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病理組織における 
プロテオーム解析の意義と貢献

　病理組織診断は、腫瘍においてはその確定診断と

なる重要な意味合いをもっているが、近年において

はその組織像からの悪性度を含めた質的診断のみな

らず、組織において発現している蛋白を解析するこ

とにより、その腫瘍の生物学的特性を如実に解析す

ることができるようになってきた。その基本となる

のが、特定の組織からの蛋白抽出とプロテオーム解

析によるバイオマーカー探索である。本稿において

は、われわれの研究室で行っている病理組織におけ

るプロテオーム解析を紹介したい。

　齧歯類においては、化学物質による肝発がん過程

において、腫瘍に至る前がん病変として変異細胞巣

が重要視されている。ラットにおいては、さらにこ

の変異細胞巣に特異的に発現する GST-Pを前がん

病変マーカーとして免疫染色で認識し、GST-P陽

性細胞巣を前がん病変の指標としている（図１）。

われわれは前がん病変から発現し、腫瘍に至るの

に重要な役割を果たす蛋白を解析するために、レ

ーザーマイクロダイセクション法を用いて肝発が

ん過程にあるラット肝組織より GST-P陽性細胞巣

を切り出し、SELDI ProteinChip Systemあるいは

QSTAR Elite LC-MS/MSを用いてプロテオーム解

析を行った（図２）。その結果、前がん病変から発

現する cytokeratin 8（CK8）および cytokeratin 18

（CK18）を同定した（図３、図４）１）。また、同様

に、mitochondrial prohibitins1/2や septin 9がラッ

ト肝発がん過程に強く関与し、前がん病変から発現

していることを明らかにした２）。

　CK8および CK18は、免疫染色でサイズの大き

な GST-P陽性細胞巣および肝細胞がんに陽性に発

現することが確認され（図５）、新たな肝前がん

病変マーカーとしての意義が求められた。GST-P

陽性細胞巣と肝細胞がんにおける PCNA陽性細胞

の数を調べた結果、サイズの大きい（>20細胞）

GST-P陽性細胞巣で、CK8/18および PCNA陽性

細胞の有意な増加が見られた（図６）。腫瘍におい

ても、CK8/18および PCNA陽性細胞の有意な増

加が認められており、細胞増殖の増加が腫瘍の促

進に関与することが分かった。最近、CK8や CK18

が tumor necrosis factor receptor 2（TNFR2）と結

合することが報告され、JNK細胞内情報伝達およ

び NF kappa B活性化に関与すると考えられている

（Caulin C. et al, 2000）。すなわち、本実験で観察さ

れた PCNA陽性細胞数の増加は、今まで報告され

た研究データと一致していることが確認された。

また、ヒトの肝細胞がんでは免疫染色法を用いた

実験において、CK8/18の過剰発現が報告されてい

る（Athanassiadou P. et al, 2007）。CK8や CK18は中

間径フィラメントであり、正常肝臓組織では細胞膜

に強い発現が見られ（Abe M. et al, 1990）、in vitro

の実験と形質転換動物モデルの研究結果により、

CK8/18が肝細胞を多様のストレスおよび毒性物質

から守っていることが知られている（Lau A. et al, 
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活性化により正常細胞ががん細胞に変更すると考え

られる（He T. et al, 2002）。すなわち、これらのこ

とよりラット肝発がんにおける CK8/18は GST-P陽

性細胞巣から肝細胞がんに進展する前がん病変の新

たなバイオマーカーになりうると考えられた。

　一方、マウスの化学物質による発がん過程におい

2007）。さらに、CK8や CK18の変異が肝臓病（ウイ

ルス性肝炎、肝硬変など）のリスク要因であること

が報告されている（Ku N. et al, 2003）。CK8が c-Jun 

N-terminal kinase（JNK）、p38および protein kinase 

C delta（PKCδ）のターゲットであり、リン酸化さ

れた CK8が CK18と結合し、そのコンプレックスの

図１　ラット肝発がん過程

図３　 SELDI ProteinChip Systemによるラット肝 GST-P
細胞巣および正常肝における蛋白発現解析

図５　 ラット肝前がん病変、肝細胞腺腫および肝細胞がん
における CK8/18の免疫染色

図２　微量組織サンプルからの蛋白発現解析

図４　 QSTAR Elite LC-MS/Msによるラット肝 GST-P細
胞巣および正常肝における蛋白発現解析

図６　 ラット肝前がん病変および肝細胞がんにおける
CK8/18と PCNAの二重染色
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ては前がん病変としての変異細胞巣として、好塩基

性細胞巣や好酸性細胞巣などが知られてはいるが、

マーカーとなる蛋白はこれまで明らかにはなってい

なかった。そこでわれわれは、DENによって誘発

したマウス肝がんのプロテオーム解析を施行し、ラ

ットと同様に CK8および CK18が発現していること

を明らかにした。また、これらが免疫染色にて好塩

基性細胞巣および混合型変異細胞巣、肝細胞腺腫、

肝細胞がんに発現していることを確認し、マウス肝

発がん過程における新しい前がん病変マーカーとな

ることを明らかした（図７）３）。

　動物組織からのプロテオーム解析の技術をヒトが

ん組織に適応することにより、ヒトがんに発現する

蛋白を同定し、腫瘍の臨床生物学的特性と比較する

ことにより新たなバイオマーカーとしての意義を解

析することができるようになった。われわれは、大

阪市立大学医学部附属病院で手術した原発性肺腺が

んを用いて、凍結生材料の腫瘍部と非腫瘍部のプロ

テオーム解析することにより腫瘍において発現が上

昇する蛋白126種類、発現が低下する蛋白11種類を

同定した。新たな腫瘍マーカー開発を目指し、腫瘍

で発現上昇している蛋白で、分泌蛋白となりうるも

ののなかからプロテインＸを同定した。この蛋白

は、これまで乳がんで発現上昇していることが報告

されているが、肺がんにおいてはまだ報告がない。

原発性肺腺がん268症例の腫瘍の臨床病理学的特性

と免疫染色による腫瘍における蛋白発現程度を検討

した結果、プロテインＸはさまざまな臨床パラメー

ターとは相関しないが、予後とは負の相関があるこ

と明らかになった。すなわち、原発腫瘍において発

現程度が強いほど予後が良いことが示された（投稿

中１）。さらに、われわれはこのプロテインＸを血

清中で同定し、腫瘍マーカーとして予後と相関する

ことを明らかにした（投稿中２）。プロテインＸの

組織における免疫染色による発現が予後と逆相関す

るのは、予後の悪いものほど血清中に分泌されてい

ることを示しているものと考えられた。このよう

に、腫瘍組織のプロテオーム解析により新しいバイ

オマーカーを開発することができるとともに、その

なかから治療のターゲットとなる蛋白の同定につな

がることが明らかになってきている。

　これまで、組織からのプロテオーム解析は、凍結

生組織を用いることが必要であった。しかし病理学

においては、その組織診断の重要性からほとんど

の病理組織材料はホルマリン固定パラフィン包埋

（FFPE）に供せられる。そこで、われわれは FFPE

材料からのプロテオーム解析の手法を開発した。凍

結材料に比べれば、やや同定できる蛋白の数は劣

るが、FFPE材料からのプロテオーム解析の有用性

は、計り知れないものがある。FFPE材料からミク

ロトームで厚さ10μmで薄切し、腫瘍部分をニー

ドルダイセクションあるいはマイクロダイセクショ

ンにて切り出し、蛋白を抽出する。抽出に必要な試

薬に工夫が加えられている点が、凍結材料を用いる

場合と違うところである。これによって、これまで

に蓄積されてきた莫大な数の病理組織材料をプロテ

オーム解析の対象とできるようになった。

　糖尿病の合併症としての腎症の本態の一つが、糖

図７　 マウス肝前がん病変、肝細胞腺腫および肝細胞がん
における CK8/18の免疫染色
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尿病性糸球体硬化症である。糖尿病性糸球体硬化症

はメサンギウム基質の増加と基底膜の肥厚からなる

が、その原因は未だ十分には解明されていない。腎

臓は糸球体以外に多くの部分を尿細管が占めてい

る。そこで、糖尿病性糸球体硬化症に陥った糸球体

のみをレーザーマイクロダイセクション法により切

り出し、糸球体に発現してきている蛋白の変化を解

析することにした。材料は病理解剖された糖尿病患

者の腎臓で、FFPE材料である。レーザーマイクロ

ダイセクションにより、糸球体のみ切り出すことが

できる。今回の解析で新たにプロテインＹを同定

し、糖尿病性腎症における発現と病態進展との関係

を解析した（投稿中３）。さらに、現在、他の腎疾

患におけるプロテインＹの役割についても解析を検

討している。このように、腫瘍のみならずあらゆる

病理組織の FFPE材料からのプロテオーム解析が可

能となった。また、QSTAR LC-MS/MSシステムの

導入で微量な蛋白からの解析が可能であるため、あ

らゆる材料を対象としてプロテオーム解析が可能と

なっている。
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