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研究成果の概要（和文）：前臨床モデルとして、スキルス胃がん細胞株と非スキルス胃がん細胞株におけるチロシンキ
ナーゼ活性の違いについて解析を行い、スキルス胃がんに特異的なキナーゼ活性プロファイルを同定した。肺がんにお
けるモデル試験として、EGFRチロシンキナーゼ阻害剤であるゲフィチニブ、エルロチニブ、アファチニブの３剤でのキ
ナーゼ活性プロファイリング差異を観察し、阻害プロファイルに大きな違いがあることが明らかにした。
臨床検体を用いての検討については、小細胞肺がんの腫瘍組織と正常組織から抽出したタンパク質を用いて、ペプチド
マイクロアレイによるチロシンキナーゼ活性測定プロファイリングを行い、新規の治療標的候補を同定した。

研究成果の概要（英文）： In this project, we incorporated peptide microarray system to evaluate the 
kinase activities of cancer cells and tissues for novel therapeutic targets and predictive biomarker 
identification.
Kinase activity signature specific to scirrhous-type gastric cancer were successfully identified using 
non-scirrhous and scirrhous gastric cancer cell lines according to basal kinase activities of tyrosine 
kinases. Moreover scirrhous gastric cancer cells were sensitive to multikinase inhibotors. Epidermal 
growth factor receptor (EGFR) tyrosine kinase inhibitors, gefitinib, erlotinib and afatinib were compared 
using EGFR-mutant and &#8211;negative cell lines and inhibition profiles turned out to be very different 
among three inhibitors. In clinical study using tumor and normal tissues from small-cell lung cancer 
patients, novel therapeutic targets were successfully identified. Src inhibition was suggested to be 
novel therapeutic strategy for small-cell lung cancer.

研究分野：分子標的治療
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１．研究開始当初の背景 
(1) スキルス胃がん及び非小細胞肺がんは
進行病期においては薬物治療が選択される
が、その効果は十分ではない。またその生物
学的特性も未解明である部分が多い。しかし
近年、胃がんにおける HER2 や一部の肺腺が
んにおける EGFR 等を標的とした分子標的治
療の有効性が確立されたことより、これらチ
ロシンキナーゼを標的とした分子標的薬剤
開発に大きな期待が持たれている。 
 
(2) 新規分子標的薬剤開発のための治療標
的の探索においては、がんにおいて活性化し
ているシグナル伝達経路および分子の解明
が急務となっている。治療標的となる分子の
多くはチロシンキナーゼおよびセリン・スレ
オニンキナーゼであり、これらの活性をタン
パクレベルで正確に測定することが非常に
重要である。 
 
２．研究の目的 
(1) 難治性がんであるスキルス胃がん及び
非小細胞肺がん細胞株において、チロシンキ
ナーゼ活性プロファイルの網羅的解析を可
能とする peptide micro-array を用いて、網
羅的チロシンキナーゼおよびセリン・スレオ
ニンキナーゼ活性プロファイリングに基づ
いた分子標的薬剤効果予測モデルを構築す
る。 
 
(2) 細胞株を用いた前臨床での検討を踏ま
え、臨床検体を用いて網羅的にチロシンキナ
ーゼおよびセリン・スレオニンキナーゼの活
性プロファイルを明らかにする。腫瘍におい
て恒常的な活性を認めるキナーゼ分子を明
らかにすることで、新規の治療標的の同定を
行い、薬剤開発への橋渡しとなる基盤を確立
する。 
 
３．研究の方法 
(1) 胃がん細胞株を用いた検討を行う。ス
キルス胃がん及び非スキルス胃がん 25 種の
細胞株を用いて、チロシンキナーゼおよびセ
リン・スレオニン活性プロファイルの比較を
行い、特異的に活性化されているシグナル伝
達経路を同定するとともに、キナーゼを標的
とする分子標的薬剤における効果予測モデ
ルの構築を行う。 
 
(2) EGFR 変異及び野生型の非小細胞肺がん
細胞株を用いて、EGFR チロシンキナーゼ阻害
剤である、ゲフィチニブ、エルロチニブ、ア
ファチニブの3剤によるチロシンキナーゼ活
性阻害プロファイルの違いを検討するとと
もに、それぞれの阻害剤に特異的な効果予測
バイオマーカーの同定を目指す。 
 
(3) 胃癌患者と肺癌患者より採取した検体
を用いて、チロシンキナーゼおよびセリン・
スレオニン活性を測定し、生物学的特性を明

らかにする。腫瘍組織と正常組織をペアで採
取し、活性プロファイルにおける差異を検出
する。アッセイ手法は細胞株と同様に
peptide micro-array システムを用いる。臨
床情報との統合的な解析を行い、診断、予後、
薬剤感受性との関係を明らかにする。 
 
４．研究成果 
(1) スキルス胃がんに特異的なキナーゼ活
性を同定するために、 11 種類のスキルス胃
がん細胞株及び 14 種類の非スキルス胃がん
細胞株からなる 25 種の胃がん細胞株を用い
て、ペプチドマイクロアレイシステム（図１）
にてチロシンキナーゼおよびセリン・スレオ
ニンキナーゼ活性プロファイルの比較を行
った。その結果を orthogonal partial least 
square-discriminant analysis (OPLS-DA)法
にて統計解析を行い、スキルス胃がん、特に
signet ring cell タイプにおいては、EGFR, 
ERBB2, 3, 4, EPHAs, FAK, IGF1R, INSR, 
MAP2Ks, RET および SRC 等におけるキナーゼ
活性が、非スキルス胃がんと比較した場合に
有意に異なるというデータを得た。これらキ
ナーゼの活性を測定することで、スキルス胃
がんの診断につながる可能性があるととも
に、スキルス胃がんの薬物治療における標的
となる可能性があると考える。 

 
図１．ペプチドマイクロアレイシステム 
 
加えて、チロシンキナーゼを標的とした分
子標的治療における効果予測モデルを構築
するため、EGFR、HER2、VEGFR、FGFR、c-Kit、
Ret、Raf 等に対するマルチ・チロシンキナー
ゼ阻害剤（MTKI）の効果予測バイオマーカー
の検討を実施した。MTKI としてスニチニブ、
ソラフェニブ、パゾパニブの 3 剤を用いて、
11 種類のスキルス胃がん細胞株及び 14 種類
の非スキルス胃がん細胞株のそれらマルチ
キナーゼ阻害剤に対する感受性（増殖抑制効
果）の評価を行い、増殖抑制効果において各
阻害剤の差異を認めた（図２）。具体的には
パゾパニブが増殖抑制効果において最も選
択性が高い結果を示した。次に、ソラフェニ
ブ、スニチニブ及びパゾパニブについて、ペ
プチドマイクロアレイを用いての各阻害剤
の有無による各種キナーゼの阻害レベルの
評価を行い、heatmap 解析を実施した（図３）。
その結果、高感受性細胞株においては FGFR2
のキナーゼ活性の亢進が認められ、ウェスタ



ンブロット法にてもFGFR2の高発現およびリ
ン酸化が亢進していることを確認した。これ
らの結果より、FGFR2 の高発現および活性化
状態が上記のマルチキナーゼ阻害剤での治
療における効果予測バイオマーカーとなり
得ることが示唆された。 

 
図２．MTKI に対する感受性試験の結果 
 

 
図３．MTKI に対するキナーゼ活性の変化 
 
(2) EGFR チロシンキナーゼ阻害剤である、
ゲフィチニブ、エルロチニブ、アファチニブ
の3剤に対する非小細胞肺がん細胞株の感受
性試験を、変異型 EGFR を持つ肺癌細胞株と
野生型 EGFR 持つ肺癌細胞株を用いて行った
（図４）。 

 
図５．EGFR TKI に対する肺癌細胞株の感受性 
 
これまでの報告通り、感受性においては EGFR
活性化変異を有する肺癌細胞は各種EGFR TKI
に対する感受性が高く、EGFR 野生型を有する

肺癌細胞株においては感受性が低いことを
確認した。ただし、第二世代 EGFR TKI であ
るアファチニブは EGFR 野生型細胞株におい
ても比較的細胞増殖抑制効果を示した。これ
らの細胞株について、チロシンキナーゼ活性
の測定を実施した。高感受性株と低感受性株
において、薬剤未処理時のキナーゼ活性プロ
ファイルの比較を行った（図５） 

 
図５．チロシンキナーゼ活性の評価 
 

 
図６．Volcano plot による比較 
 
その結果を volcano plot 法にて解析を行い
（図６）、EGFR-TKI の高感受性細胞株におい
ては RAF, ERK1/2 and MAKP7 といったキナー
ゼの活性上昇が認められ、これらのキナーゼ
活性が EGFR-TKI の感受性予測バイオマーカ
ーとなる可能性が示唆された。 
 
(3)  臨床検体を用いての検討については、
小細胞肺がんにおける評価を実施した。腫瘍
組織と正常組織から抽出したタンパク質を
用いて、ペプチドマイクロアレイによるチロ
シンキナーゼ活性測定プロファイリングを
行った。またこれらの検体からは、ゲノム DNA
の抽出も行い、次世代シーケンサーを用いて
の体細胞変異解析を行った。これらのデータ
を用いての統合的解析より、小細胞肺がんに
おいて、腫瘍特異的なキナーゼ活性に加えて、
Src 阻害剤添加時に腫瘍におけるキナーゼ活
性が大きく阻害されることを発見した。小細
胞肺癌における新規の治療標的となる可能
性が示唆された。 
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