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研究成果の概要（和文）：二値化に基付く新規マイクロアレイデータ解析法により、食道癌にお
ける新規抗癌剤効果規定遺伝子候補として、5-FUに対して3遺伝子(CARD8, TMUB2, and EMX2)、
CDDPに対して6遺伝子orf97, CCDC90B, IFITM1, TARBP1, TTYH2, and MARK1)を抽出し得た。また、
同遺伝子群を用い、予測性の高い臨床効果予測モデルの設定に至った。 
 
研究成果の概要（英文）：A novel statistical analysis, a two-dimensional mixed normal model, 
provided 3 (CARD8, TMUB2, and EMX2) and 6 candidates (C10orf97, CCDC90B, IFITM1, TARBP1, 
TTYH2, and MARK1) respectively for 5-FU and CDDP, as novel sensitivity marker genes in 
esophageal cancer. And we developed highly predictive formulae in vitro and in vivo using 
expression data of a set of the all selected marker genes. 
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１．研究開始当初の背景 
網羅的遺伝子発現解析を用いた新規抗癌剤
効果規定遺伝子の同定は、世界中で注目、期
待されているが、そのデータ解析法、ならび
に候補遺伝子抽出法は未だ確立されていな
い。申請者らのグループでは、網羅的遺伝子
発現解析及び MTT assay による感受性評価を
用いた抗癌剤効果予測遺伝子の同定、並びに
同遺伝子群を用いた効果予測モデルの確立
に継続的に取り組んで来ている (Int. J. 
Cancer, 111, 617-626, 2004， Int. J. Oncol., 
28(5), 1153-1162, 2006， Mol. Cancer Ther., 
5(3), 767-775, 2006, Int. J. Oncol., 32: 
413-423, 2008)。その中で、抗癌剤効果との
関連が既に報告されている既知遺伝子群、な
らびに異なるプラットフォーム（cDNA と
oligonucleotide microarray）を組み合わせ
により抽出された遺伝子群に比し、二値化
（数理モデルに基づく新規マイクロアレイ
データ解析法）により抽出された新規候補遺
伝子群において、より精度の高い臨床効果予
測モデルの設定が可能であることを示し、さ
らに同遺伝子群のうち、IFITM1遺伝子が CDDP
感受性効果規定遺伝子のひとつであること
を報告した。しかしながら、さらに画期的な

未知の抗癌剤効果規定遺伝子の存在も示唆
され、その同定が望まれる。本申請研究では、
網羅的遺伝子発現解析の新規データ解析法
（二値化）を改良し、より有用な新規効果予
測遺伝子を抽出、さらに抽出された遺伝子に
ついて、抗癌剤効果規定遺伝子としての機能
解析を行うとともに、臨床検体における抗癌
剤効果予測モデルを設定するという発想に
至った。 
 
２．研究の目的 
StagⅡ、Ⅲ食道扁平上皮癌においては術前化
学療法が標準治療となり、化学療法に対する
期待が増している。しかし、その効果には大
きな個人差がある。ゆえに、有効な症例のみ
を選択する投与前効果予測系の確立が求め
られているが、未だ決定的なマーカー遺伝子
は乏しく、その同定は急務である。一方、新
たなマーカー遺伝子を抽出する手法として
網羅的遺伝子発現解析が応用されているが、
未だ確立した抽出法はない。本申請研究では、
数理モデルに基づく新規マイクロアレイデ
ータ解析法の応用により、有用な新規効果予
測遺伝子を抽出、さらに抽出された遺伝子に
ついて、抗癌剤効果規定遺伝子としての機能
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解析を行うとともに、臨床検体における抗癌
剤効果予測モデルを設定することにより、効
率的な食道癌化学療法の確立を目指す。 
 
３．研究の方法 
(1)抗癌剤効果予測遺伝子の抽出:ヒト食道
扁平上皮癌細胞株 20 株を用いたオリゴヌク
レオチドマイクロアレイによる網羅的遺伝
子発現解析と MTT アッセイによる 5-FU、CDDP
に対する感受性（IC50値）評価は既に済んで
いる。そこで、各細胞株における全遺伝子発
現レベルとIC50値について順位相関解析を行
い、順位相関係数が有意(P < 0.01)であり、
かつ、遺伝子の発現状態に発現と非発現を仮
定した新規統計解析手法により、IC50値の変
化と強い関連性が認められた遺伝子を効果
予測遺伝子候補として抽出、さらに、
Real-time RT-PCRによる遺伝子発現レベルに
おいても回帰分析で関連性が確認された遺
伝子(P < 0.05)を最終的な抗癌剤効果予測遺
伝子候補として抽出する。 
 
(2)候補遺伝子の強制発現クローンの樹立:
各候補遺伝子のクローニング、さらに発現ベ
クターへの組込みを行う。次に、作製された
コンストラクトをヒト培養食道癌細胞株に
導入し、Real-time RT-PCR を用いた mRNA の
発現量及びウエスタンブロット法を用いた
タンパク質発現の確認を行う。 
 
(3)樹立クローンを用いた抗癌剤感受性評
価:各候補遺伝子を過剰発現させたヒト培養
食道癌細胞株に対して MTT assay を行い、抗
癌剤感受性効果規定遺伝子としての可能性
を検討する。予想通りの抗癌剤感受性変化が
確認されれば、候補遺伝子の発現抑制を目的
とした siRNA のヒト食道癌細胞株への導入に
よる抗癌剤感受性変化も確認する。 
 
(4)抗癌剤効果規定遺伝子の薬剤感受性に関
わる分子機構の解明:抗癌剤感受性変化を来
たした候補遺伝子強制発現クローンとコン
トロールベクター導入クローンを用い、オリ
ゴヌクレオチドマイクロアレイによる遺伝
子プロファイリング解析を行う。さらに、抗
癌剤感受性に差がある強制発現クローンが
樹立できれば、このクローン間の遺伝子プロ
ファイルも比較する。この結果を Ingenuity 
Pathways Analysis (IPA)によるパスウェイ
解析で解析し、関連遺伝子及び分子機構を明
らかにする。 
 
(5)抗癌剤効果予測遺伝子群を用いた臨床効
果予測モデルの設定（ 後ろ向き試験）:複数
の抽出遺伝子を用いた効果予測については、
各候補遺伝子の発現量を説明変数、IC50 値の
対数変換値を目的変数とした重回帰分析を
行うことにより設定する。また、解析には、
外れ値を考慮した頑強な重回帰分析を行う
ために開発された解析ソフト NLRegを用いる。

具体的には、食道扁平上皮癌症例（術前
5-FU/CDDP 療法施行症例を対象）における化
学療法施行前の生検癌組織の各候補遺伝子
発現レベルを説明変数、臨床効果（化学療法
施行後の腫瘍縮小率）の対数変換値を目的変
数とした重回帰分析を行うことにより臨床
効果予測式を作成し、さらにテストサンプル
を用いて予測精度の確認作業を行う。 
 
(6)研究総括と前向き臨床試験への展開: 
抽出された抗癌剤効果予測遺伝子のうち、効
果規定遺伝子としての機能が証明され、さら
に同遺伝子の薬剤感受性に関わる分子機構
の解明に至れば、効果予測マーカーとしての
みならず、新たな抗癌戦略となりうることが
期待される。また、抗癌剤効果予測遺伝子群
を用い、予測性の高い臨床効果予測モデルを
設定に至れば、前向き臨床試験への展開を目
指してゆく予定である。 
 
４．研究成果 
(1)抗癌剤効果予測遺伝子の抽出: 新規抗癌
剤効果予測マーカー遺伝子として、5-FU につ
いては、CARD8、TMUB2、EMX2 の 3 遺伝子、CDDP
については FAM188A、CCDC90B、TARBP1、TTYH2、
IFITM1、MARK1 の 6 遺伝子が抽出された。 
 
(2)候補遺伝子の強制発現クローンの樹立:
抽出遺伝子のうち複数の候補遺伝子につ 
いて、様々な発現レベルを呈する強制発現ク
ローンを樹立し得た。 
 
(3)樹立クローンを用いた抗癌剤感受性評
価: 複数の遺伝子については、抗癌剤効果規
定遺伝子としての機能も証明し得た。 
 
(4)抗癌剤効果規定遺伝子の薬剤感受性に関
わる分子機構の解明:抽出された候補遺伝子
のうち、複数遺伝子に関し、Ingenuity 
Pathways Analysis (IPA)によるパスウェイ
解析にて解析を行い、関連遺伝子群及び分子
機構について検索を行った。抗癌剤の薬剤感
受性に関わる分子機構の解明につながりう
る情報、結果を得る事が出来た。 
 
(5)抗癌剤効果予測遺伝子群を用いた臨床効
果予測モデルの設定（後ろ向き試験）、及び
(6)研究総括と前向き臨床試験への展開:食
道扁平上皮癌症例（術前 5-FU/CDDP 療法施行
症例を対象）における化学療法施行前の生検
癌組織の各候補遺伝子発現レベルを説明変
数、臨床効果（化学療法施行後の腫瘍縮小率）
の対数変換値を目的変数とした重回帰分析
を行うことにより臨床効果予測式を作成し、
さらにテストサンプルを用いて予測精度の
確認作業を行った。現在、前向き臨床試験へ
の展開を目指して検討を進めている。 
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