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II. 成果の概要（総括研究報告） 
 
和文 
悪性脳腫瘍は、脳機能温存の観点から手術による完全摘出が困難であり、外科的根治療法の

限界がある。さらに現状の化学療法では、アルキル化剤テモゾロミドが第一選択薬として使用され

るが、治療効果に個人差が大きい。一方で、個別化治療へ期待が集まる分子標的薬は、薬物毎に

特定のがん種及び進行ステージに適応が限られており、本来の治療ポテンシャルを活かせていな

い。そこで、従来の遺伝子変異診断に加え、「機能と相関するタンパク質の絶対定量情報に基づく

コンパニオン診断技術」を軸とした、がん分子標的薬選択基準の構築と実証が急務である。 

そこで本研究は、質量分析装置を用いた標的タンパク質の高感度絶対定量法(Quantitative 

targeted absolute proteomics, QTAP)によって決定される発現量プロファイルを基盤として、膠芽腫

(glioblastoma multiform, GBM)を中心とする悪性脳腫瘍の、分子標的療法に関する臨床特性の分

子基盤を解明することを目的とした。GBM 手術検体及び Patient-Derived Xenograft (PDX)を用い

て、分子標的薬の標的となる増殖因子受容体及び下流シグナルタンパク質(キナーゼなど)の一斉

定量系を構築し、EGFR、PDGFR、IGFR、RET、c-kit など 14 種類の絶対発現量プロファイルを決

定した。EGFR は、ほぼ全例で検出され、発現量は最大で約 2,000 倍の個人差が存在した。EGFR

の低発現群の検体では、PDGFR など他の増殖因子受容体が高発現する傾向が示された。本結果

から、GBM 手術検体における薬効標的タンパク質 EGFR 及びその他の増殖因子受容体の絶対発

現量プロファイルに基づいて、分子標的薬適応対象の GBM 患者を 2 グループに層別化できること

が示された。一方で、活性本体であるリン酸化修飾体・非リン酸化体を区別しない EGFR の発現量

は、無増悪生存期間との間に顕著な相関性は検出されなかった。がん分子標的薬の多くはキナー

ゼ阻害剤であることから、活性本体となるリン酸化修飾体の発現プロファイルが、薬効予測因子とな

る可能性が高い。そこで、分子標的薬の薬効標的となる EGFR の複数のリン酸化部位に対する絶

対定量系を構築するとともに、GBM組織検体を用いて EGFR リン酸化修飾体の絶対発現量を決定

した。特に、EGFRキナーゼ阻害剤の阻害標的となるEGFRの自己リン酸化部位 2カ所の修飾率に

ついて、個人差を解明した。さらに、薬効標的タンパク質の発現が検出されず、治療標的候補を同

定できなかった GBM 手術検体を用いて、リン酸化タンパク質の網羅的定量プロテオミクス

(SWATH)解析を行った。パスウエイ解析から見出された細胞増殖活性化経路に着目し、GBM組織

検体のリン酸化タンパク質の定量プロファイルを構築した。腫瘍/非腫瘍部位におけるリン酸化ペプ

チドの発現量比が 4倍以上のペプチドは、細胞質画分では 7種類同定された。細胞増殖に関連す

る特定のタンパク質のリン酸化レベルがGBM腫瘍部位で上昇していることが見出されたことから、リ

ン酸化タンパク質の網羅的定量が、分子標的療法の標的同定に有用であることが示唆された。 

分子標的薬に対する感受性の異なる PDX及び glioblastoma細胞株を用いて、薬効標的となる増

殖因子受容体等のタンパク質の絶対発現量を一斉分析し、発現量プロファイルに基づく分子標的

薬の選択基準作成のための基盤を構築した。具体的には、glioblastoma 細胞株において、スニチ

ニブの細胞増殖阻害活性は、薬効標的である増殖因子受容体の絶対発現量を指標とした場合に

予測可能な傾向にあった。 EGFR 全体の発現量に対する EGFR 自己リン酸化発現割合が高い

PDX 検体では、EGFR キナーゼ阻害剤に対する感受性が高くなる傾向が示された。以上の結果か

ら、リン酸化修飾体を含めた、薬効標的タンパク質の絶対発現量プロファイルが、異なる臨床薬理

特性を有する患者群の層別化を規定する因子であることが示唆された。 
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英文 
 

Glioblastoma multiform (GBM) is the most malignant form of brain tumors. Although surgical 

resection is a first line therapy for the malignant brain tumor, the complete dissection of the tumor 

regions is difficult due to the highly invasive characteristics of tumor cells and the conservation of 

important brain region. There is an urgent need to establish the personalized medicine with the 

molecular-targeted drugs based on the molecular characteristics of GBM. Quantitative targeted 

absolute proteomics (QTAP) have enabled us to clarify the molecular basis of the functional protein 

expression by determining the individual protein expression levels, which would affect the efficacy of 

the molecular-targeted drugs. Hence, the direct quantification of the efficacy-related functional 

proteins in clinical human samples would be the most suitable approach to overcome the essential 

problems. The purposed of the present study was to apply the clinical quantitative targeted 

absolute proteomics to the molecular targeted drug therapy of malignant brain cancers. 

The absolute protein expression levels of molecular targets of molecularly targeted agents and 

their related proteins, e.g., EGFR, PDGFR, IGFR, RET, and c-kit, in the frozen GBM tissues and 

patients-derived xenografts (PDX) were determined by QTAP. There were maximal 2,000-fold 

differences in the protein levels of EGFR among the GBM tissues. The GBM tissues were able to be 

divided into the group with the high EGFR expression and low PDGFR expression and the group 

with the low EGFR expression and high PDGFR expression. These results suggest the stratification 

of the GBM patients based on the absolute protein expression levels of molecular targets of 

molecularly targeted drugs. Furthermore, the protein expression levels of total EGFR protein, 

which includes non-phosphorylated and phosphorylated forms, did not show the significant 

correlation with the clinical output. This raised the possibility that the phosphorylated protein 

expression profiles of molecular targets of molecularly targeted drugs such as tyrosine kinase 

inhibitors would be a prediction marker for the efficacy. The quantification of the phosphorylated 

proteins revealed the inter-individual differences in the phosphorylation ratio of EGFR in the GBM 

tissues. Furthermore, a combination of HAMMOC-based concentration of phosphorylated peptides 

and comprehensive quantitative proteomics (SWATH method) enabled us to identify the 

upregulated phosphorylation of cell proliferation-related proteins using the GBM tissue which does 

not exhibit any protein expressions of the molecular targets of molecularly targeted drugs. This 

result suggests the usefulness of the profiling of phosphorylated proteins for the discovery of the 

new molecular target(s) in the GBM tissues. The selection criteria of molecular targeted drugs was 

determined based on the profiling of the protein expression levels in the PDXs and glioblastoma cell 

lines with the different susceptibility for the molecular targeted drugs. This analysis showed that the 

inhibition activity of sunitinib in the glioblastoma cell proliferation tended to be predicted based on 

the protein expression profile as markers and the phosphorylation ratio of EGFR tended to be 

sensitive to an EGFR kinase inhibitor. These lines of evidence could establish the concept that the 

profile of the protein expression levels in the GBM tissues is a determinant factor of the 

personalized molecular-targeted therapy for GBM.  
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