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研究成果の概要（和文）： 
本研究では、2DICAL 法という無標識サンプル間比較解析が可能な定量性プロテオミクス解析

システムを構築し、様々な解析を行うことを目標とした。まず癌細胞株を用いた2DICAL 法による

質量分析測定を行い、その定量比較解析限界を検討した。加えて我々が焦点を当てて研究を進

めている DYRK2 や p53 などについて、2DICAL 法を用いて会合分子の単離やリン酸化部位の

同定も試み、基質分子候補やリン酸化部位候補が多数同定された。 
 
研究成果の概要（英文）： 
In an attempt to identify cancer-specific disease markers, we chose 2DICAL as a 
quantitative proteome analysis. By using 2DICAL, we found novel cancer-related 
genes.  
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１．研究開始当初の背景 

癌は我が国の死亡原因の第一位であり、癌

の原因を解明し、診断・治療を開発して癌を

制圧することは喫緊の国民的課題である。申

請者はこれまでに、癌の診断・治療への応用

を視野に入れた研究を推進してきた。具体的

には、ゲノム DNA に生じる損傷が癌の主な

原因であることから、DNA 損傷における細胞

応答、特にアポトーシスと呼ばれる細胞死誘

導 の 分 子 機 構 の 解 明 に 取 り 組 ん で き た

（Yoshida K, et al. EMBO J. 2003; Yoshida 

K, et al. Nat. Cell Biol. 2005; Yoshida K. 

Trends Mol. Med. 2008）。DNA 損傷によっ

て惹起されるアポトーシスでは、癌抑制遺伝

子である p53 がその中心的な働きを担ってい

る。p53 は多彩な修飾を受けてその機能を使

い分けており、中でも Ser46 のリン酸化はア

ポトーシス誘導に必須と考えられている（Oda 

K, et al. Cell 2000）。ところが、どのようなリン

酸化酵素（キナーゼ）が DNA 損傷に応答して

Ser46 をリン酸化するのか明らかにされてい

なかった。そこで我々は、Ser46 キナーゼの

同定を目指し、世界に先駆けて Ser46 キナー

ゼとして DYRK2 を同定することに成功した

（Taira N, et al. Mol. Cell 2007; Taira N, et al. 

J. Biol. Chem. 2010）。我々は DYRK2 の機

能 に つ い て さ ら に 解 析 を 進 め た と こ ろ 、

DYRK2 の発現を抑制すると細胞周期におい

て顕著な G1 期の短縮が観察され、結果とし

て細胞増殖能の亢進が見られるという、興味

深い知見を得た。そこで癌組織マイクロアレイ

を用いて免疫組織染色を行ったところ、いくつ

か の 癌 組 織 に お い て 正 常 組 織 と 比 べ て

DYRK2 発現の顕著な低下が観察された。こ

れらの知見から、DYRK2 の発現が低下した

癌組織においては、DNA損傷によって引き起

こされるアポトーシス誘導の回避や過剰な細

胞増殖が起きていることが予測され、DYRK2

が新規癌抑制遺伝子である可能性を示唆し

ている。と同時に、DYRK2 が新規腫瘍マーカ

ーや癌治療の標的分子になりうると期待され

る。 

 
２．研究の目的 

これまでの DYRK2 の知見を機軸として、臨

床検体の解析により発癌や癌の進展に関わ

る新規腫瘍マーカーを網羅的に探索する。そ

の具体的な方法としては、癌組織をマイクロ

ダ イ セ ク シ ョ ン 法 に よ り 分 離 し 、 LC-MS

（ Liquid chromatography and mass 

spectrometry; 液体クロマトグラフィーと質量

分析）解析用に調整し、質量分析による解析

を 2DICAL (2-Dimensional Image 

Converted Analysis of LC-MS)法という最先

端の方法を用いることで、発現しているタンパ

ク量を定量的に測定する。さらに同様の手法

を用いて、プロテオーム解析により癌治療の

標的分子候補を網羅的に探索し、癌制圧に

向けた臨床応用への可能性を追求することを

目的とする。 

 
３．研究の方法 

①  最 新 鋭 の 質 量 分 析 計 を 用 い た

2DICAL 法による検出限界検証 
 現況のスクリーニングシステムでは、ホ

ルマリン固定パラフィン組織切片の約 3 

mm2 （〜10,000 cells）から得られる試料

が 2DICAL 法における定量比較解析限界

である。特に生検試料を用いて解析を行う

場合、解析に供給できる実質量には限り

があるため検出限界を知ることが必須の

情報となる。申請者が所属する大学が所

有する最新鋭の質量分析計を用いること

で、検出限界をさらに引き上げることが可



能になると考えている。この機種を用いた

2DICAL 法による解析は今まで全く行われ

ておらず、我々による試みが世界初である。

そこでまずこの分析計を用いた 2DICAL

の試料検出限界を検証する。始めに同じ

臓器由来の異なる２種類の癌細胞株を用

いて、その LC-MS 調整試料を希釈してい

き、比較検出限界を確かめる。次にパラフ

ィン包埋ブロック由来の癌組織切片からマ

イクロダイセクションによって癌部と非癌部

を抽出し、それぞれを LC-MS 解析用に調

整し、2DICAL 法によりタンパク量の定量

測定を行い、正常組織との比較検出限界

を調べる。この限界は癌種によって大きく

異なることが予想されることから、様々な

癌種で試行することが必要である。そこで

すぐに着手できる乳癌ならびに大腸癌検

体から始め、検体が入手され次第、種類を

増やしていく。 

② 2DICAL 法による癌臨床検体の網羅

的解析 
 癌臨床検体を用いて 2DICAL 法によりタ

ンパク量の比較定量解析を行う。癌臨床

検体は東京医科歯科大学包括病理学教

室で所有しているホルマリン固定パラフィ

ン包埋試料と、東京慈恵会医科大学外科

学教室においてバイオプシーで得られた

生検サンプル及び手術検体を、各教室の

ご協力のもと提供していただく。試料はレ

ーザーマイクロダイセクションで癌部と非

癌部に分けてそれぞれを LC-MS 解析用

に調整し、2DICAL 法によりタンパク量の

定量測定を行い、癌組織と正常組織の細

胞内タンパク量を比較する。癌組織特異

的な発現パターンを示す分子群を網羅的

に探索し、腫瘍マーカーや分子標的分子

候補を同定する。試料にアクセス出来次

第すぐに着手できる乳癌ならびに大腸癌

検体から始めていく。 

③ 腫瘍マーカー／分子標的候補分子の

有効性評価 
これまでの解析から得られた腫瘍マーカ

ー候補や分子標的候補についてその有

効性を多角的に検証する。 

１） 細胞レベルの in vitro 解析 

 まず用いたパラフィン包埋試料や生検試

料について、癌部・非癌部に分けて候補

分 子 の 発 現 レ ベ ル を リ ア ル タ イ ム

RT-PCR や免疫染色により可能な限り検

証する。次に種々の癌細胞株を用いて、

候補分子の発現レベルを RT-PCR による

mRNA とウエスタンブロッティングによるタ

ンパク質それぞれについて調べ、発現レ

ベルの解離があるかどうかについて検証

する。細胞株において mRNA とタンパク

質で明らかな発現レベルの解離がみられ

た場合には、それが翻訳後修飾による可

能性（たとえばユビキチン化によるプロテ

アソームでの分解）などについて検討する。

このように量的または質的変化をきたして

いる候補分子を絞り込む。 

 次に選ばれてきた候補分子について、

細胞内での機能解析を行う。まず RNAi に

よるノックダウン法や過剰発現により細胞

増殖能や細胞浸潤能などへの影響を調

べる。また会合する分子を 2DICAL により

網羅的に同定する。 

２） モデル動物を用いた in vivo 解析 

 候補分子の発現が癌細胞で高い場合に

はノックダウン、低い場合には過剰発現さ

せた細胞株を樹立し、ヌードマウスに皮下

移植してその腫瘍増殖効果を調べる。さら

に経静脈、あるいは心腔内に細胞株を移

植し、その転移能獲得への影響も検証す

る。以上の in vitro 並びに in vivo 解析によ

り、どの候補分子が腫瘍マーカーあるい



は分子標的として有効であるか総合的に

評価する。 

３） 追跡コホート解析 

 癌臨床検体を提供していただいた患者

の予後について、後ろ向き追跡調査を実

施し、候補分子の予後予測マーカーとして

の有効性について評価する。 
 

４．研究成果 

 平成２３年度は様々な癌細胞株を用いて、

2DICAL 法による質量分析測定を行い、併せ

てその定量比較解析限界を検討した。これら

の予備実験をふまえて、適切な条件のもと臨

床検体の網羅的発現解析を順次進めている。

加えて我々が焦点を当てて研究を進めてい

る DYRK2 や p53 などについて、2DICAL 法

を用いて会合分子の単離やリン酸化部位の

同定も試みた。興味深いことに、DYRK2 の基

質分子候補が多数同定されており、そのいく

つかについて現在精力的に機能解析を進め

ている。いずれにしても、DYRK2 という、これ

までどんな働きを担っているのかほとんどわ

かっていなかったリン酸化酵素が、本研究を

通してその機能が徐々にではあるが明らかに

なりつつあると考えている。また我々は近年、

細胞周期に関わる分子が分裂期において特

異的にリン酸化修飾されることを見出し、

2DICAL 法の解析システムを応用してこのリ

ン酸化部位の同定を試みた。その結果、新た

なリン酸化部位を一カ所同定することに成功

した。以上より、2DICAL 法はリン酸化修飾の

同定にも極めて有効なシステムであることが

判明した。 

 平成２４年度は、我々が焦点を当てて研究

を進めている DYRK2 や p53 などについて、

2DICAL 法を用いて会合分子の単離やリン酸

化部位の同定を試みた。興味深いことに、

DYRK2 の基質分子候補が多数同定されて

おり、そのいくつかについて現在精力的に機

能解析を進めている。p53 によって特異的に

誘導される細胞死関連分子についても、その

会合分子群をプロテオーム解析によって明ら

かにすることで、新たな p53 による制御機構

が判明しつつある。また我々は近年、細胞周

期に関わる分子が分裂期において特異的に

リン酸化修飾されることを見出し、2DICAL 法

の解析システムを応用してこのリン酸化部位

の同定を試みた。その結果、新たなリン酸化

部位を一カ所同定することに成功した。この

分子のリン酸化は細胞が分裂期に突入し、分

裂前期で染色体が効率よく凝縮するために

必 須 で あ る こ と を 見 出 し た 。 以 上 よ り 、

2DICAL 法はリン酸化修飾の同定にも極めて

有効なシステムであることが判明した。本研

究を通して、2DICAL 法による解析基盤を確

立できたのみならず、幅広いアプリケーション

への可能性にも寄与できたと考えている。今

後は、他の翻訳後修飾、例えばアセチル化や

ユビキチン化などの同定にも応用できるかに

ついても、検討を進めていく予定である。 
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