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巻　頭　言

会長　山　岸　久　一

　公益財団法人がん集学的治療研究財団（以下財団）の元祖は，一般財団法人として 1980 年（昭和 55
年）に井口　潔 九州大学名誉教授を理事長として設立され，2013 年（平成 25 年）に佐治重豊 岐阜大学
名誉教授が理事長の時に公益財団法人となり今日に至っております。公益財団法人として求められている
事は，①公益性（利を得ない事）と②透明性の維持であります。
　昨年の 6 月の前任の前原喜彦理事長の後を受けて，松本　晃理事長（以下松本理事長）が就任致しまし
た。その後の令和 2 年 2 月に，同財団の会長として山岸久一 京都府立医科大学名誉教授が就任致しまし
た。がん治療のあゆみ第 ３９ 回一般研究助成号を発刊する直前に，松本理事長が病気療養される事態が生
じ，急遽会長が理事長代行として巻頭言を記すことになりました。
　本財団設立当初から，研究助成事業を開始し，今年で ４０ 年になりますが，研究事業 503 件に対しまし
て総額 6 億 5,640 万円の助成をしてまいりました。対象課題は，臨床応用が可能となり得る「がんの集学
的治療」に関する研究を広く一般公募して，一般研究選考委員会（選考委員長　掛地吉弘 神戸大学大学
院医学研究科 教授）で厳正に評価し，公平性・透明性を保つ目的で選考委員会議事録には選考経緯や理
由等の記録を保存して頂いております。
　選考委員会の先生方には，公募一題一題につき充分な議論の上評価していただきましたことに対して厚
く敬意を表すとともに感謝致しております。
　本日お届けしました「がん治療のあゆみ第 39 巻」は，平成 30 年度受賞者の研究成果報告であります。
応募件数 51 件の中から厳選された 6 題の研究成果であり，対象臓器は肺，乳腺，大腸，膵，胆道などに
対する診断システム，個別化医療，スクリーニング法，治療効果予想など多彩であり，興味深い結果が得
られていますので，ご高覧頂き，ご批判賜れば，幸甚に存じます。
　結びに，令和元年度の一般研究助成金授与式には，財団理事・役員，選考過程でご尽力頂きました選考
委員の先生方にもご臨席賜りましたことに心より感謝申し上げます。また，ご祝辞を賜りました公益財団
法人がん研究会有明病院病院長の佐野　武先生には，心よりお礼申し上げます。優れた研究を推進する受
賞者の方々，関係された多くの方々に厚く感謝申し上げます。
　今後とも当財団へのご支援・ご指導を賜わります様，何卒宜しくお願い申し上げます。

� 令和 2 年 ３ 月 ３１ 日





選 考 経 過 報 告

一般研究選考委員会

選考委員長　掛　地　吉　弘

　選考経過をご報告申し上げます。

　対象課題として，臨床応用が可能となりうる「癌の集学的治療」に関する研究を募集し，51 件の応募
を頂きました。応募締め切りは ８ 月 ３１ 日で，全ての応募書類のコピーを事務局より全ての選考委員に送
付し，事前評価をしていただきました。その事前評価では，絶対評価のほかに評価が偏らないよう評価配
分を定めた相対評価で採点をお願いしております。その選考結果を事務局で集計し，去る 2018 年 10 月 4
日に第 43 回一般研究選考委員会を開催しました。選考委員が上位から一題ずつ議論を充分に行って，厳
正に評価を行いました。この選考委員会議事録は，公平性及び透明性を考慮し，経緯や理由を記録し，保
存しております。
　その結果，6 件の応募課題を助成対象候補として理事会に上申し，承認いただきました。
　そして，1 年後の 2019 年 12 月 １３ 日に第 ３９ 回一般研究発表会を開催し，研究成果報告として本冊子に
まとめました。

　助成金を受領される先生方にお願いします。
　研究論文を発表される際には「がん集学的治療研究財団助成金」の補助を得た旨を明記して頂くようお
願いします。先生方の業績に加わるとともに，財団からの助成金が癌の治療研究に役立ち，社会に貢献し
ているものと推察しております。本財団は公益法人ですので，acknowledgement を付した論文を刊行い
ただくことは，重要な意味を持っております。
　最後になりましたが，ご多忙の中，選考のため多大の労を賜った選考委員の皆様に厚くお礼申し上げる
とともに，ここに立派な成果をあげられた ６ 名の研究者の皆様に対して，心からの感謝を捧げ，今後ます
ますのご研究の進展を希望します。
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浸潤性膵管癌切除症例に対する門注療法および
TS-1 を用いた術後補助療法の第Ⅱ相試験

（多施設共同臨床試験）

北郷　実＊，北川　雄光＊

要旨　膵癌は極めて予後不良な疾患で，治療成績向上のため様々な集学的治療が試みられている。本研究の目的は周術期
療法である門注療法（PI4W）に引き続き，TS-1 を投与する術後補助療法の有用性を検証することである。本研究は多施
設共同の前向き臨床試験として 2014 年 2 月に第 1 例目が登録された。2017 年 5 月に目標の 50 例目が 2 次登録されて現在
追跡期間となっている。本研究の主要評価項目は無再発生存期間（RFS）と PI4W+TS-1 投与における高度有害事象発生
頻度，副次的評価項目は全生存期間（OS），PI4W+TS-1 投与の有害事象発生頻度とその完遂率である。高度有害事象は認
められず，PI4W の完遂率は 94％，TS-1 は 90％に導入され 32％で完遂（減量完遂 36％）した。追跡途中解析結果として
RFS は中央値 18.7ヶ月，5 年生存率 31.6％，OS は中央値 47.7ヶ月，5 年生存率 38.6％であった。

は じ め に

　本邦の膵癌による死亡数は年々増加し，2017 年には 34,196 人が死亡し，肺，大腸，胃に次いで癌死の
第 4 位を占めている。膵癌は消化器癌の中で最も予後が悪く，根治が期待できる外科的切除でも単独治療
ではまだ不十分である。そのため様々な集学的治療が積極的に試みられ，2004 年に ESPAC-1 試験では
5-FU/LV が膵癌切除後患者の全生存期間（以下 OS）を有意に改善することが示され，膵癌の術後補助
療法の有用性が報告された1）。2007 年には CONKO-001 試験で Gemcitabine（以下 GEM）が有意に無病
生存期間（以下 DFS）及び OS を改善することが報告された2）。本邦からも JSAP-02 試験で GEM が
DFS を有意に延長することが示され3），GEM は術後補助療法として膵癌診療ガイドライン（2009 年版）
でグレード B に推奨され標準治療として認められた。その後本邦で GEM に対する TS-1 の OS における
非劣性を検証する第Ⅲ相試験（JASPAC01）が行われ，TS-1 が GEM に対し OS と無再発生存期間（以
下 RFS）で有意に延長を認めたため4），膵癌診療ガイドライン（2013 年版）より TS-1 の単独療法がグ
レード A に推奨され本邦の標準治療となった。
　一方，当教室では 1986 年より術後の周術期療法として 5-FU（250mg/body）を 2 週間門脈内に投与す
る門注療法（PI2W）を行い，PI2W が手術単独群より肝転移を有意に抑制することを報告したがその成
績はまだ満足できるものではなかった5）。2001 年より投与期間を 4 週間に延長した門注療法（以下
PI4W）を開始したところ，術後肝転移率の減少と生存率の改善を認め，サブグループ解析で PI4W に補
助療法を付加することでさらに予後の改善を示した6）。当教室ではこの結果を踏まえ，周術期療法として
PI4W による導入療法に引き続き，維持療法として GEM を投与する術後補助療法の有用性を検証する多
施設共同臨床試験（TOSPAC-01）を行い良好な成績を報告した 7）。
　今回，PI4W に現在標準治療とされる TS-1 を投与する術後補助療法の有用性について検証することを
目的として，多施設共同で前向きの臨床第Ⅱ相試験を開始した。

＊慶應義塾大学医学部　外科学教室（一般・消化器）
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対象と方法

　対象は，本研究について倫理委員会の承認をえられた参加施設で臨床試験に参加の同意がえられ，選択
基準（表1）に合致することを確認して術前に 1 次登録を行い，術後 3 週以内に 2 次登録の選択基準（表
1）に合致し 2 次登録された膵癌症例とする（図1）。

表 1　適格基準及び除外基準

図 1　臨床試験
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　導入療法の PI4W は経門脈投与ルート（図2）と全身投与ルートからなる。投与方法は 5-FU（250mg/
body）とヘパリン（2000 IU/body）を生食 500ml に溶解し，門脈内に留置したカテーテルから 28 日間持
続投与する。マイトマイシン C（MMC）（4mg/body iv，Day6，Day13，Day20，Day27）とシスプラ
チン（CDDP）（10mg/body div，Day7，Day14，Day21，Day28）は全身投与する。引き続き外来で維
持 療 法 と し て TS-1（ 体 表 面 積（BSA） に よ り 80mg（BSA ＜ 1.25m2）/100mg（1.25m2 ≦ BSA ＜
1.50m2）/120mg（1.50m2 ≦ BSA）（分2）4 週間投与 2 週間休薬を 1 コースとして 4 コース）を術後 5
週～10 週以内に開始する（図3）。

図 2　門注カテーテル挿入法

図 3　PI4W+TS-1 プロトコール

　主要評価項目は RFS と PI4W+TS-1 施行における高度有害事象発生頻度，副次的評価項目は OS，PI-
4W+TS-1 施行における有害事象発生頻度とその完遂率とした。予定症例数は 50 例，登録期間は 3 年，
追跡期間は最終登録日より 3 年間とした。

回結腸静脈
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結 果

　2014 年 2 月に第 1 例目の登録が行われ，2017 年 3 月までに当施設を含めた 5 施設より 1 次登録が 64
例，そのうち 50 例が 2 次登録に進み，目標症例数に到達して集積終了となった。50 例の患者背景は，年
齢中央値 69 歳，性別は男性 34 例，女性 16 例。術式は膵頭十二指腸切除が 25 例（50％），膵体尾部切除
23 例（46％），膵全摘が 2 例（4％）であった。38 例（76％）に R0 切除が行われた（表2）。切除標本
の病理組織学的所見は T1/T2/T3 がそれぞれ 5 例（10%）/0例/45 例（90%），リンパ節転移は 39 例

（78％）に認め，UICC による Stage 分類は StageIA/IB/IIA/IIB がそれぞれ 4 例（8%）/0例/7 例（14%）/ 
39 例（78%）であった（表3）。

表 2　患者背景（N=50）

表 3　病理所見（膵癌取扱規約 第 7 版）

　PI4W は 47 例（94%）で完遂し，3 例（6%）が好中球減少（Grade4）や患者の希望などにて中断し
た。TS-1 は 45 例に導入され，減量 18 例（36%）を含む 34 例（68％）で完遂した。
　31 例（62%）に再発を認め初回再発部位として 12 例（24%）に肝臓への転移を認めた。追跡途中の解
析で RFS は中央値 18.7ヶ月，5 年生存率 31.6％（図4），OS は中央値 47.7ヶ月，5 年生存率 38.6％で
あった（図5）。
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図 4　無再発生存期間

図 5　全生存期間

考 按

　今回，周術期療法である門注療法（PI4W）と維持療法として TS-1 を投与する膵癌術後補助療法を多
施設共同臨床試験として安全に施行することが可能であった。特に高度侵襲を伴う膵切除術直後にもかか
わらず PI4W は 94％で完遂することができた。中断した理由も Grade 4 の好中球減少と患者からの中断
希望で重篤な有害事象を認めなかった。また，TS-1 は 45 例（90％）に導入されたが 5 例（10％）に導
入されず，その理由は 1 例が早期再発，4 例が患者の希望であった。TS-1 は減量を含め 34 例（68％）で
完遂し，これは既報（JASPAC-01）と同程度であった4）。
　まだ追跡期間中であるが，これまで 31 例（62%）に再発を認め，初回再発部位として肝転移と局所再
発がそれぞれ 12 例（24％），癌性腹膜炎 7 例（14％），肺転移 5 例（10％）であった。肝転移の 1 例は早
期に再発したため TS-1 の導入が行われなかった。RFS は中央値が 18.7ヶ月，5 年生存率は 31.6％で以
前の PI4W+GEM による術後補助療法（TOSPAC-01）7）の RFS（中央値 15ヶ月，5 年生存率 31.9％）と
ほぼ同等であった。また，これまでのところ原病死が 20 例，他病死が 3 例で，OS の中央値は 47.7ヶ月，
5 年生存率は 38.6％で TOSPAC-017）の OS 中央値 32ヶ月，5 年生存率 34％より良好であった。2020 年 3
月の追跡終了時点で最終解析を予定している。

お わ り に

　本試験は TOSPAC-01 試験同様，PI4W が膵切除術直後でも安全に施行することを再確認した。追跡途
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中であるが，RFS に関しては GEM を維持療法とした TOSPAC-01 と同等で OS では良好な結果であっ
た。

　最後に，本研究にご支援いただきました公益財団法人がん集学的治療研究財団の皆様に深謝申し上げま
す。
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光を用いた肺がん征圧への挑戦：DLL3 をターゲットとした
光励起治療・診断システムの開発

磯部　好孝＊，滝　俊一＊，高橋　一臣＊，�
安井　裕智＊，西永　侑子＊，佐藤　和秀＊，＊＊，＊＊＊

要旨　小細胞肺癌（SCLC）は予後不良の疾病であり治療の選択肢は限られている。Delta like protein 3（DLL3）は，
SCLC に特異的に発現していることが近年に明らかになり治療標的として注目されている。今回我々はすでに開発された抗
DLL3 モノクローナル抗体である Rovalpituzumab を用い，小細胞肺癌を標的とした近赤外光線免疫療法（near infrared 
photoimmunotherapy: NIR-PIT）の開発をおこなった。Rovalpituzumab に光感受物質である IR700 を結合し Rovalpitu-
zumab-IR700（Rova-IR700）を作成した。DLL3 を過剰発現する SCLC 細胞と DLL3 を発現しない対照細胞を共培養し ro-
va-IR700 を添加後，波長 700nm 付近の近赤外光に曝露した。DLL3 過剰発現細胞は，照射後すみやかな細胞死が誘導され
たが，対照細胞には影響を及ぼさなかった。ヌードマウスに DLL3 過剰発現の小細胞肺癌株を用い皮下異種移植片を作成
し，Rova-IR700 を静注した。近赤外光を照射したところ，対照群に対し PIT 群では有意な腫瘍の増大抑制効果が見られ
た。以上から，DLL3 を標的とした NIR-PIT は小細胞肺癌に対する新規治療となり得ると考えられた。

背 景

　小細胞肺癌は肺癌の約 15％を占める高悪性度の腫瘍である。進展型で発見されることが多く，限られ
た治療手段しかなく予後が悪い。2018 年に進展型小細胞肺癌の一次治療において，抗 PD-L1 抗体アテゾ
リズマブを化学療法に上乗せすることで，既存治療より良好な全生存期間となることが示された1）。一次
治療で既存治療を上回る結果が示されたのは実に 20 年以上ぶりであり，未だ小細胞肺癌に対する新規治
療への要望は多い。
　Notch signaling pathway のリガンドである Delta-like protein 3（DLL3）は近年見出された，小細胞
肺癌に特異的な治療標的である。近年 DLL3 を標的とした抗体薬物複合体，Rovalpituzumab-tesirine 

（Rova-T）が作成され，臨床試験が行われてきた2）3）。Rova-T は DLL3 を標的とする初めての薬剤で期
待されていたが，2 つの第 3 相試験において否定的な結果が示され，2019 年 8 月に開発が終了となった。
しかしながら DLL3 の小細胞肺癌に特異的に発現するという特性は不変であり，今なお有望な治療標的で
ある。
　近赤外光線免疫療法は 2011 年に米国 NIH の小林らによって報告された新機序の癌治療法である4）。標
的細胞が発現する抗原に対する特異的抗体に IR700 という光感受物質を結合させ，抗体- 光感受物質が細
胞表面に結合しているときに波長 700nm 付近の近赤外光を照射すると，細胞にネクローシスが誘導され
る5）。抗体と光照射によって二重に対象を選択しており，極めて選択性の高い治療法である。現在，
EGFR を標的とした局所再発頭頸部扁平上皮癌に対する国際第 3 相試験が実施されており（LU-
ZERA-301，NCT03769506），数年以内の臨床導出が期待されている。
　今回我々は抗 DLL3 モノクローナル抗体である Rovalpituzumab と NIR-PIT を用い，前臨床の小細胞
肺癌に対する新機序治療法確立を目的に研究を行った。

＊名古屋大学大学院医学系研究科　呼吸器内科
＊＊名古屋大学高等研究院　S-YLC
＊＊＊同　最先端イメージング分析センター／医工連携ユニット
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対象と方法

1.  試薬
　水溶性シリカ- フタロシアニン誘導体 IRDye 700DX NHS エステルを，LI-COR Biosciences （Lincoln，
NE，USA）から購入した。抗 DLL3 モノクローナル抗体の Rovalpituzumab は Creative Biolabs（NY，
USA）から入手した。他のすべての化学物質は試薬級を使用した。

2.  細胞株
　SBC3 および SBC5（日本人患者由来のヒト SCLC 細胞株）は，日本研究バイオリソースコレクション

（JCRB）から入手した。3T3（マウス線維芽細胞），H69（ヒト SCLC）および H82（ヒト SCLC）は，
American Type Culture Collection（ATCC）から入手した。Cdk4/hTERT 不死化正常ヒト気管支上皮
細胞系 HBEC3 は，Hamon Center コレクション（テキサス大学サウスウエスタンメディカルセンター）
から入手した。DLL3，GFP，およびルシフェラーゼを発現する SBC5 および 3T3 細胞株は，RediFect 
Red-FLuc レンチウイルス粒子（PerkinElmer）および DLL3-GFP レンチウイルス粒子（OriGene）を遺
伝子導入することによって確立した。RFP 安定発現 Balb/3T3 細胞を，RFP（EF1a）-プロレンチウイル
ス粒子（AMSBIO）によるトランスフェクションにより確立した。DLL3，GFP，ルシフェラーゼ，また
は RFP の安定した高発現は 10 回以上の継代を通して確認された。DLL3，GFP，ルシフェラーゼ発現
SBC5/3T3 を SBC5-DLL3-luc-GFP/3T3-DLL3-luc-GFP，RFP 発現 3T3 を 3T3-RFP と略す。H69/CDDP

（「/ 薬物」は細胞がその薬物に対して耐性を有することを意味する），H69/VP は近畿大学ゲノム生物学
部西尾和人教授から，SBC3/CDDP，SBC3/ETP，SBC3/SN38 は，岡山大学呼吸器科木浦克之教授から
のご厚意により提供された。

3.  細胞培養
　細胞は全て，10％ウシ胎児血清およびペニシリン（100IU/ml）-ストレプトマイシン（100mg/ml）

（Thermo Fisher Scientific）を添加した RPMI1640（Thermo Fisher Scientific）で培養した。

4.  Rovalpituzumab-IR700（Rova-IR700）の合成
　Rovalpituzumab（1mg，6.8nmol） を，0.1mol/L の Na2HPO4（pH8.6） 中 の IR700 NHS エ ス テ ル

（LI-COR Biosciences）（66.8mg，34.2nmol，5mmol/L，DMSO）と共にインキュベートした。室温で 1
時間インキュベートしたのち混合物を Sephadex G50 カラム（PD-10 ;  GE Healthcare）で精製した。タ
ンパク質濃度は，Coomassie Plus タンパク質アッセイキット（Thermo Fisher Scientific）と分光光度計

（Novaspec Plus ;  GE Healthcare）を用いて 595nm での吸収を測定することにより決定した。分光光度計
を用いて 689nm での吸収により IR700 の濃度を測定して，mAb に結合した IR700 の数を確認した。平
均 3 つの IR700 分子が 1 つの抗体に結合するように合成を制御した。合成の品質管理として SDS-PAGE
を行った。蛍光バンドは，Odyssey Imager（LI-COR Biosciences）を用いて 700nm の蛍光チャンネルで
測定した。DLL3 への特異的結合を確認するために，フローサイトメトリー（Gallios，Beckman Coulter）
を SBC3，3T3 および HBEC3 を用いて行った。20 万個の細胞を 12 ウェルプレートに播種し，10µg/mL
の rova-IR700 と共に 37℃で 12 時間インキュベートした。2 回洗浄した後，培地を PBS に交換した。細
胞をピペッティングでウェルから剥離し，フローサイトメーター（Gallios，Beckman Coulter）によって
1 万個の細胞について IR700 の蛍光を評価した。HBEC3 は評価前に CD16 抗体（10µg/mL;  CD16/32 モ
ノクローナル抗体（93），Thermo Fisher Scientific）と共に 6 時間インキュベートして，細胞と Roval-
pituzumab の Fc 領域の非特異的結合を阻害した。Block Study は SBC3 を用いて実施した。20 万個の
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SBC3 に 10µg/mL となるよう Rovalpituzumab を添加し 12 時間インキュベートした。PBS で 2 回洗浄し
た後，Rova-IR700 を添加し 6 時間インキュベートし，洗浄の後フローサイトメーターで評価した。

5.  蛍光顕微鏡
　Rova-IR700 の DLL3 に対する特異性，およびこれを用いた NIR-PIT の観察を行った（A1Rsi および
TiE-A1R ;  Nikon Instech）。1 万個の細胞をガラスボトムディッシュに播種し，6 時間インキュベートし
た。次に，Rova-IR700 を 10µg/mL で培地に添加し，37℃で 12 時間インキュベートした。次いで細胞を
PBS で 2 回洗浄した後，培地を PBS に交換した。ヨウ化プロピジウム（PI，1：2,000 ;  Thermo Fisher 
Scientific）および Sytox Blue（ 1：500 ;  Thermo Fisher Scientific）を用いて死細胞を検出した。観察の
30 分前に死細胞染色を培地に添加した。次いで細胞を近赤外光（ 4 J/cm2）に曝露し，その後顕微鏡画像
を撮像した。

6.  in vitro NIR-PIT
　20 万個の細胞を 12 ウェルプレートに播種し，10µg/mL の rova-IR700 と共に 37℃で 12 時間インキュ
ベートした。PBS で 2 回洗浄した後，培地を PBS に交換した。細胞を，670-710nm の波長で発光する
NIR 発光ダイオード（L690-66-60，ウシオ エピテックス）で照射した。実際の電力密度（mW/cm2）は
光パワーメータ（PM100，Thorlabs）を用いて測定した。

7.  In vitro NIR-PIT の定量的評価
　rova-IR700 を用いた NIR-PIT の in vitro 細胞傷害性を，ルシフェラーゼ活性およびフローサイトメト
リーと PI 染色で定量的に評価した。ルシフェラーゼ活性のために，150µg/mL の D-ルシフェリン含有培
地（GoldBio）200µl を NIR-PIT の 24 時間後に PBS で洗浄した細胞に投与し，発光をプレートリーダー
で分析した。（Powerscan 4，BioTek）。NIR-PIT の後，異なる時点（ 1，3，6 および 24 時間）でルシ
フェラーゼ活性を評価し，この結果からルシフェラーゼ活性は NIR-PIT の 24 時間後に評価することと
した。フローサイトメトリーアッセイでは，光照射の 1 時間後にピペッティングで細胞を剥離し，PI を
添加後（ 2 µg/mL），室温で 30 分間インキュベートした。PI 蛍光を FACS Calibur（Becton Dickinson）
を用い 1 万個の細胞について評価した。

8.  動物と腫瘍モデル
　全ての in vivo 実験は，名古屋大学の動物管理使用委員会の規則に従って行われた。8-12 週齢の雌のホ
モ接合性胸腺欠損ヌードマウスを中部科学資材から購入した。処置中，マウスをイソフルランで麻酔し
た。600 万個の SBC5-DLL3-luc-GFP 細胞をマウスの右または両方の背部に皮下注射した。腫瘍体積を
評価するために，最大径とそれに直行する幅がノギスで体表から測定した。キャリパー測定に基づく腫瘍
体積は，以下の式によって計算された。腫瘍体積＝最大径 x 幅 2 x 0.5。細胞移植の 13 日後に腫瘍体積が
約 200mm3 程度に至ったマウスを選択した。選択したマウスに D-ルシフェリン（15mg/ml，200µL）を
腹腔内注射し，IVIS イメージングシステム（PerkinElmer）を用いてルシフェラーゼ活性が定量評価可
能であったマウスを最終的に実験に組み入れた。動物愛護の観点から腫瘍の最大径が 15mm を超えた場
合，二酸化炭素でマウスの安楽死処置を行った。

9.  生体蛍光イメージング
　治療前後の IR700 蛍光画像は，蛍光画像装置（Peal Imager，LI-COR Biosciences）を用いて取得した。
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10.  In vivo における局所の DLL3 標的 NIR-PIT
　異種移植片を背部に 1 個に持ったマウスを無作為に以下の 4 群に割り付けた。1）対照群　2）近赤外
光照射単独群　3）Rova-IR 投与単独群　4）NIR-PIT 群。いずれの群も 7 匹以上のマウスが組み入れ
られた。Rova-IR700 を投与する群には Day-1（腫瘍細胞の皮下注射から 13 日後）に Rova-IR700 50µg
を尾静注した。近赤外光を照射する群には Day 0 に 100J/cm2，Day 1 に 50J/cm2 の近赤外光を照射した。

11.  統計
　別段の指定がない限り，データは最小 4 回の実験からの平均値±SEM として表す。統計プログラム

（GraphPad Prism，GraphPad Software）を用いて統計分析を行った。二群比較のために，Mann-Whit-
ney 検定または t 検定を使用した。複数のグループを比較するために，Tukey 検定を用いた一元配置分散
分析または Dunn 検定を用いた Kruskal-Wallis 検定を用いた。累積生存確率を，Kaplan-Meier 生存曲線
分析を用いて各群において推定し，結果を log-rank 検定および Wilcoxon 検定で比較した。P ＜ 0.05 は
統計的に有意な差と考えた。

結 果

1.  IR700 と抗 DLL3 抗体の結合
　SDS-PAGE で Rova-IR700 は抗体のバンドに一致して IR700 の蛍光を認めたが，Rovalpituzumab 単独
では検出可能な蛍光シグナルを示さなかった（図 1A）。DLL3 および Rova-IR700 を用いた Western 
Blotting では，Rova-IR700 が DLL3 に結合することを確認した（図 1B）。フローサイトメトリーアッセ
イにおいて，SBC3 上の DLL3 シグナルは，過剰な Rovalpituzumab の添加によりブロックされた（図
1C）。3T3 および HBEC3 ではシグナルがほとんど観察されなかった。これらの結果は，Rovalpituzumab
と IR700 が結合し，Rova-IR700 が DLL3 に特異的に認識することが確認された。

図 1　IR700 と抗 DLL3 抗体の結合
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2.  DLL3 発現細胞株における rova-IR700 を用いた in vitro NIR-PIT
　SBC5-DLL3-luc-GFP および 3T3-DLL3-luc-GFP の蛍光顕微鏡観察を NIR-PIT の前後に行った。近
赤外光（ 4 J/cm2）への曝露後，細胞の膨張と破裂，および死細胞染色が観察された。これらの変化は，
露光後 30 分以内に観察され，NIR-PIT 後の necrotic な細胞死の誘導を示唆している（図 2A）。DLL3 を
発現していない非標的細胞の 3T3-RFP に有意な変化は観察されなかった（図 2B）。
　次に，in vitro NIR-PIT の効果を定量化するために，フローサイトメトリーとルシフェラーゼ活性を評
価した。PI で評価した細胞死率は光の J 数に依存的に増加した。NIR-light 単独または Rova-IR700 単独
では有意な細胞傷害性は観察されなかった（図 2C）。ルシフェラーゼ活性は，NIR-PIT 群において発光
量の有意な減少を示した（図 2D）。以上から DLL3 を標的とした NIR-PIT が in vitro で光用量依存的に
細胞死を誘導することが確認された。

図 2　DLL3 発現細胞株における rova-IR700 を用いた in vitro NIR-PIT
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3.3.  担癌マウスモデルにおける DLL3 を標的とした In vivo NIR-PIT
　背部に 1 個の異種移植編を持つマウスにおいて，IR700 の蛍光は，近赤外光照射後に減少した。対照群，
近赤外光単独群，および Rova-IR700 単独群の腫瘍発光は，腫瘍増殖のため漸増を示した。対照的に，
NIR-PIT 群のルシフェラーゼ活性は Day 2 まで徐々に減少した（図 3A）。腫瘍体積は Day 3 と Day 7
において対照群に対し NIR-PIT 群で有意な縮小を認めた（PIT group vs. control group at day 17 :  *，
P=0.0212 ＜ 0.05 ;  PIT group vs control group at day 21 :  *，P=0.0084 ＜ 0.01 ;  PIT group vs light 
only group at day 21 :  *，P=0.0123 ＜ 0.05 ;  PIT group vs. light only group at day 24 :  *，P=0.0136 ＜
0.01，Kruskal-Wallis test with posttest） （図 3B）。
　IVIS spectrum CT で発光定量を行い，初回 NIR-light 照射前の発光との比を比較した。腫瘍の発光は
初回 NIR-light 照射 1 日後と 2 日後に有意な発光の低下を認めた（各群 5 匹） （PIT group vs. light only 
group at ⒝ :  *，P=0.0007 ＜ 0.01 ;  PIT group vs control group at ⒞ :  *，P=0.0385 ＜ 0.01，Krus-
kal-Wallis test with posttest）（図 3C）。各群のマウスの生存を観察したところ，NIR-PIT 群で有意な生
存の延長を認めた（*p=0.023 ＜ 0.05，Log-rank test）（図 3D）。

考 察

　抗 DLL3 抗体と NIR-PIT を用い，小細胞肺癌に対する新機序の治療法を前臨床で検討した。
　抗 DLL3 抗体である Rovalpituzumab と IR700 は適切に合成され，Rova-IR700 が作成された。Rova- 
IR700 と近赤外光を用いた NIR-PIT は in vitro において DLL3 を発現した標的細胞のみを障害し，非標
的細胞は障害しなかった。In vivo の実験では皮下異種移植片をもつマウスモデルにおいて，NIR-PIT 群
は対照群に対し有意な腫瘍増大抑制効果を示した。
　非小細胞肺癌に対する分子標的治療はこの 20 年で劇的に進歩し，様々な選択肢があるのに対し，小細
胞肺癌では抗 PD-L1 抗体のみであり，新規治療法に対する要望は強い。
　本研究で実施した NIR-PIT は既存のいずれの治療法とも異なる機序で癌細胞を障害し，選択性も高い
ため副作用が軽微であること，既存のいかなる治療とも併用しうることが期待される。胸腔内に適切に近

図 3　担癌マウスモデルにおける DLL3 を標的とした In vivo NIR-PIT
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赤外光を照射するデバイスが現時点ではないことや，進展型小細胞肺癌に対する治療戦略は今後も検討が
必要である。

結 語

　DLL3 を標的とした NIR-PIT は小細胞肺癌に対する新たな治療になりえる。人に応用するためには光
源の開発を中心にさらなる検討が必要である。本研究は，EBioMedicine. 2020 （52） 102632 に掲載された
６）。
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原発巣・転移巣・血液中遊離 DNA の網羅的遺伝子解析による
大腸癌肝転移に対する革新的な個別化治療の開発

杉町　圭史＊

要旨　局所進行大腸癌に対して化学療法後に conversion surgery を行った症例においてその治療成績と治療前後の組織お
よび血漿中の網羅的遺伝子変異解析の有用性を検討した。局所進行大腸癌に対して術前化学療法後に切除を行なった 10 例
を対象に，治療前後の原発巣，転移巣，化学療法後血漿の癌関連 47 遺伝子変異を次世代シークエンサーで網羅的に解析し
た。平均 3.8 コースの化学療法により腫瘍縮小が得られ，全例で組織学的局所 R0 切除が行われた。治療前に見られた
1-14 個の non-synonymous 変異は化療後切除組織では 1-2 個しか見られず，腫瘍の不均一性または術前治療によるサブク
ローンの変化を反映していると考えられた。治療前後で変化なく見られたクローナルなファウンダー遺伝子変異は転移巣
組織でも検出され，それらは血漿中循環腫瘍 DNA でも同様に検出された。治療中の遺伝子変異の経時的な解析は治療薬選
択や手術時期の決定に有用であり，ファウンダー変異の検出は生検組織から血漿中 DNA に代用できうると考えられた。

は じ め に

　近年生活習慣の欧米化に伴い本邦における大腸癌の発症が急増している。治療の進歩により疾患の予後
は改善してきたが，進行大腸癌の予後はいまだ不良である。肝転移は大腸癌罹患患者の約 11％に見られ
その制御は大腸癌患者の予後を左右するが，肝切除によって摘出することができれば約 40％で根治が得
られるため術前化学療法と肝切除によって肝転移を制御することで大腸癌患者の予後を大幅に改善するこ
とが期待できる。進行・再発大腸癌に対する薬物治療では分子標的治療薬の開発と臨床応用が進み，特に
抗 EGFR 抗体薬などの新規分子標的薬を使用することにより治療成績の向上と個別化治療が前進した。
しかし，大腸癌細胞の KRAS 遺伝子に変異がある場合は EGFR 軸内で無軌道な増殖シグナル伝達カス
ケードが保持されるため抗 EGFR 薬の効果ないことがわかっている。また EGFR 下流シグナル軸の中で，
KRAS 以外の NRAS や BRAF 遺伝子変異が抗 EGFR 薬の治療効果に影響を及ぼしている可能性があり
KRAS 遺伝子変異検索のみでは有効な個別化治療が行われていない可能性がある1）。さらに大腸癌の腫瘍
多様性が問題となり，KRAS 遺伝子変異に代表される不均一性（heterogeneity）は個体間のみならず，
同一個体同一腫瘍内にも遺伝学的に heterogeneity があるため，従来の単一の変異検索のみでは正確な分
子治療標的が同定されていない可能性がある2）。
　今回，我々はこれらの課題を克服するために，進行大腸癌で術前化学療法後に切除を行った症例におい
て，網羅的遺伝子変異パネルを用いた研究を計画した。本研究の目的は，術前治療選択のための包括的遺
伝子異常診断の正確性・妥当性を明らかにすることにより，進行大腸癌の至適な術前化学療法併用根治手
術の best practice を構築し，治癒切除率を向上させることである。

対 象

　局所進行大腸癌で周囲臓器や周囲組織に直接浸潤し，UICC の TNM 分類で T4a または T4b と診断さ
れた症例を集積した。全例でオキサリプラチンを含む多剤併用全身化学療法を施行した後に大腸原発巣の

＊国立病院機構九州がんセンター　肝胆膵外科
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切除を行った症例を集積した。研究への参加について文書による同意が得られた 10 症例を最終的に集積
した（表 1 ）。

表 1　術前化学療法後に原発巣切除を行なった局所進行（T4a/4b）大腸癌 10 例

No 年齢 性別 原発巣部位 局所浸潤臓器 遠隔転移臓器
1
2
3
4
5
6
7
8
9
10

54
68
62
64
81
66
73
61
70
71

男
男
女
女
男
男
女
男
男
男

左側
右側
左側
左側
左側
左側
左側
左側
左側
左側

膀胱
後腹膜
仙骨

後腹膜
膀胱

前立腺
子宮

仙骨，膀胱
前立腺
前立腺

-
腹膜

-
肺
肝
-
-
-
-
-

　治療前に大腸原発巣の 3 - 5 箇所より内視鏡的生検で検体を採取し DNA を抽出した。術前化学療法の
後の外科的切除を行い，大腸現発巣より検体を採取した。2 症例は肝臓と脾臓に遠隔転移があり，それぞ
れ転移巣切除を行なった際に検体を採取した。2 症例では原発巣切除前に 10ml の全血液を採取し，遠心
分離後の血漿を採取した。

方 法

　47 の癌関連遺伝子のライブラリーを検出する ClearSeq Cancer Panel （Agilent Technologies 社）を
使用した（図 1 ）。ゲノム DNA を制限酵素で処理し，インデックスプライマーの存在下で HaloPlex プ
ローブライブラリー（Agilent Technologies）とハイブリダイゼーションした。HaloPlex プローブをビオ
チン化し，ストレプトアビジンでコートした磁化ビーズで DNA を集め，DNA を環状化した。次に標的
DNA プローブを PCR で増幅した。標的遺伝子の DNA ライブラリーを次世代シークエンサーHiseq 2500

（Illumina 社）でシークエンスした。シークエンス深度 100 以上，変異アリル頻度 0.001 以上，Fisher’s 

図 1　本研究で行なった網羅的遺伝子変異検索の方法と 47 癌関連遺伝子
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exact test P 値 0.05 未満のパラメーターを用いて遺伝子変異を定義した。次世代シークエンサーで検出
し た 変 異 遺 伝 子 は the Integrative Genomics Viewer （IGV） （http ://software.broadinstitute.org/soft-
ware/igv/）を用いて可視化して変異を確認した3）。

結 果

1.  臨床病理学的解析
　全例オキサリプラチンベースの術前化学療法が導入された。全例で RECIST 分類上 partial response と
評価される臨床的な腫瘍の縮小が得られた。平均 3.8（ 1 - 6 ）コースの化学療法後に手術が施行され，
全例で組織学的に癌の遺残がない局所 R0 切除が得られた。組織学的効果判定は切除標本の線維化と壊死
の程度で評価した。5 例（50％）では 66％以上の腫瘍退縮（grade 2 ），3 例（30％）では 34-66％の腫瘍
退縮（grade 1b），2 例（20％）では 33％以下の腫瘍退縮が見られた。

2.  次世代シークエンサーを用いた網羅的遺伝子変異の検索
　Agilent 社 HaloPlex ClearSeq Cancer パネルを用いて，次世代シークエンサー解析により 47 個の癌関
連ゲノム変異を包括的に解析した。治療前生検標本で見られた 1-14 個の non-synonymous 変異は化学療
法後原発巣切除組織では 1 - 2 個しか見られなかった（表 2 ）。TP53 遺伝子変異は 9 例（90％），KRAS
または NRAS 遺伝子の変異は 5 例（50％）に見られた。これらの TP53，RAS のファウンダー遺伝子変
異は化学療法前後に一貫して見られた。1 症例では，化学療法前に見られた KRAS と PTEN の変異が化
学療法後には検出されなかった。これらの結果は腫瘍の不均一性または術前治療によるサブクローンの変
化を反映していると考えられた。

表 2　化学療法前後での遺伝子変異の変化

No 化学療法前原発巣
遺伝子名 （VAF） 変異遺伝子数 化学療法後

遺伝子名 （VAF） 変異遺伝子数

1

TP53（0.249）,
FGFR3（0.028）,
NOTCH1（0.056）,
ERBB2（0.062）

4 TP53（0.550） 1

2

TP53（0.174）,
ERBB2（0.117）,
ERBB4（0.060）,
FGFR3（0.019）,
EGFR（0.117）,
RUNX1（0.138）,
FANCA（0.083）

7 TP53（0.013） 1

3 KRAS（0.200）,
PTEN（fs） 2 no mutation 0

4 KRAS（0.337）,
TP53（0.113） 2 KRAS（0.319）,

TP53（0.526） 2

5

KRAS（0.421）,
TP53（del）,
FGFR3（0.079）,
MAP2K4（0.078）

4 KRAS（0.780）,
TP53（del） 2

6 TP53（0.202） 1 TP53（0.412） 1

7 TP53（0.052）,
FGFR3（0.024） 2 TP53（0.052） 1
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8

KRAS（0.387）,
TP53（0.047）,
RET（0.040）,
SMAD4（0.033）,
STK11（0.027）,
ALK（0.022）,
RUNX1（0.026）,
PIK3CA（0.165）,
FGFR3（0.028）,
MET（0.113）,
CDKN2A（0.053）,
FANCG（0.028）,
ABL1（0.048）,
NOTCH1（0.056）

12 TP53（0.096）,
MET（0.352） 2

9
NRAS（0.219）,
TP53（0.030）,
MAP2K4（0.256）

3 NRAS（0.200）,
TP53（0.021） 2

10 TP53（0.280）,
PIK3R1（0.038） 2 TP53（0.395） 1

3.  転移巣，血漿中の遺伝子変異の解析
　肝転移と脾転移を切除した 2 症例では，化学療法前後の原発巣で変化なく見られた KRAS，TP53 のク
ローナル変異は転移巣組織でも検出された。術前化学療法によって腫瘍の遺伝子変異は修飾される可能性
があることから経時的な遺伝子変異解析が必要とされるため，今回 2 症例で血漿中の循環腫瘍 DNA 

（ctDNA）を解析した（図 2 ）。治療前の原発巣の生検から KRAS と TP53 の遺伝子変異が確認された。
4 コースの全身化学療法の後に同じドライバー遺伝子変異が ctDNA で検出され，それらは原発巣切除標
本でも同様に検出された（表 3 ），これらの結果は，複数回の経時的遺伝子変異解析やモニタリングに血
漿を代用することが可能であり非侵襲的であるため有望であることを示した。

図 2　化学療法の前後における大腸原発巣および血漿の経時的な遺伝子変異の検出
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表 3. 血液中循環腫瘍 DNA の変異解析

症例番号 原発部位 化学療法前
原発巣

血漿中
ctDNA

化学療法後
原発巣

4 直腸 KRAS
TP53

KRAS
TP53

KRAS
TP53

6 直腸 TP53 TP53 TP53

考 按

　本研究の結果が示すように全ての症例において術前化学療法により腫瘍は著明に縮小し最終的に遺残な
く根治切除を行うことができており，局所進行大腸癌に対して術前化学療法を行い，ダウンステージング
を得てから切除をする治療戦略は有効であることが示された。術前化学療法を行うに際しては，術前治療
中の腫瘍の再増殖や副作用によって根治切除の機会を失う可能性を避けるために，最適なレジメンと治療
期間により最大限の抗腫瘍効果を得る必要がある。もし経時的に遺伝子変異を追跡することができれば，
治療反応性や腫瘍量さらには治療抵抗性クローンの出現を予想できる可能性があり，最適な術前治療の構
築に貢献できる可能性がある。
　本研究の結果は術前治療によって遺伝子変異数が減少することを示した。KRAS や TP53 の重要なファ
ウンダー変異は治療期間を通じて検出されたが，そのほかのパッセンジャー変異には殺細胞性抗腫瘍薬と
分子標的薬による治療の後に検出されなくなったものがあった。これらの結果は術前治療による強い抗腫
瘍効果により消失するサブクローンがあることを示している。治療前に見られた遺伝子変異が治療後に検
出されなかった症例では原発巣切除には組織学的に広範囲の線維化と壊死がみられており，強いサブク
ローン選択圧力や絶対的な腫瘍細胞量の減少が遺伝子変異フェノタイプの変化を引き起こしていると考え
られた4）。今回示したような経時的な遺伝子変異解析は化学療法中のダイナミックなゲノム進化を捉える
ことができ，将来的に遺伝子プロファイルに基づいた分子標的治療に貢献できる可能性がある。
　循環腫瘍 DNA（ctDNA）の供給元は主に壊死した癌細胞と考えられており，ctDNA は腫瘍の早期診
断，腫瘍量評価や治療効果判定に有用と報告されてきた5）。我々の研究結果は大腸の原発腫瘍巣で見られ
ているファウンダー遺伝子は血漿中でも検出されることを示した。この結果は ctDNA は腫瘍組織の代わ
りにリキッドバイオプシーして代用されうることを示している。血漿を利用することの最大の利点は繰り
返して何回も非侵襲的に経時的に解析できることである。さらに血漿中の変異解析は，腫瘍内部あるいは
複数腫瘍間（原発巣と転移巣など）の遺伝子変異の不均一性を超えて個体全体の変異を検出できる可能性
がある。今回の研究では一時点での ctDNA 解析のみしか行うことができなかったが，今後は経時的な
ctDNA の解析を行うことで新たな知見が得られることが期待される。
　本研究は比較的少数の症例解析であり，臨床学的意義を解析するには今後多数症例での解析が必要にな
る。しかし，術前化学療法と手術を通した大腸癌の治療経過中の経時的な遺伝子変異解析は今までになさ
れたことがなく，本研究によって術前化学療法中にダイナミックなサブクローナルな変化が起こっている
ことを示すことができた。

終 わ り に

　本研究では大腸癌において化学療法と手術の治療中の網羅的遺伝子変異を経時的に解析した。我々は術
前化学療法によってダイナミックな遺伝子変異プロファイルの変化が起こっていることを初めて明らかに
した。経時的遺伝子変異解析は進行大腸癌の治療薬選択や手術時期の決定に有用であり，クローナルな
ファウンダー変異の検出は生検などの組織のみならず血漿中 ctDNA で代用できうることが示された。
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癌分泌蛋白を含む微小環境と補体因子が及ぼす
膵胆道癌進展機構の解明と治療開発

高野　重紹＊

要旨　本研究は 2 つの網羅的蛋白解析の実験系から同定された，補体カスケード因子を中心に，間質等の癌周囲微小環境
因子との関連，およびがん免疫機構に作用する complement system が寄与する癌進展機構に焦点を置き，補体関連因子の
癌早期診断 biomarker への応用や分子機構の解明，さらには新規治療法への可能性について検討した。
　TMT labelling と SILAC＋click chemistry といった proteomics の手法を用いて同定された C4b-binding protein α-chain 

（C4BPA）と Complement factor B （CFB）の 2 つの補体関連蛋白について，新規血清膵癌 biomarker としての有用性の検
討と，その膵癌組織内発現での臨床病理学的検討と予後解析を行った。今後の展望として，補体活性の癌進展機構に関わ
る新たな mechanism の解明と早期診断 biomarker としての臨床応用の可能性について探究し，膵胆道癌で宿主免疫応答の
活性化を促す分子による抗腫瘍効果高める機序を見出し，これらの分子を target とした新規治療戦略を構築していく。

は じ め に

　現在の癌治療では，手術療法を始め，新規化学・放射線療法，免疫療法が行われ，新たな治療法開発に
向けた臨床試験が世界中で展開されている。特に，膵胆道癌領域では手術療法を中心とした集学的治療法
が行われ，近年予後改善に寄与しているが1），他癌種と比較し未だ治療法が確立されていないのが現状で
ある。最新の研究ではいくつかの重要な知見が得られており，その中でも今後の研究の展開の「柱」とし
て，①早期診断に結びつく新規 biomarker の同定と測定法の確立，②癌周囲微小環境を取り巻く豊富な
間質成分を制御する stromal depletion approach，③癌免疫編集機構（cancer immunoediting）の理解と
cancer immunotherapy への応用が挙げられ，これらを臨床に結び付けて行くことが肝要である。
　近年，がん治療として注目を集めている免疫療法の応用に関しては，様々な癌種で抗腫瘍効果が示され
臨床応用が行われているが，膵胆道癌で思うような結果が得られていない。その理由として，豊富な間質
を有する癌であること，癌周囲に癌を攻撃する免疫担当細胞および癌特異的抗原提示が少ない，いわゆる

“cold tumor”であることが挙げられる2）。これらの背景となる癌と間質の相互作用により形成される癌周
囲微小環境内で重要な役割を担う分泌蛋白の同定や，それらが及ぼす癌進展機序の解明は，今後の新規治
療法開発への鍵と考える。腫瘍に対する癌周囲間質微小環境から癌進展を促進する因子の調整や，宿主免
疫応答の活性化を促すことによる抗腫瘍効果増強による治療戦略が試みられ，がん集学的治療のパラダイ
ムシフトが起こっている3）。近年，感染や炎症で惹起され，血液等疾患で研究が進んでいた Complement 
system が，癌進展機構に関わるという最新の topic が報告され，特に補体カスケードが癌に作用する免
疫応答の 1 つであるとして，これらの詳細な mechanism の解明が新たな治療戦略の糸口として展開され
ることが期待されている4）。
　本研究では，同定された 2 つの補体関連因子を中心に，機能解析や新規血清 biomarker についての検
討を行うことで，癌進展機構に関わる新たな mechanism の解明のみならず，早期診断 biomarker として
の臨床応用の可能性について探究した。特に，従来の新規 biomarker 探索は腫瘍組織と正常組織および

＊千葉大学大学院医学研究院　臓器制御外科
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liquid biopsy として血中の major protein 存在下での protein profiling の差異の比較が主であったが，そ
の最大の limitation は早期微小癌では分泌される蛋白絶対量が僅かであるため，血中で捉えることが困難
なことであった。そこで，cancer immunoediting 理論をふまえ，preliminary data から考案された仮説
に基づき，前癌病変や極早期癌に対する host-immune response で上昇する蛋白として捉えることで，早
期診断マーカーへの応用を目指した。

対 象・方 法

Ⅰ）新規血清膵癌 biomarker として同定された C4BPA の特異的 ELISA 測定系樹立
　これまで Tandem Mass Tags （TMT） labeling，LC-MS/MS を用い，膵癌術前・術後血清中の糖鎖
protein profiling を網羅的に比較解析したところ，膵癌特異的血清蛋白として C4b-binding protein α-chain 

（C4BPA）を同定した（図 1：Br J Cancer 2016 改変） 5）。特に，早期膵癌に対し，既存の膵癌腫瘍マー
カーである CA19-9 より AUC 値が高値であった（図 2：Br J Cancer 2016 改変）。さらに，他癌腫との比
較をすると，膵癌では有意に上昇していた（図 3：Br J Cancer 2016 改変）。しかしながら，新規血清
biomarker としての臨床応用を鑑みると，現在の conventional sandwich ELISA による C4BPA 値測定で
の limitation として挙げられる狭い diagnostic window（健常人と膵癌患者の C4BPA 値の差が少ない）
を克服する必要がある。そこで，今回，さらなる高い感度・特異度を目指し，独自の ELISA 系の樹立を
目指した。

図 1　Tandem Mass TagsTM labelling と LC-MS/MS による新規血清膵癌 biomarker の探索

図 2　膵癌 stage Ⅰ，Ⅱでの ROC 曲線による術前 C4BPA と CA19-9 との診断能の比較
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Ⅱ）膵癌組織内での間質 C4BPA 発現の臨床病理学的意義の解明
　次に，膵癌組織内での C4BPA 発現の局在を免疫染色にて確認した。さらに，C4BPA 発現と臨床病理
学的意義および予後について解析した。

Ⅲ）膵癌組織内での C4BPA と CD40 発現
　Complement system の 1 因子の C4 に結合する C4BPA は興味深いことに，膵癌において tumor sup-
pressive に働く anti-tumor T cell の活性化を促す，macrophage や B cell の細胞膜上に発現する CD40
に direct binding することが知られている6）。また最近，注目される agonistic CD40 抗体治療は T cell 
immunity を活性化させる膵癌の有望な immuno-modulating therapy の 1 つであり7），Gem+nab-PTX
との combination therapy の臨床応用が期待されている8）。この C4BPA と CD40 との関連に着目すると，
早期癌の血清中で C4BPA 値が上昇する理由の仮説として，発癌早期から腫瘍細胞（異物）に対する host 
immune response の一環として complement system が働き，癌周囲に C4BPA が集積することから，
systemic CD40 activation に傾くという結果を捉えている可能性がある。これらの仮説を念頭に置き，膵
癌の initiation における補体活性と C4BPA 発現の機序を解明する。

Ⅳ）�SILAC-click chemistry を用いた膵前癌細胞と膵癌細胞培養上清の網羅的分泌蛋白解析による候補
蛋白の同定

　Stable Isotopic Labeling by Amino Acids in Cell Culture （SILAC）9）は生体内での代謝を利用し安定同
位体標識を細胞中に取り込ませ，発現する全てのタンパク質を標識することで，細胞中で発現している蛋
白だけでなく，分泌蛋白も同時に標識するため，本研究の目的の 1 つである網羅的な分泌蛋白同定・解析
を遂行する上で最適な方法と考える。癌進展（cancer initiation/progression）中に分泌される蛋白を捉え
る目的で今回，遺伝子改変膵癌モデルマウスの膵臓から得られたマウス前癌病変 PanIN と膵癌（PDAC）
細胞株を用い，安定同位体標識アミノ酸を添加した培地で細胞培養を行い，両細胞に対し Light・Heavy
での標識を行い，click chemistry の手法10）をこの実験系に組み込み施行した。click chemistry によるラ
ベルされた蛋白の吊り上げは，結合が強固なため major protein を取り除く際の微量蛋白の loss を最小限
に抑え，感度・特異度ともに優れた同定結果を得ることができる。同定には得られた蛋白を同一量で混
合，LTQ-Orbitrap で測定，解析は proteome discoverer で行った。

図 3　健常人，膵炎，膵癌および他癌腫での血清中 C4BPA 値の比較
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成 績・考 按

Ⅰ）新規膵癌 biomarker，C4BPA の特異的 ELISA 測定系樹立
　まず，sandwich ELISA に使用する affinity の高い抗体 2 種類を選別し，新規 ELISA 系に組み込み測
定すると，膵癌患者の中央値±標準偏差値が 45±12µg/ml から 81±48µg/ml と，従来法より約 1.8 倍の
測定感度を達成した（図 4 ）。この ELISA 系により新たな cohort として 266 例の膵疾患（内 165 例膵癌）
血清中 C4BPA 値を測定したところ，健常人・膵炎と比較し膵癌で有意に上昇したことが再確認できた

（p<0.0001）。次に，promising な膵癌特異的血清 biomarker として，炎症や癌で増加するフコシル化糖
鎖に着目し，C4BPA 蛋白のフコシル化 specific site に反応する L-フコース特異的レクチン（LCA-lectin）
を detect antibody に使用した Hybrid LCA lectin ELISA 測定系を構築することで，より特異度の高い
測定系の構築を目指した。血清 C4BPA のフコシル化蛋白を LCA-レクチンを用いた系を確立し，prelim-
inary data としてフコシル化 C4BPA 値を測定すると，術前（n=10），術後（n=10）を比較すると，全て
の症例で術後に低下し，健常人と術前膵癌との値を比較しても，高い特異度を示した。今後は症例数を増
やし，validation の測定を行なう予定である。

Ⅱ）膵癌組織中の C4BPA 発現の局在と臨床病理学的関連の検討
　膵癌切除組織での C4BPA の局在を免疫染色にて確認すると，非常に興味深いことに C4BPA は膵癌細
胞の周囲を取り囲むように，主に間質で強い発現を認めた（図 5：免疫組織学的染色による膵癌患者組織
中の C4BPA 発現）。今回，172 例の膵癌根治切除組織の間質 C4BPA 発現の多寡を強弱の 2 群に分ける
と，C4BPA 高発現群で低発現群に比べ，有意に予後良好であるという結果を得た（図 6 ）。これらの臨
床データと前述の仮説から想起すると，C4BPA の早期膵癌での上昇は前癌病変や早期癌に対する抗腫瘍
宿主免疫応答として見られる Cancer immunoediting theory の Elimination/Equilibrium phase の段階で
認められる可能性があると考えられた。

図 4　新規 ELISA 測定系による膵関連疾患の血清中 C4BPA 値の比較
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Ⅲ）膵癌組織内での C4BPA と CD40 発現
　補体関連因子である C4BPA と抗腫瘍免疫を担う CD40 との関連について，膵癌組織内での局在を調べ
るため，蛍光免疫染色を行うと，癌周囲間質に共発現していることが確認できた。今後は，tumor immu-
no-promotive な免疫担当細胞や tumor immuno-suppressive な免疫担当細胞との関連についても検討す
る。

Ⅳ）�SILAC-click chemistry を用いた膵前癌細胞と膵癌細胞培養上清の網羅的分泌蛋白解析による候補
蛋白の同定

　Genetic Engineering Mouse Model の膵臓から単離された膵臓細胞の前癌病変細胞である PanIN 細胞
と膵癌細胞 PDAC 細胞の比較を SILAC+click chemistry で行い，LC-MS/MS により同定したところ（図
7 ），total 413 個の secreted protein/peptide が同定された。その中，SPARC，Tenascin，Fibronectin
等の既知の間質構成成分が含まれ，heavy と light を交換した裏返しの実験も validation のために行い，
PanIN 細胞と比較し PDAC 細胞で 2 倍以上増加した再現性のある分泌蛋白が 13 蛋白抽出された（図 8 ）。
その中，興味深いことに炎症や感染で activation される，complement system の因子である Complement 
Factor B （CFB） が約 9.3 倍，PDAC 細胞で発現が上昇する secreted protein として同定され，他にも興
味深い protein が同定された。

図 5　膵癌組織における間質内 C4BPA 発現（Low/High expression）

図 6　間質内 C4BPA 発現の多寡と術後全生存期間の Kaplan-Meier 解析
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お わ り に

　Glycoproteomics の手技と Secretome 解析を用いて，様々な膵癌関連蛋白の中から complement factor
に着目し，膵癌関連因子として C4BPA と CFB の 2 種類の molecule につて検討した。今後は，C4BPA
については tumor suppressive に働く因子として，T-cell や B-cell 等の免疫担当細胞のみならず，腫瘍
細胞に発現する CD40 receptor に及ぼす影響について解析する予定である。CFB に関しては tumor pro-
motive に働く因子として，元来の補体活性化 cascade の 1 つである alternative pathway を経由した反応
と，膵癌細胞内での発現抑制実験による詳細な機能解析を行い，CFB の cancer progression への関わり
を検討する予定である。今後，膵癌進展機序に及ぼす更なる molecular mechanism の解明が期待される。

　最後に，本研究に対し研究助成をご支援頂いたがん集学的治療研究財団の関係各位に，この場をお借り
して深く御礼を申し上げます。

図 7　SILAC と click chemistry を用いた網羅的膵癌進展関連分泌蛋白同定の流れ

図 8　PanIN, PDAC cell で増減する分泌蛋白の同定
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トリプルネガティブ乳癌から BRCAness 乳癌を
簡易的にスクリーニングする方法の探索と開発

田辺　真彦＊，森園　亜里紗＊

要旨　BRCA1/2 遺伝子に生殖細胞系列変異を有する患者の乳癌と似た特徴を有する BRCAness 乳癌は，相同組み換え修
復不全状態にあり，トリプルネガティブ乳癌に多い。本研究では，病理形態学的特徴から BRCAness 乳癌を推測する方法
を探索した。トリプルネガティブ乳癌 52 例のうち 38 例（73%）が BRCAness 乳癌であり，非 BRCAness 乳癌との比較で
は，若年発症（60 歳以下）・Ki67 高値（>20%）・アンドロゲン受容体発現陰性という特徴があった。病理形態学的には，
核分裂像高度・核グレード高度・低腺管形成・圧排性増殖・合法体性増殖を呈した。臨床病理 5 因子による original criteria
を定め BRCAness 乳癌の ROC 解析を行うと，AUC 0.903（感度 78.9%・特異度 85.7%）であった。年齢と特徴的な病理
所見に着目し BRCAness 乳癌をスクリーニングできる可能性が示唆された。

は じ め に

　乳癌の多くは非遺伝性であるが，全体の 10-20% に家族歴を認め，全体の 7-10% が遺伝性であり，そ
の主たるものが遺伝性乳癌卵巣癌症候群（Hereditary Breast and Ovarian Cancer syndrome ;  HBOC）
である。HBOC では，癌抑制遺伝子 BRCA1 または BRCA2 の片側アリルの生殖細胞系列変異を基盤と
して，もう片側アリルに Loss of heterozygosity（LOH）などの体細胞変異（second hit）が生じると，
BRCA1 または BRCA2 タンパク質が機能不全に陥り，DNA 二本鎖切断の相同組換え修復不全 homolo-
gous recombination deficiency（HRD）を呈する。生まれつきの変異がなかった方のアリルに生じる sec-
ond hit の分子機構として，LOH のほか，BRCA1/2 遺伝子の体細胞変異やプロモーター領域のメチル化
を主とするエピゲノム変化が BRCA1/2 の機能喪失の要因となることが知られている。
　BRCA1/2 遺伝子の生殖細胞系列変異の有無にかかわらず，体細胞変異やエピゲノム変化などにより
BRCA1/2 が機能不全を呈する状態は，総じて「BRCAness」と称される。BRCAness を呈する乳癌は，
トリプルネガティブ乳癌（エストロゲン受容体/ER 陰性，プロゲステロン受容体/PgR 陰性，HER2 陰性）
に多いことが報告されている1）。トリプルネガティブ乳癌は，乳癌の中でも特に悪性度が高いにも関わら
ず，その有効な治療方法は数少ない。BRCAness の本質は HRD であり，PARP（Poly ADP-ribose poly-
merase）阻害剤や白金製剤の有効性が報告されている2）。このため，生殖細胞系列変異のみならず，乳癌
組織における BRCA1/2 の体細胞変異やエピゲノム変化を含む BRCAness を検出することは，より効果
的な治療方法を選択する上で重要である。また，BRCAness 乳癌の可能性を病理形態学的特徴から予測
することは，生殖細胞系列変異を検索すべき症例の一次スクリーニングにもなり得る。
　乳癌の BRCAness を評価する方法として，BRCA1/2 に生殖細胞系列変異を有する患者の乳癌組織に
特異的な DNA 増幅/ 欠失のパターンを体細胞レベルで解析する array-CGH 法が確立された3）。さらにこ
の手法を簡易化し，乳癌組織から抽出した DNA を検体として，標的となる遺伝子座の増幅/ 欠失の有無
を検出する Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification assay（MLPA）法が開発された4）。
　本研究では，① BRCAness-MLPA 法と BRCA1 プロモーターメチル化解析法によりトリプルネガティ

＊東京大学医学部附属病院　乳腺内分泌外科
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ブ乳癌中の BRCAness 乳癌を同定し，② BRCAness 乳癌の病理組織学的特徴を検討し，③乳癌の病理組
織学的特徴から BRCAness 乳癌を簡易的にスクリーニングすることが可能かどうかを検証した。

対 象

　当院にて 2008 年から 2015 年に施行された乳癌手術（術前化学療法未施行）のうちトリプルネガティブ
乳癌症例（52 例）を対象とした。

方 法

1 ．トリプルネガティブ乳癌 52 症例のパラフィン包埋切片の腫瘍部から DNA を抽出した。
2 ．�BRCA1 の生殖細胞系列変異を有する乳癌に特徴的なコピー数異常（体細胞レベル）を検出可能な解

析試薬 P376-3（MLPA 法・ファルコバイオシステムズ）5）を用いて BRCAness の有無を評価した。
本手法により検出された BRCAness は，BRCAnessMLPAと定義した。

3 ．�DNA をバイサルファイト処理し，メチル化特異的 PCR を行い BRCA1 遺伝子プロモーターのメチ
ル化を評価した。各プライマーは以下の通りとした6）。

　　The methylated primers :  
　　 （forward）	5’-TCGTGGTAACGGAAAAGCGC-3’ 
　　 （reverse）	 5’-AAATCTCAACGAACTCACGCCG-3’.
　　The unmethylated primers :
　　 （forward）	5’-TTGGTTTTTGTGGTAATGGAAAAGTGT-3’ 
　　 （reverse）	 5’-CAAAAAATCTCAACAAACTCACACCA-3’.
　　本手法により検出された BRCAness は，BRCAnessPM（PM:  Promoter Methylation）と定義した。
4 ．�表 1 で提示した抗体を用いて免疫染色を行った。BRCA1，p53，アンドロゲン受容体（AR）につい

ては核の染色を評価し，10% 未満の染色を陰性とした。また，CK5/6 または EGFR において，1%
以上の細胞膜の染色を認めた場合，Basal-like type と判定した。

表 1　免疫染色で用いた抗体

Antibody against Clone Source Dilution
Ki67
BRCA1
p53
CK5/6
EGFR
AR

MIB-1
MS110
DO7
D5/16 B4
3C6
SP107

Dako 
Merck
Leica Biosystems
Dako
Roche
Cell marque

1 :100
1 :50
1 : 50
1 : 100
Prediluted
Prediluted

5 ．�乳癌組織の HE 染色にて，BRCA1 の生殖細胞系列変異を有する乳癌の特徴であることが報告されて
いる病理形態学的項目を評価した。項目は，⒜核分裂像高度，⒝核グレード高度，⒞低腺管形成，⒟
腫瘍細胞の柵状配列，⒠腫瘍組織の圧排性増殖，⒡腫瘍辺縁の境界明瞭性，⒢合胞体性増殖，⒣壊
死，⒤リンパ球浸潤の 9 項目である（図 1 ）6） 7）。

6 ．�1〜5 で得られた情報に加え，乳癌罹患年齢，腫瘍径や病期などの臨床病理学的因子を統合し，
BRCAness 乳癌を予測し得る臨床病理学的特徴を探索した。
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結 果

　トリプルネガティブ 52 例のうち 38 例（73%）が，当研究の定義における BRCAness 乳癌であり，
BRCAnessMLPA :  36 例（69%），BRCAnessPM :  14 例（27%）であった（図 2 ）。表 2 にメチル化 BRCAnessPM

群，BRCAnessMLPA 群，BRCAness（BRCAnessPM and/or BRCAnessMLPA）群における臨床病理学的特徴
をまとめた。BRCAnessPM 群は non BRCAnessPM 群に比し有意に BRCA1 発現が陰性であった。BRCA-
nessMLPA 群と BRCAness 群については若年（60 歳以下），Ki67 高値（>20%），AR 陰性という特徴を認
めた。形態学的特徴 9 項目については，各項目 1 点，計 9 点満点で，5 点をカットオフとする既報の判定
法6）で BRCAnessPM 群，BRCAnessMLPA 群，BRCAness 群において，いずれも有意な差を認めた（p=0.003，
p=0.003，p=0.005）。また，BRCAnessMLPA 群と BRCAness 群については 5 点ではなく 3 点をカットオ
フにすることが，non BRCAnessMLPA 群や non BRCAness 群を判別するのにより有用であった（p<0.001，
p<0.001）。

図 1　病理形態学的特徴（Hematoxylin-eosin 染色）
⒜核分裂像高度，⒝核グレード高度，⒞低腺管形成，⒟腫瘍細胞の柵状配列，⒠腫瘍組織の圧排性増殖，

⒡腫瘍辺縁の境界明瞭性，⒢合胞体性増殖，⒣壊死，⒤リンパ球浸潤

図 2　トリプルネガティブ乳癌における BRCAness の頻度
BRCAnessMLPA かつ BRCAnessPM：12 例（23%），BRCAnessMLPA のみ：24 例（46%），BRCAnessPM のみ：2 例（4%）
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　項目ごとに病理形態学的特徴を検討すると，BRCAnessPM 群は「核分裂像高度，圧排性増殖，腫瘍辺縁
の境界明瞭性，合法体性増殖」という項目が有意に多く同定された。また，BRCAnessMLPA 群や BRCA-
ness 群については「核分裂像高度，核グレード高度，低腺管形成，圧排性増殖，合法体性増殖」という
特徴が認められた。
　さらに BRCAness 乳癌についてロジスティック回帰分析を行った結果を表 3 に占めす。単項目ロジス

表 2　BRCAness の臨床病理形態学的特徴（χ²検定）

表 3　BRCAness について単変量・多変量解析（ロジスティック回帰分析）
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ティック回帰分析で有意だった項目について多項目ロジスティック回帰分析を行い，Odds 比が 2 以上で
あった「核グレード高度，低腺管形成，合法体性増殖」という形態学的特徴については各 1 点，Odds 比
が 10 以上であった若年発症（60 歳以下），AR 陰性については各 2 点とし，5 項目（0-7 点）による独自の
criteria を構築した（表 4 ）。その BRCAness 乳癌の予測 criteria に則り ROC 解析を行うと，BRCAness
乳癌について Area Under the Curve :  AUC 0.903（カットオフ値 4 点，感度 78.9%，特異度 85.7%）を
得た（図 3 ）。また，BRCAnessMLPA 乳癌については表 4 の criteria にて AUC 0.943（カットオフ値 3 点，
感度 97.2%，特異度 75.0%）とさらに良好な結果が得られた。

表 4　BRCAness 乳癌の予測 criteria
score

Age ≤ 60
AR negative
High nuclear grade
Little or no tubule formation
Syncytial growth pattern

2 
2 
1 
1 
1 

考 按

　BRCA1/2 の生殖細胞系列変異を調べる遺伝学的検査では，家族歴や既往歴から HBOC の可能性が高
いと予測される場合に検査を実施しても，実際に病的バリアントが検出される症例は検査全体の 1/3 程度
である。一方，遺伝性腫瘍の一つであるリンチ症候群では，DNA ミスマッチ修復に関わる 4 因子（MLH1，
MSH2，MSH6，PMS2）の免疫染色により，その可能性を絞り込んでから遺伝学的検査を実施すること
が可能である。乳癌における BRCA1/2 タンパク質の免疫染色では，BRCA1/2 発現の陰性/ 陽性が
BRCA1/2 病的バリアントの有/ 無と必ずしも合致しないため，免疫染色のみで HBOC 症例を絞り込むこ
とはできない。今回我々は，免疫染色のみに頼ることなく病理の基本となる形態学を重視し，BRCAness
乳癌を予測する方法を探索し，有用である可能性を示した。トリプルネガティブ乳癌において BRCA-
ness（体細胞レベル）は，生殖細胞系列の BRCA1/2 病的バリアントの有無よりも治療に直結する情報
であり，HBOC ではなくても PARP 阻害剤などが奏効する症例を適切に選択するための根拠となり得る。
がんゲノム医療時代となり，保険診療でがんゲノムパネル検査を実施できるようになったが，得られた情
報は治療に直結しない場合も多い。トリプルネガティブ乳癌において病理形態学と免疫染色を駆使して
BRCAness を予測することは簡易かつ安価なコンパニオン診断となる可能性を有している。

図 3　BRCAness 乳癌⒜と BRCAnessMLPA 乳癌⒝の ROC 解析
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お わ り に

　本研究によって BRCAness 乳癌の病理学的特徴が明らかとなり，BRCAness 乳癌を簡易的にスクリー
ニングできる可能性が示唆された。
　本研究の意義をご理解頂き，ご支援を賜りました公益財団法人がん集学治療研究財団の皆様に心より御
礼申し上げます。
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切除不能大腸癌肝転移に対する人工知能を用いた
CT テクスチャ解析による治療効果予測

宮本　裕士＊，馬場　秀夫＊

要旨　本研究では人工知能（Machine learning）を用いた切除不能大腸癌肝転移巣に対する CT テクスチャ解析により，全
身化学療法の治療効果の予測を試みた。1 次化学療法を施行した肝転移を伴う切除不能大腸癌症例 64 例を対象とした。治
療前の CT を用いて，肝転移巣の立体画像から 92 種類のパラメーターを抽出し，化学療法の治療効果（奏効/非奏効）予測
に関して，単変量解析を施行した。各パラメーターの予測能は AUC=0.56 以下であった。これらを Machine learning を用い
て網羅的に解析を行ったところ，化学療法の治療効果予測能は AUC=0.77 まで改善された。大腸癌肝転移に対する Machine 
learning を用いた CT テクスチャ解析が実行可能なことを確認した。現在，症例を追加しつつ解析を継続中である。

は じ め に

　切除不能大腸癌は近年の新規薬剤ならびにバイオマーカーの登場により，その治療成績は確実に向上
し，臨床試験においても 30 か月を超える生存期間が報告されている1） 2）。反面，多くの化学療法薬剤やバ
イオマーカーの登場により，その治療選択は複雑化しており，今後のさらなる治療成績改善のため，有効
な治療選択手法が求められている。最も患者の予後に影響する治療は 1 次治療であり，1 次治療が適切に
選択されれば，切除不能な肝転移が切除可能となる症例も多く経験される。治療前に各レジメンの治療効
果予測が可能となれば，その病変に対する適切な治療法の選択が可能となり，さらに治療成績が改善する
ことが期待される。
　CT テクスチャ解析とは画像における病変の性質を数値化し，定量的に特徴づけ，臨床的データとの関
連性を解析する方法であり，悪性疾患に対する CT テクスチャ解析を用いた予後予測の報告がなされ始め
ている3） 4）。また，人工知能（Machine learning）は複雑なデータであっても，そのデータから有用な規
則，ルールなどを抽出しアルゴリズムを発展・学習する手法である。
　本研究の目的は，人工知能 （Machine learning）を用いた CT テクスチャ解析により，切除不能大腸癌
肝転移巣に対する 1 次化学療法の治療効果を予測することである。

対 象

　当科で初回治療として全身化学療法を施行した切除不能大腸癌肝転移症例 64 例を対象とした。組織学
的に腺癌と証明され，Performance status 0-1，20 才以上 80 才以下，標的病変ありの症例を選択基準と
した。治療開始 1 か月以内に CT 撮影のない症例，大腸癌以外の活動性の悪性疾患に罹患している症例は
除外した。

方 法

CT テクスチャ解析
　治療前 1 か月以内の CT を用いて，各症例で最大の肝転移巣に対し，画像ソフト 1（3D slicer®）を用

＊熊本大学病院　消化器外科
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いて肝転移巣の立体的な抽出を行った（図 1 ）。3D 画像における画像ピクセルの濃淡，その均一性・方向
性などの 92 種類の因子におけるパラメーターを画像ソフト 2（Pyradiomics®）を用いて数値化した。化
学療法の効果判定は 2-3 か月ごとに行い，一般的に広く使用されている RECIST 評価を用いた（Best 
overall response）。各症例を化学療法の奏効例（CR，PR），非奏効例（SD，PD）に分けて，92 種のパラ
メーターごとに奏効，非奏効例の比較を Welch t テストで行った。

人工知能 （Machine learning）解析
　機械学習の方法としては eXtreme gradient boost （Gradient Boost と Random Forests を組み合わせた
手法） を用いて解析した。予測モデルの評価には，各パラメーターの単変量解析との奏効度の比較につい
て AUC を用いて行った。

結 果

　患者背景（表 1 ）は年齢中央値 63.5 才 （35-80），男性：女性 =36 例：28 例，原発部位 右側：左側 =14

図 1　CT テクスチャ解析

代表的12パラメーター

肝転移巣を3Dの画像情報としてと
らえ、92種のパラメーターを測定

・3Dslicer：腫瘍の3D画像を構築
・Pyradiomics：画像の病変の性
　質を抽出し、数値化

表 1　患者背景（N=64）

Variables N （%）
Age, year （range） 63.5 （35-80）

Gender
　

male
female

36
28

（56）
（44）

Performance status

　

PS 0
PS 1
PS 2

35
29
 0

（55）
（45）
（ 0 ）

BMI, kg/m2 （range） 22.7 （16.9-33.2）

Timing of metastases
　

synchronous
metachronous

56
 8

（88）
（13）

Primary tumor location
　

right sided
left sided

14
50

（22）
（78）

Pretreatment CEA, ng/ml （range） 50 （2-6701）

KRAS status

　

KRAS wild
KRAS mutant
unkonwn 

44
17
 3

（69）
（27）
（ 5 ）

Variables continued N （%）
Primary tumor resection
　

yes
no

23
41

（36）
（64）

Liver resection yes
no

19
45

（30）
（70）

Biologics
　

bevacizumab
anti-EGFR

49
15

（77）
（23）

Cytotoxic agents

　

oxaliplatin
irinotecan
triplet
others

52
 9
 2
 2

（80）
（14）
（ 3 ）
（ 3 ）

Best overall response 

　

CR 
PR 
SD 
PD 

 0 
39
21
 4

　
（61）
（33）
（ 6 ）

PS :  performance status ;  BMI :  Body Mass Index ;  CEA :  carci-
noembryonic antigen ;  EGFR :  epidermal growth factor receptor
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例 （22%）：50 例 （78%），KRAS wild-type：KRAS mutant＝44 例 （71%）：17 例，治療前 CEA 50.0ng/
mL であった。化学療法の内容として，殺細胞性抗がん剤はオキサリプラチンベースが全体の 80% を占
めていた。分子標的薬は bevacizumab：抗 EGFR 抗体薬＝49 例 （77%）：15 例に使用されていた。奏効
例は 39 例 （61%），非奏効例は 25 例 （39%）でその内訳は CR：PR：SD：PD＝0：39：21：4 であった。
　肝転移巣の立体画像から 92 種類のパラメーターを抽出し，化学療法の治療効果（奏効/ 非奏効）に関
して，まずは単変量解析を施行した。図 2 に代表的 12 の CT テクスチャパラメーターを提示しているが，
単変量解析では治療効果予測能は高くなく，AUC はすべて 0.58 以下であった（表 2 ）。

表 2　代表的な 12 の CT テクスチャパラメーターの単変量解析

CT texture parameters response no response p value AUC
Minimum value
Mean value
Standard deviation
Maxvalue 
Skewness ⒣
Kurtosis ⒣
Entropy ⒣
Energy ⒣
Homogeneity
Contrast
Correlation
Dissimilarity

-192.35 
55.36 
14.94 

269.70 
-0.05 
61.52 
1.68 
0.17
0.37 
0.73 
0.43 
0.54 

-84.30 
43.90 
27.12 

172.62 
0.10 
8.46 
1.68 
0.18
0.38 
1.57 
0.45 
0.57 

0.18 
0.34 
0.33 
0.23 
0.87 
0.06 
0.98 
0.51 
0.69 
0.38 
0.72 
0.67 

0.58 
0.45 
0.43 
0.46 
0.35 
0.56 
0.40 
0.49 
0.49 
0.44 
0.47 
0.46 

　これらを Machine learning を用いて解析を行ったところ，化学療法の治療効果予測能は AUC=0.77 ま
で改善された（図 3 ）。

図 2　代表的 CT テクスチャパラメーターと奏効度
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考 察

　本研究の結果から，人工知能（Machine learning）を用いることで，CT テクスチャ解析単独よりも化
学療法の治療効果予測能が向上することが明らかとなった。
　CT テクスチャ解析は，画像の空間パターンを数値化し画像分類を行う手法である。近年になって，
CT や MRI への応用が進んでおり，癌に対する予後予測に利用されるようになってきている。実際大腸
癌肝転移症例に対する予後予測として CT テクスチャ解析の有用性が明らかになっている3） 4）。人工知能 

（Machine learning）は複雑なデータであっても，そのデータから有用な規則，ルールなどを抽出しアル
ゴリズムを発展・学習する手法である。この 2 つを組み合わせた研究として，頭頚部癌のリンパ節転移診
断5），副腎腫瘍の悪性度診断5）が報告されている。また我々も大腸癌原発巣について，Machine learning
を用いた CT テクスチャ解析を行い，KRAS 遺伝子変異を予測する研究を報告している6）。しかしながら，
この 2 つを組み合わせた解析で，治療効果予測を行った研究は Pubmed，clinicalgov を含め，本研究が唯
一である。
　これまでに切除不能大腸癌に対する治療効果予測（奏効度）を評価項目としたバイオマーカー研究は表
2 のように画像情報やゲノム情報などを用いて多数報告が行われている。先ほど示した本研究の結果から
は，その予測能は AUC=0.77 であり，マーカー測定時期が治療前（pretreatment）のみである研究の中
では，他の研究と比較しても良好な予測能を有していた。さらに，CT は大腸癌治療前に必ず施行する一
般的な検査法であり，それ以外の特別な検査を要しないため，患者や医療経済に与える負担が少なく，他
の研究より臨床応用しやすいと考えられた。
　以上の結果から，CT テクスチャ解析を Machine learning を用いて行うことは実行可能で，治療効果
予測に十分な有効性と将来性があることが示唆された。現在，熊本大学の症例を 200 例強追加して解析中
であり，多数例で解析することで，人工知能の学習効果が高まり，予測能もさらに改善することが期待さ
れる。
　Limitation として，今回の解析は単施設での解析であるため，別の独立した Cohort で確認する必要が
ある。我々は九州消化器癌化学療法研究会（KSCC）でこれまでに行われた大腸癌 1 次化学療法の臨床試
験の中で，肝転移を伴う症例を使用し，validation cohort としての解析を計画中である。最終的には，現
在も大きな Unmet Medical Needs として残っている 1 次治療の分子標的薬の選択（Bevacizumab vs 

図 3　Machine learning による解析
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Cetuximab/Panitumumab）のために，各分子標的薬別に本解析を行い，治療開始前にどの分子標的薬を
使用した治療法が有用であるか予測できる手法として発展させたい。また，Primary endpoint としては
生存成績がよりインパクトが強いと考えられるため，奏効度のみならず生存成績に関しても解析を進めた
い。

お わ り に

　人工知能（Machine learning）を用いた CT テクスチャ解析は，切除不能大腸癌肝転移巣に対する全身
化学療法の治療効果の予測に有用な方法であった。
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　　　　新津洋司郎（札幌医科大学）	 西村　泰治（九州大学生体防御医学研究所）

　　　　垣生　園子（東海大学医学部）	 原　　信之（国立病院九州がんセンター）

　　　　藤本　孟男（愛知医科大学）	 前原　喜彦（九州大学医学部）

　　　　水谷　修紀（国立小児医療研究センター）

１９９１　　秋吉　　毅（九州大学生体防御医学研究所）	 安藤　俊夫（愛知県がんセンター研究所）

（１１巻）小川　秋實（信州大学医学部）	 小熊　信夫（広島大学原爆放射能医学研究所）

　　　　小越　章平（高知医科大学）	 加藤　　洋（癌研・癌研究所）

　　　　木村幸三郎（東京医科大学）	 河野　公俊（大分医科大学）

　　　　佐治　重豊（岐阜大学医学部）	 鈴木　　敞（山口大学医学部）

　　　　田中　良明（東京都立駒込病院）	 平井　久丸（東京大学医学部）

　　　　藤永　　蕙（札幌医科大学附属がん研究所）	 真崎　規江（大阪府立成人病センター）

　　　　麦島　秀雄（日本大学医学部）	 山内　晶司（名古屋大学医学部）

　　　　山口　俊晴（京都府立医科大学）	 由良　二郎（名古屋市立大学医学部）

１９９２　　赤沢　修吾（埼玉県立がんセンター）	 秋根　康之（国立がんセンター中央病院）

（１２巻）貝原　信明（鳥取大学医学部）	 兼松　隆之（長崎大学医学部）

　　　　河村　栄二（北里研究所病院）	 菊池　　潔（㈶慶應がんセンター）

　　　　木本　安彦（大阪大学微生物病研究所附属病院）	 葛巻　　暹（北海道大学医学部附属癌研究施設）

　　　　琴浦　良彦（京都大学医学部）	 斎藤　貴生（大分医科大学）

　　　　澤武　紀雄（金沢大学がん研究所）	 設楽　信行（東京都立駒込病院）

　　　　柴田　　昭（新潟大学医学部）	 土井　　修（大阪府立成人病センター）

　　　　奈良　信雄（東京医科歯科大学医学部）	 西村　孝司（東海大学医学部）

　　　　山下　純宏（金沢大学医学部）	 吉開　泰信（名古屋大学医学部病態制御研究施設）

１９９３　　阿部　力哉（福島県立医科大学）	 大熨　泰亮（岡山大学医学部）



１９９３　　片山　憲恃（聖マリアンナ医科大学）	 北島　政樹（慶應義塾大学医学部）

（１３巻）栗原　　稔（昭和大学附属豊洲病院）	 小池　克郎（癌研・癌研究所）

　　　　薗田　精昭（京都府立医科大学）	 高見　　博（帝京大学医学部）

　　　　武市　紀年（北海道大学医学部附属癌研究施設）	 谷村　　弘（和歌山県立医科大学）

　　　　土田　嘉昭（東京大学医学部）	 戸井　雅和（東京都立駒込病院）

　　　　冨田　幹夫（埼玉県立がんセンター研究所）	 中村　恭一（東京医科歯科大学医学部）

　　　　濱田　洋文（癌研・癌化学療法センター）	 平岡　　諦（大阪府立成人病センター）

　　　　平岡　真寛（京都大学医学部）	 堀　　勝義（東北大学加齢医学研究所）

　　　　吉田　松年（名古屋大学医学部病態制御研究施設）

１９９４　　相羽　恵介（癌研・癌化学療法センター）	 池田　　恢（国立がんセンター中央病院）

（１４巻）今村　正之（京都大学医学部）	 岡田　全司（九州大学生体防御医学研究所）

　　　　折笠　精一（東北大学医学部）	 菊地　浩吉（札幌医科大学医学部）

　　　　小柳　知彦（北海道大学医学部）	 杉本　　徹（宮崎医科大学）

　　　　清木　元治（金沢大学がん研究所）	 田中　憲一（新潟大学医学部）

　　　　直江　知樹（名古屋大学医学部附属病院）	 新田　泰三（順天堂大学医学部）

　　　　浜口　道成（名古屋大学医学部）	 松崎　靖司（筑波大学臨床医学系）

　　　　藤本　修一（千葉県がんセンター）	 柳澤　昭夫（癌研・癌研究所）

　　　　山崎　俊樹（島根医科大学）	 吉田　　操（東京都立駒込病院）

１９９５　　岡本　　尚（名古屋市立大学医学部分子医学研究所）	 後藤　重則（帝京大学生物工学研究センター）

（１５巻）佐藤忠比古（国立郡山病院）	 佐藤　　宏（帝京大学医学部）

　　　　嶋田　　紘（横浜市立大学医学部）	 田崎　　寛（慶應義塾大学医学部）

　　　　田中　公夫（広島大学原爆放射能医学研究所）	 中村　　剛（長崎大学医療技術短期大学部）

　　　　花井　　彩（大阪府立成人病センター）	 藤田　　潤（京都大学大学院医学研究科）

　　　　磨伊　正義（金沢大学がん研究所）	 間野　博行（自治医科大学医学部）

　　　　森　　茂郎（東京大学医科学研究所）	 柳川　　堯（九州大学大学院数理学研究科）

　　　　和氣　徳夫（九州大学生体防御医学研究所）	

１９９６　　有井　滋樹（京都大学医学研究科）	 石川　　治（大阪府立成人病センター）

（１６巻）伊東　恭悟（久留米大学医学部）	 大川　治夫（筑波大学臨床医学系）

　　　　小澤　敬也（自治医科大学血液医学研究部門）	 酒井　正彦（関西電力病院）

　　　　佐藤　靖史（東北大学加齢医学研究所）	 執印　太郎（高知医科大学）

　　　　杉本　芳一（癌研・癌化学療法センター）	 谷　憲三朗（東京大学医科学研究所）

　　　　多羅尾和郎（神奈川県立がんセンター）	 松村　保広（国立がんセンター中央病院）

　　　　三角　順一（大分医科大学医学部）	 宮崎　澄雄（佐賀医科大学医学部）

　　　　山脇　成人（広島大学医学部）	 吉村　昭彦（久留米大学生命科学研究所）

１９９７　　西條　長宏（国立がんセンター研究所）	 神保　孝一（札幌医科大学）

（１７巻）瀬戸　加大（愛知県がんセンター研究所）	 田中　雅夫（九州大学医学部）



１９９７　　丹後　俊郎（国立公衆衛生院疫学部）	 手島　昭樹（大阪大学医学部）

（１７巻）中川原　章（千葉県がんセンター）	 野田　哲生（癌研・癌研究所）

　　　　堀井　　明（東北大学大学院医学系研究科）	 松山　　裕（東京大学大学院医学系研究科）

１９９８　　小山　博史（国立がんセンター中央病院）	 烏野　隆博（大阪府立成人病センター）

（１８巻）高後　　裕（旭川医科大学）	 佐藤　昇志（札幌医科大学医学部）

　　　　巽　　典之（大阪市立大学医学部）	 中島　秀彰（国立病院九州がんセンター）

　　　　名川　弘一（東京大学医学部）	 登　　　勉（三重大学医学部）

　　　　萩原　正敏（東京医科歯科大学難治疾患研究所）	 畠　　清彦（自治医科大学）

　　　　不破　信和（愛知県がんセンター）	 前谷　俊三（天理よろず相談所医学研究所）

　　　　村井　　勝（慶應義塾大学医学部）	 安元　公正（産業医科大学医学部）

　　　　矢守　隆夫（癌研・癌化学療法センター）	

１９９９　　井上　俊彦（大阪大学大学院）	 大上　研二（東海大学医学部）

（１９巻）大瀧　　慈（広島大学原爆放射能医学研究所）	 加賀谷有行（広島大学医学部）

　　　　河上　　裕（慶應義塾大学医学部先端医科学研究所）	 真貝　洋一（京都大学ウイルス研究所）

　　　　高山　哲治（札幌医科大学）	 田中　淳司（北海道大学医学部）

　　　　土田　正則（新潟大学医学部）	 野田　政樹（東京医科歯科大学難治疾患研究所）

　　　　万代　昌紀（京都大学医学部）	 向田　直史（金沢大学がん研究所）

　　　　森脇　久隆（岐阜大学医学部）	 吉貴　達寛（滋賀医科大学）

　　　　渡邊　　武（九州大学生体防御医学研究所）	

２０００　　井上　正樹（金沢大学医学部）	 奥野　清隆（近畿大学医学部）

（２０巻）河野　文夫（国立熊本病院）	 神奈木真理（東京医科歯科大学医歯学総合研究科）

　　　　久保　敦司（慶應義塾大学医学部）	 小西　文雄（自治医科大学大宮医療センター）

　　　　佐藤　　博（金沢大学がん研究所）	 田中　紘一（京都大学大学院）

　　　　中野　修治（九州大学大学院）	 樋野　興夫（癌研・癌研究所）

　　　　福本　　学（東北大学加齢医学研究所）	 松村　　明（筑波大学臨床医学系）

　　　　山口　佳之（広島大学原爆放射能医学研究所）	 吉川　秀樹（大阪大学大学院）

　　　　吉田　知之（東京医科大学）

２００１　　秋山　　太（癌研・癌研究所）	 東　　俊文（慶應義塾大学医学部）

（２１巻）片野　光男（九州大学大学院）	 小林　国彦（埼玉県立がんセンター）

　　　　澤津橋基広（佐賀医科大学）	 高橋　宗春（東京大学医学部附属病院）

　　　　田原　秀晃（東京大学医科学研究所）	 玉木　長良（北海道大学大学院）

　　　　辻　　晃仁（高知県立中央病院）	 中島　　格（久留米大学医学部）

　　　　野島　　博（大阪大学微生物病研究所）	 松崎　彰信（九州大学医療技術短期大学部）

　　　　村垣　善浩（東京女子医科大学脳神経センター）	 山本　博幸（札幌医科大学）

　　　　若杉　　尋（国立がんセンター研究所）

２００２　　秋田　弘俊（北海道大学大学院）	 遠藤　善裕（滋賀医科大学）



２００２　　鎌野　俊紀（順天堂大学医学部）	 小泉和三郎（北里大学東病院）

（２２巻）黄　　政龍（香川医科大学）	 高橋　慶一（東京都立駒込病院）

　　　　高橋　　豊（金沢大学がん研究所）	 戸田　正博（慶應義塾大学医学部）

　　　　平塚　正弘（大阪府立成人病センター）

２００３　　上本　伸二（三重大学医学部）	 小野寺雅史（筑波大学臨床医学系）

（２３巻）神田　善伸（東京大学医学部）	 弦間　昭彦（日本医科大学）

　　　　河野　浩二（山梨大学医学部）	 杉山　　徹（岩手医科大学医学部）

　　　　楢原　啓之（大阪府立成人病センター）	 平井　康夫（癌研・癌研究所）

　　　　堀口　　裕（慶應義塾大学医学部）	

２００４　　魚住　公治（鹿児島大学病院）	 河野　嘉文（鹿児島大学大学院医歯学総合研究科）

（２４巻）清宮　啓之（癌研・癌化学療法センター）	 高山　浩一（九州大学病院）

　　　　田中　文啓（京都大学医学部）	 中島　　淳（慶應義塾大学医学部）

　　　　古谷　和久（愛知県がんセンター）	 星　　宣次（山形県立中央病院）

　　　　森　　正樹（九州大学生体防御医学研究所）	 山本　　昇（国立がんセンター中央病院）

２００５　　熊谷　昌明（国立成育医療センター）	 甲能　直幸（杏林大学医学部）

（２５巻）國土　典宏（東京大学医学部附属病院）	 土屋　弘行（金沢大学大学院）

　　　　並木　幹夫（金沢大学医学部附属病院）	 萩原　弘一（埼玉医科大学）

　　　　長谷川好規（名古屋大学医学部附属病院）	 羽生　大記（大阪市立大学大学院）

　　　　林　　慎一（東北大学医学部）	 日野　雅之（大阪市立大学大学院）

２００６　　泉本　修一（大阪大学大学院）	 井上　啓史（高知大学医学部）

（２６巻）太田　三徳（近畿中央胸部疾患センター）	 大東　弘明（大阪府立成人病センター）

　　　　小林　　浩（奈良県立医科大学）	 佐治　重衡（東京都立駒込病院）

　　　　澤田　明久（大阪府立母子保健総合医療センター）	 竹内　　聡（神戸医療センター）

　　　　福岡　和也（兵庫医科大学）	 藤井　正人（東京医療センター）

２００７　　磯本　　一（長崎大学医学部・歯学部附属病院）	 上野　清伸（大阪府立成人病センター）

（２７巻）馬屋原健司（癌研・有明病院）	 椎名秀一朗（東京大学医学部附属病院）

　　　　篠浦　伸禎（東京都立駒込病院）	 新地　洋之（鹿児島大学医学部・歯学部附属病院）

　　　　高見　昭良（金沢大学医学部附属病院）	 細野　亜古（国立がんセンター中央病院）

２００８　　掛地　吉弘（九州大学大学院）	 粕谷　英樹（名古屋大学医学部）

（２８巻）新地　洋之（鹿児島大学大学院）	 竹島　信宏（癌研・有明病院）

　　　　松村　保広（国立がんセンター東病院）	 元雄　良治（金沢医科大学）

　　　　吉崎　智一（金沢大学大学院）	 渡邊　昌彦（北里大学医学部）

２００９　　出水みいる（九州大学病院）	 高野　晋吾（筑波大学大学院）

（２９巻）塚田　敬義（岐阜大学大学院）	 中森　正二（大阪医療センター）

　　　　長谷川　潔（東京大学大学院）	 服部　　豊（慶應義塾大学薬学部）

　　　　本田　五郎（東京都立駒込病院）	 宮田　博志（大阪大学大学院）



２０１０　　東　　治人（大阪医科大学）	 石川　　剛（京都府立医科大学）

（３０巻）庄　　雅之（奈良県立医科大学）	 楯　　真一（千葉大学大学院）

　　　　谷　　眞至（和歌山県立医科大学）	 津田　浩史（慶應義塾大学医学部）

　　　　藤原　義之（大阪大学大学院）	 山口　和也（岐阜大学医学部）

２０１１　　江口　英利（大阪大学大学院医学系研究科）	 菊地　栄次（慶應義塾大学医学部）

（３１巻）堤　　荘一（群馬大学大学院医学系研究科）	 藤谷　和正（国立病院機構大阪医療センター）

　　　　本告　正明（大阪府立成人病センター）	 宮田　康好（長崎大学病院）

　　　　宮田　義浩（広島大学原爆放射線医科学研究所）	 元井　冬彦（東北大学病院）

　　　　山下　継史（北里大学医学部）

２０１２　　浦本　秀隆（産業医科大学）	 葛西　和博（岩手医科大学医学部）

（３２巻）小西　　毅（がん研究会有明病院）	 佐藤　康史（札幌医科大学）

　　　　澤木　正孝（愛知県がんセンター中央病院）	 高橋　秀典（大阪府立成人病センター）

　　　　谷岡　真樹（兵庫県立がんセンター）	 本間　尚子（東京都健康長寿医療センター研究所）

　　　　松木　絵里（慶應義塾大学病院）	 村上　英樹（金沢大学整形外科）

２０１３　　井上　啓史（高知大学教育研究部）	 沖　　英次（九州大学病院）

（３３巻）河合　憲康（名古屋市立大学大学院医学研究科）	 北郷　　実（慶應義塾大学医学部）

　　　　黒川　幸典（大阪大学大学院医学系研究科）	 笹田　哲朗（久留米大学医学部）

　　　　島崎　猛夫（金沢医科大学総合医学研究所）	 種村　匡弘（呉医療センター・中国がんセンター）

　　　　野尻　俊輔（名古屋市立大学病院）	 丸橋　　繁（大阪府立成人病センター）

２０１４　　木下　　学（大阪府立成人病センター）	 小坂　威雄（慶應義塾大学医学部）

（３４巻）小西　　毅（がん研究会有明病院）	 末原　義之（順天堂大学医学部）

　　　　高橋　　信（東北大学加齢医学研究所）	 谷内　恵介（高知大学医学部附属病院）

　　　　富田　直人（横浜市立大学大学院医学研究科）	 中前　博久（大阪市立大学大学院医学研究科）

　　　　南谷　泰仁（東京大学医学部附属病院）	 長谷川大一郎	（兵庫県立こども病院）

２０１５　　石山　博條（北里大学医学部）	 板野　　理（慶應義塾大学医学部）

（３５巻）里井　壯平（関西医科大学）	 白石　　治（近畿大学医学部）

　　　　高張　大亮（がん研究会有明病院）	 内藤　立暁（静岡県立静岡がんセンター）

　　　　西田　純幸（大阪大学医学部附属病院）	 林　　洋光（熊本大学大学院生命科学研究部）

　　　　水島　恒和（大阪大学大学院医学系研究科）	

２０１６　　伊佐山浩通（東京大学大学院医学系研究科）	 小沼　貴晶（東京大学医科学研究所附属病院）

（３６巻）佐伯　浩司（九州大学大学院）	 杉村啓二郎（大阪府立成人病センター）

　　　　瀧口　修司（大阪大学医学系研究科）	 藤阪　保仁（大阪医科大学附属病院）

　　　　前田　　亮（藤田保健衛生大学）	 若槻　　尊（がん研究会有明病院）

２０１７　　秋田　裕史（大阪国際がんセンター）	 泉　　浩二（金沢大学大学院医薬保健学総合研究科）

（３７巻）神田　光郎（名古屋大学医学部附属病院）	 野見　武男（奈良県立医科大学）

　　　　馬場　祥史（熊本大学大学院生命科学研究部）



２０１８　　池上　　徹（九州大学病院）	 後藤太一郎（山梨県立中央病院）

（３８巻）立石　健祐（横浜市立大学大学院医学研究科）	 谷口　浩二（慶応義塾大学医学部）

　　　　畠　　達夫（東北大学大学院医学系研究科）	 増田　隆明（九州大学病院別府病院）
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令和 2 年 ３ 月３１日　発行 非　売　品

発行人 公益財団法人
がん集学的治療研究財団
　松　本　　　晃
お問い合わせは下記にお願いいたします。
〒１３６－００７１　東京都江東区亀戸 １ －２８－ ６
　　　　　　 タニビル ３ Ｆ
　　　　　　 電話（０３）５６２７－７５９３

印刷所 ㈱粂川印刷

　本書の内容の一部あるいは全部を無断で，複写機器等いかなる
方法によっても複写・複製することは，法律で認められた場合を
除き，著作者および出版者の権利の侵害になりますので，予め小
社の許諾を求めて下さい。


