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厚生労働科学研究委託費（革新的がん医療実用化研究事業） 

委託業務成果報告（総括） 

 
がん細胞が生成する尿中蛋白質断片の検出を応用した 
肺腺癌早期診断システム樹立に関する研究 

 

業務主任者 中里雅光 宮崎大学医学部内科学講座神経呼吸内分泌代謝学分野 教授 

 

研究要旨 研究代表者らは、独自の N末端ペプチド選択的単離法と安定同位体標識法を
駆使し、尿中に排出される蛋白質断片を高感度で網羅的に構造解析できる手法を確立し

ている。研究代表者らは上述の手法を用い、従来の肺腺癌マーカーである血清 CEAと比
較して飛躍的に高精度である 2種類の新規尿中マーカー、蛋白断片 A、蛋白断片 Bをす
でに発見している。本研究の目的は、これらの 2種類の新規尿中マーカーについて、肺
腺癌早期診断における有効性を多面的かつ前向きに検証し、検診への導入を目指した高

精度の非侵襲的肺腺癌早期診断技術を確立することである。本年度は本研究計画の 5つ
のアーム全ての研究プロトコルを確定し、5 つの分担研究施設の倫理委員会での承認を
得て、平成 26年 10月 28日より患者登録を開始した。平成 27年 3月 10日現在、合計で
184名の臨床情報と血清と尿検体収集と、7名の I期肺腺癌症例の肺癌組織試料収集を終
了した。この症例数は 26年度の目標症例数を満たす進行度であり、順調に臨床研究を進
捗している。新規尿中マーカーの解析プロトコルに関して、本年度は、本法を改良し一

連の分析に要する時間を短縮し、大幅なスピードアップ (7 検体／12 日から 28 検体／5
日)に成功した。これまでに 28 検体の新規尿中マーカーの測定が終了し、解析を進めて
いる。また、新規がん診断マーカー候補として 16種類の蛋白質断片を同定しているが、
それらに対するポリクローナル抗体を作成した。その内、6 種についてその特異性を確
認した。さらに本年度は、肺腺癌予後予測マーカー発現に関して、TTF-1 発現の解析プ
ロトコルを確立した。 

 

 

中里雅光・宮崎大学 教授 

高尾敏文・大阪大学 教授 

清水英治・鳥取大学 教授 

西岡安彦・徳島大学 教授 

青景圭樹・国立がん研究センター東病院 医員 

柳 重久・宮崎東病院 呼吸器内科医師 

 
Ａ．研究目的 
 本研究の目的は、研究代表者らが発見した2
種類の新規尿中マーカーについて、肺腺癌早期

診断における有効性を多面的かつ前向きに検証

し、検診への導入を目指した高精度の非侵襲的

肺腺癌早期診断技術を確立することである。 

 肺癌は悪性腫瘍死亡数の第一位である。鋭敏

かつ非侵襲的な早期診断マーカーがないことが、

根治可能な肺癌の発見を遅らせている大きな要

因である。癌細胞から特異的に産生されるプロ

テアーゼは、癌細胞と線維芽細胞等の癌微小環

境構成細胞に発現する受容体や接着分子および

増殖因子を切断し、癌進展を統制している。切

断される基質は、種類のみならずその切断部位

も多様であるが、通常のプロテオミクス技術で

は切断部位まで特定できない。研究代表者らは、

独自のN末端ペプチド選択的単離法 (特願2008- 
028091) と安定同位体標識法を駆使し、尿中に
排出される蛋白質断片を高感度で網羅的に構造

解析できる手法を確立している。研究代表者ら

は網羅的質量解析を基盤とする上述の手法を用
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い、従来の肺腺癌マーカーである血清CEAと比
較して飛躍的に高精度である2種類の新規尿中
マーカーをすでに発見している。これらのマー

カーは感度89%、特異度93%と感度86%、特異度
88%であり、従来の肺腺癌マーカーの血清CEA 
(感度47%、特異度89%) と比べ、飛躍的に高精
度であった。 
 本研究は、生体内酵素的切断反応検出システ

ムという独自の手法で癌生物学に迫るもので、

科学・技術的な波及効果が高い。生体内での細

胞生物学的特性と分子動態に関する知見を全く

新しい切り口から得ることが可能であり、多く

の難治性疾患の病態解明へ応用できる。尿は最

も簡便に得られる生体試料で、従来の胸部CT検
診と比較し侵襲がない。本研究の遂行により、

肺癌に対し簡便で幅広く実施できる早期診断法

の開発が期待できる。 

Ｂ．研究方法 
 5施設の呼吸器内科と呼吸器外科の症例を対
象に、試料収集と臨床情報収集を行う。2つの新
規尿中マーカーを測定し、肺腺癌診断での精度

を検証する。肺癌罹患ハイリスク群を対象に、

新規尿中マーカーと既存マーカーとの肺癌早期

診断陽性率を比較する。早期肺腺癌症例の手術

検体を用い、既知の予後予測マーカーと治療効

果予測マーカーと新規尿中マーカーとの関連を

検討する。並行して、新規尿中マーカーに対す

るエンザイムイムノアッセイ (EIA) による迅
速診断法の開発のため、抗体を作成し特異度と

感度を検証する。 
研究計画(1) 新規尿中マーカーの肺腺癌におけ
る診断精度の検証 (平成 26-28 年度) 
肺腺癌200例、非悪性呼吸器疾患150例、他癌腫
100例、重喫煙者30例、健常人100 例の尿検体を
収集する。肺腺癌症例と各群間での新規尿中マ

ーカー値と血清腫瘍マーカー値を測定する。2
種の尿中マーカーのROC曲線を作成し
ROC-AUCを算出する。先行研究で得られたカッ
トオフ値を基に感度、特異度、陽性・陰性尤度

比を検証する。 
研究計画(2) 肺腺癌罹患ハイリスク群を対象と
した新規尿中マーカーの早期診断ツールとして

の有効性に関する縦断研究 (平成 26-28 年度) 

①50 歳以上の重喫煙者、②特発性肺線維症症例
を対象として、各々参加時と4ヶ月毎に採尿、血
清採取を行い、12ヶ月毎に胸部CTを施行する。
肺腺癌診断前および診断時での尿中マーカーと

血清腫瘍マーカーの陽性率を比較する。目標症

例数は各群50例、観察期間は2年とする。 
研究計画(3) 小型スリガラス病変に対するサロ
ゲートマーカーとしての新規尿中バイオマーカ

ーの有効性に関する縦断研究 (平成 26-28 年
度) 
 胸部画像上の 20 mm 以下のスリガラス病変
症例を対象として、参加時と 3ヶ月毎に採尿、
血清採取を、参加時と3、6、12、24ヶ月後に胸
部 CT を施行する。肺腺癌診断前および診断時
での尿中マーカーと血清腫瘍マーカーの陽性率

を比較する。目標症例数は各群 50 例、観察期
間は 2 年とする。 
研究計画(4) 患者予後とバイオマーカーとして
の有効性の検証 (平成 26-28 年度) 
肺腺癌 80 例を対象として診断時に新規尿中マ
ーカーを測定する。観察期間を 2 年とし予後調
査を行う。中央値を基準に尿中マーカー高値群

と低値群に群別化し、生存曲線と2年生存率を比
較する。肺腺癌手術対象50例の新規尿中マーカ
ーを測定し、術後再発率との相関を検証する。 
研究計画(5) 予後・治療効果予測マーカーの発
現との連関の検証 (平成 26-28 年度) 
肺腺癌手術対象50例の術前術後の新規尿中マー
カーを測定する。手術検体を用い、既知の予後

予測マーカー (TTF-1発現, p16/CDH13プロモー
ター領域メチル化) と治療効果予測マーカー
(EGFRとEML4-ALKの遺伝子変異) との関連を
検討する。 
・生化学的検証 
 16種類の蛋白質断片のC末端アミノ酸配列よ
り抗原ペプチドをデザイン、合成し、それらを

抗原として、トリ、或は、ウサギを用いてポリ

クローナル抗体を作成する（外注）。抗原ペプチ

ドを固定化したアフィニティ―カラムを作成し、
免疫終了後に得られた血清 1 mL を用いて、ア
フィニティ精製を行う。ELISA により抗体価を
算出した後、8 種について、抗原、及び、偽抗
原を結合した BSA を用いてウエスタンブロッ
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ティング法により特異性を調べる。 
・質量分析によるマーカー探索 
尿検体を採取し、前処理、分析データ取得、

取得データによる統計解析の手順で研究を行う。

まず前処理として、尿検体を 200～250倍に濃縮
し、洗浄を行い、濃縮検体を得る。この濃縮検

体の蛋白質定量を行い、得られた値をもとに検

体の一部を用いて 10 mg/mL の濃度に緩衝液で
調整して、その後の分析行程に用いる。分析は、

まず試料を還元アルキル化の後に、独自の手法

により H2
18O 存在下でトリプシン消化する（ペ

プチドの安定同位体標識）。脱塩、精製後、iTRAQ
（8-plex）によるラベル化を行い、8検体を混合、
脱塩、精製した後、蛋白質の C末端由来のトリ
プシン消化ペプチド（=>蛋白質断片の解析）の
みをイオン交換クロマトグラフィーにより分画

する。その画分を脱塩、精製後、 Nano- 
LC-MALDI-MS/MSにより測定を行い、C末端由
来のトリプシン消化ペプチドのみを独自に開発

したプログラム（iSpec）を用いて選別、抽出す
る。この取得データが統計解析に使用できるだ

けの条件を満たしているかどうかを、独自のデ

ータベース連動型プログラム（iData）により評
価し、採用されたデータのみを用いて統計解析

を行う。 
 
（倫理面への配慮） 
 本研究は臨床研究に関する倫理指針（平成２

０年厚生労働省告示第４１５号）に則って実施

し、各分担研究施設の倫理委員会で研究計画書

の内容および実施の適否について、科学的およ

び倫理的な側面が審議・承認された上で行った。 
 
Ｃ．研究結果及びＤ．考察 
 平成 26 年 9 月 6 日に研究代表者及び各研究
分担者出席のもと第 1回研究推進プロジェクト
班会議を開催し、本研究計画の 5つのアーム全
ての研究プロトコルを確定した。平成 26 年 9
月 24 日に研究代表施設の倫理審査委員会に臨
床計画研究を申請したことをスタートとして、

全ての研究分担施設の倫理審査委員会に臨床

計画研究を申請した。研究代表施設と 4つの研
究分担施設で全ての研究計画の審査が終了し、

各施設の倫理審査委員会の承認を得た。残りの

1 つの研究分担施設では 1 つの研究計画につい
て倫理委員会の審議・承認が終了し、残り 2つ
の研究計画について現在迅速審査中である。平

成 26 年 10 月 28 日より患者登録を開始した。
平成 27年 3月 10日現在、184名の文書で同意
を得た研究対象者に本研究を実施した。184 名
の臨床情報と血清と尿検体収集と、7 名の I 期
肺腺癌症例の肺癌組織試料収集と臨床情報と

血清と尿検体収集を終了した。内訳は、研究計

画(1) (肺腺癌例 31例、非悪性呼吸器疾患例 48
例、他癌腫 21例、重喫煙者 10例、健常者 59
例)、研究計画(2) (重喫煙者 10例、特発性肺線
維症症例 7例)、研究計画(3) (小型スリガラス病
変症例 7 例)、研究計画(4) (肺腺癌例 23 例、I
期肺腺癌 8例)、研究計画(5) (肺腺癌例 7例)で
あった (※症例数は当該年度に宮崎大学、鳥取
大学、徳島大学、国立がん研究センター東病院、

宮崎東病院で収集を終了した症例数。重喫煙者

と特発性肺線維症症例で研究計画(1), (2)に同時
参加、肺腺癌症例で研究計画(1), (4), (5)に同時
参加あり)。26 年度の目標症例数を満たす進行
度であり、現在解析を進めている。また、5 つ
の全ての臨床研究において有害事象はなかっ

た。 
・生化学的検証 
新規がん診断マーカー候補として 16 種類の
蛋白質断片を同定しているが、それらに対して

作成したポリクローナル抗体の内、8 種につい
て特異性を確認した。その結果、6 種について
蛋白質断片に特異的に反応することがわかった。 
・質量分析によるマーカー探索 
 新規尿中マーカーのデータ解析プロトコル

に関して、データの確実性を向上させるための

方法を確立した。また、これまでの分析プロト

コルを改良し、一連の分析に要する時間を短縮

し、スループットを上げた。具体的には、全て

の工程：①試料前処理（尿から蛋白質を単離、

定量）、②イオン交換、及び、逆相クロマトグ

ラフィーによる分画、③タンデム質量分析、④

蛋白質Ｃ末端の網羅的同定を見直し、一連の分

析に要する時間をこれまでの 7 検体／12 日・1
人から 14検体／5日・2人と大幅にスピードア
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ップした。本年度は 60 検体の試料調製が終了
し、28検体について上記①～④の分析を終了し
た。 
＊分析データの精査法の確立 
取得データを統計解析により適切な比較を

行うために、データ評価を迅速かつ簡便に行え

るようなデータベース連動型新規プログラム

を構築した（iData）。別のプロジェクト（次世
代がん研究戦略推進プロジェクト）で行った

500 検体の分析データを、作成したプログラム
により数値化、グラフ化などで精査し、次の 2
つの観点によるデータ評価法を考案した。すな

わち、(1) 1 アッセイ全体（7 検体+コントロー
ル検体 1）の評価基準としてMS/MSスペクトル
及び基準ピーク(113)の評価、(2) そのアッセイ
における個々の成分である各検体についての

評価、の 2点を改良した。具体的に用いる数値
は、(1)では、分析された MS/MSスペクトルの
本数、プロダクトイオンピークの強度と本数、

Mascot検索での同定蛋白質数、基準となるコン
トロール検体のレポーターピーク(113)の強度
の中央値と強度基準以下のピーク数（棄却数）、

(2)では、各検体のレポーターピーク（114～119、
121）の強度の中央値と棄却数、とした。これ
らの 2つの観点による評価法により、そのアッ
セイ全体の是非を決定する MS/MS のデータが
十分な質であるかどうかの評価と、さらには、

含まれる 7検体のそれぞれについて、サンプル
量が不足していたり、他より過剰でなかったか

どうかの評価までを、数字と視覚的なグラフの

両方から迅速に行うことができるようになっ

た。 
 さらに本年度は、肺腺癌予後予測マーカー発

現に関して、TTF-1 発現の解析プロトコルを確
立した。研究推進プロジェクト班会議の実施に

関して、平成 26年 9月 6日 (第 1回) と平成 27
年 1月 30日 (第 2回) に研究計画の進捗状況の
報告並びに円滑な研究推進のための研究推進

プロジェクト班会議を実施した。 
 
Ｅ．結論 
 本研究チームは、新規ペプチドの発見と病態

との関連解析ならびに肺癌の癌抑制遺伝子の

役割を報告してきた。研究代表者と研究分担者

(高尾)は、癌細胞のプロテアーゼ活性異常に着
眼し、独自に開発した N末端ペプチド選択的単
離法 (特願 2008- 028091) を用い、尿中に排泄
される癌細胞由来の蛋白質断片を高感度で網

羅的に解析できる手法を確立している。 
 本年度は肺癌の臨床研究に関して多くの実

績がある徳島大学呼吸器・膠原病内科と国立が

ん研究センター東病院呼吸器外科を新たに研

究分担施設に加え、本研究事業を加速度的に推

進するための研究体制を強化した。本研究計画

の 5つのアーム全ての研究プロトコルを確定し、
各分担研究施設の倫理委員会での承認を得て、

平成 27年 3月 10日現在、184名の臨床情報と
血清と尿検体収集と、7 名の I 期肺腺癌症例の
肺癌組織試料収集と臨床情報と血清と尿検体

収集を終了した。26年度の目標症例数を満たす
進行度で順調に臨床研究を進捗しており、現在

解析を進めている。 
 飛躍的に高精度な肺癌早期診断システムの

樹立は、根治可能な患者数の増加と肺癌死亡数

の大幅な減少に貢献することが期待でき、医療

成果としての社会貢献は極めて大きい。安全で

簡単に採取できる尿検体による検診は、受診率

の大幅な向上が期待できる。現在、新規尿中マ

ーカー解析の事業化について企業への導出を

進め、新規マーカーの特許について知財戦略支

援関連部局と協議している。 
 
Ｆ．健康危険情報 
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