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胆道癌FFPE組織を用いた網羅的プロテオーム
解析による新規バイオマーカーの探索と検証

背景：
胆道癌は胆汁の通り道である胆道系に発症する悪性疾患で、肝外胆管癌・胆嚢癌・十二指
腸がんに大別される。初期には症状がなく、癌が進行して胆管が塞がれると、黄疸・尿黄染・掻
痒感などの症状がでてくる。早期診断症例は少なく予後不良な疾患であり、部位別がん死亡数
では国内６番目に位置する。この３０年間で治療成績の大きな改善は得られていない。
特異的な腫瘍マーカーはなく、診断・治療に有用な新規腫瘍マーカーの同定が求められる。

当科は多くの胆道系疾患を集積しており、手術摘出された胆道癌のホルマリン固定パラフィ
ン包埋（Formalin-Fixed Paraffin-Embedded; FFPE)組織を豊富に有する。

生体内機能分子は多くの場合タンパク質であり、これまで行われてきた大規模遺伝子発現
解析同様に、タンパク質レベルでの網羅的解析によるバイオマーカー探索が求められる。
FFPEは一般的な標本保存法であり、豊富な臨床情報を付帯しているためretrospectiveな

バイオマーカー探索に有用であるが、ホルマリンによる共有結合的クロスリンクが障壁となり
FFPE組織を用いたプロテオーム解析は困難とされてきた。
近年、FFPE組織からタンパク質を抽出する技術が開発され、Laser Microdissection
(LMD)やMass Spectrometry (MS)、Bioinformaticsを組み合わせることで網羅的なプロ
テオーム解析を行うことが可能となった。

出典：国立がんセンターがん対策情報センター

目的：
胆道癌及び胆管非癌部FFPE組織の網羅的プロテオーム解析に
より、癌部で高発現する胆道癌新規バイオマーカーを探索する。

更に組織、術前採取可能な胆汁・血液を用いた検証により、早
期診断、胆汁細胞診による確定診断、進行度予測、予後予測の精
度向上をはかる。

対象：
これまでに当科で手術を施行された胆道癌のうち、
I. 肝外胆管癌

II. 画像診断の進歩と術前門脈塞栓術の導入に伴い手術成績の安定が得られた１９９８
年以降

III.術前化学療法・放射線療法、在院死亡例を除く
IV.詳細な臨床情報・予後情報が明らか
上記を満たす１５３例（胆道癌取扱い規約Stage I, II, III, IV = 7: 37 : 53 : 56 
例）を対象とした。

 コントロール（非癌部）として膵頭部癌症例の胆管を用いた。
 Discovery stageではstage I, stage IV, 非癌部それぞれ7例ずつを用いた。

求められるバイオマーカー：
早期診断
確定診断（炎症性疾患等との鑑別、術前化学療法導入の根拠）
進行度診断（悪性度、転移、予後）
治療反応性・有害事象の予測
術後フォローアップ
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方法：

Sectioning

Laser Microdissection

Peptide Extraction

LC-MS/MS Analysis

Bioinformatic Analysis
Statistical Analysis

Candidate Biomarkers

DIRECTORTM slide 

(Expression Pathology)

10 um thick section

LMD 6000           

(Leica Microsystems)

80000 um2

Liquid TissueTM MS 

Protein Prep kit 

(Expression Pathology)

0.15TFA/2%Acetonitrile

HPLC-MS/MS system (ZAPLOUS SystemTM; AMR)

•Autosampler: HTC-PAL (CTC Analytics)

•HPLC: Paradigm MS4 (Michrom BioResources)

•Column: MAGIC C18AQ 3u 100A 0.1mmID x 150mm (Michrom BioResources)

•Ion source: ADVANCE Nano Spray Source (Michrom BioResources)

•MS: Finnigan LXQ (Thermo Fisher Scientific)

A solvent: 2%Acetonitrile/0.1%Formic acid

B solvent: 90%Acetonitrile/0.1%Formic acid

Flow rate: 500 nL/min

Gradient: 5-45%B in 100min

ESI voltage: 1.4-1.6 kV

Mass range: 450-2000

MASCOT (Matrix Science)

Database: SwissProt 55.6
Spectral counting (Old et al. 
2005; Powell et al. 2004; 
Xiaoyun et al. 2008)
G-test (Sokal RR, Rohlf FJ 
1995)

1. Discovery setの定量
2. Validation setの定量
3. Serum, Bileの定量

1. Discovery setのIHC

2. Validation setのIHC

3. Bileのimmunocytochemistry

結果：
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同定されたタンパク質数
1サンプル当たり平均428タンパク質。
計1993種（非癌部1095、stage I 1266、stage IV 1143、癌部1664）
のタンパク質を同定した。

Discovery stageにおけるサンプル数
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Spectral counting
非癌部と癌部の比較。X軸に全1993のタンパク質を羅列し
た。右に位置するほど癌部で発現が高い。
Housekeeping proteinのGAPDHやACTBは中央に位置
し、既知の腫瘍マーカーCEAは右端に位置している。
右に位置するタンパク質が新規バイオマーカー候補とな
る。

totally1993
proteins 

identified

160
proteins

Spectral counting

G-test (p < 0.05)

Significantly overexpressed 

in Cholangiocarcinoma

77
proteins

Further 

validation 

・MRMSecreted proteins

新規バイオマーカー候補タンパク質
全1993のタンパク質から、癌部で有意に高発現する160種のタン
パク質を同定した。
その中から11種の分泌タンパク質を含む77種を選択し、Multiple 

Reaction Monitoring定量測定を進行中である。
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Peason’s correlation coefficien test

Correlation coefficients: r = 0.59

Immunohistochemistry Protein A
Labeling Index (LI)法にて評価し、癌部で有意に高発現し
ていることを確認した。
MS dataとLIに正の相関（r = 0.59)が認められた。

考察：
前立腺癌や肺がんでは本手法を用いた新規バイオマー
カー探索の報告がなされ有用性が示されているが、胆道癌で
の報告はまだ無い。
MSを用いたFFPE組織の網羅的プロテオーム解析から、バ

イオマーカー候補を同定し、さらに血液や胆汁で検証を行う手
法は有用と考えられる。
今後は、Stage II, ＩＩＩの症例を加えた大規模な免疫組織化

学染色や、血液や胆汁の解析を進め、早期診断や術前診断
などの臨床応用への可能性を検証する。


