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はじめに
　癌は多彩な疾患で，同一臓器・同一病期であっても
その病態は様々である．各個人に発生するがんの個性
を適格に捉えることができれば，最適な治療法や効果
的な予防法を各患者個別に提供できる可能性がある．
われわれの研究室では，臨床検体に真摯に向き合い，
タンパク質網羅的解析（プロテオミクス解析）や代謝
物網羅的解析（メタボロミクス解析）を基盤として，
創薬標的やがん 2 次予防・早期診断，精密医療に資す
るバイオマーカー探索を進めている．特に，「ベンチか
らベットへ」を目指す translational research だけでな
く臨床サイドのアンメッドメディカルニーズにこたえ
るべく「ベッドからベンチへ」を目指す reverse 
translational researchにも積極的に参画し，「双方向性
橋渡し医学研究を通じてオリジナル医療の実現」を目
標に研究を行ってきている．
　「①がん 2 次予防（がん検診）に有用なバイオマー
カー開発」，「②がん転移活性を予測し再発を予防する
バイオマーカーの開発」，「③プロテオミクス解析とメ
タボロミクス解析による創薬標的の探索と抗悪性腫瘍
剤の耐性機構の解明」，「④液性バイオプシー（liquid 
biopsy）検体を用いたがん病態診断マーカーの探索」，

「⑤早期診断バイオマーカー検証プラットフォームに
よる迅速検証と実用化支援」をメインプロジェクトに
据え，5 つの研究テーマを有機的に連携させながら研
究の最大化を図っている．本総説では，上記について
解説する．

1-A．  がん 2次予防（がん検診）に有用なバイオマー
カー開発

　がんに対するもっとも有効な治療戦略として，でき
るだけ早期からの治療介入があげられる．そのために
は早期診断に貢献する技術革新が欠かせない．一部の
がんでは過剰診断による早期治療の弊害が指摘され始
めてきているが，難治がんに対する早期診断法の確立
は急務と言える．膵がんは，死亡数はこの 30 年で約 3

倍に増加しており（出典：国立がん研究センターがん
情報サービス「がん登録・統計」（人口動態統計）），5
年生存率が 9.2％と主要がんの中で最も生存率が低い
難治がんの代表といえる．しかしながら，米国予防医
学専門委員会（United States Preventive Services 
Taskforce，USPSTF）は無症状の集団に対して，画像
検査を利用した膵がん検診を推奨していない．その理
由としては，膵がんの，年齢調整罹患率が 12.9 人/10
万人と低頻度であり，無症状の一般集団への造影 CT，
M R C P （ m a g n e t i c  r e s o n a n c e  c h o l a n g i o ­
pancreatography），EUS（endoscopic ultrasound）に
よるスクリーニングによる潜在的な有益性は，潜在的
な有害性を上回るものではないと結論付けたからであ
る1．一方で，一般集団に比較して 5 倍以上の膵がんリ
スクを持つ集団や，生涯膵がん発生リスクが 5％を超
える集団には膵がんスクリーニングが有用である可能
性が取りざたされている2．事実，家族性膵がん家系

（第一度近親者に 2 名の膵がんが発症）の膵がんリスク
は 6.3 倍と有意に高く，膵がんスクリーニングの実施
が検討されている3．膵がんの高リスク集団には，先述
した家族歴等があげられるが，家族性膵がん集団は全
体の 7％程度であり4，9 割以上が散発性膵がんである
ことを考え合わせると，家族歴によるリスク層別化だ
けでは十分とは言い切れない．すなわち画像検査前に

「膵がん発症に対して 5 倍以上の相対リスクを持つ高
リスク群」を，無症候性集団から濃縮できれば，効率
的な膵がんスクリーニング法を開発できる可能性があ
る．特に慢性膵炎や膵囊胞，膵がんの発生母地となる
IPMN（intraductal papillary mucinous neoplasm）は，
膵がん発症リスク疾患であるため，高リスク群やリス
ク疾患を画像検査前に非侵襲的な方法で濃縮できれ
ば，効率的な医療資源の投入と緊密なフォローアップ
による早期膵がんの検出が可能になると考えられる．
　また昨今の新型コロナウイルス感染症の拡大によ
り，がん検診の機会が減少していることが報告されて
いる．がんの発見が遅れ，将来がんによる死亡者数が
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増加する事態を懸念され始めた．血液検査のような非
接触型のがん検診の実現により，発症リスクの高い集
団へのがん検診法の開発も今後は視野に入れて検討す
べきであろう．

1-B．  膵がんやリスク疾患により異常切断を受ける
apolipoprotein A2-2量体（apoA2-isoforms）の
発見

　われわれはトップダウンプロテオミクスの手法を用
いて，膵がんと健常者間の血液中の apolipoprotein A2

（apoA2）-2 量体の C 末端アミノ酸に特徴的な切断がな
されることを発見した5．ApoA2 は肝臓で生成された
のち，血液中を 2 量体で循環する．その C 末端アミノ
酸配列は最も重い重鎖（apoA2-ATQ/ATQ），中間鎖

（apoA2-ATQ/AT），さらに軽い軽鎖（apoA2-AT/AT）
が健常者血液中を循環する（apoA2-isoforms）6（図 1）．
　膵がんやリスク疾患になると同C末端アミノ酸の切
断様式が変化し，切断がされづらくなり apoA2-ATQ/
ATQ が有意になる切断抑制タイプと，切断が亢進し
apoA2-AT/AT が有意となる切断過剰タイプとなる集
団が増えてくる．切断過剰タイプと切断抑制タイプの
いずれの様式にしても，結果的にその中間鎖である
apoA2-ATQ/AT は減少する（6）（8）（図 2A）．
　この現象は膵がん患者にのみ観察される現象ではな
く，膵がんリスク疾患である膵囊胞や慢性膵炎，IPMN
にも一定頻度で確認できる．一方で膵がん以外では，
異常切断様式は観察できなかった6．そもそも膵実質に
はタンパク質の C 末端を切断するカルボキシペプチ
ダーゼが豊富に存在する．術前放射線療法を実施する

と apoA2-AT/AT が有意な過剰切断状態から apoA2-
ATQ/ATQ が有意な切断抑制状態に顕著にシフトす
ることが確認されている．これは，放射線照射後によ
り惹起される膵外分泌機能の低下により，apoA2-
isoforms の切断が低下したものと考えられている．手
術中に採取された膵液を in vitro で apoA2-ATQ 標準
ペプチドに添加するとその消化が確認された10．本現象
は apoA2-isoforms の切断様式が膵外分泌機能を鋭敏
に反映している可能性が高いことを示している．同様
に，自己免疫性膵炎でも重鎖タイプの apoA2-ATQ/
ATQ が有意に確認され，自己免疫性膵炎が膵外分泌
機能低下によるものとしても矛盾はない11．

1-C．  apoA2-isoformsを計測するための ELISA検査
系の開発と国際共同研究によるブラインド試験

　質量分析による切断様式の測定は探索系には威力を
発揮したが，実臨床に応用するためにはスループット
が悪く標準化が難しい．そこでわれわれは特異抗体を
用いて apoA2-isoforms の血液濃度を測定する apoA2-
isoforms ELISA（enzyme-linked immunosorbent 
assay）を東レ（株）とともに開発した．全国 7 施設か
ら収集した膵がんや類縁疾患の血液検体を用いて
ELISA の診断精度を検証したところ，健常者から膵が
ん 患 者 を 判 別 す る ROC 解 析（receiver operating 
characteristics）の AUC（area under the curve）は
既存バイオマーカーである CA19-9（carbohydrate 
antigen 19-9）と比較してもいずれの臨床病期でも高
かった（図 2B，C）．また，apoA2-isoforms と CA19-9
を組合わせることで，特異度を下げることなく感度を

図 1　膵がんリスク疾患における血液循環中の apoA2-isoforms の特徴的 C 末端アミノ酸の切断．（PLos One．（文献 6）
より転載 ©2012 Public Library of Science）浸潤性膵管がん（PDAC）またはリスク疾患では，切断過剰パターン
もしくは切断抑制パターンに傾く．よって中間鎖の apoA2-ATQ/AT が減少する．
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上昇させることができた9．
　米国国立がん研究所（National Cancer Institute，
NCI）には，早期診断バイオマーカーの探索から臨床
開発，バイオマーカー診断精度のブラインド検証を公
的研究費で実施する研究コンソーシアムとして早期診
断 研 究 ネ ッ ト ワ ー ク（Early Detection Research 
Network，EDRN）が組織されている．NCI EDRN が
バイアスなく検体集積するためのガイドラインとデー
タの取り扱い基準を設定し，血液，尿などの各種のが
んや類縁疾患，健常者で構成されるリファレンスサン
プルを収集し管理している8．有望なバイオマーカーが
発見された場合には，それらバイオマーカーの臨床性
能を迅速に検証するために，リファレンスセットの供
出とデータ解析を公的研究費でブラインド検証をして
くれる．われわれは，NCI EDRN が収集したリファレ
ンスサンプルセットを用いて apoA2-isoforms の盲検
を行ったところ，CA19-9より膵がんを健常者から判別
する AUC は高く，CA19-9 と apoA2-isoforms を組み
合わせることで，CA19-9単独で検査するのに比較して
有意に AUC を上昇させることを確認した（0.0978，
95％信頼区間　0.04～0.169）9．
　また WHO（World Health Organization）の機関で
ある IARC（International Agency for Research on 
Cancer）が進めている欧州最大のコホート研究である
EPIC s tudy（The European  Prospec t ive 
Investigation into Cancer and Nutrition. https://epic.
iarc.fr/）が収集した血液検体から，膵がん診断 5 年前
までの検体と膵がん発症のない血液を用いてネステッ

ド・ケース・コントロール研究を行ったところ，最大
3 年以上前でも apoA2-isoforms が反応する症例が存在
することを明らかにした12．

1-D．apoA2-isoformsを用いた実験的膵がん検診
　ApoA2-isoforms の臨床性能が国内および国外の検
体を用いて検証されてきたが，実際の検診現場で使用
した際の性能についてはわからないことが多い．そこ
で，神戸大学を中心とした検診施設で，apoA2-isoforms 
ELISA を利用した実験的膵がん検診研究を 20 歳以上
の男女に前向きに実施した．ApoA2-ATQ/AT のカッ
トオフ値は 35 μg/mL 以下とし，カットオフ値未満の
被験者には，造影 CT，MRCP または EUS のいずれか
の 2 次精密検査を勧めた．本研究には 5,120 名の成人
男女が登録され，35 μg/mL 以下で陽性と判定された
被験者は 84 名（陽性率 1.5％）であった．そのうち 54
名が 2 次精密検査を受けたが，この中から膵がんおよ
び膵がんリスク疾患として 1 例の浸潤性膵管がん，14
例の膵囊胞性病変（9 名の IPMN を含む），3 例の慢性
膵炎が発見された．また膵がんリスク疾患とは診断で
きなかったが，その他に膵臓の異常画像所見が 8 例指
摘され，その内訳は 2 例の早期慢性膵炎疑診とそれぞ
れ 1 例毎の膵神経内分泌腫瘍，膵体尾部形成不全，膵
腫瘤，膵脂肪浸潤であった（図 3）．膵がんおよび膵が
んリスクを判定する陽性反応的中率（PPV，positive 
predictive value）は 33.3％で，画像検査前に膵臓異常
所見を指摘する PPV は，48.1％であった13（図 3）．
　IPMN の 3.7 年間の経過観察中における膵がん発生

図 2　膵がん患者ステージ毎における apoA2-ATQ/AT の血漿中の濃度（A）と apoA2-ATQ/AT（B）と CA19-9（C）判
別性能．（Sci Rep．（文献 9）より転載 ©2015 Nature Publishing Group）
A．ELISA apoA2-isofors キットで血漿中の濃度を計測．（青点：健常者，赤点：浸潤性膵管がん（PDAC）赤丸（Student’s  
t-test）．
B．C．浸潤性膵管がんを健常者から判別する ROC 分析とその AUC（B：apoA2-ATQ/AT，C：CA19-9）（赤線：
stage I，緑線：stage II，茶色線：stage III，紫線：stage IV）
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頻度は，IPMN 由来膵がん 2.2％，IPMN 併存膵がん
2.0％としてそれぞれ報告されている14．これら事実を
鑑みるとIPMNや慢性膵炎などのリスク疾患を画像検
査前に濃縮し，フォローアップをすることで膵がんの
早期診断の第 1 歩につながると考えられる．
　今回の神戸大学を中心としたコンソーシアムで実施
された実験的膵がん検診には，3 つの大きなリミテー
ションがある．「膵がんの好発年齢は 50 歳以上である
が，今回の実験検診では対象集団を成人男女とし年齢
制限をつけなかったこと」，「バイオマーカー陽性者 84
例に対して，2 次精密検査受診者が 54 名で，精密検査
受診率が 64.2％と低率であったこと」，「バイオマー
カー陰性者に対して追跡調査がデザインされていない
こと」である．同リミテーションの解消のために，日
本対がん協会と協力し，鹿児島県，北海道，兵庫県で

「apoA2-isoforms を用いた実験的膵がん検診」の拡大
を試みている．日本対がん協会で実施している検診で
は，対象者を 50 歳以上とし，バイオマーカー陽性者の
2 次精密検診を造影 CT 法に固定するだけでなくその
検査費用も公的研究費でまかなうことで 2 次生検受診
率を確保し，さらに地域がん登録と連動させることで

バイオマーカー陰性者から発症する膵がん患者の追跡
も設計して実施している15（図 4）．本検診研究では現
在までに 13,800 名が登録されている．今後の結果に期
待がかかる．

2-A．  がん転移活性を予測し再発を予防するバイオ
マーカーの開発

　外科的に原発巣が完全に切除されているにも関わら
ず，原発以外の場所から再発により予後が不良となる
ことがある．原発の制御だけでなく転移巣をいかに制
御するかが治療戦略決定に大きくかかわる．たとえマ
クロレベルでは原発巣を完全切除できる早期がんで
あったとしても，がん細胞自身が持つ生物学的な個性
として転移活性が高い場合には，画像検査では検出で
きないミクロな転移巣の存在を否定できない．そもそ
も術後補助療法の有効な患者群とは，「切除範囲外に転
移巣が存在し，補助療法が転移巣に対して奏効する患
者群」と定義するとすれば，「補助療法実施を必要とす
る患者群」とは「転移活性の再発高リスク群」と言い
換えることもでき，転移活性を評価するバイオマー
カーに対するニーズは高い．

図 3　�神戸コンソーシアムにおける実験的膵がん検診結果．（Cancer（Basel）．（文
献 13）より転載 ©2020 MDPI）

CECT：造影 CT，MRCP：胆管膵管画像，EUS：超音波内視鏡，PC：膵がん，
PCL：膵囊胞性病変，CP：慢性膵炎
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2-B．  細胞運動とがんの転移に関与する ACTN4遺伝
子の同定とがん細胞における遺伝子増幅

　われわれは，1998 年にアクチン細胞運動とがん浸潤
転移に関与する ACTN4 遺伝子クローニングに成功し
た16．ACTN4（タンパク質名 actinin-4）は，アクチン
を束状化する actinin ファミリーの 4 番目の分子で，
actinin-1 と と も に 細 胞 内 に 存 在 す る 非 筋 肉 型 の
actinin である（図 4）17．Actinin-4 は免疫染色で確認す
ると，大腸がんの浸潤先進部に発現が強く，大腸がん
細胞株に遺伝子導入すると細胞運動に必須な細胞突起
形成を促進し，動物移植モデルではリンパ節転移を促
した18．フォルマリン固定パラフィン包埋病理切片を用
いて actinin-4 の局在と発現を確認すると，乳がん16，
卵巣がん19，膵がん20，唾液腺がん21，舌がん22，肺が
ん23，24 などで非発現症例に比して強発現症例では明ら
かに予後が不良であった17．ACTN4 は 19q13 に位置す
る．FISH（fluorescence in situ hybridization）法を用
いて，ACTN4遺伝子増幅を確認したところ，膵がん25，
卵巣がん26，唾液腺がん21，舌がん22，肺腺がん23，乳が
ん27 で ACTN4 遺伝子増幅症例では正常コピー数症例
に比較して全生存期間が短く，免疫染色によるタンパ
ク質発現の確認より FISH による遺伝子コピー数解析
のほうが厳密に予後を予測することが次々と発見され
ていった．特に肺腺がんと ACTN4 遺伝子増幅に関し
ては 2-C で詳述する．

2-C．  I期肺腺がん予後予測，補助化学療法効果予測バ
イオマーカーの可能性

　術後補助化学療法が奏功する群を層別化できれば効
果的な術後補助化学療法を実施できる可能性が高い．
そのためには腫瘍が持つ転移活性を評価することで，
切除部位以外の微小転移巣を予測することが重要な指
標となる．肺がん診療ガイドラインによると，「病変全
体径で 2 cm を超える術後病理病期 IA/IB/II 期（第 8
版）完全切除，肺腺がん症例に対して，テガフール・
ウラシル配合剤（UFT）による補助化学療法の実施」
を強く推奨している（エビデンス A）．一方で，同ガ
イドラインには「なお，術後病期 I 期（肺腺がん）の
完全切除例では手術単独でも 74％が無再発であり，化
学療法の安全性を十分考慮すべきである」との記載も
ある．肺腺がん術後の微小残存病変を有する可能性の
高い患者群を層別化できれば，補助化学療法を必要と
する患者群を層別化できる可能性が高い．
　そこでわれわれは，国立がん研究センター中央病院
および国立がん研究センター東病院で切除されかつ術
後補助化学療法未実施の I 期肺腺がんの切除標本を免
疫染色と FISH 法を用いて遺伝子増幅を確認した．独
立した 2 つのコホートで，ACTN4遺伝子増幅した I 期
肺腺がん群（23 例）は非増幅群（267 例）に比較して
全生存期間が有意に短縮し，5 年生存割合はそれぞれ
増幅群が 95％，増幅陰性群が 57％であった（図 5）．

図 4　apoA2-isoform を使った実験的膵がん検診（日本対がん協会協力により拡大）
日本対がん協会のもと，鹿児島県，札幌市，神戸市で apoA2-isoform を利用した実験的膵がん検診を
実施．50 歳以上男女を対象とし，地域健診，人間ドック等で実施された健診で希望者に apoA2-
isoforms による膵がん検診を実施し，陽性者には介入研究で，指定医療機関でダイナミックCTを基
本とした 2次精密検査を実施している．膵がんリスク疾患や膵がんを発見することで早期より治療介
入し，切除可能な膵がんの発見を目指す．バイオマーカー陰性者は，地域がん登録で追跡することで
陽性者と陰性者間での膵がん発症に関するリスク比を求める．
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Cox 比例ハザード法単変量解析によると，「ACTN4 遺
伝子増幅陰性群」に対する「増幅症例」の死亡に関す
る HR は 10.5（hazard ratio；HR 95％ CI 4.15～26.7）
と有意に高く，多変量解析を実施しても HR 6.78（95％
CI 2.59～17.7）と独立した有意に一番強い予後因子と
して抽出された．本所見は，ACTN4の遺伝子増幅は術
後化学療法を実施しない I 期肺腺がんの強力な予後予
測バイオマーカーであり，完全切除手術がなされてい
るにもかかわらず死亡の高リスク因子であることは，
画像でとらえきれない微小残存転移巣を予測するバイ
オマーカーであることを強力に示唆している23．
　実際，肺がん細胞株で ACTN4 の遺伝子増幅を認め
る A549 細胞に shRNA を用いて actinin-4 タンパク質
発現をノックダウンしてみると細胞の浸潤能や糸状突
起の形成は著しく減少した．ルシフェラーゼで発光す
る A549 細胞株を免疫不全マウスの尾静脈に注入し 40
日間観察すると肺転移が顕著に観察される．一方で
actinin-4 ノックダウン A549 細胞株を尾静脈に注入し
ても肺への転移は確認できなかった28．すなわち，
ACTN4 はがん浸潤転移活性に深く関与する分子だと
考えると，ACTN4遺伝子増幅は転移活性亢進による切
除範囲以外の微小転移巣の存在を予測する代理バイオ
マーカーの可能性が高い．今後は肺腺がん周術期の治

療戦略決定のためのバイオマーカーとして臨床開発が
望まれる．

3．  プロテオミクス解析とメタボロミクス解析による創
薬標的の探索と抗悪性腫瘍剤の耐性機構の解明

　臨床検体を用いたタンパク質網羅的解析（プロテオ
ミクス解析）や代謝物網羅的解析（メタボロミクス解
析）が創薬や治療薬の薬理作用点の決定に多くの成果
を上げてきている．われわれの研究室では組織マイク
ロアレイ（tissue microarray，TMA）と抗体ライブラ
リーを用いた創薬標的の探索研究を行っている．患者
臨床情報が付帯した TMA を多種類の抗体を用いて蛍
光免疫染色を行い，腫瘍内で発現するタンパク質量を
定量しながら全生存期間や化学療法奏効性との相関を
自動判定するバイオインフォマティクス手法を新規で
考 案 し た（automated quantitative virtual 
immunofluorescence pathology，AQVIP）29（図 6）．
　AQVIP を用いて減量手術後に白金抗悪性腫瘍剤で
化学療法が実施された卵巣がんで構成された TMA
を，1,000種類を超える抗体ライブラリーでスクリーニ
ングしたところ，cystathionine γ-lyase（CSE）が高発
現している症例では，発現していない症例に比較して
化学療法の奏効性が悪く，全生存期間が有意に短いこ
とを発見した．CSE（図 7）はシステイン，グルタチ
オン，ポリスルフィド，硫化水素などの生成酵素の一
つである．慶應大学医化学教室と共同研究で，表面増
強ラマンイメージング技術［gold-nanoparticle（AuN）
-based surface-enhanced Raman spectroscopy

（SERS）］を利用して，卵巣がんの凍結組織検体に対し
てイメージングメタボロミクス解析を実施したとこ
ろ，ポリスルフィドが高い症例で白金製剤に対する効
果の減弱が確認された．
　特に卵巣明細胞性腺がんではポリスルフィドの発現
値を中央値で 2 群に分けて全生存割合を計算すると高
発現症例が低発現症例に比較して有意に予後が不良で
あった．
　白金製剤であるシスプラチン（CDDP）は DNA に
対して架橋することで，細胞分裂を抑制する．ポリス
ルフィドの存在下では CDDP の DNA 架橋能力を有意
に減弱させることを in vitro で見出した．さらに去痰
剤として現在臨床で汎用されている ambroxol には，
ポリスルフィドを分解する効果がある．そこで，CSE
が高発現し CDDP 抵抗性の卵巣がん細胞株を免疫不
全マウスに移植した動物モデルを作成し，CDDP 単剤
と CDDP と ambroxol の併用投与を行ったところ，
CDDP 単剤に比較して CDDP と ambroxol 併用投与群

図 5　ACTN4 遺伝子増幅を指標とした補助化学療法
非実施 I 期肺腺がんの全生存期間解析．（Ann 
Oncol．（ 文 献 23） よ り 転 載 ©2013 Kluwer 
Academic Publishers）
赤線：ACTN4 遺伝子増幅症例，青線：ACTN4
遺伝子非増幅例
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が有意に腫瘍を縮小させた．CDDP の抵抗性にポリス
ルフィドが関与するだけでなく，ポリスルフィドを消
去することにより CDDP 抵抗性を解除できる可能性
を示した最初の研究である29．
　ま た 舌 が ん で は， チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ で あ る
interleukin2–inducible T-cell kinase（ITK）が高発現
している症例では，発現していない症例より全生存期
間が有意に短いことを見出した．ITK 遺伝子を導入し
た舌がん細胞株を樹立し，免疫不全動物に移植したと
ころ遺伝子導入細胞で腫瘍体積が増加した．ITK がリ
ン酸化する基質を明らかにする目的で，遺伝子導入細
胞株に対してリン酸化プロテオミクス解析を実施した
ところ，導入細胞ではその対象細胞株に比較して
trifunctional purine biosynthetic protein adenosine-3

（GART）のチロシン残基が 30 倍を超えてリン酸化す
ることを確認した．GART はプリン合成に関与する酵
素である．ITK 導入細胞のメタボロミクス解析を実施

ところ，ITK 導入細胞では乳酸やクエン酸代謝には変
化が見られなかったが，ホスホリボシル二リン酸

（PRPP）やイノシン酸（IMP）の単位時間当たりの合
成が高いことを見出した．ITK キナーゼ活性を抑制す
る小分子化合物を導入細胞株に添加すると，ITK 導入
により増加した細胞増殖を抑制し，プリン合成も減少
した．がんでは活発な細胞増殖のため，プリン代謝が
亢進していることが知られており，抗がん剤の中には
プリン代謝拮抗を薬理作用点とするものも存在する．
本研究では，ITK が舌扁平上皮がんの治療標的の可能
性について示すことができた30．

4．  液性バイオプシー（liquid biopsy）検体を用いた
がん病態診断マーカーの探索

　昨今，腫瘍細胞から逸脱し，血液中を循環する末梢
循環腫瘍細胞（circulating tumor cells，CTCs）や末
梢循環腫瘍 DNA（circulating tumor DNA，ctDNA）

図 6　AQVIP の原理と自動定量アルゴリズム．（Redox Biol．（文献 29）より転載 ©2021 Elsevier）
a：組織マイクロアレイのバーチャル蛍光免疫染色画像からコンピュータで腫瘍病巣を自動判別し，蛍光抗体法の染色
強度から自動的に各症例で腫瘍内に発現するタンパク質発現量を定量化するアルゴリズム．b ～ d：組織マイクロアレ
イをサイトケラチン 19（c；緑色）と標的抗体（赤色）で 2 重免疫染色し，サイトケラチン染色部を 2 値化することで
腫瘍病巣部を描出（d，e），症例毎でコンピュータが 2 値化により描出した腫瘍病巣（e；白色部）内部に存在する標的
抗体（CSE，赤色蛍光）の染色強度をタンパク質の発現量としてとらえ，各症例の臨床情報から自動的に生存期間をす
べてのカットオフで計算していく．
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が注目を集めている31．腫瘍病巣から逸脱するものは
ctDNA や miRNA などの核酸断片だけでなく，腫瘍に
よって特異的に産生されるタンパク質や糖鎖修飾など
も存在する．これらの腫瘍由来物質を体液（血液，尿
など）から採取することを総じて liquid biopsy と呼
び，多くの研究がなされてきている．われわれの研究
グループも国立シンガポール大学が開発した「微小流
路による遠心力と揚力を利用してラベルフリーで
CTCsを回収する技術（label-free inertial microfluidics 
approach，LFIMA）」を用いて32，口腔がんや消化器
がんの CTCs を回収するプロジェクトを行っている．
次世代シーケンサーを用いて大腸がん患者から回収し
た CTCs の遺伝子変異プロファイル解析を行ったとこ
ろ，抗 EGFR 抗体療法実施後の PD 患者から，実施前
には確認できなかった EGFR 変異を確認している33．
実臨床では，2021 年から「FoundationOne Liquid CDx 
がんゲノムプロファイル」が日本初の血液検体を用い
た固形がんに対する包括的ゲノムプロファイリングと
して，liquid biopsy 検査の承認を厚生労働省から取得
した．今後は ctDNA を用いたがん精密医療はより発
展を遂げていくことになろう．
　一方で，CTCs の解析は ctDNA に比べて臨床応用が
遅れている．しかしながら CTCs は原発巣や転移巣か
ら逸脱した腫瘍細胞そのものと考えると腫瘍の個性や
生物学的悪性度を見極めるうえで極めて情報を持った
材料である．われわれは理化学研究所と共同研究で
LFIMA を用いて分離した CTC1 細胞から回収した細
胞内液を質量分析することで，世界で初めて CTC1 細
胞からのメタボローム解析に成功している（図8）34．本

解析から，胃がんの CTC と大腸がんの CTC では代謝
物プロファイルが異なることを見出した．本所見は，
各臓器に発生するがん種の CTC 毎に特殊な代謝系が
存在することを示唆している．CTC の生物学はほとん
どわかっていない．代謝物プロファイルが取得できれ
ば，CTC 特有な酵素活性や生化学を外挿できる可能性
もある．

5．  早期診断バイオマーカー検証プラットフォームによ
る迅速検証と実用化支援

　バイオマーカー候補が実際の臨床現場で体外診断医
薬品（in vitro diagnostics，IVD）として利用されるた
めには，様々なハードルが存在する．バイオマーカー
候補の感度・特異度等を薬機法に従い客観的に検証
し，PMDA から IVD 認証を受けるための臨床性能試
験が必須になる．米国では，バイオマーカーの有効性
を評価し，IVD の米国食品医薬品局（Food and Drug 
Administration，FDA）承認を支援する組織として先
述したNCI EDRNが存在するが，日本では性能評価を
実施する過程がボトルネックになっている．膵がん早
期診断バイオマーカーの IVD 承認を目指し，現在臨床
開発を進めているが，検体収集，PMDA 相談，臨床統
計，レギュラトリーサイエンスなど乗り越えるべき点
は数多い．そこでわれわれは，臨床医，オミクス研究
者，レギュラトリーサイエンスの専門家，臨床統計家
がタッグを組み，探索されたバイオマーカーシーズを
迅速に検証し社会実装を支援するプラットフォームを
日本医療研究開発機構（AMED）の支援を受け立ち上
げた（Platform of Evaluation for Biomarker of Cancer 

図 7　�AQVIP によって同定された CSE の発現と全生存期間の関係，高発現症例でのシスプラチンへの抵抗性．（Redox 
Biol．（文献 29）より転載 ©2021 Elsevier）
a：AQVIP での蛍光免疫染色画像のバーチャル病理スライド化（上段：CSE 陽性症例，下段：CSE 陰性症例，緑色：
サイトケラチン 19 による染色，赤色：CSE による染色，茶色：DAB による染色）．b：CSE 陽性症例と陰性症例に
対する全生存解析と発現頻度．全症例は減量手術後，白金抗悪性腫瘍剤を中心に化学療法を実施．左：国立がん研
究センター中央病院での症例，右：防衛医科大学校での症例，赤線：CSE 陽性判定症例，青線：CSE 陰性判定症例．
c：AQVIP score と化学療法奏功性の関係．青点（奏効群，CR：完全奏効，PR：部分奏効），赤点（非奏効群，
SD：安定，PD：進行），赤矢頭（CSE 発現判定のカットオフポイント）．
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Early Detection，P-EBED）．P-EBED には，バイオ
マーカーに造詣の深い臨床医，オミクス研究者，医薬

品規制に詳しいレギュラトリーサイエンスの専門家，
臨床統計家が参加し，バイオマーカー探索，検証研究

図 8　�末梢循環腫瘍細胞（circulating tumor cell，CTC）1 細胞から高分解能質量分析装置を用いたメタボローム解析の
概念実証．（Cancer Sci．（文献 34）より転載 ©2019 Japanese Cancer Association）
大腸がん・胃がん患者から CTC を非標識 CTC 分離システムを用いて分離後，CTC を 1 細胞毎でピックアップ，
細胞質内の代謝物を質量分析装置を用いて一斉分析．大腸がんと胃がんの CTC におけるメタボロームプロファイ
ルが異なることを前向き臨床研究で証明．

図 9　�バイオマーカー迅速検証プラットフォーム．（日本医科大学広報誌ヒポクラテス 2021 Winter Extra Quality
より転載 @2021 日本医科大学）
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のための臨床検体の収集，リアルワールドデータを用
いたバイオマーカーの概念実証（proof pf concept，
POC），IVD 薬事承認のための臨床性能試験デザイン
支援，臨床統計解析支援などを行っている（図 9）．現
在までに，国立がん研究センター中央病院，東邦大学，
日本医科大学付属病院などから同一の標準手順書で採
集された膵がんや大腸がんなどの悪性疾患，類縁疾患
の血漿検体が 1,000 例強，また先述した鹿児島県，北
海道で収集している健診データが付帯した健常者検体
を 13,800 例保有し，アカデミアや企業が新規で開発し
たバイオマーカーの POC 取得や IVD の研究支援を
行っている．2021 年度からは日本医科大学付属病院だ
けでなく，武蔵小杉病院，千葉北総病院も参加し，よ
り多くのがん検体や類縁疾患を集めていく予定であ
る．これら検体やノウハウ用いて，現在までに IVD 研
究支援やアカデミアの POC 取得に関する共同研究を
行っている．
　企 業 と の 共 同 研 究 と し て は， 先 述 し た apoA2-
isoforms の IVD 申請に向けた臨床開発が（株）東レと
共同研究で進行中である．アカデミアとの共同研究と
しては慶應大学とケンウッド社が開発した抗体やレク
チンを張り付けたコンパクトディスクを用いてエクソ
ソームの絶対数を計測する ExoCounter を用いて，膵
がんを血液試料で判別する方法について POC の取得
を支援した35．また東京大学と共同研究で血液中に含ま
れる複数の酵素活性を「1 分子」レベルで判別し，デ
ジタルカウントする技術（Single-molecule enzyme 
activity-based protein profiling; SEAP）の POC を，
膵がん血液を用いて取得した．従来，酵素活性の計測
には煩雑な研究手法とサンプル量を必要としたが，本
方法が開発されたことにより微量検体からの複数種類
の酵素活性が簡便かつ迅速に計測できるようになるこ
とが期待される．今回の研究では，膵がん患者血液中
で は，ENPP3（ectonucleotide pyrophosphatase/
phosphodiesterase）活性が健常者に比べて有意に上昇
していることを確認した36．

6．終わりに
　バイオマーカーの探索から社会実装に向けて研究を
展開してきたが，双方向性の橋渡し研究の重要性を痛
感した．われわれは「オリジナルな研究を通じて真に
医療に還元する」，「臨床現場の課題を抽出して，新し
い基礎研究課題を探索して解決する」をモットーに研
究を行ってきている．今まではがんにかかわる探索研
究が多かったが，膵がんバイオマーカーである apoA2
は循環器系疾患と関連が深い HDL コレストロール

（high density lipoprotein cholesterol）の構成要素であ
り37，ACTN4 は家族性巣状硬化症の責任遺伝子として
ハーバード大学から報告されてきている38．さらにポリ
スルフィドを含む活性硫黄はミトコンドリアにおける
硫黄呼吸を利用したエネルギー産生に深く関与するこ
とが報告され39，疾患との関連に関しては慢性閉塞性肺
疾 患（chronic obstructive pulmonary disease：
COPD）への関与や40，糖尿病性網膜症などの良性疾患
との関連が報告され始めた41．今後は悪性腫瘍だけでな
く，良性疾患に対する創薬標的やバイオマーカー探索
にも挑戦したいと考えている．
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