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研究成果の概要（和文）：本研究では、腫瘍細胞膜上２分子会合体解析情報が分子標的薬剤の併用に関しての抗
腫瘍治療成績に影響する可能性を研究した。肺がん細胞に対して、発現している腫瘍細胞膜上２分子会合体それ
ぞれに対する分子標的薬を単独もしくは併用してin vitro処理した結果、併用した場合には、肺がん細胞の増殖
抑制が有意に亢進された。

研究成果の概要（英文）：Here, we examined the cancer cell membrane-resident “cis-bimolecular 
complex as a possible cancer target. In vitro simulation of effective drug combinations used for 
multiple drug treatment strategy was performed using reagents targeted to cis-bimolecular complex. 
The combination treatment based on the information moderately suppressed cancer cell proliferation 
compared with single administration, suggesting that the information is profitable for the 
appropriate selection of the combination among molecular targeted reagents. Thus, cis-bimolecular 
complex has the possibility to make a contribution to several molecular targeted strategies in 
future.

研究分野：医歯薬学
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  ２版
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研究成果の学術的意義や社会的意義
　本研究により、現在様々な腫瘍治療に使用されている抗体医薬品を含む分子標的薬治療の治療前評価が可能に
なることが期待される。今後も、分子標的薬の使用は増え続けていくことが予想され、適切な薬剤選択は重要に
なると考えられる。
　また、分子会合体情報を用いて分子標的薬剤併用効果について研究する試みは国内、国外においてもまだ実施
された事例はなく、本研究により腫瘍薬物治療（抗がん剤治療）についての新規かつ重要な知見が得られると期
待される。



１．研究開始当初の背景 

1972年、Singerと Nicolsonは動物細胞膜が脂質二重層から成り、その上には各種受容体

など細胞機能にとって重要な役割を果たしている細胞膜上分子が多数存在すること、同

時にこれら細胞膜上分子は脂質二重層の流動に伴って膜上で常にダイナミックに運動し

ていることを提唱した（Singer, SJ, and Nicolson, GL.: Science 175: 720-731(1972)）。1990年

代に入って細胞膜上分子の運動についての研究が進められるようになり、特定の細胞膜

上分子同士が非常に短い一定時間内に膜上で会合し形成される「細胞膜上分子会合体」

の存在が実証され、細胞内シグナル伝達に極めて重要であることが明らかとなってきた。

このような学術的な背景の中、申請者は全く新規で実用的な細胞膜上分子会合体解析法

の開発に成功した（Kotani N. et al. Proc Natl Acad Sci U S A.、特許第 4929462号）。本法は

Enzyme-Mediated Activation of Radical Sources（EMARS）と名付けたラジカル反応を利用

して行われる解析法であり、通称 EMARS法と呼称している（下記説明図参照）。 

本解析法は現在国内外で用いられてい

る既存法にない特徴（生理的条件下にお

いて、簡便に会合体形成した細胞膜上分

子群を生化学的に解析できる）を持って

いるため、今後生化学や細胞生物学を中

心とした様々な分野の発展に寄与できる

と予想している。実際に申請者は

EMARS法を用いて、B細胞リンパ腫細胞における CD20抗原の２分子会合体や細胞接着分

子インテグリンと受容体型チロシンキナーゼの２分子会合体（Yamashita R, Kotani N. et al. J 

Biochem.）などを解析してきた。特に CD20 抗原の解析においては、CD20 抗原が FGFR3

と会合体形成することを見出し、その複合体が B細胞リンパ腫治療用抗体医薬の薬効に影

響している可能性を示唆することができた（Kotani N. et al. J. Biol. Chem.）。従って、申請

者は EMARS法が様々な生物学的条件により特異的に形成される細胞膜上の分子会合体を

研究するために実用的なツールであると考えた。 

また、申請者らは上述の FGFR3の阻害剤が抗体医薬である抗 CD20抗体リツキシマブの

効果を制御している点に注目した。これは、会合体形成分子それぞれを標的とする薬剤の

併用が抗腫瘍治療成績に影響する可能性を示唆している。近年、分子標的薬の併用により

優れた治療効果を得る試みが注目されてお

り、申請者は分子会合体情報（主に２分子

会合体情報）が現在注目されている分子標

的薬併用療法の研究にも応用できるのでは

ないかと着想した（右記説明図参照）。 

そこで、本研究では分子会合体情報を分

子標的薬併用療法開発に応用するための基

盤研究を行うことを目的とする。 



これら分子会合体情報を用いて分子標的薬剤併用効果について研究する試みは国内、国

外においてもまだ実施された事例はなく、本研究により腫瘍薬物治療（抗がん剤治療）に

ついての新規かつ重要な知見が得られると期待される。 

 

２．研究の目的 

具体的な到達目標は以下の２点である。 

（１）EMARS法で腫瘍細胞（使用する細胞の詳細は後述）における細胞膜上分子会合体

を標識し、プロテオーム解析により同定する。 

（２）適切な分子会合体を選択し（本段階での目標分子会合体数は１細胞種あたり５個

程度）、それらの分子標的薬剤を in vitro, in vivoで単剤および併用使用した場合の効果

を評価し、適切な分子標的薬剤併用情報を得る。 
 
３．研究の方法 

＜平成 27-28 年度＞ 

【腫瘍細胞における分子会合体の同定】  

本研究では、以下の腫瘍モデルマウス及び腫瘍細胞を実験材料として研究を実施する。 

（１）肺がんモデルマウスである EML4-ALKマウス（Soda M. et al. Proc Natl Acad Sci U S A. 

105:19893 -19897 (2008)）：以前から申請者所属研究室で飼育・使用されている。 

（２）マウス肺がん腫瘍細胞：上記１）のマウスから初代培養細胞として調製する。 

（３）ヒト培養肺がん細胞（ABC-1, A549, LK-2など）およびヒトB細胞リンパ腫細胞（Raji, Daudi

など） 

以下、具体的な研究計画・方法について示す（下図参照）。 

（１） EMARS法実施のための EMARSプ

ローブ標的分子の選定  

上記の使用細胞ごとに EMARS法を行う上

で必要な EMARSプローブの分子候補を以

下のように決定する。 

①培養腫瘍細胞の場合は NCBI の GEO 

profileなどのデーターベースを使用し、細

胞膜上に発現している分子をリストアッ

プする。使用予定培養細胞はこれらのデー

ターベースに発現情報が提示済である。な

お、肺がんモデルマウスはすでにがん部・

非がん部肺組織を用いた cDNAアレイ実験

を行っており、がん部で発現している細胞

膜上分子を 167個同定しているので、この中から選択する。 

②リストアップした分子から、腫瘍細胞形質との関連が予想される分子や分子標的薬剤の標的

になりやすい分子を選択・決定する。 

（２） 候補分子に対する EMARSプローブの作製  

候補分子に対する抗体を入手し、その Fab もしくは還元型抗体を作製し、HRP を標識する



（Dojindo社標識セットを用いる）。作製したプローブは、当該分子が発現している培養細胞や

上述の初代培養細胞などを用いて、フローサイトメトリーや共焦点顕微鏡で結合能を確認する。 

（３）分子会合体の同定・選択 

作製した EMARSプローブを各細胞に処理し、fluorescein標識 arylazide試薬もしくは最近開発

された高感度 tyramide試薬を使用し EMARS法を行う（「研究の学術的背景」欄参照）。標識さ

れた分子を、質量分析器を用いた EMARS法標識産物ショットガンプロテオーム解析（Jiang S, 

Kotani N, Proteomics）で同定する。なお、このプロテオーム解析については、研究分担および

連携研究者の所属する高知大学で行う。本解析法がうまくいかない場合には、過去使用実績の

ある RTK 抗体アレイ（R&D 社）を使用して、受容体型チロシンキナーゼ（RTK）に特化して

同定する。解析により検出された分子が、実際に細胞上で会合体を形成しているか、免疫沈降

法や形態学的手法（共焦点顕微鏡・電子顕微鏡）で追試を行う。追試できた分子群について、

腫瘍細胞ごとにリストアップする。さらに、分子標的薬剤が存在するか等の指標により後述の

in vitro, in vivo薬剤処理実験に適切な分子会合体構成分子群を選択する。 

＜平成 29-30 年度＞ 

【同定分子会合体群に対する分子標的薬剤の

in vitro, in vivo 併用効果の検討】  

上記研究で、標的分子会合体が決定した後、そ

れらに対する分子標的薬剤（阻害剤やアゴニス

ト）を入手する。入手先は、試薬会社（ミリポ

アやシグマ等）もしくは公的機関（理化学研究

所や文部科学省新学術領域研究「化学療法基盤

支援活動」）を考えている。 

（１）腫瘍細胞を用いた薬剤併用効果の検討  

 上述の各腫瘍細胞でそれぞれ同定・選択され

た分子会合体に対する阻害剤などの分子標的薬剤を各腫瘍細胞に併用処理する。薬剤処理後、

細胞増殖アッセイ及び細胞死アッセイにより効能を評価する。単剤処理での ED50を基にして、

併用処理した場合に各薬剤の ED50が低下する併用組み合わせを確認する。 

（２）腫瘍モデル動物を用いた薬剤併用効果の検討  

上記（１）の実験で併用効果が認められた薬剤について、その併用効果を動物実験にて確認す

る。肺がんモデルマウスからの初代培養腫瘍細胞を使用して判明した薬剤に関しては、モデル

マウス自身に薬剤を投与して、腫瘍の縮退効果などを評価する。ヒト B細胞リンパ腫細胞にお

いては、ヌードマウスの皮下に播種することで腫瘍モデルマウスを作製し、薬剤投与を行って

評価する。投与薬剤濃度に関しては、マウスに対する全身毒性などのファクターをあらかじめ

検討してから実験を実施する。腫瘍の縮退効果については、動物実験施設に設置している in vivo

イメージング装置を使用する。 

 

４．研究成果 

＜平成 27-28 年度＞ 

【腫瘍細胞における分子会合体の同定】  

（１）EML4-ALK肺癌モデルマウスから採取した初代培養細胞（がん部組織を分離し、通常の培



養ディッシュにて培養すると 3日後にコンフルエントになる）およびヒト肺がん培養細胞であ

る LK2を用いた。 

（２）この 2細胞に対しての EMARSプローブを作製することとした。以前より用いている CHL1

の還元型抗体の HRP標識を作製し、培養細胞に処理し、結合することを確認した。 

（３）作製した EMARSプローブを用いて、EMARS反応を行った。ウエスタンブロット法や直

接蛍光法により、EMARS反応がうまく行われているか判定した結果、CHL1分子の相互作用分

子が標識されていることが判明した。これら標識された分子には、integrinや FGFR3、contactin1

などが含まれていた。 

（４）電子顕微鏡を用いて、LK2細胞上に CHL1-FGFR3, CHL1-integrin alpha2会合体が発現して

いるか確認すると、細胞膜上および細胞内小胞に発現していることが分かった。 

（５）ヒト肺がん組織において、共焦点顕微鏡レベルでこれら会合体それぞれの分子の共局在

が観察できるか検討した結果、正常組織と比較して腫瘍組織で有意に共局在が観察された。 

＜平成 29-30 年度＞ 

【同定分子会合体群に対する分子標的薬剤の in vitro, in vivo併用効果の検討】  

（１）上記の結果から、会合体を形成していると考えられる CHL1および FGFR3, integrin alpha2

の抗体や阻害剤を用い、まずこれら標的薬剤の in vitro, in vivo併用効果を観察することとした。

阻害剤に関しては FGFR3では PD173074、integrin alpha2に関しては BTT3033を使用した。ま

ず、それぞれの適正濃度を見極めるために、単剤で細胞増殖に影響のない濃度をアッセイした。

その結果、PD173074は 30 nM、BTT3033は 150 nMで使用することにした。 

（２）in vitro増殖阻害アッセイを用いて、３つの投与プロトコル（最初に 1回のみ、１日１回

毎日、および隔日投与プロトコル）下で、これらの抗体／阻害剤の単独投与と併用投与の有効

性を比較した。統計分析は、Tukey と Dunnett の多重検定の両方で行った。投与２日目の LK2

細胞についての併用投与（CHL1＋PD173074、CHL1＋BTT3033、または PD173074 ＋BTT3033）

は、単独投与（約１０％平均阻害）よりも有効であった。一方、投与２日目の EML4-ALK初代

細胞に対しては、一部の併用投与についてのみ単独投与よりも統計的に有意であった。毎日の

薬剤処置プロトコルにおいては、２日目の LK2細胞についての単独投与では統計的に有意な阻

害がないのとは対照的に、併用投与は有効であった。４日目において、併用投与は LK2細胞に

対して明らかに有効であり（約５０％の平均阻害）、そして EML4-ALK 初代細胞に対して適度

に有効であった（約３０％の平均阻害）。  ３つのプロトコル下でのこれらの実験は、阻害率

の程度がプロトコル間で異なるが、相加的効果だけでなく相乗効果も観察することができた。 
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