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研究成果の概要（和文）：淡明腎細胞癌の分子標的薬薬効予測を目的として、患者組織から初代細胞株の樹立を
実施し、最終的に25細胞株の作成に成功した。そのうち11細胞株に対して、スニチニブ、アキシチニブ、エベロ
リムス、カボザンチニブの薬剤感受性を測定し、それぞれの株で異なった感受性が観察された。
感受性データを得た10株のプロテオミクス解析、リン酸化プロテオミクス解析を進めた。結果、6486タンパク
質、33652リン酸化部位（うちClass1部位は21407部位）がそれぞれ同定された。今後得られたデータを統合し、
感受性群、耐性群それぞれにおけるキノーム活性変動を算出し、耐性群特有のリン酸化シグナル活性を導出する
予定である。

研究成果の概要（英文）：We performed primary culture from surgical tissues of clear cell renal cell 
carcinoma (ccRCC), and succeeded in cloning 25 cell lines. 11 clones out of the 25 cell lines were 
subjected to measurement of drug sensitivity asssay to Sunitinib, Axitinib, Everolimus, and 
Cabozantinib. We obserbed various patterns of drug sensitivity between each cell clone.
We conducted proteomic and phosphoproteomic analysis of the 10 clones of ccRCC primary cell lines. 
We identified 6,486 proteins and 33,652 phosphosites (including 21,407 class-1 sites) from the 
primary cell lines.
We further plan to integrate the proteomic and phosphoproteomic data, and calculate kinome activity 
profiling. Comparison of the kinome profiling will reveals modulated phosphosignalings that are 
speciific to resistant groups, and lead us novel candidates as markers for drug sensitivity. We 
further plan to perform functional analysis of those candidates in cell lines by using siRNA or 
CRISPR/Cas9 system.
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
腎細胞癌は癌全体の3～5%を占めており、その発生率は毎年2%ずつ増加している。そのため、効率的な淡明腎細
胞癌への治療戦略の構築は公衆衛生学的に大きな意義がある。本研究により患者の臨床情報と淡明腎細胞癌キノ
ーム特性との関連に対する理解が深まり、より効率的なマルチキナーゼ標的薬による治療法の構築が期待され
る。またキノームは他の癌腫でも重要な治療標的として認識されているため、本研究で構築する高深度キノーム
解析系は他の癌腫にも応用できる。すなわち本研究計画を遂行する事でキナーゼを標的としたプレシジョンメデ
ィスン（精密医療）の成立に繋がり、国民医療費の大幅な低減に貢献できる意義がある。



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

 腎細胞癌は癌全体の 3～5%を占めており、その発生率は毎年 2%ずつ増加している。日本に

おける年間死亡者数は約 3,500人であり、その内 70%以上が淡明腎細胞癌として分類されてい

る。そのため、効率的な淡明腎細胞癌への治療戦略の構築は公衆衛生学的に大きな意義がある。 

 近年、癌部特異的な活性化リン酸化シグナル経路を標的とした分子標的薬が使用されてきた。

淡明腎細胞癌では複数のキナーゼ（リン酸化修飾酵素）を阻害するスニチニブ、アキシチニブ

といったマルチキナーゼ標的薬が承認されてきた。しかし肝機能異常・手足症候群といった重

篤な副作用を伴う事や、標的薬への耐性群が存在する事からも、薬剤感受性マーカーや耐性克

服標的の整備が急務であった。 
 
２．研究の目的 
 リン酸化シグナル経路に対する分子標的薬の感受性を規定するメカニズムとして、標的以外

のキナーゼ存在量、活性の変動が知られていた。すなわち、リン酸化シグナル制御因子である

キナーゼの網羅的情報（＝キノーム）の取得が淡明腎細胞癌マルチキナーゼ標的薬の感受性マ

ーカー・耐性克服標的の構築に向けて重要である。本研究では高深度キノーム解析に基づき、

既存の解析では検出できなかった感受性マーカー、耐性克服標的の同定を目指して研究を実施

した。 

 
３．研究の方法 
 淡明型腎細胞がんのキノーム情報取得に向けて、効率的な研究遂行のため以下の 3フェイズ

に分割して計画を進めた。  

 3－1 キノーム解析法と、リン酸化シグナル再構築法の確立 

  リン酸化プロテオミクスから効率的に活性化キノーム情報を取得し、それらに細胞内シグ   

 ナル経路との関連情報を付加させるバイオインフォマティクスについて検討を進める。既存  

 の大腸がん培養細胞を使用し、EGFR分子標的薬セツキシマブ耐性・感受性群で特有の活性  

 化キノームを抽出し、EGFRシグナル経路との対応を検討する。また耐性への関与が推定さ  

 れるキナーゼについて siRNAおよび CRISPR/Cas9による機能アッセイを実施する。 

 3－2 淡明型腎細胞がんの初代細胞株樹立と薬剤感受性試験 

  淡明腎細胞がんの切除組織片から、コンディショナルリプログラミング(Conditional   

 Reprogramming: CR) 法による癌組織由来細胞株の樹立を行う。淡明腎細胞癌に対する分子標 

 的薬であるスニチニブ、アキシチニブ、エルロチニブ、カボザンチニブを淡明腎細胞癌由来  

 細胞株に対して処理し、細胞増殖阻害効果を増殖アッセイにて検証する。増殖アッセイの結 

 果から算出した IC50に基づいて細胞株を薬剤感受性群と耐性群に分ける。 

  また別計画として進行中である淡明型腎細胞がん組織プロテオミクスデータと、対応する  

 初代細胞株のデータを比較し、初代細胞株全般で認められる活性化シグナル経路を絞り込み、 

 それらシグナルは培養条件に依存して活性化したものとして以降の解析から排除する。 

 3－3 キノーム情報の取得、感受性に相関するマーカー因子の絞り込み 

  取得した高深度キノーム情報からマルチキナーゼ標的薬耐性の淡明腎細胞癌で有意に上昇 

 している薬効予測マーカー候補群を抽出する。続けて別セットの癌組織検体を用いた検証を 

 行い、有効な感受性予測マーカーの同定を行う。取得した高深度キノーム情報から感受性・ 

 耐性群それぞれにおいて特徴的なリン酸化シグナルネットワークを再構築する。耐性群で特 

 に活性化されているリン酸化シグナル経路を抽出し、続けてそのシグナル経路上に位置する 

 キナーゼを標的とした耐性克服標的の同定を行う。 



 
４．研究成果 
 まず、リン酸化プロテオミクスに基づく活性化キノーム情報取得と、既存の細胞内シグナル

経路との統合解析を目的としたバイオインフォマティクス処理の検討を進めた。検討には大腸

がん培養細胞を使用し、まず EGFR分子標的薬セツキシマブ耐性・感受性群で特徴的な活性化

キノーム抽出を試みた。リン酸化プロテオミクス、チロシンリン酸化プロテオミクスデータか

らの活性化キノームの抽出方法として、以下の 2種の方法を統合的に利用した。 

1．キナーゼドメインに位置するリン酸化修飾が優位に

変動するキナーゼ（右上図紫色） 

2．キナーゼ‐基質関連情報を利用した上流キナーゼ解

析で優位な変動スコアを示したキナーゼ（右上図緑色） 

その結果、HCT116 細胞において、特に多くの活性化

キナーゼが抽出できた。また、抽出されたキナーゼの

多くがチロシンリン酸化プロテオミクスデータ由来で

あることが明らかとなり（右下図水色）、キノーム活性

プロファイルにおけるチロシンリン酸化データの重要

性が示された。 

 次に、HCT116 細胞において得られた活性化キナー

ゼについて、siRNA による発現阻害時に細胞増殖能に

与える影響を検討した。その結果、耐性細胞である

HCT116 において EGFR 下流の SRC-PRKCD カスケー

ドの活性化を見出し、SRCに対する siRNA・特異的阻害剤処理が HCT116細胞の細胞増殖阻害

を引き起こす事を明らかにした。また Src Family Kinase の 1 つである YES1 特異的阻害剤も

Cetuximab 耐性培養細胞の細胞増殖を阻害する事が明らかになった。以上の成果から、リン酸

化プロテオミクス解析、特にチロシンリン酸化プロテオミクス情報が TKIの耐性克服標的探索

へ利用出来る事が明示された。また、細胞内リン酸化シグナルネットワーク理解への貢献も同

様に期待される。以上の研究結果を Scientific Reports誌に報告した。また、得られた成果を国

内・国際特許に出願中である。 

 これらバイオインフォマティクス環境の整備と並行して、初代細胞株の樹立を 2018年 10月

まで進めた。その結果、178 個の患者癌検体から 25細胞株の樹立に成功した。このうち 17株

が淡明型腎細胞がん由来であり、これら全てに元組織のプロテオミクスデータが付随できるこ

とが明らかとなった（下図）。17 株の凍結ストックから再融解後、一部の細胞株では再融解後

に細胞増殖が認められなかったため、今回の解析計画から除外した。その結果、11株で薬剤感

受性データの測定に成功し、それぞれの細胞株で異なった感受性パターンが観測された。すな

わち、当初の狙いである

淡明型腎細胞がん薬剤

感受性メカニズムの比

較解析を実施し得るサ

ンプル（感受性株、耐性

株）が、本研究の遂行に

よって整備できたと考

えている。 



 薬剤感受性データを取得した 11株のうち、十分なタンパク質量の確保できた 10株について

プロテオミクス解析、リン酸化プロテオミクス解析を進めた。LC-MS/MS による測定の結果、

プロテオミクス解析からは 6486タンパク質、リン酸化プロテオミクス解析では 33652リン酸化

部位（うち Class1 部位は 21407 部位）がそれぞれ同定された。 今後、得られたデータを統合

し、薬剤感受性群、耐性群それぞれにおけるキノーム活性変動を算出する。また、基質タンパ

ク質側のリン酸化ネットワーク構造の変化について、PHOTON 法（2016、Cell Systems）によ

って検討し、活性化キノーム情報との統合的解析を実施する。以上の解析から得られたキナー

ゼ群と、薬剤感受性データとを相関解析し、優位な相関を示すキナーゼを絞り込む予定である。  
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