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研究成果の概要（和文）：JMJD2Aノックダウン細胞を用いて、5-FU、cisplatin、docetaxelのIC50をWSTアッセ
イにより評価したところ、JMJD2Aノックダウン細胞のIC50はいずれも高まった。また、DCS療法を施行した29症
例を対象に、2コース終了後の腫瘍縮小率と治療前のJMJD2Aの染色スコアを比較したところ強い相関を示した。
以上の結果より、JMJD2Aはこれらの薬剤の強い感受性因子であることが示唆されるとともに、治療前の胃癌生検
組織を用いてJMJD2A発現を調べることにより、DCS療法の感受性を予測しうることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：There is no appropriate predictor of chemotherapeutic treatment for 
metastatic gastric cancer (MGC). We have selected 15 candidate predictor genes by genome-wide 
association study using gastric cancer tissues of responders and non-responders to S-1, cisplatin 
and docetaxel (DCS) therapy. Knockdown experiments of these 15 genes with siRNA revealed that JMJD2A
 is the best predictor for response to these drugs. When IC50s of 5-FU, cisplatin and docetaxel in 
gastric cancer cell line that was knocked down by siRNA were analyzed by WST assay, they were 
significantly higher than those in the control cells. Subsequently, we investigated JMJD2A 
expression in the biopsy specimens from 29 patients with MGC before treatment by 
immunohistochemistry. There was a significant correlation between immunostaining score and reduction
 rate of the tumors evaluated after 2 courses treatment with DCS therapy. Our data strongly suggest 
that JMJD2A is a promising predictor of response to these drugs in MGC. 

研究分野： 分子生物学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
（１）胃癌と DCS 療法 
我が国における死亡原因の第１位は癌で

あり、とくに胃癌、大腸癌、膵癌、食道癌な
どの消化器癌による死亡率が過半数を占め
ている。これは、世界的にも同様の傾向であ
り、消化器癌に対する有効な治療法の開発が
求められている。 
胃癌に対する化学療法は、我が国では

S-1+CDDP や S-1+docetaxel, 米 国 で は
5-FU+CDDP+docetaxel などが施行されている。
これらの治療法の奏効率は 50〜72%であるが、
その効果を予測するバイオマーカーは未だ
開発されていない。従って、28〜50%の無効
な症例に対して化学療法を施行していると
いう問題点がある。また、治療が奏効してい
る症例も、やがて耐性を獲得して無効となり
予後不良な転機をたどる。つまり、消化器癌
治療の新しいバイオマーカーの開発が必須
であり、また耐性因子を同定して耐性克服薬
を開発することが必要である。 
当教室ではこれまで、切除不能進行胃癌を

対象に S-1(5-FU 系)+CDDP+docetaxel 3 剤併
用化学療法の第 1 相試験, 2 相試験を行い 
(Bri J Cancer, 2006, Cancer Chemother 
Pharmacol, 2010) 、 stage3 症 例 に は
neoadjuvant療法の第2相試験を行い(Cancer 
Chemother Pharmacol, 2013)、その高い有効
性を報告した 。また、治療前の生検標本を
用いて、本療法の著効群と非奏効群における
全ゲノム発現プロファイリングを解析し、治
療効果を予測しうる 29 個の遺伝子を抽出し
た（図１）。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

（２）切除不能進行胃癌における JMJD2A の
発現 
申請者は予備実験として、DCS 療法を施行

した切除不能進行胃癌症例 10 例を対象に、
胃癌組織における 29個の遺伝子の mRNA 発現

を定量的リアルタイム PCR 法により確認し、
発現と腫瘍縮小率との関連性を検討した。そ
の結果、アレイ解析により感受性因子として
抽 出 さ れ た JMJD2A （ Jumonji Domain 
Containing 2A）の発現と腫瘍縮小率に有意
な相関が見られた。 
また申請者は、preliminary ながら、JMJD2A

を含む 15 遺伝子を選択し、siRNA を用いて胃
癌細胞株におけるこれらの遺伝子発現をノ
ックダウンすることで、5-FU、 CDDP、
docetaxel の感受性や耐性の変化を検討し
た。その結果、JMJD2A をノックダウンした細
胞では、野生株と比較して 5-FU に対する感
受性が明らかに低下した。このことから、
JMJD2A は 5-FU の感受性因子である可能性が
考えられる。同様に DCS 療法 における他の
薬剤（DTX,CDDP）についても検討が必要であ
る。 
以上より、DCS 療法の薬剤効果に JMJD2A 発

現が関与することが示唆された。また、
JMJD2A はヒストン脱メチル化酵素であり、ヒ
ストンの脱メチル化によりクロマチン構造
を変化させ、遺伝子発現を調節する。そのた
め、JMJD2A を介した他の遺伝子の発現を起因
とする抗癌剤感受性（耐性）の機序が存在す
る可能性も考えられる。 
 
２．研究の目的 
本研究では、進行胃癌における JMJD2A の

治療標的因子あるいは効果予測マーカーと
しての有用性を立証するために、以下の検討
を行う。 
 
（１）JMJD2A と薬剤感受性 
胃癌培養細胞株の JMJD2A ノックダウン細

胞（過剰発現細胞）を用いて薬剤耐性試験を
行い、野生株と比較して感受性（耐性）に影
響があるのかを確認する。 
 
（２）JMJD2A の発現と治療効果 
多数のDCS療法施行の胃癌症例を対象とし

た胃癌組織における JMJD2A 発現を免疫染色
法により確認し、発現と治療効果（腫瘍縮小
率など）との関連性を検討する。 
 

（３）JMJD2A の標的遺伝子の探索 
 mRNA マイクロアレイによって、JMJD2A に
より遺伝子発現が調節される標的遺伝子の
探索を行い、標的遺伝子による JMJD2A を介
した抗癌剤感受性の変化の機序を調べる。 
 
３．研究の方法 
（１）胃癌細胞株（MKN45、KATO-III、MKN74）
を用いて、JMJD2A の発現を siRNA によりノッ
クダウンし、5-FU, CDDP, docetaxel に対す
る感受性の変化を検討する。IC50 の評価には
WST assay を用いる。 
 
（２）多数例の胃癌患者における JMJD2A の
発現と薬剤の治療効果（腫瘍縮小率や無増悪



生存期間（Progression Free Survival ;PFS）
など）との関係を調べる。JMJD2A の蛋白質発
現の確認は免疫染色（LSAB 法）により行う。
評価は、染色スコア（染色強度×陽性率）を
用いる。染色強度は、強陽性が 2点、弱陽性
が 1点、陰性が 0点とした。陽性率は、染色
された細胞数を観察視野全体の細胞数で割
った値である。 
 
（３）JMJD2A プラスミドを作成する。JMJD2A
を有する pOTB7 ベクター（RIKEN）を、BamHI、
SmaI 酵素で切断し、myc-His ベクター
（Invitrogen）の BamHI、PmeI サイトに挿入
し、JMJD2A 発現プラスミドを作成した。 
 
（４）MKN45 親株細胞と JMJD2A ノックダウン
細胞を用いて mRNA マイクロアレイにより発
現に変化のある遺伝子を解析する。マイクロ
アレイは SurePrint G3 Unrestricted GE 
8X60K（Agilent）を使用した。解析は Gene 
Spring（Agilent）にて行った。  
 
４．研究成果 
（１）MKN45 親株細胞と JMJD2A ノックダウン
細胞を用いて、5-FU、cisplatin、docetaxel
のIC50をWST assayにより評価したところ、
JMJD2A ノックダウン細胞の IC50 は各々20倍、
2.4 倍、1.2 倍に高まり、3つの薬剤に対する
感受性がいずれも低下した。KATO-III および
MKN74 においても同様の結果が得られた。 
 
（２）DCS 療法を施行した 29 症例を対象に、
2 コース終了後の腫瘍縮小率と治療前の
JMJD2A の染色スコアを比較したところ強い
相関を示した（図２）。染色スコアと
（Progression Free Survival ;PFS）、組織
型、性別には相関が見られなかった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

（３）MKN45 細胞に JMJD2A 発現プラスミドを
遺伝子導入した。ウェスタンブロッティング
により、JMJD2A の高発現を確認した（図３）。
これにより、JMJD2A 過剰発現細胞における実
験を行うことが可能となった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（４）マイクロアレイ解析により、JMJD2A を 
介して遺伝子発現が調節される標的遺伝子
の探索を行い、ヒートマップを作製した（図
４）。JMJD2A のノックダウンにより多くの遺
伝子の発現が制御されることが明らかとな
った。今後は選出された標的遺伝子について
研究を行っていく。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
以上の結果より、JMJD2A はこれらの薬剤の

強い感受性因子であることが示唆されると
ともに、治療前の胃癌生検組織を用いて
JMJD2A 発現を調べることにより、DCS 療法の
感受性を予測しうることが示唆された。また、
JMJD2A はヒストン脱メチル化酵素であり、
種々の遺伝子発現を調節している。従って、
JMJD2A が直接これらの薬剤感受性に関与し

 

 



ている可能性や他の薬剤感受性遺伝子・耐性
遺伝子を介して間接的にこれらの薬剤感受
性に関与する可能性がある。 
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