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研究成果の概要（和文）：　StageII/III胃癌根治切除後の再発リスク層別化マーカー検索では，まずマーカー
の候補検索を定量PCR法および探索的プロテオミクスにて行い，合計16の候補を同定した。次にこれらのマーカ
ー候補について，tissue microarrayを用いた免疫染色でその発現を検討した結果，SPARC, EZH2, ERBB2, p53の
４つのタンパクの組み合わせによる再発リスクの層別化が可能であった。
　KIAA1199をターゲットとした低分子抗癌剤の開発では，胃癌細胞に対する抗腫瘍効果の検討により12種類に絞
り込まれ，胃癌に対する5-FUとの併用効果を検討した結果，一つの薬剤で相乗効果が確認された。

研究成果の概要（英文）：We searched for the candidates of  recurrence risk stratification markers of
 Stage II/III gastric cancer by quantitative PCR method and exploratory proteomics. 13 genes were 
identified by the quantitative PCR method, and 4 proteins were identified by exploratory proteomics.
 Then we examined the expression of these marker candidates by immunostaining using tissue 
microarray, it was possible to stratify the risk of recurrence with the combination of SPARC, EZH2, 
ERBB2, p53.  
    In development of small molecular anticancer drugs targeting KIAA 1199, it was narrowed down to 
12 kinds of drugs due to the antitumor effect on gastric cancer cells. We then examinied the effect 
of combination with 5-FU on gastric cancer by Chou and Talaly method, synergistic effect was 
confirmed in  one drug.We are planning to conduct animal experiments using this drug.

研究分野： 消化器外科

キーワード： 胃癌　バイオマーカー
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１．研究開始当初の背景 

 StageII/III胃癌の標準治療は，根治切除後

の補助化学療法であるが，その治療成績は依

然として十分ではなく，新しい治療法の開発

が望まれている。その中において，「バイオ

マーカーによる個別化治療」と「新しい分子

標的薬の開発」は期待されている領域である。    

 申請者らは，外科手術で得られる胃癌組織

と近接正常粘膜の凍結検体を用い，これらの

領域について研究を進めてきた。 

 申請者らは，前治療歴のない，術後5年以上

経過したStageII/III胃癌527症例の胃癌組織

および近接正常粘膜の凍結検体からRNAを抽

出し，マイクロアレイを用いた網羅的検索，

SAGE法およびCAST法を用いた遺伝子選択など

からバイオマーカーの候補として130 遺伝子

の発現量を定量PCR 法にて測定し，臨床病理

学因子および治療成績との関連性を検討する

ことで10 種類の独立した予後不良因子とし

て，KIAA1199, SPARC, INHBA, SRPX2, IGF1R, 

MMP9, RECK, REG4, PDGFR, TNS4を同定した。

次に異なるコホートの312 症例の検体を用い

て再現性を検証した結果，3 種類の予後不良

因子，KIAA1199，SPARC，INHBAで再現性が得

られた。これらのマーカーを用いたStage 

II/III胃癌根治切除後の再発リスク層別化と

それに基づいた個別化治療が可能になれば，

Stage II/III胃癌の治療成績の向上が期待さ

れると考えられた。 

 次に，これらの予後不良因子のうち，

KIAA1199の発現は，StageII/III胃癌において，

手術単独症例群では生存に関連を認めなかっ

たが，S-1 の補助化学療法を施行した症例群

では独立した予後不良因子であった。そこで，

胃癌細胞でKIAA1199 をノックダウンしてコ

ントロールと比較した結果，胃癌細胞の増殖

能および浸潤能の著明な抑制効果が確認され，

さらに5-FU に対する感受性が増強すること

を発見した。すなわち，KIAA1199 は胃癌の増

殖および浸潤に強く関わっており，さらに

5-FU の耐性因子である可能性が示唆され，胃

癌に対する新規ターゲットとしての有用であ

る可能性が示唆された。 

 

２．研究の目的 

(1) Stage II/III胃癌根治切除後の再発リス

ク層別化マーカーの組み合わせの検索 

 異なるコホートより再現性の得られた予後

不良因子：KIAA1199, SPARC, INHBAをリスク

層別化マーカー候補とし，さらに異なるコホ

ート1000症例を用いて，tissue microarray

を用いた免疫染色を行い，Stage II/III胃癌

根治切除後の再発リスク層別化が可能な組み

合わせを検索する 

 

(2) KIAA1199を標的とした低分子抗癌剤の

開発 

 連携研究者とともにKIAA1199 を標的とし

た多数の低分子薬剤の多候補の設計および作

成を行い，胃癌細胞株を用いて抗腫瘍効果と

既存の抗癌剤との併用効果についての評価を

行い，低分子抗癌剤として有用な薬剤を絞り

込む。次にヌードマウスを用いたヒト胃癌移

植モデルにこれらの薬剤を投与し，抗腫瘍効

果の検討を行う。ヌードマウスは屠殺後に解

剖を行い，各臓器における病理組織学的な検

討を行う。 

 

３．研究の方法 

(1) Stage II/III胃癌根治切除後の再発リス

ク層別化マーカー検索 

 異なるコホートより再現性の得られた予後

不良因子をリスク層別化マーカー候補として，

リスク層別化候補検索の症例とは異なる胃癌

のコホート約1000 症例からtissue 

microarrayを作成し免疫染色を施行した。染

色細胞の割合と染色強度によって0, 1+, 2+, 

3+に分類し，3+の染色強度を示した症例を発

現陽性とする。次にリスクを層別化しうる予

後不良因子の最小限の組み合わせを検索した。   



 例えば3種類のリスク層別化マーカーで① 

0 因子または１因子の発現陽性，② 2因子ま

たは3 因子の発現陽性の2 群に分け，明確に

層別化が出来るか検討した。 

 

(2) KIAA1199 をターゲットとした低分子抗癌

剤の開発 

① KIAA1199 蛋白を標的とした低分子抗癌剤

の設計と作成 

 KIAA1199 蛋白の分子構造をターゲットと

してSuper Computerを用いて低分子薬剤の候

補を約1000 種類設計し，これらのcompounds

を作成した。 

② in vitro の検討による薬剤の選別 

これらの低分子薬剤の候補について，二つの

胃癌細胞株 (MKN-45, MKN-74 ) を用いて，各

薬剤を1μMおよび10μM投与した場合の抗腫

瘍効果について，MTT assayを用いたスクリー

ニングを行い，２種の胃癌細胞株において，

コントロールと比較して70%以上の抗腫瘍効

果が得られる低分子薬剤を有効な薬剤として，

候補薬剤の絞り込みを行った。 

③ 既存の抗癌剤と併用した場合の相乗効果

の検討 

 ②で絞り込んだ薬剤と既存の抗癌剤との併

用効果について，Chau and Talaly法を用いて

検討し，さらに薬剤候補の絞り込みを行った。 

④ ヌードマウスを用いたxenograft モデル

による検討胃癌細胞移植ヌードマウスを用い，

③で得た至適投与法で，単独および他の抗癌

剤との併用投与を行い，その効果について検

討する。単独および併用投与において，

control 群および投与量を変化させた薬剤投

与群をおき，最大耐用量を明らかにするとと

もに抗腫瘍効果が濃度依存性であるかを明ら

かにする。 

⑤ 臓器障害の有無についての確認薬剤を投

与した全てのマウスについて解剖を行い，脳，

肺，消化管，肝臓，腎臓，膵臓，脾臓，脊椎，

大腿骨への薬剤の影響について，病理組織標

本を作成して評価する。 

 

４．研究成果 

(1) SPARC, INHBA, KIAA1199 による

StageII/III 胃癌の再発リスクの層別化    

 本研究で，当初リスク層別化候補として

同定されたSPARC, INHBA, KIAA1199で

は，tissue microarray を用いた検討で，単

独，組み合わせ共に StageII/III 胃癌の再発

リスクを有意に層別化することはできなか

った。そこで遺伝子及びタンパクレベルで

リスク層別化マーカー候補の再検索を行っ

た。 

(2) StageII/III 胃癌根治切除後の再発リス

ク層別化マーカー候補の遺伝子レベルの再

検索 

 StageII/III 胃癌根治切除後の再発リス

ク層別化マーカー候補の遺伝子レベルの再

検索では，統計解析方法を変更して再検索

した。 527 例と 312 例のコホートを

population 1 および population 2 とし，ま

ず population 1 において，各遺伝子の発現

量を最大カイ二乗検定で求めた cut off 値

で 2 群に分け，多変量解析にて独立した予

後規定因子となる遺伝子を同定した。次に

population 2においてpopulation 1で独立

した予後規定因子となった遺伝子について

多変量解析で検証し，population 1 と比較

して hazard ratio に矛盾がなく，subgroup

の症例数に偏りのない遺伝子をマーカー候

補とした。その結果，SPARC, INHBA, 

KIAA1199 の 他 に ERBB2, CXCR4, 

VSNL1, SRPX2, IGF1R, MRP1, CEACAM7, 

TP53, EZH2, PDGFRB, VCAM1 がリスク

層別化マーカー候補として同定された。 

(3) StageII/III 胃癌根治切除後の再発リス

ク層別化マーカー候補のタンパクレベルの

検索 

 StageII/III 胃癌根治切除後の再発リス



ク層別化マーカー候補のタンパクレベルの

検索では，液体クロマトグラフィーを用い

た探索的プロテオミクスを用いてリスク層

別化マーカー候補検索をおこなった。対象

症例を T4a, NX, M0, StageIII 胃癌で根治

切除後に S-1 の補助化学療法を 1 年間投与

した症例に限定し，5 年以上無再発・生存

中の症例 12例(無再発症例群)と 3年未満で

再発・死亡した症例 12 例（再発症例群）

の凍結胃癌組織からタンパク質を抽出し，

液体クロマトグラフィーを用いた探索的プ

ロテオミクスを行い，1756 種類のタンパク

質を同定した。これらのタンパク質につい

て，無再発症例群と再発症例群間で発現の

max fold change＞2 かつ ANOVA (P)＜

0.001 のタンパク質を探索した結果，４つ

のタンパク質： SPARC, CLC, PRG2, 

PRG3 がリスク層別化マーカー候補として

同定された。 

(4) Tissue microarrayによる免疫染色を用

いた StageII/III 胃癌根治切除後の再発リ

スク層別化マーカーの組み合わせの検索     

 遺伝子レベルで再検索した再発リスク層

別化マーカー候補： SPARC, INHBA, 

KIAA1199, ERBB2, CXCR4, VSNL1, 

SRPX2, IGF1R, MRP1, CEACAM7, TP53, 

EZH2, PDGFRB, VCAM1 と，液体クロマ

トグラフィーを用いた探索的プロテオミク

スで同定した再発リスク層別化マーカー候

補：SPARC, CLC, PRG2, PRG3 について，

tissue microarray を用いた免疫染色にて

その発現を検討した結果，250 症例までの

途中経過であるが，SPARC, EZH2, Her2, 

p53 の組み合わせで，再発リスクを層別化 

することが可能であった（5 年生存率：58%

および 33%，P=0.0285）。 

(5) KIAA1199 蛋白の分子構造をターゲットと

して設計・作成した低分子薬剤の候補981種類

について，二つの胃癌細胞株 (MKN-45, 

MKN-74 ) を用いて，各薬剤を1μMおよび10

μM投与した場合の抗腫瘍効果について，MTT 

assayを用いたスクリーニングを行い，２種の

胃癌細胞株において，コントロールと比較し

て70%以上の抗腫瘍効果が得られる低分子薬

剤を検索した結果，12種類の低分子薬剤が同

定された。 

(6) 既存の抗癌剤と併用した場合の相乗効果

の検討 

 スクリーニングにより絞り込まれた12種類

の薬剤について，5-FUおよびpaclitaxelとの

併用効果について，Chau and Talaly法 で評

価した結果，5-FUとの同時投与での相乗効果

が1種類の低分子薬剤で認められた。 

 この薬剤を用いての動物実験を施行する予

定である。 
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