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1. プロテオーム解析を用いた食道癌特異的発現タ

ンパク質の網羅的探索

（1）研究目的

　「プロテオーム」は特定の細胞、器官、臓器の中で、翻

訳生産されているタンパク質の全セットを意味し、さら

に個々のタンパク質の化学構造、総量、発現時期、翻訳

後修飾、集合体形成などの高次情報解析の研究分野を「プ

ロテオミクス」と呼ぶ (1,2)。

　プロテオーム解析ではまず最初に、細胞、組織などか

ら得られた複雑なタンパク質混合物を分離し、可視化す

ることが求められる。現在のところ、多くのプロテオー

ム解析の出発点は二次元電気泳動法（2-DE）であり、依

然としてタンパク質の分離の中心となっている技術であ

る。それは、この技術が数千のタンパク質を同時に分離

する卓越した能力を持つためであり、その二次元展開物

を高感度で可視化でき、さらにそれぞれのスポットをゲ

ルから切り出して質量分析計によって容易にタンパク質

を同定できるためである。2-DE で分離されたタンパク

質は、質量分析によりペプチドマップを作製するか、ま

たは部分アミノ酸配列を決定し、そのデータをもとにゲ

ノム解析で得られたデータベースから同定する（図 1）。

近年の質量分析計の急速な進歩に伴い、生体試料中の微

量なタンパク質の同定も可能になってきており、この手

法はますます発展するものと思われる。一方、最近にな

って、タンパク質分離のための新しい方法が開発されて

きている。例えば、チップを基盤とした分離方法（プロ

テインチップシステム） （3,4）、二次元クロマトグラフィ

ーによる分離 5, 6、アフィニティータグの利用 (7,8) など、

二次元電気泳動を用いない手法である。これらの手法は

二次元電気泳動法では検出困難な低分子量タンパク質の

解析に優れており、特に操作が簡単なプロテインチップ

システムは、最近、血清、尿などに存在する疾患マーカ

ーの探索に広く用いられている。我々は、食道癌の手術

標本、そしてその検体に対応した血清や尿などの臨床検
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要　旨

　生体内での種々のプロセスは一部の例外を除いてほとんどがタンパク質によって制御されているため、発

癌のメカニズムを解明し、癌化の根本的要因である因子にターゲットを絞った分子標的治療薬の開発には、

癌特異的に発現の変化を示すタンパク質の解析が重要である。さらに、癌の早期発見や病態の把握に有用な

血中や尿中のマーカーの検索は遺伝子レベルの解析では困難であり、遺伝子の最終産物であるタンパク質を

調べることが必須である。我々は、以下の方法により、消化器扁平上皮癌の診断、治療に有用な可能性のあ

るタンパク質を同定した。

（1）プロテオーム解析を用いた食道癌特異的発現タンパク質の網羅的探索

（2）癌化の原因と考えられる染色体不安定性を引き起こすタンパク質の解析

これらの検討の結果、

①食道癌特異的に発現増大、減少または翻訳後修飾を受けているタンパク質を多数同定した。その中には、

細胞間接着に関与するタンパク質も含まれ、癌細胞の浸潤や転移に関わっている可能性が示唆された。

②染色体不安定性を引き起こすタンパク質として、CENP-A や CENP-H などの動原体タンパク質の発現異常

が関与していることを見出した。

これら一連の結果は、消化器扁平上皮癌の新しい分子標的治療のターゲットとなるばかりでなく、腫瘍マー

カーとして有用である可能性もあり、消化器扁平上皮癌の早期発見、早期治療に大いに貢献できると思われる。
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体を用い、従来の二次元電気泳動法とその改良法および

SELDI 法によるプロテオーム解析を行い、食道癌の診断

および治療に有用なターゲットタンパク質を同定するこ

とを目的とした。

（2） アガロース二次元電気泳動法および蛍光標識タンパ

ク質発現ディファレンス解析法（2D-DIGE）を用い

た食道癌のプロテオーム解析

　2-DE は 一 次 元 目 に 等 電 点 電 気 泳 動 を、 二 次 元 目

に SDS ポ リ ア ク リ ド ア ミ ド ゲ ル 電 気 泳 動 を 用 い た

O'Farrell の方法が一般的で (9)、多数のタンパク質の

分離精製に絶大な威力を発揮する。現在、ほとんどの

2-DE の一次元目に固定化 pH 勾配 (Immobilized pH 

gradient: IPG (10) を利用してタンパク質を等電点の違

いによって分離する IPG ゲルが用いられているが、ゲル

に添加できるタンパク質の量が限られており、さらに高

分子量のタンパク質はこの IPG ゲルに入りにくいという

欠点がある。この欠点を補うために、IPG ゲルのかわり

にアガロースゲルを等電点電気泳動に用いるアガロース

ゲル二次元電気泳動が平林らによって提唱された (11)。

この方法を用いると、従来の 10 倍以上のタンパク質を

添加することができ、また、500kD くらいまでの高分子

量のタンパク質も分離できるようになった。我々はこの

アガロースゲル二次元電気泳動法を用いて、ヒト大腸癌

のプロテオーム解析を行い、癌特異的に発現増大、減少、

または翻訳後修飾を受けているタンパク質を多数同定し、

報告した (12)。一方、今までは、比較したい２種類の検

体から抽出したタンパク質は、それぞれ別のゲルに流し

て、両者を比較するという手法が取られていたが、最近、

その２種類のタンパク質群を異なる蛍光色素でラベルし、

両者を同一のゲルに流して解析する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）が開発され

た (13)。この手法により、従来二次元電気泳動法の欠点

といわれてきた再現性や感度が格段に向上し、解析も容

易になった。

　我々は、このアガロース二次元電気泳動法と 2D- 

DIGE を組み合わせた agarose 2D-DIGE 法を用い、当

大学先端応用外科で体系的に収集された食道癌手術標

本 12 症例のプロテオーム解析を行った (14)。各症例の

手術標本の癌部と非癌部から切り出した組織からタン

パク質を抽出し、それを agarose 2D-DIGE によって分

離し、DeCyderTM ソフトウエアを用いて解析した（図

2）。複数の症例の癌部、非癌部で共通して発現の違い

のあるスポット約 400 個を検出し、そのうち約 70 個

のタンパク質を選んでそれぞれのスポットをゲルから切

り出した（図 3）。切り出したゲル片は、トリプシンに

よるインゲル消化後、イオントラップ型 LC-MS/MS 装

置（ThermoQuest 社 LCQ-Deca: 北里大学理学部生体

分子動力学研究室　前田教授、小寺講師、大石講師との

共同研究）にて部分アミノ酸配列を解析後、SEQUEST 

program を用いてタンパク質を同定した（表 1）。

　 こ の う ち、enolase 1,  E-cadherin,  AnnexinA8, 

Annexin 1, heat shock protein 70, transferrin, 

vimentin など過去に食道癌組織で発現の変化が報告さ

れているタンパク質がいくつか見られ、今回の我々の解

析と一致していた (15-19)。一方、2D-DIGE で発現の差

が明らかであり、かつ過去に食道癌との関連を示した報

告が無いタンパク質を 15 個選択し、その発現の違いを

ウエスタンブロットや免疫染色で確認した。その中で、

細胞間接着に関与するといわれるタンパク質 X が、正常

組織に比べて、癌部でほとんど発現していないことを見

出した (14)（図 4, 5）。細胞間接着に関わるタンパク質

の機能異常は癌細胞の浸潤や転移を促すと考えられるた

め、我々の見出したタンパク質も食道癌の浸潤、転移に

関与している可能性がある。このタンパク質が細胞の遊

走能や転移能と関係があることを実験的に証明できれば、

遺伝子治療にも応用可能であると考えられる。

（3） プロテインチップシステムを用いた食道癌の腫瘍

マーカーの探索

　プロテインチップシステムとは、プロテインチップ、

質量分析計およびデータ解析コンピュータからなり、原

理の基本は田中耕一氏の発明した MALDI-TOF MS と同

様である。プロテインチップはアルミ板の表面に、様々

な化学的（ケミカルチップ）、生物学的（バイオロジカル

チップ）修飾を施したものであり、このチップに生体試

料を添加した後、チップ表面に親和性のあるタンパク質

のみを分離・捕捉し、選別されたタンパク質群を質量分

析計で測定し、分子量と発現量の情報を得るものである

(20)。同一チップ上に異なる条件下の生体試料を添加で

きるので、ある病態下で発現が特異的に変化するタンパ

ク質を健常時と比較解析することが可能である。

　我々は、これまでこのプロテインチップシステムを用

いて、習慣飲酒の早期診断マーカーを 3 つ同定し、報告

した (21)。その技術を用いて、食道癌患者血清と正常人

の血清を 20 症例比較検討したところ、腫瘍マーカー候

補となりうる低分子量タンパク質（ペプチド）をいくつ

か見出した（図６）。それらのペプチドを精製、同定を試
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み、これまでに１種類のペプチドの同定に成功した。現在、

そのペプチドの抗体を用いて、食道癌の早期診断に有用

な新規腫瘍マーカーになりうるか確認を行っている。

2. 癌化の原因と考えられる染色体不安定性を引き

起こすタンパク質の解析

（1）研究目的

　以前より、癌や先天性疾患において染色体の数の異常、

欠失、転座など広範囲にわたる染色体の構造異常が知ら

れていたが、最近 FISH の技術の進歩により、今まで知

られている白血病だけでなく、多くの固形腫瘍でも染色

体数や広範囲な染色体構造異常が見い出された (22-24)。

これを称して染色体不安定性と呼ぶが、今ではそれが癌

の代名詞にまでなっており、発癌の原因として重要であ

ると考えられている。その染色体不安定性は、主に、細

胞分裂時における姉妹染色体の均等分配を保証するメカ

ニズムの破綻によって起こっていることが示唆され、染

色体の安定性に、染色体均等分配制御機構が重要な役割

を果たしていると考えられる。近年、その染色体均等分

配の制御には姉妹染色体対合、染色体凝縮、動原体、セ

ントロソーム、微小管、細胞周期チェックポイント機構

など多くの複雑なプロセスが関わっていることが明らか

となったが（図７）、その中でもセントロソームの機能に

重要な STK15/BTAK/aurora2 やスピンドルチェック

ポイントタンパク質 Mad2 や Bub1 などの異常が染色体

異数性をもたらし癌化を引き起こすことが最近報告され

た (25-27)。さらに最近では、癌抑制遺伝子として最も

よく知られているものの一つ APC の遺伝子産物が動原

体に局在し、その遺伝子の変異は APC タンパク質の局

在の異常をもたらし、染色体異数性を引き起こすという

報告もなされ、癌化と染色体均等分配制御機構との関わ

りがますます重要視されてきた (28-30)。そこで我々は、

この染色体分配制御機構の異常が染色体不安定性にどの

ように関与しているか解明することにより、癌の新しい

分子標的治療のターゲットを発見することを目的とした。

（2） 動原体タンパク質の発現異常が染色体不安定性を

誘発する。

　染色体はＭ期中期に赤道面に並び、後期にいっせいに

両極に引っ張られていく。それらの役割を担っているの

が紡錘体微小管である。この紡錘体微小管が染色体のセ

ントロメア領域に形成された動原体というタンパク質複

合体に付着することにより、染色体が両極に引っ張られ

る。動原体は電子顕微鏡の観察から三層構造を形成する

ことが分かり、図 8 に示すようなセントロメアタンパク

質（CENP）をはじめとする多数のタンパク質が集積し

ている。これらのタンパク質に異常が起こると姉妹染色

体が正常に分配されないことが最近の酵母の研究によっ

て示され、このことから動原体が正常な染色体の分配に

必須であることが明らかになった (31-33)。

　我々はこれまで種々の癌手術標本の癌部、非癌部から

抽出したタンパク質を用いて、上述した染色体均等分配

の制御機構に関わる因子の発現を調べてきたが、その中

で、動原体の核となるタンパク質 CENP-A と CENP-H

が、解析した大腸癌組織すべてで発現増大していること

を見出した (34,35)（図 9）。CENP-A や H は mRNA レ

ベルでも増加していることからこれらの動原体タンパク

質の発現増大は転写レベルで起こっていると考えられた

（図 10）。また、大腸癌組織をそれぞれの抗体（名古屋大

学依田博士からの供与）を用いて免疫染色を行ったとこ

ろ、大腸癌細胞の核では正常な大腸粘膜細胞に比べ、セ

ントロメア独特のドット状シグナルが著明に増加してい

た（図 11, 12）。さらに、これらの動原体タンパク質の

発現増大が、染色体不安定性の原因であるか調べるため

に、染色体が正常２倍体を示す大腸癌培養細胞 HCT116

に CENP-A や CENP-H を強制発現させて FISH を用い

て染色体数を調べたところ、CENP-A や CENP-H の発

現増大が見られた細胞は染色体異数性を示した（図 13）。

この染色体異数性の原因を調べるために、CENP-A や

CENP-H を強制発現させた細胞での M 期染色体上での

それぞれの局在を調べたところ、CENP-A は染色体全体

にわたって存在していたのに対し、CENP-H はセントロ

メアから消失した（図 14）。これらの結果から、セントロ

メアタンパク質の発現増大はその局在の異常をもたらし、

その結果、染色体異数性を引き起こすと考えられた。ヒ

トの癌組織で、染色体均等分配に直接関わっているタン

パク質が発現増大している報告は初めてであり、癌化の

メカニズムを理解する上で重要な知見と思われる。以上

の結果から、動原体タンパク質の発現異常が癌化の原因

であることが示唆され、今後新しい分子標的治療のター

ゲットとなる可能性があると考えられた。
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図 1.  プロテオーム解析の流れ

図 2.  agarose 2D-DIGE を用いた食道癌のプロテオーム解析

食道癌手術標本の癌部と非癌部からそれぞれタンパク質を抽出し、agarose 2D-DIGE によりタンパク質を分離した。

図中赤いスポットは癌部で発現増大しているタンパク質。緑のスポットは癌部で発現減少しているタンパク質。白－黄色

は癌部非癌部で発現量の差がないタンパク質。
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図 4.  食道癌組織での X タンパク質の発現減少

食道癌手術標本の癌部と非癌部からそれぞれタンパク質を抽出し、抗 X 抗体を用いて、ウエスタンブロットを行った。

X は多数の症例で、非癌部に比べて、癌部で発現が低下している。食道癌の進行度は UICC (Union Internationale 

Contre le Cancer) の TMN 分類に基づいている。

図 3.  12 例の食道癌症例間で共通して発現の違いの見られたタンパク質
A：癌部で発現増大しているタンパク質。
B：非癌部で発現増大しているタンパク質。
図は agarose2-DE のクーマシーブルー染色像。

Ⅲ． 遺伝子解析・タンパク解析
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図 5.  食道癌組織の抗 X 抗体を用いた免疫染色

食道癌組織の癌部非癌部を抗 X 抗体を用いて免疫染色を行った。X は非癌部では細胞の周囲に局在するのに対して（A）、

癌部ではほとんど染色されない（B）か、または一部染色されるが、局在が細胞周囲ではなく細胞質である（D）。（C）X

の染色により、癌部非癌部の境界が明瞭に区別できる。

図 6.  プロテインチップシステムを用いた食道癌腫瘍マーカー候補ペプチドの探索

食道癌患者血清と正常血清をプロテインチップシステムを用いて比較検討した。20 例の患者血清と正常血清を比較した

結果、図の赤枠で示したピークが食道癌患者で有意に高値を示しており、食道癌の腫瘍マーカーの可能性が示唆された。

Ⅲ． 遺伝子解析・タンパク解析
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図 7.  染色体安定性に関わる細胞内プロセス　

染色体を安定に維持させるためには、染色体が均等に分配されなければならない。その染色体均等分配の制御には姉妹染

色体対合、染色体凝縮、動原体形成、セントロソーム複製、微小管形成などの細胞内プロセスと、それらがうまく働いて

いるかどうか監視するチェックポイント機構が重要な役割を担っている。

図 8.  セントロメア、動原体の構造　　

染色体のセントロメア領域は、顕微鏡によって一時狭窄部位として観察されるところで、特異なＤＮＡ塩基配列を有する

ことを特徴とする。電子顕微鏡観察によって、このセントロメアの表層には、外層（outer）、中間層（central）、内層（inner）

の三層構造からなる動原体が形成されており、セントロメアタンパク質（CENP）をはじめとする多数のタンパク質が集

積していることが知られている。

Ⅲ． 遺伝子解析・タンパク解析
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図 10.  大腸癌組織での CENP-A、CENP-H の転写レベルでの発現増大

大腸癌手術標本の癌部と非癌部からそれぞれ total RNA を抽出し、RT-PCR (A, B)、real-time quantitative RT-PCR 

(C, D) を用いて mRNA 量の測定を行い、癌部と非癌部で比較した。CENP-A、CENP-H いずれも、ほとんどの症例で癌

部での mRNA 量の増加が見られた。

図９.  大腸癌組織での CENP-A、CENP-H タンパク質の発現増大

大腸癌手術標本の癌部と非癌部からそれぞれタンパク質を抽出し、抗セントロメア抗体 (ANA 血清 ) および抗 CENP-H

抗体を用いてウエスタンプロットを行った。癌部非癌部における CENP-A の発現 (A) と CENP-H の発現 (B) を示す。

CENP-A、CENP-H 両者とも、ほとんどの症例で癌部での発現が高いことが分かる。

Ⅲ． 遺伝子解析・タンパク解析



200 201

図 11.  大腸癌組織の抗 CENP-A 抗体を用いた免疫染色

大腸癌組織の癌部非癌部を抗 CENP-A 抗体を用いて免疫染色を行った。非癌部に比べて、癌部ではセントロメア独特の

ドット状シグナルが著明に増加していた。（a）（b）非癌部、（c）（d）癌部、（a）（c）HE 染色、（b）（d）抗 CENP-A 抗

体を用いた免疫染色。

図 12.  大腸癌組織の抗 CENP-H 抗体を用いた免疫染色

大腸癌組織の癌部非癌部を抗 CENP-H 抗体を用いて免疫染色を行った。非癌部に比べて、癌部ではセントロメア独特の

ドット状シグナルが著明に増加していた。（a）（b）（c）（d）癌部、（e）（f）非癌部、（a）（e）HE 染色、（b）（c）（d）（f）

抗 CENP-H 抗体を用いた免疫染色。（c）（d）は（a）の白枠の部分の免疫染色の拡大図。
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図 13.  CENP-A、CENP-H の強制発現による染色体異数性の誘導

染色体が正常２倍体を示す大腸癌培養細胞 HCT116 に CENP-A や CENP-H を強制発現させ、それらのタンパク質が強

発現した細胞をそれぞれの抗体を用いた免疫染色で確認した。同時に、8, 12 番染色体のセントロメアプローブを用いて

FISH を行った。（A）CENP-H が強発現している細胞では染色体異数性が認められる（矢頭）。一方、CENP-H が強発言

発現してない細胞では染色体は正常2倍体を示している（矢印）。（a）（c）FISH、（b）（d）抗CENP-H抗体による免疫染色。（B）

CENP-A や CENP-H が強発現している細胞での染色体異数性を示す割合。CENP-H の強制発現により、30％以上の細胞

が染色体異数性を示した。一方、CENP-A が強発現している細胞での染色体異数性の割合は 10-20％にとどまった。
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表１.  食道癌組織で発現増大、減少のみられるタンパク質

図 14.  CENP-A、CENP-H の強制発現による M 期染色体上で異所性の局在

CENP-A や CENP-H を強制発現させた HCT116 細胞の M 期染色体を、抗 CENP-A、CENP-H 抗体を用いて免疫染色

を行った。（a）（b）（c）ベクターを transfection した細胞の M 期染色体、（d）（e）CENP-A を強発現させた細胞の

M 期染色体、（f）（g）CENP-H を強発現させた細胞の M 期染色体。ベクターを transfection した細胞では CENP-A、

CENP-H ともセントロメアに局在するのに対して、CENP-A を強発現させた細胞では、CENP-A は M 期染色体全体に局

在した。一方、CENP-H を強発現させた細胞の M 期染色体では CENP-H はほぼ完全にセントロメアから消失した。
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