
科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

３４４０１

基盤研究(C)

2014～2011

プロテオーム解析で見出した抗癌剤耐性関連蛋白質の構造機能相関の解明とその応用

Studies on the molecular mechanism of 5-fluorouracil response proteins using a 
proteomic approach

３０２２５７５０研究者番号：

境　晶子（Sakai, Akiko）

大阪医科大学・医学部・講師

研究期間：

２３５１０２６７

平成 年 月 日現在２７   ６ １８

円     4,100,000

研究成果の概要（和文）：5-Fluorouracil (5-FU) 耐性株において発現が亢進していたHSPB1のオリゴマー構造とリン
酸化の解析を行った。耐性株において感受性株とは異なる分子量のオリゴマー構造をとること，それぞれの分子量のオ
リゴマーでリン酸化状態やオリゴマーの解離しやすさが異なっていることを見出した。さらに，共免疫沈降法を用いて
HSPB1と相互作用するタンパク質としてCytokeratin 8, 18, 19を同定した。

研究成果の概要（英文）：The heat-shock protein (HSP) B1 expression increased with the acquisition of 
5-fluorouracil resistance. We analyzed the phosphorylation and oligomeric structure of HSPB1 by one- and 
two-dimensional western blotting via isoelectric focusing and blue native polyacrylamide gel 
electrophoresis. The oligomeric structures of HSPB1 in resistant cells differed in molecular mass from 
those in sensitive cells, suggesting that drug resistance alters the phosphorylation and dissociability 
of HSPB1 oligomers. Further, cytokeratin 8, 18, 19 were identified the proteins that interact with HSPB1 
by co-immunoprecipitation.

研究分野：生物学
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１．研究開始当初の背景 
 
多くの癌の治療法として抗癌剤による化
学療法が重要であるが，抗癌剤に対する感受
性の低下（耐性獲得）が治療上の問題となる。
5-Fluorouracil（5-FU）は大腸癌・乳癌など多
くの癌で用いられる抗癌剤であるが，長期・
反復投薬によって耐性を獲得する。耐性獲得
の機序として 5-FU が阻害する核酸代謝酵素
の発現亢進が報告されているが，それが観察
されない耐性も存在する。代表者境は，耐性
獲得機序の解明と耐性マーカーの同定を目
的としてプロテオーム解析を行ってきた。耐
性獲得のモデルとして用いたヒト大腸癌由
来の培養細胞 DLD-1は 5-FUによって細胞死
を起こすが，耐性を獲得した細胞株も得られ
ている。この 5-FU 感受性株と耐性株で発現
するタンパク質を，改良型等電点電気泳動
（IPG）法を用いた二次元電気泳動で解析し
た結果，耐性獲得によって発現量が変化した
スポットを検出し，質量分析でタンパク質を
同定した。その内訳は，アポトーシス関連タ
ンパク質，代謝系酵素，細胞骨格タンパク質，
ストレス応答タンパク質などであった。興味
深いことに，耐性株ではアポトーシスに関与
する複数のタンパク質が全体としてアポト
ーシスが減弱する方向に発現変動していた。
また耐性株では 5-FU によるアポトーシスが
起こりにくいことを確認した。よって，耐性
株では 5-FU で引き起こされるアポトーシス
が起こりにくくなっており，これが耐性獲得
の一因であると推測した。 
耐性獲得で発現が変動したタンパク質の
中で，特に興味深い二つのタンパク質に注目
した。一つはストレス応答タンパク質 HSPB1
（HSP27）で，耐性株における HSPB1の発現
を siRNA法で抑制すると 5-FU感受性が増加
したことより，この分子が抗癌剤感受性に関
与していることを確認した。近年，リン酸化
型 HSPB1 がアポトーシスの複数の経路で抑
制的に関与していることが分かってきた。一
方，細胞内では細胞質と核に存在すること，
27 kDaの単量体から 500 kDa以上の巨大オリ
ゴマーまで様々な分子量のオリゴマー状態
で存在すること，そしてこのオリゴマー化の
調節は種々のリン酸化酵素による HSPB1 上
の複数のリン酸化部位が関与することが報
告されているが，その詳細は不明である。二
つめは細胞骨格タンパク質の Cytokeratin 
(CK) 8である。本来の分子量 53 kDaに加え
50と 40 kDaの分子が検出され，細胞内で限
定分解を受けた CK8 も安定に存在している
ことが示された。 
 
 
２．研究の目的 
 
抗癌剤 5-FU に対する耐性を獲得した細胞
株のプロテオーム解析によって，耐性獲得と
関連するタンパク質としてストレス応答タ

ンパク質 HSPB1 と細胞骨格タンパク質の
CK8を同定した。本研究の目的は，これらタ
ンパク質が耐性獲得においてどのような役
割をしているかを，翻訳後修飾・オリゴマー
化・タンパク質相互作用を解析することで明
らかにする。さらに耐性マーカーとしての有
用性を確認することである。 

 
具体的には，以下の通りである。 
(1) HSPB1と CK8の構造機能相関 
耐性獲得における HSPB1 のオリゴマー構
造と機能の関係を，翻訳後修飾に注目し明ら
かにする。耐性獲得に関わる HSPB1 のリン
酸化部位は既に質量分析によって同定して
いる。本研究では 5-FU 感受性株と耐性株を
用いて，HSPB1のオリゴマー化の状態を解析
し，リン酸化など翻訳後修飾との関連を調べ
る。さらに，耐性を獲得した細胞内で，HSPB1
と相互作用しているタンパク質を明らかに
する。また，CK8がどのような翻訳後修飾に
より数段階の限定分解を受け耐性獲得に関
与するかを，翻訳後修飾に注目し明らかにす
る。 
 
(2) Paclitaxel (PTX) 耐性プロテオミクス 
作用機序が異なる抗癌剤 Paclitaxel (PTX)
（微小管形成を阻害）耐性株でのプロテオー
ム解析を完成させる。抗癌剤の作用機序の違
いが HSPB1 の構造機能相関にどう影響する
のかを比較検討する。 
 
(3) 耐性獲得マーカーとしての有用性の確認 
応用として抗癌剤耐性獲得のマーカーと
成りうるかを患者血清を用いて確認する。抗
癌剤耐性マーカーによる診断法が確立し血
清での診断が可能となれば抗癌剤の有効性
の予知が可能となり，耐性を示した時点で他
の抗癌剤に切り替えが可能となるという治
療上有利な情報を与える。5-FUを第一選択薬
として用いる大腸癌・乳癌の患者血清を用い
て，血清中に含まれる HSPB1や CK8などの
候補タンパク質を ELISA法で定量する。病的
な状態により発現が増えたタンパク質は，細
胞外に放出され血清中に安定に存在するこ
とが多く報告されている。CK8限定分解物及
び HSPB1 は耐性獲得の血清マーカーとなり
得る可能性があると考えた。 
 
 
３．研究の方法 
 
(1) 改良型 IPG法 
現在汎用される IPG法は，翻訳後修飾以外
の人為的な理由で偽陽性スポットがでるこ
と，再現性の低さ，添加できる蛋白量が少な
い（通常ミニゲルで 50 μg）ため定量性の悪
い銀染色が必要など様々の問題点がある。代
表者境は試料の調整法・添加方法及び泳動条
件を検討し，上記問題点を解決し 10 倍以上
のタンパク質を泳動できる改良型 IPG法を用



い，二次元目に SDS-PAGEを行う二次元電気
泳動法で解析を行っている。これによりリン
酸化などの翻訳後修飾も再現性よくとらえ
ることができる。 
 
(2) PTX耐性株のプロテオーム解析 

PTX 耐性株と感受性株から総タンパク質
を抽出し，改良型 IPG法を用いた二次元電気
泳動を行った。ゲルを CBB 染色した後
Prodigyでスポットの発現量を比較解析し，発
現が変動したスポットについて，MALDI- 
TOF による質量分析でタンパク質を同定し
た。また，siRNA法によるノックダウン実験
を行い，PTX感受性に及ぼす影響をみた。 
 
(3) 細胞内 HSPB1のオリゴマー構造の解析 
細胞内での nativeな状態を維持するマイル
ドな条件で両株のタンパク質を抽出し，Blue 
Native PAGEを用いてオリゴマー化複合体を
分画した。PVDF 膜に転写したのち種々の抗
リン酸化HSPB1抗体でWestern blotを行うこ
とで，細胞内でのオリゴマー状態を解析した。
さらに，Blue Native-PAGE を行ったゲルを
SDS などで可溶化処理し，二次元目に
SDS-PAGEを行いWestern blotを行うことで，
各オリゴマーの解離しやすさを観察した。 
 
(4) CK8の翻訳後修飾と限定分解の解析 

CK8 の各スポットがどのような翻訳後修
飾を受けているのかを，改良型 IPG二次元電
気泳動を行ったゲルについて，ProQ染色でリ
ン酸化を，抗 GlcNAc 化抗体の Western blot
で O-GlcNAc化を検出した。 
 
(5) HSPB1と相互作用するタンパク質の同定 
細胞抽出液から抗 HSPB1 抗体を用いて共
免疫沈降し，HSPB1 に結合している分子を
SDS-PAGEで分離し質量分析で同定した。 
 
(6) 耐性獲得マーカーとしての有用性の確認 
本学倫理委員会の承諾を得た上で，5-FU及
び PTX 系抗癌剤がよく用いられる乳癌患者
の血清を集めた。血清中に含まれる HSPB1
と CK18の量を ELISA法によって測定し，そ
の結果と実際の化学療法の治療効果を比較
検討した。ELISA法は，特異性の高い抗原・
抗体反応を利用しているので血清のような
夾雑物を多く含む試料中に含まれる特定の
物質を特異的に感度良く検出できる。 
 
 
４．研究成果 
 
(1) PTX耐性のプロテオミクス 

5-FU とは異なる作用機序をもつ抗癌剤で
ある PTX の耐性株プロテオーム解析を行っ
た。PTX 感受性株と耐性株を比較すると 23
個のタンパク質の発現が変動しており，その
内訳はストレス応答タンパク質，代謝酵素，
細胞骨格系タンパク質であった。5-FU耐性で

発現が増加した HSPB1 は，PTX 感受性株で
の発現が 5-FU 耐性株よりも顕著に亢進して
おり，逆に PTX耐性株では減少した。siRNA
によるノックダウン実験でも耐性能に影響
なかった。一方，別のストレス応答タンパク
質である peptidyl-prolyl cis-trans isomerase A
は耐性株での発現が顕著に増加しており，
siRNA によって発現を減少させると PTX 感
受性が回復したことより，耐性に関与してい
ることが示唆された。面白いことに，発現が
変動した細胞骨格系タンパク質に CK8 及び
CK18が同定された。CK8は 5-FU耐性株でも
耐性獲得によって発現が変動したタンパク
質である。また，これらの分子はアポトーシ
スと深く関連し，アポトーシスが起こるとカ
スパーゼにより限定分解を受けることが分
かっている。さらに，PTXのターゲットであ
るチューブリンに結合するタンパク質とし
て報告されているタンパク質のうち３つが，
本研究での PTX 耐性獲得によって発現増加
したタンパク質として同定された。これは，
PTX による細胞ストレスが直接的もしくは
間接的に引き起こした影響かもしれない（論
文投稿中）。 
 
(2) HSPB1の構造と抗癌剤耐性能の相関 

HSPB1は 5-FU耐性獲得によってそのタン
パク質量とリン酸化が顕著に増加した。耐性
獲得細胞における HSPB1 のリン酸化部位は
質量分析によって決定していたので，リン酸
化部位認識抗体を用いた IPG法の一次元及び
二次元電気泳動後Western blotを行った結果，
Ser-15と Ser-82が major型でさらに Ser-78も
リン酸化されたものが minor型として検出で
きた。 
次に耐性獲得とオリゴマー構造の関連を
探るため，Blue Native-PAGE を用いて 5-FU
耐性株における HSPB1 のオリゴマー化とリ
ン酸化の関連を解析したところ，150 kDa以
下の小さなオリゴマーと 500 kDa以上の大き
なオリゴマーとして存在しそれぞれのオリ
ゴマーのリン酸化部位が異なっていること，
150 kDa以下のオリゴマーの発現が5-FU耐性
株で増加していること，リン酸化部位の違い
によってオリゴマーの解離しやすさが異な
ること，PTX 耐性株では 5-FU 耐性株の結果
と異なることなどがわかり，HSPB1のリン酸
化とオリゴマー形成の関連性が示唆された。 
 
(3) CK8の限定分解と翻訳後修飾の関係 

CK8 がリン酸化やそれと拮抗する GlcNac
化などの翻訳後修飾を受け，段階的に限定分
解を受けることがわかった。これは改良型等
電点二次元電気泳動という手法を用いるこ
とで検出できた。さらに 5-FU 耐性株と同様
に，PTX 耐性株でも全長 CK8 に加えて限定
分解を受けた CK8も同様に検出され，その発
現が変動していた。 
 
(4) HSPB1と相互作用するタンパク質の同定 



オリゴマー構造をとる HSPB1 は他のタン
パク質と会合していることが報告されてい
る。細胞内で HSPB1 と相互作用するタンパ
ク質を調べるために，5-FU耐性株と抗HSPB1
抗体を用いた共免疫沈降実験を行った。共免
疫沈降は，酸による溶出時に結合させた抗体
が溶出されない Dynabeadsの系を用いた。さ
らに溶出液 100 μL を一度に添加できる濃縮
用 SDS-PAGEを用いることで，溶出させたタ
ンパク質を CBB 染色し同定することが可能
となった。その結果，SDS-PAGEで 5本のバ
ンドを検出し In-gel消化後 MALDI-TOFによ
る質量分析の結果，一つは HSPB1，そして
CK8, CK18, 及び CK19 が同定された。CK8
と CK19 は 5-FU 耐性プロテオミクスで発現
が変動したタンパク質，CK8と CK18は PTX
耐性プロテオミクスで発現が変動したタン
パク質として同定した分子である。そして
CK8と CK18はアポトーシスが起こるとカス
パーゼで限定分解を受けることがわかって
いるアポトーシス関連分子であることから，
抗癌剤共通の耐性マーカーとして有用と考
えられる。 
 
(4) 耐性獲得マーカーとしての有用性の確認 
抗癌剤治療を行った乳癌患者血清を用い
て HSPB1と CK18の量を測定した。アポトー
シスが起こると限定分解を受けた CK18が増
えるが，これが高値の群と正常群に近い値を
示す群とに分かれ，PTX耐性なしの患者血清
は高値を示した。しかし，検体数が少なく明
確な結果はでなかったので，検体数を増やし
確認したいと考えている。 
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