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　当研究分野ではヒト及びヒト疾患の基本的な分子・遺伝的情報の解析，これを基盤とする新規診断・治療法の開発

研究を行っている．現在の研究主題は，ヒト癌の病態解明と増殖制御法の開発で，平成１２年度から薬物療法の個別化

に資する実践的遺伝子解析システムの確立研究を，また１４年度からテロメラーゼ研究を基盤としてゲノム創薬標的の

策定研究を開始し，ゲノム医療の創生を目指した研究を推し進めている． 

　平成１６年度内に終了，或いは継続進展している研究，及び追随計画されている研究の主題は次のようである．

　１．「個」の医療(オーダーメイド癌治療)の確立研究

１）ゲノム薬理学的解析による至適癌化学療法の選択

２）抗癌剤個別化化学療法の実現へ向けた効果予測モデルの確立

ａ）複数遺伝子の発現構造の理解に基づく効果予測システム：基盤モデルの開発

ｂ）食道癌個別化化学療法に向けた効果予測システムの開発

ｃ）卵巣癌個別化化学療法に向けた効果予測システムの開発

２．難治性固形癌に対するゲノム創薬標的の策定と分子標的治療の開発

　ａ）食道癌細胞における不死化規定因子の同定
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ｂ）子宮体癌細胞における不死化規定因子の同定

ｃ）テロメア３’ -overhangと抗癌剤感受性の解析

ｄ）テロメラーゼ発現および不死化制御機構の解析

　３．フッ化ピリミジン系抗癌剤の作用発現機構

　　１）Dihydropyrimidine dehydrogenase（DPD）遺伝子（DPYD）の発現調節機構

ａ）DPYD 転写調節機構の解明

ｂ）DPYD プロモーター領域のメチル化の意義

　　２）代謝・活性化酵素遺伝子群の発現調節機構の解明と応用展開

　４．固形癌における低酸素応答分子機構の解明研究

ａ）低酸素応答性転写因子HIF-１ α遺伝子導入マウスの作製・解析

ｂ）human MLH1 遺伝子の低酸素応答機構の解明

ｃ）口腔癌低酸素領域における抗癌剤および放射線耐性獲得機構の解明

ｄ）HIF-１蛋白複合体の解析

　研究面では，文部科学省科学研究費として�基盤研究��（番号１４３７０３９０）網羅的遺伝子発現解析による消化器が

んテイラード術前化学療法（代表：西山正彦），�文部科学省高度先進医療開発経費(B研究)(番号K-５００)テロメア・テ

ロメラーゼをターゲットとした固形悪性腫瘍の存在診断・悪性度診断法の臨床応用(分担：西山正彦，檜山桂子)，�

特別推進研究（COE）放射線災害医療開発の先端的研究教育拠点（分担：檜山桂子），�基盤研究��(番号１５２０９０５８)

神経芽細胞腫の生物学的悪性度診断のための簡易マイクロアレイの開発と臨床応用(分担：檜山桂子)，�基盤研究��

(番号１４３７０１９７)特発性間質性肺炎の病態修飾因子及び予後因子としてのKL-６の意義に関する研究（分担：檜山桂子），

�若手研究�（番号　１６６８９０３２）プロテオミクス法によるHIF-１α複合体精製および口腔癌細胞における機能解析(代

表：谷本圭司），�萌芽研究（番号　１６６５９５５２）口腔癌低酸素領域における抗癌剤および放射線耐性機構の解明（代

表：谷本圭司）�基盤研究��（番号１５５９２１１４）がん分子標的としての低酸素応答性転写因子HIF-１αの有用性とその

作用機序の解明（分担：谷本圭司），厚生労働省科学研究費として�がん研究助成金 がんの早期診断およびに予後診

断に役立つ腫瘍マーカーの開発（課題番号１６-１０）がん化学療法の個別化に資する治療応答予測マーカー（分担：西山

正彦），学会・研究会助成研究費として�日本癌病態治療研究会奨励研究　５-FU系抗癌剤の代謝・活性化酵素遺伝子

群の発現調節機構の解明と応用展開（代表：谷本圭司），民間等との共同研究として�（大鵬薬品工業株式会社創薬

センター）新規抗癌剤の開発のためのテロメラーゼおよび癌遺伝子導入細胞を用いたゲノム創薬標的の探索(代表：西

山正彦），�（株式会社東芝・研究開発センター）大腸癌および胃癌のテイラード化学療法の確立に資する実践的効

果予測遺伝子発現解析システムの開発 (代表：西山正彦)，�（呉羽化学工業株式会社生物医学研究所）膵臓癌に高発

現している遺伝子の探索（代表：西山正彦）の援助を受けた．

　人事面では，平成１６年４月１日より大学院生として中村秀明君（博士課程），西村陽平君（修士課程），平成１６年１０

月３日～同１２月３１日まで外国人客員研究員としてWiwien Heru Wiyono博士，平成１６年１１月１日より津金桃実君が研究

生として新たに研究に加わった．また，田中友隆君，野口琢矢君，右近　圭君が博士(医学)の学位を取得した．

　本年度におけるシンポジウム・招待講演・基調講演・特別講演・教育講演は，教授西山正彦の，�１９th  World Congress 

of International Society for Digestive Surgery: Genome-wide gene expression analysis and chemosensitivity prediction. 

(Yokohama),�第１０４回日本外科学会定期学術集会: 基調講演「癌化学療法の新展開を探る．シンポジウム６ 癌治療－

化学療法の最前線－」（大阪），�第１０５回日本耳鼻咽喉科学会総会・学術講演会: パネルディスカッション「３. 臨床薬

理の立場から．頭頸部癌治療の現状と将来展望」（広島），�第１回癌治療開発研究シンポジウム:「 癌化学療法基礎

開発研究：創る，選ぶ」（別府），�第６回うつくしま癌フォーラム: 特別講演「新時代の癌化学療法：進化する開発

研究と臨床基礎」（郡山），�第６３回日本癌学会学術講演会: ランチョンセミナー「テーラーメード癌化学療法の確立

研究－基礎から臨床へ－」（福岡），�第２回DIF講演会: 特別講演「癌化学療法～新たな方向性とその進化～」（さい

たま），�第２５回医療と倫理を考える会:「新しい癌医療を創る：開発研究と倫理」（広島），�第４２回日本癌治療学会

総会: パネルディスカッション３「 研究支援組織としてのNPOの活動とその課題」（京都），�第２回転移性乳癌治療
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勉強会： 特別講演 「癌化学療法をどう変える－創薬と個別化に挑む－」（静岡），�日本癌病態治療研究会学術講演

会：特別講演「オーダーメイド癌化学療法基礎開発研究：新段階への移行を目指して」，助教授檜山桂子の，�第二

世代トランスクリプトーム解析セミナー：「第二世代トランスクリプトーム解析」（東京），�第６３回日本癌学会学術

総会：ワークショップ「正常細胞と癌細胞における特異的・普遍的不死化規定因子の探索」（福岡），�第７回癌治療

増感研究シンポジウム：シンポジウム「分子情報に基づく癌化学療法の治療効果予測」（奈良），�第９１回山口県医師

会生涯研修セミナー：特別講演「ゲノム情報－ラボからベッドサイドへ－」（山口），�広島県女性医師の会総会：講

演とパネルディスカッション「女性医師の生き方を考える」（広島），�広島大学第一内科セミナー「マイクロアレイ

からの癌治療戦略」（広島），�放射線影響研究所婦人部セミナー「女性特有の疾患」（広島），�東京海上日動火災保

険健康セミナー「女性特有の疾患とがん」（広島），助手谷本圭司の，�第４６回歯科基礎医学会学術大会：若手サテラ

イトシンポジウム「固型癌における低酸素応答機構とその異常」（広島），�広島大学第一内科セミナー「固形癌にお

ける低酸素応答制御機構とその異常」（広島），�埼玉医科大学ゲノム医学研究センターセミナー「固形腫瘍における

低酸素応答機構－癌の発生・進展におけるＨＩＦ-１ 経路の役割について－」（埼玉）の２２講演であった．

　教授西山正彦は，「日本癌学会評議員」，「日本癌治療学会：評議員，編集委員，がん治療専門医制度委員会委員，

関連学会連絡委員会委員」，「日本臨床腫瘍学会：評議員」，「日本胃癌学会：評議員」，「日本消化器癌発生学会評議員」，

「がん分子標的治療研究会世話人」，「日本癌病態治療研究会世話人」，「制癌剤適応研究会世話人」，「広島癌先端治療セ

ミナー顧問」「文部科学省科学技術動向研究センター専門調査員」，「がん集学的治療研究財団：評議員，臨床試験委

員会委員」，「特定非営利活動法人日本がん臨床試験推進機構：評議員，学術委員」，「特定非営利活動法人 ひろしまが

ん治療開発推進機構：副理事長，倫理審査委員，学術委員」を担当した．また，助教授檜山桂子は，「日本内科学会

中国地方会評議員」，「日本呼吸器学会中四国地区評議員」，「日本肺癌学会中四国地区評議員」，「日本婦人科がん分子

標的研究会学術顧問」，「大久野島毒ガス傷害研究会幹事」，「肺分子病態研究会幹事」，「広島KL-６研究会アドバイザー」，

「広島癌先端治療セミナー幹事」，「財団法人 放射線影響研究所：専門委員(遺伝カウンセラー )」，「特定非営利活動法人 

ひろしまがん治療開発推進機構倫理審査委員」を担当した．

　当研究分野における研究課題とその成果は以下のごとくである．

１．「個」の医療(オーダーメイド癌治療)の確立研究

　i）ゲノム薬理学的解析による至適癌化学療法の選択

参加研究者：金安美香，下國達志，野口琢矢，谷本圭司，檜山桂子，西山正彦

目的：抗癌剤に対する応答には著明な個人差が存在する．抗癌剤に対する生体応答 (抗腫瘍効果，有害事象 )の

個体差を遺伝子レベルの変化で捉え，その差に対応して至適治療を選択する個別癌化学療法系を確立する．

方法・結果：網羅的あるいは選択された因子の遺伝子発現解析とともに，CYP３A４，CYP２C８，carboxylesterase な

どの薬剤代謝酵素の遺伝子多型解析系を樹立，ゲノム薬理学的解析を並行する全国共同臨床研究として胃癌パク

リタキセル (TXL) 週一回投与法，および大腸癌CPT-１１術後単独投与のゲノム薬理学的 phase II 研究を進めた (腫

外及び計量生物研究分野，岩手医科大学，昭和大学，北海道大学，大阪消化器癌化学療法研究グループなどとの

共同研究 )．CYP2C8遺伝子のプロモーター領域の新たな多型とともに ,ヒト癌細胞における carboxylesterase １A１ 

および １A２ 遺伝子発現と抗癌剤 CPT-１１ 応答との関連に関する新知見を見出し , 現在その詳細についても検討を

進めている．

 　ii）抗癌剤個別化化学療法の実現へ向けた効果予測モデルの確立

 　　 a）複数遺伝子の発現構造の理解に基づく効果予測システム：基盤モデルの開発

参加研究者：田中友隆，金安美香，下國達志，野口琢矢，谷本圭司，檜山桂子，西山正彦

背景・目的：多数の関連遺伝子の発現状況の相互構造の理解に基づく抗癌剤効果の予測システムの構築を目指し，

その基盤となりうる開発研究の方法論を確立する．

方法・結果：消化器癌・肺癌を中心とするヒト腫瘍細胞１９株の網羅的遺伝子発現解析を行い，抗癌剤効果予測に
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重要な１２遺伝子を選択し，それらの遺伝子発現量から８種類の抗癌剤効果を同時に予測できる初期モデルを確立

した．また，高度進行胃癌における５-ＦＵ 効果予測のための臨床効果予測モデルの設定にも至った．それらはい

ずれも優れた予測性を示唆するものであったことから，ここで用いた独自の１）発現シグナル標準化法，２）目

的遺伝子抽出法，３ ）多数の関連遺伝子の発現状況の相互構造の理解に基づく抗癌剤効果の予測系の開発手法，

を基盤的方法論として，新たな抗癌剤効果予測モデルの確立研究に移行することとした．

 　　 b) 食道癌個別化化学療法に向けた効果予測システムの開発

参加研究者：下國達志，野口琢矢，小松正明，田中友隆，谷本圭司，檜山桂子，西山正彦

目的：食道癌は未だ予後不良であり，より効果的で安全な化学療法の確立は急務と考えられる．食道癌細胞株を

用いた解析から，多臓器由来の癌細胞の遺伝子発現プロファイルとの相違を明らかにし，より正確な食道癌化学

療法の効果予測モデルの確立を目指す．

方法・結果：cDNA マイクロアレイ，オリゴアレイを用いて，ヒト食道癌２０細胞株の網羅的遺伝子発現解析を行っ

た．またMTT法にて５-FU，CDDP，DOXなど８種の抗癌剤に対する各細胞株の感受性（IC５０値）を測定し，それ

ら遺伝子発現量と IC５０値との順位相関解析から，各抗癌剤に関わる感受性関連遺伝子を抽出した．抗癌剤の効果

規定遺伝子の抽出段階として，１）抗癌剤感受性に関して機能証明されている遺伝子（機能・関連が既知の既知

遺伝子），２）cDNA マイクロアレイ，オリゴアレイの順位相関解析で共に高い相関（P<０.０１）を示した未報告の

遺伝子（機能・関連が未知の新規遺伝子）の２段階の選択を行った．real-time RT-PCR での再現性確認を行った

結果，既知遺伝子としては BCL2，DPYD，GSTP1，MGMT，MYC，POR，XRCC1の７遺伝子（BCL2，MYC，XRCC1 

は食道癌特異的な因子），新規遺伝子としては９遺伝子を選択した．消化器癌・肺癌１９細胞株で抽出された遺伝子

群との比較を行った結果，同一の抗癌剤においても抽出された効果規定遺伝子に相違が見られた．重回帰分析を

用いて，これらの遺伝子発現量を総合して IC５０値という単一指標（数値）に変換する予測式を，既知７遺伝子，

新規９遺伝子それぞれを用いて作成した．更に食道切除術後に５-FU中心の化学療法を施行された食道癌症例を

用いた臨床照合研究を行い，選択した遺伝子群の発現量を生存期間，無再発生存期間に変換する臨床効果予測モ

デルを作成することができた．in vitro，in vivo いずれの予測式においても，特に新規遺伝子から構成される予測

式により算出された数値は効果指標の実測値と有意な相関性を示し，本予測モデルは高い予測性をもつことが示

された．今後は前向き臨床研究による予測モデルの有用性評価，選択した９遺伝子の抗癌剤効果における機能解

析，更なる抗癌剤効果規定遺伝子の検索を進めていく予定である．

 　　 c）卵巣癌個別化化学療法に向けた効果予測システムの開発

参加研究者：小松正明 , 檜山桂子 , 温泉川真由 , 谷本圭司 , 西山正彦

目的：卵巣癌の予後を改善するためには , 個人差に対応した至適抗癌剤治療を選択することが重要である．卵巣

癌個別化化学療法実現のため , まず key drug である paclitaxel, cisplatin を対象として , 複数遺伝子の発現量を指標

とした効果予測システム開発を目指す．

方法：８９７の文献を調べ , 複数の施設で感受性規定因子としての機能証明がなされている３７遺伝子を効果予測指標

の候補として抽出した．卵巣癌細胞株１０株を用い , 抽出された遺伝子の発現量を real-time RT-PCR 法を用いて解

析するとともに, MTT assayによりpaclitaxel, cisplatinの IC５０値を求めた．回帰分析にて遺伝子発現量とIC５０ 値との

相関性を解析し , 関連性が確認された遺伝子を選択した (P＜０.０５)．重回帰分析 (NL Reg.) によりそれら遺伝子の

発現構造を理解し , それを基盤として抗癌剤感受性を定量的に予測しうる式を求めた．また新鮮摘出卵巣癌３１検

体を用いて , 選ばれた予測因子を用いた臨床効果予測式の設定も試みた．

結果：両抗癌剤の感受性を予測する指標遺伝子として，paclitaxel では ABCB1, CYP2C8, MGMT, NQO1の４遺伝

子， cisplatin では IL6, BCL2, VEGF, ERCC2, NQO1の５遺伝子が選択された．これらの遺伝子の発現量を代入する

ことで各々の効果（IC５０値）を予測する式の設定に至った．また臨床検体についても，これらの予測因子を用い

て全生存期間， 無増悪期間の予測式が設定できた．現在さらなる新規指標を求めてオリゴアレイを用いた網羅
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的遺伝子発現解析を進めている．

２．難治性固形癌に対するゲノム創薬標的の策定と分子標的治療の開発

　ａ）食道癌細胞における不死化規定因子の同定

参加研究者：野口琢矢，檜山桂子，西村陽平，谷本圭司，西山正彦

目的：癌細胞の不死化にはテロメラーゼの活性化とともにテロメア長の安定化が重要であり，その規定因子は抗

癌治療の有用な分子標的になると考えられる．食道癌特異的な不死化規定因子を策定し，画期的な抗癌治療の開

発を目指す．

方法：１ ) 食道癌細胞と非腫瘍性食道細胞の計２３株について， hTERT発現レベルおよびテロメア長をそれぞれ

real-time RT-PCR，サザンブロット法にて解析した．２）オリゴアレイを用いた網羅的発現解析により，食道癌細

胞で特異的な発現を示す遺伝子，またその発現がテロメア長やテロメラーゼ活性と関連性を示す遺伝子を探索し

た．

結果と考察：１）非腫瘍性食道細胞に比し，９割の食道癌細胞で２倍以上の高発現または１/２以下の低発現を示し

た遺伝子はそれぞれ１９６，３９３個であった．このうちテロメア長短縮細胞に比し，延長細胞において２倍以上の高

発現または１/２以下の低発現を示した遺伝子はそれぞれ５，２１個であった．これらの遺伝子は，食道癌細胞におけ

るテロメア長安定化，不死化に関わる遺伝子の候補と考えられた．現在，これらのうち分子標的として期待され

る遺伝子においては発現ベクターを作製し，機能解析中である．

　b） 子宮体癌細胞における不死化規定因子の同定

参加研究者：温泉川真由，檜山桂子，谷本圭司，西山正彦

目的：子宮内膜は正常組織においてもテロメラーゼ活性が認められるが，そのレベルは癌細胞よりも低く，不死

化しているとは考えられていない．テロメラーゼを有する正常組織と癌組織の遺伝子発現レベルを比較し，子宮

体癌細胞の不死化に関わる遺伝子を同定し，子宮体癌における新たな抗癌治療の開発を目指す．

方法：１）子宮体癌組織と前癌病変，近傍正常組織について，これまでに抽出されてきた癌細胞の不死化に関わ

る遺伝子候補の発現レベルおよびテロメア長をそれぞれ real-time RT-PCR，サザンブロット法にて解析し，子宮

体癌の不死化に関わる遺伝子が他の癌と共通するか否か検討する．２）オリゴアレイを用いた網羅的発現解析によ

り，子宮体癌に特異的な不死化関連遺伝子を抽出する．

結果と考察：これまでに他癌種の細胞の解析で抽出されてきた癌細胞不死化規定遺伝子候補の子宮体癌組織にお

ける発現は，その多くがやはり共通していたが，約１割の遺伝子については異なる発現変動をしていた．一部の

遺伝子については，正常組織との有意な差は認められなかったが，癌組織間で病期や予後と関連性を認め，癌化

よりもその後の進展に関わる遺伝子である可能性が考えられた．

　c) テロメア３’ -overhangと抗癌剤感受性の解析

参加研究者：西村陽平，檜山桂子，野口琢矢，下國達志，谷本圭司，西山正彦

目的：特定の遺伝子発現レベルだけでは説明のつかない抗癌剤感受性について，染色体構造の安定性に関わるテ

ロメア３’ -overhang との関連性を解明することで，抗癌剤効果の投与前予測を目指す．

方法：種々のヒト癌細胞株について，MTT法により測定された各種抗癌剤の感受性（IC５０ 値）と，T-OLA（telomere 

oligonucleotide ligation assay）法により測定したテロメア３’ -overhang 長とを比較検討した．またテロメア３’ -

overhang 長が短縮もしくは延長している細胞で共通して発現変動する遺伝子の抽出を行った．

結果と考察：テロメア３’ -overhang 長は必ずしも抗癌剤感受性とは一定の関連性は示さないものの，テロメア３’-

overhang 長の短縮細胞で多剤高度耐性を示すものが認められた．またテロメア３’ -overhang 長と関連して発現変動

している遺伝子も抽出された．現在，抗がん剤処理前後におけるテロメア３’ -overhang長および関連遺伝子の変動
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の解析，テロメア３’-overhang と相同配列・鋳型配列導入による抗癌剤感受性への影響を解析している．

　d) テロメラーゼ発現および不死化制御機構の解析

参加研究者：檜山桂子，谷本圭司，津金桃実，野口琢矢，西村陽平，西山正彦

目的：ほとんどすべての癌において無限増殖に必須であるとともに十分条件とも考えられるテロメラーゼの活性

化は，正常体細胞においては必須であっても十分ではない．このテロメラーゼ発現制御機構の癌細胞と非癌細胞

における違いを解明し，癌により特異的な新たな抗癌戦略を開発することを目指す．

方法：１）テロメラーゼ導入不死化線維芽細胞・血管内皮細胞における遺伝子発現プロファイルをｃＤＮＡマイク

ロアレイおよびオリゴアレイにより網羅的に解析した．２）各種ヒト正常細胞にテロメラーゼを導入した延命／不

死化細胞，SV４０を導入したトランスフォーム細胞を樹立し，遺伝子発現プロファイルを解析した．３) 各種ヒト

正常培養細胞および癌細胞株においても遺伝子発現プロファイルを解析した．４) 方法１ )- ３ )で得られた結果を

比較し，正常細胞と癌細胞の不死化機構の違いを検討した．

結果と考察：１）テロメラーゼ導入不死化線維芽細胞・血管内皮細胞と導入前の細胞の遺伝子発現プロファイル

の比較では，不死化過程で常に高発現もしくは低発現している遺伝子はそれぞれ１８，２０遺伝子抽出されたが，両

者で共通する遺伝子は一つもなく，正常細胞における不死化機構は，細胞により大きく異なることが考えられた．

また，これらの遺伝子は，従来報告されているがん細胞における発現変動とも異なっており，癌細胞の不死化機

構とも異なると考えられた．２）各種ヒト正常培養細胞，癌細胞株，ヒト正常細胞にテロメラーゼを導入した延命

／不死化細胞，SV４０を導入したトランスフォーム細胞間でオリゴアレイの発現プロファイルを比較し，正常お

よび癌細胞の不死化にともない共通して発現変動する遺伝子および癌細胞の不死化のみで発現変動する遺伝子を

抽出した．現在それらの遺伝子の機能解析を進めている．

３．フッ化ピリミジン系抗癌剤の作用発現機構

 　i ）Dihydropyrimidine dehydrogenase（DPD）遺伝子（����）の発現調節機構

 　　 a）�����転写調節機構の解明

参加研究者：右近　圭，谷本圭司，野口琢矢，下國達志，檜山桂子，西山正彦

目的：５-fluorouracil（５-FU）は主要な抗癌剤として汎用されており，dihydropyrimidine dehydrogenase（DPD）はそ

の減成酵素である．同遺伝子（DPYD）の発現量は５-FU効果と逆相関することが知られており，その発現量調節

機構は５-FUの効果発現に大きな影響を与えている．５-FU 個別化化学療法への応用展開を目的とし，DPYD 発現

調節機構の解明を目指す．

方法・結果：１）独自にクローニングした全長約３.０ kb 領域の DPYD promoter luciferase reporter を腎細胞２９３Tお

よび胃癌細胞HSC４２に遺伝子導入し，プロモーター活性を比較した．その結果，DPYD ５’上流域には複数の転写

調節領域の存在が示唆され，特に nt-３３８～-６４の転写促進領域は，調べた両細胞株に共通して存在していた．２）

HSC４２細胞において，PMA/ionomycin 処理により DPYD 発現量の薬剤濃度および処理時間依存的な増加が real-

time RT-PCR 法にて観察された．また，変異体を用いたレポーター実験により，上記転写促進領域（nt-３３８～-６４）

内に応答領域があることが明らかとなった．３）HSC４２由来の核抽出液を用いたEMSA法により，上記転写促進領

域内に PMA/ionomycin 処理によりDNA結合が促進される蛋白複合体結合領域の存在が明らかとなった．さらに，

同複合体はAP-１ consensus 結合配列を用いた競合実験や，抗 c-jun, 抗 c-fos 抗体を用いた実験により，AP-１が結合

し転写調節を行っている事が示された．今後，AP-１活性を調節することによる DPYD 発現量の調節，さらに，５-

FU感受性の調節の可能性について検討していく予定である．
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 　　 b）����プロモーター領域のメチル化の意義

参加研究者：野口琢矢，谷本圭司，下國達志，右近　圭，檜山桂子，西山正彦

目的：DPYDプロモーター領域の特異的な配列に注目し，同領域のメチル化と DPYD発現および５-FU効果との

関連性について検討する．

方法・結果：１）消化器癌を中心としたヒト培養腫瘍細胞株の DPYD 発現量を real-time RT-PCR 法にて，DPYD

プロモーター活性を DPYD promoter luciferase reporter の遺伝子導入実験により測定した．その結果，発現量と活

性は細胞株によりさまざまであり，中には，プロモーター活性は高いが，発現量が検出できない細胞株も存在す

ることが明らかとなった．２）複数の細胞株をメチル化阻害剤（５-azacytidine）にて処理し，DPYD発現量や５-FU

感受性の変化を，それぞれ real-time RT-PCR 法，MTT法により測定した結果．メチル化阻害剤処理による DPYD

発現量の増加とともに，５-FU感受性の変化も認められた．３）SssI methylase を用いた in vitroメチル化処理による

DPYDプロモーター活性の変化を測定した結果，プロモーター活性の直接的な抑制が認められた．４）各細胞株の

ゲノムDNAについて bisulfite sequence 解析を行い，プロモーター領域のメチル化の有無，部位の同定を試みた．

その結果，DPYD発現が抑制されている細胞では，転写開始点近傍のメチル化が検出された．以上より，DPYD発

現抑制に，プロモーター領域，特に転写開始点近傍のメチル化が関与し，５-FU感受性に影響を与えていることが

示唆され，同領域のメチル化の存在診断による５-FU応答予測の可能性が考えられた．現在，臨床検体を用いた

同領域のメチル化の解析を進行中である．

 　ii）代謝・活性化酵素遺伝子群の発現調節機構の解明と応用展開

参加研究者：谷本圭司，下國達志，右近　圭，野口琢矢，檜山桂子，西山正彦

目的：５-FU系抗癌剤の代謝・活性化に関わる酵素遺伝子群の発現調節機構の解明を通じ，代謝・活性化経路全体

の動態を理解し，５-FU系抗癌剤効果・副作用予測，さらには，効果増強・副作用減弱を実現化する新規治療法の

開発を目指す．

方法・結果：消化器癌・肺癌を含む３９細胞株の５-FU感受性（IC５０ 値）をMTT法にて測定した．感受性は細胞

個々で大きく異なり，５-FU系抗癌剤の代謝・活性化に関わる酵素遺伝子群の発現調節機構に著明な個体差がある

ものと考えられた．これらの細胞株における５-FU代謝・活性化酵素遺伝子群の発現をreal-time RT-PCR法にて測

定したところ，UMPS, TK1, RRM1, RRM2, RRM2B, TYMSの間で発現量に相関が認められた．この際，発現量が５-

FUの IC５０値と相関する遺伝子は認められなかったが，数種の消化器癌細胞株を５-FU等で処理後，遺伝子発現解

析を行ったところ，幾つかの遺伝子群による協調的・時間依存的な発現変動が認められた．それらはその変動様

式より UMPS, TK1, RRM1, RRM2, TYMSと ECGF1, UP, RRM2Bの２群に分けられた．現在，これら遺伝子のプロ

モーターレポーターを用いて，協調的発現変動機構の解明研究を進めている．

４．固形癌における低酸素応答分子機構の解明研究

背景と目的：酸素供給の恒常性維持は生命活動に必須であるが，最近，その分子機構が様々な病態発生・進展機

構に関わることが明らかになりつつある．特に，Hypoxia-inducible factor-１（HIF-１）は，低酸素に応答し活性化す

る転写因子であり，その幅広い標的遺伝子群からみて，癌などの様々な疾病に関わると考えられている．本研究

では固形腫瘍の発症・進展におけるHIF-１ 経路を中心とした低酸素応答の分子機構を解明し，治療法開発へ応用

展開することを最終目標に据え，様々な取り組みを行っている．

　a）低酸素応答性転写因子HIF-１ α遺伝子導入マウスの作成・解析

参加研究者：谷本圭司，中村秀明，金安美香，檜山桂子，西山正彦

目的：ヒトで見出された遺伝子型 HIF-1 αを遺伝子導入したマウスを作成し，癌の増殖・進展および転移能に与え

る影響を分子生物・病理学的に解析する．
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方法・結果：ヒト HIF-1 α野性型（WT）またはアミノ酸置換型（P５８２SおよびA５８８T）遺伝子，計３種類の FLAG

標識HIF-1 α遺伝子導入マウスをBALB/cマウスにて作成を試み，３系統以上のF１～F４を得ている．さらに，遺

伝子導入マウス組織での導入遺伝子およびその標的遺伝子発現を real-time RT-PCR 法にて検討した．その結果，

遺伝子導入マウスの胃，小腸，腎臓，脾臓，子宮，および皮膚にてヒト HIF-1 α遺伝子の発現を認めた．特に，

脾臓における HIF-1 α遺伝子および標的遺伝子の発現量は高く，多くの個体で脾腫が認められた．平成１７年度中

に低酸素等のストレス条件下における表現型の解析を行う予定である．

b）human ����遺伝子の低酸素応答機構の解明

参加研究者：谷本圭司，中村秀明，温泉川真由，檜山桂子，西山正彦

目的：DNAミスマッチ修復遺伝子 human MLH1は，様々な癌で染色体欠失や過剰メチル化による抑制が認めら

れており，重要な癌抑制遺伝子として認知されている．近年，その発現が５-FU系抗癌剤の重要な効果規定因子

であることが示されたが，その詳細なメカニズムには不明な点が多い．癌細胞の治療抵抗性獲得の要因である低

酸素との関連に焦点を当て，低酸素環境下における hMLH1発現調節機構の解明を試みた．

方法・結果：HepG２細胞DNAより，hMLH1遺伝子 ５' 上流領域をクローニングし，ルシフェラーゼレポーターシ

ステムを構築した．HepG２やMCF-７におけるレポーター実験の結果，hMLH１遺伝子領域-１６５３～-４（転写開始点

を +１）は強いプロモーター活性を示した．低酸素応答性転写抑制因子であるDEC１/２ を共遺伝子導入すると，転

写活性は約１０%までに抑制された．欠失変異体を用いた解析により，DEC１/２ 応答配列は hMLH1遺伝子領域-２７３

～-４内に存在することが示された．同領域内の４箇所の E-box 類似配列の塩基置換変異体を用いた解析により，

２箇所の応答配列が示唆された．以上より，低酸素応答性転写抑制因子DEC１/２ による MLH1遺伝子発現抑制機

構が初めて示された．現在，さらに詳細な分子機構と共に，癌治療への展開について検討中である．

c）口腔癌低酸素領域における抗癌剤および放射線耐性獲得機構の解明

参加研究者：中村秀明，谷本圭司，温泉川真由，檜山桂子，西山正彦

目的：固形腫瘍に存在する低酸素領域は，腫瘍の増殖・進展および治療抵抗性獲得に関わっていると考えられる．

その機構の一つとして，低酸素環境下におけるゲノム不安定性形質獲得が考えられる．本研究は固形腫瘍内の低

酸素領域におけるゲノム不安定性獲得機構，さらには抗癌剤や放射線治療耐性獲得機構を解明する．

方法・結果：口腔扁平上皮癌細胞株（HSC２, HSC３, HSC４, Ca９-２２, KOSC２, KB等）をさまざまな酸素分圧条件（O２

分圧 １－１０%または，様々な濃度のCoCl２処理），低酸素曝露時間，短時間繰り返しまたは持続曝露下にて継代

培養し，細胞増殖の変化を観察した．その結果，これらの細胞株それぞれの低酸素応答に差異が有ることが明ら

かとなった．さらに，低酸素処理時間による遺伝子発現変動を VEGF等で比較した結果，細胞により誘導形態が

異なっている事も明らかとなった．現在，これら条件下における抗癌剤の感受性の変動をMTT法にて，また，

遺伝子発現変動を比較するためのオリゴアレイ解析の準備を行っている．また，癌腫による差異を検討するため

に，子宮体癌を用いた解析も行っている．

d）HIF-１蛋白複合体の解析

参加研究者：谷本圭司，中村秀明，檜山桂子，西山正彦

目的：本研究は固形腫瘍の増殖・進展に関わると考えられるHIF-１の機能を促進または，抑制する分子を同定し，

分子標的治療への応用の可能性を検討する．

方法・結果：DNA結合型のHIF-１複合体を精製に用いる為，biotin 標識３xHRE（hypoxia response element）を大量

に調製する鋳型 plasmid　vector（pGEM-３xHRE）を作製した．HepG２，２９３T，MCF-７を低酸素条件下で培養し，

それらの核抽出液より biotin 標識３xHRE および avidin 処理磁気ビーズを用いてHIF-１複合体を精製し，複合体に

HIF-１ αが含まれていることを確認した．現在，低酸素の時間経過による複合体の変動について検討中である．
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２２．檜山桂子，谷本圭司，西山正彦：分子情報に基づく癌化学療法の治療効果予測．シンポジウム，第７回癌治療増

感研究シンポジウム，奈良，２００５.２. (G,R)

２３．檜山桂子：ゲノム情報　－ラボからベッドサイドへー．特別講演，第９１回山口県医師会生涯研修セミナー，山

口，２００５. ２.

２４．谷本圭司，下國達志，右近　圭，野口琢矢，檜山桂子，西山正彦（腫外）：５-FU代謝関連酵素遺伝子発現調節

機構の解明．第８回がん分子標的治療研究会総会，鹿児島，２００４.５. (G)

２５．谷本圭司，下國達志，右近　圭，野口琢矢，檜山桂子，西山正彦（腫外）：５-FU系抗癌剤の代謝・活性化酵素

遺伝子の発現調節機構の解明．第１３回日本癌病態治療研究会，千葉，２００４.６. (G)

２６．谷本圭司，檜山桂子，西山正彦：固型癌における低酸素応答機構とその異常．若手サテライトシンポジウム，

第４６回歯科基礎医学会学術大会，広島，２００４.９. (G)
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２７．谷本圭司，中村秀明，金安美香，檜山桂子，吉賀浩二，西山正彦（院・医歯薬・先進医療開発）：乳癌細胞株

におけるMLH1遺伝子低酸素応答機構．第６３回日本癌学会学術総会，福岡，２００４.１０. (G)

２８．右近　圭，吉田　和弘，峠　哲哉（腫外）：症例１　急性胆嚢炎の１例．第９回広島サージェリークラブ症例報告

会，広島，２００４.４.

２９．右近　圭，野口琢矢，下國達志，峠　哲哉 *1，西山正彦（*1腫外）：５FU個別化癌化学療法のための

Dihydropyrimidine dehydrogenase（DPD）遺伝子転写調節機構の解析．第１０４回日本外科学会定期学術集会，大阪，

２００４.４. (G)

３０．右近　圭，谷本圭司，野口琢矢，下國達志，檜山桂子，福島正和*１，峠　哲哉 *２，西山正彦（*１大鵬薬品・育薬

研，*２腫外）：Phorbol ester にて活性化されるdihydropyrimidine dehydrogenase (DPD)遺伝子 (DPYD) 転写調節機構．

第６３回日本癌学会学術総会，福岡，２００４.１０. (G)

３１．野口琢矢，檜山桂子，右近　圭，下國達志，姜　貴嗣*１，嶋田　裕*１，今村正之*１，檜山英三*２，野口　剛*３，川

原克信 *３，西山正彦（*１京都大・院・医・腫外，*２自然科学研究支援開発・生命医科学，*３大分大・医・二外）：食

道癌細胞におけるテロメラーゼおよびアポトーシス関連遺伝子の発現と臨床病理学的検討．第１０４回日本外科

学会定期学術集会，大阪，２００４.４. (G)

３２．野口琢矢，檜山桂子，谷本圭司，姜　貴嗣 *1，嶋田　裕 *1，今村正之 *1，檜山英三 *2，野口　剛 *３，川原克信 *３，

西山正彦（*1京都大・院・医・腫外，*2自然科学研究支援開発・生命医科学，*３大分大・医・二外）：食道癌細胞

の癌化・不死化に関わる遺伝子の策定．第６３回日本癌学会学術総会，福岡，２００４.１０. (G)

３３．下國達志，谷本圭司，檜山桂子，小松正明，姜　貴嗣*１，嶋田　裕*１，今村正之*１，佐藤裕二*２，藤堂　省*２，西

山正彦（*１京都大・院・医・腫外，*２北大・院・医・外科治療）：選定された指標遺伝子群の発現データを用いる

食道癌化学療法効果予測モデル．第６３回日本癌学会学術総会，福岡，２００４.１０. (G)

３４．小松正明，谷本圭司，温泉川真由，檜山桂子，永井宣隆 *，西山正彦，大濱紘三 *（*病・産婦）：卵巣癌個別化

化学療法へ向けた効果予測システムの開発．第５６回日本産婦人科学会学術講演会，東京，２００４.４. (G)

３５．小松正明，谷本圭司，温泉川真由，檜山桂子，永井宣隆*，大濱紘三 *，西山正彦 (*病・産婦 )：卵巣癌におけ

る paclitaxel, cisplatin 効果予測システムの開発．第３８回制癌剤適応研究会，和歌山，２００５.３. (G)

３６．温泉川真由，谷本圭司，永井宣隆 *１，工藤美樹 *１，川本　健 *２，加藤幸夫 *２，檜山桂子，西山正彦（*１院・医歯

薬・生殖器官病態制御，*２院・医歯薬・口生化）：子宮体癌の発生・進展における低酸素誘導遺伝子群の発現．

第３８回制癌剤適応研究会，和歌山，２００５.３. (G)

３７．金安美香，谷本圭司，檜山桂子，西山正彦：CYP2C8遺伝子プロモーター領域の多型解析．第６３回日本癌学会

学術総会，福岡，２００４.１０. (G)

３８．金安美香，谷本圭司，檜山桂子，西山正彦：ヒト癌細胞における carboxylesterase １A１ および １A２ 遺伝子発現と

抗癌剤 CPT-１１ 応答におけるその役割 . 第２７回日本分子生物学会年会，神戸，２００４.１２. (G)

３９．熊崎　努，檜山桂子，高橋知子*１，大松秀明，谷本圭司，野口琢矢，檜山英三*２，三井洋司*１，西山正彦（*１徳島

文理大・香川薬，*２自然科学研究支援開発・生命医科学）：テロメラーゼ遺伝子導入により不死化したヒト血管
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内皮細胞と線維芽細胞の遺伝子発現変動．第２７回日本基礎老化学会，２００４.６. (G, R)

４０．檜山英三 *１，小林　健 *２，檜山桂子，西山正彦，パトリック レイノルズ *３（*１自然科学研究支援開発・生命医科

学，*２院・医歯薬・病態制御外，*３ロサンゼルス小児病院・血液腫瘍科）：マイクロアレイによる神経芽細胞腫分

化誘導における遺伝子発現解析と臨床応用．第６３回日本癌学会学術総会，福岡，２００４.１０. (G)

４１．檜山英三 *1，山岡　裕明 *２，末田泰二郎 *３，西村真一郎 *４，小林正夫 *４，檜山桂子（*１自然科学研究支援開発・生

命医科学，*２病・生育診療，*３院・医歯薬・外科，*４院・医歯薬・小児）：マイクロアレイ解析からみた神経芽細

胞腫の病態探索．第２０回日本小児がん学会，京都，２００４.１１. (G)

４２．冨田尚裕*1，岡村　修*１，村田幸平*２，楢原啓之*３，福永　睦*４，石田秀之*５，田村孝雄*６，栄田敏之*７，谷本圭司，

西山正彦（*１関西労災病・外，*２大阪府立成人病セ・消外，*３同・消内，*４市立堺病・外，*５大阪船保病・外，*６神戸

大・院・糖尿病代謝・消化器・腎臓内，*７神戸大・病薬）：根治度C大腸癌術後症例に対するCPT-１１療法の第�

/�相試験－遺伝子解析からの副作用・感受性予測の検討．第４２回日本癌治療学会総会，京都，２００４.１０.

４３．宮津由香 *1，宮澤輝臣 *1，岩本康男 *1，石田敦子 *1，叶　康司 *1，檜山桂子，河野修興 *２（*1広島市民病，*２院・医

歯薬・分子内）：中心型早期肺癌患者の気道上皮における癌発生の危険因子としてのテロメラーゼ発現，第２７

回日本気管支学会総会，大阪，２００４.６. (G)

４４．塩田直樹 *１，平田信太郎 *１，池上靖彦 *１，檜山桂子，宮崎　満 *２，近藤圭一 *２，中島正光 *２，横山彰仁 *１，河野修

興 *1（*1院・分子内， *２病・呼内）：Hermansky-Pudlak 症候群（HPS）の２例．第９１回日本内科学会中国地方会，

２００４.１１.

４５．平田信太郎 *1，池上靖彦 *1，檜山桂子，宮崎　満 *２，近藤圭一 *２，中島正光 *２，横山彰仁 *1，河野修興 *1（*1院・分

子内 *２病・呼内）：Hermansky-Pudlak 症候群（HPS）の２例．第７１回間質性肺疾患研究会，東京，２００４.１１.

４６．白山裕子 *，小松正明，楠田朋代 *，温泉川真由，平田英司 *，重政和志 *，永井宣隆 *（院・医歯薬・生殖器官病

態制御）：子宮頸部腺癌に対するNACの有用性の検討．第８７回広島がん治療研究会，広島，２００４.９.

４７．白山裕子 *，小松正明，楠田朋代 *，温泉川真由，平田英司 *，重政和志 *，永井宣隆 *（*院・医歯薬・生殖器官病

態制御）：子宮頸部腺癌に対するNAC (Docetaxel, Carboplatin 併用療法）の検討．第５５回日本産科婦人科学会広

島地方部会，広島，２００４.９.

C．その他

１．西山正彦：複数遺伝子の発現構造の理解に基づく抗癌剤効果予測系の確立とその予測式．厚生労働省がん研究

助成金 第１回班会議，大阪，２００４.７. (G)

２．檜山桂子：女性医師の生き方を考える　講演とパネルディスカッション．パネリスト，広島県女性医師の会総

会，広島，２００４.６.

３．檜山桂子：マイクロアレイからの癌治療戦略．第一内科セミナー，広島，２００４.９. (G)

４．檜山桂子，西山正彦：不死化がん細胞で特異的な発現を示す遺伝子の同定．厚生労働省がん研究助成金 第２回

班会議，大阪，２００４.１１. (G)
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５．檜山桂子：女性特有の疾患 .　婦人部セミナー，放射線影響研究所，広島，２００５.２.

６．檜山桂子：「現代人を悩ませる病気とその予防策」女性特有の疾患とがん．東京海上日動火災保険健康セミナー，

広島，２００５.２.

７．谷本圭司：固型癌における低酸素応答制御機構とその異常．第一内科セミナー，広島，２００４.１０. (G)

８．谷本圭司：固形腫瘍における低酸素応答機構―癌の発生・進展におけるHIF-１経路の役割について―．埼玉医

科大学ゲノム医学研究センターセミナー，埼玉，２００５.２. (G)

（注）原著，学会発表の文末記号の（R）は放射性同意元素実験施設を用いた研究，� は放射線照射実験施設を用い

た研究，（G）は遺伝子実験施設，�は国際放射線情報センター関連の研究， （I）はカレント・コンテンツ掲

載雑誌採択論文の略号です． 
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