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研究成果の概要（和文）：本研究では、新規プロテオーム解析法によって乳癌細胞におけるタキサンに対する耐
性獲得に関する新規蛋白質を同定した。
乳癌細胞株（MCF-7）と、そのパクリタキセル耐性獲得細胞株（MCF-7/TAX）を用いて、改良型2次元電気泳動法
で蛋白質を分離し、両者の発現を比較して耐性獲得に関連する蛋白質を同定した。その結果、多くの蛋白質に発
現の差異を認めた。これらのうち、MCF-7/TAXに過剰発現していた蛋白質Aに注目した。MCF-7/TAXにおいて蛋白
質Aの発現をノックアウトさせたところ、パクリタキセルに対する感受性が回復した。
蛋白質Aがパクリタキセルに対する耐性獲得に関連することが示唆された。

研究成果の概要（英文）：To identify the proteins involved in paclitaxel resistance, we compared the 
proteomes of MCF-7 human breast cancer cells and its paclitaxel-resistant subclone MCF-7/PTX. Using 
two-dimensional gel electrophoresis and matrix-assisted laser desorption/ionization time of flight 
mass spectrometry, many proteins were modulated between these cells. Among them, PROTEIN A were 
upregulated in MCF-7/PTX cells. Knockdown of PROTEIN A using small interfering RNA in MCF-7/PTX 
cells restored their sensitivity to paclitaxel.

研究分野： 腫瘍学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 
タキサン系抗癌剤は、乳癌患者に対して用

いる代表的な薬剤であるが、長期・反復投与
によって耐性を獲得する。耐性獲得に相関す
る因子としてP糖蛋白の過剰発現などが報告
されているが、最近、術前化学療法において
微小管関連蛋白の tauの発現量が低い乳癌で
は、パクリタキセルに対する組織学的完全奏
効率が有意に高いことが報告された。そこで
我々は、進行・再発乳癌患者の乳癌組織にお
ける tau の発現量と、パクリタキセルに対す
る治療効果との関連を検討したところ、tau
が高発現する症例では、有意にパクリタキセ
ルの治療効果が低く、奏効期間が短い傾向に
あったことを報告した。 
一方、これまで 5-Fluorouracil(5-FU)に対

する耐性獲得機序の解明と耐性マーカーの
同定を目的としてプロテオーム解析を行っ
ており、ヒト大腸癌由来の培養細胞 DLD-1
と 5-FU に耐性を獲得した細胞株を用いて、
両者で発現する蛋白質を、改良型等電点電気
泳動(IPG)法(従来法の欠点を克服し再現性・
試料添加量を増やした方法)で解析した結果、
耐性獲得によって発現量が変化したスポッ
トを確認し、質量分析(MS)で蛋白質を同定し
た。その内訳は、アポトーシス関連蛋白質、
代謝系酵素、細胞骨格蛋白質、ストレス応答
蛋白質などで、興味深いことに、耐性獲得株
ではアポトーシスに関与する複数の蛋白質
が全体としてアポトーシスが減弱する方向
に発現変動しており、耐性獲得株では 5-FU
によるアポトーシスが起こりにくいことを
確認した。さらに本研究の協力者（境）は、
耐性獲得によって発現が変動した蛋白質の
う ち 、 低 分 子 ス ト レ ス 応 答 蛋 白 質
HSPB1(HSP27)に着目し、耐性獲得株におけ
る HSP27 の発現を siRNA 法で抑制すると
5-FU への感受性が回復したことより、この
蛋白質が抗癌剤感受性に関与していること
を確認した。また、活性型 HSP27 のリン酸
化部位のアミノ酸残基をMSによって同定し
た（J Proteomics. 2012; 75: 806-818）。本研
究に用いる耐性獲得のモデルとして用いる
ヒト乳癌由来の培養細胞株 MCF-7 は、パク
リタキセルによって細胞死を起こすが、反復
投与により薬剤耐性が獲得される。我々は、
パクリタキセルに対して耐性獲得した細胞
株を入手し、これまでに改良型 IPG 法を用い
た予備実験にて、5-FU と作用機序の異なる
パクリタキセルにおいても HSP27 の発現変
化を確認し、他にも発現が変化する細胞骨格
蛋白質をいくつか同定した。国内外において、
抗癌剤に対する耐性獲得機序を解明するた
めの蛋白質レベルでの研究は、遺伝子レベル
の研究に比べて遅れている。 
 
２．研究の目的 
 
乳癌治療における化学療法の重要性が高ま

っており、各種薬剤の選択において、その耐
性発現の予測は重要な問題となっている。新
規のプロテオーム解析を用いて、乳癌細胞に
おけるタキサン系抗癌剤の一つであるパク
リタキセルに対する耐性獲得に関連する蛋
白質を同定する。さらに、タキサン系抗癌剤
の治療を受けた乳癌患者において、これらの
実験の結果から得られた候補蛋白質が、耐性
獲得の新規診断マーカーとして臨床応用で
きるかを、患者血清を用いて検討する。これ
らの研究により、抗癌剤耐性獲得機序の解明
とその応用を目指す。不必要な抗癌剤治療を
省略するための新たな選択基準ができ、乳癌
患者に対する新たなテーラーメード治療の
展開に貢献できる可能性があるものと期待
される。さらに、本研究により、抗癌剤耐性
獲得におけるプロテオーム技術を用いた基
礎的研究から、臨床応用への基盤が確立でき
る可能性があるものと考える。 
 
３．研究の方法 
 
本研究では、乳癌細胞におけるタキサン系

抗癌剤に対する耐性獲得機序を基礎的研究
によって解明することと、耐性獲得マーカー
としての臨床応用を目指す。まず、平成 25
年度に「改良型 IPG 法で乳癌細胞とそのパク
リタキセル耐性獲得株の蛋白質分離を行い、
耐性獲得に関連する蛋白質の検索・同定」を
行う。平成 26 年度以降は、「改良型 IPG 法
の結果の妥当性の検証」、「耐性獲得の診断マ
ーカーとしての有用性の確認」の研究を行う。
「改良型 IPG 法の結果の妥当性の検証」では、
改良型 IPG 法で同定された蛋白質を WB・
ECL 法にて確認し、さらに RT-PCR 法にて
当該蛋白質を遺伝子レベルで確認する。次に
｢耐性獲得マーカーとしての有用性の確認｣
では、タキサン系抗癌剤を使用する乳癌患者
の血清を用いて、蛋白質の量を ELISA 法に
よって測定し、その結果と実際の化学療法の
臨床治療効果を比較検討して、それら蛋白質
の耐性獲得マーカーとしての有効性を検討
する。 
①MCF-7ならびにそのPTX耐性獲得細胞株を、
初期大量培養を行い蛋白質のサンプルをス
トックする。先ず、改良型 IPG 法による蛋白
質分離を行う。電気泳動したゲルを CBB 染色
し、デンシトメトリーで定量化し、両者に有
意に発現の異なるスポットを検索する。これ
らのスポットをゲルより切り抜き、還元アル
キル化、ゲル内トリプシン消化した後、酵素
消化物を溶媒・抽出する。得られた断片化ペ
プチドを MS によって蛋白質を同定する。 
②改良型IPG法にて発現の変動が確認された
蛋白質をPTX耐性獲得の関連候補蛋白質とし
て WB・ECL 法にてその妥当性を確認する。つ
ぎに親株および耐性株の当該遺伝子の発現
レベルを RT-PCR 法を用いて解析する。遺伝
子導入、または siRNA 法を用いて、候補蛋白
質の発現変動による薬剤耐性の変化を確認



する。 
③パクリタキセル耐性獲得の関連候補蛋白
質が、臨床においても耐性獲得の診断マーカ
ーとなりうるかを検討する。パクリタキセル
をはじめとしたタキサン系抗癌剤の投与を
受ける進行再発乳癌患者の血清を用い、候補
蛋白質の量を ELISA 法によって測定し、その
結果と実際の化学療法の臨床治療効果を比
較検討する耐性獲得を検討するため、タキサ
ン系抗癌剤の投与前、投与中、そして病巣の
増悪のため治療を変更する際を投与後とし
て、経時的に採血を施行し血清を得る。投与
中は 3から 4カ月毎に採血をおこない、同時
期に一般的な乳癌腫瘍マーカー（CEA、CA15-3、
NCC-ST-439）および画像検査を実施する。 
 
４．研究成果 
 
本研究では、新規プロテオーム解析法によっ
て乳癌細胞におけるタキサンに対する耐性
獲得に関する新規蛋白質を同定した。 
乳癌細胞株（MCF-7）と、そのパクリタキセ
ル耐性獲得細胞株（MCF-7/TAX）を用いて、
改良型 2 次元電気泳動法で蛋白質を分離し、
両者の発現を比較して耐性獲得に関連する
蛋白質を同定した。その結果、多くの蛋白質
に発現の差異を認めた。これらのうち、
MCF-7/TAX に過剰発現していた蛋白質 A に注
目した。MCF-7/TAX において蛋白質 A の発現
をノックアウトさせたところ、パクリタキセ
ルに対する感受性が回復した。以上より、こ
の蛋白質Aがパクリタキセルに対する耐性獲
得に重要な働きをしていることが示唆され
た。 
研究代表者の日常臨床業務が多忙であった
こと、2 次元電気泳動法の結果の再現性を確
認するために、当初の予想以上に時間を要し
たため、タキサン系抗癌剤の投与を受ける進
行再発乳癌患者での耐性獲得の診断マーカ
ーとしての有用性を検討するまではできな
かった。 
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