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研究成果の概要（和文）：安定同位体標識した膵癌感受性株、耐性株の発現タンパク質の比較解析を行った。細胞分画
、可溶化度の違いでタンパク質分画を行い、新規ジェムシタビン耐性因子の同定を行った。発現変動が２倍以上認めら
れたタンパク質は細胞分画で344、可溶性の差では118であった。特に変化の大きかった40タンパク質についてはWBによ
る検証を行った結果、質量分析の結果と同様の結果を得ることができた。また、細胞から分泌・逸脱する培養上清中の
タンパク質の比較定量・同定を試みた結果、発現比が２倍以上の35タンパク質を同定することができた。

研究成果の概要（英文）：In this study, we employed a quantitative proteomics approach using stable 
isotope labeling with amino acids in cell culture (SILAC) followed by mass spectrometry to quantify 
changes in protein levels between gemcitabine resistant and sensitive pancreatic cancer cells. Proteins 
were extracted with cell fractionation and difference of solubilization. 344 (cell fractionation) and 118 
(difference of solubilization) proteins were shown more than 2-fold change between the resistant and 
sensitive cell lines. Expression ratio of 40 proteins were confirmed by WB. 35 proteins were indicated 
more than 2-fold change by secretome analysis.

研究分野：総合領域

キーワード： プロテオーム解析

  ３版
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１．研究開始当初の背景 
 臨床的背景：膵癌は 5年生存率が 6％程度
と固形癌の中でも最も予後が悪く、その要因
として早期発見が困難なこと、膵癌細胞の転
移・浸潤能の高さ、術後の急速な再発と化学
療法・放射線療法に対する抵抗性に因るとこ
ろが大きい。現在、GEM が進行した膵癌患
者の標準的な化学療法となっており、一定の
効果をあげている。しかし、全生存期間の中
央値を数ヵ月改善するに留まり、さらに他の
抗癌剤との併用療法が様々な臨床試験によ
り検証されているが、統計学的有意差のあっ
たエルロチニブ（EGFR阻害剤）ですら切除
不能な膵癌患者の生存を僅か数週間改善す
るのみで、GEM に対する薬物抵抗性因子の
探索は膵癌を克服するためには急務である。
また現状では、GEM がどの症例に対し有効
か否かは不明であり、各症例に対する GEM
の有効性を判別できるマーカーの探索も併
せて重要な課題である。 
 技術的背景：近年、質量分析計・データ解
析技術・安定同位体を用いた周辺試薬の発展
により、様々な生物学的研究において質量分
析計を用いた報告が数多くみられるように
なった。中でも Stable Isotopic Labeling by 
Amino Acids in Cell Culture (SILAC) [Ong 
S-E. et al., Mol. Cell. Proteomics 1: 376-386, 
2002]は現在も比較定量解析において広く使
われている。生体内での代謝を利用して安定
同位体標識試薬を細胞中に取り込ませ、発現
する全てのタンパク質を標識することがで
きる。つまり、細胞中で発現しているタンパ
ク質だけでなく、細胞から分泌されるタンパ
ク質も標識されており、本申請内容を遂行す
る上で最適な方法である。 
２．研究の目的 
 膵癌は消化器癌の中でも予後不良の疾患
であり、特に薬剤に対する治療抵抗性が治療
成績を悪化させる一因となっている。そこで
本研究では、Gemcitabine(GEM)耐性膵癌細
胞株を用いてプロテオーム解析を行い、①細
胞成分から新規 GEM耐性因子を同定・機能
解析を行い臨床的関連を明らかにし、新しい
治療標的分子として、特に個別化治療への応
用を目的とする。②培養上清から細胞が分
泌・逸脱する診断マーカー候補タンパク質・
ペプチドの探索・同定を行う。その後、患者
血清・血漿を用いて分泌タンパク質・ペプチ
ドを定量評価を行い、抗癌剤の各症例への有
効性が評価できる診断薬・診断法の開発を目
的とする。 
３．研究の方法 
 本研究は予後不良の癌である膵癌を対象
として抗癌剤（ジェムシタビン）耐性因子の
網羅的探索・同定・機能解析を行う。と同時
に細胞が分泌・逸脱しているタンパク質・ペ
プチドを探索する。その後、膵癌補助療法の
個別化を目指した血中での抗癌剤耐性診断
マーカーの探索・多検体でのバリデーション
を行う。（1）SILAC法による細胞培養と培養

上清採取  
 安定同位体標識アミノ酸を添加した培地
で野生株・耐性株の培養を行う。野生株・耐
性株ともに、Light・Heavy での標識を行う。
これにより、実験の再現性が確認できる。ま
た、SILACでは細胞が安定同位体標識アミノ
酸を使うように透析した FBS を用いるため
成長因子が少ない。そこでWBでの確認用サ
ンプルとして通常培地の培養・タンパク質取
得も行う。また、現在採択中の課題では耐性
株の種類が 1株であったが本申請では種類の
異なる膵癌細胞株から樹立した 3株を使って
行う。これにより耐性獲得機序に関わる共通
項が見つかるのではと考えている。 
 野生株・耐性株中のタンパク質は細胞分画
を行う。現在までに細胞質・ミトコンドリ
ア・核画分は精製済みであり、今後膜画分を
重点的に分離する。培養上清は極力細胞が壊
れることでのタンパク質の流出を避けるた
めに、無血清培地での培養は行わず、80％コ
ンフルエントでの継代を行う。培養上清採取
後の遠心も 2段階で行う。ネガティブコント
ロールとして培養液を用いる。 
（2-①）抗癌剤耐性因子の探索・検証  
 野生株・耐性株から得られたタンパク質を
同一量で混合し Trypsin 消化を行い、
LTQ-Orbitrap で測定する。解析は proteome 
discoverer で行い図１で示すようにリジンを
１残基のみ持つペプチド断片で１価イオン
あれば、質量差 6 Daで由来を区別し、ピーク
強度比からサンプル間の定量比を取得する。
膜タンパク質は網羅性の高い PTS 法[Masuda 
T. et al., Mol Cell Proteomics. 8 2770-7 2009]を
用いて解析する。2 倍以上の変動が見られた
タンパク質はラベルなし（通常培地）・ラベ
ルの入れ変えた組み合わせの計 3セットを使
ってWBでのバリデーションを行う。 
（2-②）抗癌剤耐性診断マーカー候補の探
索・検証 
 培養上清を等量で混合する。混合した培養
上清から K法によるペプチド抽出を行う。抽
出物は凍結乾燥後、分泌状態での解析を行う
場合（主にペプチド）は Trypsin消化なしで、
タンパク質成分は Trypsin 消化を行い、
LTQ-Orbitrap で測定・解析する。ここでの検
証は主に II-aの解析での変動と一致している
かどうか確認する。WB が可能な分子量につ
いてはWBでも確認する。  
（3-①）抗癌剤耐性因子タンパク質の機能解
析、耐性因子としての絞込み  
 2-②でWBによる確認が取れたタンパク質
については siRNAを用いた発現抑制、ベクタ
ー導入による過剰発現を行うことで実際に
GEM に対する耐性がどのように変化するか
検証し耐性因子として絞り込んでいく。しか
しながら、全ての抗体が購入できるわけでは
ないので、2 倍以上変化していたタンパク質
についてはネットワーク解析を行い、これま
での報告を加味しながら遺伝子導入実験へ
つながる候補タンパク質を拾い上げていく。 



（3-②）細胞分泌・逸脱タンパク質・ペプチ
ドの診断マーカー候補としての絞込み 
 探索で発見した分泌・逸脱タンパク質・ペ
プチドは癌細胞由来の物であり、膵癌患者血
清・血漿中にも存在していることが予想され
る。そこで、三連四重極型質量分析計を用い
た SRM(Selected reaction monitoring)測定によ
り、実際に患者血清・血漿を用いて定量評価
していく。血清・血漿は K法によるペプチド
抽出を行う。50サンプルであれば 1日で処理
することができる。この測定は LC-MSで行う
ので定量したいペプチドが複数存在した場
合にも同時定量が可能であり、スループット
の面で非常に効果的だと考えている。また、
安定同位体標識合成ペプチドを用いれば絶
対定量も可能である。 
４．研究成果 
 細胞成分の新規 GEM 耐性因子の同定を行
った。可溶化度の違いによる分画を行った結
果、可溶性画分から 1677、不溶性画分から
1419、トータルで 2133 タンパク質が同定さ
れた。この内 2倍以上変化していたタンパク
質は可溶性で 70、不溶性で 71、トータルで
118であった。また、細胞分画を行った結果、
核画分で 1525、ミトコンドリア画分で 1222、
ミクロソーム画分で 1092、細胞質画分で 1584、
トータル 2930 タンパク質が同定された。こ
の内 2倍以上変化していたタンパク質は核画
分で 96、ミトコンドリア画分で 190、ミクロ
ソーム画分で 56、細胞質画分で 86、トータ
ル 344 であった。特に変化の大きかった 40
タンパク質についてはWBによる検証を行っ
た結果、質量分析の結果と同様の結果を得る
ことができた。また、同様の解析を別の細胞
株でも行い、２つの細胞株の比較で同様の変
化をしていたタンパク質について siRNA を
用いて発現を抑制した結果、GEM に対する感
受性の増加(耐性の低下）が見られた。この
タンパク質については今後の治療標的(阻害
剤の標的）として有望だと考えている。 
 培養上清中の細胞から分泌・逸脱するタン
パク質の同定を試みた。当初、安定同位体に
よる標識があるため FBS 中のタンパク質と
区別して比較定量・同定が行えると考えてい
たが、実際には FBS由来のタンパク質を除去
する際のロス等で思うような結果が得られ
なかった。そこで、クリックケミストリー技
術を用いて培養上清中に分泌・逸脱するタン
パク質の濃縮を試みた。これにより FBS由来
のタンパク質の影響を回避することができ、
上清中で 2 倍以上変化するタンパク質を 35
個同定することができた。同様の解析を別の
細胞株でも行った結果、2 つの細胞株で共通
して上清中に分泌されるタンパク質は 1つで
あった。これについて ELISA での膵癌患者
20血清での測定を行ったが、ほとんどの血清
で検出することができなかった。コントロー
ルとして用いた培養上清においても質量分
析の定量結果と同様の結果が得られていな
いことから、今回用いた ELISAでは使用した

抗体が分泌されている状態を正しく検出が
できていない可能性もあることから、今後質
量分析計を用いた定量測定によりマーカー
としての有用性を評価していきたいと考え
ている。 
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