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研究成果の概要（和文）：マイクロアレイを用いたパラフィンサンプルからの遺伝子網羅的測定

は成功しなかったため real-time RT-PCR を用いた遺伝子定量に切り替え、膵臓癌治癒切除症例

81 例を対象に、術後補助化学療法として Gemcitabine 単独療法または S-1 単独療法が施行され

た症例の手術検体における mRNA 発現量と予後の関係をレトロスペクティブに検討した。その結

果、5-FU の分解酵素である DPD と葉酸代謝関連酵素である DHFR、FPGS、GGH が予後因子である

ことが見出された。 

 
研究成果の概要（英文）：We evaluated the gene expression levels associated with 
chemosentitivity in 81 pancreatic cancer patients after complete resection using 
real-time PCR. DPD, DHFR, FPGS, and GGH were found to be biomarkers of survival in those 
patients. We verified the function of those genes in vitro experiments. 
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１． 研究開始当初の背景 

長い間膵癌は化学療法抵抗性であると言われ

てきたが、近年膵癌に効果があるとされる新

薬が相次いで承認された。Gemcitabine（ジェ

ムザール）は5-FUとの比較大規模第三相試験

で有意な予後の延長と患者の自覚症状の改善

を認められ現在世界的に膵臓癌に対する第一

選択薬となっており、さらにTS-1も2006年に

保険承認された。しかしいずれの薬剤に対し

ても薬剤感受性を規定する有用なバイオマー

カーはない状況であった。教室では1999年か

らは学内倫理委員会(IRB)の承認のもと、膵
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癌のみならず各種消化器癌患者の血液や切

除標本、内視鏡生検やCT下穿刺生検標本の保

存を開始し、臨床データとの相関をもとに薬

剤感受性に関与するバイオマーカーの探索

を続け多くの成果をあげてきた。膵臓癌につ

いても5-FU代謝関連遺伝子であるDPD 遺伝

子のm-RNA 発現レベルが薬剤感受性に関与

していることを明らかにし、化学療法前のDP

D発現レベルで症例を選択することにより無

効例を排除できる可能性を報告したが、治療

成績の向上のためにはより選択性の強い新

たな指標が必要であった。 

 
 
２．研究の目的 

GemcitabineとTS-1のそれぞれの化学療法症

例の遺伝子発現プロファイルを比較し網羅的

探索によりそれぞれの薬剤感受性予測に有用

な指標となる遺伝子群の抽出をすることを目

的としDNAマイクロアレイを用いて網羅的な

遺伝子発現解析を行う予定であった。 

 
３.研究の方法 
(1) DNA マイクロアレイによる網羅的遺伝子
解析 

我々はいままでに胃癌、大腸癌などにおい

てパラフィン包埋サンプル検体を用いてマイ

クロアレイによる遺伝子発現測定を行ってき

た。今回その方法論を膵癌においても用いた

が結果的には成功しなかった。マイクロアレ

イのために必要十分なQualityを持ったRNAの

抽出に成功しなかったことがその理由である

。原因の推察として、膵臓癌の検体は繊維質

に富み、癌細胞が集合して存在せず繊維の中

にばらばらに存在するため、十分量の細胞数

が採取できなかった。また他癌腫に比べ疾患

の頻度が少ないため、症例数を確保するため

に、比較的古いサンプルまで検討に加えたが

、古いサンプルではRNAの変性の度合いが強く

、比較的長鎖のRNAを必要とするマイクロアレ

イでは質のよいRNAを抽出できなかったこと

も原因と考えられる。そのため方針を変更し

Real-time RT-PCRを用いた遺伝子発現測定を

行うこととした。 

(2) Real-time PCRによる遺伝子発現測定 
この方法では比較的少量の、変性の進ん

だRNAからでも測定が可能であった。測定遺伝

子は抗癌剤Gemcitabineの感受性に関連する

といわれる遺伝子、フッカピリミジン系薬剤

関連遺伝子、葉酸関連遺伝子を10種類選択し

た。膵臓癌の手術検体のパラフィン包埋サン

プルからFFPE RNA Extraction Kitを用いて

t-RNAを抽出し、逆転写反応を用いてｃDNAに

変換。Taqman PCR（ABI 7900）を用いて遺

伝子発現量を定量した。内部標準遺伝子には

GAPDHを用いた。 

 
４.研究成果 

これまで我々は膵臓癌治癒切除症例 81 例

を対象に、術後補助化学療法として

Gemcitabine 単独療法または S-1 単独療法が

施行された症例の手術検体における mRNA 発

現量と予後の関係をレトロスペクティブに

検討した。その結果、5-FU の分解酵素である

DPD と葉酸代謝関連酵素である DHFR、FPGS、

GGH が予後因子であることが見出された。さ

らに、S-1 が術後補助化学療法として実施さ

れた症例においては GGHが高い症例で予後不

良であった。GGH は FPGS によってグルタメー

ト化されたグルタミン酸の切断を行う酵素

であり、GGH が高い細胞においては葉酸が細

胞外に排泄されやすくなる。よって、膵臓癌

症例においても Leucovorin(LV)を付加する

ことにより 5-FU の効果増強作用が期待され、

新たな治療法としての可能性が見出された。 

そこで我々は、葉酸併用による抗腫瘍効果へ

の影響を検討するために、膵臓癌細胞株

（PANC-1、MIA-Paca2）を用いて薬剤感受性

試験を施行した。その結果、 MIA-Paca2 にお

いて 5-FU に LV を併用することにより抗腫瘍

効果が 4.9 倍増強することが確認された。さ

らに、これら 2種類の細胞株について葉酸代

謝関連酵素および 5-FU 代謝関連酵素の mRNA

発現量を測定した結果、FPGS および DPD の発

現量は高く、一方 GGH の発現量は低い傾向が



 

 

示された。よって膵臓癌の細胞内では葉酸量

が低く、5-FU も分解されやすい可能性が示唆

された。 

以上の結果から、膵臓癌では DPD 作用の抑制

および 5-FU へ葉酸を併用する化学療法が抗

腫瘍効果増強作用に重要である可能性が in 

vitro の実験により示された。 

 

 
Fig.1 
Kaplan-Meier plot for overall survival of 
adjuvant chemotherapy 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
Fig.2 
Kaplan-Meier plot for overall survival of 
adjuvant chemotherapy according to DPD 
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