
Title 胃癌患者の血液中代謝物質のメタボローム解析
Sub Title
Author 真鍋, 瑞那(Manabe, Mizuna)

冨田, 勝(Hori, Shigeki)
Publisher 慶應義塾大学湘南藤沢学会

Publication year 2010-02
Jtitle 研究会優秀論文 

JaLC DOI
Abstract 癌の診断に有用な血中腫瘍マーカーは,癌の選別や予後の予測,経過評価,特に再発診断,化学療法な

ど,治療効果の評価への可能性に期待が寄せられている.しかし胃癌をはじめとする多くの癌は組織
型が混在しているために,癌種ごとに特異的で感度の高い腫瘍マーカーは殆ど同定されていない.現
在タンパク質レベルでの測定可能な胃癌血中マーカーとしてCEA, CA19-9などがあるが,感度・特
異度が低く,早期診断に用いるには不十分である.そこで本研究では胃癌の早期診断マーカーの発見
に向けて,感度が高く胃癌に特異的な腫瘍マーカーを探索することを目的として,血中代謝物質の解
析を行った.キャピラリー電気泳動一飛行時間型-質量分析計(CE-TOFMS)を用いて,健常者群(n=11)
と術前(n=17)・術後(n=12)の胃癌患者群血清中のイオン性代謝物質を比較解析し,その変動を調べ
た-その結果代謝物質由来のピークを286検出することができ,健常者群と術前胃癌患者群問におい
て25個,術前胃癌患者群と術後胃癌患者群間で24個の物質に有意な差(P0.05;Student t-test)が認め
られた.これらの物質のうち,特に有意性の高いものとしてX3(P=5.81×10'4)とX1(P=8.58×10'9)があ
った.この2物質は健常者群と術前胃癌患者群それぞれの血中で逆の変動を示していた,これを術後
胃癌患者群の血中代謝プロファイルとも比較した結果,この2物質の血中でのレベルは健常者群の
それとほぼ同等となっていたことが分かった.以上のことからX3とX1を媒介する酵素PNPと胃癌の
発症との関連が示唆された。

Notes 先端生命科学プロジェクト2009年度春学期
Genre Technical Report
URL https://koara.lib.keio.ac.jp/xoonips/modules/xoonips/detail.php?koara_id=0302-0000-0630

慶應義塾大学学術情報リポジトリ(KOARA)に掲載されているコンテンツの著作権は、それぞれの著作者、学会または出版社/発行者に帰属し、その権利は著作権法によって
保護されています。引用にあたっては、著作権法を遵守してご利用ください。

The copyrights of content available on the KeiO Associated Repository of Academic resources (KOARA) belong to the respective authors, academic societies, or
publishers/issuers, and these rights are protected by the Japanese Copyright Act. When quoting the content, please follow the Japanese copyright act.

Powered by TCPDF (www.tcpdf.org)

http://www.tcpdf.org


SFC-SWP 2009-S-002

研
究
会
優
秀
論
文

胃

癌患者の血液中代謝物質の
メタボローム解析

2009年 度 春学期
SPNING

真 鍋 瑞 那 環境情報学部 2年

先端生命科学プロジェクト

慶應義塾大学湘南藤沢学会



研究会優秀論文推薦のことば

 真鍋君は、鶴岡市立荘 内病院との共同研究で、初期 胃がん患者の血液をメタボ ローム

解析 した ところ、様々な代謝物質が 胃がん患者特有に血中に増加 していることを見出 し

ました。この ことは血中の代謝物質の量が、胃がんの 「診断マーカー」として実用化で

きる可能性が あります。 初期の胃がんは 自覚症状がないことか ら、血液で簡便 に早期

発見できることは極めて重要ですので、本研究の更なる発展に期待 します。

慶應義塾大学

環境情報学部教授

    冨田 勝



胃癌患者の血液中代謝物質のメタボロー ム解析

真鍋瑞那

要旨

癌の診断 に有用 な血 中腫瘍 マーカー は,癌 の選別や 予後の予測,経 過 評価,特 に再発診 断,

化 学療 法な ど,治 療効 果の評価 への可能性 に期待 が寄せ られ てい る.し か し胃癌 をは じめ

とす る多 くの癌 は組織 型が混在 してい るた めに,癌 種 ごとに特 異的 で感度 の高い腫瘍 マー

カーは殆 ど同定 され ていない.現 在 タンパ ク質 レベル での測 定可能 な 胃癌血 中マー カー と

してCEA, CA19・9な どがあ るが,感 度 ・特異度が低 く,早 期診 断に用い るには不十 分で

あ る.そ こで本研究 では胃癌 の早期診 断マー カーの発 見 に向けて,感 度 が高 く胃癌 に特異

的 な腫 瘍マ ーカー を探 索す るこ とを 目的 と して,血 中代謝物 質の解析 を行 った.キ ャ ピラ

リー電 気泳動一飛行 時間型-質 量分析計(CE-TOFMS)を 用 いて,健 常者群(n=11)と 術 前(n=

17)・ 術後(n=12)の 胃癌患者群血清 中のイオン性代謝 物質 を比較解析 し,そ の変動 を調べ

た-そ の結果代謝物質 由来 の ピー クを286検 出す るこ とが でき,健 常者群 と術前 胃癌 患者

群 問において25個,術 前胃癌患者群 と術 後 胃癌患者群間 で24個 の物質 に有意 な差(P<

0.05;Student t・test)が認 め られ た.こ れ らの物 質の うち,特 に有意性 の高 い もの と して

X3(P=5.81×10'4)とXl(..-58×10'9)が あった.こ の2物 質 は健常者群 と術 前胃癌 患者群

それ ぞれの血 中で逆の変動 を示 して いた,こ れ を術後 胃癌患者群 の血 中代謝 プ ロフ ァイル

とも比較 した結果,こ の2物 質の血 中での レベ ルは健 常者群 のそれ とほぼ同等 とな ってい

た こ とが分 かった.以 上の こ とか らX3とX1を 媒介す る酵 素PNPと 胃癌 の発症 との 関連

が示唆 され た。

Keywords:胃 癌,腫 瘍 マ ー カ ー, PNP, X3
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1.序 論

1.1.研 究 背 景 と 目的

 近年,年 間30万 人近 くの人 が癌 で死 亡 してい る.こ の数は全死亡者数の3分 の1に 相 当

し,3人 に1人 は癌 が原因で死 亡 してい ることを示 してい る.中 でも胃癌 は 日本 で最 も罹患

率が高 く,癌 死 亡率は男性 で肺癌 に次 いで2位,女 性 では1位 となってい る-胃 癌 の術後5

年後生 存率はステー ジ1で91.8%,ス テー ジIIで72.8%,ス テー ジ皿で46.2%,ス テー ジ

IVで3.0%で あ り,早 期 胃癌 で治療 を行 った場合 と進行 癌 に入 ってか ら治療 を行 った場合 で

はその後の生存率 に大 きな開きがあ ることが分か る.こ の統計 よ り胃癌 は早 期発 見 ・治療

が非 常 に重要 である といえる.し か し胃癌 は初期段階 でほ とん ど自覚症状 が認 め られ ない

ことや,胃 癌特有 の症状 がない ことか ら早期発見 が非常 に困難 であ るのが現 状であ る.そ

こで本研 究で は,胃 癌 の早期発 見に利 用可能な腫瘍マー カーを探 索す ることを 目的 とす る.

腫瘍 マーカー は多 くが癌細胞 でつ く られ,一 部が血液や尿 中に出て くるため一般的 に血液,

尿 お よび癌組織 を対象 に して行われ る.特 に血液や尿 を採 取す るだ けで調 べ るこ とが可能

であ るた め,腫 瘍マ ーカーの検査は 日常的 に行 うことができ るとい う面で優 れてい る.現

在 胃癌 の診断 に利用 され てい る腫瘍マー カー にはCEA(癌 胎 児性 抗原)とCA 19・9(組 織

ポ リペプチ ド抗原)が あ る.し か しどち らも臓器特異性 が低 い ことか ら早期癌 をスク リー

ニ ングす るこ とは現 時点では困難で ある.以 上 の ことか ら,臓 器 特異性が高 く胃癌 に特 有

な血 中腫瘍マー カー を探 索す るこ とを 目的 として解析 を行 った,

L2.胃 癌 の病 理

 胃壁 は胃の内側 か ら粘 膜層,粘 膜 下層,筋 層,漿 膜 下層,漿 膜層 となって いる.胃 癌は

粘膜 に発生 し,時 間が経過 す るに従 い粘膜 下層,筋 層,漿 膜下層,漿 膜層へ と進行す る.

粘 膜下層 までの ものを早期 胃癌,筋 層 よ り深 くなった もの を進 行 胃癌 と呼ぶ.早 期 胃癌 は

大 きく3つ の型 に分類 され てい る.1型 は隆起型,H型 は表面型,皿 型 は陥 凹型 であ る.

II型 は さらに, Il a型, Il b型, IIc型 に分 け られ る.早 期 癌では癌 の型 に関係 な く転移 は

少な く,癌 細胞 は胃に とどま ってい るか,あ るいは癌 の近 くの リンパ節 まで しか転移 して

いない こ とが多い.し か し癌が進行す るに従 い,リ ンパ行性 転移や血行性転移,腹 膜 転移

な どによ り全身 に癌 の転移 が発生 し完治が 困難 とな る,
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2.対 象 と手法

2.1.研 究 対 象

 健常者群(n=11)と 術前(n=17)・ 術後1週 間(n=12)胃 癌 患者群 の血清デー タを荘 内病院 か ら

収 集 した.術 前 ・術後 胃癌患者 の うち,11人 は同一患者 で あった.CE-TOFMSに よるイ

オ ン性代謝物質 の測 定実験は,慶 応義塾大学 先端 生命科学研究所の研究員 であ る平山明 由

氏が担 当 した.そ の際サ ンプル調整 は以 下の方法で行われた.健 常者群 と胃癌 患者群の 臨

床 情報 は以 下の表 にま とめた(表1).

表1 胃癌患者 と健常者の臨床情報

術前胃癌患者 術後胃癌患者 健常者

(n=17) (n=12) (n=11)

年齢 67.13±11.00 64.91±9.34 36.18±9.37

性別 (%)

男性 41 58 18

女性 47 42 82

不明 12

ステ ー ジ(%)

IA 82 92

II 6 8

不明 12
-

2.2.サ ン プ ル の 前 処 理(陽 イ オ ン 代 謝 物 質)

 Methionine sulfbneを10μL含 ん だMeOH450μLに 血 清50μLを 加 え,攪 拌 した.そ

の 後 さ らにCHcl3500μLとMilli-Q水 を200μL加 え攪 拌 した.次 に4℃ で5分 間,

5,000rpmで 遠 心 分 離 し,水 層 を濾 過 した.再 び4℃ で2時 間,10,000rpmで 遠 心 分 離 して

乾 燥 させ,最 後 に100μMの3-Aminopyrrolidineを 含 ん だMilli・Q水 を12.5μL加 え て

CE-TOFMSで 測 定 した 日
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2.3.解 析 手 法

 健 常者(n=11)と 術前(n=17)・ 術後(n=12)胃 癌患者 の計40個 のデー タを対象 に解析 を行 っ

た 。なお 比較 方法 と して最初 に,健 常者 と術前 胃癌患者の2群 間で顕著な差がみ られ てい

る物質 を探 索 した.そ の後,術 前 ・術後 胃癌患者 の2群 間で同様 の方法で比較解析 を行 っ

た.

 メタボ ローム解析 はMaster Handsを 用 いて行 った.こ の ソフ トウェアでは,試 料 中の

イオ ン性代謝物質 の ピー クの大 き さを異 なるサ ンプル 間で比較す るこ とが可能 であ る.し

か し検 出 され た ピー クの中 にはCE-TOFMSで は分離 が不十分なために定量値 に信頼性 の

ない 中性物質や,塩 や スパイ クな どの不要 な ピー クも含まれてい るため,以 下の閾値 を も

うけてこれ らの ノイズ を除去 した.

(1)Intensity(ピ ー ク の強 度)が1000以 下 の ピー ク を削 除 した.

(2)Rel Area(内 部 標 準 で 補 正 した ピー ク面 積)が0.005以 下 の ピー ク を削 除 した-

(3)Rel MT(補 正 後 の 移 動 時 間)が7-3～7.5,21.7～22.4(min.)の ピ ー ク を削 除 した.

なおイ オン性代謝物質 名の推 定 は,質 量電荷比(m/z)と 測定 ご との揺 らぎを補正 した移 動時

間(mt)が 標 準物質 と-致 した ものについてのみ行 った.

3.結 果

3.1.術 前 胃癌患 者 と健常 者 の比較解 析 結果

 本研究では腫瘍マーカーを探索することを目的 としたため,術 前 ・術後胃癌患者 と健常

者それぞれ6割 以上の人数においてみられる代謝物質を対象に解析を行った.そ の結果物

質由来のピークが286個 検出され,そ の うち術前胃癌患者 と健常者の2群 間で特に有意な

差がみ られた代謝物質のピークは計25個 であった.こ の うち質量電荷比(m/z)と 移動時間

(mt)が標準物質 と一致 した代謝物質を以下の表にまとめた(表2).

表2 術前胃癌患者 と健常者で有意な差がみ られた陽イオン代謝物質

m/z mt(min.) 代謝物質名 P値

137.04

284.10

・'1:

175.10

133.06

90.05

13.68

14.99

20.38

12.17

11.04

9.91

1

2

3

4

5

6

X

X

X

X

X

X

8.58×10-9

1.92x10'4

5.81x104

1.27x10-3

1.43x10-3

1.84x10-1
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3.2.術 前 胃癌 患者 と術 後 胃癌 患者 の 比較解 析結 果

 術前胃癌患者 と術後胃癌患者の2群 間で比較解析 した結果,物 質由来のピークは286個

あ り,特 に有意な差がみられた代謝物質の ピークは計24個 であった.こ のうち質量電荷比

(m/z)と 移動時間(mt)が 標準物質と一致 した物質を以下の表にまとめた(表3).

表3 術前胃癌患者 と術後胃癌患者で有意な差がみ られた陽イオン代謝物質

m/z mt(min.) 代謝物質名 -P値

130.08

118.06

90.05

12.98

1....

9.91

7

8

6

X

X

X

3.49 x  10-3

2.19 × 10-2

3.25 x  10_2

4議 論

4.1.X1とX3

 術 前 胃癌患者 と健常者 で有意 な差 がみ られた代 謝物質 の うちX1とX3はpathway上 で

酵 素purine-nucleoside phosphorylase(PNP)(E.C-2-4.2.1)を 介 して隣接 した箇所 に位 置す

る.こ れ よ りこの2物 質 の周辺代謝物質 の変動 を追った(図1).X3とX1及 び この2物 質

を媒介す る酵素PNPに ついては以下の よ うな報告 が され ている.胃 癌 患者 の腫瘍性粘 膜組

織 ではX3の 割合 が通常の粘膜組織 と比較 して増加す る(Nakano et al.,1985).ま た 胃癌 と

特 定 されてはい ないが,一 般 に癌患者 においてX1お よびxanthineの 血中での割合が健 常

者 と比較 して増加す る とい う報告 があ る(Lorenzi et al.,1987)-さ らに血 中で のPNP活 性

は健 常者 よ りも癌患者 で高 い とい う結果 が出てい る(Roberts etal.,2004).X3に ついて は,

健 常者 よ りも胃癌患者 で血 中濃度 が高かった ことか ら先行研 究の内容 と…致す るが,X1は

術 前 ・術後 に関 わ らず 胃癌 患者 での血 中濃度が有意 に低 く,先 行研 究 とは逆の結果 とな っ

た.し か し血 中 の代謝物 質は様 々な臓器 の影響 を受 け るので,特 定 の代謝経 路 にお け る代

謝物 質の変動が 胃癌 の影響 に よるものであ ると断定す るこ とは難 しい と思われ る.

 既 に上で述べ たが,図1で 示 した グラフ よ りX3とX2は 術前 胃癌 患者において血 中濃度

が健常者 と比較 して非 常に高い こ とが分か る.ま た これ らの物 質は術後 の血 中濃度 が健 常

者 のそれ とほぼ近 い値 になってい ることが分か る.一 方X1は 術 前胃癌 患者 において健 常者

と比較 した とき血 中濃度 が有意 に低 い-し か し外科治療後 は,X3やX2と 同様 に健常者 の

血中濃 度 に近い値 になってい ることが分か る.

 以上の こ とか らPNPは 胃癌患者にお いて,X1か らX3の 方 向に活性 化 してい ると考 え ら

れ る-た だ しこれ は胃癌患者 の血液 中に含 まれ てい る代謝物質 を解析 した結果 であるため,

胃癌の腫瘍性粘 膜組織 では逆反応 が起 きてい る可能性 が ある,一 般 に腫瘍 マー カー は多 く

が癌細胞でっ く られ,そ の一部が血 中に出て くる.胃 癌 患者 の血中 でX1が 減少 してい るの

は,癌 細胞が増殖す る際 に多量 のX1を 必 要 とす るた めである とい う予測 がで きる.逆 に
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X3やX2は 癌細胞で消費されないために血中に多 く出ているとい う考察ができる.
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図1 術前 ・術後胃癌患者 と健常者の血清中に含まれる代謝物質の変動

          縦軸は平均Rel Area値

4.2.胃 癌 患 者 に お け るArginineの 血 中濃 度 の増 加

 術前 胃癌患者 と健 常者で有意 な差がみ られた陽イ オン代 謝物質 とその物質 の周辺 代謝 物

質 の変動 を追 った(図2).こ れ よ りarginineか らornithineへ の経路 やornithineか ら

citrulineへ の経 路, X8とarginine間 の経路 で,術 前 胃癌患者 と健常者 に含 まれ るそれぞ

れ の代謝物 質濃度が逆転 してい ることが分か る.arginineは 乳癌や 結腸癌 を含む 多 くの癌

患者 で血 中濃 度が低 くなっている とい う報 告があ る(Vissers et al.,2005).し か しこれ とは

逆 に,arginineを 含む多 くのア ミノ酸は 胃癌及び結腸癌 の患者 の腫 瘍組織 で増加 してい る

とい う結 果 も報告 されてい る(Hirayama etal.,2009).arginineは 酵素arginase(ARG)(E.C.

3.5.3.1)に よってureaとornithineを つ く り,ま た酵素nitric oxide synthase(NOS)(E.C.

1.14.1339)に よってnitric oxide(NO)とcitrulineを つ くるこ とで知 られてい る. ARGは 結

腸癌 や乳癌,肺 癌,前 立腺癌 の患者 で活性 化がみ られ るた め,特 に乳癌や結腸癌 で は病 気

の進行 の指標 として用 い られ る可能性 も報告 されてい る.ARGが 活性化す る原 因 として は,
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腫 瘍 が成長 す るの に不 可欠 なpolyamineの 高い需 要 を維 持す るた め と考 え られ て い る

(Viola and Bronte,2007).し か し今 回の解析結 果ではarginineの 血 中濃度 は健 常者 と比較

して術前 胃癌 患者 で増加 がみ られ た-こ れ よ りARGあ るいはNOSが 胃癌 患者 で不活性化

してい る可能性 が考 え られ る。また,酵 素glycine amidinotransferase(AGAT)(E.C.2.1.4.1)

を介 してarginineと 隣接 した位 置 にあるX8は 健常者 よ りも術前 胃癌 患者で減 少 してい る

こ とが分か る.こ れ よ り胃癌患者 ではAGATがX8か らarginineの 方 向に活性化 してお り,

その結果arginineの 血 中濃度 が高 くなった可能性 もある.
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5.結論 と今後の展望

 今回の解析結果 では術 前 ・術後 胃癌患者 と健常者 の血清 中に含 まれ るX3とX1の 代 謝物

質の変動か ら,酵 素PNPと 胃癌 の発癌 の関連が示唆 された.ま た,多 くの癌ではarginine

の血 中濃度が低 い とい う先行 研究 とは逆の結果 ではあったが,胃 癌患者 ではarginineの 血

中濃度が高い とい う結 果が出た.よ ってarginine及 び この周辺 代謝物質 を測定す るこ とで,

胃癌 に特異的 な腫瘍マ ーカーが発見 され る可能性 があ る,胃 癌患者 の血 中に含 まれ るX1及

びarginineの 減少 は先行研 究 と逆 を示す結果 となった.こ れについて は様 々な要因 が考 え

られ る-ま ず 胃癌患者 と健 常者の臨床情報 につ いてだが,こ の2群 間で はサ ンプル の平均

年 齢に30歳 前後 の差がみ られ る.血 中に含 まれ る代謝物質 の濃度 は年齢 によって異 な るた

め,代 謝物 質の逆 の変 動は この年齢 差 による もので ある可能 性が ある.ま たサ ンプル数 が

限 られ ていたた め,今 回扱 った サ ンプル に限 り偶然代謝物 質の変動 が逆 にな った とい う予

測 もで きる、

 今回 は術 前 ・術後 胃癌 患者 と健 常者 の陽イ オ ン代謝物質 について のみ解 析 を行 ったの で

今 後 は陰 イオ ン代謝物 質及び ヌク レオチ ド代謝 物質 につ いて も解析 を行 って いきたい.こ

れ によって今 回測定 できてい ない と思われ た,他 の関連代謝 物質が測 定 され ている 可能性

が期待 され る.ま たX1やarginineが 先行研究 と逆 の結果 を示 した原 因 につ いては,陰 イ

オ ン代謝物 質や ヌク レオチ ド代謝物 質の測定結 果 と合 わせ て,よ り広 い範 囲で代謝 プ ロフ

ァイル を調 べ るこ とで,そ の原 因を調 べ ていきたい と考 えてい る.し か し胃癌患者 の血 中

でarginineが 増加 している とい う内容の論文(Hirayama et al.,2009)も 報告 され てい るの

で,こ の論文 と本研 究で扱 った代謝デー タ との比較 を今 後行 う。
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