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研究成果の概要： 
大島正伸教授が保有する胃がん発症モデルマウス K19-Wnt1/C2mEマウスおよびそのコントロ

ールマウス K19-C2mEマウスと野生型マウスの３系統マウスから、時間軸に沿って尿を採取し、

プロテオーム解析を行った。その結果、約９００種のタンパク質を検出し、K19-C2mEマウスに

特異的な約１２０種のタンパク質、さらに、K19-Wnt1/C2mE マウスに特異的な約３０種のタン

パク質を検出した。これら合わせて約１５０種のタンパク質の安定同位体標識リコンビナント

タンパク質を、小麦胚芽無細胞タンパク質合成系を用いて作成し、各タンパク質のプロテオタ

イピックペプチドを質量分析により決定した。この情報を基に、マルチプルリアクションモニ

タリング(MRM)システムの構築を進めた。 

 
研究分野：がんマーカー分子探索 
キーワード：胃がん、マーカータンパク質、尿プロテオミクス、MRM、タンパク質絶対定量 
 
１．研究開始当初の背景 
 これまでの発がんの分子機構解析には、既

にがん化した組織（細胞）由来のゲノム解析

による遺伝子異常の解析・同定が主流であり、

これにより、多くのがん遺伝子やがん抑制遺

伝子が発見・報告されてきた。しかし、顕著

な遺伝子異常の見出されないがんも多く、発

がんに至る過程での遺伝子変異によらない

細胞の増殖・悪性化・転移等に関わる細胞内

シグナル伝達因子をつぶさに解析すること

が極めて重要と考えられる。また、がん化細

胞の増殖・悪性化には、これを支持するがん

細胞周辺の微小環境の変化が極めて重要で

あることが、最近指摘されている。この様な

観点から、細胞のがん化に向けた変化ととも

に微小環境の変化をも解析するためには、①

がん発症前段階から、がん化に至る過程を時

間軸に沿って解析すること、②遺伝子解析で

は検出できない、細胞増殖や運動の変化や、

がん細胞周辺の微小環境変化をモニタリン

グすること、の２点が必須である。そこで、

①は、ヒトでは不可能であり、モデル動物の

確立とその利用が不可欠である。金沢大学が

ん進展制御研究所の大島正伸教授が確立さ

れた胃がん発症モデルマウスは、１００％胃

がん発症のモデル動物として極めて有用で

あり、このモデルマウスを用いることで可能

となる。また、②は、申請者のグループが、

独自に開発してきたタンパク質絶対定量プ

ロテオミクス解析技術を基盤として、これま

でに絶対定量が極めて困難とされている複

数膜貫通型タンパク質をも含めたほぼ全て

のタンパク質をアトモルからフェムトモル

レベルで高感度・絶対定量することにより、

生体分子の量的変動と様々な修飾による質

的変動をモニタリングすることで可能とな

る。 
 
２．研究の目的 
 胃がん発症モデルマウスとタンパク質絶
対定量プロテミクス解析技術を融合させる
ことで、これまでに報告の無い、胃がん発症
前段階でのマウス生体のプロテオーム動態
を的確に把握することを試みる。これにより、
がん細胞増殖に向けたがん微小環境の変化
をモニタリングすることを可能とし、新たな
治療標的分子の解明に繋げる。また、これら
の成果を、胃がん発症の分子機構解明、早期
診断に向けてのバイオマーカー探索、ならび
に、新規な早期診断法の開発にまで繋げるこ
とを目的とする。 
 
３．研究の方法 
 K19 遺伝子プロモーターを用いて胃粘膜上

皮で Wnt シグナルを亢進させた K19-Wnt1 マ

ウス（胃粘膜には微小前癌病変が発生）、PGE2

経路を誘導させた K19-C2mE マウス（胃炎の
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発生と、同時に粘液細胞からなる過形成病変

が発生）、および、これらのマウスを交配し

て作製した K19-Wnt1/C2mEマウス（100%の効

率で胃がん発生）の３系統マウスと正常コン

トロールマウスから、時間軸（腫瘍形成がま

だ確認できない１０週齢から炎症を伴う腫

瘍形成が認められる５５週齢まで各週）に沿

って尿を採取する。 

 

２：採取した各マウス尿のショットガンプロ

テオミクスを行い、尿中のタンパク質を同定

する。 

この解析結果より、 K19-Wnt1 マウス、

K19-C2mE マウス、K19-Wnt1/C2mE マウスにそ

れぞれ特異的な尿中タンパク質を同定する。 

 

３：実験項目２で同定する各マウス特異的タ

ンパク質の血清中濃度を絶対定量するため

に、マルチプルリアクションモニタリング

(MRM)を構築する。 

 

４：実験項目３で構築する MRM システムと

我々の持つタンパク質絶対定量用安定同位

体標識内部標準タンパク質ライブラリー

SIRPL を組み合わせ、各マウス特異的タンパ

ク質の絶対定量を行う。 

 

４．研究成果 
尿プロテオーム解析 
 胃がん発症モデルマウス K19-Wnt1/C2mEマ

ウ ス お よ び そ の コ ン ト ロ ー ル マ ウ ス

K19-C2mE マウスと野生型マウスの３系統マ

ウスから、時間軸に沿って尿を採取し、プロ

テオーム解析を行った。その結果、約 900種

のタンパク質を検出し、K19-C2mE マウスに特

異的な約 120 種のタンパク質、さらに、

K19-Wnt1/C2mEマウスに特異的な約 30種のタ

ンパク質を検出した。これら合わせて約 150

種のタンパク質の安定同位体標識リコンビ

ナントタンパク質を、小麦胚芽無細胞タンパ

ク質合成系を用いて作成し、SIRPL に組み込

んだ。さらに、各タンパク質のプロテオタイ

ピックペプチドを質量分析により決定した。

また、安定同位体標識効率は 99.7％と算出し、

タンパク質絶対定量に品質の高い内部標準

タンパク質として利用可能であることが示

された。さらに、リコンビナントタンパク質

を用いて、各タンパク質の特徴的なイオン化

ペプチド(プロテオタイピックペプチド)を

質量分析により決定した。 

 
MRM システムの構築 

 リコンビナントタンパク質の質量分析に

より得られたプロテオタイピックペプチド

情報を基に、このペプチドをタンデムに繋ぎ

合わせた完全人工内部標準タンパク質

QconCAT をデザインし、これを再度、小麦胚

芽無細胞タンパク質合成系を用いて作成す

ると同時に、安定同位体標識した。作成した

QconCAT 内部標準タンパク質が、内部標準と

して機能するかどうかを質量分析により検

証し、確認した。各タンパク質より３種のプ

ロテオタイピックペプチドを検出用チャネ

ルとして用い、合計 150 x 3＝450 個の検

出用チャネルを作成した。この方法により、

一度の解析で、150 種のタンパク質を絶対定

量可能なシステムを構築できた。今後この測

定システムを用いてマウス尿サンプル解析

をさらに進め、有用なバイオマーカーを同定

して行く。 
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