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研究計画書 

研究課題名：大腸癌の転移・浸潤因子および抗癌剤感受性関連因子の包括的検討 

 

【研究の背景・目的】当科（あるいは旧外科下部消化管チーム）では，大腸癌の転移に関与す

る血管新生因子 vascular endothelial growth factor (VEGF)・リンパ管新生関連因子

(VEGF-C,-D)やこれらの受容体を含む関連諸因子の腫瘍内発現を蛋白レベル（免疫組織学的染

色や ELISA 法）， mRNA レベル，あるいは血中蛋白レベルで検討してきた．また， 浸潤に

関 与 す る matrix metalloproteinases(MMPs)/tissue inhibitors of metalloproteinase 

s(TIMPs)の発現と大腸癌の転移・再発の関係についても検討してきた．さらに，これらを検

討した症例を中心に，大腸癌化学療法の効果予測に関連する酵素発現を mRNA レベルや蛋白

発現レベル（免疫組織学的染色や ELISA 法）で検討し，各種学術雑誌や学術集会で発表して

きた（研究業績リスト）． 

 これらの研究は臨床検体（組織・血液サンプルなど）の保存と利用について，提供者（患者）

の同意を文書で得た場合のみ行い，他施設との共同研究の場合や，遺伝子配列（多型の解析な

ど）に関連する研究については，埼玉医科大学あるいは埼玉医科大学総合医療センターの倫理

委員会で承認を受けて行ってきた（承認済み研究リスト）．従来行ってきた各々の研究は限ら

れたサンプルで行われたものが多く，また，研究結果の相互関係を十分検討するまでには至ら

なかった． 

今回，従来行ってきた研究に，新たに検討する因子を加えるとともに，より多くのサンプル

で転移・浸潤因子と抗癌剤効果予測因子との関連などを包括的に検討することを目的としてい

る． 

【材料と方法】 

材料 

1996 年 1 月から 2009 年 12 月の間に総合医療センター消化管一般外科（あるいは旧外科）

で，患者から文書で研究に対する検体の保存と利用に同意が得られ，消化管・一般外科で凍結

保存してある，血液（血漿・血清）．検査で採取，あるいは手術で摘出した組織（正常大腸粘

膜，大腸癌，あるいは転移巣とその隣接正常臓器），およびホルマリン固定パラフィン包埋ブ

ロック，など．血液約 700 症例，大腸癌腫瘍組織や隣接正常臓器（大腸粘膜など）が約 600

症例，保管されている． 

方法 

1． 大腸癌患者の VEGF,VEGF-C,VEGF-D やそのその受容体である flt-1, KDR, flt-4 など

の血液レベルを ELISA 法で測定する．また，大腸癌組織中の発現を蛋白レベル（ELISA

法）で解析する．また，real time RT-PCR 法を用いて mRNA レベルの発現も解析す

る．これらの発現因子に対する抗体を用いた免疫組織学的染色を行い，発現部位と強度

を解析し，血液レベル，蛋白発現レベル，mRNA 発現レベルで得られた結果との関係

も検討する．（過去に行った症例数を含め，最大 500 検体までの検討予定）． 

2． 1 と同様に，大腸癌患者の MMPs(MMP-2,-7,-9 など)/ TIMPs（TIMP-1,-2）や，これ
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らの発現と血管新生に密接に関与している interleukin(IL)-8 などの血液レベル

（ELISA 法）と大腸癌組織レベル（mRNA レベルあるいは ELISA 法による蛋白発現

レベル）の発現の相互関係について検討する．また，免疫組織学的染色を行い，1 と同

様の検討を行う（１同様，最大 500 検体までの検討予定）． 

3． 現在大腸癌に対し，世界的に用いられている薬剤は 5-fluorouracil (FU)(葉酸を併用)，

ilinotecan (CPT-11)，oxaliplatin (L-OHP)の３剤である．これらの薬剤に対する腫瘍側

の効果予測因子として， 5-fluorouracil(FU)あるいは葉酸代謝に関連する thymidine 

syntase (TS)， orotate phosphoribosyltransferase (OPRT) ， dihydropyrimi dine 

dehydogenase (DPD) ， thymidine phosphorylase (TP) ，  folylpolyglutamate 

synthetase (FPGS)，gamma-glutamyl hydrolase (GGH), dihydrofolate reductase 

(DHFR) ， methylenetetrahydrofolate reductase (MTHFR) ，

methylenetetrahydrofolate dehydrogenase (MTHFD) ，  folate receptor alpha 

(FOLRA)， CPT-11 に関連する topoisomerase-I (Topo-I)，L-OHP に関与する excision 

repair cross-complementing gene-1(ERCC-1)，ERCC-2 などがあげられる．また，

抗癌剤の耐性に関与する GST-π，multi-drug resistance (MDR)-1，p53 などがある．

これらの因子（大多数が代謝関連酵素）の大腸癌腫瘍組織中の発現を mRNA レベル，

蛋白発現レベル（ELISA 法，Western blotting 法，免疫組織学的染色など）で検討し，

各因子間発現量（程度）の関係や，異なる検討方法における各因子の発現量（程度）の

関係を解析する．また， 5-FU，CPT-11，L-OHP などを使用した患者の腫瘍組織にお

ける各因子の発現量（程度）と抗腫瘍効果についても検討する．臨床効果は RECIST

分類で，腫瘍の増大・縮小について評価する．その他，progression-free survival，overall 

survival との関係についても解析する（最大 300 検体までの検討予定）．なお，３．の

研究で解析予定の諸因子の解析根拠について，説明が必要と思われものについては後述

した（各種抗癌剤感受性予測因子を検討する文献的根拠）． 

4．  １，２，３の結果を総合的に解析し，一般的に検討されている臨床病理学的項目や腫

瘍マーカー（CEA，CA19-9，抗 p53 抗体など）とともに，多変量解析を行い，新たな

予後規定因子（stage I-III），抗癌剤効果予測因子（stage IV・再発の切除不能例）など

について明らかにする．  

 

【研究期間・研究場所など】 

 研究期間は倫理委員会承認後，10 年間の予定．研究場所は総合医療センター外科研究室，

消化器・肝臓内科研究室，病理部，共同研究利用施設，研究部（研究室），国際医療センタ

ーTR センター，ゲノム医学研究センター 
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研究業績リスト 

【血管新生／リンパ管新生】 

1. 石塚直樹 他：VEGF および VEGF-C 高発現を呈し、急速な転帰をとった結腸内分泌細胞

癌の 1 例．日本大腸肛門病雑誌 60:269-275,2007 

2. 権田剛 他：大腸癌肝転移における肝動注療法の効果と血漿中VEGF, Soluble Flt-1の関係．

癌と化学療法 33:1841-1844,2006 

3. 三橋敏武 他：大腸癌原発巣,肝転移巣における脈管形成,血管新生関連遺伝子の解析と臨床

病理学的検討．日本外科学会雑誌 106:366,2005(会議録) 

4. 牧田陽一郎 他：大腸癌原発巣におけるリンパ管新生関連分子の発現レベル解析．日本外科

学会雑誌 106:365,2005(会議録) 

5. Ishida H, et al.：Plasma Levels of Big Endothelin-1 in Patients with Colorectal Cancer: 

Correlation with Liver Metastasis.日本外科系連合学会誌 29:980-987,2004 

6. 石田秀行 他：大腸癌組織中 VEGF-C,-D 発現の検討 VEGF, thymidine phosphorylase

発現との関連．日本大腸肛門病雑誌 57:602,2004(会議録) 

7. 中田博 他：進行大腸癌における血清 soluble flt-1 測定の意義．日本大腸肛門病学会雑誌 

57:829,2004(会議録) 

8. 大澤智徳 他：大腸癌における血漿 VEGF-C,D 値の検討．日本大腸肛門病学会雑誌 

57:829,2004(会議録) 

9. 石田秀行 他：大腸癌原発巣における VEGF,Flt-1,KDR の発現と血中 VEGF, soluble Flt-1

測定の臨床的意義．日本外科学会雑誌 105:519,2004(会議録) 

10. 白川一男  他：mRNA 発現レベルからみた大腸癌原発巣 ,同時性肝転移巣における

Topoisomerase-1 発現と脈管形成,血管新生,リンパ管新生関連遺伝子との関係．日本外科学

会雑誌 105:638,2004(会議録) 

11. 岡田典倫 他：肝動注療法の効果と血漿中 VEGF の関係．癌と化学療法 30:1639-1642,2003 

12. 石田秀行 他：血漿 VEGF165 測定は大腸癌血行性再発の予測に有用である．日本大腸肛

門病学会雑誌 55:586,2002(会議録) 

 

【MMPs/TIMPs】 

1. Nemoto T, et al.：Ornithine decarboxylase, mitogen-activated protein kinase and 

matrix metalloproteinase-2 expressions in human colon tumors. World J Gastroenterol. 

11:3065-9,2005 

2. Ishida H, et al.：Serum Levels of Tissue Inhibitor of Metalloproteinases-1 (TIMP-1) in 

Colorectal Cancer Patients. Surgery Today 33:885-892,2003 

3. Ishida H, et al.：Determining the levels of matrix metalloproteinase-9 in portal and 

peripheral blood is useful for predicting liver metastasis of colorectal cancer. Jpn J Clin 

Oncol. 33:186-91,2003 

4. Okada N, et al.：Matrix metalloproteinase-2 and -9 in bile as a marker of liver 
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metastasis in colorectal cancer. Biochem Biophys Res Commun. 288:212-6,2001 

【抗癌剤】 

1. 石橋敬一郎 他：びまん浸潤型大腸癌における Thymidine Synthase，Thymidine 

Phosphorylase ， Dihydropyrimidine Dehydrogenase ， Orotate 

Phosphoribosyltransferase mRNA 発現．癌と化学療法 34:1073 –1077,2007 

2. 石田秀行 他：大腸癌組織中 Orotate phosphoribosyltransferase mRNA 発現と臨床病理学

的因子および 5-Fluorouracil 系抗癌剤の臨床的効果との関係．日本外科系連合学会誌 

30:126-133,2005 

3. 石田秀行 他：大腸癌における DNA Topoisomerase-I mRNA 半定量の臨床的意義．癌と化

学療法 32:1295-1299,2005 

4. 石田秀行  他：大腸癌原発巣における Thymidylate Synthase, Dihydropyrimidine 

Dehydrogenase, Orotate Phosphoribosyltransferase mRNA 発現の相互関係と 5-FU 系

抗癌剤の効果予測．癌と化学療法 32:1929-1934,2005 

5. 石 田 秀 行 他 ： 大 腸 癌 腫 瘍 内 Dihydropyrimidine Dehydrogenase 発 現 と

5-Fluorouracil+Leucovorin+UFT 療法の効果．癌と化学療法 31:883-887,2004 

6. 傍 島潤  他 ：大 腸癌 におけ る Thymidine phosphorylase(TP),Dihydropyrimidine 

dehydrogenase（DPD)の発現 ELISA 法による蛋白発現 vs.LCM 法による mRNA 発現．

日本大腸肛門病学会雑誌 58:812,2005(会議録) 

7. 石田秀行 他：原発巣の Topoisomerase-IIα, Glutathione S-Transferase-π mRNA 発現

からみた大腸癌肝転移に対する Degradable Starch Microsphere 併用 Adriamycin・

Mitomycin C 肝動注療法の効果．癌と化学療法 31:1803-1805,2004 

8. 石田秀行  他：Dukes'C 大腸癌に対する予防的肝動脈化学療法の成績  原発巣の

TS,DPD,p53 及び OPRT 発現との関係．癌と化学療法 30:1621-1626,2003 

9. 山田博文 他：大腸癌に対する 5-Fu 系経口抗癌剤投与後の再発と Dihydropyrimidine 

Dehydrogenase(DPD):DPD タンパク量と DPD 免疫染色性の対比．日本癌治療学会誌 

37:318,2002(会議録) 

10. 石 田 秀 行  他 ： 高 齢 者 大 腸 癌 腫 瘍 組 織 内 Thymidine Phosphorylase 及 び

Dihydropyrimidine Dehydrogenase 発現の検討．癌と化学療法 28:809-814,2001 

11. 石田秀行 他：原発巣の Thymidine Phosphorylase, Dihydropyrimidine Dehydrogenase

発現からみた大腸癌肝転移に対するDoxifluridine併用 5-Fluorouracil肝動注療法の効果．

癌と化学療法 28:1624-1627,2001 

12. 石田秀行 他：大腸癌原発巣・肝転移巣における Dihydropyrimidine Dehydrogenase 定量

の意義．癌と化学療法 27:1879-1882,2000 
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承認を受けた研究リスト 

1)Laser captured microdissection 法による大腸癌核酸代謝酵素 mRNA の解析

（300） 

2) ELISA 法による大腸癌核酸代謝酵素蛋白量の解析（医療センター倫，43,43-II） 

3)ERCC1 および TS の発現を指標とした切除不能の進行・再発・結腸・直腸癌に

対する modified FOLFOX6 療法の効果予測（522，2008.6 改訂申請が承認済み） 

4)切除不能・再発大腸癌に対する mFOLFOX6 療法とテガフール・ウラシル（UFT）

ロイコボリン（Leucovorin）療法におる Modified OPTIMOX の探索的検討（174） 

 

 

各種抗癌剤感受性予測因子を検討する文献的根拠 

 

1) TS (thymidylate synthase)： 5-FU の標的酵素であり、転移性・進行大腸癌において、腫

瘍内 mRNA 発現量あるいはタンパク発現量の低い症例は、高い症例に比べて 5-FU 療法が奏

効すると報告されている 1)-5)．一方、術後補助化学療法の対象では，原発巣における TS タン

パク高発現症例の方が 5-FU 術後補助化学療法が奏効するとの報告もある 6)-8)．大腸癌原発巣

と転移巣の TS レベルは一致しないとの報告もあり 9),10)，さらなる研究が必要と思われる． 

 

2) DPD (dihydropyrimidine dehydrogenase)： 5-FU の分解酵素であり，進行頭頸部癌にお

いて，酵素活性が低い症例の方が 5-FU 療法が奏効するとの報告がある 11)．また，転移性大

腸癌では，TS および TP に加え DPD の腫瘍内 mRNA 発現量も検討することで，5-FU 療

法のより正確な効果予測が可能になると報告されている 12 )． 

 

3) TP (thymidine phosphorylase)： 5-FU の代謝に関係するだけでなく、血管新生因子

PD-ECGF（platelet-derived endothelial cell growth factor ）としても知られる酵素である．

TS と同様、転移性大腸癌では腫瘍内 TP mRNA 発現量の高い症例は 5-FU 療法の効果が低

いとの報告がある一方 13)，術後補助化学療法の対象では TP 高発現症例の方で予後が良いと

の報告もある 14 )． 

 

4) OPRT (otate phosphoribosyl transferase)： 5-FU のリン酸化（活性化）酵素であり，大

腸がんにおいて腫瘍部の酵素活性が正常部に比して有意に高値を示し，腫瘍部の活性が 5-FU 

療法の効果予測因子になることや，腫瘍部と正常部における酵素活性の比ががんの進行度やリ

ンパ節転移と関連することなどが報告されている 15)．大腸がんにおいて，手術摘出腫瘍組織の

OPRT 活性が術後の予後や 5-FU 感受性と関連しているという報告がある 16),17)．また，OPRT 

と DPD の mRNA 発現量比は，各々単独の mRNA 発現量よりも 5-FU 系抗癌剤の感受性と

より相関していた 17) ． 
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5) FPGS (folylpolyglutamate synthetase) ： 6)参照 

 

6) GGH (gamma-glutamyl hydrolase)： FPGS は還元型葉酸にグルタミン酸(Glu) を重合さ

せる酵素である．生体内に投与された還元型葉酸は，monoglutamate として細胞膜を通過す

るが，細胞内では FPGS により，グルタミン酸が付加された polyglutamate になり，細胞内

に 保 持 さ れ る ． 5-FU の 作 用 機 作 の １ つ で あ る TS の 阻 害 に お い て は ，

methylenetetrahydrofolate が TS ，FdUMP とともに三元複合体(ternary complex:TC) を

形成する．この際，TC の安定性は methylenetetrahydrofolate に結合したグルタミン酸の数

が多いほど高い．したがって，5-FU 系抗悪性腫瘍剤の効果予測因子としての意義が注目され

る 18)-20)．一方，GGH は FPGS とは逆に polyglutamate を加水分解する酵素である．GGH 遺

伝子発現量が大腸癌の腫瘍組織内 methylenetetrahydrofolate と逆相関する傾向が認められ

ている 21)．したがって、FPGS と GGH の酵素量の比率が，5-FU の腫瘍縮小効果に影響を

及ぼす可能性は十分考えられる．腫瘍細胞では FPGS/GGH の mRNA 発現量比が 0.23 で，

GGH 優位という報告がある 22) ． 

 

7) DHFR (dihydrofolate reductase) ：ジヒドロ葉酸の還元酵素であり，葉酸拮抗剤である

methotrexate の標的である．腫瘍組織中の本因子の mRNA 量と抗癌剤感受性との関連が報

告されている 23) ． 

 

8) MTHFR (methylenetetrahydrofolate reductase) ：  ethylenetetrahydrofolate を

5-methyltetrahydrofolate に変換する酵素である．MTHFR の一遺伝子多型(A1298C) があ

る症例では，大腸癌の腫瘍内還元型葉酸量が有意に低値であったという報告がある 24)．また，

他の一遺伝子多型(C667T) がある症例では，女性の大腸癌症例にとって予後因子であるという

報告がある 25) ． 

 

9) MTHFD (methylenetetrahydrofolate dehydrogenase) ： MTHFD は

methylenetetrahydrofolate を 5,10-methynyl tetrahydrofolate に変換する酵素であるので，

MTHFD 活性が高いと腫瘍内還元型葉酸量が下がり，5-FU に抵抗性になると予想される 26)．

大腸癌細胞株を用いた検討では，MTHFD 遺伝子発現量が高い細胞ほど 5-FU に対する感受

性が低かったという報告がある． 

 

10) FOLRA (folate receptor alpha) ：葉酸の細胞内取り込みに関与する膜輸送タンパクであ

る．α、β、γが存在する．LV による 5-FU 系抗癌剤の抗腫瘍作用増強効果に影響を及ぼす

可能性が考えられる 27)． 

 

11) GART (glycinamide ribonucleotide formyltransferase)：10-formyl tetrahydrofolate か

ら tetrahydrofolate への変換を司る酵素である．プリン合成に必要な遺伝子であり，阻害す

るとプリンリボヌクレオチドが枯渇する．GART 阻害剤が抗癌作用を有することが知られて
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いる 28)． 

 

12) ERCC-1 （excision repair cross-complementing gene-1）： DNA 損傷の修復にかかわる

因子で，特にシスプラチンやオキサリプラチンの DNA障害の修復をつかさどり，薬剤感受性を

低下させることが知られている．これまでの文献でも本酵素の mRNA 発現量と大腸癌の 5-FU/

オキサリプラチン併用療法に対する感受性との関連を示唆する報告が見られる 29)． 

 

13) ERCC-2 （excision repair cross-complementing gene-2）:ERCC-1 同様，DNA損傷の修

復にかかわる因子で，ERCC-2 の遺伝子多型と oxaliplatin ベースの化学療法との関連性が報

告されている 30)． 

 

14) MDR-1(multi-drug resistance-1):P-glycoproteinは ATPの加水分解によるエネルギーを

利用して種々の抗癌剤を細胞外に排出するポンプとして働くことが知られており， MDR-1 は

P-glycoprotein を coding する遺伝子である．大腸癌における MDR-1 mRNA の発現と予後の関

連性について報告されている 31）．  

 

 

15) GST-pi (glutachione s-transferase pI):一般に薬剤耐性に関与する代表的な酵素である

が，GST-piの遺伝子多型と FOLFOX 療法の効果との間で関連性が報告されている 32)．  
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