
　平成 5年に臨床検査医学講座（米満　愽教授）
として発足した当講座は平成13年より医学研究院
分子病態解析学講座となり，臨床検査を特に分子
レベルでとらえ，新しい疾患マーカーや疾患素因
を見出してその情報を速やかに診療の現場に還元
することをミッションとしている。当講座は附属
病院検査部と一体であり，検査部門の管理・運営
にあたると同時に遺伝子検査と密にかかわる遺伝
カウンセリングも担当し，大学病院にふさわしい
高度先進検査部門の構築を目指している。

1  ．独自のプロテオーム解析技術による種々の疾
患の診断，治療法の開発　－疾患プロテオミク
スセンターの設立を目指して－

　ヒトゲノムの解読に代表される近年の分子生
物学研究のめざましい発展により，種々の疾患の
メカニズムもかなり明らかになりその臨床応用も
進められている。これまでにSNPsに代表される
遺伝子多型解析やDNAマイクロアレイ技術を用
いた遺伝子発現解析によって，各種疾患の診断や
治療に役立てようとする試みがなされてきた。し
かし，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
いること，また，病気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ることなどを考えると，臨
床応用の可能性が最も高いのはタンパク質に焦点
を当てた研究であることは誰もが認めることであ
る。あらゆる疾患において，早期にしかも高い精
度で診断できるマーカーができれば，治療成績の
向上が期待されることは当然であるが，例えば，

現在診療の場で用いられている腫瘍マーカーは
いずれも進行癌では陽性率が高いものの，早期癌
の検出率は非常に低いうえ，偽陽性率も高いため
早期癌の正確な診断は非常に困難である。そのた
め，新しい疾患マーカーの開発は急務であり，そ
こで威力を発揮するのが血中や尿中のタンパク質
を網羅的に調べるプロテオーム解析である。
　プロテオームとは細胞内において遺伝子から
翻訳・生産されているタンパク質の全セットを
指し，ゲノム（全DNA），トランスクリプトー
ム（全RNA）に対比させた造語である。そのタ
ンパク質を網羅的に解析することをプロテオミク
スと言い，その中でも疾患の診断や治療に焦点を
あてた解析を疾患プロテオミクスと言う。近年，
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り，プロテオミ
クス研究は急速に広まっている。しかし，それら
の研究の大半は基礎的な研究であり，病気の診断
や治療を目指した疾患プロテオミクス研究はまだ
非常に少ない。特に，実際の臨床の現場で診療に
携わっている人が行っているプロテオミクス研究
は皆無と言ってよい。我々の講座は大学病院検査
部として，血清，尿などの豊富な臨床検体を扱え
る立場にあり，それらの検体を用いて日常臨床検
査を行っている検査技師が積極的に疾患プロテオ
ミクス研究に取り組んでいる。同時に，消化器内
科，循環器内科，呼吸器内科，消化器外科，肝胆
膵外科，泌尿器科，耳鼻咽喉科，産婦人科などの
診療科の医師が我々の講座で新しい診断マーカー
や分子標的治療となるタンパク質の探索を行って
いる。また，北里大学や東京医科歯科大学などの
他施設と共同で，プロテオミクスの新しい手法の

  〔千葉医学　82：93～ 99， 2006〕 

  〔研究紹介〕  分子病態解析学（附属病院検査部）

朝　長　　　毅　　野　村　文　夫

千葉大学大学院医学研究院分子病態解析学（附属病院検査部）
Takeshi Tomonaga and Fumio Nomura: Introduction of the Department of Molecular Diagnosis.
Department of Molecular Diagnosis, Graduate School of Medicine, Chiba University, Chiba 260-8670.
Tel. 043-226-2168. Fax. 043-226-2169. e-mail: tomonaga@faculty.chiba-u.jp



94 朝　長　　　毅・他

開発を行っている。現在までに下記に述べるよう
な新規疾患マーカーの候補となるタンパク質を多
数発見し，論文発表，特許出願を行ってきた。以
上のように，我々は，実際の診療に関わっている
医師や検査技師が主導する疾患プロテオミクス研
究を進め，近い将来疾患プロテオミクスセンター
を設立することを目標に定めている。

（1） 蛍光標識二次元ディファレンス電気泳動法
（2D-DIGE）による消化器癌のプロテオーム
解析

　従来のプロテオーム解析は一次元目に固定化
pH勾配（Immobilized pH gradient: IPG）ゲル
を用いた二次元電気泳動法（2-DE）が主流であ
り，その扱いやすさや再現性が良好なことから，
現在でもなお広く用いられている。その反面，従
来の 2-DEでは発現量の多いタンパク質しか解析
できず，また分子量が200kDaを越える大きなタ
ンパク質の分離は困難である。そのため，今ま
での 2-DEで同定されるタンパク質の種類は限ら
れたものであった。それを解決するために我々
は一次元目にアガロースゲルを用いている（ア
ガロース 2-DE）。この手法は北里大学理学部生体
分子動力学研究室，前田，大石らによって提唱さ
れているもので，IPGゲルに比較して10倍以上の
量のタンパク質を分離でき，かつ IPGゲルでは分
離困難な高分子量のタンパク質を同定できると言
われている［1］。最初に一次元目のゲルに載せる
タンパク量が多ければ，当然同定できるタンパ
ク質の数も増えるわけで，我々はこれまでこの
手法を用いて，千葉大学大学院医学研究院先端
応用外科で収集された大腸癌手術標本の癌部，非
癌部組織からタンパク質を抽出し，プロテオー
ム解析を行った［2］。複数の症例の癌部，非癌部
で共通して発現の違いの見られるスポットを選び
出し，それぞれのスポットを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）にてタンパク質
の同定を行った（図 1）。その結果，同定を試み
た107個のスポットのうち97個（90.7%）のタンパ
ク質を同定することができ，その中には，過去に
大腸癌との関連が全く指摘されていないタンパク
質が多数認められた［2］。また，同一のタンパク

質と同定されたスポットが，癌部と非癌部で位置
（pI値や分子量）が異なった例がいくつか認めら
れ，翻訳後修飾の可能性が示唆された［2］。これ
らの結果は，アガロース 2-DEが種々の疾患のプ
ロテオーム解析を行う上で強力な武器と成りうる
ことを示している。
　このアガロース 2-DEは多量のタンパク質を
分離できるという利点がある反面，IPGに比し
て再現性に劣るという欠点があった。もとも
と，2-DEで分離したタンパク質のスポットの位
置や染色の強さの再現性を確保することが難し
いと言われていたが，その問題点を克服する方
法として，最近，タンパク質を蛍光色素で標識
して 2-DEで分離する手法（2D-DIGE）が開発さ
れた［3］。この方法は二種類のタンパク質試料を
異なる蛍光試薬であらかじめ標識してから混合
し，一枚のゲルで泳動することで，二種類の試
料内の相対的タンパク量を精密に比較できるこ
とが特長である。このアプローチにより，タン
パク質の検出感度が上がり，ディファレンシャ
ル解析が再現性よくできるようになった。この
手法をアガロース 2-DEに応用することで，感度
および再現性を飛躍的に向上させることが可能
となった（アガロース 2D-DIGE）。我々はこれま
でこのアガロース 2D-DIGEの手法を用いて，先
端応用外科との共同研究として食道癌組織のプロ
テオーム解析を行った［4］。複数の食道癌症例の

図 1　 アガロース 2-DEを用いた大腸癌組織のプロ
テオーム解析

　大腸癌組織の癌部，非癌部で発現の違いのある
スポットを調べた。計107個の違いのあるスポット
が検出され，そのうち97個（90.7%）が同定できた。
その中で癌部，非癌部での発現の違いが各症例間で
共通して有意差の認められたタンパク質46個が矢印
で示してある。左 : 癌部で発現増大しているタンパ
ク質（T1-37），右 : 非癌部で発現増大しているタン
パク質（N1-9）
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癌部，非癌部で共通して発現の違いの見られるス
ポット74個の解析を行い，33種類のタンパク質を
同定することが出来た［4］。その中で，195kDaの
タンパク質periplakinが癌組織で発現が著明に低
下していることを見出した。このような高分子量
のタンパク質の同定は，従来の 2-DEでは困難で
あると推測される。さらに，抗periplakin抗体を
用いた免疫染色を食道正常粘膜，dysplasia，早
期食道癌，進行食道癌で行ったところ，正常粘膜
やdysplasiaでは細胞境界部が強く染まるのに対
し，早期食道癌ではその染色部位が細胞質に移行
し，最終的に進行食道癌ではほとんど染まらなく
なるという非常に興味深い知見を得た［4］（図 2）。
Periplakinは細胞膜の裏打ちタンパク質と言われ
ており，食道癌が進行するにつれてこのタンパ
ク質の発現が低下することは，periplakinが食道
癌の進行，浸潤，転移などを抑制している可能性
が示唆され，食道癌の新しい治療法として応用で
きるかもしれない。我々は，このアガロース2D-
DIGEを用いて臓器制御外科学，腫瘍内科学と共
同で膵癌，肝臓癌のプロテオーム解析を行ってお
り，現在までに過去に報告のない新規タンパク質
の同定に成功している（論文準備中）。以上のよ
うに，アガロース 2-DE，アガロース 2D-DIGEは

新規の腫瘍マーカーあるいは分子標的治療のター
ゲットとなるタンパク質を同定することが可能な
強力な武器であると考えられる。癌部で発現増大
しているタンパク質は，血清中にも存在している
可能性もあるため，そのタンパク質に対する特異
的抗体を用いたELISA法などの検出法の開発に
より，癌の早期診断や再発の予測に役立つと思わ
れる。最近，2-DEを用いたプロテオーム解析に
より，肺腫瘍に特異的に発現しているタンパク質
を同定し，そのタンパク質に対する特異的抗体を
アイソトープでラベルすることにより，癌の局在
診断と治療が同時に行えるとの報告も見られ［5］，
プロテオーム解析の臨床応用の可能性が見え始め
ている。

（2） プロテインチップシステムによる新規腫瘍
マーカーの探索

　近年の質量分析計の急速な進歩に伴い，上記
のようなゲルを用いた解析手法に頼らないプロテ
オーム解析が盛んになってきた。その一つが，表
面増強レーザー脱離イオン化（SELDI）と飛行
時間型質量分析計（TOF-MS）を組み合わせたプ
ロテインチップシステムTMであり，田中耕一氏
が開発した手法を臨床応用に向けて改良した手
法と言える。このシステムの特徴であるプロテイ
ンチップは，金属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，このチップに直接生体
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。このシステムは，血清，
尿などの生体試料に含まれる多数のタンパク質
を複雑な前処理なしに直接検出できるところが画
期的である。また，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。上記で述べたように，
2-DEでは分子量が20kDa以上の比較的大きなタ
ンパク質の解析に適しているが，それに比較し
て，プロテインチップシステムは 2-DEが苦手と
する低分子量領域のペプチドの解析に威力を発揮
する。これまで我々はこのプロテインチップシス

図 2　 食道癌組織の抗periplakin抗体を用いた免疫
染色

　食道癌組織の癌部非癌部を抗periplakin抗体を用
いて免疫染色を行った。periplakin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）periplakinの染色により，癌部非癌部の境界が
明瞭に区別できる。
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テムを用いて，食道癌などの消化器癌のリスクを
高めることが知られている習慣飲酒のマーカーの
候補となるペプチドをいくつか見出し，そのうち
3つのペプチドについて同定を行い報告した［6］。
そのノウハウを生かして，我々は，食道癌，胃
癌，大腸癌，肝臓癌，膵臓癌など種々の消化器
癌の患者血清中に存在する新しい腫瘍マーカーの
探索を行い，マーカー候補となる複数のペプチド
の同定に成功している（図 3）（論文準備中）。ま
た，患者検体と正常検体で明らかに違いの見ら
れる単一のピークが見つからない場合でも，複数
のピークのパターンの違いを専用の解析ソフトウ
エア（サイファージェン・バイオシステムズ社 : 
Biomarker Pattern Software）を用いて多変量解
析を行い，そのプロファイルの違いによる癌の早
期診断が可能であることを見出している（論文準
備中）。最近，卵巣癌，前立腺癌などの種々の悪
性腫瘍においても疾患特異的な血清タンパクプロ
ファイルが報告されており［7］，この解析方法は
今後広く臨床応用されると期待される。

2  ．癌のhallmarkである染色体不安定性の分子
機構の解析　－染色体分配制御機構の関与につ
いて－

　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。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［8］。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，その中でもセントロソームの
機能に重要なSTK15/BTAK/auroraA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［9-11］。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［12,13］。
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。

（1） 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，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

図 3　 プロテインチップシステムを用いた消化器癌
患者血清の解析例

　消化器癌患者 3例の術前術後でのパターンを比較
したところ，図の枠で囲ってあるピークが術後に比
して，術前に高い傾向にあった。
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分配に必須であることが明らかになった。
　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［14,15］（図 4）。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。また，大腸癌組織をそれぞれの
タンパク質の抗体（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 5）。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 6）。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。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

図 4　 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。

図 5　 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 6　 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が強発現してい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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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動原体タンパク質が発
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。

3  ．習慣飲酒の発癌促進作用における個体差の原
因の解明

　長期にわたる習慣飲酒が，種々の臓器の発癌
を促進させ得ることは疫学的に知られ，動物実
験モデルにおいても確認されている。しかし，ヒ
トにおける飲酒の発癌促進作用は個体差が大き
く，しかもその個体差を客観的に評価する手段は
少ない。近年，アルコール代謝関連酵素群，特に
ALDH2，ADHの遺伝的多型と飲酒による食道
癌のリスクとの関連が指摘されており，われわれ
は効率的な遺伝子診断法の開発を行った［16,17］。
しかし，それらの多型のみでは，例外も多数あり
飲酒が発癌を促進しうるハイリスクグループを同
定するためには，さらに多くの知見が必要と考え
られる。
　われわれは，CYP2E1遺伝子の5’末端上流域
に新たな反復配列多型を見出し［18］，この多型
と食道癌，肺癌のリスクとの関連を明らかにし
た［19］。CYP2E1遺伝子は翻訳領域が保存され
ているため［20］，CYP2E1の発現量の差は遺伝
子調節領域の多型による可能性がある。そこで，
反復配列多型と転写活性との関連を調べたとこ
ろHeLa細胞においてCYP2E1*1D（ 8回繰り返
し）は *1C（ 6回繰り返し）より転写活性が有意
に高かった［21］。さらに，5’上流領域の欠失体を
作製し転写活性を調べたところ，CYP2E1遺伝
子 5’上流の反復配列多型を含む領域（－2520～－
1307）は転写を抑制的に調節することが示唆され
た。また，CYP2E1*1Dは *1Cに比べ転写活性へ
の抑制力が弱く，その結果CYP2E1*1Dの転写
活性が高くなると推測された［22］。現在，関連す
る領域と転写制御因子の特定を行っている。

　CYP2E1遺伝子 5’上流の反復配列多型と
CYP2E1の酵素誘導と関連が証明できれば
CYP2E1活性の個体差を生じる原因の一つの解
明となり，ひいては発癌とアルコール感受性の個
体差の解明につながり，それらのリスクによる高
危険群の設定を行うことができる。

4  ．遺伝子検査室の充実と遺伝カウンセリング室
の運営

　あらゆる領域の疾患の遺伝的要因が日々明らか
にされつつある現在，全ての診療科の日常診療が
遺伝子・染色体を含む遺伝学的検査や遺伝医学と
密接に関わってきている。その結果，個人の遺伝
情報を扱う遺伝子検査を適切に実施できる体制を
整えることが求められ，平成16年12月に制定され
た「医療・介護関係事業者における個人情報の適
切な取り扱いのためのガイドライン」においても
医療機関などが遺伝学的検査を行う場合には，遺
伝カウンセリング体制を整備することが義務付け
られている。このような流れの中で，千葉大学医
学部附属病院においても，関連各科の話し合いの
結果，2003年 4月に遺伝カウンセリング室が遺伝
子検査室とリンクさせて検査部内に立ち上がり，
約2年が経過した。 1）遺伝病とその遺伝形式，
発症リスクに関する説明， 2）最新の遺伝子検査
関連情報の提供と検査の実施， 3）遺伝子検査前
後の心理的・社会的サポートなど，学内の症例だ
けですでに104症例と徐々に軌道にのってきたた
め，病院のホームページに遺伝カウンセリング室
の案内を掲載した結果，一般の方からの問い合わ
せも増えている。遺伝カウンセリングの対象領域
はきわめて多岐にわたるため，神経内科，周産期
母性科，小児科，泌尿器科，医療福祉部，薬剤部，
耳鼻科，眼科などの関連領域の先生方との連携が
重要と考えている。詳細については検査部遺伝カ
ウンセリング室（043-226-2325または内線6273）に
お問い合わせください。
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