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研究成果の概要： 
胆道癌は手術時に進行例が多く、予後不良の悪性疾患である。従って有効な抗癌剤治療が
予後改善には必須となってくる。現在胆道癌に使用されている抗癌剤は 5FU とジェムシ
タビン(GEM)が主な薬剤であるが、奏効率は必ずしも良好とは言えない。 
本研究では、S-1 および GEM 療法あるいは S-1+GEM 併用療法を行うにあたって、
S-1(5FU)および GEMの感受性を規定する因子の発現解析を行い、投与前に薬剤効果を予
測する個別化抗癌剤治療の臨床実現にむけた基礎的実験を計画した。 
まず、胆道癌細胞株６株を用いた in vitro実験を行った。GEM感受性因子である RRM1
発現は GEM 感受性と有意差を持って相関した。一方、5FU 感受性因子である
TS,DPD,OPRT 発現とは相関関係を認めなかった。そこで本研究の主眼を RRM1 発現に
絞り、解析を進める事とした。胆道癌で手術を行い、その後再発をきたし GEM治療を行
った症例を対象に組織中 RRM1発現解析を行った。さらに、組織中 RRM1発現を定量的
に解析し、GEMの効果と比較・検討した。本結果は、RRM1を指標とした GEM個別化
抗癌剤治療の実現へ繋げる重要な知見を見いだしたと思われる。 
しかしながら、当初企画していた S-1感受性因子解析は予想に反し、感受性因子との相関
が得られなかった。したがって S-1+GEM併用療法の個別化実現の基礎的知見を完全に得
ることはできなかった。 
今後は胆道癌組織を用いた S-1感受性因子のタンパク解析を行う必要があると考えている 
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１．研究開始当初の背景 
胆道癌に対する抗癌剤治療には、ジェムシタ
ビン(GEM)および 5FU が 2 大薬剤として臨
床使用されている。しかしながら奏効率は必
ずしも高いとは言いがたい。GEM の薬剤感
受性を左右する因子として肺がん細胞株の
研究より、DNA合成に関与する RRM1高発
現とGEM耐性が報告され、5FU感受性では、
TS高発現, DPD高発現,OPRT低発現が 5FU
耐性に重要であることが、種々の研究により
証明されている。しかしながら、胆道癌につ
いての研究はなされていない． 
２．研究の目的 
胆道癌細胞株を用いて、RRM1と GEM感受
性との相関関係を解析する。さらにTS, DPD, 
OPRT と 5FU 感受性との相関解析を行い、
それぞれの感受性マーカーとしての意義を
検討する。さらに、5FU+GEM併用における
効果判定にそれぞれの感受性マーカーの果
たす意義を検討する。 
３．研究の方法 
(2007年度) 
６種類の胆道癌細胞株を用いて、GEM 感受
性、5FU感受性をMTT法にて解析する。 
RRM1, TS,DPD,OPRTの RT-PCRを行い、
それぞれの感受性マーカー発現量と MTT に
よって算出される感受性(IC50)の相関解析を
行う。胆道癌にて手術後再発を来たした症例
12例に GEM治療を行った。この症例の切除
標本を用いて RRM1の免疫組織染色を行い、
RRM1発現と GEM効果の相関を解析した。 
(2008年度) 
胆道癌細胞株および切除標本を用いて、
RRM1 タンパク発現を発現の有無で評価す
るのではなく、発現量を定量的蛍光免疫染色
法(qDFIHC)にて定量解析し、IC50およ患者
予後との相関解析を行った。 
４．研究成果 
（2007 年度）RRM1 の mRNA およびタンパク
発現量とGEMに対するIC50に有意な相関関
係が得られた。 
 
下図：６種類の胆道癌細胞株における RRM1
タンパク発現量(western blot にて測定、
GEM 感受性(IC50)との相関を解析した。そ
の結果、RRM1 発現量に比例して GEM 耐性が
上昇することが明らかとなった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

さらに RRM1 発現を siRNA を細胞内導入、
RRM1発現を抑制し、GEM感受性の変化をMTT
法にて解析した。その結果、RRM1 発現を
siRNAにて抑えるとGEM感受性が増強した。 
この結果より、胆道癌細胞における RRM1
発現は GEM 感受性と逆相関することが示唆
された。 
 
下図：RRM1 タンパク発現は RRM1 siRNA 導
入により抑制された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
下図：siRNA 導入後、GEM 感受性を MTT にて
解析すると siRNA 導入株は GEM 感受性が増
強していた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
しかしながら、TS, DPD, OPRT の mRNA 発現
しかしながら、5FU の感受性マーカーであ
るTS,DPD,OPRT発現とIC50とには有意な相
関を認めなかった。 
次に胆道癌にて GEM 治療を受けた患者 12
例を対象に、切除組織における RRM1 タンパ
ク発現を免疫組織染色で評価し、奏功率と
の相関を解析した。その結果 RRM1 発現が強
陽性であれば GEM 不応性であることを明ら
かにした。 
下表：胆道癌にて切除手術を受けた後、再
発しGEM治療を行った12名の患者を対象に
切除標本における RRM1 発現を免疫染色に
より評価し、再発腫瘍の GEM 治療効果を比
較した。RRM1 発現が strong を示した症例
には PD（憎悪）を３例認めたが、発現 weak
症例には PD 例を認めなかった。 
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2007 年度に得られた結果は、2008 年度に論
文にて報告した。 
 
(2008 年度) 
切除組織をもちい実際に RRM1 発現に応じ
た GEM 投与をさらに実現化することを目的
に、RRM1 タンパク発現を従来の免疫組織染
色法による定性解析ではなく、定量的に解
析できる qDFIHC 法にて解析した。 
細胞株において RRM1 mRNA 量とタンパク発
現量は有意に相関しており、本法によるタ
ンパク発現量解析が正確であることを立証
した。 
さらに GEM 治療を受けた再発胆道癌患者の 
切除癌組織における RRM1 タンパク発現量
を qDFIHC 法にて算出し、患者予後との相関
関係を解析したところ、RRM1 発現は予後不
良の傾向を示し、RRM1 発現が GEM 耐性に働
くことを示した。 
 
下図：切除組織の定量的蛍光２重免疫組織
染色（qDFIHC）法による RRM1, b-actin の
２重免疫染色例を示す。 
RRM1 発現（green）と b-actin（red）を共
焦点傾向顕微鏡にて蛍光強度を測定後、
RRM1/b-actin を算出し、RRM1 発現量を決定
した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

今後は、本研究で得られた知見をもとに
RRM1発現量を指標としたGEM治療の個別化
の前向き試験に繋げていきたい。また、5FU
の感受性マーカーである TS,DPD,OPRT に関
しては mRNA では感受性との相関は得られ
なかったが、qDFIHC によるタンパク発現量
解析を行い、再度相関解析を行う必要があ
ると思われる。今後は、この結果をもとに
RRM1タンパクおよびTS,DPD,OPRTタンパク
発現を指標とした胆道癌 GEM+5FU 併用療法
の個別化のモデル作りを計画したい。 
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