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研究成果の概要（和文）：現在、がん治療の分子標的薬の多くはキナーゼ阻害剤であるが、薬剤感受性の違いや耐性化
が問題であり、薬効予測マーカーや耐性化メカニズムの解明が必要である。本研究では、それらのキナーゼの基質のリ
ン酸化レベルを網羅的に定量しキナーゼ活性を予測することで、薬効予測マーカー探索及び薬剤耐性化のメカニズムの
検討を行った。具体的には、大腸がん治療に用いられているcetuximabに対する感受性と耐性の大腸がん細胞株のリン
酸化プロテオーム解析により、薬効予測マーカー候補となるリン酸化タンパク質やキナーゼを同定した。同時に、cetu
ximab耐性に関与するキナーゼ群を同定し。それらの阻害剤を用いた検証に成功した。

研究成果の概要（英文）：Molecular target drugs such as kinase inhibitors for cancer treatment are not 
uniformly clinically effective, thus sorting the patients that will benefit from the treatments is 
critical. Moreover, acquired resistance for the drugs is also a critical problem. Therefore, the 
identification of mechanisms underlying the resistance is urgent need. Systematic quantification of 
kinase activation is potentially predictive of the response of kinase inhibitors and it can be 
quantitated by phosphorylation level of their substrates. In this study, we developed a large-scale 
phosphoproteome quantification method for the kinase substrates and applied for prediction of the kinase 
activities and drug response. We also examined the mechanism of drug resistance. By the phosphoproteome 
analysis of several lung cancer cell lines which are sensitive or resistant for the drug currently used 
in clinic, cetuximab, we identified several phosphoproteins and kinases which are able to predict drug 
sensitivity.

研究分野： プロテオミクス　分子腫瘍学

キーワード： リン酸化プロテオミクス　薬効予測　EGFR抗体　大腸がん

  １版



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
（１）学術的背景 
近年、新しい分子標的薬が登場したことに
より、進行大腸癌患者の生存期間が著明に延
びた。しかし、これらの分子標的薬は感受性
が人によって異なり、また使い続けると耐性
化が起こるため、分子標的薬の有効性や耐性
化の予測が必須である。現状ではその予測は
主に遺伝子検査で行われているが、効果あり
と診断されても効かないケースやその逆の
ケースもしばしば認められる。例えば、大腸
癌の EGFR 抗体薬セツキシマブの効果予測
に KRAS 遺伝子検査が用いられているが、
KRAS 野生型でも効果のない症例が 65％も
いると言われ、その原因として、バイパス経
路や他の増殖シグナル伝達経路の活性化が
報告されている（Roock et al. Lancet Oncol 
2010）。 
従って、分子標的薬の効果は単一の遺伝子
で予測するべきでなく、多因子評価をすべき
である。特に既存の分子標的薬のターゲット
の多くはキナーゼであるため、分子標的薬の
効果予測には、細胞内シグナルパスウェイ上
のリン酸化タンパク質の活性化状態を調べ
ることが重要である。申請者はこれまで、大
規模なリン酸化タンパク質の定量法の開発
を行ってきたが（Narumi et al. J Proteome 
Res 2012, Shiromizu et al. J Proteome Res 
2013）、この成果を薬効予測マーカー開発に
応用できると考えた。 
また、これまでの薬効予測研究は、ほとん
どが培養細胞を使った解析であり、必ずしも
生体内の現象を反映しているとは限らない。
それに比べて、癌細胞の新しい初代培養系
cancer tissue–originated spheroid（CTOS: 
Kondo et al. PNAS 2011）は生体内の状態を
反映し、かつリン酸化タンパク質解析が培養
細胞と同様に行える点で、生体試料と培養細
胞の両方の利点を併せ持つ非常に有用なツ
ールであり、真の薬効予測マーカー探索に最
適であると考えた。 
 
（２）国内外の研究動向および位置づけ 
現在、薬剤感受性の指標となるバイオマー

カーの探索が盛んに行われているが、その多
く が 遺伝子 変 異の網 羅 的解析 で あ る
（Garnett et al. Nature 2012, Barretina et 
al. Nature 2012）。しかし、上述したように
遺伝子変異は必ずしも最適な薬効予測マー
カーとは言えず、薬剤の直接のターゲットで
あるタンパク質レベルでのバイオマーカー
が必要である。 
特に、既存の分子標的薬のターゲットは細

胞内シグナルパスウェイ上のキナーゼであ
るため、分子標的薬の効果予測には、そのシ
グナルに関わるリン酸化タンパク質の活性
化状態を評価することが重要である。これま
で分子標的薬の効果予測をタンパク質レベ
ルで行う研究もなされてきたが、ほとんどが、
抗体を用いたターゲットキナーゼの下流の

因子の解析または一部のリン酸化タンパク
質の解析であり、シグナルパスウェイ上の因
子をすべて網羅しているとは言い難い
（Holohan et al. Nat Cancer Rev 2013）。そ
れに比べて、本研究では、次世代質量分析計
を駆使したリン酸化定量プロテオーム技術
を用いて、細胞内シグナルパスウェイ上の主
要な全リン酸化シグナルタンパク質を一斉
定量するというチャレンジングなテーマに
挑戦する。 
また、これまでの薬効予測研究は、ほとん

どが培養細胞を使った解析であり、生体内の
現象を反映しているとは言い難い。そのため
癌組織などの生体試料を用いた解析が重要
となるが、タンパク質、特にリン酸化タンパ
ク質は採取までの時間や保存条件によって
発現量が変動するため、解析には不向きであ
る。申請者は、CTOS が培養細胞と臨床検体
のそれぞれの欠点を克服できると考えてい
る。個々の患者の癌組織から作製された
CTOSは生体内の状態をよく反映している上、
培養細胞のように薬剤処理の効果も評価す
ることが可能であるため、真の薬効予測マー
カー探索に最適である。実際、CTOS は非小
細胞肺癌に対する分子標的薬 erlotinib の in 
vivo での効果をよく反映していることが示
されている（Endo et al. J Thorac Oncol 
2013）。 
 
２．研究の目的 
（１）リン酸化定量プロテオーム技術を用い
て、EGFR 抗体薬によって変動する全リン酸
化シグナルタンパク質の一斉定量システム
を構築する。 
（２）上記のシステムを用い、大腸癌組織か
ら作製された初代培養系 CTOS を材料とし
て、EGFR 抗体薬の薬効予測・耐性化マーカ
ーの探索を行い、その定量系を確立する。 
 
３．研究の方法 
（１）ターゲット定量プロテオミクスを用い
た細胞内シグナルパスウェイの主要リン酸
化タンパク質一斉定量系構築 
現在知られている約500種類のキナーゼの

うち、これまでの先行研究で細胞内シグナル
伝達に重要であると考えられているキナー
ゼやその基質のリン酸化サイト約300種類に
ついて、SRM/MRM 法を用いた一斉定量系を
構築する。 
ターゲットプロテオミクスは網羅的プロ

テオミクスに対比する言葉で、自分の見たい
タンパク質群にターゲットを絞って定量を
行 う こ と で あ り 、 そ の 代 表 的 手 法 が
SRM/MRM 法である。SRM/MRM 法は、特
定の質量の親イオンと娘イオンのみを選択
的に検出するため、複雑なサンプル内から標
的とするタンパク質由来のペプチドを高精
度に検出することができる。SRM/MRM 法の
最大の強みは抗体でしばしば認められる非
特異的反応を回避できることであり、特に抗



体作製が難しいリン酸化タンパク質の発現
解析に威力を発揮する。申請者はこれまで、
SRM/MRM 法を用いたリン酸化ペプチドの
大規模定量系を確立しており（Narumi et al. 
J Proteome Res 2012）、本研究ではその技術
を応用して、細胞内シグナルパスウェイの主
要リン酸化タンパク質の一斉定量系を構築
する（研究協力者：医薬基盤研究所 足立、
長野、渡部、松原、橋口）。 
 
（２）EGFR 抗体薬処理によって変動するリ
ン酸化シグナルタンパク質の網羅的解析 
上記の主要リン酸化シグナルタンパク質

一斉定量系構築と並行して、EGFR 抗体薬処
理後に経時的に変化する大腸癌細胞中のリ
ン酸化タンパク質およびそのリン酸化サイ
トの網羅的比較定量を SILAC 法を用いて行
う。細胞中の微量なリン酸化タンパク質のプ
ロテオーム解析のためには、試料中からリン
酸化ペプチドを濃縮して回収する必要があ
るが、本研究では Fe3+イオンとリン酸基の
親和性を利用した Immobilized metal ion 
affinity chromatography (IMAC)法を用いて
リン酸化ペプチドの濃縮を行う。また、リン
酸化タンパク質発現の経時的変化の解析は、
比較したいサンプルをそれぞれ異なる同位
体でラベルする SILAC 法を用いて行う。同
定されたリン酸化ペプチドの中から、EGFR
阻害によって変動するリン酸化ペプチドを
抽出しデータベース化する（研究協力者：足
立、長野）。 

 
（３）EGFR 抗体薬感受性株と耐性株間のリ
ン酸化タンパク質比較定量 
上記のリン酸化プロテオーム解析を、

EGFR 抗体薬に対する感受性株と耐性株に
おいても行う。この解析は、解析対象となる
細胞株が多数になるため、すべての細胞株を
同位体でラベルしたmixtureをコントロール
として（super-SILAC 法）、ラベルしていな
い各感受性株、耐性株の薬剤処理後のリン酸
化タンパク質発現の経時的変化を解析し、感
受性株群と耐性株群で差のあるタンパク質
を抽出する。そのリン酸化タンパク質（ペプ
チド）を薬効予測マーカー候補とする（研究
協力者：足立、長野）。 

 
（４）薬効予測マーカー一斉定量系の確立 
上記３．で同定された薬効予測マーカー候

補因子を１．の主要リン酸化シグナルタンパ
ク質一斉定量系に加えて薬効予測マーカー
一斉定量系を構築する（研究協力者：足立、
長野）。 

 
（５）大腸癌組織からの CTOS の作製 

CTOS （ cancer tissue–originated 
spheroid）は、癌組織の破砕、組織分散酵素
リベラーゼによる消化後、メッシュフィルタ
ーにかけ、フィルターを通過しなかった塊を
ES 細胞用培地でカルチャーしてできた細胞

塊である（Kondo et al. PNAS 2011）。この
細胞の利点は、細胞－細胞間接着を保持した
まま培養することであり、通常の培養細胞と
異なり、樹立元の腫瘍の性質を保持している
ことである。また、組織検体と異なり、培養
細胞と同様に継代・保存ができ、in vitro の
実験も可能である点で優れている。腫瘍の種
類によって成功率の差はあるものの、胃癌、
大腸癌などの消化器癌は比較的作製しやす
い。本研究では、大腸癌の CTOS を数十例作
製する予定である（研究協力者：大阪府立成
人病センター 井上）。 

 
４．研究成果 
（１）ターゲット定量プロテオミクスを用い
た細胞内シグナルパスウェイの主要リン酸
化タンパク質一斉定量系構築 

SRM/MRM を用いた細胞内シグナル伝達
に関わるリン酸化タンパク質の定量法の確
立に関しては、SRM/MRM による細胞内リン
酸化タンパク質の定量解析が予想に反して
難易度が高かったため、Immobilized metal 
ion affinity chromatography (IMAC) 法を
用いたリン酸化ペプチドの濃縮と安定同位
体標識 TMT10 を用いたショットガン定量リ
ン酸化プロテオミクスの手法の解析に切り
替えた。 
リン酸化ペプチドの網羅的な定量におい

て、IMAC 濃縮後の HPLC 分画の改良により、
約 30,000 個のペプチドの定量化が可能とな
った。 
また、より多くの細胞内リン酸化タンパク

質・リン酸化ペプチドの定量を目指して、前
処理法の改良を行った。具体的には、リン酸
化ペプチドの濃縮に、IMAC 法と抗チロシン
抗体を用いた免疫沈降法を併用することで、
チロシンリン酸化ペプチドの同定率を上げ
た。8mg の細胞抽出液を用いた場合、１時間
の解析時間で466個のチロシンリン酸化ペプ
チドの同定が可能となった。これは従来の
IMAC法単独の場合と比較しても２倍の同定
率である。さらに過バナジン酸処理でチロシ
ンの脱リン酸化を阻害させることで、1416
個のチロシンリン酸化ペプチドの同定に成
功した。 
さらに、リン酸化ペプチド濃縮後の分画法

を、HPLC の代わりにイエローチップを用い
た簡易分画法を開発した。この方法により、
従来約 1 日かかっていた分画を 1 時間に短縮
でき、かつ、常時約 15,000 種類のリン酸化
ペプチドの定量、また約 500 種類のチロシン
リン酸化ペプチドの定量ができる系を確立
することができた。 

 
（２）EGFR 抗体薬処理によって変動するリ
ン酸化シグナルタンパク質の網羅的解析 

EGFR 抗体薬処理によって変動するリン
酸化シグナルタンパク質の網羅的解析に関
しては、上記の手法を用いて、大腸癌細胞株
のセツキシマブ処理後のリン酸化タンパク



質の定量を行った。その結果、薬剤処理によ
り、各薬剤のターゲットとして知られている
リン酸化タンパク質の低下が認められただ
けでなく、未知のリン酸化タンパク質も変化
することが確認された。 

 
（３）EGFR 抗体薬感受性株と耐性株間のリ
ン酸化タンパク質比較定量 
大腸がんセツキシマブ感受性株 2 株、耐性

株 2 株に対して、24 時間セツキシマブ暴露あ
り、暴露なしサンプルをそれぞれ回収し、解
析に使用した。感受性株、耐性株で各条件間
において有意差を示し、かつキナーゼ活性制
御に関わるチロシンリン酸化部位を抽出し
た。 
また、同定されたリン酸化ペプチド（基質）

の情報から、キナーゼ活性を予測する手法
（KSEA 法：Kinase-Substrate Enrichment 
Analysis）及びキナーゼに対する ATP 結合
能を指標にしたキナーゼ活性化予測法に基
づいて行った。 
その結果、耐性株にて 13 キナーゼの活性

化が予測でき、これらのキナーゼの活性化が
セツキシマブ耐性に重要であると考えられ
た。さらに、上記の解析で、セツキシマブ耐
性細胞株で活性が高いと予測されたキナー
ゼに対する阻害剤を用いて、マーカーキナー
ゼが本当に薬剤耐性に関与しているかどう
かの検証を行った。それらの阻害剤を耐性株
に用いたところ、いくつかのキナーゼ阻害剤
処理によって細胞の増殖が抑えられた。この
ことから、それらのキナーゼが大腸がん細胞
株のセツキシマブ耐性に関与していること
が検証できた。 
リン酸化プロテオミクスを用いて薬剤効

果予測マーカー群の探索、耐性化に関与する
キナーゼの同定とその検証に成功した例は
世界的にみても初めての成果である。この解
析系を臨床検体とくに薬剤耐性症例の組織
バイオプシーに応用できれば、画期的な耐性
克服治療法の選択が可能になると考えられ
る。 

 
（４）薬効予測マーカー一斉定量系の確立 
（１）で述べたように、SRM/MRM を用い

た薬効予測マーカー一斉定量系の確立に関
しては、SRM/MRM による細胞内リン酸化タ
ンパク質の定量解析が予想に反して難易度
が高かったため行わなかった。その代わり、
上述したように、同定されたリン酸化ペプチ
ド（基質）の情報からキナーゼ活性を予測す
ることで、活性の高いキナーゼが薬効予測マ
ーカーとなりうると考えられた。 
 
（５）大腸癌組織からの CTOS の作製 
研究計画では、CTOS を用いた解析を予定

していたが、CTOS のリン酸化プロテオーム
解析に技術的な問題があり、解析法の確立が
できなかった。そこで、三次元培養を用いた
解析を行う前に、平面培養細胞を用いて解析

を進めた。 
大腸がん組織検体約 40 例から初代培養細

胞を樹立した。それらの症例中には現在大腸
がん治療に用いられているセツキシマブの
他に抗 VEGF 抗体薬ベバシツマブに対する
感受性の情報が含まれている症例が約 20 例
あり、これらの症例から樹立した初代培養細
胞を用いて、薬剤効果予測マーカー、薬剤耐
性関連キナーゼの探索が現在進行中である。 
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