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研究成果の概要（和文）：抗がん剤の効果にみられる個人差はがん治療における大きな課題のひとつである。本研究は
、タンパク質を介する応答を分析するプロテオーム解析と細胞内代謝を介する応答を分析するメタボローム解析という
最新手法を用いて、癌に対する化学療法薬の作用機序と耐性メカニズムの解明を目的とした。薬理作用と耐性に関与す
る細胞内応答解析によって、抗がん剤反応性の個人差（有効または無効）を予測しうるバイオマーカー分子を複数見出
し、個別化投薬へ展開するための基礎的知見を得た。

研究成果の概要（英文）：Inter-patient variability in the efficacy of cancer pharmacotherapy is one of the 
most difficult obstacles to improve cancer therapy. The present research investigated cellular mechanisms 
of pharmacological action of chemotherapeutic agents and resistant mechanisms of cancer against the drug a
ction. The methods we used were the latest proteomic and metabolomic analyses which measured intracellular
 expression of abundant proteins and metabolites. Based on comprehensive metabolomic fingerprints and prot
ein expression analysis, we have discovered several new proteins and metabolites that are related to the c
hemo-sensitivity or drug resistance of cancer. These findings are expected to lead to develop a new person
alized cancer pharmacotherapy.
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１．研究開始当初の背景 
 
(1) がん治療の有効率が向上しない要因の
ひとつは、がんの多様性にある。例えば、が
ん死亡数第３位を占める大腸癌の標準一次
治療としてFOLFOX 療法と FOLFIRI 療法が共
に生存期間 20 か月、奏効率 50％を示すもの
の、個々のがん患者でどちらの治療法により
良く反応するかを予測する手だてはなく、実
際に治療を行ってみるまで結果は分からな
い。それ故、個々の患者にとって有効な薬剤
を選択できるように、薬剤投与前に各個人の
反応性（レスポンダー・ノンレスポンダー）
を判別する手法が臨床現場で渇望されてい
る。 
(2) 抗がん剤反応性予測をめざした研究は
ゲノム、トランスクリプトームからの研究が
数多くなされてきたが、癌細胞の抗がん剤に
対する反応性（抗腫瘍効果）を遺伝子情報だ
けで予測することは難しく、薬効発現の実体
といえるタンパク質あるいは代謝応答レベ
ルでの作用機序解明が必要である。 
(3) そこで本研究は、ゲノム、トランスクリ
プトームに加えて、タンパク質の発現および
機能（プロテオーム）と細胞内代謝の動的変
化（メタボローム）を網羅的に解析すること
により、癌細胞の抗がん剤に対する応答反応
をポストゲノム過程でダイナミックに捉え、
抗腫瘍効果を予測しうるバイオマーカー候
補物質を探索することをめざした。 
 
２．研究の目的 
 
抗がん剤に対する癌細胞の応答反応につ
いて、タンパク質発現・機能を研究する“プ
ロテオーム解析”と細胞内全代謝物質を一斉
分析する“メタボローム解析”により、抗が
ん剤反応性の個体差（レスポンダーとノンレ
スポンダーの区別）を予測しうるバイオマー
カー候補物質を見出し、個別化投薬へ展開す
る。具体的には下記の３点について研究する。 
(1) ヒト癌細胞における薬物応答のプロテ
オーム解析により、抗がん剤曝露に応答して
発現変動するタンパク質を見い出す。 
(2) ヒト癌細胞における薬剤応答のメタボ
ローム解析により、抗がん剤曝露に応答する
代謝経路と主要代謝物を見い出す。 
(3) 上記の基礎研究で見出した知見を、臨床
検体へ応用するための基盤技術となる分析
手法を開発する。 
 
３．研究の方法 
 
 (1)研究対象とした抗がん剤 
①大腸癌の標準治療法 FOLFOX で用いられる
オキサリプラチン(L-OHP)と 5-フルオロウラ
シル(5-FU) 
②膵癌治療の標準治療薬ゲムシタビン(GEM) 
③白血病の治療薬シタラビン(Ara-C) 
 

(2)研究材料 
①ヒト大腸癌由来培養細胞：抗がん剤感受性
の異なる 12 種類の培養細胞株とその薬剤耐
性株（COLO201、COLO205、COLO320、DLD-1、
HCT-15、HT-29、WiDR、SW480、SW620、SW1116、
LS174T、LOVO） 
②ヒト膵癌由来培養細胞：抗がん剤感受性の
異なる培養細胞株（MiaPaCa-2、AsPC-1）と
その薬剤耐性株 
③ヒト白血病由来培養細胞：Jurkat、
CCRF-CEM 
 
(3)癌細胞の薬剤応答と感受性試験 
ヒト大腸癌細胞株に関してはオキサリプ
ラチンあるいは 5-FU への感受性を調べ、ヒ
ト膵癌細胞株と白血病細胞に関してはゲム
シタビンとシタラビンの感受性を調べた。抗
がん剤曝露濃度・曝露時間を変えた条件下で
実験を行い、薬剤応答の濃度依存性と時間依
存性を検討した。各癌細胞の抗がん剤感受性
は MTS アッセイ法により評価した。 
 
(4)プロテオーム解析 
Surface-enhanced laser desorption/ 
ionization time-of-flight mass 
spectrometry (SELDI-TOF MS)法により癌細
胞のタンパク発現プロファイルを網羅的に
解析した。 IMAC30（金属イオンチップ）、CM10
（カチオン交換チップ）、Q10（アニオン交換
チップ）の３種類のプロテインチップを使用
し、質量範囲 m/z 1,000～70,000 のタンパク
質を測定した。抗がん剤に感受性と耐性の癌
細胞間のタンパク質発現パターンを比較し、
Expression Difference Mapping 法および２
次元電気泳動により特徴的なタンパク質ピ
ークを絞り込んだ。 
候補タンパク質ピークをカラム精製と２
次元電気泳動により単離して、質量分析法に
よりペプチド断片のアミノ酸配列を決定し、
タンパク質を同定した。 
 
(5)新規に発見したタンパク質の機能解析 
 上記(4)によって見出したバイオマーカー
候補タンパク質について、癌細胞内での発現
変化と抗がん剤応答機能との関連解析を行
った。まず、siRNA により標的タンパク質を
ノックダウンしたときの薬剤感受性の変化
および関連するタンパク質の発現パターン
を解析した。さらに、癌細胞にバイオマーカ
ー候補タンパク質遺伝子を導入して強制発
現させたときの抗がん剤感受性の変化を解
析した。 
 
(6)メタボローム解析 
ヒト大腸癌細胞、ヒト膵癌細胞、ヒト白血
病細胞に対する抗がん剤曝露前後における
癌細胞内の代謝応答をメタボローム解析し、
作用発現に関わる主たる代謝経路および関
与分子群を解析した。次に、抗がん剤感受性
と耐性の癌細胞間で約500成分のメタボロー



ム・プロファイルを比較し、薬剤応答と関連
した挙動を示す代謝物質を探索した。 
実験では、癌細胞に抗がん剤曝露後、メタ
ノール添加により酵素を失活させ、低分子代
謝物質を抽出して測定試料とした。CE-TOFMS 
により得られた代謝物質の動的変化をバイ
オインフォマティクス技術により解析し、抗
がん剤曝露に応答して変化する特徴的な代
謝物群を探索した。 
 
(7)ヒト血液検体の分析法の確立 
 抗がん剤治療を受けた患者の血液検体を
試料として、代謝物を一斉分析するための分
析手順を確立した。陽イオンモード、陰イオ
ンモードそれぞれに関して、標準物質の選定、
検量線濃度範囲の設定、検量線と Quality 
Control サンプルの頻度などを検討した。 
 
４．研究成果 
 
本研究は、タンパク質発現を介する応答を
研究するプロテオーム解析と細胞内代謝変
動を介する応答を分析するメタボローム解
析により、癌細胞内での抗がん薬作用と耐性
メカニズムに関与するバイオマーカーを発
見することを目的とした。国際的にも独創性
の高いプロテオーム／メタボロームによる
パスウェイ解析を通じて、抗腫瘍作用と薬剤
耐性の個体差（レスポンダー／ノンレスポン
ダー）を予測しうるバイオマーカー分子を複
数見出した。この成果は臨床における個別化
投薬法へ展開するための基礎的知見と言え
る。新たに発見した薬効バイオマーカーは世
界的にも新しい発見であるため、国内のみな
らず米国および欧州における特許として産
業財産権を取得し、今後の実用化に向けて準
備は整いつつある。 
 
(1) 抗がん剤応答タンパク質のプロテオーム
解析 
オキサリプラチンに対する感受性の異な
る複数のヒト大腸癌細胞を用い、感受性株と
耐性株とで発現の異なるタンパク質を探索
した。二次元電気泳動、SELDI-TOF MS による
発現パターンの比較から発現の異なる特徴
的なタンパク質を複数見い出し、質量分析装
置で同定した。ウェスタンブロッティングに
より新規に発見したタンパク質の発現量と
薬剤反応性との関係を確認した。 
そのなかで、ヒト大腸癌細胞のオキサリプ
ラチン感受性と強く相関するS100A10タンパ
ク質については発現量と機能との関係を解
析した。S100A10 遺伝子導入による強制発現
によって癌細胞の薬剤耐性は有意に上昇し
た。一方、S100A10 タンパク質および mRNA 発
現量は結合パートナーである annexin A2 発
現量と相関することを見出した。siRNA によ
り annexin A2 をノックダウンすることによ
りS100A10タンパク質の発現量は著しく減少
したことから annexin A2 は S100A10 の細胞

内安定性に影響すると考えられた。S100A10
発現量は 5-FU 感受性とは相関せず、オキサ
リプラチンあるいはプラチナ系抗がん薬に
特徴的なバイオマーカーと考えられた。 

 
図１．ヒト大腸癌細胞株における S100A10 タ
ンパク質の発現量とオキサリプラチン
(L-OHP)に対する感受性の相関 
 
(2) ヒト大腸癌細胞の薬剤応答に関するメタ
ボローム解析 
ヒト大腸癌細胞 DLD1 とその 5-FU 耐性株を
用い、5-FU 曝露後に細胞内で生成する活性代
謝物と内因性ピリミジン代謝動態をメタボ
ローム解析した。その結果、耐性株は 5-FU
のリン酸化活性が低く、活性代謝物 FdUMP と
FUTP の生成が著しく低いため、TS 阻害や RNA
合成阻害能が不十分になることが薬剤耐性
の一因であると解明した。加えて、耐性株で
は酸化型グルタチオンの上昇により酸化ス
トレスへの抵抗力が強いと推察された。 
一方、ノンターゲット網羅的解析手法によ
り、ヒト大腸癌細胞にオキサリプラチンを添
加したときの細胞内代謝応答を検討した。そ
の結果、薬剤感受性癌において代謝が大きく
変動し、とくにポリアミン代謝、グルタチオ
ン代謝、核酸代謝の亢進を見出した。これら
は薬剤応答を反映するバイオマーカーとな
る可能性が考えられた。 
 
(3) ヒト膵癌細胞の薬剤応答に関するメタボ
ローム解析 
 ヒト膵癌細胞 Miapacap-2 を用いてゲムシ
タビン曝露後の細胞内代謝応答を調べた。そ
の結果、ゲムシタビンは速やかに三リン酸化
体まで代謝が進み、CTP 合成酵素とリボヌク
レオチド還元酵素を阻害することを解明し
た。さらに、核酸代謝阻害に対する細胞応答
として解糖系およびTCAサイクル活性の上昇
を見出した。 
次に、MiaPaCa-2 のゲムシタビン耐性株を
用い、ゲムシタビン曝露後に細胞内で生成す
る活性代謝物と内因性ピリミジン代謝動態
をメタボローム解析した。その結果、リン酸
化体(dFdCMP, dFdCDP, dFdCTP)への活性化反
応は耐性株で著明に低下し、内因性核酸代謝
に対する阻害作用も小さかった。これらの結
果より、耐性株では CTP 合成酵素やリボヌク



レオチド還元酵素の阻害が効かないことが
判明した。 
 
(4) ヒト白血病細胞に対する核酸代謝拮抗薬
の作用 
ヒト白血病細胞（Jurkat、CCRF-CEM）にゲ
ムシタビンあるいはシタラビンを曝露後、と
もに三リン酸化体が速やかに生成されたが、
前者は内因性核酸代謝を著しく阻害したの
に対し後者はほとんど影響を及ぼさなかっ
た。同じく核酸代謝拮抗薬とされる両薬剤の
作用機序の違いをメタボローム解析で明ら
かにした。 
 
(5) ヒト血液検体の分析法の確立 
CE-TOFMS 法により、ヒト血液中の代謝物を
一斉分析する方法を開発した。陽イオンモー
ド、陰イオンモードそれぞれに関して、測定
条件の検討、内部標準物質の選定、定量下限、
定量性を示す範囲、再現性、Ｓ／Ｎ比などを
検討し、標準分析手順と Quality Control の
手順を設定した。FOLFOX 治療を受けた大腸癌
患者の血液検体を用いて、代謝物質の分析性
能を確認した。 
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