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研究要旨 

抗 EGFR チロシンキナーゼ抗体薬は大腸がんなどの治療薬として用いられている。抗

EGFR 抗体薬の効果予測は、KRAS 遺伝子変異検査によって行われるが、適応患者（KRAS

遺伝子変異無し）と診断されても、依然として 30～40%程度の奏功率である。KRAS 遺伝

子変異以外で、抗 EGFR 抗体薬に対する耐性化が生じるメカニズムとしては、EGFR シグ

ナル関連キナーゼの恒常的活性化などが挙げられる。したがって、EGFR 関連キナーゼの

活性測定は、抗 EGFR 抗体薬効果予測法の改善策となりうる。本研究の目的は、EGFR 関

連キナーゼの活性化状態を、質量解析計を用いて、包括的に解析する技術を開発すること

であり、キナーゼ活性測定が、抗 EGFR 抗体薬の効果予測診断法となりうるのかを検証す

ることである。前年度は、三連四重極型質量解析計を用いた SRM 法で、キナーゼ活性測定

するための基盤技術開発を進めた。本年度は、その測定法のプロトタイプを完成させた。

さらに、抗 EGFR 抗体薬に対し異なる感受性を示す大腸癌細胞株の、キナーゼ活性プロフ

ァイルを調べた結果、包括的キナーゼ活性測定が抗 EGFR 抗体薬の効果予測に有効である

可能性が示唆された。また、前年度から本年度にかけて、合計 152 検体の大腸癌手術標本

を収集した。これらの成果および検体を用いれば、今後、キナーゼ活性測定による抗 EGFR

抗体薬効果予測法の有用性を検証することが可能である。 

 

その他研究分担者（大腸癌手術標本の収集） 

松原久裕：千葉大学大学院 教授 

星野 敢：千葉大学医学部附属病院 助教 

 

 

A. 研究目的 

抗 EGFR チロシンキナーゼ抗体薬は大腸がんなどのがん治療薬として用いられている。

抗 EGFR 抗体薬の効果予測は、EGFR シグナル伝達機構の下流分子 KRAS の遺伝子変異検
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査で行われている。KRAS 遺伝子野生型の患者が投薬適応になるが、適応となったとして

も依然として 30～40%程度の奏功率である。抗 EGFR 抗体薬は比較的副作用が少ないとさ

れるが、費用が高額であり、不適切な投薬は患者にとっての不利益となる。 

KRAS 遺伝子変異以外で、抗 EGFR 抗体薬に対する耐性化が生じるメカニズムとしては、

EGFR シグナルに関連するキナーゼの恒常的活性化が挙げられる。EGFR シグナル伝達機

構の下流に位置するキナーゼや、EGFR シグナル伝達機構を代替するキナーゼが、抗 EGFR

抗体薬の耐性化に関わる。KRAS 遺伝子変異が抗 EGFR 抗体薬耐性を引き起こすメカニズ

ムも、下流の BRAF キナーゼや Akt キナーゼを活性化することによる。したがって、大腸

癌組織においてどのようなキナーゼが活性化状態にあるのかを、包括的に解析することが

できれば、精度の高い抗 EGFR 抗体薬の効果予測が可能になると期待される。 

多くのキナーゼの酵素活性は高次構造レベルで制御されており、その高次構造は活性化

ループのリン酸化修飾によって制御されている。そのため、活性化ループのリン酸化修飾

はキナーゼの活性化状態を知るためのサロゲートマーカーとなる。 

本研究の目的は、三連四重極型質量解析計を用いた SRM 法で、キナーゼ活性化指標リン

酸化修飾レベルを包括的に解析する技術を開発することであり、その技術を用いて、包括

的キナーゼ活性測定が、抗 EGFR 抗体薬の効果予測診断に応用可能かどうかを検証するこ

とである。 

 

B. 研究方法 

＜LC-MS/MS測定＞ 

SRM測定 

SRM法はショットガンプロテオミクス法とは異なり、特定の標的ペプチドを選択的に検

出・定量する技術である。SRM法では標的ペプチドを選択し（第一チャネル）、それをフ

ラグメント化した後に、さらに特定のフラグメントを選択的に検出する（第二チャネル）。

２段階のフィルター（チャネル）をかけることで、標的ペプチドを特異的に検出・定量す

る。したがって、SRM測定を行うためには、標的ペプチド毎にチャネルを設定する必要が

ある。 

標的ペプチドをフラグメント化すると、数多くのフラグメントイオンが生じる。第二チ

ャネルとして選択するフラグメントの種類によって、検出できる感度・特異度が異なるた

め、最適なフラグメントを選択する必要がある。最適なチャネル設定は、合成ペプチドを

実測することで行った。 

解析サンプルはタンパク質溶液をトリプシン消化することで作成し、必要に応じて、リ

ン酸化ペプチド濃縮などの処理を行った。リン酸化ペプチドの濃縮はImmobilized 

metal-ion affinity chromatography（IMAC）法（Narumi et al., 2012, J Proteome Res, 11, 

5311-5322）で行った。解析に用いた質量解析計は三連四重極型（TSQ-Vantage, Thermo 

Scientific社）である。 
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ショットガンプロテオミクス 

 ショットガンプロテオミクスは、測定可能な全てのペプチドを、液体クロマトグラフィ

ー（LC）で分離しながら、順次同定（定量）する手法である。タンパク質溶液をトリプシ

ン消化した後に、リニアイオントラップ型質量解析計（LTQ-Orbitrap XLまたは

LTQ-Orbitrap Velos、Thermo Scientific社）もしくは四重極型質量解析計（Q-Exactive, 

Thermo Scientific社）で解析した。 

安定同位体標識リジン、アルギニンを用いた定量法 

 安定同位体標識したアミノ酸を含むペプチドは、非標識のペプチドとは質量が異なる。

そのため、質量解析計は安定同位体標識したペプチドと、していないペプチドを区別して

測定することが可能であり、それらの存在量（イオン強度の積算値）を相対定量すること

ができる。 

 安定同位体標識したリジン、アルギニンを含む培地で細胞培養した場合は、細胞内の全

てのタンパク質を安定同位体標識することができる。安定同位体標識したリジン、アルギ

ニンを使って、ペプチド合成すれば、安定同位体標識ペプチドを作ることができる。 

手術標本のiTRAQ解析 

 手術標本の定量的大規模リン酸化プロテオーム解析はiTRAQ試薬を用いて行った

（Narumi et al., 2012, J Proteome Res, 11, 5311-5322）。凍結組織標本を粉末状に破砕

し、Phase Transfer Surfactants（PTS）法（Masuda et al., 2008, J. Proteome Res, 7, 

731-740）で、タンパク質抽出とトリプシン消化を行った。その後、IMAC法でリン酸化ペ

プチドを濃縮し、iTRAQ試薬でリン酸化ペプチドを標識した。iTRAQ標識したサンプルは

強陽イオン交換クロマトグラフィーで30各分程度に分画し、LTQ-Orbitrap XLを用いて解

析した。 

iTRAQ（4 plex）法では一度に４検体を比較定量することができるが、４検体中の1検体

を共通の標準サンプルとすることで、実質的には、検体数の制限無く比較定量解析するこ

とが可能である。大腸癌組織およびその周辺非癌部組織、大腸ポリープ（大腸良性腫瘍組

織）をそれぞれ6検体ずつ解析し、2000～3000種類程度のリン酸化修飾を定量し、検体間

で比較した。定量値は標準サンプルを1とした、相対値で算出した。 

＜活性型キナーゼのアフィニティー精製＞ 

 活性型キナーゼのアフィニティー精製は、キナーゼの活性化ループ領域のリン酸化修飾

に対する抗体を用いて行った。前年度までにアフィニティー精製に使用可能な抗体を24種

類選別している。 

 アフィニティー精製は変性条件下で行った。細胞や組織のタンパク質抽出物を変性バッ

ファー中で（0.3% SDS、1 mM DTT、1% NP-40を含むPBS）煮沸し、キナーゼの立体構

造を破壊した。その後、SDSを３倍希釈してから、プロテテインG-磁気ビーズなどを用い

て、アフィニティー精製を行った。 
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＜大腸癌培養細胞株のキナーゼ活性プロファイリング＞ 

 大腸癌培養細胞を抗EGFR抗体薬に対する感受性で分類し、数十種類のキナーゼの活性

化状態を調べた。 

抗EGFR抗体薬に対する感受性はWST-8試薬を用いた細胞増殖試験で行った。各細胞株

を2000-6000個96穴プレートに撒き、0、0.5、5、50 g/mlのセツキシマブを添加し、コ

ントロール（0 g/ml）の増殖を1とした時の増殖抑制率を計算した。耐性株に関しては、

KRAS G12V変異型、BRAF V600E変異型、それ以外に細分類した。 

キナーゼの活性化状態は、各種キナーゼの活性化指標リン酸化修飾に対する抗体を用い

たウエスタンブロット法で行った。 

＜大腸癌外科的切除標本の収集および倫理面への配慮＞ 

 千葉大学医学部附属病院食道胃腸外科を受診する者のうち、大腸がんと診断された者の

外科的切除標本を収集した。研究全般にあたり、平成 17 年４月１日施行の「ヒトゲノム・

遺伝子解析研究に関する倫理指針」を尊守した。プロトコルは千葉大学大学院医学研究院

生命倫理審査委員会で承認されたもの（課題名：消化管腫瘍における遺伝子・蛋白動態解

析研究）を用いた。詳細は松原久裕、星野敢の分担研究報告書に記載した。 

 大腸癌手術切除標本をプロテオーム解析するにあたっては、独立行政法人医薬基盤研究

所プロテオームリサーチセンター研究倫理審査委員会から承認されたプロトコルに従った

（課題名：プロテオーム技術を用いた消化器癌、乳癌のバイオマーカー探索研究）。 

 

C. 研究結果 

＜キナーゼ活性化レベル測定技術の開発＞ 

LC-MS/MSを使った、包括的キナーゼ活性化レベル測定法のプロトタイプを２つ完成さ

せた。１つはハイスループット性を重視した方法であり、もう一方は感度などを重視した

方法である。 

方法１ キナーゼ活性化指標リン酸化修飾の SRM 測定 

 方法 1 はハイスループット性を重視した測定法であり、キナーゼの活性化指標リン酸化

修飾を質量解析計で検出し、定量する。キナーゼをトリプシンで消化した後に、活性化指

標リン酸化修飾を含むリン酸化ペプチドを、三連四重極型質量解析計を用いた SRM 法で定

量する（図 1）。本法は、リン酸化抗体を必要としない点で独創的な手法である。 

始めに、我々は、各種キナーゼの活性化指標リン酸化修飾が LC-MS/MS で検出できるの

かどうかを確認した。我々がこれまでに行った大規模リン酸化プロテオーム解析のデータ

と、200 種類以上の活性型リコンビナントキナーゼを LC-MS/MS 解析した結果を検索した

ところ、185 種のキナーゼの活性化指標リン酸化修飾が LC-MS/MS で検出できることが明

らかとなった。 

そこで、LC-MS/MS で検出可能な活性化指標リン酸化修飾のうち、41 種を選び SRM チ
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ャネルを設定した。また、活性化ループ領域以外のいくつかのリン酸化についても、キナ

ーゼ活性の制御に関わるものを選び SRM チャネルを設定した（32 種のキナーゼ、42 種の

リン酸化サイト）。合計 60 種のキナーゼについて、活性化レベル測定用の SRM チャネルを

設定した。チャネル設定は、各ペプチドの MS および MS/MS スペクトルに基づいて行っ

た。さらに、全ての標的について、定量を可能にするために、安定同位体標識した内部標

準ペプチドを作成した。 

次に、大腸癌培養細胞の細胞抽出液を使い、キナーゼ活性化指標リン酸化修飾を SRM 法

で検出・定量することを試みた。細胞抽出液をトリプシン消化した後、IMAC 法でリン酸

化ペプチドを濃縮し、SRM 測定を行った。その結果、EGFR、c-RAF、CDK1/2、KIT、

PDPK1、FGFR1、AMPK、GSK3A、RSK1、FYN、MARK2 などの活性化指標リン酸化

修飾を測定することができた（図 2）。しかしながら、感度がまだ十分ではなかったため、

現在は、本測定法の高感度化を目的に、測定条件を最適化している。ATP プローブを用い

たキナーゼ濃縮法なども、測定の高感度化に有効と考え検討している。 

方法２．活性型キナーゼのアフィニティー精製と SRM を組み合わせた測定法 

 方法 2 では、活性化ループ領域のリン酸化に対する抗体を用いて、活性型キナーゼをア

フィニティー精製し、精製した活性型キナーゼの量を SRM 法で定量する（図 3）。前年度

には、アフィニティー精製に用いることのできる活性型キナーゼ抗体を 24種類選定した（図

4）。方法 2 は、活性型キナーゼを濃縮するため、方法 1 よりも高感度である。一方で、リ

ン酸化抗体を必要とする点は方法 1 と比べた時にデメリットとなる。 

本年度は、アフィニティー精製した活性型キナーゼを LC-MS/MS で定量する一連の技術

を確立した。活性型キナーゼをアフィニティー精製し、トリプシン消化した後に、

LC-MS/MS で定量する。 

活性型 Erk 抗体と活性型 Mek 抗体を用いて LC-MS/MS 解析した例では、Erk ファミリ

ーの 3 種 Erk1, Erk2, Erk7 および Mek ファミリーの 2 種 Mek1, Mek2 の定量が可能であ

った。それぞれのサブファミリー間で活性化ループのアミノ酸配列が保存されているため、

一つの抗体で複数のサブファミリーを精製し、それぞれ別個に定量することができた。セ

ツキシマブ処理した DLD1 大腸癌細胞と、非処理の細胞を解析したところ、セツキシマブ

処理による、Erk1, Erk2, Erk7, Mek1, Mek2 の活性低下を確認することができた（図 5A）。

LC-MS/MS での定量結果は、活性型キナーゼ抗体を用いたウエスタンブロット法での定量

結果と一致した（図 5B）。 

活性型 TAOK 抗体を用いた LC-MS/MS 解析では、TAOK1, TAOK2, TAOK3, PDPK1, 

SLK, STK10 の活性化レベルを一度に定量することができた（図 6A）。これらキナーゼの

活性型フォームの量は、セツキシマブ処理による変動を示さなかった。この結果は、活性

型 TAOK 抗体を用いたウエスタンブロットの結果と一致した。LC-MS/MS の結果同様に、

TAOK、PDPK1 と推測される位置のウエスタンブロットのバンドは、セツキシマブ処理に

よる変動を示さなかった（図 6B）。これらキナーゼの、活性化ループ領域のアミノ酸配列
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（リン酸化サイト周辺）は、pS-F-V-G-T あるいは pS-F-I-G-T で共通していた（図 6A）。

これらの結果から、同一の活性型キナーゼ抗体で認識されるキナーゼであれば、異なるフ

ァミリーでも、LC-MS/MS で同時に定量できることが示された。 

 アミノ酸配列情報から考えると、24 種の活性型キナーゼ抗体を一度に用いた精製を行え

ば、40~50 種類以上のキナーゼの活性化レベルを、LC-MS/MS で一度に定量することがで

きると思われる。 

＜キナーゼ活性測定による抗 EGFR 抗体薬効果予測に向けた基礎検討＞ 

 キナーゼの活性化状態を調べることで、抗 EGFR 抗体薬の効果予測が可能なのかどうか

を明らかにするために、基礎的な検討を行った。 

検討１ 抗 EGFR 抗体薬感受性および耐性大腸癌培養細胞株のキナーゼ活性プロファイリン

グ 

 大腸癌培養細胞株 24 種類を、セツキシマブ感受性株と耐性株に分類した（図 7）。耐性株

については、KRAS G12V 遺伝子変異と BRAF V600E 遺伝子変異の有無で細分類した。

KRAS と BRAF のその他の遺伝子変異、PI3K H1047R 遺伝子変異については、耐性化と

の関連性が特に見られなかったため、細分類時には考慮しなかった。 

 セツキシマブ感受性株 5 種、耐性株 13 種（KRAS、BRAF 両野生型、5 種； KRAS G12V

型、3 種； BRAF V600E 型、5 種）からそれぞれタンパク質を抽出し、約 30 種の活性型

キナーゼ抗体でウエスタンブロット解析を行った。 

BRAF V600E 型細胞では、Mek の明らかに高い活性化が認められ、その他の耐性株の一

部でも Mek の高い活性化が認められた（図 8）。活性型 Erk 抗体のウエスタンブロットで

は上下２本のバンドが検出されたが、上側のバンドの増強が耐性株で見られた（図 8）。こ

れらの結果は、Mek、Erk の活性化状態が抗 EGFR 抗体薬の無効群予測に有用である可能

性を示唆している。一方で、感受性株では、PDPK1 の活性化と、Src の活性低下が検出さ

れた（図 8）。 

以上のことから、抗 EGFR 抗体薬耐性株と感受性株ではキナーゼの活性化状態が異なっ

ていることが示唆された。したがって、キナーゼの活性化状態を包括的に調べることは、

抗 EGFR 抗体薬の効果予測に有用であると考えられる。 

検討２ 大腸癌手術標本のリン酸化プロテオーム解析 

 抗 EGFR 抗体薬効果予測診断には、大腸癌手術標本が検体として用いられる。しかし、

術前、術中、術後の様々な条件が、組織検体のタンパク質リン酸化にどのような影響を与

えるのか、という点がまだ明らかでない。そこで、先ずは、いくつかの手術標本の定量的

リン酸化プロテオーム解析を行い、上記問題点について考察した。 

無作為に選んだステージ２の大腸癌手術標本（癌部および周辺非癌部組織：同一患者）

および大腸ポリープ組織（別患者）を、それぞれ６検体ずつ定量的大規模リン酸化プロテ

オーム手法で解析した。その結果、2000～3000 種類のリン酸化修飾の定量値が得られた。
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各組織の全体的なリン酸化修飾レベルを把握するために、リン酸化ペプチドの定量値分布

を組織間で比較した。中央値やばらつきを比較したところ、非癌部組織とポリープでは、

タンパク質の全体的なリン酸化状態に大きな変動は無いと考えられた（図 9）。一方で、癌

組織では、検体間で、全体的なリン酸化状態が比較的大きく変動している事が示唆された

（図 9）。 

現在のところ、癌組織におけるリン酸化変動の原因は不明である。今回用いた癌組織と

非癌部組織は、同一の患者から摘出され、同一の条件で保存されたものである。したがっ

て、癌組織における大きなリン酸化変動は、検体の保存条件などの単純な差異によるもの

ではないと推測される。この癌組織におけるリン酸化修飾変動の原因を理解することは、

今後、癌組織のキナーゼ活性化指標リン酸化修飾を解析するうえで重要である。 

＜大腸癌外科的切除標本の収集＞ （松原、星野が担当） 

 本年度は、約一年間で８２症例の大腸癌手術標本（癌部および周辺非癌部組織）を収集

した。そのうちの、２３検体は摘出後１時間以内に凍結保存したものである。抗EGFR抗

体薬であるセツキシマブもしくはパニツムマブが投与された症例は３例であった。昨年度

に収集した７０検体と合わせると、２年間で収集した検体数は１５２となった。そのうち、

切除後１時間以内に凍結保存したものは６１検体であり、抗EGFR抗体薬投薬症例は９例

であった。これらの検体を使って、今後、キナーゼ活性測定による抗EGFR抗体薬効果予

測法の有効性を検証する。 

D. 考察 

 本研究により、キナーゼの活性化状態を LC-MS/MS で測定する技術のプロトタイプが完成

した。大腸癌細胞では、抗 EGFR 抗体薬感受性株と耐性株でキナーゼ活性プロファイルが異

なっていたことから、LC-MS/MS を使った包括的キナーゼ活性測定が抗 EGFR 抗体薬の効果予

測法として有効である可能性が示唆された。 

 キナーゼ活性は in vitro kinase 解析で測定することができるが煩雑であり、簡便には

活性化ループのリン酸化レベルで推測される。一般に、活性化ループのリン酸化レベルは、

リン酸化抗体を用いた免疫学的手法で測定されているが、我々はその検出法として

LC-MS/MS を用いた手法を新たに提唱した。本研究では、キナーゼの活性化指標リン酸化修

飾が LC-MS/MS で測定できることを、リコンビナントキナーゼを使った解析から明らかにし

た。また、いくつかのキナーゼについては、内在性レベルでも検出できることを証明した。

現時点ではまだ感度が十分ではなく、全てのキナーゼの活性化状態を内在性レベルで測定

できるとは言えない。感度の改善を目的に、質量解析時の LC 条件（1 m 長分析カラムの使

用など）やキナーゼ濃縮法（ATP プローブなど）を含めた前分画法を現在検討中である。 

 一方で、活性型キナーゼのアフィニティー精製と LC-MS/MS を使ったキナーゼ活性測定法

（方法２）は、リン酸化抗体が必要という点では既存の免疫学的手法と比べたメリットは

無い。しかし、ウエスタンブロットや ELISA では区別することのできない類似性の高いキ
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ナーゼに関しても、容易に区別して活性測定できる点が LC-MS/MS を用いるメリットの一つ

である。我々は、活性型 Erk1/2/7、Mek1/2、あるいは TAOK1/2/3 の活性化レベルをサブフ

ァミリーごとに測定することに成功した。また、本方法は比較的感度が良い。活性型キナ

ーゼを濃縮することが、測定の高感度化に寄与しており、数十 g 相当の細胞抽出溶液の解

析で活性型キナーゼを定量することができている。理論上は、一度に複数の抗体を用いて

アフィニティー精製を行えば、一度にたくさんのキナーゼの活性化状態を測定することが

できるため、ハイスループット性も悪くは無い。現在は複数の抗体を同時に用いたアフィ

ニティー精製法の最適化を進めている。 

抗 EGFR 抗体薬感受性および耐性大腸癌細胞株のキナーゼ活性プロファイルにより、い

くつかのキナーゼの活性化状態が感受性・耐性と相関することが示唆された。最も顕著な

例は、Mek1/2 の活性化についてであり、BRAF V600E 遺伝子変異型（恒常活性型）の耐

性株では Mek1/2 の明らかな活性化が示された。この結果は、EGFR シグナル伝達経路に

おいて、BRAF が Mek1/2 の直上に位置する分子であることと合致する。感受性株では、

PDPK1 の活性化レベルが高く、Src の活性化レベルが低かった。PDPK1 と抗 EGFR 抗体

薬耐性との関係は不明であるが、Src 活性に関しては抗 EGFR 抗体薬の耐性化に寄与して

いると報告されている。これらの結果は、キナーゼ活性を調べれば、分子メカニズムに基

づいて、大腸癌細胞を抗 EGFR 抗体薬感受性株、耐性株に選別できることを示唆している。

LC-MS/MS を使ったキナーゼ活性測定法で、さらに多くの種類のキナーゼについて活性プ

ロファイルを調べることができるようになれば、より正確な効果予測が可能になると考え

ている。 

臨床的に、抗 EGFR 抗体薬効果予測診断を行う場合、考えられる検体は手術標本である。

本研究で行った手術標本の大規模リン酸化プロテオーム解析の結果は、癌組織において、

タンパク質の全体的なリン酸化状態が、検体間で大きくばらついていることを示唆してい

た。これは、個々のキナーゼや個々のホスファターゼの活性変動に起因するとは考えにく

く、より大きな、生理的あるいは物理的事象が癌組織で生じていることを示唆している。

この解析で用いた検体は厳密な保存条件管理がなされていないため、保存条件が癌組織の

リン酸化に影響を与えている事も考えられる。しかし、癌組織と非癌部組織が同一患者の

同一組織からセットで採取したものであることを考えると、保存条件が本質的な原因とは

考えにくい。前年度と本年度で集めた手術標本は、外科的切除後から凍結保存までの時間

が管理（記録）されているので、検体保存の影響に関しては、今後、それらの検体を用い

て検討したい。近年では、外科的に摘出した癌組織（癌細胞）を、比較的高い成功率で培

養する技術（癌細胞初代スフェロイド、CTOS）が開発されている。CTOS のような初代培

養を検体とすれば、安定したキナーゼ活性解析が可能になるかもしれない。 

近年では、EGFR に限らず、多くのキナーゼががん治療薬の標的候補になっている。今

後、使用可能なキナーゼ標的薬が増えてくれば、がん薬物療法のオーダーメイド化が進む

と期待できる。そのオーダーメイド医療で重要となるのが、患者の層別化であり、コンパ
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ニオン診断である。癌細胞内のキナーゼ活性の状態で、適切な分子標的薬が選択できると

するならば、LC-MS/MS を用いたキナーゼ活性測定法が薬剤選択手段になるのではないか

と期待している。 

抗 EGFR 抗体薬の耐性化メカニズムとしては、KRAS、BRAF、NRAS、PI3K などの遺

伝子変異が報告されているが、依然として不明な点が多い。LC-MS/MS を用いた包括的な

キナーゼ活性測定は、抗 EGFR 抗体薬の耐性化に関わるキナーゼの探索、抗 EGFR 抗体薬

耐性化の分子メカニズム解明においても有用なツールになると考えている。さらに、包括

的キナーゼ活性解析は、がん研究だけでなく様々な疾患の研究で応用可能であると期待し

ている。 

E. 結論 

 抗 EGFR 抗体薬の効果予測を目的として、LC-MS/MS を用いた包括的キナーゼ活性測定法を

開発した。今後、臨床検体を用いた検証により、効果予測精度が証明されれば、全く新し

い抗 EGFR 抗体薬効果予測診断法が誕生すると考えている。 
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分担研究報告書 

 

キナーゼ活性化レベル測定 SRM 法による抗 EGFR 抗体薬効果予測法の検証に必要な臨床

検体の収集 

 

研究分担者  

松原久裕 千葉大学大学院医学研究院 教授 

星野敢 千葉大学医学部附属病院消化器外科学 助教 

 

研究要旨 

キナーゼ活性化レベル測定 SRM 法による、抗 EGFR 抗体薬効果予測法の検証に必要な臨

床検体を 82 検体収集した。 

 

 

A. 研究目的 

キナーゼ活性化レベル測定 SRM 法で、抗 EGFR 抗体薬の効果予測が可能かどうかを検

証するために必要となる臨床検体を収集した。 

 

B. 研究方法  

臨床検体の収集・保存 

千葉大学医学部附属病院食道胃腸外科を受診する者のうち、検査結果から消化管腫瘍と

診断された者の外科的切除標本を収集した。 

タンパク質の安定性やキナーゼの活性化指標リン酸化修飾を維持すること目的に、標本

は可能な限り 1～2 時間以内に凍結保存した。切除後から凍結までの間は、生理食塩水を含

ませたガーゼに包んだ状態で、低温下（4℃）で保存した。 

 

倫理面への配慮 

＜研究対象となる個人の人権の擁護＞ 

研究対象患者には、人権擁護について明確に記した文書で説明を行った。特に下記の２

点に配慮した。 

１．試料提供に同ずるか否かは対象者の自由意思であり、試料提供しない場合でも不利益

を受けない。 

２．いったん同意した場合でも不利益を受けることなく、いつでも撤回することができる。 

本研究は、平成 17 年４月１日施行の「ヒトゲノム・遺伝子解析研究に関する倫理指針」

を尊守し、千葉大学大学院医学研究院生命倫理審査委員会で承認されたプロトコル（課題
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名：消化管腫瘍における遺伝子・蛋白動態解析研究）に従って行われた。 

 

＜対象者に理解を求め同意を得る方法＞ 

 患者本人に対し文書を用いて以下の項目を説明し、自由意思に基づく文書による同意を

受けた。 

１．研究概要 

２．研究の意義・目的 

３．研究の方法 

４．費用について 

５．個人情報の保護 

６．予測される結果について、遺伝子解析結果・研究計画の開示について 

７．研究成果の公表について 

８．試料などの他の研究への利用について 

９．研究協力することによる利益と不利益 

１０． 遺伝カウンセリングについて 

１１． 問い合わせ等の連絡先 

 

＜個人情報の保護の方法＞ 

患者の個人情報が外部に洩れることのないように厳重に管理した。試料は個人情報管理

者及び分担管理者を設け、連結可能匿名化することにより研究者に患者の特定ができない

ようにした。 

 

C. 研究結果 

 約一年間の間に 82 症例の大腸癌切除標本（癌部および周辺非癌部組織）を収集した。そ

のうち、23 検体は 1 時間以内に凍結保存した。抗 EGFR 抗体薬であるセツキシマブもしく

はパニツムマブが投与された症例は 3 例であった。また、本研究においては、報告すべき

倫理的問題事象は発生しなかった。 

 

D. 結論 

 昨年度に収集した 70 検体と合わせると、2 年間で収集した検体数は 152 となった。その

うち、切除後１時間以内に凍結保存したものは 61 検体であり、抗 EGFR 抗体薬投薬症例

は 9例であった。これらの検体を用いることで、キナーゼ活性化レベル測定による、抗EGFR

抗体薬効果予測法の初期的検証を行う事ができる。 
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