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研究成果の概要（和文）：本研究では、大規模リン酸化プロテオミクスとインフォマティクスを用いた網羅的キ
ナーゼ活性解析により、肺がん、大腸がん患者の薬剤抵抗性克服及び患者ごとに最適な治療法の提案を行うこと
を目的とした。セツキシマブ感受性・耐性の大腸がん患者由来細胞株およびオシメルチニブ感受性・耐性の肺が
ん患者由来細胞株を用いてプロテオーム・リン酸化プロテオーム解析を行った結果、患者ごとに変動するタンパ
ク質・リン酸化サイトが異なること、また薬剤耐性に関与するキナーゼ群が異なることを見出した。それらのキ
ナーゼに対する阻害剤が個々の患者にとって有用であることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：In this study, we aimed at development of a novel method using 
phosphoproteomic and bioinformatics to identify therapeutic target kinases which are most suitable 
for each patient and also overcome drug resistance. Patient derived cell lines (PDCs) were obtained 
from Cetuximab sensitive/resistant colorectal cancer patients and Osimertinib sensitive/resistant 
lung cancer patients. These PDCs were subjected to phosphoproteomic analysis. As a result, several 
kinases were activated in Cetuximab and Osimertinib resistant PDCs, respectively. These activated 
kinases are very different from patient to patient and it was suggested that inhibitors to those 
kinases would be useful for individual patients. This method is considered to be very useful for 
realizing Precision Medicine.

研究分野： プロテオミクス

キーワード： リン酸化プロテオーム解析　薬剤耐性機序　大腸がん　肺がん

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究の学術的意義は、まず、大規模リン酸化プロテオミクスとインフォマティクスを用いた網羅的キナーゼ活
性定量法を確立したことである。また、この手法を用いることで、薬剤抵抗性の機序を解明したことおよび患者
の分子生物学的多様性を明らかにしたことである。本研究の社会的意義は、がん治療はがん種別の画一的治療法
ではなく、個々の患者に最適な治療法が必要であることを再認識できたこと、および新規治療標的となるキナー
ゼを同定できたことである。我々が開発した手法は、大腸がんや肺がんにとどまらず、あらゆる疾患に応用で
き、真の個別化医療の実現のための有用なツールとなると思われる。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
がん治療法の進歩、特に新しい分子標的薬の登場により、患者の予後が著しく改善した。し

かし、それらの治療法は多くの場合 1 年以内に不応となり、治療による二次耐性が大きな問題
となっているが、治療抵抗性の機序の解明はほとんど進んでいない。また、分子標的薬は非常
に高価であるため、効果の少ない患者に使い続けることは、我が国の医療費を圧迫しかねない。
従って、薬剤抵抗性の原因の解明と個々の患者によりよい治療法の開発が必須である。 
 
２．研究の目的 
本研究では、分子標的薬の標的であるキナーゼの活性状態を、大規模リン酸化プロテオミク

スによるキノーム解析と独自のインフォマティクスを用いて網羅的に定量することにより、薬
剤抵抗性の機序を解明することを目的とする。また、解析材料として、一般の培養細胞株だけ
ではなく、肺がんと大腸がん患者で薬物療法を行う予定の患者の治療前後の組織から直接樹立
した培養細胞株や Xenograft モデルを用いて解析を行う。 
 
３．研究の方法 
平成 28 年度は、既存の培養細胞株を用いた網羅的キナーゼ活性解析法の構築及び肺がん、大
腸がんの薬剤感受性株と抵抗性株を用いた薬剤抵抗性の機序の解明を行う。それと平行して、
分子標的薬治療対象肺がん、大腸がん患者由来の培養細胞株と Xenograft モデルの作製を行う。 
平成 29 年度以降は、前年度作製した患者由来細胞株及び Xenograft モデルを用いて、網羅的
キナーゼ活性の定量解析による薬剤抵抗性に関わるキナーゼの同定を行い、得られた因子に対
して、キナーゼ阻害剤及びノックダウンやノックアウトを用いた検証と薬剤抵抗性獲得機序の
解明を行う。さらに、現在分子標的薬の対象とならない症例に対して、遺伝子変異によらない
薬効予測法の開発を行い、各症例に最適な副作用の少ない治療法を提案する。 
 
４．研究成果 
１．培養細胞株を用いた網羅的キナーゼ活性解析法の構築 
薬剤の直接のターゲットであるキナーゼの活性化状態を指標とした薬剤感受性予測法（コン

パニオン診断薬）の技術開発を行った。キナーゼの中で最も多くの阻害剤の標的となっている
受容体型チロシンキナーゼ(RTK)の活性を予測するために、チロシンリン酸化プロテオーム解
析法の高感度化を行った。最終的に定常状態の培養細胞株から 1000 個～1600 個のチロシンリ
ン酸化を定量することが可能になった (先行研究の 3 倍の同定数、Abe et al., J Proteome Res 
2017)。 
リン酸化プロテオーム解析は前処理工程数が多く、マニュアルで実施するには前処理技術の

習熟が必要であり、スループットに限界を有する。そのため、100 検体以上のプロテオーム・
リン酸化プロテオーム解析に対応可能なサンプル処理の自動化装置と前処理法について独自設
計を行い、マニュアルと同等レベルの高品質なサンプルの自動化処理を可能にした。 

 
２．既存の肺がん、大腸がんの薬剤感受性株と抵抗性株を用いた薬剤抵抗性の機序の解明 
 次に臨床サンプルを解析する前段階として、大腸がんと肺がん培養細胞株を用いた解析を行
った。それぞれの薬剤感受性細胞株と耐性細胞株の解析から、薬剤感受性予測に有用なキナー
ゼを複数特定し、そのキナーゼ阻害剤によって、耐性細胞株の細胞増殖を抑制できることを確
認した。特に、大腸がんのセツキシマブ耐性培養細胞株を用いた実験から、EGFR-SRC-PRKCD
カスケードのシグナルが活性化していることを同定し、そのカスケード上にあるキナーゼ阻害
剤がセツキシマブ耐性大腸がん培養細胞の増殖を抑制することを見出した（Abe et al., Sci Rep 
2017）。 
 
３．分子標的薬療法対象肺がん、大腸がん患者由来の培養細胞株と Xenograft モデルの作製 
 進行肺がん患者ならびに進行大腸がん患者の臨床検体を用いて、肺がん細胞株（10 株）・大腸
がん細胞株（20 株）を新たに樹立した。PDX モデルに関しては、5 株については継代に成功
し保管した。また、計 40 症例について分子標的薬標的遺伝子およびがん関連遺伝子の変異解
析を行った。 
 
４．患者由来細胞株及び Xenograft モデルを用いた網羅的キナーゼ活性の定量解析による薬剤
抵抗性に関わる因子の同定 
患者由来細胞を用いた薬効予測法を開発するため、大腸がんについては、セツキシマブ

(Cmab)、ベバシズマブ（Bmab）の感受性・耐性の患者に由来する細胞株、それぞれ 9 細胞株
（効果判定 progression disease（PD）: stable disease（SD）: partial response （PR）=3:1:5）、
11 細胞株（効果判定 PD:PR=5:6）を用い、プロテオーム・リン酸化プロテオーム解析を行っ
た。取得した解析データについて KSEA 解析および共発現解析を実施した。Bmab 耐性株、
Cmab 耐性株（臨床効果判定が PD）において、感受性群（臨床効果判定が PR）と比較し、
Bmab 耐性株では 18 個、Cmab 耐性株では 13 個の活性化しているキナーゼ群を同定した(P < 
0.01)。 
また共発現解析を実施した結果、33 種類の細胞内複合体の共発現異常因子を同定し、複数個



の Bmab 耐性株または Cmab 感受性株に特異的な因子を見出した。Bmab 耐性株では感受性株
に比して splicesome 複合体に発現異常を有する株が多くみられた。Cmab 感受性株では耐性株
に比して ribosome 複合体に発現異常を有する株が多くみられた。 
肺がん患者由来細胞株では Osimertinib 感受性・耐性の合計 6 株を解析した。Osimertinib

の標的である EGFR の発現・リン酸化状態と Osimertinib 感受性との関連は、プロテオミクス
データからは認められなかった。従って、リン酸化修飾定量データを用いたキナーゼ活性プロ
ファイルを Osimertinib 感受性株、耐性株について実施した。まず、それぞれの細胞株内の
Osimertinib 処理前後におけるキナーゼ活性変動に着目して検討を行った。その結果、105 キ
ナーゼで統計的に信頼性の高い活性スコアが付加算出された。Osimertinib 処理前後における
耐性株内キナーゼ活性変動は、EGFR リン酸化状態と同様に株によって様々なパターンを示し
た。さらに Osimertinib 処理前のリン酸化プロテオミクスデータを、感受性株・耐性株間で比
較した。その結果、いくつかのキナーゼ活性が感受性株に比べて耐性株で恒常的に高く、また
Osimertinib 処理によっても活性阻害を受けないことが明らかとなった。 

 
５．分子標的薬の対象とならない症例の遺伝子変異によらない薬効予測因子の同定と治療法の
提案 
 融合遺伝子陽性大腸がん細胞株より、新たな治療標的の候補として IGF1R経路を発見した。
また、大腸がんや肺がんで低頻度に認められている NTRK 融合遺伝子陽性がん細胞における
NTRK 阻害薬耐性機構とその克服法を発見した (Fuse et al, Mol Can Thera. 2017)。そのほか
にも、BRAF-V600E 変異大腸がん、KRAS 変異大腸がんを NGS およびデジタル PCR より選
び出し、手術検体より樹立した細胞株（PDC: Patient derived cell line）において、RAF, RAS
経路といった MAPK 経路に依存する PDC の集団と MAPK 経路のみに依存しない集団を発見
した。 
肺がんの 1%で見つかる ROS1 融合遺伝子陽性がんにおいて、阻害薬依存的に増殖をするユ

ニークな耐性細胞を発見しその性状と新規標的経路をリン酸化プロテオーム解析や薬剤感受性
試験等を駆使し、発見した（Ogura et al, Sci Rep. 2017）。また、デジタル PCR を駆使した
EGFR 陽性肺がんにおける耐性変異 T790M の、活性化変異に対する比率を測定し、第 3 世代
EGFR 阻害薬の薬効に関わることを発見し発表した。（Ariyasu et al, Lung Cancer, 2018） 
ROS1 融合遺伝子陽性肺がん細胞株を用いて、新たな ROS1 阻害薬の評価を行うためのモデル
構築を行い、ゲランガムを用いた新たな浮遊培養法での評価方法を構築することに成功した
（Gong et al, BBRC, 2018）。この方法を駆使して、新たな耐性克服薬等の評価を行った。また、
ALK 融合遺伝子陽性肺がんの ALK 阻害薬耐性機構の探索とその克服法の発見を目指した研究
を行い、新たに重複変異による獲得耐性とその克服法を発見することに貢献した（Okada et al, 
EBioMedicine, 2019）。また、メカニズム不明の ALK 融合遺伝子陽性肺がん症例から樹立した
細胞株を、NGS 解析、薬剤感受性試験、リン酸化プロテオーム解析を行うことで、その耐性機
構の一端を発見することに貢献した。 
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