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研究成果の概要（和文）：平成２８年度は、すい臓がんの肝転移の腫瘍の生検組織検体(凍結組織)を用いてRPPA
の作製を検討し、手法の基礎を構築することができた。平成29年度は、凍結検体以外にも、ホルマリン固定後パ
ラフィン包埋ブロックを用いた解析についても細胞RPPAとほぼ同じ条件でシグナル検出が可能であることを確認
した。最終年度(平成３０年度)、組織RPPA作製法・染色法について、技術的最適化の詳細を進め、Standard 
operating procedureの作成に取り掛かった。また、本基盤を用いて、TNIK阻害剤の治療効果モニタリングマー
カーの探索し、候補分子を同定した。

研究成果の概要（英文）：Despite the early successes of targeted therapies and improvements in 
sequencing technology over the last two decades, genomics-driven precision oncology has helped only 
a minority of cancer patients. It has become apparent that genomic profiling in itself is limited 
with respect to optimal selection of patients for targeted therapy. Proteomics-, but not genomics-, 
based approaches capture biological processes that directly contribute to cancer pathogenesis. 
Reverse-phase protein array (RPPA) is well suited for investigating the signaling status in a 
limited amount of clinical samples. We have previously developed RPPA platform for analyzing cells. 
In this research project, we established a RPPA platform for analyzing tumor specimens. In addition,
 we have optimized the method of signal detection suited to RPPA analysis for tissue samples. Using 
this platform, we identified a potential biomarker for monitoring the effect of a TNIK inhibitor 
which we previously developed.

研究分野： 腫瘍生物学

キーワード： 精密医療　逆相タンパクアレイ　RPPA　リン酸化タンパク　シグナル経路　バイオマーカー　大腸がん

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
がん精密医療はゲノム医療が中心であるが、検査後に治療が可能な症例は限られており、更なる改善が望まれて
いる。腫瘍内のシグナル経路の異常をごく微量のサンプルから正確に把握できる逆相タンパクアレイを精密医療
に応用できれば、現在、治療選択肢の無い患者にも薬剤の提示ができる可能性がある。本研究によって、組織
RPPA基盤の確立することができれば、精密医療の質の向上をもたらす可能性がある。また、本基盤を用いてTNIK
阻害剤のコンパニオンマーカー候補が同定できれば、薬剤開発を促進し、新たな大腸がん治療薬の創出に役立つ
と考えられるため社会への貢献度は高く重要な意義がある。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

タンパク質のリン酸化は細胞内や生体内のシグナル伝達機能を制御し正常細胞の恒常性を維持

しているが、がん細胞では正常な分化や増殖に必要なシグナル伝達制御機構が破たんしている。よっ

て、シグナルタンパク質のリン酸化の状態を正確に検出できれば、がん化に関わる分子経路の活性化

を含め、個々のがんの特性を把握することができる。ガラス基板に細胞抽出液をアレイ化し、様々な抗

体を用いて発現の検出を行う逆相タンパクマイクロアレイ法（Reverse Phase Protein Array; RPPA）は、

多数検体における標的タンパク質の発現を high-throughput かつ定量的或は半定量的に検出できる優

れたプロテオーム技術であり、2001 年に米国立がん研究所の研究グループによって開発された。申請

者らは、2009 年に日本国内で初めて独自のアレイ作製技術及びシグナル検出技術を開発し（Masuda 

m. et al. Mol. Cell Proteomics, 13:1419-1438, 2014）、ウエスタン法で必要とされる 1/10,000 以下の微量

な試料でリン酸化タンパク質を正確にかつ high-throughput に解析できる基盤を確立しており、本基盤

を用いて７種のがん由来の 96 種類のがん細胞株のリン酸化タンパクのプロファイルを取得した。更に、

23 種類の肝がん細胞株のリン酸化プロファイルを用いて、肝がんにおける分子標的治療薬ソラフェニ

ブの効果予測マーカー候補としてリン酸化 RPS6 を同定している。かねてより精密医療における RPPA

法の有用性が唱えられている。例を挙げると、乳がん患者トラスズツマブ投与対象者の選択を行う

HER2 検査で、投与適応外と診断された症例の中に、リン酸化 HER2 発現陽性（IHC-, FISH-, 

pHER2+）のサブグループがあり、HER2 陽性症例と同様の下流遺伝子の活性化が認められることが

RPPA 解析により明らかになっている。米国では、臨床試験のコンパニオン診断や、乳がんの HER2 試

験の代替法として組織検体 RPPA 法を導入する試みが始まっている。組織検体を用いた RPPA 法の臨

床応用は、がん精密医療のみならず、分子標的薬やコンパニオンマーカーの開発、獲得耐性の機序

解明等、今後のがん医療を支える有用な技術基盤となる可能性が高く、日本国内においても早急な

開発が必須であると考え本申請に至った。 

 

２．研究の目的 

逆相タンパクアレイ法(RPPA)は、ごく微量の検体からシグナルタンパク質の発現やリン酸化を

正確かつ high-throughput に検出できる技術である。本基盤を用いて個々の腫瘍のシグナルプロ

ファイリングを行い、特性を把握することができれば、分子標的治療薬による適切な治療戦略

の提示や治療後の獲得耐性の克服が可能となることが期待される。 

本研究課題ではホルマリン固定・パラフィン包埋組織、或は凍結組織を用いた逆相タンパクマ

イクロアレイ（RPPA）法の技術開発を第一目的とし、更に、確立した基盤を用いて、申請者

が分担研究者として先行研究で開発に携わってきた大腸がん分子標的治療薬 TNIK 阻害剤のコ

ンパニオンマーカー（効果予測マーカー及び治療効果モニタリングマーカー）の開発と検証を

行うことを第二の目的としていた。 

 

３．研究の方法 

（１） 組織検体を用いた RPPA 法の最適化 

[組織検体取り扱い法の最適化] 

最適化には、確立されたマウス皮下腫瘍モデルより摘出した腫瘍を用いる。肺腺癌由来 PC9 細

胞株は EGFR の exon19 に決失変異を有し上皮成長因子受容体（epidermal growth factor 

receptor：EGFR）チロシンリン酸化酵素阻害薬に高い感受性を示すことが知られている。ヌー

ドマウスに PC9 細胞を皮下注射し、皮下腫瘍の形成が確認されたところで vehicle 及び EGF-TKI

（ゲフィニチブ）を投与し、腫瘍を摘出する。摘出した腫瘍の半量は液体窒素により直ちに凍



結後-80C 保存し、他の半量は一晩ホルマリン固定後パラフィン包埋ブロックを作製する。リン

酸化タンパク質の脱リン酸化を防ぎ、リン酸化の維持をするため、脱リン酸化酵素阻害薬を抽

出時に使用する。 

[組織抽出液の調整法最適化、アレイの作製、シグナル検出法の最適化] 

凍結組織を数種の組織抽出バッファーを用いて組織抽出液を調整する。RPPA スライドにアレ

イ化する際、抽出液濃度の至適化も必要なため希釈系列を作成し、スライドに打ち込みを行う。

PC9 のマウス皮下腫瘍モデルより摘出した腫瘍では EGF-TKI の処理によって、腫瘍組織におけ

る EGFR,ERK,AKT のリン酸化が減少することが報告されており RPPA 法にてそれらを total 抗

体とリン酸化抗体を用いて検証する。シグナル検出を行うための免疫染色増感法は、培養細胞

RPPA 法で使用しているチラミドを用いたシグナル増感法で行う。RPPA 法で得られた結果はウ

エスタン法で検証を行い、高い相関及び、より高いシグナルのダイナミックレンジが得られる

条件を選択する。ホルマリン固定後ラフィン包埋ブロックを用いて同様の検討を行っていく。

最終年度に時間的余裕ができた場合は、手術による切除検体のみならず、針生検や穿刺吸引細

胞診等ごく微量検体の本基盤への応用を検討し、個別医療に応用しうる基盤確立を名指す。臨

床検体は国立がん研究センター・バイオバンクの試料を使用して行う。 

（２） TNIK 阻害剤バイオマーカーの探索 

TNIK 阻害剤の治療効果モニタリングマーカーの探索は Wnt シグナルの活性化が認められる大

腸がん細胞 HCT-116 或は DLD-1 細胞株を用いて培養細胞 RPPA 法を行う。申請者らが見出した

TNIK 阻害剤には構造異性体が存在し、その構造異性体には TNIK 阻害効果が無いことを確認

している。よって、TNIK 阻害剤、TNIK 阻害剤異性体及び DMSO で細胞を処理後 4 時間、24

時間で細胞抽出液を調整し、RPPA を作製する。約 200 種類のリン酸化部位特異抗体を用いて

解析を行い、TNIK 阻害剤処理によりリン酸化タンパクの発現が有意に減少或は増加したリン

酸化タンパク質をマーカー候補分子として選択する。リン酸化タンパクに加え、TNIK を含む

Wnt シグナルのシグナル伝達タンパク及び Wnt シグナルの標的遺伝子産物（c-myc,Axin 等）は

治療効果モニタリングマーカーとなる可能性が高く、これらの発現についても同様に RPPA 解

析を行う。 

一方、効果予測マーカーについては、現在のところ TNIK の発現及びリン酸化 TNIK の高発現

がマーカー候補として考えられるが、他のマーカー分子の可能性も探る。約 20 種類の大腸がん

細胞において TNIK 阻害剤の感受性（IC50 値）を細胞増殖アッセイにより測定し、それらの細

胞の阻害剤未処理状態でのシグナルプロファイルを RPPA 法により取得し、感受性と相関の高

いリン酸化タンパク及びタンパクを候補分子として同定する。得られた効果予測マーカー分子

候補に関しては、国立がん研究センター・バイオバンクの大腸がん切除標本の免疫染色を行い、

マーカー候補分子の発現頻度や、臨床情報との相関を明らかにし、TNIK 阻害剤の臨床試験に

おけるマーカーとしての可能性を検討する。 

 

４．研究成果 

初年度(平成２８年度)は、組織検体を用いた RPPA の最適化を行うため、マウスの xenograft の

腫瘍組織を用いて行う予定であったが、すい臓がんの肝転移の腫瘍の生検組織検体(凍結組織)

で RPPA の作製を行うことができた。そのため、凍結組織を用いた組織 RPPA 法が可能である

ことを証明し、方法の基礎を構築することができた。平成 29 年度は、RPPA 法を高精度医療の

技術基盤として臨床試験に既に組み込んでいる米 George Mason 大学で技術研修を受け、凍結

検体以外にも、ホルマリン固定後パラフィン包埋ブロックを用いた解析についても細胞 RPPA



とほぼ同じ条件でシグナル検出が可能であることを確認した。最終年度(平成３０年度)、組織

RPPA 作製法・染色法について、技術的最適化の詳細を進め、Standard operating procedure の作

成に取り掛かった。現在も続行中であるが、将来的に臨床試験の付随試験等でも使用可能な技

術基盤を目指し、適切な陰性・陽性コントロールの検討も含め更なる基盤整備を続けている。 

一方、TNIK 阻害剤の治療効果モニタリングマーカーの探索については、平成 28 年度は

NCB-0846 及び NCB-0970（構造異性体で TNIK 阻害活性の無い）で処理した大腸がん細胞株の

リン酸化プロファイルを RPPA で取得した。平成２９年度は、得られたデータを用いて比較解

析を行い、NCB-0846 で有意に変動するリン酸化タンパクを同定し、ウエスタン法で発現の検

証を行い、更に共焦点顕微鏡によって発現及び細胞内局在の検証を行った。NCB-0846 は DNA

損傷・修復シグナルの活性化を誘導することが明らかになり、最終年度(平成３０年度)からは、

本作用機序の詳細について解析を進めている。一方、TNIK 阻害剤のコンパニオンマーカーの

探索については、薬剤感受性と高い相関を示すリン酸化タンパクは現在のところ同定されてい

ないが、臨床検体における TNIK の発現を免疫染色法によって確認した。Wnt シグナルは約 90％

の大腸がんで字活性化されていることが知られており、Wnt シグナルの制御因子として我々が

同定した TNIK は検討したほぼ全例で染色が認められ、今後臨床情報を含めた検討を行う予定

である。 
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