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研究成果の概要（和文）： 

 本研究では、遺伝子診断による腹膜微小転移の検出と、生物学的特性にもとづいた効果的な治療

法とを一体として開発することを目的とする。CEA 低発現胃癌細胞株を用いた網羅的解析により、新

規遺伝子を同定、高精度に腹膜微小転移の有無を判定する統計モデルを構築した。パクリタキセル

の感受性細胞株、抵抗性細胞株を作成、その遺伝子発現を網羅的解析により親株と比較、臨床検体

を用いた validation を経て、パクリタキセル抵抗性予測遺伝子を同定した。 

 

研究成果の概要（英文）： 

This study aimed at integrated development of the genetic detection of peritoneal micrometastases 

and effective therapy based on biological characteristics of peritoneal micrometastases. Microarray 

analysis was performed for the cell lines with low CEA expression and new marker genes were identified. 

The predicting model for peritoneal metastasis was constructed. Both sensitive and resistant cell lines 

for paclitaxel were establishedandgene expression profiling was compared with parent cell line. The 

selected genes were validated by clinical samples andidentified as paclitaxel-resistance related genes. 
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１．研究開始当初の背景 

胃癌の死亡者数は年間５万人にのぼり、我が

国における癌死亡の第２位を占めている。胃癌

死亡の半数以上は腹膜転移・再発によるもので

あり、この克服は胃癌の診療上、最重要の課題

である。現在、日常臨床で広く行われている腹

腔洗浄細胞診の陽性所見 (CY1)は、腹膜転移

陽性と同様に StageIV を意味し、ほぼ非治癒切
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除と同義である根治度 C と判定されるが、その

感度は30%程度と低い。申請者らは1998年に定

量的リアルタイム RT-PCR 法を用いた微小転移

に対する高感度検出法を確立し(Int J Cancer, 

2000)、洗浄細胞診陰性で、本遺伝子診断により

はじめて検出される腹腔内の尐数の遊離癌細

胞が、根治手術後の腹膜再発の原因になりうる

ことを明らかにした(Ann Surg, 2002)。次いで

2000年度から高度先進医療として前向き研究を

行い、本法が細胞診陰性患者の腹膜再発予測

およびリスク評価に有用であることを明らかにし

てきており(Br J Cancer, 2005)、本法は 2007 年

度から固形癌のDNA診断として保険適用となっ

ている。更に、従来の CEA を用いた定量的リア

ルタイム RT-PCR 法で問題となっていた、CEA

陰性胃癌による偽陰性を克服するために、

cDNA マイクロアレイを用いた網羅的解析により

CEA を補完する新規遺伝子マーカーの同定を

行うとともに、約千個の遺伝子を搭載した腹腔洗

浄液用オリゴDNAチップを作成し、バイオインフ

ォマティックス(学習機械マシン=SVM)の手法を

用いて数十個の遺伝子よりなる高精度の診断法

の確立にも着手してきたところである。 

また、2000 年には、腹膜微小転移が化学療

法に対して感受性が高く、微小転移段階で化学

療法を開始することにより、尐なくともその一部

では再発阻止が可能であることをGFP遺伝子を

導入して作成したマウス微小転移モデルを用い

て実験的に明らかにし (Cancer Sci, 2003)、遺

伝子診断により腹膜転移を微小転移の段階で

発見し、早期に適切な治療を開始することにより

腹膜再発の予防をめざす新しいテイラーメード

の治療戦略を数年前から提唱してきた(Nova 

Scientific Publishers, 2007）。 

この治療戦略に基づき、腹膜微小転移陽性

胃癌に対して、経口抗癌剤である S-1 による補

助化学療法の臨床試験を行ってきたが、全国規

模の補助療法の臨床試験(ACTS-GC)の結果か

ら、ある程度進行した胃癌症例に対しては S-1

による補助化学療法が標準治療となっているに

もかかわらず、微小転移陽性胃癌症例に対する

S-1 補助化学療法の効果は十分とはいえなかっ

た。 

一方、マウス微小転移モデルを用いた実験的

検討では、パクリタキセルの腹腔内化学療法が

腹膜微小転移に対して特に有効性が高いことを

見出しており(Int. J. Oncol, 2005) 、今後は腹膜

微小転移に対する治療効果の増強を目指して、

パクリタキセル腹腔内投与の意義が全国規模の

臨床試験で検証されようとしている。しかしなが

ら、腹腔内投与には、術後腹腔内にポートを設

置しなければならず、特有の手技の煩雑さやコ

スト、リスクが存在し、経口抗癌剤のように一律に

全対象症例に行うことには異論もある。そこで、

補助療法を行うべき腹膜微小転移症例絞り込み

のために、微小転移検出精度の更なる向上が

必要であり、更に、補助療法使用薬剤決定のた

めの抗癌剤感受性予測法の確立が不可欠であ

ると考えるに至った。 

 

２．研究の目的 

本研究では、これまでに我々が開発してきた

高精度な遺伝子診断による腹膜微小転移の検

出と、腹膜微小転移の生物学的特性にもとづい

た効果的な治療法とを一体として開発することに

より、胃癌の再発形式として最も頻度の高い腹

膜再発を予防し、胃癌患者の生存率を大幅に

改善することを目的とする。そのために、(1) 遺

伝子診断精度の更なる向上、(2) 補助療法使用

薬剤決定のための腹腔洗浄液中微小癌細胞の

遺伝子発現解析による抗癌剤感受性予測法の

確立、(3) 抗癌剤腹腔内投与の臨床試験の推

進を目指す。 

 

３．研究の方法 

(1) 高精度の遺伝子診断を可能とするための新

規遺伝子マーカーの探索 

CEA 低発現胃癌細胞株を用いた網羅的解析

により CEA を補完する新規遺伝子マーカーが

同定されており、これら新規遺伝子を用いた統

計モデルを確立することにより、 Multiplex 

RT-PCRを開発する。定量Multiplex RT-PCRに

は Universal probe library probe を用いる。これ

により同一条件下で PCR を行えるため、一回の

RT-PCR（２−３時間）で相互干渉の問題なく簡便

かつ正確な測定が可能である。これにより偽陰

性を減らし、陽性的中率の向上が期待できる。 

 

(2) パクリタキセル腹腔内化学療法に対する感

受性予測法の開発 

パクリタキセルの感受性あるいは抵抗性に関

連する遺伝子を探索するために、パクリタキセル

の腹腔内化学療法に対して感受性を示す細胞

株と抵抗性を示す胃がん細胞株の作成を行い、

in vivo selection により既に 1 株の抵抗性株を樹

立している。３種類の由来の異なる抵抗性株を

作成し、これらの細胞株の遺伝子発現をマイクロ

アレイなどを用いた網羅的解析により親株と比



 

 

較、感受性細胞株あるいは抵抗性細胞株で高

発現、あるいは低発現する共通の遺伝子を同定

する。 

 

４．研究成果 

(1) 高精度の遺伝子診断を可能とするための新

規遺伝子マーカーの探索 

cDNA マイクロアレイを用いた網羅的解析によ

り、SPINK、RegIV、PKP3、RBM35A、SDC1 など

の新規遺伝子を同定、これら個々の遺伝子の予

後予測能を確認すると同時に、従来からの臨床

病理学的因子も加え、高精度に腹膜微小転移

の有無を判定する統計モデルを構築した。腹膜

転移再発を予見するこのモデルの ROC curve

解析を行い、従来からの臨床病理学的因子の

みによるモデルではROC curve の AUC=0.8357

に対し、遺伝子発現を加えたモデルの

AUC=0.8461 と改善が得られた。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(2) パクリタキセル腹腔内化学療法に対する感

受性予測法の開発 

パクリタキセル腹腔内化学療法に対する感受

性予測法の開発について、昨年度までにパクリ

タキセルの腹腔内化学療法に対して感受性を

示す細胞株と抵抗性を示す胃がん細胞株の作

成を行い、３種類の由来の異なる抵抗性株を作

成、これらの細胞株の遺伝子発現をマイクロアレ

イを用いた網羅的解析により親株と比較、パクリ

タキセル抵抗性に相関し発現亢進する遺伝子

を１次選別し、これらのうち９個の遺伝子につい

て qRT-PCR により発現差を確認した。さらに発

現低下する遺伝子についても検討し、５個のパ

クリタキセル感受性遺伝子候補を同定した。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

TTF(time to treatment failure)をもとに PTX高

感受性群、低感受性群に二分した臨床検体（新

鮮凍結切除材料）を用いてvalidationを行い、微

小管関連遺伝子や EMT関連遺伝子(KIF23, 

ATAD2, PHF19, SNAI1, ERBB2IP)など5個の遺

伝子を PTX 抵抗性予測遺伝子として選別した。

これらの遺伝子は PTX治療抵抗性を示す検体

で有意に高値を示し、胃癌臨床検体でも有用性

が検証された。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(3) 抗癌剤腹腔内投与の臨床試験の推進 

当初、本期間中に、高精度の遺伝子診断法、

抗癌剤感受性予測を反映した、腹腔内化学療

法の臨床第２相試験を計画する予定であったが、

別組織で薬剤の保険適応を目指した臨床試験

が行われており、本期間中の着手は困難な状況

であった。 
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