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＜特集「医薬品開発の最前線」＞
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抄　　録

日本における卵巣がん罹患数は年間13,000人以上となっている．そのうち，予後不良例が多い卵巣明

細胞がんの患者は全体の約27％を占めており，欧米人よりも日本人で特に多い．CA125をはじめとする

既存の卵巣がんマーカーは，明細胞がんの診断には不向きであり，新しいバイオマーカーの開発が望ま

れていた．著者らの研究グループは，細胞株培養上清を対象にしたプロテオーム解析を実施し，組織因

子経路インヒビター2（TFPI2）が明細胞がん細胞から特異的に分泌されることを見いだし，これが術

前の明細胞がん診断予測にも役立つ新しい卵巣がんバイオマーカーとして有用であること発見した．

TFPI2測定試薬は体外診断用医薬品として承認を受け，2021年に保険収載されたことにより臨床利用の

機会が高まった．本稿では，この新規バイオマーカーの開発経緯について概説する．

キーワード：バイオマーカー，卵巣がん，明細胞がん，TFPI2，プロテオミクス．

Abstract

More than 13,000 people are diagnosed with ovarian cancer each year in Japan. Of these, ovarian clear

cell carcinoma, which often has a poor prognosis, accounts for about 27％, and is common in Japan. Known

ovarian cancer biomarkers such as CA125 are not suitable for the diagnosis of clear cell-type ovarian cancer.

Therefore, the new biomarker development has been needed. By a proteomic analysis of conditioned media

from ovarian cancer-derived cell lines, we found that tissue factor pathway inhibitor 2（TFPI2）is specifi-

cally secreted from the clear cell-type ovarian cancer, and useful for preoperative prediction of the disease.

The TFPI2 assay reagent has been approved as an in vitro diagnostic reagent and is now covered by insur-

ance in 2021, resulting in increasing opportunities to utilize the TFPI2 testing in clinical settings. This paper

outlines the new biomarker development.
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は　じ　め　に

日本人の卵巣がんの罹患数は年間13,100人，
死亡者数は年間4700人であり，婦人科領域の悪

性腫瘍の中で最も死亡者数が多く，年々増加傾

向にある（2021年データ）1）．卵巣がんには様々

な組織型があり，主として，漿液性がん，類内

膜がん，明細胞がん，粘液性がんの4つに分類

される．中でも，明細胞がんは日本人に多い組

織型であり，卵巣がん全体のうち明細胞がんが

占める割合は，欧米では5-10％程度であるのに
対し，日本では約27％と明らかに高い2）．さら

に，明細胞がんは，他の組織型の卵巣がんと比

べて抗がん剤感受性が低く，予後不良例が多い．

そのため，明細胞がんは他の卵巣がんとは異な

る疾患として取り扱われることも多く，他の卵

巣がんとは異なる分子プロファイルを有するこ

とも明らかになっている3）4）．

卵巣がんは全般的に自覚症状に乏しく，骨盤

内奥深くで進展するため，その診断は容易では

ない．生検を行うことができないため，卵巣が

んを疑う際には，画像検査とバイオマーカー検

査が重要な役割を担う．代表的な卵巣がんマー

カーCA125は，卵巣がん全般を検出するための
バイオマーカーであるが，感度と特異度の点で

問題もあり，患者の良性／悪性，そして，明細

胞がんか否かの組織型を確定するには，術後の

摘出標本の病理組織検査を必要とする．このよ

うな理由から，卵巣がんに対する新しいバイオ

マーカーの開発が強く求められている．

C A 1 2 5

CA125（cancer antigen/carbohydrate antigen
125）は，古くから最も汎用されている卵巣がん

の代表的なバイオマーカーである．これは，

1981 年に B a s tらが，ヒト卵巣がん細胞株
（OVCA433）を免疫原として作製したモノク
ローナル抗体（OC125）によって認識される高

分子糖蛋白質として発見されたが5），コア蛋白質

がmucin 16（MUC16）であることがわかった
のは比較的新しいことである．CA125は正常卵
巣上皮では発現していない6）．CA125の血中濃度
が最も高値になるのは卵巣がん患者であり，

1983年にCA125測定の有用性が報告されたのを
機に7），卵巣がんの術前検査や治療後の経過観察

などに有効な腫瘍マーカーとして幅広く用いら

れるようになった．

CA125の主な欠点は，早期卵巣がんの診断に
対する感度と特異度の低さである8）．CA125は漿
液性がんの進行例では80％以上の血清で上昇す

るが，早期の卵巣がんにおいては偽陰性が頻発

する9）．また，明細胞がんにおいても低値になり

やすい10）．さらに，CA125値は月経周期の影響
を受けたり，良性の子宮内膜症性嚢胞でも上昇

したりする11）．明細胞がんは子宮内膜症性嚢胞

を発生母地とするため，子宮内膜症患者のフォ

ローアップは臨床的に重要であるが，CA125検
査は患者のがん化を見落としてしまうリスクが

あり，臨床上でしばしば問題となっている．

CA125の欠点を補完する目的で，他のタンパク
質マーカーと組み合わせた検査も開発されてい

る（表1）．

H E 4

HE4（human epididymis protein 4）は，1991
年にKirchhoffらによって精巣上体遠位上皮細胞
から発見された25-kDa分泌型糖蛋白質である．
その後の研究により，正常卵巣上皮にはHE4の
発現が認められないのに対し，卵巣がん組織，

特に漿液性がんと類内膜性がんの組織で強く発

現することが示され，卵巣がんマーカーとして

の有用性も認められるようになった12）．卵巣が

んの診断予測のための血清HE4測定は，2008年
に米国食品医薬品局（FDA）に承認され，日本
でも卵巣腫瘍患者に対する診断の補助利用とし

て，2017年4月に保険収載された．血清HE4値

Key Words: Biomarker, Ovarian cancer, Clear cell carcinoma, TFPI2, Proteomics.
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は閉経前後で変動するため，基準値が2つ設定

されている（閉経前 70 pmol/L，閉経後 140

pmol/L）．
HE4はCA125よりも特異度が高く，月経や妊
娠により変動することはない．さらに，子宮内

膜症を含め，良性婦人科疾患で上昇することも

少ない．また，HE4とCA125の2つの値を用い
て 計 算 さ れ る ROMA（ Risk of Ovarian
Malignancy Algorithm）が2009年に米国Moore
らによって提唱され13），2011年よりFDAに承認
を受けたことにより，海外で普及している14）．

HE4の弱点は，明細胞がんや低悪性度漿液性が
ん，粘液性がんでは上昇しにくいことであり，

これらの組織型に対しては有用性が低いと指摘

されている15）．

新しい卵巣がんマーカーTFPI2

卵巣明細胞がんは予後不良例が多いため，術

前に明細胞がんか否かを診断予測することは，

治療方針を決定するためにも重要である．した

がって，明細胞がん診断マーカーの開発は臨床

的に大きな意義がある．新しく開発されたHE4
やROMAテスト，OVA1テストは（表1），いず
れも卵巣がん全般の検出精度向上やリスク判定

を目的としたもので，明細胞がんの診断を目的

とした方法ではない16）17）．著者らの研究グループ

は，プロテオミクス手法を用いて，クニッツ型

セリンプロテアーゼの一種である組織因子経路

インヒビター2（tissue factor pathway inhibitor 2,
TFPI2）が新しい卵巣がんマーカーとして有用
であることを見いだし，約11年間の開発を経て

保険収載されたことにより，臨床利用の機会が

高まった．以下，TFPI2の開発経緯を紹介する．

1．質量分析ベースの血清・血漿プロテオミクス

の実際

これまで，質量分析技術の発展に伴ってプロ

テオーム解析技術が脚光を浴びることとなり，

血漿や血清などの血液試料を用いたバイオマー

カー探索が世界中で行われてきた．しかし，臨

表1 代表的な卵巣がんバイオマーカー検査とTFPI2
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床応用に至ったバイオマーカーは少ない．その

原因の一つは血液試料の複雑性にある．肝臓か

ら産生される蛋白質が豊富に存在する血液試料

の中から，がん細胞が産生する微量蛋白質を直

接検出することは，質量分析技術が飛躍的に向

上した現在においても容易ではない．血液には

少なくとも5千種類以上の蛋白質が含まれてい

ると考えられ，各蛋白質が幅広い濃度で存在す

る．1ミリリットルあたり，数十ミリグラムの高

い濃度域で存在する肝臓由来のアルブミンやグ

ロブリンから，ピコグラムの濃度域で存在する

インターロイキンやケモカイン等まで，10桁

（10億倍）以上の濃度差が存在する．このダイナ

ミックレンジの広さが血漿や血清のプロテオー

ム解析を困難にしている．例えると，血清中の

インターロイキン量は，京都市1日あたりの焼

却ゴミ約10トン（＝10億グラム）（京都市の一

人あたりのゴミの量18）と人口から推算）の中に

埋もれる数個の指輪に相当する．血清試料を質

量分析装置で解析すると，肝臓由来の高濃度蛋

白質ばかりが検出され，インターロイキン類は

おろか，臨床で使われている腫瘍マーカーの多

くが存在するng/mLの濃度域の蛋白質を検出す
ることさえも難しい．著者らは，当初，質量分

析装置を用いて明細胞がん患者で変動する血清

蛋白質の検出することを試みたが，血清試料の

複雑さと臨床検体の個人差も加わり，炎症応答

性の蛋白質は見つかるものの，真の卵巣がん

マーカーとしての有用性を示す蛋白質の同定に

は至らなかった．

2．セクレトーム解析によるTFPI2の発見と臨

床評価

1）細胞培養上清のプロテオーム解析

がん細胞の培養上清は，セクレトーム（secre-
tome）と呼ばれる，がん細胞が分泌・放出する
蛋白質や膜蛋白質の切断片などを豊富に含んで

おり，血液サンプルとは異なり，他の組織から

の分泌物が混在しないことから，時として新規

バイオマーカー探索に有効である．筆者らは，

「がん細胞が培養液中に分泌する蛋白質は生体内

でも血中に放出される」という仮説のもと，卵

図1 セクレトーム解析による新規卵巣がんバイオマーカー探索.

細胞培養上清中に分泌される蛋白質は血液中にも分泌される可能性があると期待した.
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巣がん細胞株の培養上清のプロテオーム解析を

試みた（図1）．明細胞がん由来細胞株とその他

の組織型卵巣がん細胞株を無血清培地にて培養

し，培養上清に含まれる蛋白質をLC-MS/MSに
より比較解析した．既存マーカーCA125をはじ
め，卵巣がんマーカーとしてこれまで提案され

たことのあるCYFRAやカリクレイン6（KLK6）
は他の組織型の卵巣がん細胞株でも検出される

が，148種類の蛋白質は明細胞がん細胞株にだけ

検出されることがわかった（図1）．この148種

類の中には，既存マーカーに取って代わる新し

いバイオマーカーが存在することが期待され，

結果として，TFPI2が見つかった19）．

2）バイオマーカー候補の選別

バイオマーカー開発において，多数ある候補

の中から有力な候補を選定し，優先度を決定す

ることは重要である．臨床的有用性の高いバイ

オマーカーの条件は，疾患群では強いシグナル

を発出し，対照群ではシグナルが弱い（ノイズ

が少ない）ことである．これは分析化学のS/N
比（signal to noise）の考え方と同じであり，健
常人においてはバイオマーカーの値（ノイズ）

はできるだけ低い方が望ましい．表2は，臨床

表2 臨床利用されている代表的なバイオマーカーとTFPI2の基準値濃度と組織，血漿中の発現プロファイル.

*1: Human Protein AtlasおよびGene Cardsデータベースにおいて発現が明瞭な組織を記載した．

*2: Peptide Atlasデータベース上の「Human Plasma FDR 5％ 2010-05」に登録されている情報を記載している．

最新データは「Human Plasma 2023-04」に掲載されている．
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利用されている代表的な蛋白質マーカーの基準

値（もしくはカットオフ値）を比較したもので

ある．これらの基準値を各蛋白質の推定分子量

からモル濃度で表すと，ほとんどが「数pMか
ら100 pM程度」に収まることがわかる．これ
は臨床で役立つバイオマーカーの条件の一つだ

と考えられる．しかし，過去の研究例が少ない

蛋白質については，血中濃度が未知であること

が多い．その場合は，公共データベースの情報

が血中濃度の類推に役立つ20）．GeneCards（http:
//www.genecards.org）や The Human Protein
Atlas（http://www.proteinatlas.org）データベー
スでは，トランスクリプトーム解析や免疫組織

学的解析に基づく各蛋白質の発現プロファイル

を知ることができる．既存マーカーの発現プロ

ファイルは，肝臓がんマーカーAFPやPIVKA-II
を除けば，ほとんどが肝臓での発現量が低く，

発現している組織があっても限定的であり，組織

特異性が非常に高い蛋白質であることが伺える

（表2）．加えて，プロテオーム解析のデータベー

スPeptideAtlas（http://www.peptideatlas.org）
に登録されている血漿蛋白質の情報においては，

血中濃度が低い蛋白質ほど，質量分析計で検出

されるペプチドの種類（トリプシン消化により

得られるユニークペプチドの数）が少ないこと

がわかる．

筆者らは，前記148種類の蛋白質の中から，

既存マーカーに類似した特徴（組織特異性や質

量分析による血中の同定情報）を有する蛋白質

を探索することで，TFPI2に注目した．TFPI2
は，かつては胎盤特異的蛋白質5（placental pro-
tein 5）として呼ばれた時期もあり，妊婦胎盤
で強く発現する．TFPI2の血中濃度は不明だっ
たが，胎盤以外の組織中のTFPI2発現はきわめ
て弱く，既存マーカーと比べても遜色ない組織

特異性を示していたことから（表2），妊婦を除

けば，健康成人中の血中濃度は低いことが予想

された．そこで，種々の卵巣がんの細胞株や患

者組織検体を用いて，TFPI2発現をリアルタイ
ムPCR法やウエスタンブロット法により調べた
ところ，TFPI2の明細胞がん特異的な発現が認
められた19）．これらの結果により，有力なバイ

オマーカー候補としてTFPI2に焦点を当てるこ
とになった．なお，のちに判明したことである

が，一連の臨床検証から最終的に設定された明

細胞がんとその他の卵巣がんを識別するための

血清TFPI2のカットオフ値270 pg/mL（10 pM）
は，上記の「数pMから100 pM程度」の範囲に
収まっている（表2）．このバイオマーカー候補

の選別方法は，あながち間違っていないと思わ

れる．

3）血清TFPI2測定系の開発と評価
血清中のTFPI2測定に有効なELISAキットは

市販されていなかったため，東ソー株式会社と

共同で，抗TFPI2抗体を作製し，測定試薬の開
発を行った．TFPI2は分子内に9つのジスルフィ
ド結合を持つ．この複雑なTFPI2の高次構造を
認識・結合する2種類のモノクローナル抗体を

DNAワクチンの手法を用いて作製し，サンド
イッチ酵素免疫測定法（EIA）を原理とする全自
動測定試薬が試作された．本測定系を用いて，

欧米人バイオバンク検体を対象に血清TFPI2濃
度を評価した結果，健常群（n＝30）および子
宮内膜症群（n＝30）と比べて明細胞腺がん群
（n＝50）では有意に高い値が示された．適切な
カットオフ値を設定すれば，CA125低値（カッ
トオフ35 U/mL未満）の卵巣明細胞がん症例に
おいても高頻度に陽性判定できる可能性が示さ

れた19）．

4）日本人患者血清によるTFPI2の臨床評価
TFPI2の有用性をより詳細に検証するため，

測定試薬の臨床現場での使用に適した改良を加

え，横浜市立大学および奈良県立医科大学にて

集められた婦人科腫瘍患者血清（保管検体 n＝
268，前向き収集検体 n＝ 156）を用いて，
TFPI2とCA125の測定評価を行った21）．明細胞

がん患者組織にきわめて特異的であるTFPI2遺
伝子発現パターンを反映する形で，血清TFPI2
値は，子宮内膜症を含めた良性卵巣疾患，子宮

頸がんや子宮体がんなどの他の婦人科がんでは

上昇を認めず，他の組織型の卵巣がんと比べて

卵巣明細胞がんの患者群で有意に高値となるこ
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とを確認した．CA125とは異なり，TFPI2は高
い明細胞がん診断性能を有しており，月経周期

や年齢での影響は見られなかった21）．保管検体

の解析で設定した TFPI2のカットオフ値270
pg/mLの有用性は，別群の前向き収集検体にお
いても認められた．これらの結果は，TFPI2の

図3 血清中のCA125とTFPI2の測定結果による卵巣腫瘍の分類.

TFPI2キット Eテスト「TOSOH」II（TFPI2）の添付文書より引用.

＊漿液性がん（III～ IV）の判別値1000 U/ml：試験結果から仮に設定した値．

図2 TFPI2の卵巣明細胞がん識別性能.

国内5施設の臨床性能試験の結果を示す.
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新しい卵巣がんマーカーとしての有用性を示唆

するものであった．

5）TFPI2の臨床性能試験と薬事承認
以上の成果をもとに，TFPI2測定試薬の薬事
承認に向けた臨床性能試験が開始された．医師，

企業，病院検査室，基礎研究者，臨床統計家，

薬事専門家からなる研究チームが編成され，医

薬品医療機器総合機構（PMDA）とのプロトコ
ル相談を経て，国内5カ所の医療施設参加の臨

床性能試験が行われた．外科的治療を必要とす

る卵巣腫瘤患者を対象に登録された351例に対

して，術前の血清TFPI2測定結果と術後の病理
診断結果を評価した結果，TFPI2測定が明細胞
がんを含む卵巣がんの診断予測に寄与すること

が立証された（図2）22）．本研究結果をもとに，

TFPI2測定試薬（Eテスト「TOSOH」 II（TFPI2）
免疫反応試薬）は2020年6月に体外診断用医薬

品として承認され，2021年4月に保険収載され

た．本試薬は2つの基準値を設定しており，血

清 TFPI2値が191 pg/mL未満は良性（陰性），
191 pg/mL以上の場合は悪性が疑われ（陽性），
270 pg/mL以上で明細胞がんを強く疑うことが
できる（図3）．また，CA125とTFPI2を組み合
わせることで，早期卵巣がんの検出効率が，そ

れぞれ単独で使用するよりも大きく向上する

（添付文書：https://www.info.pmda.go.jp/tgo
/pack/30200EZX00040000_A_01_01/）．今後，
TFPI2が臨床現場において広く利用され，卵巣
がんの診断や治療法の選択に役立つことが期待

される．

お　わ　り　に

卵巣がんの検査に用いられているCA125や
HE4，そして新しく登場したTFPI2について紹
介した．医薬品開発には「創薬」と「育薬」と

呼ばれるプロセスがある．基礎研究から治験を

経て候補医薬品が世に出るまでが「創薬」，臨床

で使用される中で開発時（治験時）には知りえ

なかった作用や注意点が明らかになり，医薬品

の改良や使用法改善などに繋げることが「育薬」

である．体外診断薬も同様だと考えられる．

TFPI2は，2021年4月に保険収載され，主要な
臨床検査センターでの外注測定も可能な「育薬」

の段階に入ったところである．今後，TFPI2測
定が普及し，臨床現場におけるTFPI2測定の有
用性に関するデータの積極的な蓄積と継続的な

評価が行われることを期待する．
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