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II. 成果の概要（総括研究報告） 
 

がんの本態解明のため、様々なオミクス技術を用いて遺伝子・タンパク質・代謝物など様々な物質

の動態が大規模に定量されている。我々は新たな切り口として、薬剤の直接の標的であるタンパク質

に焦点をあて、存在量ではなく、活性をプロテオーム解析することにより、細胞内でどのタンパク質

がどれくらい活性を有しているか、また薬剤の刺激により活性がどのように経時変化するかを詳細に
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調べ、インフォマティクス解析と組み合わせることで分子活性情報に基づいた次世代型創薬戦略の構

築を目指している。 

具体的には、分子標的薬の主要な標的である ATP をエネルギー源とする代謝酵素群を測定対象にし

て、分子標的薬の大きな問題である耐性獲得とその克服をメインテーマとして、耐性機構が不明であ

る同一患者由来薬剤感受性・耐性肺がん細胞株を解析することで肺がんにおける分子標的薬に対する

未同定の耐性メカニズムを明らかにし、分子標的薬に対して不応となった際の新たな治療法の開発に

つながる成果を得ることを目的とする。 

平成 28 年度は主に酵素活性プロテオミクス解析基盤の改良、肺がん細胞株の樹立及びその応用を行

った。 

○酵素活性プロテオミクス解析基盤の改良 

酵素活性プロテオミクス解析基盤の改良については、反応条件の改良とマルチプレックス技術によ

る新たな定量測定系の導入による、高感度化、迅速化を実施した。酵素活性の精確な測定には、反応

中にキナーゼ活性の初期状態をなるべく維持することが重要であるが、ATP 及び ATP probe の濃度の抑

えること、還元剤（TCEP）を添加することで試験管内でのリン酸化反応を抑制できることが確認され

た。しかし一方で、ATP 及び ATP probe の濃度の抑えることはプローブ標識量の減少を招き、感度が下

がることにより、定量対象キナーゼが減少してしまうことにつながった。そこで、酵素活性プロテオ

ミクス解析の感度向上と迅速化を目指して、10 サンプルを混合して解析を行うことでシグナル増強効

果および解析の迅速化が期待されるマルチプレックス技術（TMT 10plex）による 10 サンプル一斉比較

手法を本解析に導入し、測定感度、同定数が改善することを確認した。 

さらに酵素活性を測定するもう一つのアプローチとして、リン酸化プロテオミクスによる解析も行

い、その有効性が確認された。 

  ○肺がん細胞株の樹立及びその応用 

また肺がん臨床検体からの PDC（がん細胞株）を複数樹立することに成功し、治療前後のペアでの

樹立にも 2 ペア（4 株）で成功した。さらに一部ではその耐性機構の同定に成功し、プロテオミクスデ

ータから予測される耐性機構と一致することが確認できた。 

 

In order to elucidate the true nature of cancer, various omics technologies are used to quantify 

genes, proteins, metabolites. In this study, we focus on the activity-based proteomics, instead of 

molecular amount-based proteomics, to reveal differences in protein activity between resistant 

and sensitive cancer cells and also reveal the dynamics of protein activity by drug stimulation. 

Combining these activity data with informatics, we will try to establish a new strategy for drug 

discovery.    

 In this study, we select ATP-dependent enzymes which are major targets of molecular targeted 

drugs as an object of measurement. The purpose of our study is to elucidate the mechanism of 

resistance to molecular target drugs and to obtain evidence that leads to the development of new 

therapies for patients who are resistant to molecular targeted drugs. 
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 In FY 2016, we mainly focused on improvement of activity-based proteome analysis, 

establishment of patient-derived lung cancer cells and application of the proteomic technology to 

the established lung cancer cells. 

   Regarding the improvement of activity-based proteome analysis, we carried out optimization 

of reaction parameters and introduced multiplexing technology for peptide quantitation to gain 

the sensitivity and increase the throughput of the analysis. For accurate measurement of enzyme 

activity, it is important to maintain the initial state of kinase activity as much as possible during 

the reaction. We confirmed that in vitro phosphorylation can be inhibited by decreasing the 

concentration of ATP and ATP probes in the reaction mixture or by adding reducing agent (TCEP). 

However, intensity of labeled peptides by ATP probe was also decreased by decreasing the 

concentration of ATP and ATP probes. This leads to a decrease of the sensitivity and a decrease in 

quantitative target kinase. Therefore, in order to improve sensitivity and speed of the analysis, 

we introduced multiplexing technology (TMT 10plex) which can obtain signal enhancement effect 

by mixing 10 samples and we confirmed the improvement in measurement sensitivity and the 

number of identified kinases. 

    In addition, as another approach to measure enzyme activity, phosphoproteomics was also 

conducted and its effectiveness was confirmed. 

 We succeeded in establishing multiple PDCs from lung cancer clinical specimens including 

two pairs (4 strains) obtained from clinical specimens before and after treatment of the same 

patient. In addition, we succeeded in identifying its resistance mechanism in part, and it was 

confirmed that it agrees with the resistance mechanism predicted from proteomics data. 
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