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研 究 計 画 書 

 

                  平成 22年 11 月 18 日（提出） 

 

申請者（実施責任者） 

所 属  埼玉医科大学総合医療センター 消化管・一般外科 

氏 名  石田 秀行 

 

1．課題名  

 消化器腫瘍の発生・進展に関わる因子の探索的研究 

 

2．実施責任者 

埼玉医科大学総合医療センター 消化管一般外科 教授  石田 秀行 

 

3．実施分担者 

埼玉医科大学総合医療センター 消化管・一般外科 准教授  芳賀 紀裕 

埼玉医科大学総合医療センター 消化管・一般外科 講師     石橋敬一郎 

埼玉医科大学総合医療センター 消化管・一般外科 講師   隈元 謙介 

埼玉医科大学総合医療センター 消化管・一般外科 助教 岡田  典倫 

埼玉医科大学総合医療センター 消化管・一般外科 助教 傍島  潤 

埼玉医科大学総合医療センター 消化管・一般外科 助教     桑原  公亀 

埼玉医科大学総合医療センター 消化管・一般外科 助教   大澤  智徳 

埼玉医科大学総合医療センター 消化管・一般外科 助教 石畝 亨 

埼玉医科大学総合医療センター 消化管・一般外科 助教     幡野 哲 

埼玉医科大学総合医療センター 消化管・一般外科 助教   天野  邦彦  

埼玉医科大学総合医療センター 病理部      講師     東 守洋 

埼玉医科大学先端医療開発センター     センター長    西山  正彦 

埼玉医科大学国際医療センター ゲノム医学センター 所長   岡崎  康司 

埼玉医科大学国際医療センター 病理診断科   教授     清水  道生 

  

 

4．個人情報管理者 

埼玉医科大学総合医療センター 病理部 教授 田丸 淳一 

 

5. 研究期間 

承認日から 5年間 

 

6. 研究の目的と概要 
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食道・胃・小腸・大腸などの消化器腫瘍は，予後良好な症例から早期に転移する予後不良症例

までさまざまである．これまでその発生進展に関わる遺伝子候補が多々研究されてきたが，今な

お明らかにされていない遺伝子が関与していることは確実と考えられる．そこで，消化器腫瘍（食

道・胃・小腸・大腸）の原発巣・転移巣および正常組織における遺伝子発現・変異比較により，

腫瘍の発生・進展・無限増殖に関わる遺伝子を探索する．さらに，ゲノム DNA の多型解析により，

消化器腫瘍発生・進展の感受性遺伝子，化学療法の感受性遺伝子についても検索し，分子情報に

もとづく悪性度診断・オーダーメイド治療・分子標的治療の可能性を開くことを目的とする． 

 

7. 対象 

埼玉医科大学総合医療センター消化管・一般外科で治療（外科治療，内視鏡的治療，化学療法など）

を受けた消化器腫瘍患者で，本研究内容を文書（別紙参照）で説明を受け，十分に理 解した上，

自らの意思で研究への協力を決定し，文書で承諾した者を対象とする（本研究の承認前にすでに試

料の保管と研究利用についての同意が得られ，実際に試料が保管されている場合も含む）．これら

の対象患者から得られた A 群試料のうち，凍結保存された検体の利用は約 2000 検体，ホルマリン

ブロックからの検体も約 1000 検体の予定である．疾患（臓器）別の症例数では，食道腫瘍 100 例，

胃腫瘍 300 例，小腸・大腸腫瘍 500 例程度の予定である． 

 

8. 方法  

(1)検体の採取・保管 

対象となる検体には，手術前後や治療経過中の血液，手術後のドレーン排液，胸水や腹水，消

化器腫瘍の診断もしくは治療のために切除され，凍結保存された組織の一部（腫瘍組織および一

部の正常組織を含む），切除後に病理診断のために保存された標本など．採取された検体は，埼玉

医科大学総合医療センター消化管・一般外科で連結匿名化したうえで，消化管・一般外科の研究

室で保管される．匿名化作業は本研究に直接関与しない助教が行い，その管理は総合医療センタ

ーの個人情報管理責任者のもとで厳重に管理する．  

 

(2) DNA，RNA，蛋白の抽出とその使途について 

埼玉医科大学総合医療センター消化管・一般外科あるいは共同研究施設において，上記試料（A

群試料）より DNA， RNA，蛋白を抽出し，各々凍結保存する．  

 

① 末梢血より得られる白血球成分よりゲノム DNA を抽出し，このゲノム DNA を用いて癌関連遺伝

子や抗癌剤耐性関連遺伝子を含む様々な遺伝子の塩基配列を調べる．癌化に伴う遺伝子変異の

検出や個々人が生まれながらに有する一塩基多型 SNP (Single nucleotide polymorphisms, 

SNPs)を検索することにより,疾患との関連性を解明や治療効果の予測に役立つと考えられる 1)，

2）．具体的な例として，切除不能進行･再発大腸癌に対する FOLFOX 療法の場合，抗癌剤耐性関

連遺伝子の候補に，抗癌剤である 5FU の代謝関連酵素である thymidylate synthase (TS)，

dihydropyrimidine dehydrogenase (DPD), thymidine phosphorylase (TP)や，オキサリプラ

チンに関連する分子として DNA 除去修復酵素である excision repair cross-complementing 1 
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(ERCC1)，ERCC2 などが挙げられる．これまで我々が検索してきた遺伝子多型については別表 1

に示すとおりである．これら遺伝子の遺伝子多型と FOLFOX の効果もしくは有害事象に関連が

あるという報告は我々を含めて海外からもあり，このような遺伝子情報を検索することにより，

今後臨床情報に有用になる情報が得られることを目的に施行する．現時点では，抗癌剤耐性関

連遺伝子や癌関連遺伝子に関して，診断や治療に役立つ候補遺伝子は少なく，今後こうした遺

伝子を探索するとともに発見された場合，新たな検索項目に随時加えながら検索する予定であ

る．  

【表 1 FOLFOX 療法と関連のある遺伝子とその遺伝子多型】 

 

遺伝子名 遺伝子多型 

TS 5’-UTR polymorphism 

3’-UTR polymorphism 

MTHFR SNP C677T 
SNP A1298C 

ERCC1 codon 118 C→T 

ERCC2 codon 751 A→C 

GSTP1 codon 105 A→G 

 

② 末梢血より得られる血清あるいは血漿成分を用いることにより，血中のタンパク量や腫瘍マー

カーのような血中に遊離する腫瘍抗原の検出が可能である．測定法には，標的タンパクの抗体

を用いた ELISA 法が一般的である．こうした検索により癌特異的な分子マーカーの検出や治療

の標的やモニタリング，または過剰に発現している場合には治療の標的になりうる分子を見出

すのみ有用であると考えられる 3)． 

 

③ 末梢血以外の，腹水や胸水の試料も基本的には試料内に含まれる標的タンパクの同定もしくは

定量に用いる予定である．このような試料中に含まれる癌細胞成分を検出することも癌の早期

発見や治療効果判定に有用であり，試料よりDNAもしくはRNAを抽出しPCR法により検出する． 

 

④ 手術や生検により得られる組織試料の使途は多岐にわたる．組織からは，DNA，RNA，蛋白の抽

出が可能である． 

 

ⅰ) DNA については，癌組織で正常組織に比較して様々な遺伝子の突然変異が起きていないかど

うか検索する 4）．このような遺伝子異常は，癌化に関与している可能性があり臨床研究を計画する

にあたり非常に有用である． 

ⅱ) RNA の解析には，大別してメッセンジャーRNA（mRNA）とマイクロ RNA（miRNA）を用いる．

実際に標的遺伝子の mRNA 発現が亢進しているか減弱しているかリアルタイム PCR 法や従来の PCR

法により検討する．疾患に関与する遺伝子群を網羅的解析するにあたり，国内外で広く施行され

ている mRNA5),6)や近年報告されている miRNA7)を用いたマイクロアレイ法も施行する．mRNA のマイ

クロアレイに関しては，Affymatrix 社の GeneChipTM Human Genome U133 Plus 2.0 Array を使用

し，ヒトの38500遺伝子の発現を網羅的解析する予定である．miRNAに関しては，東レのmiRNA Oligo 
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chip で約 900 種の miRNA の発現を網羅的に解析する予定である． 

ⅲ) 組織より抽出された蛋白は，遺伝子発現の最終産物としてその遺伝子機能を反映する．組織

より得られる蛋白の発現は， Western blot 法によりその発現も検討する． 

 

⑤通常の病理組織診断時に作製されるパラフィン包埋切片を用いた，検索分子の抗体による免疫

学的組織染色法により，組織のタンパク発現を検索する 8)． 

 

⑥パラフィン包埋状態の病理標本から laser captured microdissection (LCM)法 9)10)により DNA

や RNAを抽出することも可能であり,検体試料が十分量採取できない場合や検体が凍結保存されて

いない場合に行う． 

 

(3) データ解析 

上記方法による遺伝子発現解析・ゲノム解析結果の相互関係，および対象とした症例の臨床的病

理学的所見との関連性を検討する．たとえば癌化に関わる遺伝子，原発巣と転移巣の発現解析の比

較から転移にかかわる遺伝子，抗癌剤の感受性に関連する遺伝子，予後良好例と不良例の比較から

悪性度にかかわる遺伝子候補を同定するとともに，多型解析により腫瘍の発生・進展の疾患感受性

遺伝子や化学療法の感受性遺伝子候補を同定し，インビトロの細胞株における過去のデータとも比

較する． 

 

9. 人権への配慮と個人情報の保護 

「ヘルシンキ宣言」,「臨床研究に関する倫理指針」および「ヒトゲノム・遺伝子解析研究に関す

る倫理指針」に従って人権擁護の配慮に努める．試料の保存は上記に記した通りで，連結可能匿名

化を消化管・一般外科内で行う．匿名化は本研究に直接関与しない田島雄介 助教が行い，当院の

個人情報保護責任者である 病理部 田丸 淳 教授のもとで厳重に管理される． 

  

10. インフォームド・コンセントのための手続及び方法 

研究実施責任者または研究実施分担者が，対象者または代諾者に説明文書「消化器腫瘍の発生・

進展に関わる因子の探索的研究へのご協力のお願い」に基づき説明を行う．すなわち，研究の目的

と意義，方法，研究実施場所，個人情報の保護，本研究への協力を行わなくても何ら診療上の不利

益を受けないこと，何時でも協力を中止できることなどを文書で説明する．十分な理解が得られ，

協力の意志を伝えられた対象者が「消化器腫瘍の発生・進展に関わる探索的研究に関する同意書」

に署名することにより同意を得る．なお，本研究承認前に試料（A群試料）を医学的研究に使用す

る同意を文書で得ている場合，本研究に際して改めて同意を得ることにする． 

 

11. 試料等の保存方法及びその必要性 

 本研究期間においては，試料は研究実施担当者が研究実施機関である埼玉医科大学総合医療セン

ター 消化管・一般外科の冷凍庫に保管する．将来の腫瘍の発生・進展に関わる遺伝子解析研究の

ための貴重な資源として，研究期間の終了後も提供者の同意が得られたものについては埼玉医科大
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学総合医療センター 消化管・一般外科で保管する．将来試料を他の目的の研究に使用する場合は，

新たにその研究計画書を倫理審査委員会において承認を受けた上で利用する．消化管・一般外科以

外で遺伝子解析を含むすべての解析を行った検体については，解析終了後すみやかに総合医療セン

ター 消化管・一般外科内の冷凍庫に再び保管する．研究期間終了時に研究の継続や検体の保管に

ついてあらためて検討し，必要な場合には倫理委員会の審査を受ける． 

 

2. 医学上の貢献の予測 

本研究は，癌治療における早期診断に役立つ分子マーカー，再発転移や予後を予測する分子マー

カー，治療の標的分子となりうる分子マーカー，抗癌剤治療の効果予測を可能にする分子マーカー

の検索を目的とし，これらを遂行することにより癌診療の現場における個別化治療の実現と医療経

済の効率化などに大きく寄与することが期待される． 
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