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研究成果の概要（和文）：7種類の胃癌培養細胞株における抗癌剤感受性試験とアポトーシスを評価するBH3プロ
ファイリングを検討し，Docetaxelの薬剤感受性にBIM BH3プロファイリングが相関していることを見出した．さ
らにこのBIM BH3プロファイリングはBAK蛋白発現とも相関を認めていたことから，胃癌患者におけるBAK蛋白発
現と予後解析を検討した．その結果，BAK蛋白発現の多寡が，Docetaxelを用いた化学療法における予後を規定し
ていることが分かった．
胃癌におけるBAK蛋白発現はDocetaxelを用いた化学療法の治療を予測するバイオマーカーとなりうる．

研究成果の概要（英文）：Drug sensitivity and BH3 profiling for seven gastric cancer cell lines were 
examined. BIM BH3 profiling results correlated with docetaxel sensitivity and also BAK protein 
expression. Patients with higher BAK protein expression in gastric cancer showed improved 
progression-free survival and overall survival.
BAK expression in gastric cancer is thus predictive of chemotherapeutic response to docetaxel and 
clinical prognosis in patients with docetaxel including chemotherapy. 

研究分野：医歯薬学
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１．研究開始当初の背景 
本邦において胃癌は平成21年現在でも約5

万人が胃癌に罹患して死亡しており，悪性新

生物の中では肺癌に次いで多い．とくに切除

不能進行及び再発胃癌においては極めて予

後が不良であり，国内外で行われた様々な臨

床試験において生存期間の中央値は未だ約

6-13 ヶ月と満足のいく成績ではない．

Docetaxel +CDDP+S-1 (DCS) の 3 剤を併用し

た化学療法においては，切除不能進行胃癌に

対する奏効率は 87.1%と高く，生存中央値は

20 ヶ月と既報に比べて治療成績が良好であ

っ た (Sato Y et al, Cancer Chemother 

Pharmacol, 2010)．しかしその一方で重篤な

副作用も出現することから，抗がん剤による

治療効果とのバランスが患者の生命予後に

重要と考えられる．もし化学療法開始前に抗

がん剤による治療効果が事前に予測できれ

ば，適切な抗がん剤を選択することによって

治療効果を上げるだけでなく，治療効果の乏

しい抗がん剤を使用しないことによって不

必要な副作用を防ぐことができる．しかし胃

癌に対する抗癌剤の治療予測を可能とした

ものは未だ定まっていない． 

研究協力者の Dr. Letai Anthony らはアポ

トーシスの新しいプロファイリングアッセ

イ (BH3 プロファイリング)を確立し，その

有効性を学術雑誌に報告した(Science 2011, 

Cell 2012)．この手法を用いて白血病や多発

性骨髄腫患者の化学療法の治療効果を事前

に予測することを可能とした．一般的に複数

のアポトーシス関連蛋白がカスケードにな

って複雑に関与しているため個々のアポト

ーシス関連蛋白の発現を測定するのみでは

アポトーシスの解析は不十分である．一方こ

の BH3 プロファイリング法では，個々のアポ

トーシス関連蛋白の発現多寡に関わらず生

存している細胞が起こし得るアポトーシス

を直接測定することができるため，機能的な

アポトーシスを評価するアッセイとして非

常に有用である．さらにこのプロファイリン

グ法はサンプル量が有限で希少な臨床検体

においても十分に応用が可能である．また申

請者らはオリジナルで使用したものと別の

陽イオン性の蛍光試薬(TMRE)によって，BH3

ペプチドの必要量を約 1/10 程度に減らした

BH3 プロファイリング法の樹立に成功した 

(Kawano Y et al, Hematologica 2014)．  
２．研究の目的 
本研究では，まず胃癌細胞株に対して TMRE

を用いた BH3 プロファイリングを行い，in 

vitro における機能的なアポトーシスに関す

る検討を行う．次に胃癌細胞株に対する抗が

ん剤感受性を検討する．これらの結果から

BH3 プロファイリングと抗がん剤感受性と

の間の相関を探る．相関を認めた項目に対し

て，実地臨床での化学療法前の胃癌患者検体

を用いて感受性の予想が可能かどうかの更

なる解析を行う． 

３．研究の方法 
(1)胃癌培養細胞株の抗がん剤による殺細胞

効果の検討 

7 種類の胃癌培養細胞株（MKN45, MKN74, 

JR-St, HSC-39, NCI-N87, NUGC-4, KATO-III）

を用いて Docetaxel. CDDP, 5-FU に対する

各 々 の 50% 阻 害 濃 度 （ Half maximal 

inhibitory concentration, IC50）を算出し

た．次に同胃癌培養細胞株にDocetaxel, CDDP, 

5-FU で 72 時間処理した後のアポトーシス陽

性細胞をフローサイトメトリ―法で解析し

た． 

(2)胃癌培養細胞株の BH3 プロファイリング 

BH3 プロファイリングに用いた 7つの BH3ペ

プチドは既報に従って作成した (PNAS 2010, 

Science 2011)．胃癌培養細胞株 2.0x105個に

対して最終濃度が 10 µM になるよう BH3 ペプ

チドをそれぞれ添加し，30分間ペプチドと細

胞との反応を行った．その後 25 nM TMRE を

添加した．その後フローサイトメトリ―法を

用いて FL-2 (PE)で検出された蛍光シグナル

強度を検出した．陰性コントロールにはペプ



チドの溶媒である DMSO を，陽性コントロー

ルにはミトコンドリアの脱共液剤 FCCP を添

加したサンプルを用いた．陰性コントロール

時の FL-2 の蛍光強度を”ミトコンドリア膜

電位の変化を認めない”0 %，陽性コントロ

ール時を”ミトコンドリア膜電位が最大限

変化してアポトーシスを起こす”100 %と設

定して，各 BH3 ペプチド投与時のミトコンド

リア膜電位の脱分極の程度，すなわちアポト

ーシスの程度を測定した(図 1）． 

(3) 胃癌培養細胞株のアポトーシス関連蛋

白発現の検討． 

各胃癌培養細胞株から蛋白を抽出し，ウエ

スタンブロッティング法にて BCL-2, MCL-1, 

BCL-W, BCL-XL, BIM, BAX, BAK といったアポ

トーシス関連蛋白発現を測定した． 

(4)胃癌培養細胞株における BH3 プロファイ

リングと各抗がん剤の感受性との比較検討 

(1)(2)及び(3)から得られた結果を元に，各

BH3 ペプチドによるアポトーシスの程度と，

抗癌剤の IC50 やアポトーシス関連蛋白発現

との間の相関について Spearman 順位相関係

数を用いて統計学的に解析した． 

(5) ヒト臨床胃癌サンプルを用いたBH3プロ

ファイリング 

 インフォームド・コンセントを得た胃癌患

者検体を採取し，胃癌細胞を単離，解析する．

採取した胃癌粘膜生検は細切した後，蛋白分

解酵素等で処理して単細胞化してから BH プ

ロファイリングを検討した．  

 

 

４．研究成果 

(1)胃癌培養細胞株における抗癌剤感受性と

BH3 プロファイリングとの関連 

Docetaxel, CDDP, 5-FU の 7 種類の胃癌培

養細胞株に対する殺細胞効果を IC50 とアポ

トーシス陽性率で評価し，7 つのペプチドに

よるBH3プロファイリングとの相関を検討し

た．その結果，BIM BH3 ペプチドによるプロ

ファイリングと，Docetaxel による殺細胞効

果との間に強い相関を認めた(図 2）. 

(2)BIM BH3 プロファイリングとアポトーシ

ス関連蛋白発現との関連 

 次にアポトーシス関連蛋白発現とBH3プロ

ファイリングとの関連を検討した．その結果

BIM BH3 プロファイリングは BIM 蛋白発現自

身とは相関を認めなかったが，BAK 蛋白発現

と強い相関を認めた(図 3）． 

この結果からDocetaxelの感受性がBAK蛋

白発現量と関連している可能性が示唆され

た．このことは研究当初は想定していなかっ

た結果であったが，以後はこれを検証するこ

ととした． 



(3)BAK 蛋白発現抑制による Docetaxel 感受

性への影響 

 BAK siRNA を用いて BAK 蛋白発現を抑制さ

せた胃癌細胞株を用いてDocetaxelによるア

ポトーシス陽性率を検討した．その結果 BAK

蛋白発現を抑制した胃癌細胞株は有意に

Docetaxel によるアポトーシス陽性率の低下

を認めた(図 4）． 

(4)ヒト臨床胃癌サンプルを用いた BAK 蛋白

発現と予後解析 

 当初の目的は胃癌サンプルを直接BH3プロ

ファイリングすることによって感受性を検

討することであったが，研究の進捗過程にお

いて上述の如く BAK蛋白発現が Docetaxel の

感受性を予測できる可能性が出てきたこと

から，すでに化学療法を施行した患者での胃

癌組織中のBAK蛋白発現を免疫染色法を用い

て検討した．胃癌細胞における BAK 蛋白発現

の陽性率と強度をそれぞれスコア化(BAK 

index)し，Docetaxel を含む化学療法施行後

に切除術が施行された胃癌組織中の化学療

法による治療効果の程度と比較検討した．そ

の結果 BAK 蛋白発現の多寡が，化学療法によ

る組織学的な治療効果と強く関連していた

ことが分かった(図 5)．さらに生命予後につ

いてカプランマイヤー法で検討したところ，

BAK 蛋白発現の高い胃癌患者は，低い患者に

比べてDocetaxelを含む化学療法施行におけ

る生命予後の有意な延長を認めた(図 6)． 
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