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研究成果の概要（和文）：Stage II 大腸癌の外科治療後の再発の有無を大腸癌組織の遺伝子発
現により予測することを目的とした。Stage II大腸癌８０例をトレーニングセットとして、再
発した症例と再発しなかった症例間で発現の差のあった遺伝子群をマイクロアレイおよび
RT-PCRにて解析し、最終的に８遺伝子による予測式を作成した。独立した２４例のテストセッ
トで再発の有無の予測を行った結果、予測精度は 63%であった。 
 
研究成果の概要（英文）：Based on the gene expression of stage II colorectal cancer, we 
aimed to build a predictive model for recurrence after surgery. Using 80 samples as a 
training set, we examined gene expression by microarray and RT-PCR. We finally selected 
8 genes whose expression differed significantly between patients who developed recurrence 
and who did not. We used these 8 genes for predictive model. The accuracy rate of prediction 
was 63% among 24 samples as a test set. 
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１．研究開始当初の背景 
 本邦では、大腸癌が死因の上位をしめ、大
腸癌に対する最適な手術療法および術後の
補助療法を確立することが重要な課題とな
っている。現在、切除可能な進行大腸癌に対
する主たる治療法は手術療法である。術後は、
補助化学療法が行われるが、最近の分子標的
薬を含めた新規抗癌剤の導入により、様々な
regimen の大腸癌の術後補助化学療法で行わ

れ、大規模な臨床試験により有意な生存率の
向上が報告されている。しかし、大腸癌の術
後補助化学療法の適応症例に関しては、一般
的に stage III 症例におよび stage II の術
後再発のハイリスク例に対して行われると
されているが、stage IIの術後再発のハイリ
スク例の選別法は現在のところ確立されて
はいない。我々はこれまでに結腸癌に対する
化学療法の効果を予測するマーカーの同定
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を、分子生物学的な解析により行い、実際の
臨床に応用できる可能性を示してきた
（ Watanabe, New Engl J Med 344, 2001,  
Watanabe, Cancer Res 66(20), 2006, 
Watanabe, Clin Cancer Res 13, 2007）。こ
れまでの検討では、第１８番染色体の長腕の
Loss of heterzygosity (LOH) な ら び に
Microsatellite instability (MSI)が術後補
助化学療法の効果を予測できる可能性が示
された。しかし、この研究では、stage II症
例および stage III症例を一緒に解析したも
のであり、stage II症例単独の検討ではない。
現在、新規抗癌剤が使用可能となり、術後補
助化学療法にその効果も示されているが、こ
れらの薬剤は高価なものも多く、実際の臨床
の場では、如何に術後補助化学療法が本当に
必要な症例を選別するかが、経済的、患者 QOL
の観点からも重要である。そこで、stage II
大腸癌症例に対して、より効率的に術後補助
化学療法を行うために、臨床的に実用可能な
再発のハイリスク例を、手術後に選別するこ
とが重要である。 
 stage II大腸癌の術後再発例の選別に関し
ては、これまでに免疫染色を用いた検討など
が報告されているが、再発の予測率は低く、
実際に臨床的に応用できる選別マーカーは
現在まで同定されていない。我々はこれまで
に、ＤＮＡマイクロアレイを用いた直腸癌に
対する放射線療法の照射効果予測を行い、放
射線単独療法の効果予測を行った世界最初
の報告を行っている (Cancer Res 66(7), 
2006)。また、同様な手法を用いて、潰瘍性
大 腸 炎 に お け る 癌 化 例 の 予 測 、
Microsatellite instabilityを呈する大腸癌
の遺伝子発現に関する検討結果を報告して
きた。本研究は、同様な手法を用いて術後補
助化学療法の適応となるべく stage II 大腸
癌の再発ハイリスク症例の選別を行おうと
するものである。遺伝子発現により再発の有
無を予測できると、臨床的に応用可能なキッ
トの作成も可能となるため、臨床的意義が高
いと考えられる。さらに、再発を規定する遺
伝子群の選別を行うことは、今後新たな抗癌
剤の開発に直結する可能性がある。 
 
２．研究の目的 
本研究では、Stage II大腸癌手術症例におい
て、手術時採取された大腸癌組織における約
54,000 の遺伝子および transcript の発現を
ＤＮＡマイクロアレイによる網羅的解析、な
らびに Low Density Array (ＬＤＡ)を用いた
半定量的ＲＴ−ＰＣＲによる検証を行うこと
により、臨床的応用の可能な遺伝子による術
後補助化学療法の適応となるべく stage II
大腸癌の再発ハイリスク症例の選別の予測
式を作成することを目的とする。 
 

３．研究の方法 
（１）stage II大腸癌手術標本の採取 
 本研究参加のインフォームドコンセント
が得られた stage II大腸癌手術症例を対象
とする。これらの症例の手術切除標本から癌
組織および正常組織を採取する。組織の採取
部位は、腫瘍の場合は正常組織が可能な限り
混在しない部位から、正常組織は腫瘍からで
きる限り離れた部位から採取する。採取され
た組織は、直ちに凍結して保存する。また、
既に本試験の同意が得られ、手術切除標本か
ら癌組織および正常組織が同様の方法で採
取されている stage II大腸癌手術症例も対
象とする。 
（２）遺伝子発現解析 
 採取された stage II大腸癌手術症例の癌
組織を用い、GeneChip解析を行う。具体的に
は、凍結標本より Sepazolを用い total RNA
を抽出し、T7-oligo(dT)24  primerを用い 
cDNAへ逆転写後、biotin標識 cRNAを合成し、 
Affymetrix社の GeneChipにハイブリダイズ
して大腸癌発生及び転移や薬剤感受性に関
連が考えられる約 54,000種類の遺伝子発現
解析を行う。 
（３）再発の有無の判定 
 これまでに既に手術標本が採取されてい
る stage II大腸癌手術症例に関しては、既
存の術後経過に最新の情報を追加し、再発の
有無を確定する。新たに採取された標本の症
例に関しては、随時経過観察を行い、再発の
有無について評価を行う。経過観察において
は、大腸癌治療ガイドラインの術後フォロー
アップのプロトコールに従って、採血、画像
診断（ＣＴ，超音波エコー検査など）により
再発の評価を行う。 
（４）再発の予測式の作成 
 再発例、非再発例の間でＤＮＡマイクロア
レイの発現解析結果が有意に異なる遺伝子
群を同定する。これらの遺伝子を用いて、再
発の予測式を作成する。予測式を作成する際
には、GeneSpring (silicon genetics社)を
用い、leave-one-out法の一種である
k-nearest neighbor （ＫＮＮ法）にて行う。 
（５）Low Density Array (LDA)による遺伝
子発現解析の検証 
 再発の予測式を作成する為に用いた再発
と強く相関する遺伝子群を搭載する Low 
Density Array (LDA)を作成する。ＬＤＡを
用い、Real time PCR法にて、選別された遺
伝子群の個々の遺伝子の発現を解析し、ＤＮ
Ａマイクロアレイ解析結果と比較する。ＰＴ
−ＰＣＲ法にて確認された発現量と相関を示
す遺伝子セットを抽出する。抽出された遺伝
子セットを用いて、ＰＴ−ＰＣＲ法により確
定した発現量に基づき、ＫＮＮ法およびＳＶ
Ｍ法にて予測を行う。この際、予測に用いる
遺伝子数を最小で、有効な予測結果が得られ



 

 

るように最終的に予測に用いる遺伝子群を
確定する。 
（６）テストサンプルにおける予測式の検証 
 ＲＴ−ＰＣＲ法の発現解析により作成され
た再発予測式を用いて、予測式作成のため用
いられたサンプル（ラーニングサンプル）以
外のサンプル（テストサンプル）で、再発の
有無が予測できるか検討し、validation test
を行う。 
（７）予測式を作成するために選別された遺
伝子に関する検討 
 予測式を作成するのに選別された遺伝子
群につき、各症例の再発形式（肝転移、肺転
移、リンパ節再発、腹膜再発など）と相関が
あるか検討を行う。 
 
４．研究成果 
（１）外科的切除が行われたstage II症例の

うち、遺伝子研究に対してインフォームドコ

ンセントが得られている１０４症例を対象と

した。 

（２）対象症例の凍結標本よりbiotin標識

cRNAを合成し、 Affymetrix社のGeneChipにハ

イブリダイズして大腸癌発生及び転移や薬剤

感受性に関連が考えられる約54,000種類の遺

伝子発現解析を行った。 

（３）８０症例をトレーニングセットとして

、再発の認められた症例と認められなかった

症例の間で有意に発現の差のあった１６遺伝

子を抽出した。 

（４）抽出された１６遺伝子を用いて、stage 

II症例の再発の予測式を作成した。予測式を

作成する際にはＫＮＮ法にて行った。この結

果、予測精度６４％で再発の有無の予想が可

能であった。 

（５）予測に用いた１６遺伝子の発現解析を

Quantitative reverse-transcriptase 

polymerase chain reaction (RT-PCR)により

解析し、GeneChip解析結果を検証した。RT-PCR

で検証された予測に用いる８遺伝子を確定し

た。 

（６）確定された８遺伝子のRT-PCRによる発

現により、独立した２４例をテストセットと

して、予測式の検証を行った。この結果、予

測の精度は６３%であった。臨床現場での応用

を考えると、今後、予測精度をさらに高める

必要があると考えられた。 
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