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II. 成果の概要（総括研究報告） 
活動総括概要 
 

最適な個別化医療の実現のためには、適切な薬剤を選定するためのコンパニオン診断薬の開発が重要である。

現在は、標的分子の遺伝子変異の有無で薬効予測をしているが、特定の遺伝子変異だけで薬効予測をすること

には限界があることが明らかになってきている。本研究では、リン酸化プロテオミクス技術を中心とした多彩

なプロテオミクス手法を活用して以下に示すように、次世代コンパニオン診断薬を創出するための基盤技術研

究及びコンパニオンマーカー開発を行った。 
  
(a) 臨床検体および三次元培養細胞の収集： 

公益財団法人がん研究会、千葉大学、大阪大学、大阪府立成人病センター等の公的病院との連携のもと、

大腸がん、肺がん、腎がんの新鮮手術組織検体を収集し、癌組織検体から、患者由来細胞の樹立を行った。

とくに、腎がん（淡明腎細胞癌）はコンディショナルリプログラミング法による樹立条件の検討を行い、

既存のプロトコルで約 38％であった樹立効率が改良型プロトコルでは 69％まで向上した。 
 

(b) 種々の癌細胞株を用いた網羅的リン酸化タンパク質定量法の開発： 
陽イオン交換マイクロカラムを用いて、リン酸化ペプチドを簡便かつ効果的に分離する新手法を開発し、

マルチプレックス解析と併用することで高感度な多検体解析を可能にした。   
 

(c) 分子標的薬により変動するリン酸化シグナルタンパク質の定量解析、薬剤感受性株・耐性株を用いたプロ

テオミクス定量データ収集とコンパニオンマーカーの開発： 
肺がん、大腸がん、腎がん、乳がん細胞株について、分子標的薬に感受性・耐性の細胞株を分類し、(b)

で開発したプロテオーム開発基盤を用いて、薬剤反応に関わるリン酸化大規模データを取得した。感受性

と耐性を見分け、かつ耐性克服標的となる候補因子として、非小細胞肺がんは CDK1、PLK1、FGFR2、
EGFR 変異型肺がんについては CD10 を見いだした。また大腸がんについては Src を見いだした。  

 
(d) 臨床検体や三次元培養細胞を用いたコンパニオンマーカーの同定と検証： 

肺がんの分子標的薬エルロチニブのコンパニオンマーカー候補として得られた CD10 について、エルロ

チニブ感受性・耐性の患者由来細胞（胸水細胞）を用いて検証を行った。その結果、感受性の患者由来検

体では耐性の検体と比較して、CD10 が高発現していることが確認された。 
逆相抗体アレイを用いたリン酸化プロファイリングにより、ソラフェニブのコンパニオンマーカー候補

として S6 リボゾームタンパク質(p-rpS6 S235/236)を見出した。さらに免疫染色により、ソラフェニブ不

応性の患者において、このリン酸化が昂進していることを確認した。 
  

(e) 新規タンパク質定量法の開発及びがん代謝経路解析への応用： 
ヒト全タンパク質定量システム（iMPAQT システム）を用いて、正常細胞およびがん細胞において全

ての代謝酵素の絶対定量を施行した。その結果、がん細胞に特異的な代謝ネットワークの特徴的変化が観

察された。特に解糖系の酵素である PFK-M と LDH-B はワールブルグ効果への寄与が大きく、この二つ

の酵素の上昇だけでワールブルグ効果が生じることを発見した。さらにペントースリン酸回路（核酸合成

経路に接続）や脂肪酸合成経路にも大きな変化が生じ、全体としてグルコースを ATP に変えるよりも高

分子化合物への変換を優先するように代謝ネットワークが再構築されていることが分子レベルで明らか

となった。 
 

(f) シスプラチンのコンパニオン診断マーカーとしてのアネキシン A4(ANXA4)の検討： 
シスプラチンのコンパニオン診断薬として Annexin A4 の有用性について、ANXA4 の発現抑制が in 

vitro、in vivo でプラチナ製剤感受性を高めることを明らかにし、卵巣がん組織における ANXA4 の発現

量を解析することがシスプラチンのコンパニオン診断薬となり得る事が示唆された。 
 

(g) 肺がんコンパニオンマーカーの血中測定法技術の開発： 
低侵襲な次世代コンパニオン診断法の開発に向け、肺がん患者由来の細胞からエクソソームを回収し、

プロテオーム解析を行った結果、700 種類弱のタンパク質を同定でき、その中からマーカー候補として

Claudin-4 を同定した。また、細胞膜由来の受容体として Eph receptor A2 を同定し、これらを ELISA
にてモデル動物由来の血中から測定した結果、がん組織の大きさに依存して EphA2 の量が増えることが

明らかになった。今後、肺がんの有用なマーカーとして利用されることが期待される。 
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In order to realize precision medicine, it is important to develop a companion diagnostics for selecting 
an appropriate drug. Currently, drug efficacy prediction is based on genomic mutations in a target 
molecule, but it is becoming clear that there is a limit to the prediction of efficacy by only specific gene 
mutations. In this project, we utilized a variety of proteomics techniques including phosphoproteomics to 
develop fundamental technology on companion diagnostics and identified next generation companion 
diagnostic targets as shown below. 
 
(a) Collection of clinical specimens and three-dimensional cultured cells: 

 Fresh surgical tissue specimens of colon cancer, lung cancer, kidney cancer was collected and 
patient-derived cells were established under the cooperation with our collaborator. Especially, we 
examined the various conditions to establish patient-derived cells of kidney cancer (Clear cell renal 
cell carcinoma) by the conditional programming method, and improved the establishment efficiency 
which was about 38% by the existing protocol to 69% in the improved protocol. 

 
(b) Development of large-scale phosphoproteome quantification method using various cancer cell lines: 

 Using a cation exchange microcolumn, we developed a new method for effectively separating 
phosphorylated peptides. Furthermore, combination of this peptide separation method and   
multiplex analysis enabled high sensitive and rapid proteome analysis. 

 
(c) Quantitative analysis of phosphorylation signal proteins which regulated by molecular target drug, 

Proteomics quantitative data collection of drug sensitive and resistant cells and preparation of drug 
efficacy database and development of companion markers: We classified susceptible and resistant cell 
lines into molecular targeted drugs for lung cancer, colon cancer, kidney cancer, and breast cancer cell 
line, and using the proteome development platform developed in (b), a large phosphorylation involved 
in drug response Data was acquired. As a candidate factor which distinguishes susceptibility and 
tolerance and to overcome resistance, CDK1, PLK1, FGFR2 for non small cell lung cancer and CD 10 
for EGFR mutant type lung cancer were found. I also found Src for colorectal cancer. 
 

(d) Identification and validation of companion markers using clinical specimens or three-dimensional 
cultured cells: We found CD10 as a biomarker candidate to predict efficacy of Erlotinib. It was 
confirmed that CD 10 was highly expressed in the sensitive patient-derived cells as compared with the 
cells obtained from resistant patient. Phosphorylation of S6 ribosomal protein was found as a 
companion marker candidate for sorafenib using reverse-phase protein array (RPPA) platform. 
Further immunostaining confirmed that this phosphorylation is elevated in patients with sorafenib 
refractory. 

 
(e) Development of new protein quantification method and its application to cancer metabolic pathway 

analysis: We have developed a new platform designated “in vitro proteome–assisted multiple reaction 
monitoring (MRM) for protein absolute quantification (iMPAQT). We applied iMPAQT to delineate the 
metabolic landscape of human diploid fibroblasts. Oncogenic transformation of these cells gave rise to 
relatively small but global changes in metabolic pathways that account for aerobic glycolysis 
(Warburg effect) and increased rates of macromolecule synthesis. Our results thus provide a global 
view of metabolic restructuring in cancer that underlies adaptation to a rapid growth state. 

 
(f) Study on annexin A4 (ANXA 4) as a companion diagnostic marker for cisplatin: Regarding the 

usefulness of Annexin A4 as a companion diagnostic marker for cisplatin, it was confirmed that down 
regulation of ANXA4 enhances the sensitivity of platinum preparations in vitro and in vivo. 
Expression level of ANXA4 in ovarian cancer tissue could be a companion diagnostic marker for 
cisplatin. 

 
(g) Development of blood detection method for lung cancer marker: We have examined to find biomarkers 

on exosomes, which are secreted from cancer cells. We have identified Claudin-4 protein from 700 
identified-proteins as a promising biomarker from patient-derived cancer organoid. Moreover, ephrin 
type-A receptor 2 (EphA2) was identified by proteomic analysis and EphA2 on exosomes participates 
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in angiogenesis as a ligand of the ephrin signaling pathway. These results support the development of 
novel therapeutic strategies such as blockade of remote cancer communications through exosomes. It 
is expected to be used as a useful marker for lung cancer in the future. 
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7. SOCS-1 gene therapy using adenovirus vector shows potent antitumor effect in esophageal squamous cell 
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Yamasak M，Nakajima K，Takiguchi S，Mori M，Doki Y，Naka T，第 22 回日本遺伝子細胞治療
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生貴仁，高橋佑介，藤本穣，森正樹，土岐祐一，仲哲治，日本プロテオーム学会 2016年会，2016/7/28，

国内． 

12. SOCS-1 gene therapy using adenoviral vectors for esophageal squamous cell carcinoma subcutaneous 

xenograft model mouse，ポスター，Sugase T，Takahashi T，Serada S， Fujimoto M，Tanaka K，
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20. Lipolysis-stimulated lipoprotein receptor (LSR) can be a novel therapeutic target of ovarian cancer，ポス
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34. Global pathway profiling of a novel TNIK inhibitor using RPPA. Masuda M, Uno Y, Inoue T, Sawa M, 



11 
 

Yamada T.,14TH JHUPO CONFERENCE, Tokyo, Japan, July 28-29, 2016, 国内. 

35. Therapeutics targeting the Wnt signaling pathway in colorectal cancer. Yamada T. 75TH ANNUAL 
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大腸がんの 90％が持つ遺伝子変異を標的 
幹細胞を抑制する新規化合物 

2. RIKEN RESEARCH（Winter 2016） 
New drug tackles cancer at the stem 
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