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研究成果の概要（和文）： 
今回、我々は、新たに開発したペプチド解析プラットフォームを用いて、早期発見が困難とさ

れる膵癌患者の血清中に特異的にみられるペプチドを網羅的に解析した。その結果、膵癌患者

に特異的に増加したり、減少したりするペプチドを多数同定した。同定されたペプチドは、病

態 疾患ペプチドームを形成していると考えられる。今後、プロテオミクス解析を用いて、さ

らなる診断マーカーの開発や病態解明が発展することが期待される。 
研究成果の概要（英文）： 
We have found many fragments of peptides that determine the development of pancreatic 
cancer. Among them, we identified and focused on increase or decrease of the special 
fragments. These findings are very useful for the diagnosis of pancreatic cancers. These 
molecules would be the promising molecular target of diagnosis and therapy. 
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１．研究開始当初の背景 
 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指摘されている。早期発

見が困難とされている膵癌に関しては、臨床

的に有用なバイオマーカーが発見されていな

い。そこで、多くの研究者が、プロテオミク

ス解析法を用いることにより、血清を中心と

したバイオマーカーを探索している。 

一方、病態時における細胞においては、疾

患関連タンパクの分泌、プロテアーゼによる

分解が行われており、いわゆるペプチドーム

の産生源となっていると考えられている。細

胞由来のペプチドは、末抹消血中に移行し、

多くはアルブミンなどの高分子蛋白と結合し、

腎臓などで排泄されると考えられている。こ

の流血中のペプチドは、疾患とその病態に密

接に関連していることが推察され、さらに病

態や予後などの有用なバイオマーカーに成り

得ると思われる。特に疾患特性のプロテアー

ゼの影響を受けると考えられる。しかしなが
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ら、このような低分子量のペプチドを網羅的、

包括的に解析することはこれまで技術的にも

難しいとされてきた。そこで、我々は、患者

血中の低分子ペプチドを、包括的にハイスル

ープットで解析するシステムを構築した。 

一方、固形癌のなかで膵癌は早期発見が困

難で、かつ予後が不良である。そこで、膵癌

を早期に発見できるマーカーの開発が非常に

重要である。現在までに、膵癌の腫瘍マーカ

ーまたは腫瘍マーカー候補とされ発表されて

いるものを表１にまとめた。この中で実用化

されているものは、I 型糖鎖関連のものだけ

である。プロテオミクス解析によっても多数

の分子が同定されているが、実用化されてい

ない。 

２．研究の目的 
我々は、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 SELDI or SELDI-TOF MS、また 2 次元

HPLC と Matrix Assisted Laser Desorption/ 

Ionization(MALDI) を 組 み 合 わ せ た

2D-μHPLC-MALDI-TOF-MS 法の 3 種類の方

法を開発応用している。これらの方法では低分

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。 (Fuke H, 
Yamamoto N, et al. BBRC. 363, 738-44, 2007)。
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、最終的に膵癌診断、発症

予測や予後推定の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 
Ａ，対象は膵癌患者 26例とコントロールと
して健常者 11例および脂肪性肝疾患肝症例
18 例である。 
Ｂ，血清中ペプチド成分の網羅的比較解析方
法の確立（図 2） 
  ヒト血清中には多くの種類のタンパク
質・ペプチドが存在し、その存在比率は不均
一である。血清は約 100 mg/mlのタンパク質
濃度であるが、そのうちの約半分以上がアル
ブミン(50×109 pg/mL)であり、もっとも少な
いとされるインターロイキン 6 (5 pg/mL)と
を比較すると、ダイナミックレンジは 1010以
上となる。このような血清中のタンパク質や
ペプチド成分のプロファイルを探索するた
めに、われわれは血清中のタンパク質やペプ
チドを、電気泳動や HPLCを用いて可能な限
り分画し、それぞれの画分を質量分析するこ
とで多量に含まれるタンパク質成分の影響
を除き、微量のペプチドを検出可能にするも

のである。具体的な方法を以下に記載する。 
① 清サンプルの前処理 
血清は一回の分析につき、25μL を用いた。
その後、より確実にペプチド成分を回収する
ために、MAXμElution Plate および WCXμ
Elution Plateを用い血清処理を行った。限
外ろ過膜を用いて分子量 10,000以下のもの
だけを回収した。 
② 次元 HPLCによる分画と質量分析 
１次元目には SCXカラム、２次元目には逆相
カラムを用いて分画を行った。１次元目には
SCXカラム、２次元目は逆相カラクを用いて
分画を行った。最終的に 384の分画くを得た。 
 １枚のサンプルプレート上の 380サンプル
を質量分析計にて自動分析した。また内部標
準として Bradykinin fragment 1-7 と ACTH 
fragment 18-39 を用いた。 
③ディファレンシャル・ディスプレイ・ビュ
ワーによる解析 
Differential Display Viewer は、
MALDI-TOF/MS から出力される質量分析結果
を、ゲルビュワーのようにヒートマップで表
示して可視化するソフトウェアであり、縦軸
に液体クロマトグラフィーで分画されたフ
ラクション番号を、横軸に質量数（m/z）を
とり、ピーク強度（intensity）を表示する。
更に、本ソフトウェアは、健常人と患者とで
発現量の差異の大きいペプチドを大きいも
のから順にリスト表示することができる。ま
た、患者由来のタンパク質と正常人タンパク
質とを画面上で色の異なる(赤と緑など)疑
似カラーで着色して重ね合わせることによ
り発現量の異なるタンパク質を識別すると
いった機能も備わっている。また、それぞれ
のペプチドの疾患に対する感度、特異度を計
算し、有用なバイオマーカー候補を特定でき
る。それぞれの分子について AUC値を計算し
値の高く判別の可能性が高いものからリス
トアップした。このシステムに同定できるペ
プチドは、少なくとも 500個以上が含まれる
と推定される。それぞれのクラスターについ
ては、自動で選択し、ペプチドの m/zの範囲
は 0.3kDa、保持時間は 72sとした。 
④タンパク・ペプチドの構造決定 
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。具体
的には MS/MS結果を自動で Mascot検索を行
った。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。
本法によって、包括的かつ網羅的なプロテオ
ーム解析がはじめて可能になった。 
 
４．研究成果 
Ａ、肝疾患患者血清ペプチドの疾患プロテオ
ミクス 
上記方法を用い、膵癌における新規バイオマ
ーカーの同定を試みた。一例を示すと、図に

 

 



 

 

示すように健常者ではほとんど発現がみら
れないが、ほとんどの膵癌患者で上昇してい
るペプチドまた、その逆に膵癌で発現が低下
しているペプチドを多数みとめた。 

(1) 膵癌患者と健常者との比較。AUC 値の
カットオフを 0.8以上と設定すると以
下に示すペプチドがクラスターとし
て認められた。 

膵癌で増加したペプチド 25 ペプチド 
膵癌で減少したペプチド 93 ペプチド 

(2) 膵癌患者と脂肪性肝疾患患者との比
較。AUC値のカットオフを 0.75以上と
設定すると以下に示すペプチドがク
ラスターとして認められた。 

膵癌で増加したペプチド 88 ペプチド 
膵癌で減少したペプチド 243ペプチド 
また両解析に共通するペプチドも多数、同定
できている。また AUC値ており、現在さらな
る解析風である。個々のクラスターの具体的
な解析例を図に示す。これらの分子において
は、膵癌患者において健常人、脂肪肝患者と
比較して優位に増加または減少している。 
Ｂ，ペプチドの同定 
上記において、検出された疾患特異的ペプチ
ドについて、飛行時間型と四重極型イオント
ラップ型のハイブリッド質量分析計 AXIMA 
QIT を用いて、そのペプチドシークエンスを
決定した。その結果、膵癌マーカーとして、
新規のものが多数含まれていた。また、膵癌
細胞由来と考えられるペプチドを多数同定
できた。現在まで同定できたペプチドが含ま
れる分子のカテゴリー別一覧を示す（表）。
癌遺伝子から細胞内シグナル関連、血管新生
関連、代謝また免疫関連の分子など非常に多
岐に渡っていることが判明した。 
我々は、血清からペプチドームの包括的か

つ網羅的解析可能なプラットフォームを構
築した。この方法により、血清中の低分子ペ
プチドレベルまでのタンパク質の包括的お
よび網羅的解析が可能であった。この系を用
い膵癌患者の血清を用い膵癌特異的ペプチ
ドの同定を試みた。AUC 値のカットオフを
0.75と高く設定しても、血中における多数の
ペプチドの変化が認められた。今回われわれ
は、癌に対する生体反応など、非特異的に変
化しているペプチドを判別するため、脂肪性
肝疾患患者の血清もコントロールとして検
討した。その中で膵癌患者で増加しているペ
プチドを多数認めた。現在、その詳細な意義
および機能について解析中であるが、同定さ
れたペプチドは癌遺伝子、細胞内シグナル関
連、血管新生関連や代謝関連あんど非常に多
岐に渡っていた。すでに膵癌関連分子と報告
されているものもあり、本方法による解析の
妥当性が示唆され、疾患関連バイオマーカー
の探索に有用であることが示唆された。 
 実際の解析では、おどろいた事に膵癌にお

いて増加するペプチドのみならず減少する
ペプチドも多数認められた。これは、膵癌に
特異的なプロテアーゼやペプチダーゼなど
により、ペプチドの切断が特異的に変化して
いることを示していると考える。血清におい
てこのようなタンパク・ペプチドのダイナミ
ックな変化が確認されたことは、膵癌の病態
解明を研究するうえで極めて重要な知見と
考える。実際、今回同定された膵癌関連ペプ
チドはその AUC値の高さから既存のマーカー
である CA19-9 と比較しても感度、特異度と
も遜色なく、これらのマーカーを組み合わせ
て診断率が向上する可能性が示唆される。し
かし、新規バイオマーカーとしての地位の確
立には、さらに新規多数例での有用性の検討
が必要であると考える。また、そのペプチド
の変化の機序についてのさらなる研究が必
要である。実用化にはまだ時間がかかるが、
ペプチドームを基盤とした新しい医療が展
開されることが期待される。 
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表 
 

膵癌患者で増加しているもの 
Complement-related 
Inflammatory reaction 
Electron transport chain 
ECM-related 
Cholesterol Metabolism-related  
Neurotransmitter  
Tyrosine-protein kinase  
Angiogenesis-related 
Serine protease family  

 など 
 
膵癌患者で減少しているもの 

Finrinogen-related 
Cytoskelton-related 
Heme-related 
Ferritin-related 
Energy –enzyme 
Phosphoryrate-enzyme 
Neuron-relatede  
Metabolism-related  
Immunoglobulin-related 
Thyroid hormone-related 

Peptide X 

膵癌 vs. 健常者 

AUC=0.84 

膵癌 vs. 脂肪肝 

AUC=0.80 



 

 

Tumor-suppresor protein 
transporterPhosphoryrate-enzyme 
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