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研究成果の概要（和文）：　適切な個別化医療の実践のためには、分子標的薬の効果を予測し、患者の選別を行う必要
がある。薬効は、標的分子が関与する増殖シグナルの活性化状態に依存するが、その活性化の指標として、細胞内タン
パク質リン酸化が重要である。
　本研究では、網羅的なタンパク質リン酸化定量法の確立およびその手法を用いた大腸癌分子標的薬の薬効予測バイオ
マーカーの同定を目的とした。従来のリン酸化プロテオミクス法に改良を加えた結果、世界最高レベルのリン酸化ペプ
チドの同定に成功した。また、抗EGFR抗体薬に対する感受性にEGFRシグナルパスウェイの下流に存在するPDPK1キナー
ゼの活性化が関与することが示唆された。

研究成果の概要（英文）： For practice of personalized medicine, prediction of molecular target drug effect
iveness and selection of sensitive patients to the drug are needed. Effect of drug depends on the activity
 of growth signals in which the drug is involved. Protein phosphorylation plays a crucial role for the act
ivity of growth signals.
 We aimed at establishment of comprehensive quantitation method for phosphoproteins and discovery of predi
ctive biomarkers for molecular target drug effectiveness of advanced colorectal cancer using the method. W
e modified previous phosphoproteomics technologies and succeeded in identification of 30000 phosphopeptide
s in one experiment. This is the largest study of phosphoproteomics identification to date. We also showed
 that activity of PDPK1 kinase, a kinase downstream of EGFR signaling pathway, might be involved in sensit
ivity of an anti-EGFR antibody drug Cetuximab. 
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１．研究開始当初の背景 
一昔前までは、大腸癌は化学療法が効かな

い癌と考えられていたが、近年、新しい分子
標的薬である抗 VEGF、EGFR 抗体薬が登場
したことにより、進行大腸癌の生存期間が著
明に延びた。 
しかし、これらの分子標的薬は効果のある

患者とない患者がはっきりしており、選別が
非常に重要である。その選別を誤ると、治療
が必要な患者さんを見過ごしてしまったり、
無駄な治療で患者さんの苦痛を与えてしま
う。また、分子標的薬は非常に高価であるた
め、我が国の医療費を圧迫しかねない。現在
の選別の指標として、KRAS 遺伝子が正常で
あれば抗 EGFR 抗体薬が適用と診断される
が、KRAS 野生型でも約半数はほとんど効果
が認められない。 
従って、薬剤の効果予測は一つの遺伝子で

決めるべきではなく、多因子評価をすべきで
ある。特に EGFR はチロシンキナーゼあり、
それらの下流のシグナル伝達の状態が薬剤
感受性に関わることは容易に予想され、その
シグナル伝達に関わるリン酸化タンパク質
は薬剤効果予測の画期的なバイオマーカー
になりうる。これはゲノムや mRNA を調べ
ても分からない。これが、申請者がリン酸化
プロテオミクスを用いた薬剤効果予測マー
カー探索の着想に至った経緯である。 
 
２．研究の目的 
本研究では、抗 EGFR 抗体薬感受性の異な

る大腸癌細胞株および大腸癌手術組織を用
いた比較定量リン酸化プロテオーム解析に
より、抗 EGFR 抗体薬効果予測マーカー因子
の同定、機能解析を行う。また、超高感度プ
ロテオミクスを用いたマーカー因子定量法
を確立し、薬剤効果予測に対する有用性につ
いて検討する。 
 
３．研究の方法 
1. IMAC と抗チロシン抗体を用いた免疫沈
降法を併用した網羅的リン酸化ペプチド同
定法の確立（図１） 
細胞中の微量なリン酸化タンパク質のプ

ロテオーム解析のためには、試料中からリン
酸化ペプチドを濃縮して回収する必要があ
るが、本研究では Fe3+イオンとリン酸基の
親和性を利用した Immobilized metal ion 
affinity chromatography (IMAC) 法を用い
てリン酸化ペプチドの濃縮を行った。タンパ
ク質総量 1mg につき 250 l の IMAC レジン
を用いた。細胞抽出液をトリプシンなどで酵
素消化した後に、IMAC レジンでリン酸化ペ
プチドを濃縮、60％ アセトニトリル/0.1％ 
TFA 溶液で洗浄後、1% リン酸溶液でリン酸
化ペプチドを溶出した。その後、濃縮された
サンプルを、C18 逆相カラムを用いアルカリ
条件下で HPLC 分画を行った。移動相には
20mM ギ酸アンモニウム/アセトニトリル
(2%から 90%の濃度勾配)を用いた。 

またチロシンリン酸化ペプチドの濃縮の
ため、IMAC 法に加えて抗チロシン抗体によ
る免疫沈降を行った。免疫沈降にはタンパク
質総量 8mg に対して、異なる３種類の抗体
50µg を ProteinG ビーズに付加して行った。
ペプチドの溶出には 60%アセトニトリル
/0.1% TFA を用いた。その後、リン酸化ペプ
チドと共に溶出された抗体の除去のため、
IMAC 法による再精製を行った。また、細胞
培地中に 1mM の過バナジン酸(チロシン脱
リン酸化阻害剤)を加えて細胞を 30 分間処理
をすることで、内在性のチロシンのリン酸化
を増強させた。 

 
2. リン酸化プロテオミクスを用いた大腸癌
薬剤効果予測バイオマーカーの探索 
抗 EGFR 抗体薬感受性の異なる複数の大

腸癌細胞株を抗 EGFR 抗体で処理し、変動す
るリン酸化タンパク質について、薬剤感受性
株と耐性株との間で比較した。 
リン酸化タンパク質発現の細胞株間の発

現の違いは、比較したいサンプルをそれぞれ
異なる同位体でラベルする SILAC 法または
iTRAQ 法を用いて行った。その上で、上記の
網羅的リン酸化ペプチド同定法を用いて薬
剤効果予測バイオマーカーの探索を行った。 

 
3. 薬剤効果予測マーカー候補タンパク質の
検証 
 上記の探索で見つかった薬剤効果予測マ
ーカー候補タンパク質を検証した。そのタン
パク質に対する抗体があるものに対しては、
ウエスタンブロットや組織免疫染色を用い
た検証を行った。抗体の入手できないタンパ
ク質に対しては、質量分析計を用いた検証法
（SRM/MRM 法）で検証できるかどうか検討
した。 
 
４．研究成果 
 
1. IMAC と抗チロシン抗体を用いた免疫沈



降法を併用したリン酸化ペプチドの網羅的
解析（表１） 
 リン酸化ペプチドの網羅的な定量におい
て、IMAC 濃縮後の HPLC 分画の改良により、
約 30,000 個のペプチドの定量化が可能とな
った。またチロシンリン酸化ペプチドは、全
リン酸化ペプチドの１％程度しか存在しな
いとされているが、IMAC 法に加えて、抗チ
ロシン抗体による免疫沈降法を行うことで、
8mg の細胞抽出液を用いた場合、１時間の解
析時間で466個のチロシンリン酸化ペプチド
の同定が可能となった。これは従来の IMAC
法単独の場合と比較しても２倍の同定率で
ある。さらに過バナジン酸処理でチロシンの
脱リン酸化を阻害させることで、1416 個の
チロシンリン酸化ペプチドの同定に成功し
た。 

 
2. リン酸化プロテオミクスを用いた大腸癌
薬剤効果予測バイオマーカーの探索 
抗 EGFR 抗体薬感受性の異なる複数の大

腸癌細胞株を抗 EGFR 抗体で処理し、変動す
るリン酸化タンパク質について、薬剤感受性
株と耐性株との間で比較した。 
上記の網羅的リン酸化ペプチド解析法を

用いて、20,000 個以上のリン酸化ペプチドが
同定でき、そのうち数百個のリン酸化ペプチ
ドが薬剤感受性株と耐性株間で共通の発現
変動を示した。 

 
3. 薬剤効果予測マーカー候補タンパク質の
検証（図２） 
 上記の探索で見つかった薬剤効果予測

マーカー候補タンパク質を検証した。そのタ
ンパク質に対する抗体があるものに対して
は、ウエスタンブロットを用いた検証を行っ
た。 
 EGFR 下流のパスウェイ上のキナーゼに
絞ってウエスタンブロットを行ったところ、
リン酸化PDPK1は抗EGFR抗体薬耐性株に
比して、感受性株で発現が増大していること
が示された。このことから、PDPK1 キナー
ゼの活性化が抗 EGFR 抗体薬の感受性に関
与していることが示唆された。 
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