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研究成果の概要（和文）：当研究は、胃癌術後の化学療法を検討したSAMIT試験の検体を用いて予後因子や効果
予測因子を検索することを目的とした。大島らは検体よりRNAを抽出し、mRNA発現パターン解析および定量PCRに
よる解析を行った。円谷らは臨床データのクリーニングおよび統計処理を行った。吉田らは細胞株を用いた基礎
的検討から、NucleotidaseによるF-deoxyuridine monophsophateの解毒が5FU耐性のメカニズムであることを解
明した。

研究成果の概要（英文）：The purpose of this study is to clarify the prognostic and predictive factor
 for gastric cancer using the samples of the patients enrolled in the SAMIT trial, which 
investigating the efficacy of the postoperative chemotherapy for gastric cancer. Ohshima et al. 
extracted RNA from the samples and performed the pattern analysis of mRNA expression and the 
quantitative RT-PCR for 101 genes. Yoshida et al. analyzed the mechanism of the resistance to 5FU 
using gastric cancer cell lines, and found that the reduction of F-deoxyuridine monophosphate by 
nucleotidase was one of the mechanism for the resistance to 5FU in gastric cancer.

研究分野： 胃癌
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１．研究開始当初の背景 
(1) 根治切除が可能な進行胃癌に対する我

が国における標準治療は、2 郡リンパ節郭清

を伴う胃切除・全摘術などの手術療法と、術

後補助化学療法とされている。  

 

(2) 胃癌の術後補助化学療法の効果を検討

した臨床試験は 2 つある。1 つは UFT の効果

をみた NSAS-GC 試験で 50%の死亡抑制が報告

された。もう 1 つは ACTS-GC 試験で Stage 

II/III の胃癌に対して TS-1 の効果を検討し

30%の死亡抑制が報告された。 

 
(3) 胃癌術後補助化学療法としてUFTが良い
のか TS-1 が良いのか、またさらに作用機序
のことなるタキサン(パクリタキセル)を追
加した方がよいのかを検討した臨床試験が
SAMIT 試験であり、この試験に TS-1 の優位性
が示され、パクリタキセルの上乗せはないも
のとされた。 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

(4) SAMIT 試験は、各郡の生存曲線が交差す

ることなく、優れたデザインのもとで行われ

たことが確認され、この試験に参加した患者

の検体から、予後因子や効果予測因子(バイ

オマーカー)の策定が可能と考えられた。 

 
２．研究の目的 

SAMIT 試験に参加した患者の検体を用いて、

バイオマーカーを策定することである。本試

験は、UFT と TS-1 の効果を比較した唯一の試

験であり、また、タキサンの効果を見た試験

もこれまでにないことから、これらの薬剤の

効果予測因子を検討することにおいて、

SAMIT 試験は極めて有用性が高いと考えられ

る。具体的には、 

(1) 胃癌における遺伝子群発現を検討する

ことにより、サブタイプや予後因子を策定す

る(文献 1) 

 

(2) TS-1 および UFTの治療効果予測因子の策

定(文献 2) 

 

(3) 術後補助化学療法におけるタキサンの

治療効果予測因子の策定(文献 2) 

を目的とする。 
 
３．研究の方法 

(1)手術症例の切除標本の収集と RNA の抽出 

SAMIT 参加施設より，遺伝子発現解析用と

して1検体あたり原発巣切除標本のホルマリ

ン固定パラフィン包埋ブロックの薄切標本

プレパラート（10 µm 厚）5 枚，および H.E.

（haematoxylin and eosin）染色および免疫

染色用の薄切標本を収集した。H.E.染色にて

癌部をマーキングし，薄切標本プレパラート

（10 m厚）3枚より癌部をマニュアルダイ

セクションし，NucleoSpin® total RNA FFPE

を用いて，Total RNA を抽出した。Total RNA

は micro-spectrophotometer (Nano100)を用

いて吸光度比A260nm/A280nmを測定して品質

を 管 理 し ， microchip electrophoresis 

system (Agilent 2100 Bioanalyzer)を用い

て RNA の断片化を評価した。 

 

(2)抽出した RNA による遺伝子発現の解析 

抽出した RNA の一部は Singapore National 

Cancer Center (シンガポール)に送付。

Singapore National Cancer Center の細胞分

子研究所にて組織型や胃癌のpathwayに関連

する mRNA 発現パターン解析を行う予定であ

る。 

 次にTotal RNAをもちいてRT反応にてcDNA

を作成してバンク化した。cDNA の評価として

は，吸光度比 A260nm/A280nm を測定して品質

を管理し，内部標準として用いるβ-アクチ

ンおよび 18S mRNA の発現量を計測すると同

時にゲノムの混入の有無を評価した。 

以上の品質管理を通過した症例について， 



101 の遺伝子発現を定量 PCR 法で計測し，各

症例の臨床データとの関係を解析している。 

 

(3) 遺伝子発現の解析 

mRNA 発現量で規定されるマーカーサブグル

ープごとの予後の比較は，エンドポイントの

形に応じて適切な解析を行った。生存期間に

関するtime-to-eventの解析はKaplan-Meier

法や log rank 検定などを行った。必要に応

じ，logistic 回帰や Cox 回帰などのモデルを

用いた方法も用いた。予測因子の検討は Cox

回帰を用いて，治療とマーカー間の交互作用

項を推定することによって行った。マーカー

サブグループ間の予後の差が治療群別に異

なる場合（治療とマーカーとの間に有意な交

互作用が存在する場合），これらのマーカー

は治療効果予測因子の候補となる。これらは

探索的な解析であるため，検定の有意水準は

5%を基本とし，多重性の調整は特に行わなか

った。 

 Nonostring 遺伝子発現に関する解析に関

してであるが，約 190 遺伝子の mRNA 発現量

解析においては，クラスタ解析によって確立

された G1・G2 の 2タイプに分類した。また，

2 群間で生存期間に関する解析と同様の解析

を行い，治療と両タイプの交互作用項を推定

することにより予測因子を推定した。また，

各遺伝子 mRNA 発現量についても探索的に解

析を行った。なお，これらの解析は探索的な

ものとは言え，遺伝子発現解析研究の分野に

おける多重性の問題はより重大であるため，

false discovery rate (FDR)を算出するなど，

解析の目的に応じ，適切な false positive

を調整する方法を用いた。結果に関して

validation を行うなどして，総合的に妥当性

を判断した。 

 臨床データのクリーニングおよび統計処

理は円谷らが行った。 

 

(4)細胞株を用いた基礎的検討 

胃癌細胞株 MKN45 および、その 5FU 耐性株 
MKN45/F2R において、以下の条件のもとに、
ウェスタンブロットにて TS の上部バンドを
測定し、Fluoro-deoxyuridine monophosphate 
(FdUMP)の濃度の増減を予測した。また、MTT 
assay にて、薬剤抵抗性の変化を検討した 
 
 
 
 
 
 

 
 
４．研究成果 

(1) RNA の抽出および解析 

566 症例収集し、全てで Total RNA の抽出が

可能であった。 

566 例の Total RNA の品質管理を施行した結

果，ゲノムの混入や抽出量が微量であるため，

信頼性のある cDNA を作成できなかった症例

が 27 例認められ，539 例（95%）の症例で定

量 PCR による遺伝子発現の測定を行った。現

在までに，101 遺伝子中，52 遺伝子の測定が

終了している。全遺伝子の測定は 9月に終了

する見込みである。 

 

(2)細胞株による検討 

①OPRT の低下による 5FU 耐性と、OPRT 低下

とは別の 5FU 耐性 

通常 5FUは OPRT という酵素により活性化し、
いくつかの反応を経て活性体 FdUMP となる。
5FU耐性株MKN45/F2RはOPRTの発現が低下し
ており、これが 5FU 耐性と関連していたが、
MKN45/F2R は OPRT を 経 な い
Fluoro-deoxyuridine (FdU)に対しても耐性
を呈したため、OPRT 低下とは別の耐性機序が
存在することが示唆された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

②5FU 耐性株における FdUMP の低下と、dU お

よび dT による拮抗 

5FU 処理後に生じる Fluoro-deoxyuridine 



monophosphate (FdUMP) が 5FU 耐 性 株
MKN45/F2R において低下しており、これは
deoxyuridine (dU)や Thymidine (dT)の併用
で上昇した。この結果は 5FU 耐性株が FdUMP
を解毒する機序を有しており、dU、dT がこの
機序を阻害すると考えられた。 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 

 

③NucleotidaseによるFdUMPの解毒と5FUの

作用機序 

5FU の耐性機序として FdUMP の直接解毒が
示唆され、Nucleotidase の関与が考えられる。
また 5FU は dT で拮抗されないことから、
5FU はいままで考えられていたような 単な
る TS 阻害薬ではないと考えられた。これら
の結果より、以下の図のような作用機序、耐
性機序が考えられた。 
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