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研究成果の概要（和文）：細胞内キノームをプロファイリングできるペプチドマイクロアレイの開発に成功した。まず
、キノーム評価に必要な新規キナーゼ基質ペプチドの開発を行い、このマイクロアレイを用い、実際に薬物刺激におけ
る細胞のキノーム変化を評価に成功した。さらに、制癌剤の効果をキノームをもとに評価することにも成功した。特異
基質の開発が困難なチロシンキナーゼに関しては、個々のキナーゼに会合するSH2ドメインの配列をもとに、標的キナ
ーゼを補足できるリガンドペプチドの開発に成功し、これを基質ペプチドと共固定することで、特異性を確保しつつ感
度を向上させることができた。最終的にがんの治療効果判定に供しえるツールの開発を達成できた。

研究成果の概要（英文）：Peptide microarray that can profile an intracellular kinome has been established. 
At first we successfully developed some new substrate peptides for various protein kinases which are 
important to evaluate effects of anti-cancer drugd. Then, by using these substrates, we prepared an 
peptide amicroarray and succeeded to get correct kinome profile against stimulation of drugs in living 
cells. Finally, kinomes of some different anti-cancer drugs, which have different specificity to EGFR and 
HER2, could be evaluated by the microarray.
For the analysis of tyrosine kinase activities, it was difficult to make specific substrates. Thus, we 
developed ligand peptides which are specfically bind to target tyrisine kinases. Using the ligand 
peptiddes, we successfully realize specific and sensitive monitoring of tyrosine kinase profiling.

研究分野： 生体関連化学

キーワード： プロテインキナーゼ　マイクロアレイ　ペプチド　蛍光分析　薬物探索　診断　キノーム
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１．研究開始当初の背景 
がん分子標的薬は、次世代の抗がん剤 

として期待されている。白血病における
Glivec が顕著な効果を示したことから多
くの分子標的薬が上市されているが、多段
階の変異が蓄積した他の多くのがんでは、
効果が期待できるがんは一部であり、それ
を見分けることが重要となっている。その
ような投薬前診断としては、標的分子の遺
伝子変異などを指標とする遺伝子診断が主
流である。ところが、EGFR の様な標的分
子に変異があり有効であると判断されても、
実際には効果が見られない場合や、反復投
与により標的分子の阻害は持続しているに
もかかわらず耐性を示す場合等、現在の診
断法では解決できない多くの問題があり、
分子標的薬の効果は疑問視されている
(NewEng. J. Med. 360, 563-572, 2009)。これ
らの原因は、がんの病態機能が単独の遺伝
子産物に依存しているのではなく、異常が
細胞内情報伝達ネットワーク全体に千差万
別に影響し合っていることにある。プロテ
インキナーゼは、細胞の情報処理システム
の中核を担う酵素群であり、分子標的薬の
標的であることからもわかるとおり、がん
の病態機能に直接関わっている。従って、
プロテインキナーゼの活性を計測すること
は、がん細胞の状態を正確に評価するため
の最も直接的な方法である。ただし、キナ
ーゼは極めて複雑なネットワークを形成し
て互いに関連しあっており、特定のキナー
ゼの異常がネットワークにどのように影響
しているかは、個々のがんで異なっている
と予想できる。また、分子標的薬で特定の
キナーゼを抑制しても、それを補償するネ
ットワークが形成されることは十分に予測
できる。これが、分子標的薬の効果の差異
や、耐性の獲得の分子論的メカニズムであ
ると言える。以上のことを鑑みると、キナ
ーゼ活性の測定にはネットワーク全体とし
てプロファイリング(キノーム解析)するこ
とが重要であることが分かる。しかしなが
ら現在、細胞内のキナーゼ活性を診断に供
し得るレベルで総体としてプロファイリン
グできる手法は存在しなかった。 
 
２．研究の目的 

本研究では、キナーゼ活性総体（キノー

ム）の細胞間比較を可能にする原理を確立

する。そのために、キナーゼ活性を同時に

評価か可能なペプチドアレイを開発し、そ

の有用性を検証する。また、実際に細胞内

のキノームのプロファイリングを取得する

ための検討を開始して、最適化を完了する。

最終年度には、実際に分子標的薬耐性がん

細胞を用いて耐性の評価、薬物感受性評価

を実施して、本システムの有効性を実証す

る。 
 

３．研究の方法 
まず、基質のリン酸化を検出する手法と

して、チロシンキナーゼの場合は、Cy3 修
飾抗リン酸化チロシン抗体が利用可能であ
るが、セリン/スレオニンキナーゼの場合に
は、抗体が利用できないため、PhosTag と
Cy3 標識ストレプトアビジンを用いた。し
かし、感度が低いという問題が生じ、これ
を解決するため、PhosTag とストレプトア
ビジンの混合条件を種々検討した。 
また、対象とするキナーゼとしては、制

癌剤に関わるチロシンキナーゼとして、
EGFR、JAK, ALK, Src の４種のキナーゼ、
セリンスレオニンキナーゼとしては、PKA, 
CAMKII, Akt, ERK2, PKCa, p70S6K, 
AMPKa の 7 種のキナーゼについて基質探
索を行なった。すなわち、種々結成したペ
プチドライブラリを用い、精製酵素による
リン酸化をマイクロアレイで検出して、最
適な基質を選別した。また、リン酸化が確
かにアレイ上で蛍光シグナルとして評価で
きていることを、32P-ATP を用いたオート
らジオグラフィーによって確認した。さら
に、実際に細胞の破砕液を用いて、含まれ
る標的キナーゼの活性の評価を試みた。こ
の場合、細胞をイレッサ、あるいはメトフ
ォルミンで刺激した場合と無刺激の場合で
のアレイ上に固定化した基質群のリン酸化
プロフィールの変化を本システムで評価可
能であることを確かめた。実際の細胞内の
キナーゼ活性はウェスタンブロット法で確
認して、結果の妥当性を確認した。次に、 
抗がん剤耐性細胞のキノーム解析を実施し、
感受性細胞との識別を確認後、種々の
EGFR 阻害方制癌剤の薬効キノームプロフ
ァイルを評価し、本アレイの制癌剤に対す
る薬効評価ツールとしての妥当性を確認し
た。また、チロシンキナーゼの相互識別を
k な王にする手法として、種々のキナーゼ
に関与する分子間相互作用にかかわるアミ
ノ酸配列をもとに、各キナーゼに結合可能
なペプチドの設計を試み、これを基質ペプ
チドと共固定することで、細胞破砕液中の
標的キナーゼを該当する基質スポットに濃



縮することを検討した。 
 
４．研究成果 
セリン/スレオニンキナーゼ検出系の感度向
上の検討 
 本項目では、種々検討の結果、PhosTag で
の検出感度の低下は、化学両論で添加してい
るはずのPhosTagがストレプトアビジンに結
合しないで存在している画分が存在し、これ
が単独でリン酸化ペプチドに結合すること
が原因であることを突き止め、予め、PhosTag
をストレプトアビジンと混合後、ゲルろ過カ
ラムにより未反応のPhosTagを除去すること
で、感度の向上を達成した。 
 
また、基質探索に関してもいくつかの新規な
基質を見出すことに成功した。得られたアレ
イ上でのリン酸化シグナルは、オートラジオ
グラフィーでの結果とほぼ一致しており、正
確にリン酸化を蛍光シグナルとしてアレイ
上で検出できており、そこから基質を中質す
ることが可能な方法論を確立することがで
きた。例えば、AMP キナーゼに関しては、ス
クリーニングした 448 種類のペプチド中、数
に示すとおり、36 種のリン酸化可能な基質ペ
プチドを見出し、しかも、そのうち AMPKα1
に関しては 10 種、AMPKα2に関しては 5種の
サブタイプを識別できる基質を見出せた。 

その他探索したすべてのキナーゼに対する
基質に関しても、そのピックアップされた基
質のアミノ酸配列をウェブロゴ表示すると、
すでに示唆されている各々のキナーゼに対
する基質のコンセンサス配列と一致してお
り、妥当な基質が探索できたことが示唆され
た。 
 次に、得られた基質のセットを用いて、

マイクロアレイを作成し、実際に細胞に薬物
を投与した際のキノーム変化を検証した。ま
ず、HepG2 細胞を用い、メトフォルミンを投
与の有無によるキノーム変化を調べた。細胞
を飢餓状態に置き、AMPK パスウェイを活性化
した際と、正常状態でのアレイ上でのリン酸
化効率を個々の基質で比較した。飢餓により
リン酸化が亢進する基質が見出され、これら
は予想通り、AMPK パスウェイの活性化を示し
ていると評価できた。 
 
次に、飢餓状態においてメトフォルミンを

投与した場合と、投与のない場合でのキノー
ムを比較した結果が下図である。 

メトフォルミンの投与によるキノーム変化 
 
この場合、メトフォルミン刺激により、リン
酸化がむしろ亢進する基質群と、リン酸化が
低下する基質群があり、AMPK パスウェイが亢
進される一方、抑制されるパスウェイが示唆
された。このキノームプロフィールは、メト
フォルミンの薬効そのものを表現している
と考えられ、このプロフィールを基にして、
同様のプロフィールを与える薬物を探索す
ることで、同様の薬品を探索可能であると期
待される。亢進された基質は、いずれも確か
に AMPK キナーゼ経路に関する基質であり、
得られた結果は妥当なものであるといえる。 
 分子標的型抗がん剤であるイレッサの刺
激に伴うキノーム変化も評価した。結果を以
下に示す。イレッサ感受性の HCC827 細胞を 

イレッサ投与前後でのキノーム比較 
 
用い、種々の濃度で刺激し、無刺激の場合の
キノームと比較した。本細胞でのイレッサの
IC50 より高濃度の 300 nM のイレッサで刺激
すると、図のように多くの EGFR 関連パスウ
ェイの基質群のリン酸化が低下し、正確にイ
レッサの薬効を表現できることがわかった。 
 これらの結果を踏まえ、種々の EGFR 阻害
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方制癌剤のキノーム比較を試みた。すなわち、
EGFR に特異的な阻害薬と、HER2 に選択的な
阻害薬、および双方を阻害する薬剤について
4 種類の阻害剤を評価した。その結果、阻害
剤の特異性を評価可能であることが示され、
本ペプチドアレイが、制癌剤の効果を評価か
k 能名ツールであることを実証することがで
きた。 
 しかしながら、チロシンキナーゼの場合に
は、基質間の配列が似通っており、基質のリ
ン酸化のみから明確に作用したキナーゼを
絞り込むことが困難であることも分かって
きた。このことを解決するには、基質の配列
の更なる探索では限界があると予想され、他
の方法論を検討する必要が示唆された。そこ
で、Src、Abl、JAK の 3 種のチロシンキナー
ゼをもとに、それぞれに相互作用する SH2 ド
メインの相互作用面に必須のアミノ酸配列
をもとに、それぞれのキナーゼと結合できる
ペプチドを開発した。例えば、次に示す図は、
Src に対する相互作用ペプチドを基質ペプチ
ドと共固定した場合と、基質ペプチドのみの
場合とでのリン酸化シグナル、および Src 阻
害剤刺激時のリン酸化シグナル変化である。
図から明らかなように、相互作用ペプチドの
濃度を最適化することで、大きな感度の上昇
と、特性の向上を実現することに成功した。
同様の結果は、JAK や Abl でも得られ、本方
法論がチロシンキナーゼのアレイ上での特
異性確保に一般性のあるものであることを
しますことができた。 
 以上のように、本研究により、制癌剤の作
用機序を踏まえながら、その効果の予測を可
能するペプチドマイクロアレイを開発する
ことに成功した。 
 

リガンドペプチドによるリン酸化効率の増
強の例（Src） 
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