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The identiˆcation of biomarkers is a promising approach for the diagnosis and eŠective therapy of cancer. In par-
ticular, disease proteomics is a potentially useful method for identifying such biomarkers. However, very few biomarker
proteins for drug development have been discovered using this approach. The main di‹culty is to e‹ciently select poten-
tial biomarkers from the many candidate proteins identiˆed by the proteomics approach. To circumvent this problem,
we have developed ``antibody proteomics technology'' that can screen for biomarker proteins by isolating antibodies
against each candidate in a rapid and comprehensive manner. Here, we applied ``antibody proteomics technology'' to
breast cancer-related biomarker discovery and evaluated the utility of this novel technology. Cell extracts derived from
breast tumor cells (SKBR3) and normal cells (184A1) were analyzed by two-dimensional diŠerential gel electrophoresis
(2D-DIGE) to identify proteins over-expressed in the tumor cells. Candidate proteins were extracted from the gel pieces,
immobilized onto a nitrocellulose membrane using a dot blot apparatus and then used as target antigens in scFv-phage
enrichment and selection. Following this in vitro phage selection procedure, scFvs binding to 21 diŠerent over-expressed
proteins in tumor cells were successfully isolated within several weeks. The expression proˆles of the identiˆed proteins
were then determined by tissue microarray analysis using the scFv-phages. Consequently, we identiˆed three breast
tumor-speciˆc proteins. Our data demonstrates the utility of an antibody proteomics system for discovering and validat-
ing tumor-related proteins in pharmaceutical proteomics. Currently, we are analyzing the functions of these proteins to
use them as diagnostic markers or therapeutic targets.
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1. はじめに

近年，医療の個別化・最適化の高まりも相まっ

て，各種疾患治療薬の標的となり得る“創薬ターゲ

ット”や，的確な診断を可能とする“疾患マーカー”

といった創薬バイオマーカーの探索研究が，臨床や

創薬研究現場において大きな注目を集めており，熾

烈な国際競争が繰り広げられている．中でも，生命

現象の直接の担い手である「タンパク質」に着目し，

疾患状態におけるタンパク質の質的・量的・時空間

的変化を網羅的に解析しようとする疾患プロテオミ

クスのアプローチに大きな期待が寄せられている．

疾患プロテオミクスによる創薬バイオマーカータン

パク質の同定は，対照試料と比較して疾患試料で発

現変動しているタンパク質を質量分析法により網羅

的に同定し，その上で，見い出された候補タンパク

質の機能を解析することで，その有用性をバリデー

ションし，絞り込むことになる．このようなプロセ

スの中で，候補タンパク質の同定に関しては，近年

の質量分析装置の高性能化等に伴って，その数とス

ピードは飛躍的に進歩し，一度の解析で数十，数百

といった発現変動タンパク質の同定が可能となって

いる．1)しかし，候補タンパク質のバリデーション

に関しては，同定したタンパク質を 1 つ 1 つ評価す

るか，各研究者の興味や経験からトライ・アンド・

エラーで解析せざるを得ないのが現状であり，同定

されるタンパク質の数が増えた一方で，この検証と

絞り込みの過程が創薬研究における律速となってい

る．そのため，プロテオミクス研究から医薬品開発

にまで展開できた例はほとんどないといっても過言
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ではない．これは，タンパク質の発現分布や機能解

析に必須のツールである抗体を，数多くの候補タン

パク質に対して手にすることが困難であることに起

因している．近年，試薬メーカー等により多種類の

抗体が提供されつつあるが，興味深いタンパク質で

あるほど，抗体は市販されておらず，とりわけ，詳

細な解析に必須となるモノクローナル抗体は，多く

の場合，自ら作製する必要がある．しかし，モノク

ローナル抗体作製の常法であるハイブリドーマ法で

は，◯1 つの抗原に対して抗体を作製するのにさ

え，数ヵ月以上もの時間と多大な労力を費やさなけ

ればならない．さらに，◯プロテオミクス研究の汎

用法である二次元電気泳動のゲルから直接回収でき

るタンパク質は概して微量（数 100 ng 以下）であ

るため，動物への免疫を必要とする本方法では，遺

伝子のクローニングやリコンビナントタンパク質の

発現・精製といった過程も経なければならず，数

十，あるいは数百種類も同定されてくる候補タンパ

ク質に対応することは極めて困難である．

本観点から筆者らは，上記課題を克服し，創薬バ

イオマーカータンパク質の探索から，バリデーショ

ン・絞り込みまでを迅速に効率よく行い得る創薬基

盤技術，「抗体プロテオミクス技術」を確立した．

本稿では，抗体プロテオミクス技術による乳がん関

連バイオマーカータンパク質の探索の試みについて

紹介させて頂く．

2. 抗体プロテオミクス技術の開発

まず，数多くの候補タンパク質に対してハイス

ループットに抗体を作製するため，筆者らは，in

vitro でモノクローナル抗体を作製可能なナイーブ

ファージ抗体ライブラリに着目した．ナイーブフ

ァージ抗体ライブラリは，生体が有する多様なレ

パートリーの抗体 Fv 領域を，リンカーペプチドに

より一本鎖化した scFv の形でファージ表面に発現

させたライブラリである．研究に取りかかった当

時，有用で自由に使うことのできるナイーブファー

ジ抗体ライブラリがなかったため，抗体 V 遺伝子

を網羅的に増幅可能とする PCR プライマーセット

を独自に設計することで，マウス由来ナイーブフ

ァージ抗体ライブラリの作製を試みた．その結果，

20 億種類以上ものレパートリーを有する抗体ライ

ブラリの構築に成功し，各種タンパク質に対する特

異的抗体発現ファージを約 2 週間で単離できること

を実証した．2,3)そこで続いて，抗原としてリコンビ

ナントタンパク質を別途作製することなく，二次元

ディファレンシャル電気泳動（2D-DIGE）ゲルか

ら回収されるナノグラムオーダーのタンパク質を直

接用いて，抗体を取得し得る方法論の確立を試み

た．筆者らは，抗原タンパク質の固相化担体とし

て，タンパク質の吸着力に優れたニトロセルロース

膜を利用し，ドットブロット装置上でファージ抗体

ライブラリの選別操作を行ったところ，わずか 0.5

ng の微量抗原からでも目的抗体を単離することが

可能であることを明らかとした（メンブランパンニ

ング法）．以上のプロセスにより，二次元電気泳動

法によるプロテオミクス解析で同定される候補分子

に対して，in vitro で迅速に抗体を取得し得る方法

を確立することができた．本方法により抗体を取得

できれば，タンパク質レベルでの様々な機能解析が

可能となる．そこで筆者らは，多数の臨床サンプル

で候補分子の有用性を効率よくバリデーションし，

真に有用な創薬バイオマーカーを絞り込むための

ツールとして，組織マイクロアレイ（TMA）に着

目した．TMA は多症例の臨床組織切片が 1 枚のス

ライドガラスに搭載されたもので，目的抗原に対す

る抗体で免疫染色すれば，1 度の解析で，多数の症

例における発現プロファイルを取得でき，さらに，

各症例が有している様々な臨床情報との相関も解析

することが可能となる．4)種々の条件検討の結果，

ファージ発現型抗体を用いて，TMA の免疫染色が

可能であることを見い出しており，これらの技術を

組み合わせることによって，最短 1 ヵ月程度で，プ

ロテオーム解析から有用なバイオマーカータンパク

質の絞り込みまでを達成することが可能となった．

以上，疾患サンプルの 2D-DIGE 法による発現変

動タンパク質の同定から，抗体の網羅的作製，さら

に多数の臨床サンプルでのバリデーションまでを迅

速かつ効率よく完了できるシステムを，われわれは

「抗体プロテオミクス技術」と名付けた．具体的な

プロセスとしては，Fig. 1 で示すように，◯疾患サ

ンプルとしてがん細胞株等を用い，健常組織由来細

胞株を対照として，2D-DIGE により発現変動タン

パク質を探索する．◯電気泳動後のゲルから回収さ

れる数 100 ng 以下のタンパク質の一部を使用して

質量分析法によりタンパク質を同定する．◯一方

で，一部のタンパク質をニトロセルロース膜上に固
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Fig. 1. Schematic Illustration of Antibody Proteomics Technology
Monoclonal antibodies against many diŠerentially expressed proteins could be rapidly created by applying naäƒve phage scFv library to proteomics study, and

these candidates could be eŠectively validated by tissue microarray.

Table 1. Identiˆcation of DiŠerentially-expressed Proteins in
Breast Cancer Cells by MALDI-TOF/MS

Spot# Protein name MW
(kDa) pI

Expression ratio
(folds)

[cancer/normal]

1 Splicing factor YT521-B 85 5.9 6
2 IkappaBR 63 5.5 6

3 SPATA5 76 5.6 7

4 Skin aspartic protease 37 5.3 0.1

5 Beta actin variant 42 5.3 15
6 TRAIL-R2 48 5.4 18

7 Cytokeratin 18 48 5.3 12

8 TRAIL-R2 48 5.4 16

9 RREB1 52 5.3 10
10 Cytokeratin 7 51 5.4 23

11 Cytokeratin 18 48 5.3 13

12 Cytokeratin 7 51 5.4 24

13 FLJ31438 53 5.5 35
14 Cytokeratin 7 51 5.4 36

15 PAK65 55 5.7 8

16 Cytokeratin 8 54 5.5 32

17 Cytokeratin 8 54 5.5 72
18 XRN1 54 5.8 8

19 Jerky protein homolog-like 51 6.0 22

20 EPH receptor A10 32 5.7 9

21 Glutatione S transferase 23 5.4 0.02
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相化し，24 億種類の抗体レパートリーからなるナ

イーブファージ抗体ライブラリにより，目的とする

タンパク質に対して高親和性抗体クローンをスク

リーニングする．◯得られたファージ抗体と TMA

による発現プロファイリングにより，候補タンパク

質の創薬バイオマーカーとしての有用性を多数の臨

床サンプルでバリデーションする．

本技術は，多数の発現変動タンパク質の中から真

に価値のある『疾患バイオマーカーや創薬ターゲッ

ト』の候補を，効率よくバリデーションし，絞り込

むことができる唯一の方法であり，創薬研究に極め

て有用な基盤技術になるものと考えられる．そこで

以下では，本技術の有用性検証を目的として，乳が

んの創薬ターゲットタンパク質，あるいは悪性度診

断のための疾患マーカータンパク質の同定を試みた．

3. プロテオーム解析による乳がん関連タンパク

質の同定と網羅的な抗体作製

不死化乳腺細胞株 184A1 から調製したタンパク

質を対照サンプルに，乳がん細胞株 SKBR3 から調

製したタンパク質を疾患サンプルとして 2D-DIGE

解析を行った．定量的解析により発現変動レベルの

大きかった 21 個の spot について，ゲルを切り出

し，ゲルを溶解することによりタンパク質を回収し

た．回収したタンパク質の一部を用いて質量分析に

より解析（PMF 及び MS/MS）したところ，すべ

てのスポットのタンパク質を同定することができた

（Table 1）．また，回収したタンパク質の一部を用

いて，メンブランパンニング法によりファージ抗体

の単離を試みた．その結果，すべてのタンパク質に

対して親和性を有するファージ抗体を単離すること
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Table 2. Validation of Biomarker Candidates by Tissue
Microarray with Breast Cancer and Normal Tissues

Protein name
Positive rate of identiˆed proteins
Normal breast

tissues
Breast cancer

tissues

Her-2 0/15 cases
( 0％)

53/189 cases
(28％)

IkappaBR 3/15 cases
(20％)

22/189 cases
(12％)

SPATA5 0/15 cases
( 0％)

0/189 cases
( 0％)

Beta actin variant 0/15 cases
( 0％)

0/189 cases
( 0％)

TRAIL-R2 0/15 cases
( 0％)

119/189 cases
(63％)

RREB1 1/15 cases
( 7％)

83/189 cases
(44％)

FLJ31438 0/15 cases
( 0％)

0/189 cases
( 0％)

PAK65 0/15 cases
( 0％)

0/189 cases
( 0％)

Cytokeratin 8 0/15 cases
( 0％)

137/189 cases
(73％)

XRN1 0/15 cases
( 0％)

0/189 cases
( 0％)

Jerky protein homolog-like 0/15 cases
( 0％)

0/189 cases
( 0％)

EPH receptor A10 0/15 cases
( 0％)

93/189 cases
(49％)
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ができた．ファージ抗体の単離に要した期間は約 2

週間であり，2D-DIGE によるプロテオーム解析か

ら同定・回収される微量で多種類のタンパク質を直

接抗原として使用し，それらに対する抗体を迅速に

取得可能な方法論であることが確認できた．

4. 組織マイクロアレイ解析による乳がん関連

マーカータンパク質の絞り込み

候補タンパク質に対する抗体を手にすることがで

きれば，様々な機能解析が可能となる．そこで，得

られたファージ発現型抗体を用いて，がん組織マイ

クロアレイを免疫染色し，同定されたタンパク質の

発現プロファイリングを試みた．189 症例の乳がん

組織と 15 症例の正常の乳腺組織が搭載された TMA

を用いて，ファージ発現型抗体にて染色した．そ

の結果，SPATA5, Beta actin variant, FLJ31438,

PAK65, XRN1 に関しては正常乳腺組織において

も，がん組織においてもほとんど発現は認められな

かった．一方，カスパーゼカスケードの活性化を介

したアポトーシス誘導性の受容体である TNF-relat-

ed apoptosis-inducing receptor 2（TRAIL-R2）は約

60％，細胞骨格を構成する中間径フィラメント構成

タンパク質である Cytokeratin 8 は約 70％，機能が

ほとんど知られていないチロシンキナーゼ型受容体

である EPH receptor A10（EPHA10）は約 50％の

症例で共通して発現していたが，正常乳房組織での

発現は認められなかった（Table 2）．現在，乳がん

で汎用されている抗体医薬トラスツズマブの標的分

子 Her-2 が約 30％の陽性率であることを考慮する

と，これら 3 種類のタンパク質は，乳がんの優れた

創薬ターゲットになり得るものと期待される．また，

Her-2 陽性あるいは陰性症例において，これら候補

タンパク質の発現を調べたところ，Her-2 陽性患者

のうち，TRAIL-R2 あるいは EPHA10 は，約 77％

あるいは 62％の割合で発現しており，これら分子

のうち，いずれかが発現している割合は約 87％の

症例であった．一方，Her-2 陰性の症例において

も，約 70％の症例が TRAIL-R2 あるいは EPHA10

いずれかに陽性であった［Fig. 2(A）］．現在臨床

で，抗 Her-2 抗体が乳がんに対する画期的な治療

薬として汎用されているが，TRAIL-R2 と EPHA10

も細胞膜タンパク質であることから，抗 Her-2 抗

体が適用されない Her-2 陰性症例に対する新規創

薬ターゲットになり得るものと期待される．また，

Her-2 陽性症例においても，抗 Her-2 抗体による治

療を続けるうちに耐性が生じることが問題になって

いることから，5,6)そのような患者に対しても有用な

創薬ターゲットになり得るものと期待される．

続いて，上記候補分子の発現と臨床情報との相関

解析を試みた．その結果，Cytokeratin 8 と EPHA10

の発現は，乳がんの病期の進行と有意な相関が認め

られた［Fig. 2(B）］．したがって，Cytokeratin 8 や

EPHA10 は乳がんの進行に関連するタンパク質で

あり，悪性度を客観的に予測・評価し得る診断マー

カーになり得るものと考えられる．近年，TRAIL-

R2 は，がんの新たな分子標的として抗体医薬の開

発が進んでおり，7,8)また Cytokeratin 8 はがんの悪

性度に係わることが報告されている．9,10)以上の結

果は，抗体プロテオミクス技術が，多種類の発現変

動タンパク質の中から，有用なマーカータンパク質

を迅速かつ効率的に絞り込むことが可能な極めて有

用な創薬基盤技術であることを示すものである．

5. おわりに

本稿では，筆者らが確立した「抗体プロテオミク

ス技術」と，その応用例について紹介した．本技術
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Fig. 2. Correlation Analysis between the Expression Proˆle of Biomarker Candidates and Clinical Information
(A) The expression rate of drug target candidates, TRAIL-R2 and EPHA10, in Her-2 positive and negative cases. The expression of Her-2 in 28％ of breast

tumor cases describes gray. The expression of each candidate in Her-2 positive and negative cases describes black. (B) The expression rate of diagnosis marker can-
didates, Cytokeratin 8 and EPHA10, in each clinical stage (stage I; n＝14, stage II; n＝87, stage III; n＝86).
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により乳がんの創薬バイオマーカータンパク質の探

索を試みた結果，有望な候補分子として，TRAIL-

R2, Cytokeratin 8, EPHA10 を絞り込むことができ

た．中でも TRAIL-R2, EPHA10 は，乳がんに対す

る新たな治療薬のターゲットになり得ることが期待

される．現在，これら分子の詳細な機能解析を進め

るとともに，抗体医薬の開発を目指した研究を進め

ている．今後，抗体プロテオミクス技術が，わが国

の創薬研究に貢献することを願っている．
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