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研究成果の概要（和文）： 
血清サンプルを用い解析し、肝疾患の進行を規定する有用なペプチド断片を多数同定した。その

中で、特に、肝疾患進行のマーカーとし ITIH4のペプチド断片を同定した。この分子には、糖鎖

修飾もみられており、このペプチドをマーカーとして利用することで臨床的に肝硬変や肝細胞癌

の診断することに有用であった。予後推定や治療法選択におも応用範囲が拡大できることが期待

される。また、肝細胞癌の治療に対する分子標的になると考えられた。 
研究成果の概要（英文）： 
We have found many fragments of peptides that determine the severity of liver diseases. 
Among them, we identified and focused on the fragment of ITIH4. This peptide has specific 
sugar chains that change according to the liver disease status. This is very useful for the 
diagnosis of liver cirrhosis and hepatoma and the therapeutic strategy. This molecule 
would be the promising molecular target. 
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１．研究開始当初の背景 

国内外のゲノム情報基盤の整備とトランスクリ

プトーム解析の確立によって、ヒントになる疾患

組織・細胞内での遺伝子発現の挙動がみられ

るようになったこと、タンパク質のＭＳ技術が進

んだため適切な分画を行えばタンパク質のディ

ファレンシャル解析が出来るようになりつつある

こと、分離ができればＭＳによる同定が精度よく

行えることから、適切な病態モデルと発症時間

にそった疾患サンプルがあれば「疾患パスウェ

イ」の解析が出来る状況が可能になった。 

そこで、われわれは、最新のプロテオミクス解

析を用いデファレンシャルプロテオーム解析シ

ステムを構築し、時間軸にける肝疾患における

「疾患パスウェイ」を解析してきた。具体的には、

2 次元電気泳動(NEpHGE と EttanDIGE)、プロ

テインチップを用いた Surface-enhanced laser 

desorption/ionization time-of-flight mass 

spectrometry (SELDI or SELDI-TOF MS)、また 

2 次 元 HPLC と Matrix Assisted Laser 
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Desorption/ Ionization(MALDI)を組み合わせ

た 2D-HPLC-MALDI-TOF-MS 法の 3 種類

の方法を開発応用している(特許出願中)。この

方法では低分子量から高分子量までのペプチ

ド・タンパクを包括的かつ網羅的に解析できる。

また、経時的、疾患的にデファレンシャルプロテ

オームによる解析が可能であり、差異の解析技

術も確立させている。しかしながら、この方法で

の解析は、まだこれからというのが現状である。 
 
２．研究の目的 

近年、病態プロテオミクスにおける血中ペプ

チドの重要性が明らかになってきている。特に

癌の局所環境においては、数々のプロテアー

ゼによって特に細胞内や細胞外のタンパクを分

解し、低分子量のタンパクを多数分泌や産生を

しており、いわゆるペプチドームの産生源となっ

ている。また、それぞれのペプチは疾患特異的

に切断されており、また糖鎖やリン酸化などのタ

ンパク修飾なども特異的にみられる。これらの

ペプチドームの発現解析とは、これまでのバイ

オマーカーより、より鋭敏で特異性が高いと考

えられている。一方、膵癌の病態進行による個

人による異なる進行度（時間軸）をモニターでき

る有用な血液バイオマーカーはない。 

一方、膵癌による死亡者数は年々増加して

おり、有用な腫瘍マーカーや画像診断もないた

め、早期発見が困難であり、発見時に進行して

いることが多い。さらに膵癌は化学療法や放射

線療法の発達した現在においてもその予後は

極めて悪い癌の一つであり、１年生存率は 50%

を下まわっているのが現状である。このような現

状の上では、膵癌の予後改善には、早期発見

をする方策を開発するしかないと考えられる。 
そこで本研究ではこの血液中ペプチドミクス解
析により新たな膵癌発症の病態を解析し病態責
任分子を明らかにし、最終的に病態進行や膵癌
発症の早期バイオマーカーを探索して臨床応
用することを目的とする。 
 
３．研究の方法 
現在まで当科に保存されている、正常者、慢性

肝炎、肝硬変、肝がんの患者血清からタンパク

を 抽 出 す る 。 我 々 は 、

2D-µHPLC-MALDI-TOF-MS（質量分析計）を

用いたハイスループットの検出系をすでに確立

しており、この系を用いて解析する。病期が進展

するのに伴い、特に低分子のペプチドの発現を

プロファイリングする。特に癌化との関連ペプチ

ドに注目する。B 型肝炎および C 型肝炎別にも

検討する。具体的には以下の方法を用いる。 

＜2D-µHPLC-MALDI-TOF-MS＞ 

血清サンプルを前処置後 SCX および C18 カラ

ムを用いた 2D-µHPLC により 6x190=1140 の分

画に自動装置によってわける(AccuSpot)。それ

ぞれの分画を質量分析計(AXIMA CFR 

plus:reflectron mode)にかけ、結果をディファレ

ンシャル解析ツールにより解析した。その後に再

調整することなく MSn測定により、タンパク・ペプ

チドの構造決定をした。これらの一連の過程は

すべて自動化で施行している。（自動多次元タ

ンパク質MSプロファイリングシステムを筑波大学

と共同で開発した）。本法によって、包括的かつ

網羅的なプロテオーム解析が可能になるが、検

体処理速度は 1週間に 2検体が可能である。本

研究では特に質量 5000 以下のペプチドを中心

に網羅的に解析する。 

＜ペプチドの同定＞ 

質量分析計によるタンパクの同定は、ペプチド

マスクフィンガープリント法(PMF)とアミノ酸内部

配列解析を施行する。具体的には、PMFはタン

パク質を特異的切断酵素で処理し、データベ

ースから予想されるペプチドの質量と実測値を

比較し、既存のデータベースより同定する。また、

アミノ酸内部配列解析は、ペプチド断片をさら

にペプチド結合の位置で分解し、アミノ酸内部

配列解析を施行する。これにより未知のタンパ

ク質も構造を明らかにする。 

その後、翻訳後の修飾の有無について検討す

る。具体的にはMS法とHPLC-MS法を用いる。

これにより、燐酸化、脂肪酸付加、糖鎖付加、

プロセッシングなどの一般的な翻訳修飾の検

出・解析をする。また、MS/MS 法を用い修飾の

種類だけでなく、その位置まで決定する。さらに、

HPLC-MS 法により酵素消化ペプチドを分離し

て、分析することにより、修飾部位の同定や、修

飾状態の詳細を明らかにする。 
 
４．研究成果 
(1)ペプチドの同定 

上記記載方法にて、肝細胞癌、肝硬変、慢性

肝炎の血清サンプルを前処置後 2D-µHPLC に

より 1140に分画し、それぞれの分画を MALDI

プレートにスポット後、質量分析による計測

を行い、その結果をディファレンシャル解析

ツールにより解析した。その後に再調整する

ことなく MSn測定により、タンパク・ペプチド

の構造決定をした。これらの一連の過程を自

動化した 2D-µHPLC-MALDI-TOF-MS 法によって

行った。この方法を用いて、正常者、慢性肝

炎、肝硬変と肝癌患者血清で増加し、診断に

有用なペプチド断片多数同定した。一例を示

すと、特に図に示すペプチド NRでは肝細胞癌

と慢性肝炎や肝硬変との鑑別が高い AUC にて

可能であった(図 1)。 

 

 



 

 

図１ 

 

(2)ペプチド ITIH4の解析 

また、その他のペプチド本ペプチドは ITIH4

の一部であり、糖鎖結合部位を持つことを解

析した(図 2)。本ペプチドを定量化する系を

確立し、検討したところ、正常、慢性肝炎、

肝細胞癌と明らかに高濃度であった(図 3)。

さらに免疫組織染色により肝細胞癌組織に

ITIH4 が発現することも確認した。このペプ

チドをマーカーとして利用することで ALT 正

常の慢性肝炎を 92％（ROC=0.9）の感度で検

出することが可能であった。また、肝細胞癌

と肝硬変は 84％（ROC＝0.7）の感度で分離可

能であった。また、上記マーカーと組み合わ

せると既存のマーカーである、AFPや PIVKAII

より高い感度を持って肝細胞癌の診断が可能

であった。また、AFP や PIVKAII 陰性例にお

いて高い陽性率を示した(図 4)。 
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図３ 

 

 

 

 

 

図４ 

 

 

(3)ITHIH4の糖鎖の解析 

さらに、このペプチド断片は二次元電気泳動

のパターンから、10の variantsに分離され、

多段階質量分析により、糖鎖修飾の差異に起

因することが明らかとなった。HCC113 例、

LC100 例、慢性肝炎 102 例における検討で、

これら 10 の peptide variants はそれぞれ異

なる動態を示し、中でも variant9、10は HCC

への進展とともに特異的に発現レベルが上昇

していた。この２つの peptide variantsを組

み合わせることで、 CH と HCC は 85％

（ROC=0.89）、LC と HCC は 84％（ROC=0.77）

の感度で分離可能であり、特に stage1の初期

の HCCでは vs. CH、vs. LCともに 100％の感

度で分離可能であった。 
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