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研究成果の概要（和文）：本研究では、質量分析・ペプチドミクスの手法を用い、膵腺癌細胞株２種類、膵腺癌
の発生母地とされる膵管上皮の樹立細胞株が無血清培養上清に放出するペプチドのプロファイリングを行い、得
られた配列を前駆体タンパク質上にマッピングすることで膜タンパク質のプロセシング部位の特定を進めた。膜
タンパク質アミロイドβタンパク質の細胞外、細胞膜内での特異的切断部位が追認され、このアプローチの有効
性が示された。また、細胞外領域の切断現象自体が知られていないか、あるいは切断部位が特定されていなかっ
た細胞接着因子、受容体型チロシンキナーゼなどの膜タンパク質も特定された。

研究成果の概要（英文）：We used mass spectrometry-based profiling of endogenous peptides released in
 medium by cultured pancreatic cancer cell lines and immortalized pancreatic duct cell lines in 
order to identify specific, extracellular proteolytic processing sites of secretory or transmembrane
 proteins. Sequenced peptides were aligned on each parent precursor to generate proteolytic 
processing maps. Some known processing sites such as peptide hormone processing or transmembrane 
protein ectodomain shedding were recapitulated by this peptidomic profiling. In-depth analysis of 
endogenous peptides would highlight more transmembrane proteins regulated by ectodomain shedding. 
Accumulated profiling information can be used for identifying transmembrane proteins that could be a
 potential target for treating pancreatic cancer. 

研究分野：細胞生物学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
膜タンパク質のプロセシング部位を特定することは、新規生理活性ペプチドの生成部位の手がかりを提供するだ
けではなく、抗体医薬の設計に必要な基盤情報の提供にも役立つ。従来は部位の特定は、個別的な生化学・分子
生物学的な研究で実施されてきた。しかし、本研究では、質量分析法の進歩で可能となったペプチドミクスの手
法を活用することで、膜タンパク質のプロセシング部位をトランスフェクションなどを介することなく、そのま
まの形で特定できるようになったことが大きな進歩である。深達度の高い解析で、治療の標的となる分子の特定
が期待される。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１． 研究開始当初の背景 

 
生体内で特定のアミノ酸残基で切断されて活性型へと変換されるタンパク質が存在する。よ
く知られた事例としては、消化酵素・血液凝固系・アポトーシスのカスパーゼカスケード、前
駆体からのペプチドホルモンの生成などがあげられる。また、膜貫通型タンパク質も特異的に
切断されて、細胞の内外で新たなシグナル伝達分子として機能する事例が知られつつあり、こ
れまで想定されていた以上に一般性の高い現象であると考えられる。 
 2000 年に、我々は膵癌の分泌ペプチドが腫瘍マーカー候補になると考え、培養細胞の上清中
のペプチドをプロファイリングする研究を開始した。細胞株、初代培養など約 100 種類を解析
し、膵腺癌にのみ見いだされるペプチドを同定した(Sasaki et al. Cancer Res, 2002)。なお、
ペプチドとは通常のゲル電気泳動では分離や検出が難しい分子量１万未満の小さなタンパク質
を指す。その後、ペプチドの一斉解析技術を確立した。膵内分泌腫瘍株の分泌タンパク質の特
異的な切断部位を体系的に決定して、ペプチドホルモン７種類の新規発見に成功している
(Sasaki et al. Mol Cell Proteomics, 2013)。 
 より広範な応用を目指し、ラット心臓線維芽細胞の培養上清を解析すると、切断が知られて
いなかった分泌・膜タンパク質の特異的な切断位置が 35 か所特定された (Tsuchiya et al. J 
Proteome Res 2015)。過去の生化学的な実験で実証されて周知の切断部位も多数追認されたの
で、実験系の妥当性は確保された。 
 我々は、ここで当初の膵癌研究にたちかえり、癌化にともなって切断が亢進する分泌タンパ
ク質・膜タンパク質とその切断部位を正確に決定し、診断や治療の分子ツールの開発に役立つ
情報を提供したいと考えた。上記研究で培養細胞から同定できたペプチドホルモンは、生体内
でも同じ位置で切断されて生成し、受容体と共に創薬の重要な標的の一つである。 
 
 
２．研究の目的 
 
生体内で切断されて活性化する分泌・膜タンパク質は治療薬・診断薬のよい標的となる。本
研究は、我々が提案し世界をリードしているペプチドミクスの手法を用い、膵腺癌を対象に、
そのようなタンパク質とそ
の切断部位を特定すること
を研究の目的としている。最
終的には、膵管上皮に比較し
て、膵腺癌で発現が上昇し、
細胞外領域でも切断も亢進
している膜タンパク質の特
定を目的としている。このよ
うな膜タンパク質は抗体医
薬のよい標的となりうる。 
我々は、分泌タンパク質の
切断部位をペプチドミクス
で解析し、創薬標的となるペ
プチドホルモンの発見に世
界で初めて成功し、この分野
の基礎と応用で最先端に位
置している。特異的な切断で
活性化され、膵癌を特徴づけ
るタンパク質が発見される
と、創薬に有用な情報を提供すると期待される。なお、細胞株をはじめとする培養細胞も、正
常組織と同じようにプロセシングがなされることはこれまでの研究で確認できており、分泌タ
ンパク質・膜タンパク質を同定する材料として現状では最善の試料であるため、培養上清を出
発材料とする。 
 
 
３．研究の方法 
 
本研究は、培養上清に放出されるペプチドをプロファイリングするために以下の手順を用いた。 
１） 日本で樹立され継代数の少ない膵癌培養株２種類および膵管上皮細胞１種類より培養上
清を回収 

２） 上清を固相抽出して、タンパク質・ペプチド分画を回収 
３） ゲルろ過クロマトグラフィーで分子量１万未満の分画を単離 
４） 質量分析用に試料調製を実施 
５） ナノ流速液体クロマトグラフィで分離したペプチドを、オンライン接続したタンデム質量
分析計に導入 

膜タンパク質・分泌タンパク質の特異的な切断
- タンパク質を活性化させる機序の一つ -

膵癌細胞・周辺正常細胞（含む膵管上皮細胞）に発現し、
特異的切断を受ける膜・分泌タンパク質とその部位の特定

膵癌の病態と関連する膜・分泌タンパク質の選択

診断薬・治療薬開発の分子情報の提供
＊論文発表

＊公的データベース訂正の提案

1) 新規生理活性ペプチド生成の予測
⇒実際に発見済
1) プロテアーゼ阻害剤のデザイン
2) 診断薬プローブ開発のための基礎情報



６） 配列の特定、特定された配列は親タンパク質配列上にマッピング 
７） マッピング情報からプロセシング部位を特定する 
８） 膵癌細胞株のデータと膵管上皮細胞のデータとを比較し、プロファイリングの傾向につい
て解析 
 
以上の流れの概略を下記に示している。RNA-sequencing でのリード数の向上のように、
精度の高いデータは、より深達度の高い分析を可能にできる。 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
４．研究成果 
 
膵腺癌培養株、膵管上皮細胞株ともに、分泌顆粒をもたず恒常的な分泌を伴う系である。こ
のような恒常的分泌では、分泌顆粒からの急速な細胞外放出は見込めない。条件培地の回収ま
でに 24時間のような長時間をかけることは、細胞内からの存在量の多いタンパク質からの漏出
が顕著となり、分泌成分の特定がマスクされるようになる。そこで、本研究では最大でも６時
間で条件培地の回収を実施した。 
本研究では、これまでの質量分析の分野では困難であった分子量 3,000 Da 以上 10,000 未満
のペプチドの配列特定の課題に取り組み、培養上清に放出されるこの分子量領域のプロファイ
ルを取得することで、分泌タンパク質または膜タンパク質のプロセシング部位の特定が可能に
なることを示しつつある。 
 膵腺癌が培養上清に放出するペプチドを対象として、液体クロマトグラフィ・タンデム質量
分析を活用するペプチドミクスの手法を用い、膵腺癌の分泌タンパク質または膜タンパク質が
特定位置でプロセシングされる部位の同定を進めた。日本で樹立されて継代数の少ない膵腺癌
細胞株２種類、膵腺癌の発生母地とされる膵管上皮の樹立細胞株１種類を用い、無血清培養上
清に放出されるペプチドのプロファイリングを進めた。膵腺癌での分泌が既知の生理活性ペプ
チドであるエンドセリンの活性分子型や、膜タンパク質アミロイドβタンパク質の細胞外、細
胞膜内での特異的切断部位が特定され、このアプローチの有効性が示された。また、細胞外領
域の切断現象自体が知られていないか、あるいは切断部位が特定されていなかった細胞接着因
子、受容体型チロシンキナーゼなどの膜タンパク質も特定された。いくつかのタンパク質につ
いては、膵管上皮細胞よりも発現が亢進している傾向が認められたが、今後は、遺伝的背景が
同一の系での比較を進めていく計画である。より深達度の高い解析を進めることにより、膵癌
の診断や治療の標的となる膜タンパク質とその切断部位が特定されることが期待される。 
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