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研究成果の概要（和文）：膠芽腫は診断確定後の平均生存期間が短く、従来の治療法に対して高い抵抗性を示す
最も悪性度の高い脳腫瘍である。本研究課題では、患者由来膠芽腫幹細胞において幹細胞性制御の要となる因子
の抽出を目的として mTOR 特異的阻害剤を用いてEGFシグナルに関する摂動解析を行い、大規模定量プロテオー
ムデータ並びにリン酸化プロテオームデータを取得した。これらのデータを用いた統合ネットワーク解析の結
果、DNAチェックポイント機構が当該細胞の幹細胞性維持に関与する可能性が強く示唆された。

研究成果の概要（英文）：Glioblastoma is the most malignant brain tumor with poor prognosis and shows
 high resistance to the conventional treatment such as chemotherapy or radiation. In this study, we 
performed global quantitative proteome and phosphoproteome analyses of EGF-dependent mTOR signaling 
in patient-derived gliblastoma stem cells through perturbation by mTOR specific inhibitor, Torin1. 
As a result of integrated statistical and mathematical analyses of these large-scale data, it was 
strongly suggested that DNA damage checkpoint might be involved in the maintenance of stemness 
properties in the glioblastoma stem cells.  

研究分野：プロテオミクス
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１．研究開始当初の背景 
膠芽腫は脳腫瘍の中で発生頻度が最も高
く、診断確定後の平均生存期間は約 15か月、
5年生存率は 5~10 % と報告されている極め
て悪性度が高い腫瘍である。抗がん剤や放射
線治療に対しても高い抵抗性を示し、過去 20 
年以上にわたって治療成績はほとんど向上
していない。近年、がん組織にも幹細胞が存
在し、階層性の頂点に立って自己複製能を保
ちつつ分化したがん細胞を生み出すという
がん幹細胞仮説が提唱され、脳腫瘍を含むい
くつかの悪性腫瘍においてその存在が実験
的に証明されてきた。このような背景から、
がんの根治のためには腫瘍組織全体をター
ゲットとする従来の治療法を見直し、がん幹
細胞に代表される造腫瘍能が高い細胞に的
を絞った新たな治療戦略の展開が必須であ
る。 
がん幹細胞を含むがん組織は、元来正常幹
細胞を頂点とする正常組織を基盤としてい
ると考えられることから、従来の個別研究で
は治療のターゲットとなるがん幹細胞の特
徴を明らかにすることは容易ではなく、網羅
的な解析技術とそこから得られる大規模デ
―タから特徴を抽出するデータ駆動型の研
究手法が非常に有用であると考えられる。
我々は先行研究において患者由来膠芽腫幹
細胞を研究対象とし、SILAC (Stable isotope 
labeling by amino acid in cell culture) 法と TiO2

カラムによるリン酸化ペプチド濃縮法を組
み合わせた相対定量解析を行ったところ、同
定された 6,073 種類のリン酸化ペプチドの中
で当該細胞の幹細胞性維持に必須である上
皮成長因子 (EGF) 依存的に 516 か所のリン
酸化活性が上昇し，275 か所が低下している
ことが明らかとなった。更にこれらの大規模
データを基に統計科学的なネットワーク解
析を行った結果、EGF刺激依存的に mTORパ
スウェイが顕著に活性化されていることを
見出した (Kozuka-Hata et al., PLoS One, 7: 
e43398, 2012)。 
 
２．研究の目的 
本研究課題では、膠芽腫幹細胞における幹細
胞性を制御する要として mTOR パスウェイ
に焦点を絞り、mTOR特異的阻害剤を用いた
摂動によって包括的な定量プロテオーム解
析並びに定量リン酸化プロテオーム解析を
行う。得られた大規模データを基に統計科学
的解析を実施し、出力結果を統合することに
より当該細胞の幹細胞性を制御するハブと
なる因子及び経路を抽出する。 
 
３．研究の方法 
(1) mTOR 特異的阻害剤 Torin1 を用いて膠
芽腫幹細胞の EGF シグナルに関する摂
動解析を行い、大規模定量プロテオーム
データ及び定量リン酸化プロテオーム
データの取得を行う。 

(2) 得られた定量プロテオームデータに関

して、DAVID (The Database for Annotation, 
Visualization and Integrated Discovery; 
http://david.abcc.ncifcrf.gov/) に基づく機
能分類および細胞内局在に関する情報
を 取 得 し 、 IPA (Ingenuity Pathway 
Analysis; http://www.ingenuity.com/) を用
いてパスウェイレベルでの詳細なネッ
トワーク解析を行う。更に、リン酸化プ
ロテオームデータに関して NetworKIN 
(http://networkin.info/) 及 び Motif-x 
(http://motif-x.med.harvard.edu/) による上
流キナーゼ予測解析を行い、これらの解
析結果を統合して当該細胞の幹細胞性
を規定する新規分子標的候補をシステ
ムレベルで抽出する。 

 
４．研究成果 
(1) 患者由来膠芽腫幹細胞において mTOR
特異的阻害剤 Torin1 を用いた摂動実験
により大規模な相対定量プロテオーム
解析を行った結果、4,645 種類の同定蛋
白質の中で Torin1 依存的に 49 分子の
発現レベルが上昇し、436 分子が低下し
ていた。 

(2) 包括的な定量リン酸化プロテオーム解
析を行った結果、6,250 種類のリン酸化
ペプチドが同定され、Torin1 依存的に
253 か所のリン酸化活性が上昇し、346
か所が低下していた。 

(3) Torin1 処理により、mTORパスウェイの
活性化の指標となる種々のリン酸化活
性が低下しているのみならす、著名なが
ん幹細胞マーカーの発現が顕著に減少
しており、mTORパスウェイが当該細胞
の幹細胞性制御を担っていることを支
持する結果が得られた。 

(4) 得られたプロテオーム及びリン酸化プ
ロテオーム情報に基づき、DAVID, IPA, 
NetworKIN 及び Motif-x を用いた統合
ネットワーク解析を行った結果、DNA
チェックポイント―細胞周期制御機構
が当該細胞の幹細胞性制御に大きく関
与することが示唆された。 
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2014年 10月 8日 広島県立高陽東高校 
2014年 10月 22日 鳴門教育大学附属中学校 
2015年 2月 4日 京都市立西京高校附属中学
校 
2015年 3月 26日、27日 上智福岡高校 
2015年 8月 5日 大阪府立天王寺高校 
2016年 2月 18日 庄内町立余目中学校 
2016年 4月 22日 那須塩原市立東那須野中学
校 
2016年 4月 27日 会津若松市立一箕中学校 
2016年 5月 24日 西尾市立一色中学校 
2016年 6月 1日 江南市立古知野中学校 
2016年 6月 7日 名古屋市立萩山中学校 
2016年 8月 4日 大阪府立天王寺高校 
2016年 8月 19日 上野学園中学校高校 
2016年 10月 19日 広島県立高陽東高校 
2016年 10月 20日 四日市市暁中学校 
2016年 10月 20日 鳴門教育大学附属中学校 
2016年 10月 28日 西東京市立田無第四中学
校 
2016年 11月 17日 石見智翠館高校 
2017年 2月 23日 庄内町立余目中学校 
2017年 3月 17日 いわき秀英高校 
 
６．研究組織 
(1)研究代表者 
 秦 裕子  （KOZUKA-HATA, Hiroko） 
東京大学・医科学研究所・技術専門員 
 研究者番号：80401256 
 
(2)研究分担者 
 尾山 大明 （OYAMA, Masaaki） 
東京大学・医科学研究所・准教授 
 研究者番号： 30422398 
 


