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臨床応用に向けた肺癌のプロテオーム解析
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ABSTRACT ━━ Proteomic analysis is a comprehensive analysis of proteins. Recent advances in this field enable
its application to clinical samples including surgically resected specimens and body fluids. In clinical applications
its main techniques consist of 2-dimensional polyacrylamide gel electrophoresis (2-DE) and mass spectrometry
(MS). Using 2-DE and surgically resected lung cancer specimens we identified napsin A, which was specific for
primary lung adenocarcinoma, and reticulocalbin, which was related to resistance to platinum-based adjuvant
chemotherapy. Furthermore, using MS we attempted to explore biomarkers for the selection of postoperative ad-
juvant chemotherapy with uracil-tegafur (PAC), and clarified that patients with no expression of either vimentin
or myosin IIA showed a significantly better outcome, regardless of PAC. Though we hope that proteomic technol-
ogy will contribute to the establishment of both a new screening method for the early detection and individual-
ized therapy of lung cancer, several technical issues for the investigation of clinical samples have not yet been re-
solved. The main issues concern the dynamic range for analysis of clinical samples. It is important that the pur-
pose of the proteomic analysis is clarified, and appropriate sample preparation suited for the purpose is essential.
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要旨━━プロテオミクスとは蛋白質の包括的解析と解
され，同分野における最近の進歩は外科切除材料や体液
などの臨床検体を対象とした解析を可能にした．臨床応
用に現在使われている主なプロテオーム技術は 2次元電
気泳動法と質量分析法である．私たちは 2次元電気泳動
法と外科切除材料を用いて原発性肺腺癌に特異的な
napsin A を，また白金製剤による化学療法に対する薬剤
耐性関連蛋白として reticulocalbin を同定した．さらに質
量分析法を用い uracil-tegafur（UFTⓇ）による術後補助
化学療法を選択するためのバイオマーカー探索を試み，
vimentin と myosin IIA がともに発現していない症例は

UFTⓇの投与なしでも非常によい予後を示すことを明ら
かにした．プロテオームの技術は肺癌の早期発見のため
の新しいスクリーニング法や個別化治療の確立に貢献す
ることが期待されているが，臨床検体の解析にはいくつ
かの技術的な問題点，主としてダイナミック・レンジに
関する問題点をまだ残している．解析目的を明確にし，
その目的に焦点を合わせたサンプル調整が不可欠と考え
る．
索引用語━━プロテオミクス，バイオマーカー探索，
napsin A，reticulocalbin
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はじめに

呼吸器悪性腫瘍による死亡数は癌死の中で第 1位を占
め，早期発見と治療戦略の抜本的な変革なくしてこの疾
患群の撲滅はありえないと考えられている．検診レベル
に応用可能なスクリーニング法としてCT検診の可能性
が検討されているものの，いまだに胸部単純X線写真と
喀痰細胞診に頼るところが大きい．また，治療法の選択
では腫瘍の生物学的性格を正しく評価し，個々の症例に
最も適した治療法を選択する新しい治療戦略（個別化医
療）の確立が待たれている．
この両者の実現に向けては，スクリーニングのための

血清バイオマーカーあるいは個別化医療における治療法
選択の判定基準となるバイオマーカーの探索，そして確
立が急務である．バイオマーカー探索においては腫瘍細
胞の持つ生物学的機能を直接司る蛋白質分子の包括的解
析であるプロテオーム解析が，核酸レベルの解析と比較
し有利な面も多いとの考え方に基づき，ここ数年肺癌臨
床検体のプロテオーム解析が盛んに行われるようになっ
た．それは 2次元電気泳動法や質量分析法に代表される
蛋白質解析の技術的な進歩によるところが大きい．ここ
では大きく変わることが求められている肺癌の治療戦略
に重要な役割を果たすことが期待される，バイオマー
カー探索に焦点を当てた肺癌のプロテオミクス解析につ
いて私たちがこれまでに行ってきた解析を例に述べるこ
とにする．

臨床検体を用いた蛋白質解析の方法

現在臨床検体を用いたプロテオーム解析は 2次元電気
泳動法によるゲルプロテオミクスと質量分析による方法
に大別できる．質量分析による方法で現在臨床検体，
特に液状検体の解析に汎用されているのが SELDI
（surface-enhanced laser desorption�ionization）TOF-MS
（time-of-flight mass spectrometry）法と LC-MS（liquid
chromatography mass spectrometry）法である．前者は
チップ表面に固相化した化学官能基や分子で試料中の特
定の性質を持つ蛋白質分子を捕捉・精製し，その後レー
ザー照射することで捕捉された分子の脱離とイオン化を
行う．イオン化された分子は通常TOF-MSにより解析さ
れる．液状の臨床検体を用いた蛋白質発現プロファイリ
ングによるバイオマーカー探索に有利とされるが，蛋白
質分子そのものの同定が困難である．1 従って臨床応用
には SELDI の装置そのものを病院の検査室に持ち込む
必要が出てくる．そこで私たちは基本的にゲルプロテオ
ミクスあるいは LC-MS�MS解析により蛋白質分子の同
定を行い，検証し，この蛋白質分子に対する抗体による
アッセイ系を構築するという手法でバイオマーカー探索

を進めてきた．

2 次元電気泳動法と肺癌組織分化関連蛋白質の解析

2 次元電気泳動法は 1次元目のゲルで蛋白質分子の持
つ電荷で，2次元目の SDS-PAGEで分子量によって分離
する蛋白質の解析手法であり，1970 年代の半ばにその方
法は確立されている．しかしながら臨床検体を用いた解
析は血漿蛋白質や炎症細胞・壊死物質の混入などによ
り，解析に耐えるゲルを作成することはかなり困難で
あった．私たちは 1989 年よりスウェーデン王立カロリン
スカ研究所病理部との共同研究で，外科切除材料を用い
たゲルプロテオミクス解析を開始した．2次元電気泳動
用のサンプル調整を工夫し，2 高解像度の解析が可能に
なったのは 1991 年頃からである．
このサンプル調整法を用い，肺癌組織型に特異的なゲ

ル上のスポットを特定する試みを行った．それぞれの組
織型に特徴的なスポットのパターンがあり，2次元電気
泳動パターンから原発性肺癌の組織型の診断も可能で
あった．3 組織学的分化度の高い症例ほど典型的な組織
型パターンを示すことが多いが，必ずしも形態学的診断
と一致するものではなかった．4,5

この解析の中で原発性肺腺癌に特異的に発現するス
ポットTA02 を切り出し，N末端側のアミノ酸解析を行
い，このアミノ酸配列に相当する合成ペプチドを免疫源
にマウスモノクローナル抗体を作成した（Figure 1）．
TA02 はアミノ酸解析時点では未知の蛋白質であった
が，その後 aspartic proteinase の一種である napsin A
と相同な蛋白質であることが示された．6 この抗体によ
る解析で napsin A は正常上皮では II 型肺胞上皮と一部
の尿細管上皮に発現していることが分かり，さらに原発
性肺腺癌の約 90％で発現することからサーファクタン
トアポ蛋白質（SpA：pulmonary surfactant-associated
protein A）よりも感度に優れ，他臓器腺癌・腺癌要素の
ない他組織型原発性肺癌ですべて陰性かつ神経内分泌癌
にも陰性であったことから，TTF-1 よりも特異度で優れ
る原発性肺腺癌のマーカーとなりうると考えている（Ta-
ble 1）．アルコール固定の細胞診標本では低分化腺癌で
も napsin A の発現が高率に確認され，さらに感度は上が
るようである（Figure 2）．napsin A は血中でも検出可能
であるが，腫瘍性疾患や炎症性疾患に伴う II 型肺胞上皮
の過形成が認められる場合でも血中の napsin A 濃度は
上昇し，原発性肺癌に特異的な血清腫瘍マーカーにはな
りえなかった．

効果予測因子としてのバイオマーカー探索

腫瘍の生物学的特性の違いや治療（薬物）の介入によ
り量的・質的に変化する蛋白質分子が，効果予測因子と
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Figure 1. Overview of the 2-dimensional polyacrylamide gel electrophoresis of primary lung 
adenocarcinoma (modified from reference 3). The proteins associated with histopathological dif-
ferentiation of primary lung cancer are indicated. TA01-05, TSq01-04 and TS01-04 show the loca-
tions of the 13 proteins associated with adenocarcinoma (circles), squamous cell carcinoma 
(squares) and neuroendocrine carcinoma (triangles), respectively. Sequentially, we investigated 
TA02 protein using anti-TA02 monoclonal antibody, and it was proved that TA02 protein was ho-
mologous with aspartic protease, napsin A.

Table 1. Comparison of the Positive Rates in Surfac-
tant Apoprotein A, Thyroid Transcription Factor 1 and 
TA02 (Napsin A)

TA02 (napsin A)TTF-1SpA

80-90%80-90%60-70%Primary Lung
Adenocarcinoma

(－)(＋) ＊(－)Metastatic Lung
Adenocarcinoma

(－)(＋)(－)Neuroendocrine
Carcinoma

SpA: surfactant apoprotein A; TTF-1: thyroid transcription 
factor 1. 
＊ TTF-1 shows positive immunoreactivity in metastatic 

lung cancer from the thyroid.

してのバイオマーカーの候補となりうると考えられる．
私たちは肺癌の術後補助化学療法の中心的役割を果た

している白金製剤に対し，耐性化すると発現が変化する
蛋白質スポットが効果予測因子になりうる可能性がある

と考え，肺癌培養細胞のCDDP耐性株とその親株の蛋白
質発現の比較を行った．その結果，発現が減少する蛋白
質と過剰発現する蛋白質を 2次元電気泳動ゲル上で検出
し，この蛋白質がそれぞれ reticulocalbin（RCN）と Glu-
tathion S transferase-π（GST-π）であることを，前出の方
法と同様の方法で同定し（Figure 3），さらに抗RCNマウ
スモノクローナル抗体を作成した．この抗体を用いた肺
癌切除標本（アセトン固定標本）の免疫組織化学染色で，
RCNの発現と術後補助化学療法後の予後との関係を評
価した．白金製剤を中心とした補助化学療法を施行しな
い場合，RCNの発現は予後に全く影響しないが，術後補
助化学療法施行群ではRCN陽性群が陰性群と比較し有
意に予後良好であった7（Figure 4）．
また，IB期肺腺癌の術後補助化学療法ではUFTⓇの経

口投与の有用性が示されている．8 I 期肺腺癌で術後の
UFTⓇ投与の有無と再発の有無によって 4群に分類した
時，無再発群で発現の低い蛋白質 3種類を同定し，この
内の 2種類（vimentin，myosin IIA）が市販抗体を利用す



Proteomic Analysis of Primary Lung Cancer Aimed―Hirano et al

430 Japanese Journal of Lung Cancer―Vol 49, No 4, Aug 20, 2009―www.haigan.gr.jp

Figure 2. Immunocytochemical reactivity against TA02 (napsin A). A: Well differentiated adenocarcinoma of the 
lung. B: Poorly differentiated adenocarcinoma of the lung. C: Metastatic lung adenocarcinoma from the colon. D: Meta
static lung adenocarcinoma from the breast. Positive immunocytochemical reactivity was shown in A and B.

ることが可能であり，免疫組織化学染色による検証実験
を行った．その結果この 2種類の蛋白質が陰性の症例は
術後補助化学療法の有無にかかわらず，100％の 5年生
存が得られていることが分かった9（Figure 5）．従って
vimentin，myosin IIA が両方とも陰性の場合UFTⓇによ
る術後補助化学療法は無用であるということができる．
この 2つの蛋白質が両方ともに陽性の場合UFTⓇによ
る術後補助化学療法によって予後の改善は得られるもの
の，有意な差でなかったことから術後化学療法の選択に
使える直接的なバイオマーカーとはいえなかった．両蛋
白質の発現は治療の有無に影響されていないことから単
に予後因子であるとしかいえない．
IB期肺腺癌ではUFTⓇ補助化学療法施行群で約

11.4％の 5年生存率の上積みがあることが知られてお
り，理想的な効果予測因子はこの 11.4％に入る popula-
tion を正確に予測可能であることが求められる（Figure
6）．治療の副作用によって予後の短縮する群がないと仮
定すれば，この 11.4％が術後補助化学療法によって予後
に影響が出る唯一の population である．従って現在標準
的とされ基本的に全例に施行する化学療法でも，実はこ
の 11.4％にのみに術後補助化学療法を施行されれば全
体では同様の効果があがると考えられる．今回の結果は

このようなプロテオーム解析により IB期肺腺癌の術後
補助化学療法としてのUFTⓇ投与を必要としない群
（Figure 6 中の C群）の約 10％を検出することを可能に
した意義は大きいと考えている．

臨床応用を目指すプロテオーム解析の今後

蛋白質の解析は遺伝子レベルの解析に比べ煩雑である
ために癌研究において敬遠されがちであった．蛋白質の
包括的解析（プロテオーム解析）は特に質量分析法の技
術的な進歩により，臨床検体の測定が可能になったと考
えられ，数年前から盛んに行われるようになった．
当初，体液であろうと組織標本であろうと単純に癌患

者由来の検体と正常者由来の検体の比較，あるいは癌
部・非癌部の比較によって両者を決定的に区別する蛋白
質分子が検出され，すぐに臨床応用が可能であるバイオ
マーカーや分子標的治療の新規標的蛋白質分子が同定さ
れるかのように思われた．しかしながら，このような考
え方に基づいた解析方法を繰り返しても実際に使えるバ
イオマーカーや新規標的蛋白質を検出することは極めて
困難なようである．このような考え方に基づいた解析で
は確かに解析した検体間では発現に有意な差があると判
断された蛋白質分子でも，設定された検体間の“ちがい”



Proteomic Analysis of Primary Lung Cancer Aimed―Hirano et al

Japanese Journal of Lung Cancer―Vol 49, No 4, Aug 20, 2009―www.haigan.gr.jp 431

Figure 3. A: Overview of the 2-dimensional polyacrylamide gel electrophoresis (2-DE) of H69 lung cancer-cultured 
cells. B: Central area in 2-DE gel in parent strain of H69. C: Central area in 2-DE gel in CDDP-resistant strain of H69. 
The intensity of spot a (circle) decreased remarkably in CDDP-resistant strain. On the other hand, the intensity of spot 
b (square) increased in CDDP-resistant strain. We investigated N-terminal of amino-acid sequence of these proteins, 
spots a and b were identified as reticulocalbin and glutathion-S-transferase-π, respectively. Modified from reference 7.

に由来しない“ちがい”に基づいていたりする可能性が
否定できない．検証実験で検証できないことが多く，ま
た検出される多くの蛋白質分子は生体内で比較的多量に
存在する蛋白質であった．このような手法で解析してい
る限り，解析のダイナミック・レンジの不足などの技術
的な問題が残ることは否めず，今後の技術革新に委ねら
れている部分が大きいと考える．
現状の解析技術を使っての探索では圧倒的に多量に存

在する蛋白質（たとえば古典的な血漿蛋白質）の deple-
tion や目的とする蛋白質の濃縮といったことでターゲッ
トとなる蛋白質を絞り込み，その後プロテオーム解析を
適応することが重要と考えられる．目的とする蛋白質は
どんな性質を持つ分子か，それによって選択された方法
で前処理された検体は目的蛋白質が enrich され，現状の
解析技術でも目的蛋白質検出の可能性が高まる．解析目
的に応じてフォーカスを絞り，前処理をした臨床検体を
用いたプロテオーム解析が必要と考えている．
また，臨床検体のプロテオーム解析は組織検体では生

標本に限られていた．従って微小検体や希少症例ではプ
ロテオーム解析用の検体を確保することが困難なことが
多かった．最近ホルマリン固定された標本を用い目的部
位をレーザー・マイクロダイセクトした後タンパク質可
溶化緩衝液（Liquid TissueTM）で可溶化し，質量分析器
で解析する方法が開発されている．マイクロダイセクト
においても熱変性の少ない細胞採取によって約 30000 細
胞を集めることで質量分析が可能になり，生検体から得
られる解析とほぼ同等の解析が行えるという．ホルマリ
ン固定で保存される日常の病理組織診断に供された残り
の標本が質量分析に応用可能となれば，質量分析による
蛋白質の包括的解析の応用範囲が飛躍的に広がることが
期待できる．

おわりに

肺癌診療は気管支鏡やCTの進歩，分子標的治療薬を
含めた薬物療法の選択肢が増えたものの，基本的な治療
戦略決定の指標がTNMの各因子の評価による病期
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Figure 4. Disease-free survival curves after surgical treatment in pathological stage IA-I I IB non-small cell lung can-
cer cases with postoperative adjuvant chemotherapy based upon platinum (A) or without any adjuvant chemotherapy 
(B) (modified from reference 7). When cases with platinum-based adjuvant chemotherapy were evaluated, 
reticulocalbin-positive cases revealed a statistically significant higher survival than reticulocalbin-negative cases (p ＝
0.007). On the other hand, we could not detect any statistically significant difference in survival between cases with or 
without expression of rericulocalbin.

 Figure 5. Disease-free survival curves after surgical treatment in pathological stage I lung adenocarcinoma cases 
with postoperative adjuvant chemotherapy using uracil-tegafur (A) or without any adjuvant chemotherapy (B) (modi-
fied from reference 9). a: Cases lacking both myosin I IA and vimentin expression, b: Cases negative for myosin I IA ex-
pression and positive for vimentin expression, or positive for myosin I IA and negative for vimentin expression, c: Cases 
positive for both myosin I IA and vimentin expression. Disease free survival rate at 5 years in cases lacking both myosin 
I IA and vimentin expression was 100% in both A and B. When the cases showing positive expression of both proteins 
were evaluated, there was a 5-year-survival rate benefit of approximately 19% in patients who had undergone postop-
erative adjuvant chemotherapy using uracil-tegafur, but there was no statistically significant difference between pa-
tients who had and who had not received postoperative adjuvant chemotherapy using uracil-tegafur.
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Figure 6. Overall survival curves after surgical treatment in pathological stage IB lung adeno-
carcinoma cases with postoperative adjuvant chemotherapy using uracil-tegafur (A) or with sur-
gery alone (B) (modified from reference 8). If we can postulate that the possibility that death due 
to adverse effects of adjuvant chemotherapy approaches zero, the patients who belong to area A 
can be considered non-responders for adjuvant chemotherapy. Therefore, only the patients con-
tained in area B would seem to benefit from chemotherapy, and it is this group that we must 
identify before treatment. Our final aim is that patients who belong to area B are accurately iden-
tified using new biomarkers and that only responders undergo adjuvant chemotherapy.

（stage）分類に基づいて構築されることに大きな変化は
ない．TNM分類は定期的に微調整がされているが，2010
年改定されるTNM分類による staging にしても画像診
断を中心とした基準で判断される腫瘍の進行状況の現状
把握である．現在の肺癌治療戦略は最初に小細胞癌と非
小細胞癌に大きく 2分されるが，それ以外に腫瘍の生物
学的性格を反映する因子がないままに肺癌治療の標準治
療は規定されている．個別化治療の実現のためには現状
の病期分類を基礎に各種バイオマーカーを判断基準に治
療法選択・手術術式選択・治療薬選択が行われることが
求められよう．肺癌診療において早期発見と新しい治療
戦略としての個別化治療に貢献するバイオマーカー探索
のために，プロテオーム解析に期待されるものは大きい．
しかしながら従来の臨床検体を用いた発現プロテオミク
スの解析手法でバイオマーカーを拾い上げるにはさらな
る革新的技術革新がなければ限界がみえている．現状の
プロテオミクスの技術水準を見据えた上で，基礎医学の
研究者と臨床家が主導で探索目的にかなった臨床検体処

理をデザインし，プロテオミクスによるバイオマーカー
探索がさらに展開されていくことを期待したい．
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