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研究成果の概要（和文）：本研究は、逆相タンパクアレイ(RPPA)を用いた微量検体からのタンパク質定量により、細胞
生物学的判定に先立つタンパク質の量的変化から抗癌剤の感受性を推定しようと試みたものである。癌性腹膜炎細胞を
使用予定であったが、十分量の検体を集積できず、研究全体としては培養細胞を用いた研究に重点を置く形となった。
RPPAを使用した抗癌剤に対するタンパク質の量的変化に関する研究では、タンパク質の機能に関わらずタンパク質が群
として分解・合成のタイミングを制御されていた。また、抗癌剤耐性として採取された細胞集団は、相互排他的に幹細
胞性または上皮性のタンパクを発現していたが、抗癌剤とタンパク発現の関連は薄かった。

研究成果の概要（英文）：In the present study, we used "reverse-phase" protein array (RPPA) for profiling 
extremely small cell populations. This RPPA technology provides information on protein dynamics that 
occur prior to changing the phenotype in response to anticancer drugs. In practice, we were unable to 
collect enough samples from patients with peritonitis carcinomatosa; thus our study had more focused on 
establishment of the technology using cell lines. With respect to protein dynamics, the cellular proteins 
formed clusters that were regulated to degrade in synchronous manner in response to anticancer drugs 
regardless of the protein function. Moreover, drug-resistant populations expressed either stem- or 
epithelial-markers in mutually-exclusive manner, which exhibited very weak relationships to the stress 
induced by drugs.

研究分野： 消化器外科

キーワード： 抗癌剤感受性
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１．研究開始当初の背景 
（１）進行がんの効果的治療により予後が改
善しえた例として、進行・再発胃癌に対して
は 1990 年代後半より irinotecan(CPT-11), 
S-1, taxane 系などの新規抗癌剤の開発によ
り、腫瘍縮小効果の向上や生存期間の延長が
報告されてきた。2007 年の ASCO において
SPIRITS trial (文献 1) の結果が発表され、
S-1＋CDDP 療法が本邦における標準治療と
位置づけられた。一方、これらの標準治療を
行っても依然として再発は認められること
から、十分な治療方針の決定法を確立するこ
とは必須の課題であった。すべての癌患者に
理論に基づく治療方針を提供することが求
められている。 
（２）抗癌剤感受性試験は再発癌、高度進行
癌、および原発不明癌など標準的治療が確立
されていない病態に対して細胞アッセイに
基づいた客観的データを基に治療方針の提
案を行うことが多い。その中でも、癌性腹膜
炎は癌の進展・再発形式としてしばしば見ら
れる形態である。しかし癌性腹膜炎に対する
画一的な治療法は確立されておらず、全身ま
たは腹腔内投与による姑息的化学療法が用
いられることが多いが、その奏効率は依然と
して低いのが現状である。その理由の一つと
して何等かの機序で薬剤耐性を獲得した癌
細胞が治療の対象となっていることが推定
された。 
（３）抗癌剤感受性試験は本来前述のごとく
再発癌、高度進行癌、および原発不明癌など
を対象に行うべきものである。しかしながら、
体内と試験管内では感受性、薬剤運搬、増殖
速度などが異なり、アッセイデータと臨床効
果に乖離がみられることも稀ではなく、抗癌
剤感受性試験そのものは治療方針にある種
の提案をするという位置づけである。 
（４）本研究の提案は、先行研究から得られ
た「細胞内タンパク質の量的変動が表現型変
化に先立って起こっている」という現象を利
用できないかという考えから立案された。そ
のためには限られた臨床検体から多くのデ
ータを得る必要がある。我々は独自に開発し
た逆相タンパクライセートアレイ(RPPA)を
応用することでこのような制癌剤感受性試
験における問題点の克服を目指して、本研究
を立案した。 
 
２．研究の目的 
抗癌剤感受性試験は、試験管内での抗癌剤に
よる殺細胞効果を基にした細胞生物学的な
判定により行われてきた。しかしながら、切
除検体からの初代培養系による判定では培
養可能な細胞数が少ない、判定時間までに十
分な生細胞数が得られないなど無視しえな
い不確定要素が存在することが問題点とし
て指摘されてきた。本研究では感受性判定基
準を細胞増殖抑制の割合ではなく、それに先
立つ細胞内タンパク質群の時間内変動を測
定することにより感受性判定を行う方法を

確立するものであり、これまで指摘されてき
た問題点を解決できる可能性を秘めている
と考えた。方法論としては、独自に開発した
RPPA を用いるほか、培養細胞を用いた基礎
実験の充実にも重点を置いた。 
 
３．研究の方法 
（１）本研究の軸のひとつとなるのは、初代
培養細胞から獲得する時系列サンプルと汎
用細胞株からの薬剤耐性細胞集団のタンパ
ク質レベルでの定量的プロファイリングで
ある。腹水から得られた癌細胞が、抗癌剤の
添加によりタンパク質レベルでどのような
挙動を示すかを観察し、細胞シグナルのネッ
トワーク推定から、抗癌剤感受性予測が可能
か検証した。 
（２）抗癌剤添加に対応して癌細胞の表現型
の変化にタンパク質量がどのように対応し
ているかは、多くのパラメータを必要とする。
時系列データに関してはモデルケースとし
て大腸癌細胞株 HCT116 の 24時間の時系列デ
ータを回収した。また、抗癌剤耐性細胞集団
のプロファイルに関しては、Hela、HCT116、
MKN45、MCF7、および HT29 の各種細胞を用い
比較検討を行った。 
（３）初代培養細胞はすでに確立されている
フィコールを用いた細胞密度による方法で、
腹水中の上皮細胞成分を単離する。上皮細胞
は無血清培地で 37度 24時間培養し生存状態
を確認しながら、細胞増殖アッセイを行い余
剰細胞によりRPPAのライセートとして調製
した。 
 
４．研究成果 
（１）HCT116 を用いた抗癌剤反応では、
conventional な抗癌剤３種（5-FU、CDDP、
CPT-11）を用い、2 時間のインターバルで薬
剤添加後 24時間における 37種類のタンパク
量挙動を追跡した。薬剤濃度や投与法など各
種条件下で総計666種類の時系列データを解
析したところ、38%はタンパク量上昇、32%は
同漸減、および 32%は同揺らぎを示した（下
図）。また、時系列データの幾何学的類似を
correlation distance(dCor)で定義される係
数で定量化し比較したところ、タンパク質の
機能とは関係なく、比較的ランダムに選定さ
れていると思われるタンパク群ごとに類似
したタンパク量挙動を示していることが分
かった。現在この仕組みについてプロテアソ
ーム阻害剤等を用いた実験系を構築してい
る。 

 
さらにこれらの結果から得られた想定され
るネットワークに関しても検証を進めてい



るが、解析対象となるデータ量が膨大であり、
今後の研究計画を含めた再検討が必要と思
われた。ネットワーク解析の一部を示す。 

 
 
（２）抗癌剤耐性細胞集団のプロファイリン
グについても微小細胞集団を用いて行うこ
とが可能となるよう技術開発を行った。抗癌
剤存在下で生存しうる細胞集団を解析対象
とし、プロファイリングを行ったところ、抗
癌剤の種類、濃度、および細胞の種類のいず
れとも関連性のあるタンパク発現は見られ
なかった。一方で、薬剤抵抗性の細胞集団は
幹細胞性マーカーまたは上皮性マーカーの
いずれかを発現している傾向があった。これ
らの所見から基礎研究を展開させ、癌性腹膜
炎の予防および 5-FU 抵抗性細胞に対する化
合物を同定し、現在解析を進めている。 
 

 
 
（３）癌性腹膜炎臨床検体を用いた制癌剤感
受性試験に関しては、本研究期間開始（平成
２４年６月～）から期間終了（平成２７年３
月）までの抗癌剤感受性試験の申込は９件あ
ったが、そのうち viable な余剰細胞を確保
できたものはなかった。本研究に使用可能な
細胞は癌性腹膜炎による腹水中細胞が理想
的であるが、研究期間中のほとんどの症例が
固形癌からの初代培養であり細胞数が確保
できずアッセイの完遂が困難であった。また、
本申請採択通知直前（平成２４年４月）に先
進医療が取り消された（同試験に保険導入さ
れたことによる）ことも関連があるかもしれ
ない。いずれにせよ、当院における癌性腹膜
炎患者の抗癌剤感受性試験は減少しており

研究デザインそのものも見直す必要がある。 
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