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研究成果の概要（和文）：膵臓がんはきわめて予後不良のがん腫であり、診断時にすでに遠隔転移を認めることが多い
。本研究の目的は、最新のプロテーム技術を用いて、膵臓がんのバイオマーカーの開発と浸潤・転移機構の解明である
。我々は、膵臓がん患者の迅速解剖を行った症例で、同一患者から樹立した①腹膜播種転移巣、②肝転移巣、③肺転移
巣の細胞株を用いて、プロテームならびにチロシンリン酸化プロテオーム解析を行った。その結果、それぞれの転移巣
で異なる発現パターンを示した。つまり、プロテオームレベルでも明らかながんの不均一性が存在した。さらに、転移
巣ごとに、キナーゼ阻害剤に対する異なる治療効果を示した。

研究成果の概要（英文）：Many patients with pancreatic cancer have metastases to distant organs at the time
 of initial presentation.  The goal of this study is to understand the mechanisms of pancreatic cancer met
astasis at the proteome level, contributing to create a novel biomarker.  To address, we employed a model 
system in which cells isolated from three sites of metastasis (liver, lung and peritoneum) from a single p
atient were compared.  We used a SILAC-based accurate quantitative proteomic strategy combined with a high
 resolution mass spectrometry to analyze the total proteome and tyrosine phosphoproteome of each of the me
tastases.  Our data revealed distinct patterns of both overall proteome expression as well as tyrosine kin
ase activities across the three different metastatic lesions.  This heterogeneity is significant because i
t led to differential sensitivity of the neoplastic cells to small molecule inhibitors targeting various k
inases and other pathways.
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１．研究開始当初の背景 
 膵臓がんは極めて予後不良のがん腫であ
り、診断時にすでに遠隔転移を認めることが
多い。手術適応となる患者は全体の約 2〜3
割のみである。したがって、膵臓がんの治療
戦略においては、その早期発見と転移を制御
することが最も重要であると考えられる。 
 我々のこれまでの研究成果から、膵臓がん
では原発巣内に分子遺伝学的な不均一性
（Heterogeneity）が存在し、時間経過とと
ものにゲノムの進化（Clonal evolution）を
遂げ、転移能を獲得することが示唆された。
そして、正常細胞に最初の突然変異が起きて
から転移能を獲得するまでの期間は、少なく
とも 10 年以上であることも分かってきた。 
 
２．研究の目的 
 上記のような知見から、膵臓がんにおいて
最も重要な研究課題は、この根治可能な期間
に膵臓がんを診断可能なバイオマーカーの
開発、ならびに微小な転移巣を早期（画像診
断でとらえられる前）に診断するバイオマー
カーの開発や転移機序の解明である。 
 本研究の目標は、最新のプロテオーム解析
技術を用いて、膵臓がんのバイオマーカーの
開発と浸潤・転移機構を解明し、新薬開発へ
の基盤作りである。 
 
３．研究の方法 
 我々は、膵臓がん患者の迅速解剖を行った
症例で、同一患者から樹立した①腹膜播種転
移巣、②肝転移巣、③肺転移巣の細胞株を用
い て 、 網 羅 的 な プ ロ テ オ ー ム 解 析
（ SILAC-based quantitative proteomics 
strategy combined with high resolution 
mass spectrometry）を行った（図 1）。 

図 1：網羅的プロテオーム解析の流れ 
 
 これらの転移巣間に発現の相違が認めら
れたタンパクを、我々が作成した TMA
（Tissue Micro Array）スライド（一枚のプ
レパラートに 32 人分の膵臓がんの原発巣と
腹膜播種転移巣、遠隔転移巣の標本がペアで
貼り付けられてある）で免疫組織化学染色を

行った。 
 さらに、通常の網羅的プロテオーム解析に
加えて、チロシンリン酸化プロテーム解析を
行い、シグナル伝達経路に関する検討を行っ
た。 
 上記の方法で遠隔転移と関連したシグナ
ル伝達経路に関連するチロシンリン酸化阻
害薬による治療実験を in vitro と in vivo で
行った。 
 
４．研究成果 
 SILAC 法によるプロテオーム解析の結果、
遠隔転移巣、つまり肝転移巣と肺転移巣は類
似したタンパク発現を認めたのに対し、これ
らは腹膜播種転移巣のそれとは明らかに異
なっていた。つまり膵臓がんでは、ゲノムと
同様にタンパク質も同一患者のがん病巣間
で明らかな不均一性（Heterogeneity）が存
在することが判明した。 
 さらに発現の変動を認めたタンパク質を
機能ごとに分類し、詳細に検討したところ、
Receptor activity と Signal transducer 
activity に関連するタンパク質が各転移巣で
異なっていた。その結果、転移巣ごとにシグ
ナル伝達経路の活性化の誘導が、異なる可能
性が示唆された。 
 次に、チロシンリン酸化に基づくシグナル
伝達経路が転移巣間で異なるか否かについ
て、ウェスタン・ブロット法と、チロシンリ
ン酸化ペプチドのイムノアフィニティー精
製を行い、LC-MS/MS でその変動を詳細に検
討した（図 2）。 

図 2：チロシンリン酸化ペプチドの変動
解析のワークフロー 

 
 その結果、Signal transduction すなわちチ
ロシンキナーゼに関与する分子の活性化が、
転移巣間で大きく異なることが新たに判明
した。 
 したがって、転移巣によって薬剤の効果が
異なる可能性が示唆され、レセプター・チロ
シンキナーゼを標的とする薬剤（EGFR、
ErbB2、Axl、Met と VEGFR ）の反応性を
in vitro で検討したところ、それぞれの細胞



株ごとに異なることが判明した。 
 TMA（Tissue Micro Array）スライドで免
疫組織化学染色を行ったところ、同様の結果
が認められた。 
 そのうち Axl は遠隔転移巣（肝転移巣と肺
転移巣）でリン酸化の亢進を認めたため、ヌ
ードマウスのゼノグラフトモデルを用いて
Axl 阻害剤（R428）による治療実験を行った。
その結果、腹膜播種転移巣では効果が全く認
められなかったのに対し、肝転移巣と肺転移
巣ではAxl阻害剤による明らかな縮小効果を
認めた。 
 さらに多数の迅速解剖症例の原発巣と転
移巣を対象に、免疫組織化学染色により、Axl
タンパクの発現を検討した。その結果、転移
巣が無数に見られる症例では、原発巣におけ
るAxlタンパクの発現が高いことも判明した。 
 上記の結果から、ゲノムと同様にタンパク
質のがんにおける不均一性（Heterogeneity）
が明らかとなった。これらの結果は、臨床的
に薬剤の効果が、原発巣や転移巣によって異
なることを反映していると考えられる。 
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