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研究成果の概要（和文）：がん分子標的薬療法では、腫瘍組織における薬効標的分子の発現に基づいた個別診断の基準
策定が急務である。本研究は、分子標的薬の薬効標的であり腫瘍増殖に主要な役割を果たす増殖因子受容体の自己リン
酸化部位のリン酸化体の発現量を複数同時かつ高感度にLC-MS/MS を用いて定量解析する技術を構築した。さらに、悪
性脳腫瘍組織における受容体発現の絶対定量情報に基づき、脳腫瘍組織の特性を層別化できる可能性を提示した。

研究成果の概要（英文）：There has been increasing demands for molecular-targeted drugs-based personalized 
cancer chemotherapy. Our findings provide the basis that the characteristics of human malignant brain tumo
rs can be stratified according to the absolute protein expression levels of target receptors. Simultaneous
 and highly sensitive quantitative targeted phospho-proteomics has also been established.
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 悪性腫瘍は日本において死亡者総数の 28%
を占め死因順位の第一位である疾患となっ
ている(厚生労働省平成24年人口動態統計)。
その中でも悪性脳腫瘍は、5 年生存率 6%と極
めて予後不良であり、脳機能温存の観点から
手術による腫瘍部の完全摘出が困難である
ため、有効な薬物療法を確立することは極め
て重要な課題である。現在、悪性脳腫瘍の化
学療法では、アルキル化剤のテモゾロミドが
第一選択薬として患者共通で使用されてい
るが、治療奏功には個人差が大きい。そこで、
近年臨床開発が飛躍的に進んでいる分子標
的薬の適応が、現状の悪性脳腫瘍の化学療法
に突破口を開く可能性が高い。分子標的薬は、
その抗腫瘍スペクトルは狭い反面、特定の特
性をもつがん組織には劇的な効果を示すと
いう特徴を有している。つまり分子標的薬が
効果を発揮するためには、がん組織において
薬効標的分子が発現していることが不可欠
であり、標的分子の発現プロファイルに基づ
いた悪性脳腫瘍の個別化療法の基準策定が
急務である。網羅的な発現解析法として mRNA
の定量解析が比較的簡便である。しかし、
mRNA 発現は機能の実体ではなく、特に細胞膜
タンパク質発現量と必ずしも相関しないこ
とが報告されていることから、機能を直接反
映するタンパク質レベルでの解析を行うこ
とが必須である。 
研究代表者の寺崎らは、液体クロマトグラ

フィー-質量分析装置(LC-MS/MS)を用いて、
トランスポーターや受容体などの膜タンパ
ク質の絶対発現量(mol)を複数同時に計測す
る 手 法 を 開 発 し た (Pharm Res, 
25:1469-83,2008)。この手法を悪性髄膜腫に
適応し、分子標的薬の薬効標的となる増殖因
子受容体の絶対発現量を一斉計測した結果、
血小板由来成長因子受容体(PDGFR)の発現
が高度に誘導されていることを見出した。そ
こで、PDGFRに対する分子標的薬スニチニブ 
を投与した結果、顕著な腫瘍縮小効果が認め
ら れ た (Neuropathol Appl Neurobiol, 
38:105-10, 2012）。以上の結果は、タンパク
質絶対発現量に基づく個別化療法が有効か
つ必要である事を強く示唆している。 
現状では、個別化治療へ期待が集まる分子

標的薬は薬価が高額であり、保険適用は、薬
物毎に、特定のがん種及び進行ステージに限
られており、本来の治療ポテンシャルを活か
せていない。そこで、従来の遺伝子変異診断
に加え、「活性と相関するタンパク質の絶対
定量情報に基づくコンパニオン診断技術」を
軸とした、がん分子標的薬選択基準の構築と
実証が必要である。 
 一方で、単に増殖因子受容体のタンパク質
全体の発現量だけでは、がん細胞増殖速度を
説明できないケースがあること、つまりがん
細胞増殖の責任受容体の同定やそれに基づ
く分子標的薬の選択基準の精度が十分では
ない可能性が示された。従って、増殖因子受

容体を薬効標的とする分子標的薬の個別化
療法を確立するためには、タンパク質全体の
発現量に加えて、活性体であるリン酸化体の
発現量に基づいた診断基盤を構築すること
が重要である。 
 
２．研究の目的 
 本研究は、仮説「脳腫瘍細胞の増殖速度を
制御する因子は、各種増殖因子受容体のリン
酸化体の発現量であり、脳腫瘍細胞における
定量的リン酸化プロファイルを解明するこ
とによって、脳腫瘍を精度よく個別化・層別
化できる」ことを実証することを目的とする。
具体的には、脳腫瘍組織特性の個別診断の実
現に向けて、腫瘍増殖に主要な役割を果たす
増殖因子受容体の自己リン酸化部位のリン
酸化量を複数同時かつ 1%のリン酸化まで超
高感度に LC-MS/MS を用いて絶対定量する技
術を確立する。さらに、「脳腫瘍組織におけ
る定量的リン酸化プロファイルから、がん細
胞増殖の責任受容体を同定し、最適な分子標
的薬を個別に提案するための診断基準」を樹
立することを最終目標とする。 
 
３．研究の方法 
(1)増殖因子受容体のリン酸化体及び非リン
酸化体の定量標的ペプチド配列の決定と検
量線の作成 
増殖因子受容体について、受容体の活性化

に重要と考えられる自己リン酸化部位のリ
ン酸化体の発現量、非リン酸化体の発現量及
び受容体全体の絶対発現量を区別して定量
する手法を確立した。まず、各リン酸化部位
について、独自に開発したペプチド選択基準
(Pharm Res, 25:1469-83,2008)に基づいて、
in silico で質量分析に適した定量用のペプ
チド配列を選択した。選択されたペプチド
（標準ペプチド：St）および同じアミノ酸配
列で安定同位元素標識されたペプチド（内部
標準ペプチド：IS）を化学合成し、アミノ酸
分析による標準溶液の濃度決定を行った。広
範なダイナミックレンジかつ高分解能の質
量分析装置を用いて、ペプチドの定量条件を
最適化し、検量線を作成した。 
 
(2)Hammoc 法を用いたリン酸化ペプチドの
濃縮条件の最適化と絶対定量 
二酸化チタニアなどの酸化金属は、リン酸

基に親和性を示す特性があり、リン酸化ペプ
チドの精製に用いられる。競合剤として乳酸
などのアリファティックヒドロキシ酸を加
えることで非リン酸化ペプチドの混入を大
幅に抑え高い精製効率が期待できる、リン酸
化 ペ プ チ ド の 濃 縮 方 法
Hammoc(Hydroxyacid-modified metal oxide 
chromatography)法を用い、試料中からリン
酸化ペプチドを濃縮・精製した。 
 (1)で作成した検量線を用い、LC-MS/MS を
用いて、試料中の定量標的ペプチドの発現量
を絶対定量した。 



４．研究成果 
(1) 悪性脳腫瘍組織検体を用いた増殖因子
受容体群の絶対発現量の決定 
 図 1に示す増殖因子受容体のリン酸化割合
を算出するため、まずリン酸体及び非リン酸
化体を区別せず絶対定量系する系を構築し
た。 

 
関係機関の倫理委員会の承認のもと、ヒト

脳腫瘍組織検体から細胞膜画分を単離し、絶
対定量値をそれぞれ算出した。悪性脳腫瘍組
織における増殖因子受容体の発現には大き
な個人差が認められ、上皮成長因子受容体を
(EGFR)は検体間で2,000倍以上もの発現量差
が認められた。一方で、PDGFR や c-kit など
は発現している検体が非常に限定されてい
た。本研究における定量解析結果から、悪性
脳腫瘍組織における分子標的薬標的分子の
絶対発現量には大きな個人差が認められた
ことから、ヘテロな悪性脳腫瘍の集団に対し
て有効な分子標的薬は異なることが示唆さ
れた。特に、悪性脳腫瘍組織では、PDGFR や
c-kit が高度に誘導されている群と、PDGFR
や c-kit の発現誘導が示されないが EGFR が
高度に誘導されている群とに層別化できる
可能性が提示された。 
 
(2) リン酸化 EGFR 定量系の構築 
 EGFR 自己リン酸化部位である pY1172 及び
pY1197を含む6種類のリン酸化ペプチドにつ
いて、質量分析装置に定速でインヒュージョ
ンし、高感度に検出される 4種類のプロダク
トイオン(Q3)、declustering potential (DP)、
及び collision energy (CE)の最適値を選択
し、イオン化条件の最適化を行った。6 種類
全てのリン酸化ペプチドにおいて、質量分析
装置を用いた検出が可能であることが示さ
れた。図 2 に示すように、6 種類全てのリン
酸化ペプチドにおいて R2=0.999 以上の高い
線形性をもつ検量線が作成可能であった。 
 
(3) 生体試料を用いたリン酸化 EGFR の絶対
定量 
 ヒト上皮様細胞がん由来細胞株であり
EGFR を高発現する A431 細胞の whole cell 
lysate をサンプルとして用いて、EGFR 自己
リン酸化ペプチドの定量解析を行った。その
結果、自己リン酸化部位を認識する 2種類の

ペプチドの発現は、リガンドである EGF で刺
激を行った場合においてのみ検出された。従
って、A431 細胞の whole cell lysate から
EGFR 自己リン酸化体は絶対定量可能である
ことが示された。しかし、A431 細胞に EGF の
刺激を行わない場合は、自己リン酸化部位の
ペプチドが検出限界以下であったことから、
微量のリン酸化体を検出するために Hammoc
法による精製濃縮が必要であることが示唆
された。 

 
 



 (4) Hammoc 法によるリン酸化ペプチド精製
濃縮サンプルを用いた増殖因子受容体の自
己リン酸化部位のリン酸化体発現量の高感
度定量系構築 
Hammoc 法を用いて、増殖因子受容体のリン

酸化ペプチドの濃縮法を確立した。具体的に
は、EGFR をモデルケースとして、EGFR を高
発現する A431 細胞の酵素消化物を用いて、
濃縮効率を評価するとともに、精製担体の平
衡化、洗浄および溶出条件を最適化した。さ
らに、定量標的とする EGFR 自己リン酸化ペ
プチド配列の化学合成体を用いて、検量線を
用いた絶対定量を行った。その結果、EGF を
処理していないサンプル及び EGFR に対する
分子標的薬(EGFR チロシンキナーゼ阻害剤)
であるエルロチニブ処理細胞においても
EGFR 自己リン酸化体の発現が検出された。一
方で、非リン酸化ペプチドについては、ピー
クの検出は認められなかった。 
  
(5) リン酸化ペプチドの精製濃縮と脱リン
酸化を組み合わせたリン酸化体の定量法の
構築 
図 3に示すように、リン酸化ペプチドの濃

縮と脱リン酸化を組み合わせることによっ
て、EGFR のリン酸化体の発現量を複数同時か
つ高感度に定量する技術を構築した。 

 
本技術を EGFR の高発現細胞に適用した結

果、受容体リガンドである EGF 処理に伴って
リン酸化量が増加するペプチド部位が4カ所
で検出された。同定されたリン酸化部位の中
から、EGFR に対する分子標的薬(EGFR チロシ
ンキナーゼ阻害剤)であるゲフィティニブ処
理によって、リン酸化量が減少する部位の絞
り込み及び定量化に成功した。さらに、細胞
増殖に対するゲフィティニブ感受性の異な
るがん細胞において、ゲフィティニブ処理に
よる自己リン酸化量の変動量に顕著な差が
示された。本研究開発によって、がん組織に
おける増殖因子受容体のリン酸化量の高感
度定量法が確立され、増殖因子受容体の定量
的リン酸化プロファイルに基づいた分子標
的薬の有効性の検証が可能となった。 
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