
 

               

                                                           

 

学 位 論 文 の 要 約 
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消化器がんの新たな診断技術に関する基礎的研究 

第 1 章 序論 

 

1.1 緒言 

 

日本は 1981 年にがんが死亡原因の 1 位となり、その後は第 1 位の座を譲ることなく増え続け、

現在はがんに罹患する生涯リスクは約 50% となり、 2012 年にがんで死亡した人は 360,963 人とな

っている。年齢別でみると男性では 40 歳以上で消化器系のがん (胃、大腸、肝臓) の死亡が多くを

占める。女性では 40 歳代の乳がん、子宮がん、卵巣がんの死亡が多くを占めるが高齢になるほどそ

の割合は減尐し、消化器系 (胃、大腸、肝臓) と肺がんの割合が増加する。また 2010 年に新たに診

断されたがん (罹患全国推計値) は 805,236 例 (男性 468,048 例、女性 337,188 例) で、がんの部位

ごとに集計したデータによると男性の罹患部位の第 1 位が胃、2 位が肺、3 位が大腸、女性の罹患部

位の第 1 位が乳房、2 位が大腸、3 位が胃である。男女計での罹患部位の第 1 位は胃、2 位が大腸、 

3 位が肺である 
1)

 。 

2003 年から 2005 年にがんと診断された人の 5 年相対生存率*1 は男性 55.4%、女性 62.9% であ

った。罹患数の多い胃がんに関しては、男性 64.2%、女性 61.5%、大腸がんは男性で 70.3%、女性で 

67.9% という結果であった 
2)

 。これらの統計からも消化器がんは日本人にとって今も重要な疾患で

ある。本研究では、消化器がんについて着目している。消化器がんは食道、胃、大腸、肝臓、胆嚢、

膵臓などから発生するがんである。今回、消化器がんの中でも胃がん、大腸がんに関する研究に取り

組んだ。胃がん、大腸がんは局所に限局している時期に発見できれば、がんを完全に除去して治すこ

とができる。胃がん、大腸がんを治療する基本的な治療法は外科的手術であるが、より早期に発見さ

れると苦痛の尐ない内視鏡治療でがんを完全に切除することが可能である。このことからも胃がん、

大腸がんを早期に発見することは重要で、かつ身体的苦痛の尐ない方法で、かつ安価にて測定可能な

診断法の確立が世界中で挑戦されている。その中の一つに血液や尿などを用いたバイオマーカーによ

る評価がある。一般的にバイオマーカーは生体内の変化、外部からの刺激などによる変化を反映する

生体マーカーであり 
3)、がんも臨床症状を鋭敏に反映するようなバイオマーカーの開発が今後期待さ

れている。 

 
*1 がんと診断されてからの生存率 (5 年相対生存率) は、治療でどのくらい生命を救えるかを示す指

標である。がんと診断された人のうち 5 年後に生存している人の割合が、日本人全体で 5 年後に生

存している人の割合に比べてどのくらい低いかで表す。100% に近いほど治療で生命を救えるがん、

0% に近いほど治療で生命を救い難いがんであることを意味する。 



 

      

     

     

     

     

     

     

     

     

     

     

     

     

     

     

     

     

     

     

     

     

     

     

     

     

     

     

     

     

     

     

     

     

     

     

     

     

     

     

     

     

     

     

     

     

     

 

     

1.2 消化器がんの治療法について 

  

1.2.1 胃がんの治療方法 

 

胃がんの治療法は、病期分類より決定される。日本胃がん学会の『胃がん治療ガイドライン』は図 1-1 

の通りであり、胃がんにおいては手術により、がん部を摘出することが標準的な治療である。また、

胃の切除と同時に、決まった範囲の周辺のリンパ節切除を行い (リンパ節郭清) 、リンパ節に転移し

ている可能性がほとんどない場合には、手術ではなく内視鏡的切除術が行われる。腹腔鏡手術は、腹

部に小さい穴を数ヵ所開けて専用のカメラや器具で手術を行う方法で、通常の開腹手術に比べて非侵

襲な手技であり、手術後の回復が早いため手術件数は近年増加傾向にある。 

 がんの浸潤が尐なく、リンパ節に転移している可能性が尐ない場合、内視鏡を用いた胃がん切除術

である内視鏡的粘膜切除術 (EMR) や、内視鏡的粘膜剥離術 (ESD) などの方法がある。 EMR は、病

変の下層部に生理食塩水などを注入して病変を浮き上がらせてからスネアで病変を含む粘膜を切除す

る方法である。ESD は病変の下層部にヒアルロン酸ナトリウムなどの薬剤を注入しながら病変を電気

メスで剥離する方法で、大きな病変も一括して切除することが可能である。内視鏡手術は侵襲性の低

い手術であり、患者の予後も一般的によく、手術後の回復も早い傾向にある。これらの治療では、内

視鏡治療後、病理診断検査で病変の組織を確認し、診断結果によっては胃の外科的切除が必要となる

場合がある。根治切除可能であった胃がんに対しては、術後にテガフール・ギメラシル・オラシルカ

ルシウム配合剤 (TS-1) 内服が生存率向上に寄与することが示され、標準治療として提唱されている 
5)

 。 

 

IA期 IB期 IIA期 IIB期 IIIA期 IIIB期 IIIC期 IV期

胃の粘膜に
限局している

胃の粘膜下層に
達している

深さ・転移

臨床病期

内視鏡治療 手術

病理検査・病理診断による検討

手術後

経過観察 補助化学療法 化学療法

対症療法

化学療法

放射線治療

緩和治療

対症療法

治療

引用：日本癌学会編「胃癌治療ガイドライン第3版(2010年10月)」（金原出版）

 

 

図 1-1 胃がん治療ガイドライン 
4)

 



 

 

1.2.2 大腸がんの治療方法 

 

大腸がんの治療法は病期分類より決定される。大腸がん研究会の「大腸がん治療ガイドライン」は

図 1-2 の通りであり、胃がん同様、手術によりがん部を摘出することが標準的な治療である。大腸の

場合の内視鏡治療とは内視鏡を使って大腸の内側からがんを切除する方法で、胃がんと同様に病変の

状態により EMR と ESD が施行される。内視鏡治療後、病理診断検査で病変の組織を確認し、診断

結果によっては大腸の外科的切除が必要となる場合がある。 

大腸がんの治療は、外科的切除が基本であり、早期でも手術が必要な場合がある。がんのある腸管を

切除すると同時にリンパ節郭清を行う。がんが周囲の臓器に浸潤している場合には、それらの臓器も

一緒に切除する。病状や手術の方法によっては人工肛門の造設を必要とする場合がある。また胃がん

同様、大腸がんでも腹腔鏡手術が行われており、通常の開腹手術に比べて非侵襲の治療法であること

から、手術後の回復が早いため手術件数は近年増加傾向にある。 

大腸がんの治療には、放射線治療も行われ、高エネルギーの X 線を体の外からがんに照射する。

手術前にがんを小さくする効果があり、治癒率の向上や肛門を温存する目的、あるいは再発予防のた

めに行われる。 

大腸がんの抗がん剤治療は、主としてがん再発を予防するための補助的な治療として施行される。

また、進行がん、再発がんに対しては、根治目的の外科的な治療を選択することが困難な場合もあり、

その場合、延命および生活の質の向上を目的に抗がん剤治療が施行される。最近の抗がん剤の現状と

しては、患者の症状に合わせて数種類の薬剤を組み合わせて使用することもある。また、体内の特定

の分子だけを狙い撃ちにしてその働きを抑える「分子標的薬」という抗がん剤が開発され近年広く用

いられている。ほかの抗がん剤と併用することで効果を高めることが期待されている。 

 

0期

臨床病期

内視鏡治療 手術
・開腹手術
・腹腔鏡下手術

病理検査・病理診断による検討

手術後

治療

引用：大腸癌研究編 「大腸癌治療ガイドライン医師用 2010年版」（金原出版）

I期（軽度浸潤）

I期 （深部浸潤）

II期

III期

IV期

抗がん剤治療 放射線治療

対症療法経過療法

 

図 1-2 大腸がん治療ガイドライン 
6)

 



 

      

     

     

     

     

     

     

     

     

     

     

     

     

     

     

     

     

     

     

     

     

     

     

     

     

     

     

     

     

     

     

     

     

     

     

     

     

     

     

     

     

     

     

     

     

     

 

     

1.3  消化器がんの診断法について 

 

1.3.1 胃がんの診断方法 

 

胃がんが疑われると胃の内視鏡検査や胃透視検査を行う。内視鏡検査では胃粘膜を直接観察するこ

とができる。病変の大きさや形状、色や出血の有無も確認できる。また、がんと疑われる組織の一部

を採って、がん細胞の有無を調べる病理診断検査も行うことが可能である。胃がんの場合では、胃の

形が変化することから胃透視検査で胃の形や粘膜の状態を確認し、精密検査が必要であるかどうかを

判定する。治療前に病変の広がりを調べるために CT 検査や MRI 検査も行われる。 

胃がんのバイオマーカーとして、日常診療で最も使用されているのものは血清中のC-reactive protein 

(CRP), carcinoembryonic antigen (CEA), carbohydrate antigen 19-9 (CA19-9) などである。これら血清にお

けるがんバイオマーカーの胃がんにおける病期別陽性率を示す 
7)  (表 1-1) 。 

 

表 1-1 胃がんのバイオマーカー CA19-9, CEA, CA72-4 の病期別陽性率 
7)

 

 CA19-9 陽性率 (%) CEA 陽性率 (%) CA72-4 陽性率 (%) 

I期 ~5 ~5 ~5 

II期 ~5 5~10 5~10 

III期 30~40 15~20 20~25 

IV期 60~70 50~60 60~70 

 

CA19-9 はがん胎児性抗原であり、NS19-9 抗体により認識される糖鎖構造物である。その担体タンパ

クに関しては O-グリカン、N-グリカン等があるが特に O-グリカンであるムチンの側鎖構造体である

ことが知られている。したがって血清の CA19-9 はそれを発現する血清ムチンの量を示している。一

方、CEA は、がん胎児性抗原として知られているが細胞接着因子の 1 つと考えられており、血清に

はプロテアーゼによる分断で放出されている。肝臓のクッパー細胞に取り込まれて細胞を活性化し、

がんの着床転移に積極的に関わっていると考えられている 
8) 。 

 

 

1.3.2 大腸がんの診断方法 

 

大腸がんが疑われると、がんのある部位や広がりを調べるために直腸指診や注腸造影検査、内視鏡

検査、CT 検査や MRI 検査、腹部超音波 (エコー) 検査などを行う。直腸指診は、指を肛門から直腸

内に入れて、しこりや異常の有無を指の感触により判定する。注腸造影検査ではがんの位置や大きさ、

腸の狭窄の度合いがわかる。内視鏡検査では、まず腸内を洗浄後、内視鏡を肛門部より挿入、直腸か

ら盲腸までの全大腸を内視鏡により直接観察することができる。がんが疑われる組織の一部を採取し、

がん細胞の有無を調べる病理診断検査を行う。病変の表面構造を拡大して観察できる拡大内視鏡を用

いてより精密な検査も行われるようになってきた。大腸がんのバイオマーカーとしては CEA と

CA19−9 が一般的である。しかしこれらのバイオマーカーで大腸がんを早期に発見することは難しく、

進行大腸がんでも異常値が認められない場合もある。大腸がんと周囲の臓器の位置関係、がん転移の

有無の確認、治療前に周辺の臓器へのがんの広がりを調べるために CT 検査、 MRI 検査を行う。ま

た放射性同位元素であるフッ素 18 をフルオロデオキシグルコースに標識したものを注射し、臓器ご

とにその取り込みの分布を撮影することで全身のがん細胞を検出する PET/CT 検査がある。超音波検

査、CT 検査、MRI 検査で診断が難しい場合、バイオマーカーなどの異常から転移や再発が疑われる

場合などには PET/CT 検査をすることもある。 

 

 



 

      

     

     

     

     

     

     

     

     

     

     

     

     

     

     

     

     

     

     

     

     

     

     

     

     

     

     

     

     

     

     

     

     

     

     

     

     

     

     

     

     

     

     

     

     

     

 

     

1.4 アンジオポエチン様タンパク質 2 (ANGPTL2) とは 

 

1.4.1  アンジオポエチン様タンパク質 (ANGPTL) ファミリー 

 

アンジオポエチン (angiopoietin1-4) は構造上 N 末端側にコイルドコイルドメインと C 末端側に

フィブリノーゲン様ドメインを有する分泌タンパク質で血管新生や幹細胞の維持に重要な機能を有す

る 
9)

 。その後、構造上アンジオポエチンに類似するが、アンジオポエチンの特異的受容体である Tie 

1 および  Tie 2 には結合できない分子が  7 種同定され、アンジオポエチン様タンパク質 

(ANGPTL1-7) と命名されている。 ANGPTL ファミリー分子の生物学的機能としてはその多くが血管

新生制御に何らかの作用を示すことが明らかとなっている 
10)

 。ANGPTL ファミリーの樹形図を図 

1-3 に示す。 ANGPTL2 は代謝作用として全身のインスリン抵抗性の誘導、慢性炎症および慢性炎症

誘導関連疾患の発症や進展に関与していることが報告されている 
11 - 15)

 。ANGPTL2 は、特に内臓脂

肪組織に強く発現している 
11)

 。脂肪組織から分泌される ANGPTL2 は、血管新生促進やマトリック

スメタロプロテアーゼ (MMPs) の発現、活性を増加し 
16)、細胞外マトリックスの分解を促進するこ

とで脂肪組織の可逆的リモデリングにおいて大事な役割を果たしている。また、近年ではがんとの関

連性が多く報告されており、詳細は「1.4.2 ANGPTL2 とがんとの関連性」に示す。一方で ANGPTL3, 

ANGPTL4, ANGPTL6 は、糖・脂質代謝やエネルギー代謝に関与するなど多様な機能を有することが

明らかとなっている 
17)

 。 

 

 

 

 

図 1-3 ANGPTL ファミリー樹形図 
18)
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がんの微小環境変化 

（低酸素・低栄養状態） 分泌 

ANGPTL2 

血管内皮細胞を刺激 

がん細胞の遊走能向上 

 血管新生の誘導 

がんの促進 

分泌型タンパク質 

 

1.4.2 ANGPTL2 とがんとの関連性 

 

低酸素状態や低栄養状態などのがんの微小環境を模倣した負荷によってがん細胞における 

ANGPTL2 発現が誘導されることが明らかとなっている 
14)

 。 

慢性炎症は発がん、腫瘍の浸潤、転移を含むがん進行の異なる段階で重要な役割をする。しかし、

炎症をがんの進行と関連づける分子メカニズムは完全には明確になっていない。ここに慢性炎症伝達

物質であると最近知られている ANGPTL2 の発現が、化学的に誘導された皮膚扁平上皮がん (SCC) 

マウスモデルでの発がんの頻度と高い相関性があることが報告されている 
13)

 。  

がんの微小環境の変化、具体的には低酸素状態や低栄養状態による細胞環境の微小な変化により、

ANGPTL2 発現誘導が生じる。ANGPTL2 は、α5β1 インテグリンを介して血管内皮細胞に作用し、 Rho 

ファミリー低分子量 G タンパク質 (Rho GTPase) である Rac を活性化することで細胞の運動能を促

進するだけでなく、Nuclear Factor-κB (NF-κB) の抑制因子である Inhibitor of Nuclear Factor-κB (IκB) の

分解とそれに続く NF-κB の核内移行を促進する 
11)

 。  

これらに示されたように ANGPTL2 は NF-κB 経路活性化による炎症関連遺伝子や MMPs の発現

を活性化することで細胞外マトリックスの分解や血管新生を誘導する。ANGPTL2 は、Rac 活性を通

じて腫瘍細胞自身に作用し、血管新生を促進する。また、腫瘍細胞の遊走能を直接促進する。さらに 

ANGPTL2 は肺がん細胞、乳がん細胞にて上皮間葉転換 (EMT) を生じることが報告されている。EMT 

は、細胞間の接着因子が減尐し細胞の遊走能を高める。がん浸潤、がん転移において重要な現象であ

る 
14), 19)

 (図 1-4, 図 1-5) 。このことからも ANGPTL2 はがんにおいて重要なタンパク質であり、本

研究では ANGPTL2 の臨床応用について焦点を絞り研究に取り組んだ。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 1-4 がんと ANGPTL2 との関連性についての概略図 14), 19)
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図 1-5  ANGPTL2 の作用機序 14), 19) 

 

 

1.5 本研究に用いた統計解析手法 

 

1.5.1 独立な 2 群の差のノンパラメトリック検定 (Mann-Whitney U の検定) 

 

分析する対象が連続変数であり、さらに正規分布に従わない場合には、ノンパラメトリック法が採

用される。その中で t 検定に相当する方法が Mann-Whitney U の検定であり、正規分布に従わないの

で平均値ではなく、中央値が 2 群で異なるかどうかを調べる解析方法である。元の値そのものではな

く、それらの値が全症例の中で占める順位の値を解析対象としている。順位に変換することによって

元の値の分布に拘束されなくなる。検定統計値は順位の和、すなわち順位和による統計手法である 
20)

 。 

 

1.5.2 スピアマンの順位相関係数 

 

分析する対象が順位変数の相関の解析を行う場合には、スピアマンの順位相関係数を算出する。副作

用のグレードを 1, 2, 3, 4 の 4 段階に分け、腫瘍の大きさを 1, 2, 3 の 3 段階に分けて集めたデータ

について、これら 2 つの順位変数の間に相関があるかどうかを知りたい場合に適用される。また、連

続変数であっても、正規分布に従わない変数や、はずれ値のあるデータの場合には、ノンパラメトリ

ック法が適用されるが、相関の解析にはスピアマン順位相関係数を算出する 
20) 。 

 

 



 

  

1.5.3 受動者動作特性曲線 (ROC) 分析 

 

疾患の診断に用いる検査の結果が数値データで連続変数である際は、感度と特異度は陽性と陰性の

境界値であるカットオフ値をいくつに設定するかによって変化する。カットオフ値を変更すると、そ

れに応じて感度と特異度が変化する。その変化するカットオフ値における感度と偽陽性率を 2 次元で

プロットしたものが ROC 曲線である。また、結果が順序変数で表される診断法にも適用される。連

続変数として結果が得られる検査の場合には、感度 (真の陽性率) と偽陽性率 (1 - 特異度) を散布図

としてプロットした ROC 曲線を描くことによって、その診断能を判定することができ、また比較検

討することができる。 ROC 分析で診断能を比較する場合には、 ROC 曲線下の面積 Area under curve 

(AUC) を比較する。元の測定値を比較するわけではないので、ROC分析は正規分布に従う変数でも、

正規分布に従わない (ノンパラメトリック) 変数でも取り扱うことができる。 ROC 分析によって算

出される漸近有意確率は ROC 曲線が傾き 45 度の直線の場合、すなわち 2 群で差がない場合の面積 

(0.5 となる) と比較した場合の p 値である。すなわち比較する 2 群が同じ母集団からの標本 (サン

プル) であるという帰無仮説が正しい場合に、そのようなデータを得る確率を示している。この値が 

0.05 以下であれば診断に有用であることがわかる。もし 0.05 より大きな値であれば診断に用いるこ

とは難しいという解釈となる 
20)。疾患有無群と検査陽性陰性群におけるクロス表を表 1-2 に示す。 

 

表 1-2 疾患有無群と検査陽性陰性群におけるクロス表 

 
検査値 (陽性) 検査値 (陰性) 計 

疾患あり a (真陽性) c (偽陰性) a＋c (有病者) 

疾患なし b (偽陽性) d (真陰性) b＋d (無病者) 

計 a＋b (全陽性者) c＋d (全陰性者) a＋b＋c＋d (総数＝N) 

 

感度 = a/(a + c), 特異度 = d/(b + d) 

 

 

1.6  がんの診断・治療における課題と本研究の目的、ならびに本論文の構成 

 

胃がんは、胃透視検査や症状に関連して施行される内視鏡検査で発見されることが一般的であり、

がんバイオマーカーの上昇で発見されることは尐ない。また、早期の胃がん (ステージ I) においては、

がんバイオマーカー上昇はほとんどみられることがなく、その陽性頻度は健常人のバイオマーカーの

値とほぼ同様であり、胃がんスクリーニングにがんバイオマーカーを使用することの臨床的な意義は

尐ない 
8)

 。 一方で、全国がん (成人病) センター協議会加盟施設における 5 年生存率 (2000～2004 

年診断例) における統計値によると、胃がんのステージ I での 5 年生存率は 97.6%、 ステージ II で

の胃がんの 5 年生存率は 69.6% と高い生存率を示すことが報告されている 
2), 21)

 。 ステージ I は

小さく肉眼的にも診断が困難であり、通常の健診や内視鏡検査よりも、低侵襲性で、なお簡便な診断

法が必要である。同じく早期がんであるステージ II に関しても CA19-9, CEA, CA72-4 のがんバイオ

マーカーの陽性頻度は約 10% 以下であり、がんバイオマーカーを使用した胃がん診断では、 10 人

中 9 人はがんがあるにもかかわらず、がんが陽性とは診断されないことになる。したがって、胃がん

スクリーニングマーカーとしてのこれらの血清がんバイオマーカーは臨床医学において十分とはいえ

ない。現在、プロテオミクスを用いて精力的に血清マーカーによるがんバイオマーカー研究が進めら

れているが、既存のバイオマーカー (CEA, CA19-9 など) を超えるものはまだ発見されていない。 

大腸がんに関して集団検診に免疫学的便潜血法が導入されてから、比較的早期の段階で医療機関を

受診する大腸がん患者が増えてきたが、早期診断に適しているがんバイオマーカーは現在のところ存

在しない。CEA は大腸がんの 80% 以上で産生が認められているが、がんが粘膜に限局する早期がん 



 

 

の段階では、95% 以上の患者で正常値を呈する。 CA19-9 に関してはステージ I での陽性率は 7%、

ステージ II では 9% という報告がある 
22)。全国がん (成人病) センター協議会加盟施設における 5 

年生存率 (2000～2004 年診断例) における統計値によると、結腸がんのステージ I での 5 年生存率

は 98.4%、ステージ II での結腸がんの 5 年生存率は 89.3%、直腸がんのステージ I での 5 年生

存率は98.6%、ステージ II での直腸がんの 5 年生存率は 86.6% と胃がん同様、高い生存率を示すこ

とが報告されている 
2)

 。これらのデータより、胃がん、大腸がんともに 5 年生存率は高い (表 1-3) 。

早期の段階で発見されれば、胃がん、大腸がんは治るがんといえる。図 1-6 で示す通り、胃がんに対

して自覚症状がなかったと回答した方が 49.9%、大腸がんにおいては、 38.9% の方が自覚症状はな

かったと回答している 
2)。これらの結果からも、スクリーニング検査の重要性が強くうかがえる。 

 

 

 

図 1-6 主な傷病分類別にみた外来患者の自覚症状の有無 
23)

 



 

  

 

表 1-3 全国がん (成人病) センター協議会加盟施設における5年生存率 (2000～2004 年診断例) 
 2)

 

 
臨床病期 

(UICC) 
症例数 

割合  

(%) 

5年相対生存率 

(%) 

全がん 

All cancers 

C00-C96* 

I 

II 

III 

IV 

不明 

計 

43,017 

26,299 

20,972 

22,315 

10,757 

123,360 

34.9 

21.3 

17.0 

18.1 

8.7 

100.0 

91.4 

80.7 

48.0 

18.1 

- 

65.7 

胃 

Stomach 

C16* 

I 

II 

III 

IV 

不明 

計 

11,223 

1,615 

2,014 

3,441 

1,332 

19,625 

57.2 

8.2 

10.3 

17.5 

6.8 

100.0 

97.6 

69.6 

45.1 

8.0 

- 

71.3 

結腸 

Colon 

C18* 

I 

II 

III 

IV 

不明 

計 

1,976 

1,621 

1,830 

1,372 

520 

7,319 

27.0 

22.2 

25.0 

18.8 

7.1 

100.0 

98.4 

89.3 

78.6 

15.9 

- 

73.9 

直腸 

Rectum 

C19-C20* 

I 

II 

III 

IV 

不明 

計 

1,397 

1,083 

1,397 

806 

321 

5,004 

27.9 

21.6 

27.9 

16.1 

6.4 

100.0 

98.6 

86.6 

73.7 

14.9 

- 

73.8 

* ICD10 : 国際疾病分類 

 

近年、がん治療は進歩しており、がんを早期で発見することの重要性は日に日に増している。がん

バイオマーカーはがんの補助診療、治療効果判定および予後予知になくてはならない検査法の一つで

ある。しかし、既存の血清がんバイオマーカーによるがん診断は感度 (がん陽性率) 、特異度 (非がん

陰性率) ともに十分ではない。 

早期がんを発見するために安価であり、かつ侵襲性の低い検査が求められている。これらは一人で

も多くの患者が受診するようにするには必要不可欠な要素であり、がんの早期発見はがん研究におけ

る最大のテーマの一つである。 

本研究では、胃がん、大腸がんの臨床に役立つ血清バイオマーカーについての研究に取り組んだ。

バイオマーカーとして ANGPTL2 についての評価を実施した。胃がん、大腸がんのバイオマーカーと

しての ANGPTL2 の有用性を細胞株を用いて評価した。また臨床研究においては、胃がん、大腸がん

の患者の血清中の ANGPTL2 の評価を行った。また、近年では一般的な組織検査に広く用いられるホ

ルマリン固定パラフィン包埋 (以下、FFPE) 組織切片を用いたバイオマーカー研究が注目されている。

FFPE 組織においては、予後情報を含む膨大な情報が含まれており利用価値は高い。これまではパラ

フィン包埋されている組織から特定された因子を評価することが困難とされてきた。今回、ANGPTL2 

が組織中でも高発現しているか評価した。これまで病理診断は病理医により定性的な評価にてがんの 

 

 



 

      

     

     

     

     

     

     

     

     

     

     

     

     

     

     

     

     

     

     

     

     

     

     

     

     

     

     

     

     

     

     

     

     

     

     

     

     

     

     

     

     

     

     

     

     

     

 

     

診断を行っていたが、がん組織中の ANGPTL2 mRNA の発現量を定量的に評価できるか検討した。 

 

本論文構成は、第 1 章が「序論」、第 2 章が「ANGPTL2 の胃がんバイオマーカーとしての評価」、

第 3 章が「ANGPTL2 の大腸がんバイオマーカーとしての評価」、第 4 章が「ホルマリン固定パラ

フィン包埋組織を用いた消化器がんの新たな診断技術の確立」、第 5 章が「結論」という構成となっ

ている。今回、 Appendix の A 章として「ANGPTL2 タンパク質レベルの検出のための ELISA 系構

築」を掲載している。 

 

 

 

第 2 章 ANGPTL2 の胃がんバイオマーカーとしての評価 

 

2.1 緒言 

 

胃がんは、さまざまながんの中においても、その罹患数は多く、世界中で多くの患者が存在する。

がん関連死においても第 2 位であり、その数は年間約 800,000 人となる 
24)。胃がんを早期の段階で

切除できた場合は、劇的にがん死を減尐させることが報告されている 
25) 。胃がんを早期発見するた

めに、近年、内視鏡検査などの診断法が開発されているが、より侵襲性の低い、正確に胃がんを診断

できる技術開発が世界中で求められており、それらを解決することはがん研究において喫緊の課題で

ある 
26)

 。 

がんの診断法として、患者の血清中のがんバイオマーカーを調査する方法がある。胃がんを早期発

見するためのバイオマーカーとしては、 CEA, CA19-9 のような既存のバイオマーカーは存在するが、

臨床現場において十分とは言えず、これら既存のバイオマーカーよりも感度、特異度ともに高いバイ

オマーカーが必要とされている 
27 －  29)

 。本章では、胃がんの新たなバイオマーカー候補として 

ANGPTL2 の潜在的診断能力を評価する。 ANGPTL2 は、アンジオポエチンファミリーに属している

分泌型タンパク質である 
30)

 。アンジオポエチン様タンパク質ファミリーは血管新生を制御している 
31)

 。腫瘍細胞によって生成された血管新生因子は、腫瘍の成長に重要な役割を担っている 
32)

 。また、

ANGPTL2 が肺がん、乳がんのバイオマーカーとして有用であるという報告もある 
14)

 。血中の 

ANGPTL2 の定量評価により、本章では胃がんのバイオマーカーとしての有用性について評価を行っ

た 
33) 。 

 

 

2.2 実験方法 

 

2.2.1 胃がん細胞株と培養とサンプル条件 

 

4 つのヒト胃がん細胞株 (HGC-27, MKN7, MKN74, KE-39) を理研セルバンクより購入した。 

HGC-27 細胞株は、Minimum Essential Medium (MEM培地) に 10% ウシ胎児血清 (FBS) を加え、抗生

剤物質として100 U/mL ペニシリンと 100 μg/mL ストレプトマイシンを投与する。その後、5% CO2, 

37°C の環境下で培養する。 MKN7 細胞株、 MKN74 細胞株と KE-39 細胞株は、 RPMI1640 培地

に 10% FBS を加え、抗生剤物質として 100  U/mL ペニシリンと 100 μg/mL ストレプトマイシンを

投与する。その後、 5% CO2, 37°C の環境下で培養した。4 つのヒト胃がん細胞株 (HGC-27, MKN7, 

MKN74, KE-39) は、 6-well プレートに細胞培養初日に 6 × 10
5
 cells/well の密度で播種を行い、5% 

CO2, 37°Cの環境の中で培養した。細胞培養初日から 1 日目、 2 日目、 3 日目に細胞培養上清液を

サンプルとして取得した。なお、細胞培養の際、培地は毎日亣換した。細胞数に関しては血球計算盤

を用いて計数した。 



 

 

2.2.2 ELISA 法による ANGPTL2 濃度測定 

 

ヒト血清サンプル (胃がん患者および健常人) と細胞培養上清液サンプルの中の ANGPTL2 濃度を

測定するために  Human ANGPTL2 Assay Kit (株式会社免疫生物研究所) を用いてサンドイッチ 

Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA) 法により測定した。構成試薬を表 2-1 に示す。今回の実

験は、製品プロトコルに準拠して行っている。 

1 次抗体は、購入時にすでに固定された抗体プレートに、検体および標準物質 (Human ANGPTL2) 

を加え、37 °C, 60 分間静置し、抗原抗体反応を行った (1 次抗原抗体反応) 。標準物質はあらかじめ 

ANGPTL2 濃度が既知の物質である。本キットでは、標準物質バイアル瓶に超純水を 0.5 mL 加えて

完全に溶解した際の濃度が 7 ng/mL となる。洗浄後に標識抗体を添加し、抗原抗体反応を行った (2 

次抗原抗体反応) 。標識抗体としては、標識抗体濃縮液を標識抗体用溶解液にて 30 倍希釈したもの

を用いた。反応後、過剰の 2 次抗体を洗浄除去する。次に、Tetra Methyl Benzidine (TMB) により発

色させた。マイクロプレートリーダーにて溶液の波長 450 nm における吸光度を測定した。 ELISA 工

程を図 2-1 に示す。また、細胞培養上清液サンプルに関しては、細胞培養 2 日目のサンプルを用い

た。 

 

 

37 ℃, 60分間静置

II. 洗浄工程 4 回 (300 mL リン酸緩衝液にて洗浄 )

III. 2 次抗体との反応 (標識抗体水溶液との反応)

IV. 洗浄工程 5 回 (300 mLリン酸緩衝液にて洗浄 )

4 ℃ , 60 分間 静置

V. 反応工程 (100 μL TMB 基質液を添加)

VI. 吸光度測定 (波長 450 nm における吸光度を測定)

I. 1次抗体 (抗体プレート) との反応

遮光にて常温, 30 分間 反応

 

 

図 2-1  ELISA 工程 

 



 

      

     

     

     

     

     

     

     

     

     

     

     

     

     

     

     

     

     

     

     

     

     

     

     

     

     

     

     

     

     

     

     

     

     

     

     

     

     

     

     

     

     

     

     

     

     

 

     

 

表 2-1 Human ANGPTL2 Assay Kit の構成試薬 

構成試薬 

抗体プレート (抗Human ANGPTL2 (K2-1A1A) Mouse IgG MoAb A.P. 固相)  96Well 

標識抗体濃縮液 (30 倍濃度 HRP 標識抗 Human ANGPTL2 (K1-12A4A) Mouse IgG MoAb 

Fab’A.P.) 

標準物質 (Human ANGPTL2) 

希釈用緩衝液 

標識抗体用溶解液 (1% BSA, 0.05% Tween-20 含有 PBS) 

TMB 基質液 

停止液 (1N H2SO4) 

濃縮洗浄液 (40 倍濃度リン酸緩衝液) 

 

 

 

2.2.3 マルチプレックスビーズテクノロジーの原理とマルチプレックスサスペッションアレイ解析 

 

本章では、ヒト胃がん細胞株にて ANGPTL2 の他の血管新生因子の中にANGPTL2 同様に高発現

する物質があるかを調査した。細胞培養上清液中のGranulocyte Colony Stimulating Factor (G-CSF), 

Platelet Endothelial Cell Adhesion Molecule-1 (PECAM-1), Hepatocyte Growth Factor (HGF), Vascular 

endothelial Growth Factor (VEGF), Leptin, Platelet Derived Growth Factor-BB (PDGF-BB), Angiopoietin-2, 

Follistatin について Bio-Plex Human Angiogenesis 9-Plex Panel (バイオ・ラッド・ラボラトリーズ株

式会社, アメリカ合衆国) を用いて同時に発現解析を行った。構成試薬を表 2-2、それぞれの血管新

生因子の特性一覧を表 2-3 に示す。またMultiplex Suspension Array System (MSA) の実験方法の概略

図を図 2-2、その原理を図 2-3 に示す。 

 

 

表 2-2  Bio-Plex Pro Human Angiogenesis 9-Plex キットの構成試薬 

構成試薬 

Antibody-conjugated beads (25 × concentration) 

Detection antibody (10 × concentration) 

Angiogenesis standard (2vials, Lyophilized) 

Angiogenesis control (2vials, Lyophilized) 

 Bio-Plex assay buffer 

 Bio-Plex wash buffer 

 Bio-Plex detection antibody diluent 

 Streptavidin-PE (100 ×) 

 Sterile filter plate 

 

 

 



 

      

     

     

     

     

     

     

     

     

     

     

     

     

     

     

     

     

     

     

     

     

     

     

     

     

     

     

     

     

     

     

     

     

     

     

     

     

     

     

     

     

     

     

     

     

     

 

     

 

I. スタンダード調製

II. コントロール調製

III. 1 次抗体ビーズ溶液の調製

溶液の調製

IV. 検出用抗体（ビオチンラベル抗体）溶液の調製

IV. ストレプトアビジン-フィコエリスリン (Str - PE) 溶液の調製

I. 1次抗体付ビーズとの反応

II. 検出用抗体（ビオチンラベル抗体）との反応

III. ストレプトアビジン-フィコエリスリン (Str - PE) との反応

反応工程

Bio-Plex 200 System にて測定

測定

 

図 2-2 MSA 実験方法概略図 

 

スタンダード調製として、 Angiogenesis standard バイアルに MEM 培地を500 μL 加え、スタンダー

ド原液とした。スタンダード原液 150 μL に対して MEM 培地 450 μL を混合し、段階希釈を行った。

次にコントロール調製として、 Angiogenesis control バイアルに MEM 培地を 800 μL 加え、コント

ロール原液とした。コントロール原液 150 μL に対して MEM 培地 300 μL を混合し、段階希釈を行

った。以下、1 well あたりの反応を示す。1 次抗体付ビーズ溶液の調製として、遠心チューブに Assay 

buffer を 2 μL 加え、そこに Antibody-conjugated beads (25 × concentration) バイアルから 48 μL を

加え、 1 次抗体付ビーズ溶液とした。検出用抗体 (ビオチンラベル抗体) 溶液の調製として、遠心チ

ューブに Bio-Plex detection antibody diluent を 2.5 μL 加え、そこにDetection antibody (10 × 

concentration) バイアルから 22.5 μL を加え、検出用抗体 (ビオチンラベル抗体) 溶液とした。ストレ

プトアビジン-フィコエリスリン (Str-PE) 溶液の調製として、遠心チューブに Bio-Plex assay buffer を 

49.5 μL 加え、そこに Streptavidin-PE (100 ×) バイアルから 49.5 μL を加え、ストレプトアビジン-

フィコエリスリン (Str-PE) 溶液とした。 1 次抗体との反応として、 Sterile filter plate の使用するウ 



 

 

ェルに  Bio-Plex assay buffer を各  100 μL ずつ加え、マルチスクリーンバキュームホールド 

(MultiScreen
TM

 HTS Vacuum Manifold) にて吸引した。その後、1 次抗体付ビーズ溶液を各 50 μL ずつ

加え、 Sterile filter plate に吸着させた。マルチスクリーンバキュームホールド (MultiScreen
TM

 HTS 

Vacuum Manifold) にて吸引を行い、 100 μL の Bio-Plex wash buffer を各 100 μL ずつ加え、マルチス

クリーンバキュームホールド (MultiScreen
TM

 HTS Vacuum Manifold) にて吸引した。この操作を 3 回

繰り返した。各ウェルに 50 μL のサンプル、スタンダード溶液、コントロール溶液を加えた。遮光し

た後、100 rpm, 30 秒間、さらに 300 rpm, 30 分間マイクロプレートシェーカー ( MTS 2/4 digital) にて

振盪させた。サンプル、スタンダード溶液、コントロール溶液を吸引し、100 μL の Bio-Plex wash buffer 

を加えて吸引し、この操作を 3 回繰り返した。検出用抗体 (ビオチンラベル抗体) との反応工程とし

て、ビオチンラベル抗体溶液を各ウェルに 25 μL ずつ加え、 1100 rpm、 30 秒間、さらに300rpm、 30

分間、マイクロプレートシェーカー ( MTS 2/4 digital) にて振盪させた。ビオチンラベル抗体溶液を吸

引し、100 μL の Bio-Plex wash buffer を加えて吸引し、この操作を 3 回繰り返した。 Str-PE との反

応として、 Str-PE 溶液を懸濁し、各ウェルに 50 μL ずつ加え、1100 rpm, 30 秒間、さらに 300 rpm, 30 

分間マイクロプレートシェーカー ( MTS 2/4 digital) にて振盪させた。 Str-PE 溶液を吸引し、100 μL 

の Bio-Plex wash buffer を加えて吸引し、この操作を 3 回繰り返した。各ウェルに 125 μL の Bio-Plex 

assay buffer を加え、 1100 rpm で 30 秒間振盪し、サスペンションアレイシステム Bio-Plex 200 

System (バイオ・ラッド・ラボラトリーズ株式会社, アメリカ合衆国) にて溶液中の吸光度を測定した。 

 

表 2-3 血管新生因子の特性一覧 

血管新生因子 特性 

Granulocyte Colony Stimulating Factor 

(G-CSF) 

顆粒球コロニー刺激因子、サイトカインの一種で顆粒球

産出の促進、好中球の機能を高める作用がある 

Platelet Endothelial Cell Adhesion 

Molecule-1 (PECAM-1) 

血管内皮細胞に発現している PECAM-1 は、細胞間接着

部位に集積し、細胞外ドメインのホモフィリックな結合

により内皮細胞間をつないでいる接着分子 
34)

 

Hepatocyte Growth Factor (HGF) 

HGF は初代培養肝細胞の増殖を強く促進する因子とし

て精製されたサイトカインであり、肝臓の旺盛な再生力

を支える肝再生因子の有力な候補 
35)

 

Vascular endothelial Growth Factor 

(VEGF) 

VEGFは培養血管内皮細胞に対する増殖因子、および血

管透過性亢進因子の2つの性質を持つ糖タンパク質 
36)

 

Leptin 

脂肪細胞によって作り出され、強力な飽食シグナルを伝

達し、亣感神経活動亢進によるエネルギー消費増大をも

たらし、肥満の抑制や体重増加の制御の役割を果たすペ

プチドホルモン 

PDGF-BB  
間葉系細胞（線維芽細胞、平滑筋細胞、グリア細胞等）

の遊走および増殖などの調節に関与する増殖因子 

Angiopoietin-2 血管新生の制御因子に重要な役割をもつ 
37)

 

Follistatin 
アクチビンに結合するタンパク質として知られている

糖たんぱく質 
38)

 
 



 

      

     

     

     

     

     

     

     

     

     

     

     

     

     

     

     

     

     

     

     

     

     

     

     

     

     

     

     

     

     

     

     

     

     

     

     

     

     

     

     

     

     

     

     

     

     

 

     

 

 

 

① ビーズを 2 種類の蛍光色素の量比を変え色分けし調製を行った。 

② 1 種類のビーズに 1 種類の 1 次抗体を結合する。今回は 7 種類のビーズにそれぞれ抗体を固定

した。 

③ 抗原をキャプチャーさせた後、ビオチン化 2 次抗体と反応させストレプトアビジン-PE で蛍光ラ

ベリングを行った。 

④ フローサイトメトリーの技術を利用しビーズを 1 つずつ検出し定量評価を行った。 

 

図 2-3  MSA の原理 

 

 

 

2.2.4 リアルタイム PCR 法 

 

ANGPTL2 の mRNA レベルを解析する目的にて、ヒト胃がん細胞株 (HGC-27, MKN7, MKN74, 

KE-39) を用いリアルタイム PCR を行った。細胞を 6 well プレートに播種、細胞毎に 3 well ずつの

細胞計数を行い、細胞密度を 4.5 × 10
5 
cells/mL に調製したサンプルを 3 つずつ準備した。細胞懸

濁液を遠心分離 (1200 rpm, 4 分間) し、細胞培養上清液を取り除いた。PBS (-) (pH 7.4) を 200 μL 加

え、再懸濁した。 High Pure RNA Tissue kit (ロシュ・ダイアグノスティックス株式会社, ドイツ) を用

いてヒト胃がん細胞株より RNA を抽出した。NanoDrop 分光光度計 (NanoDrop-8000) にて測定 (波

長：260 nm) し、抽出した溶液中の RNA 濃度を 200 ng に調製した。相補的 DNA (cDNA)  合成の

ために random hexamer primers (サーモフィッシャーサイエンティフィック株式会社, アメリカ合衆

国) と ReverTra Ace® (東洋紡エンジニアリング株式会社) を用いて反応液を調製し、サーマルサイク

ラーにて逆転写反応を実施した。リアルタイム PCR のための反応液を調製し、StepOnePlus Real-Time 

PCR System (ライフテクノロジーズジャパン株式会社,アメリカ合衆国) にて PCR を実施し、蛍光度 

(蛍光波長/励起波長：521/494 nm) を測定した。今回の研究では反応液の調製に SYBR Green qPCR Mix 

kit (東洋紡エンジニアリング株式会社) を用いた。また、 ANGPTL2 と β-アクチンのプライマーの塩

基配列を下記する。 

 



 

      

     

     

     

     

     

     

     

     

     

     

     

     

     

     

     

     

     

     

     

     

     

     

     

     

     

     

     

     

     

     

     

     

     

     

     

     

     

     

     

     

     

     

     

     

     

 

     

Human ANGPTL2 primers:   

Forward Primer: 5-GCCACCAAGTGTCAGCCTCA-3
 15)    

Reverse Primer: 5-TGGTTCTGAACTGCATTCTGCTG-3
 15)   

 

Human β-actin primers:  

Forward Primer:5-TGGCACCCAGCACAATGAA-3
 15)   

Reverse Primer:5-CTAAGTCATAGTCCGCCTAGAAGCA-3 
15)  

 

SYBR
®
 Green の構造と原理を 図 2-4 と 図 2-5 にそれぞれ示す。 cDNA の合成に必要な反応液の

調製条件を表 2-4 と 表 2-5 に示す。また、リアルタイム PCR の実験概略図を図 2-6 に示す。 

 

 

 

 

 

 

 

 
                    化学式：C32H37N4S

+ 

                            蛍光波長 / 励起波長：521nm / 494nm 

 
図 2-4 SYBR

®
 Green I 色素化学構造 

 

 

 

図 2-5 SYBR
®
 Green 法の原理 



 

 

 

表 2-4  cDNA の合成に必要な反応液の調製条件 

構成試薬 容量 (μL) 

Total RNA X μL   

Random Primer (25 pmol/μL) 1 μL   

5 × Buffer 4 μL   

2.5mM dNTPs 8 μL   

ReverTra Ace (100 units/μL) 1 μL   

milliQ水 Y μL   

Total Volume 20 μL   

    

表 2-5  リアルタイム PCR に必要な反応液の調製条件 

構成試薬 容量 (μL) 

milliQ水 6.4 μL   

THUNDERBIRD SYBER qPCR MIX 10 μL   

Forward Primer (10 pmol/μL) 0.6 μL   

Reverse Primer (10 pmol/μL) 0.6 μL   

50X ROX reference dye 0.4 μL   

DNA溶液 (cDNA) 2 μL   

Total Volume 20 μL   

 

 
 

図 2-6 リアルタイム PCR 実験概略図 



 

      

     

     

     

     

     

     

     

     

     

     

     

     

     

     

     

     

     

     

     

     

     

     

     

     

     

     

     

     

     

     

     

     

     

     

     

     

     

     

     

     

     

     

     

     

     

 

     

今回 mRNA の発現解析の方法として、比較 Threshold Cycle (Ct) 法 (⊿⊿Ct法) による相対定量法

を用いた。 

基準としたサンプルとの Ct 値の差から相対値を求める定量法であり、ターゲットの値を内在性コ

ントロールの値で補正を行い、さらに基準とするサンプル (キャリブレーター) との相対値を算出す

る。 Ct 値は蛍光強度が増幅プロットの閾値と一致する PCR サイクル数のことである。また、内在

性コントロールは、多様な細胞で遺伝子の発現量が一定している遺伝子を用いる。 

今回は多くの細胞で恒常的に転写されていると言われるハウスピーキング遺伝子である β-アクチ

ンを使用した。以下、計算方法を示す。 

 

 

 

【 相対定量法 】 

 

相対量 = 2－⊿⊿
Ct

 

 

内在性コントロールでの標準化： 

標的 mRNA 量／内在性コントロール mRNA 

= ⊿Ct = Ct【標的 mRNA】 － Ct 【内在性コントロール mRNA】 

 

基準とするサンプルに対する相対値化： 

標準化した検体の標的 mRNA 量／ 

標準化した基準とするサンプルの mRNA 量 

= ⊿⊿Ct = ⊿Ct 【標準化した検体の標的 mRNA 量】－ 

⊿Ct 【標準化した基準とするサンプルの mRNA 量 】 

 

以上の方法より ⊿⊿Ct から相対量 (2
-⊿⊿Ct

) を求める。 

 

 

 



 

      

     

     

     

     

     

     

     

     

     

     

     

     

     

     

     

     

     

     

     

     

     

     

     

     

     

     

     

     

     

     

     

     

     

     

     

     

     

     

     

     

     

     

     

     

     

 

     

2.2.5 ヒト血清サンプルの条件 

 

本章の臨床研究は、公益社団法人鹿児島共済会南風病院の臨床研究倫理審査委員会の承認を得てい

る。またヘルシンキ宣言に基づいて行われている。血清サンプルは、南風病院より 2013 年 1 月から 

2013 年 9 月までに取得した 50 例に関して解析を行った。研究対象としては、胃がん患者 12 症例 

(年齢: 66.9 ± 11.9 歳、平均 ± 標準偏差 (SD)) 、健常と診断された方 (以下、健常人) 38 症例 (年齢 : 

47.3 ± 9.9 歳) である。胃がんの 12 症例は、いずれも病理学的組織タイプは 腺がんであった。また 12 

症例のうち 9 症例が病期分類ステージ I で、3 症例がステージ II であった。がんのステージングに

関しては、Tumor-Nodulus-Metastases (TNM) 分類によって病理学的に分類を行った。これらは、5th 

International Union Against Cancer に準じている 
39)

 。研究対象に関しては、表 2-6 にまとめて示した。

なお、今回の研究に関しては全症例インフォームドコンセントを実施している。 

 

 

 

表 2-6  研究対象者の背景因子 

背景因子 
胃がん患者  

(n = 12) 

健常人   

(n = 38) 

合計 

(n = 50) 

年齢 (歳) 

平均 ± SD 

範囲 

 

66.9 ± 11.9 

43 - 88 

 

47.3 ± 9.9 

35 - 75 

 

52.0 ± 13.3 

35 - 88 

性別 

男性 

女性  

 

11 

 1 

 

22 

16 

 

33 

17 

BMI (kg/m
2
)

a
 

平均 ± SD 

範囲 

 

24.0 ± 4.5 

17.9 - 31.9 

 

22.0 ± 2.8 

17.4 - 29.5 

 

22.5 ± 3.3 

17.4 - 31.9 

ステージ分類 

 I 

II 

  

 9 

 3 

 

- 

- 

 

 9 

 3 

深達度 

 M
b、 SM

c
 

MP
d
 

SS
e
 

  

 8 

 3 

 1 

 

- 

- 

- 

  

 8 

 3 

 1 
a
Body mass index; 

b
mucosa; 

c
submucosa; 

d
Tunica muscularis procia; 

e
subserosa 

 

 



 

 

2.3 胃がんバイオマーカーとしての ANGTL2 評価系における実験結果と考察 

 

2.3.1 胃がん細胞株の増殖速度評価 

 

ヒト胃がん細胞 (HGC-27, MKN7, MKN74, KE-39) の細胞計数結果から細胞増殖曲線を図 2-7 に示

す。 

 

 

 

 

図 2-7 ヒト胃がん細胞株 (HGC-27, MKN7, MKN74, KE-39) 細胞増殖曲線 

 

 

 

 

2.3.2 ヒト胃がん細胞株における培養上清液中に放出される ANGPTL2 タンパク質の定量評価 

 

図 2-7 の結果を元に、各細胞の 1 日当たりの ANGPTL2 産生速度を求めた。HGC-27, MKN7, 

MKN74 および KE-39 の 1 日当たりの ANGPTL2 産生速度は、2.77 × 10
-6 

± 2.02 × 10
-7

 ng/cells/day, 

1.03 × 10
-7 

± 6.53 × 10
-8

 ng/cells/day, 8.27 × 10
-25

 ± 2.86 × 10
-8

 ng/cells/day であった。MKN74 ではその産

生が認められなかった。これらの結果を図 2-8 に示す。 



 

 

 

 

 

 

図 2-8 ヒト胃がん細胞株における細胞培養 3 日目の ANGTPL2 産生速度 

 

 

 

 

 

2.3.3 ヒト胃がん細胞株における培養上清液中に放出される他の血管新生タンパク質の定量評価 

 

 本研究では、血管新生因子である G-CSF, PECAM-1, HGF, VEGF, Leptin, PDGF-BB, Angiopoietin-2, 

Follistatin について ANGPTL2 同様、細胞培養上清液に放出されるタンパク質濃度を測定した。測定

に際しては HGC-27 細胞株と MKN7 細胞株を用いて実験を行った。結果を図 2-9 に示す。 

HGC-27 細胞株と MKN7 細胞株ともに、VEGF のみ発現した。 VEGF は血管新生因子の中でも特

にがんとの関連性が多く報告されている。 

 



 

 

 

 

 

 

 

図 2-9 ヒト胃がん細胞株における細胞培養 2 日目の G-CSF, PECAM-1, HGF, VEGF, Leptin, 

PDGF-BB, Angiopoietin-2, Follistatin 発現量 

 

 

 

 

 

2.3.4 ヒト胃がん細胞株の ANGPTL2 の mRNA 発現の定量評価 

 

ヒト胃がん細胞 (HGC-27, MKN7, MKN74, KE-39) の ANGPTL2 の mRNA 発現量を測定した。測

定結果を図 2-10 に示す。 

ANGPTL2 のタンパク質濃度同様に mRNA 量も HGC-27 細胞株が高発現していることを示した。 

 



 

 

 

 

 

 

 

図 2-10 ヒト胃がん細胞株の ANGPTL2 mRNA の発現量 

 

 

 

2.3.5 胃がん患者と健常人の血清 ANGPTL2 濃度の定量評価 

 

胃がん患者の血清 ANGPTL2 濃度は、 4.59 ± 2.91 ng/mL、健常人の血清ANGPTL2 濃度は 2.68 ± 

0.60 ng/mL で、胃がん患者の血清 ANGPTL2 濃度が健常人よりも高い値を示した (p < 0.01) (図 

2-11) 。胃がん患者の血清 ANGPTL2 濃度と年齢, BMI, 血清 CRP 濃度, 血清 CEA濃度および血清 

CA19-9 濃度の間での相関係数 (r) は、それぞれ -0.323 (p = 0.307), 0.541 (p = 0.070), 0.178 (p = 0.579), 

-0.083 (p = 0.798), -0.312 (p = 0.324) であった。健常人ではそれぞれ 0.302 (p = 0.065), 0.233 (p = 0.160), 

0.123 (p = 0.463), 0.050 (p = 0.767), 0.193 (p = 0.246) であった。結果を表 2-7 にまとめた。 

これらの結果より、血清 ANGPTL2 濃度は、それぞれの因子との関連性が認められず、胃がん患者

にて高発現していることが確認できた。 

また、血清 ANGPTL2 濃度により、胃がんを診断可能であるかを評価する目的で ROC 分析を行っ

た。血清 ANGPTL2 濃度, 血清 CRP 濃度, 血清 CEA 濃度および血清 CA19-9 濃度の AUC は、そ

れぞれ 0.774 (p = 0.005) (95% 信頼区間 (CI) : 0.615 - 0.933), 0.669 (p = 0.080) (95% CI : 0.484 - 0.853), 

0.529 (p = 0.768) (95% CI : 0.326 - 0.731), 0.570 (p = 0.467) ( 95% CI : 0.396 - 0.744) であった。結果を図 

2-12、表 2-8 に示した。 

 



 

 

 

 

  図 2-11 胃がん患者 (n = 12) と健常人 (n = 38) の血清中 ANGPTL2 濃度 

 

表 2-7 ANGPTL2 と各因子間における相関 

 
ピアソンの 

相関係数 
p 値 

胃がん患者 (n =12)   

年齢 -0.323 0.307 

BMI 0.541 0.070 

CRP 0.178 0.579 

CEA -0.083 0.798 

CA19-9 -0.312 0.324 

健常人 (n =38)   

年齢 0.302 0.065 

BMI 0.233 0.160 

CRP 0.123 0.463 

CEA 0.050 0.767 

CA19-9 0.193 0.246 
 

 



 

 

 

 

図 2-12 血清 ANGPTL2 濃度を用いた ROC 分析 

 

 

 

表 2-8  ANGPTL2, CRP, CEA, CA19-9 における AUC 結果 

バイオマーカー AUC 標準偏差 p 値 95% CI 

ANGPTL2 0.774 0.081 0.005** 0.615 - 0.933 

CRP 0.669 0.094 0.080 0.484 - 0.853 

CEA 0.529 0.103 0.768 0.326 - 0.731 

CA19-9 0.570 0.089 0.467 0.396 - 0.744 

** p < 0.01 

 

 

これらの結果より血清 ANGPTL2 濃度を用いた AUC の値は、血清 CRP 濃度, 血清 CEA 濃度, 

血清 CA19-9 濃度を用いた診断結果よりも高い値を示すことがわかった。 

 



 

 

2.3.6  考察 

 

本章は、胃がんにおける ANGPTL2 発現に関する調査を行った。結果として、HGC-27 細胞株に

て高発現が確認された。HGC-27 細胞株は、未分化性胃がん細胞株である。さらに、 HGC-27 細胞

株と  MKN7 細胞株にて他の血管新生因子  (G-CSF, PECAM-1, HGF, VEGF, Leptin, PDGF-BB, 

angiopoietin-2, follistatin) に関しても胃がんのバイオマーカーの可能性について調査を行った結果で

は、VEGF において HGC-27 細胞株、MKN7 細胞株の両方で発現が確認された。VEGF は腫瘍の成

長と関連する血管新生因子である。また腫瘍の進展を予測するバイオマーカーとして報告されている 
40), 41)

 。このことから ANGPTL2 も VEGF 同様に有用なバイオマーカーとなり得ることを示した。 

さらに、新しい胃がんバイオマーカーとしての潜在能力を評価するために、胃がん患者の血清 

ANGPTL2 濃度と健常人の血清  ANGPTL2 濃度を評価した。結果として、胃がん患者の血清 

ANGPTL2 濃度が健常人の血清 ANGPTL2 濃度よりも高いことが示された。また ROC 分析の結果よ

り、ANGPTL2 は、既存のバイオマーカーである CRP、 CEA および CA19-9 よりも高い診断能を示

した。これらの結果より ANGTPL2 は、胃がんを診断するためのバイオマーカーとして有用であるこ

とがわかった。 

ANGPTL2 は、炎症と関連していることが報告されている 
11), 42)

 。本研究では、血清 ANGPTL2 濃

度と血清 CRP 濃度、また BMI との相関関係について調査したが、これらの間に相関関係は認めら

れなかった。このことから ANGPTL2 は、胃がんにおける特別な因子であることが示された。 

 

 

2.4 結言 

 

本章では ANGPTL2 が、未分化性胃がん細胞株および胃がん患者で高発現しており、 ANGPTL2 は

胃がんのための臨床に役立つバイオマーカーであることを示した。 

 

第 3 章は、ANGPTL2 の大腸がんバイオマーカーとしての可能性を評価した。7 種類の大腸がん細

胞株 (Caco-2, Lovo, WiDr, Colo320, Colo205, CW-2, NCC-CoC-K115P) を培養し実験を行った。臨床研

究として，大腸がん患者および健常人の血清中の ANGPTL2 濃度を測定した。 

 

第 4 章は、一般的な組織検査に広く用いられる FFPE 組織切片を用いた研究である。FFPE 組織

切片は、その保存性の良さから、患者の疾病情報を過去に遡って調査できるという利点を有する。 

FFPE 組織切片中の ANGPTL2 の mRNA 量が定量可能であり診断に利用できるか評価した。 

 

第 5 章は、本論文に記載した消化器がんにおける新たな診断技術についての評価結果を総括した。 

 

現在、日本では 2 人に 1 人はがんに罹患する時代である。ただし、がんを発見し治療を行えば治

る時代になりつつある。消化器がんに関しても、がん治療は日々進歩している。本研究により 

ANGPTL2 は血中バイオマーカーとなりうる可能性を示している。また他のがんバイオマーカーとの

組み合わせにより、苦痛の尐ないがん診断が実現することを期待している。近年ではがん組織を利用

した診断は病理医による定性的な診断が主流であるが、定量評価においてはまだ検討の余地がある。

肉眼的に判断のつきにくいがんも存在する。今後の展望として、本技術により、摘出した組織から将

来のがん再発のリスクを評価することができれば、治療後の患者のフォローアップに大いに貢献でき

ると期待している。本研究は FFPE 組織を用いた発現解析であり、過去の試料から振り返りにより評

価できることが大きなメリットである。これまでの治療成績や疾病情報もふまえ、さらなる有益な情

報の発掘につながるであろうと期待する。 
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