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研究成果の概要（和文）：　本研究の目的は、消化管腫瘍について臨床診断や病理組織診断のみならず、腫瘍のＤＮＡ
メチル化や遺伝子発現などの生物学的特性と治療経過との関連を検討することにより、最適な治療選択法の確立を目指
すことである。
　本研究では培養細胞を抗癌剤に暴露することにより薬剤耐性株を樹立するとともに、消化管悪性腫瘍の化学療法前後
に内視鏡生検検体を採取し、マイクロアレイを用いたゲノムワイド解析を行った。
 消化器癌薬剤耐性に関わる遺伝子のＤＮＡメチル化および遺伝子発現プロファイルの特徴を解析した。また定量的測
定を用いて、耐性機構に重要と考えられる遺伝子群を抽出した。

研究成果の概要（英文）：The aim of this study is to establish a method to optimal choice of treatment by a
nalyzing correlation between biological features of tumor including DNA methylation and gene expression an
d clinical courses of gastrointestinal cancer.  We established drug-resistant cancer cell line by exposure
 with anticancer drugs, and obtained endoscopic biopsy specimens before and after chemotherapy.  We perfor
med genome-wide analysis with microarray.  We analyzed DNA methylation and gene expression profiles relate
d with drug-resistant of gastrointestinal cancer.  And we extracted genes that were considered to be impor
tant for drug-resistant mechanisms using quantitative methods.
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
悪性腫瘍患者の臨床経過および各種治療
に対する反応性が腫瘍の生物学的特徴によ
り差が見られること、あるいは薬剤の使用に
伴う副作用が代謝酵素活性など個体の生物
学的特性に影響を受けることなどが明らか
にされつつある。 
 
２．研究の目的 
 従来の病理組織診断や画像診断のみでは、
個々の患者の多彩な臨床経過を予測するこ
とは困難である。本研究の目的は従来の臨床
診断、免疫染色をふくめた病理組織診断のほ
かに、腫瘍の遺伝子変異、ＤＮＡメチル化、
遺伝子発現、さらに個体の遺伝子多型を包括
的に解析し、治療経過との関連を検討する。
その成果により、腫瘍の生物学的特徴と、個
体の性質による最適な治療選択法の確立を
目指す。 
 
３．研究の方法 
 培養細胞を抗癌剤（5-フルオロウラシル
(5-FU)およびシスプラチン(CDDP)）に暴露
することにより薬剤耐性株を樹立し（図 1，2）、
そのＤＮＡおよびＲＮＡを抽出した。 
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一方、消化管悪性腫瘍の患者の化学療法前
後に内視鏡生検検体を採取して（図 3）ＤＮ
ＡおよびＲＮＡを抽出した。 
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それらのＤＮＡを用いてメチル化ＤＮＡ
解析をメチル化アレイによりゲノムワイド
に行った。また遺伝子発現プロファイルにつ
いて発現アレイをもちいて解析した。またＤ
ＮＡメチル化はパイロシークエンス法によ
り、遺伝子発現は RT-PCR法により定量的な
測定を行った（図 4，5）。 
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４．研究成果 
 消化器癌薬剤耐性に関わる遺伝子のＤＮ
Ａメチル化プロファイルおよび遺伝子発現
プロファイルの特徴を解析した。 
 17,033 遺伝子のうち、5-FU 耐性株と
CDDP 耐性株の双方で発現が増加していた
のは 541遺伝子、双方で発現が減少していた
のは 569遺伝子であった（図 6）。 
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表１．薬剤耐性細胞株で変化がみられた遺伝
子群の Gene Ontologyおよび Pathway解析 

A. GO Terms (biological processes).

GO Terms (biological
processes)

P-Value 遺伝子数

5FUrで増加

(No enrichment)

CDDPrで増加

Response to other
organism

[GO:0051707] 0.00078 45

Cell surface receptor
signaling pathway

[GO:0007166] 0.00125 163

Response to virus [GO:0009615] 0.0018 31

Response to biotic
stimulus

[GO:0009607] 0.00288 45

Signal transduction [GO:0007165] 0.00382 247

Regulation of signal
transduction

[GO:0009966] 0.00511 125

Positive regulation of
cell communication

[GO:0010647] 0.00708 69

Positive regulation of
signaling

[GO:0023056] 0.00708 69

Immune system
process

[GO:0002376] 0.00867 130

Regulation of cell
motility

[GO:2000145] 0.0105 41

Positive regulation of
signal transduction

[GO:0009967] 0.0123 67

Regulation of cell
migration

[GO:0030334] 0.0146 39

Single-organism
process

[GO:0044699] 0.0151 516

Regulation of
signaling

[GO:0023051] 0.0159 132

Regulation of cell
communication

[GO:0010646] 0.0182 132

Response to
stimulus

[GO:0050896] 0.0206 341

Regulation of
response to stimulus

[GO:0048583] 0.0212 157

Positive regulation of
cell migration

[GO:0030335] 0.0224 27

Regulation of cellular
component

[GO:0051270] 0.0244 43

Positive regulation of
cell motility

[GO:2000147] 0.0308 27

Regulation of
localization

[GO:0032879] 0.0324 92

Regulation of
locomotion

[GO:0040012] 0.0496 41   

5FUrで減少

Defense response [GO:0006952] 2.86E-05 110

Immune system
process

[GO:0002376] 0.000327 148

Innate immune
response

[GO:0045087] 0.000364 80

Single-multicellular
organism process

[GO:0044707] 0.000918 290

Immune response [GO:0006955] 0.0131 100

Multicellular
organismal process

[GO:0032501] 0.0161 295

CDDPrで減少

Single-multicellular
organism process

[GO:0044707] 0.0343 279

Xenobiotic catabolic
process

[GO:0042178] 0.0478 5

B. GO Terms (cellular components).

P-Value 遺伝子数

5FUrで増加

Extracellular region [GO:0005576] 4.64E-07 130

Cell periphery [GO:0071944] 0.000754 280

Plasma membrane [GO:0005886] 0.000907 277

Extracellular region part [GO:0044421] 0.00647 70

Plasma membrane part [GO:0044459] 0.0134 136

Extracellular space [GO:0005615] 0.0271 56

CDDPrで増加

Extracellular region [GO:0005576] 0.0374 92

5FUrで減少

Extracellular region [GO:0005576] 3.24E-05 116

CDDPrで減少

Extracellular region [GO:0005576] 7.37E-08 121

Cornified envelope [GO:0001533] 0.0124 8

Intrinsic to membrane [GO:0031224] 0.0175 142

Integral to membrane [GO:0016021] 0.0195 138

Cell periphery [GO:0071944] 0.0202 243

Plasma membrane [GO:0005886] 0.0268 240

C. GO Terms (molecular functions).

GO Terms
(molecular functions)

P-Value 遺伝子数

5FUrで増加

Serine-type
peptidase activity

[GO:0008236] 3.29E-05 24

Serine hydrolase
activity

[GO:0017171] 5.16E-05 24

Serine-type
endopeptidase
activity

[GO:0004252] 0.00325 17

CDDPrで増加

(No enrichment)

5FUrで減少

(No enrichment)

CDDPrで減少

Receptor binding [GO:0005102] 5.08E-04 83
Cytokine activity [GO:0005125] 0.0383 15

GO Terms (cellular components)

 
 
D. Pathway

Pathway P-Value 遺伝子数

5FUrで増加
p53 signaling pathway 0.0222 14

CDDPrで増加
p53 signaling pathway 8.56E-07 18

5FUrで減少
(No enrichment)

CDDPrで減少
Cytokine-cytokine receptor interaction0.00618 37  



Gene ontology解析を行うと、5-FU耐性株
および CDDP 耐性株いずれにおいて
も”extra cellular region”が関連のある GO 
term であり、 pathway 解析では ”p53 
pathway”が関連のある pathway であった
（表 1）。 
内視鏡生検検体を用いて化学療法施行前
後の遺伝子発現変化を解析した。症例ごとに
発現変化は大きく異なっており、一部の遺伝
子が共通の変化を示した（図 7）。 
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薬剤耐性細胞株と内視鏡生検検体で増加
あるいは減少を示した遺伝子を抽出した（図
8、表 2）。薬剤耐性細胞株と内視鏡生検検体
において、KLK13を含む15遺伝子が増加し、
ETV7を含む 12遺伝子が減少した（表 2）。
また定量的測定を用いて評価した（図 9）。 
発現が増加しメチル化が減少、または発現
が減少しメチル化が増加した遺伝子を抽出
した（表 3）。発現アレイとメチル化アレイの
双方で解析可能であった 10,365 遺伝子のう
ち、74 遺伝子が高メチル化かつ発現低下、ま
たは低メチル化かつ発現増加を示した。 
それらの遺伝子のうち脱メチル化処理に
よって遺伝子発現が増加した 21 遺伝子を抽
出した。FSCN1、CPT1C、NOTCH3 について定量
的測定を行った（図 10）。これらの遺伝子は
耐性株において発現が増加し、一部でメチル
化レベルの低下を認めた。 
 
図８． 

 

表２．遺伝子発現の変化が薬剤耐性細胞株と
培養細胞の双方に共通してみられた遺伝子 
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検
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少

APOC1 ALPK1 ACTG2 ACOXL APOC1 ALPK1
BAIAP3 C17orf110 ANPEP ALPK1 CRYM CCL21
C4BPA C4orf47 APOC1 BATF DNAJC28 CYP2E1
C6orf154 CCL21 C9orf123 BEST4 HSD17B6 ETV7
CAPS2 CYP2E1 CELA3B CCL21 IQCD FBXO15
CFTR ETV7 CRYM CYP2E1 KLK13 GPR110
CRYM FBXO15 CTSG ETV7 KREMEN2 NLRC5
DNAJC28 GPR110 DNAJC28 FBXO15 OLFML3 PLIN4
FRZB HEPACAM2 HOXB3 GPR110 OTUD7A SLC22A20
HSD17B6 IFI44L HSD17B6 INSC PHACTR3 SLC26A9
IGF1 KRT6C IQCD KRT31 PLAT SLC28A3
IP6K3 LAMC2 KLK13 MUC1 RARRES2 SNORA22
IQCD NLRC5 KREMEN2 NCKAP5 SRI
KCTD7 OR52K2 NLRP2 NLRC5 TAC3
KLK13 PLIN4 NRG1 PCSK9 TNNI3
KREMEN2 SLC22A20 OLFML3 PLIN4
LAMA1 SLC26A9 OTUD7A RAB27B
LRRC6 SLC28A3 PHACTR3 SLC22A20
MSLN SNORA22 PLAT SLC26A9
NR2F1 SPRR3 RARRES2 SLC28A3
OLFML3 ZNF750 RASL10A SLFNL1
OOEP SRI SNORA22
OTUD7A TAC3 SYT13
PHACTR3 TNFSF9
PLAT TNNI3
PRODH
RARRES2
SCN2A
SEPP1
SRI
TAC3
TNNI3  
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表３．発現が増加しメチル化が減少、または
発現が減少しメチル化が増加した遺伝子 
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発
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、
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ARC ATP2C2 ABCG4 ATP2C2
C12orf34 C15orf60 C12orf34 C15orf60
CPT1C PRAME CARD9 FRMD6
CST6 ZNF773 CST6 SECTM1
CYB5R2 FES TNFSF12
KCNH8 FSCN1 ZNF773
MESP1 KCNH8
NOTCH3 MESP1
RASGRP2 VGF
TNFSF12  
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本研究で発現およびメチル化変化が認め
られた遺伝子は、5-FUおよび CDDP耐性機
構に関連がある可能性があり、エピジェネテ
ィックな機構がその機序に関与していると
考えられた。このような遺伝子変化は、薬剤
感受性を予測するバイオマーカーとしても
有用である可能性が考えられる。 
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