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研究成果の概要（和文）： 
薬剤、ホルモン、放射線、サイトカインなどの刺激入力の種類やその程度に応じて、細胞内蛋
白質を主体とした生化学的な連鎖反応が起こる（蛋白ネットワーク）。従って、入力刺激特異的
な生化学的連鎖反応の順番を推定することができれば、最終的にその連鎖反応終了後に起こる
はずの対象細胞特有の変化を高い確度で予測できることができる。しかしながら、このような
時間ごとの変化を捉えるには全蛋白分画を含んだ膨大な数の時系列サンプルが必要であり、従
来法では対応が難しかった。我々は、様々な入力刺激に対する細胞内反応蛋白群の時系列デー
タを獲得するため、大量サンプル定量解析に特化したシステム（細胞ライセートマイクロアレ
イ、以下 RPA)を確立した。RPA の原理はドットフォーマットのウェスタンブロットであるが、
我々の開発したシステムでは従来の技術では難しかった細胞溶解液や蛋白質などの高粘稠度サ
ンプルを用いても、サンプルを基板上に高密度集積(1,500 dot/cm2)した定量解析が可能となっ
た。応用の範囲は広く、現在まで①癌細胞パネルを用いた蛋白分子によるプロファイリング、
②大腸・卵巣癌の鑑別マーカーの同定、③DNA 障害による蛋白レベルでの変化、④細胞シグナ
ル理論モデルの実験的検証、などを報告してきた。現在我々は RPA の臨床応用を目指して、癌
細胞への薬剤添加によるシグナル伝達関連蛋白質の量的変化のパターンが抗癌剤感受性判定に
有用であるかを検証している。薬剤というシグナル入力による細胞内蛋白質の量的・質的変化
は多様であるが、RPA による蛋白定量モニタリングの結果を用いてシグナル反応の順番決定ア
ルゴリズムを開発した。薬剤 3 種(5-FU、CDDP、CPT-11)をシグナル入力として大腸癌細胞株
HCT116 に添加した 10 種類の蛋白ネットワークの解析では、どの薬剤でも一定濃度以上で 72 時
間以内に細胞周期の停止やアポトーシスが誘導されるが、薬剤の種類、濃度、投与法などによ
り、早期の蛋白ネットワーク分子群の反応パターンが異なっていた。RPA による蛋白定量デー
タを蓄積することで、臨床検体の初代培養細胞の蛋白ネットワークを構成する分子の量的およ
び経時的変化による抗癌剤感受性予測が可能となると思われる。 
 
研究成果の概要（英文）： 
Anti-cancer agents are generally believed to affect particular parts of molecular 
networks, resulting in cell cycle arrest or apoptosis, but the molecular targets of most 
anti-cancer drugs in current use remain unclear. At the protein level, responses may vary 
depending on drug type, concentration, and mode of administration. To identify which 
molecular targets are crucial for responses to clinically used drugs, we developed a 
reverse-phase protein lysate microarray system (RPA) for measuring quantitative protein 
dynamics induced by drug exposure.  For the preliminary experiment, three clinically used 
drugs, CDDP, 5-FU, and CPT-11, were administrated at four different concentrations and 
with two types of administration (sustained and tentative) to observe protein kinetics 
in a dose and time-dependent manner. Drug concentrations were at levels that would provide 
0, 50, and 100% growth suppression, as determined by prior growth suppression assays. 
Among the proteins tested to date, p53, p21, CyclinD3 showed a dose-dependent protein 
expression following 24h-sustained administration for each of these 3 drugs, whereas, 
in a time course experiment, p53 protein showed a higher expression in response to CDDP 
and 5-FU exposure in a time-dependent manner, and a fluctuating pattern in response to 
CPT-11. Tentative administration (3h) resulted in a similar pattern of fluctuation in 
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p53 protein expression in response to 5-FU and CPT-11, whereas the p53 expression 
increased in extended period of time in response to CDDP. These results may suggest that 
protein signaling differs depending on the type of drug and its mode of administration, 
even if the same phenotypic consequences, such as growth suppression, are induced. We 
are currently performing a high-resolution dose escalation, as well as time-course 
studies, to monitor protein kinetics in detail, using RPAs. We believe that a combination 
of RPA and bioinformatics approaches will allow drug molecular targets to be reliably 
determined. 
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１．研究開始当初の背景 
わが国では、近年生活様式の西洋化により大
腸癌罹患率が年々漸増している。1997 年度
の大腸癌による死亡数は 49,739 人（全悪性
新生物における 12.1％）、大腸癌の年間罹患
数は 79,404 人（128.6 人/人口 10 万対）で
あった。2015 年のがん罹患者数の推計では、
大腸癌（結腸癌+直腸癌）患者は約 17 万人に
および、胃癌、肺癌を抜いて第 1 位となると
予測されている。大腸癌の治療において主流
となる治療法は外科手術であり、1995～1998
年度症例の大腸癌全国登録によると、stage I 
および II、IIIa、IIIb の 5 年生存割合は、
結腸癌で 90.6%および 83.6％、76.1％、62.1％、
直腸癌で 89.3%および 76.4％、64.7％、47.1％
である。このように根治切除が可能な大腸癌
の治療成績は、他の固形癌より良好な成績で
ある。一方、切除不能あるいは再発大腸癌に
対 し て は 5-FU(5-fluorouracil) 、
CPT-11(irinotecan)、L-OHP(oxaliplatin)を
併用し、3 剤使い切ることで生存期間の延長
をもたらし、生存期間の中央値は 20 ヶ月を
超えるまでになった。現在国内では、それら
key drug 3 剤 の 併 用 療 法 で あ る
FOLFOX(5-FU+leucovorin+L-OHP) と
FOLFIRI(5-FU+leucovorin+CPT-11)が標準治
療とされ、最近ではそれに分子標的薬である
bevacizumab を加えた治療法が登場しさらな
る生存期間の延長が期待されている。しかし、
これら治療法は残念ながら全て海外のエビ
デンスに基づいたものであり、投与方法、投

与量の設定がはたして日本人に最適なもの
かどうかは不明である。使用される薬剤の種
類と、投与量の探索的な評価、検証は臨床試
験(Clinical trial)が用いられている。第一
相試験では、安全性の評価つまり最大耐容量
(maximum tolerated dose)と投与量規定毒性
(Dose limiting toxicity)が決定される。第
二相試験では、その薬剤の癌に対する抗腫瘍
効果が評価される。第三相試験では、評価の
最終段階である従来の治療法との比較検討
が行われる。この様に、使用薬剤の決定、評
価はヒトを対象とした許容量の判定により
行われており、必ずしも生物学的な根拠があ
るわけではない。本申請では、大腸癌細胞株
を対象に複数の薬剤を違う濃度で組み合わ
せた際に、蛋白レベルでどのような差が表れ
るかを検証し、臨床的に用いられる薬剤投与
法に生物・薬理学的な指標を加え、客観的な
治療法選択の根拠を示し、最終的には患者
個々に合った治療法の確立を目指した。 
 原法の逆相蛋白ライセートアレイ（RPA）
は 2001 年に Paweletz らにより、微量のサン
プルから特定の蛋白質の定量を可能にする
方法として報告された(Paweletz, Oncogene, 
2001)。原理は、ドット方式のウェスタンブ
ロットであり、細胞溶解液(以下ライセート)
を直径数百ミクロンのドットとしてニトロ
セルロース膜などにブロットし、抗原特異的
な一次抗体を用いて蛋白の相対的な量を測
定するものである。RPA 作成に用いられるマ
イクロアレイヤーのスループット・再現性な



どを飛躍的に改善させるため、本申請の研究
協力者である西塚らは米国マサチューセッ
ツ州のオーションバイオシステムズ社(以下
ABS 社)との共同研究を開始した。現在まで、
いくつかの細胞に対するストレス・刺激に対
しての分子応答を RPAによって定量的に観察、
独自に開発したこれらの解析アルゴリズム
を用いて、いくつかの細胞シグナルに関する
定量的解析を終了している(Nishizuka et al. 
J Proteome Res, 2008)。既に述べた高次デ
ータを扱うことに特化しているので、複数の
薬剤の様々な濃度の組み合わせで変化する
蛋白の挙動を検証することに優れたシステ
ムである。大腸癌の化学療法には 5 種類の薬
剤が承認されているが、多剤併用の濃度決定
の客観的な根拠や薬剤抵抗性のメカニズム
は明らかになっていなかった。薬剤反応の生
物・薬理学的な検証は臨床効果を説明するた
めにも必須であるという認識が現われてき
ており、RPA の特性は非常に有効であると考
えられるようになった。 
 RPA により得られるデータには実験的およ
び臨床的なアプローチによりその解析・検証
がなされる。前者としては今までに発表され
た文献およびデータベースから細胞の分子
シグナリングにおける分子応答マップ(MRPD、
後述)を作成し、薬剤の反応に対して最も因
果関係がありそうな分子(群)を選定する。こ
の分子標的の理論的同定作業は網羅的な実
験データがあって初めて可能となるもので
あり、シグナリング研究における強力なデー
タベースまたいわゆる in silico シミュレー
ションの格好のリファレンスとなる。後者と
しては、これらの標的分子の検証実験は盲目
的に行うには余りにも膨大な労力・資金を要
することから、RPA システムを用いた試験管
内データは、薬剤の分子標的同定に必要不可
欠な検証実験の大幅な効率化を図ることが
出来ると期待される。 
 
２．研究の目的 
薬剤に対する細胞内分子の反応はリン酸化
などの生化学的な連鎖反応により引き起こ
されており、系として目的とする結果を導く
方向に調整される。従って、一見薬剤によっ
て誘導されたように見える分子レベルでの
事象も、実際には表現型や薬剤への感受性と
は因果関係は薄いという可能性がある。より
的確にその事象の意味するところを理解す
るのに高次データの解析が必要となってく
る。高次データとは、ある細胞の一薬剤・一
濃度・一時点の反応のデータを取るのではな
く、それらを組み合わせたデータのことであ
る (Nishizuka and Spurrier, Curr Opin 
Biotech, 2008)。これらからは、時間・薬剤
濃度といった変数に影響される分子の動態
を見ることが出来、標的をより的確に同定す

ることが出来るようになると考えられてい
る。様々なシグナル伝達物質が同定されてい
るが、薬剤の標的分子同定を目的として網羅
的に分子動態を観察することは、技術的な面
からも非常に困難であった。この現状に対し、
本申請の研究分担者である西塚らは大量の
サンプルを処理でき、蛋白レベルでの定量を
可能とする、高次データの取得・解析に特化
したシステム（超高密度逆相蛋白マイクロア
レイ、以下 RPA)を確立した。 
 高次データの解釈のために以下の方法を
取る。第一段階は複数の薬剤の synergetic 
effect を想定した癌関連蛋白シグナル伝達
経路の高次データ(後述)の獲得とする。デー
タを可視化し、時間・濃度の関数として統
計・数学的処理を行う。第二段階としては、
予測される蛋白の挙動を図式化したもの(モ
レキュラーリアクションプレディクション
ディスプレイ、MRPD、後述)を作成し、常微
分方程式などの数式の製作を含めた理論的
推測がどの程度可能であるかを検討する。第
三段階として、その理論的推測を基にして標
的を絞り、臨床検体での蛋白発現レベルを免
疫染色にて検討、臨床的意義を検討する。 
 
３．研究の方法 
蛋白発現を薬剤反応に対する大腸癌細胞の
高次データとして定量的に捉え、既知のシグ
ナル伝達経路と比較し、関連シグナルについ
て検討することで薬剤に特異的に反応する
分子(群)を同定することが骨子となる。はじ
めに細胞株を用いて代表的シグナル経路に
動的挙動が見られる薬剤の濃度、暴露時間、
および薬剤添加後の時間を決定し、それらの
条件から高次データの獲得するために薬剤
添加後の経過時間ごとの物理的に可能な最
小インターバルでのサンプル採取を行う。こ
れらのサンプルを ABS社と共同で開発したマ
イクロアレイヤーを用いて RPA を作製、特異
抗体によるシグナル検出を行う。定量的に計
測された蛋白発現を時間・薬剤濃度などの変
数ごとの関数として解析する。既知のシグナ
ル伝達経路と比較することにより時系列デ
ータからは反応の順番を、薬剤濃度に対する
反応の違いからはその強さを高い確度で推
定することが可能となる。 
 本申請の研究計画は 2 年に分ける以下の 4
つの段階とした。 
1. 細胞生物学的予備実験 大腸癌細胞株
(HCT116, HT-29, CACO-2, LoVo)に承認済薬
剤(5-FU、leucovorin、L-OHP、CPT-11、
bevacizumab)によるシグナルの変化を試験
管内の表現型と比較するために、対数スケー
ルでの濃度差と短時間(8 時間以内)と長時間
(48時間)の殺細胞効果を MTTアッセイで確認
する。規定時間内での殺細胞効果が 0％およ
び 100％の濃度を含む 4 種類の薬剤濃度を決



め、さらにウェスタンブロットにて、ストレ
ス反応性、細胞周期関連およびアポトーシス
関連蛋白群の変化について動的挙動が見ら
れるか確認する。薬剤濃度・暴露時間の組み
合わせで殺細胞効果および蛋白の動的挙動
が見られたものを、RPA による網羅的解析の
対象となるものと判定し、その条件を細胞ご
との「適正ウィンドウ」とする。 
2. RPA 適正ウィンドウの決定には 3-5 程度
の時系列サンプルが採取されるのに対し、
RPA の作製には同じ濃度条件下で 10-20 の時
系列サンプルが採取される。細胞は時間ごと
にペレットとして回収され、PinkBuffer(文
献 2)で溶解、384 穴マイクロプレート内で段
階希釈されプリントされるまで－80 度で凍
結保存される。RPA はスライド毎に一種類の
一次抗体とインキュベートされ TSA(チラミ
ドシグナル増幅)法にてその特異的抗原が検
出される。二段階希釈により得られる総蛋白
濃度と特異抗原のシグナルの相関から DI25
解析アルゴリズムにより適正レンジが抽出
され、時間・濃度・細胞毎のデータとして可
視化・処理される。 
3. RPA データおよび MRPD に基づく薬剤によ
る影響分子部位の推定 分子ごとの反応の
量的ピークの時間帯を観察することにより、
細胞シグナルの反応の順番を、また薬剤濃度
による反応からは、個々の反応の速度を推定
することが出来る。これらを的確に行うため
に、文献検索に基づく分子反応予測を簡素に
図案化したディスプレイを作成し、データ解
釈時のナビゲーターとする(MRPD、モレキュ
ラーリアクションプレディクションディス
プレイ)。複数の細胞株から得られる高次デ
ータから、特定の分子(群)が薬剤特異的に反
応していれば、その分子(群)が何らかの因果
関係を有している可能性がある。しかしなが
ら、反応を示した分子(群)が必ずしも薬剤標
的であるとの確証は無く、それが標的分子の
阻害された結果によるものなのか、二次的な
反応の集積によるものなのかを判別してお
く必要がある。MRPD を用いて、反応した分子
(群)の挙動が理論的な挙動に合致するかを
確認しながら、影響分子部位を推定する。 
5.標的分子検証実験 影響分子部位をある
程度絞り込むことにより、効率的な検証実験
が可能となる。どのような分子が標的として
推定されるのかにもよるが、siRNA によるノ
ックアウトまたは相同組み換えによる遺伝
子ノックアウト株を用いた実験系を最終目
標とし、標的分子が関連していると推測され
る細胞シグナルを変化させ、その上で同じ薬
剤の殺細胞効果の変化を観察する。また、試
験管内の薬剤反応性のデータをもとに、薬剤
ごとの最も相関がありそうな分子の免疫組
織染色・DNA シーケンスなどの化学療法後の
手術・バイオプシー検体でもよく保存されて

いる情報についての検索を行う。データにつ
いては抗癌剤反応性・非反応性の 2 群に分類
し、contingency tableを用いた検定を行う。 
 
４．研究成果 
大腸癌細胞株(HCT116)に対するシスプラチ
ン・塩酸イリノテカン・5-フルオロウラシル
の 50%細胞増殖抑制濃度より、感受性がある
ことが確認できた。細胞増殖抑制試験にて決
定された濃度を用い FACS を行ったところ、
持続投与では濃度が高くなるほど細胞周期
停止が誘導され、時間が長くなるとアポトー
シス誘導が誘導される傾向を認めた。一過性
投与では、CDDP および CPT-11 で同様の現象
を認めたが、5-FU では終末像に変化を認めな
かった。また、Western Blotting では、薬剤
投与条件にて発現蛋白の傾向が異なること
を確認し、同実験条件が適切であることの根
拠とした。前述した 702 サンプルに、マイク
ロアレイヤーのピンによるドットの偏りが
ないことを検証するための 58 サンプル(mix 
lysate)を加えた計 760 サンプルに対し、10
回の 2 倍希釈を行い、スライド上にレプリカ
として 2 回ずつのドットを行った。結果、
20×50mm のニトロセルロース膜上に
のドットが 15,200 プリントされる高密度デ
ザインとなった。以上から、同様の細胞増殖
抑制の程度を示す薬剤においても、そこに至
る分子経路や細胞周期の状態が異なってい
ることが確認された。薬剤投与後の分子プロ
ファイルを詳細に検討することで、より精度
の高い薬剤効果や感受性予測が可能となる
ことが示唆された。 
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