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研究成果の概要（和文）：直腸癌組織の遺伝子発現により、術前化学放射線療法の効果予測を行
った。４６例をトレーニングセットとして、マイクロアレイによる遺伝子発現を RT-PCR により
検証して、最終的に４遺伝子による予測式を作成した。この予測式により 89.1%の精度で効果
予測が可能であった。次に、独立した１６例をテストセットとして、予測式の検証を行った結
果、81.3%の精度で照射効果が予測可能であった。 
 
研究成果の概要（英文）：Based on the gene expression of rectal cancer, we aimed to build 

a predictive model for response to chemoradiotherapy. Using 46 samples as a training set, 

we examined gene expression by microarray and RT-PCR. We finally selected 4 genes that 

were used for predictive model. The accuracy rate of prediction was 89.1% among a training 

set. In an independent test set of 16 samples, we validated the accuracy of a predictive 

model and the accuracy rate of the predictive model was 81.3%.   
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１．研究開始当初の背景 

 現在、進行直腸癌に対する主たる治療法は
手術療法である。直腸癌の手術単独治療によ
る術後の局所再発率は 11-28%で、結腸癌
（3%）より高い傾向にある。この局所再発を
来す主な原因として側方リンパ節へのリン
パ節転移が考えられており、本邦では、局所
再発率を低下させる目的で、側方リンパ節の
郭清が行われている。しかし、側方リンパ節

郭清を行った場合には、術中に骨盤内の自律
神経および自律神経叢を損傷するために、高
率に術後の排尿障害、性機能障害（射精機能、
勃起機能）が認められる。そこで、我々はこ
れまでに術前放射線治療を併用することで、
局所再発率を高めることなく、側方リンパ節
郭清を省略することができることを示して
きた (Watanabe. Surgery. 132, 2002)。すな
わち、側方リンパ節郭清と術前放射線療法は
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同等の効果があり、術前放射線療法により側
方リンパ節郭清を省略することにより、側方
郭清により生ずる術後の排尿障害、性機能障
害を回避しＱＯＬを向上できることを示し
てきた。ところが、放射線療法の問題点とし
ては、照射効果が症例により異なる点があり、
照射効果が大きい症例は全体の 33-40%程度
と報告されている。また、最近放射線療法に
5-FU 系抗癌剤を併用投与する化学放射線療
法が放射線単独療法よりも効果が高いこと
が報告されているが、それでも照射効果が大
きい症例は全体の 40%-60%程度とされてい
る。そこで、抗癌剤を併用した術前化学放射
線療法をより効率的に行うために、臨床的に
実用可能な数遺伝子の遺伝子発現解析によ
り照射効果の大きい症例を、実際に照射を行
う前に選別すること重要と考えられている。 

 直腸癌に対する術前放射線療法の感受性
予測に関しては、すでにこれまでにも積極的
に検討されてきている。しかし、これらの報
告は主に免疫染色を用いた検討で、照射効果
の予測率は低く、実際に臨床的に応用できる
選別マーカーは現在まで同定されていない。 

また、ＤＮＡマイクロアレイを用いた照射効
効果予測に関する報告は未だに極めて少な
く、現在まで世界で四編の論文が発表されて
いるのみである。そのうちの一編は我々が行
った放射線単独療法の効果予測を行ったも
のであり、これは放射線単独療法の効果予測
としては世界最初の報告である(Cancer Res 

66(7), 2006)。我々はこの検討で、82.4%から
88.6%の精度で放射線単独療法の効果を予測
できることを明らかにした。しかし、これは
放射線単独療法の予測を行ったものであり、
本研究は、より効果が高いとされる抗癌剤を
併用した化学放射線療法での効果予測を行
うものである。また、我々の報告を含めて、
現在まで発表されているこれらの検討では、
ＤＮＡマイクロアレイのみによる遺伝子発
現の解析により予測を行っているため、定量
性に問題がある点が指摘されている。さらに、
予測を行うために必要な遺伝子数が多く（３
３個—９０遺伝子）実際の臨床現場で実用化
するには時間的、経済的観点から困難といわ
ざるを得ない。そこで、本研究ではその遺伝
子発現の定量性を検証するために、半定量的
ＲＴ−ＰＣＲ法を用いて遺伝子発現を検証し、
さらに予測を行うために最も必要な遺伝子
を数個まで絞り込もうとする研究である。こ
れまでに悪性リンパ腫や乳癌などで、マイク
ロアレイ、半定量的ＲＴ−ＰＣＲ法により数
個の遺伝子発現により抗癌剤効果を予測し
た検討はあるが、直腸癌に対して化学放射線
療法の効果予測をマイクロアレイ、および半
定量的ＲＴ−ＰＣＲ法により、数遺伝子での
予測を行う報告は皆無であり、本研究で効果
予測が可能となれば世界最初の報告となる。

また数遺伝子で予測を行うため、臨床応用の
可能性が高く、予測キット作成の開発にも直
結し、さらに今後直腸癌の化学放射線療法の
有効性を高めるための新たな併用薬の開発
に直結するものである。 

 本研究で、術前化学放射線療法の効果予測
が可能となれば、効果が期待できない症例に
対しては、他の modality を考慮するなど、
直腸癌症例全体により有効な治療を行い、術
後局所再発率の低下、排尿・性機能の温存、
さらには術後の予後の向上が期待できる。 

 

２．研究の目的 

  本研究では、直腸癌生検組織における約
54,000 の遺伝子および transcript の発現を
ＤＮＡマイクロアレイによる網羅的解析、な
らびに Low Density Array (ＬＤＡ)を用いた
半定量的ＲＴ−ＰＣＲによる検証を行うこと
により、臨床的応用の可能な数遺伝子による
直腸癌に対する術前化学放射線療法の効果
を照射前に判定できる予測式を作成するこ
とを目的とする。 

 

３．研究の方法 

（１）直腸癌生検組織標本の採取 
 本研究参加のインフォームドコンセント
が得られた術前放射線化学療法が施行され
る直腸癌症例を対象とする。これらの症例の
放射線照射前の内視鏡検査時に腫瘍から生
検組織を採取する。生検組織の採取部位は、
腫瘍のできるだけ広い範囲から採取し、特定
の部位に偏った採取を行わないように留意
する。採取された組織は、直ちに凍結して保
存する。術前照射は対向４門照射で 1.8Gy を
28 回、合計 50.4gy の照射を行う。照射は週
５回行い（月曜日から金曜日）、２日（土曜
日、日曜日）は照射を行わない。照射を行う
週５日間に、5-Fluorouracil と leucovorin
の投与を行う。 
（２）遺伝子発現解析 
 内視鏡検査時に得られた直腸癌生検標本、
あるいは既に採取してある既存の組織（これ
までの２００例以上の（化学）放射線照射症
例の癌組織を用い、GeneChip 解析を行う。具
体的には、凍結標本よりSepazolを用いtotal 
RNA を抽出し、T7-oligo(dT)24  primer を
用い cDNA へ逆転写後、biotin 標識 cRNA を
合成し、 Affymetrix 社の GeneChip にハイブ
リダイズして大腸癌発生及び転移や薬剤感
受性に関連が考えられる約 54,000 種類の遺
伝子発現解析を行う。 
（３）化学放射線療法の効果判定 
 放射線照射後手術施行された切除標本の
組織学的検討を行い、照射効果を判定する。
この際、固定標本の切片で免疫組織学的染色
を行い、微少な癌細胞を確認して高い精度で
照射の組織学的効果判定を行う。効果判定は、



 

 

大腸癌取り扱い規約の放射線照射の組織学
的効果判定基準により、Grade0(無効)、
Grade1(1a,1b)(軽度の効果)、Grade2(かなり
の効果)、Grade3(著効)に分類し、Grade0 (無
効)あるいは Grade1(1a,1b)(軽度の効果)の
症例を Nonresponder、Grade2(かなりの効果)
あるいはGrade3(著効)の症例をResponderと
する。 
（４）照射効果の予測式の作成 
 各症例におけるＤＮＡマイクロアレイの
遺伝子発現解析結果と照射の組織学的効果
の判定結果を解析する。Responder 症例およ
び Nonresponder 症例の間で有意に発現の異
なる遺伝子群を同定する。これらの遺伝子を
用いて、照射効果の予測式を作成する。予測
式を作成する際には、GeneSpring (silicon 
genetics 社)を用い、leave-one-out 法の一
種である suport vector machine（ＳＶＭ法）
にて行う。 
（５）Low Density Array (LDA)による遺伝
子発現解析の検証 
 照射効果予測式を作成することができた
組織学的照射効果と強く相関する遺伝子群
を Real time PCR 法にて、選別された遺伝子
群の個々の遺伝子の発現を解析し、ＤＮＡマ
イクロアレイ解析結果と比較する。Real time 
PCR 法にて確認された発現量と相関を示す遺
伝子セットを抽出する。抽出された遺伝子セ
ットを用いて、Real time PCR法により確定
した発現量に基づき、ＳＶＭ法にて予測を行
う。この際、予測に用いる遺伝子数を最小で、
有効な予測結果が得られるように最終的に
予測に用いる遺伝子群を確定する。 
（６）テストサンプルにおける予測式の検証 
 ＲＴ−ＰＣＲ法の発現解析により作成され
た照射効果予測式を用いて、予測式作成のた
め用いられたサンプル（ラーニングサンプ
ル）以外のサンプル（テストサンプル）で、
照射効果が予測できるか検討し、予測式の
validation を行う。 
 
４．研究成果 
（１）化学放射線療法後に手術施行した直腸
癌６４症例の切除標本の病理学的検討によ
り３２症例は、大腸癌研究会取り扱い規約で
grade 2 以 上 の 照 射 効 果 が 認 め ら れ
（responder）、３０例は grade 1 であった
（nonresponder）。 
（２）４６例をトレーニングセットとして、
化学放射線療法前に採取された大腸癌組織
の凍結標本より biotin 標識 cRNA を合成し、 
Affymetrix 社の GeneChip にハイブリダイズ
して約 54,000 種類の遺伝子発現解析を行っ
た結果、responder と nonresponder の間で、
発現の差のあった２４遺伝子を抽出した。 
（３）抽出された２４遺伝子を用いて、SVM
により、照射効果の予測式を作成した。 

（４）次に予測に用いた２４遺伝子の発現解
析を Quantitative reverse-transcriptase 
polymerase chain reaction (RT-PCR)により
解析し、GeneChip 解析結果を検証した。この
結果、予測に用いる１６遺伝子を確定した。 
（５）確定された１６遺伝子の RT-PCR によ
る発現により、予測遺伝子数を１６から１遺
伝子まで変化させ、あらゆる組み合わせで検
討した結果、効果予測の制度は、LRRIQ3, 
FRMD3, SAND5 と TMC7 の４遺伝子で予測を行
った際に、89.1%と最も高率であった。 
（６）次に、独立した１６例をテストセット
として、予測式の検証を行った結果、81.3%
の精度で予測可能であった。この４遺伝子に
よる RT-PCR 解析により術前化学放射線療法
施行前に、その効果を予測できる可能性が考
えられた。 
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