy 
number change in 9 PC genes. This dataset is an invaluable resource for further identification of 
prohormones in the extracellular spaces. Using the dataset profiling all genes, we also clarified 
genes with amplification-dependent overexpression to predict cancer driver genes.

研究分野：腫瘍生物学
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1. Basic amino acid-specific PCs (7)

2. PCs cleaving at non-basic residues (2)

• PCSK9 (proprotein convertase subtilisin/kexin type 9)

PC1/PC3, PC2, PC4, PC5/PC6, PC7/LPS/PC8, furin, 
PACE4 (paired basic amino acid cleaing enzyme 4)

• SKI-1/S1P (subtilisin kexin isozyme-1/site-1 protease)

(K/R) Xn (K/R)↓  n=0, 2, 4, 6; X=any amino acid

(K/R) X -(hydrophobic)- X↓  X=variable

VFAQ↓

１．研究開始当初の背景。 
我々は 2008 年に癌細胞株の培養上清液中
におけるタンパク質プロファイリング
（proteome）により、小細胞肺癌細胞株の培
養上清液中にニューロテンシン前駆体
(proneurotensin/proneuromedin N, 
proNT/NMN)が分泌されることを見出した 1)。
培養細胞を用いる利点は、臨床検体に比べ入
手の容易性に加えて、①過去に培養細胞上清
液中で発見された物質(proGRP)が既に臨床
応用されていること、②均一な細胞集団であ
ること、ならびに③37℃で培養した細胞培地
から検出される物質は生体内の体温(37℃)
付近で安定に存在すること等である。実際、
我々は、小細胞肺癌細胞をヌードマウスに移
植した xenograft 系の血漿中でも proNT/NMN
の存在を確認することができた 2)。 
一方、小細胞肺癌の血中腫瘍マーカーとし
ては、既にガストリン放出ペプチド前駆体
（progastrin-releasing peptide, proGRP）
が知られている 3)。proGRP は proNT/NMN と共
に生理活性ペプチド前駆体タンパク質であ
り、それぞれ gastrin-releasing peptide 
(GRP)および neurotensin を生ずる。特に、
proGRPはGRPよりも血中での安定性に優れて
いるため、活性ペプチドではなくその前駆体
タンパク質を標的としたELISAによる診断が
可能となった。proNT/NMN の場合も同様に、
前駆体タンパク質の安定性が我々の検討に
より示唆されている。 

図１ プロホルモン変換酵素(PCs)によるプロセシング 

 
生理活性ペプチドは、前駆体タンパク質が
プロセシングを受けることにより生じるが、
その過程にプロホルモン変換酵素群
(prohormone convertases または proprotein 
convertases, PCs）の関与が示唆されている
（図 1）。こうした経緯から我々は、9つある
PC（図 2）4)の働きの違いにより、proNT/NMN
や proGRP のようなホルモン前駆体タンパク 

 
図２プロホルモン変換酵素 (PCs) 

質が腫瘍特異的に存在するのではないかと
仮定し、本研究に着手した。すなわち、ある
PC が働かない場合、プロセシングを受けられ
ないため、本来、生理活性ペプチドへと分解
される前駆体タンパク質が存在することに
なる。本研究は、これらホルモン前駆体タン
パク質を見出し、血中腫瘍マーカーとしての
可能性を探る計画である。 
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２．研究の目的 
本研究では、がん細胞株の培養上清液のプ
ロテオーム解析を基盤手法として、PCs活性を
指標にし、腫瘍マーカーとなる前駆体タンパ
ク質を見出し、ELISAにより容易に測定可能な
新しい血中腫瘍マーカーを開発することを目
的とする。検討項目は以下の3点である。①
様々ながん細胞株における9つのPCs（図２）
に対する遺伝子発現や配列を解析することで、
PCsの活性を推定する。②PCsの働きに特徴を
示すがん細胞株を選択し、プロテオミクスに
より、その培養上清に分泌されるタンパク質
の中で、腫瘍マーカー候補となるホルモン前
駆体タンパク質を見出す。③臨床検体の解析
により、腫瘍マーカーあるいは分子標的治療
薬に対するバイオマーカー候補を見出す。 
 
３．研究の方法 
本研究の方法は、①がん細胞株と臨床検体
における遺伝子発現および配列解析、および
②がん細胞株の培養上清液中に含まれるプ
ロテオーム解析の２つに大きく分けられる。 
 
(1) 遺伝子発現解析 
がん細胞株は、胃、膵、大腸、肺、乳腺組



織等に由来する細胞株を用いた。各細胞株を
10%血清含有培地で 48 時間培養を行った後、
細胞を回収した。臨床検体は、静岡がんセン
ターにおける臨床研究（プロジェクト HOPE）
登録患者さんより、手術で摘出された腫瘍な
らびに周辺の非腫瘍組織を用いた 1)。細胞お
よび組織サンプルから、miRNeasy Mini Kit 
(Qiagen) を用いて、total RNA を抽出した。
Bioanalyzer (Agilent Technologies)により、
RNA 品質を示す RNA integrity number (RIN)
値が 6.0 以上を示したサンプルについて、遺
伝子発現解析用アレイ (SurePrint G3 Human 
Gene Expression 8 × 60K v2 Microarray, 
Agilent Technologies)を用いたマイクロア
レイ手法により、PCs を含む全遺伝子に対す
る遺伝子発現状態を網羅的に調べた 2)。デー
タマイニングは統計解析ソフトウェア
（GeneSpring, Agilent Technologies)また
は Subio (Subio Inc.)を用いて行った。 
 
(2) 遺伝子配列解析 
細胞株、腫瘍組織および血液検体からの
DNA 抽出は、QIAmp Kit (Qiagen)を用いて行
った。全遺伝子に対する遺伝子配列およびコ
ピー数解析は、Ion Proton System (Thermo 
Fisher Scientific) 2-4)または Highseq 2500 
system (Illumina)を用いたエクソーム解析
により行った。 
 
(3) タンパク質の解析 
細胞株の培養上清液に含まれるタンパク
質抽出画分を HPLC により精製した後、
NanoLC-リニアトラップ-TOF 質量分析装置
(Hitachi NanoFrontier) 5-7) ま た は Q 
Exactive HF (Thermo Fisher Scientific)を
用いて、タンパク質の同定を行った。 
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４．研究成果 
本研究では、小細胞肺癌をはじめとした各
種がん細胞株ならびにがん患者の臨床検体
を用いて、遺伝子発現及びエクソーム解析に
より、各 PC 遺伝子（proprotein convertase 
subtilisin kexin, PCSK）の発現、配列なら
びにコピー数を明らかにし、プロテオーム解
析に向けた基盤データベースを構築した。さ
らに、15 種以上のがん種からなる 1454 臨床
検体の遺伝子発現とコピー数データを用い
て、がん関連遺伝子 820 種に対する発現亢進
と増幅を認めたケースを抽出し、その中から
ドライバー遺伝子を見出した。 
 
(1) PC 遺伝子群（PCSKs）の発現解析 
はじめに、がん細胞株における PCSK 遺伝
子 9種の発現解析をマイクロアレイにより検
討した。肺、乳腺、脳、および消化器系組織
に由来する 59 種のがん細胞株における発現
結果により、PCSK 遺伝子の発現が細胞株間で
異なることが示された（図 1）。これらの結果
は、PCSK 遺伝子の発現状態により、ホルモン
前駆体タンパク質のプロセシング形式の多



様性が存在する可能性を示唆した。

図1 がん細胞株
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(2) ドライバー遺伝子の推定
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現とエクソーム解析データを用いて、腫瘍マ
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遺伝子を見出す目的で、発現亢進と共に遺伝
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種以上のがん組織
ならびにその周辺の非腫瘍組織から得られ

遺伝子の発
現データ解析を行った。非腫瘍に対する腫瘍

遺伝
種に比べて顕著に高か

遺伝子につ
倍以上の発現亢進
）および

）であった。一方、他の発
遺伝子
よび 199
遺伝子で
）および 16

）であった。これらの結果
遺伝子自身が腫瘍マーカーあるいは

バイオマーカーとなりえる可能性を示唆し

遺伝子の 

サンプルに対する遺伝子発
現とエクソーム解析データを用いて、腫瘍マ
ーカーあるいは創薬候補となるドライバー
遺伝子を見出す目的で、発現亢進と共に遺伝
子増幅を伴った変化を示したケースを抽出
した。抽出条件は、遺伝子発現では非腫瘍組

倍以上の変化、一方、
以上に増加し

種のオンコジンに対する遺伝
種のオンコジンと

種の腫瘍抑制遺伝子からなるドライバー
に対する変異、欠失と挿入例、
種の融合遺伝子の存在例を検討

サンプル
）においてこれらドライバー変化を認
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次に、“ドライバー未検出例”である
サンプルに対して、解析対象をがん関連遺伝
子
プルで遺伝子増幅を伴う発現亢進を認めた。
これらドライバー変化を認めた遺伝子の中
で、“ドライバー未検出例”である
プルに特異的に検出された
イバー候補遺伝子として推定した（表
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 割合 

Exp/Amp：64

に遺伝子増幅を伴った症例

Seq：138 種のドライバー遺伝子に対して変異、

欠失および挿入を認めた症例、あるいは融合遺

伝子 491 種に対する検出症例

次に、“ドライバー未検出例”である
サンプルに対して、解析対象をがん関連遺伝
子 820 種に拡大した結果、
プルで遺伝子増幅を伴う発現亢進を認めた。
これらドライバー変化を認めた遺伝子の中
で、“ドライバー未検出例”である
プルに特異的に検出された
イバー候補遺伝子として推定した（表
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