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    学 1tL論文題名

Prediction of lymphatic invasion/lymph node metastasis,

      recurrence, and survival in patients with gastric

   cancer by cDNA array-based expression profiling

(cDNA arrayによる発現プロファイルを用いた胃癌患者の

  りンパ管浸潤，リンパ節転移，再発および予後の予測）

学位論文内容の要旨

    緒言

cDNA anay；を用い多くの遺伝子の発現を一挙に分析する発現プロフイー-旧劇鼎ま戯誇汐攻［識に依i争することなく，

褸瀦眈最精碯鋤痔釣メカニズムを発見する有望lf坊怯として注目されている．本靭究dま胃癌54症例についてcDNA

アレイによる遺伝子発現プ口ファイルを分析し，教師っき学習アルゴリズムを用しゞて，癌の麗體禿須を反映する遺伝子

備§畝組雑わせを得るi剏をmユ，薦勃矧劇帚カ制胴勦ゝどうかを検討し，leave-one-outcrross validation法を

用いて，再発と腫嘉による死亡のりスク予測について，最大の正診率を達成するような遺伝子細み合わせを抽出した．

さらに，再発と歹B亡に｜謁するりスク因子を〓f面することによって｜リンバ宜黼とりンノ韃氈調，拐誕勘濃も重勲

独立した因子であることを同定し，これらの特性を反映する特穫購りな遺任孑を抽出したこれにより，胃癌患者におけ

るりソ噌浸潤・リソヽ∞転綫再発生存IごつしてのcDNAアレイラL夕による轍Bこ鼬子櫛朧を繊）たので，抽

出さ捫た特徴讎趨誰ミ子とともに幸附る．

    材料と方法

1．胃癌検体と患者の臨床デ二夕

  2001年7月から2002年2月までに胃切嚇fiを施行された計54症脚創曇者から得らゎた鰍胃癌の険錐を用い，

層 彰 臓 紛 燗 こ つ し て は 臓 彩 吠 き さ ， Jj敷 凋 屯 J艮 型 組 織 型 問 質 量 繿 鞘 釣 醐 尉 弑 リ ソ 唯 稷 穏

静脈溺閏深竃甍リソ噸障ヨ隆肝転隆腹膜播種遠隔転後腹水細胞診の各項目を検討し，他の~ヾ ラメータ

ーとしーて’性男｜↓年齢生存日数角発までの日数CEA値CA19-9値も1J賦

2RNA抽出とアレイのハイプリダイゼイション

  各 検 粥 錨嫩 臻 中 弼齢髄 めま湖 砕total RNAを抽出し ，さらに Pob′ (A)+ mRNA斟 拙1逆 瀦弼紘 mゝ

cDNAに変喚したcDNAにpolyAを付加し，Pblyパd）NAを弧洫ト16drrPとともにKRで増矚したBio血標識d）NA

を1289楼影 癌髄艦 子と11個の hau陥 b嚠ng黜 を搭載 したcDNAa晒7に ノヽイ ブリタイ ズし， 悩甓刪桁

い画鰰匕し，画像噺と数酎匕畄〒った

3統計学的手法

  分害蟻扮析を，各バラメーターですぺての司能な組み合わせで施行し，そ・れそ期のバラメーターについて，症例を2

つのカテゴリー群に分類した症匆めデ一夕のf薬餅燃垳ってから，全あ字缶瘍特興捗i巨曲と無麗麓ヒ；存髑発｜
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について’哦「匕WrIODxon検定で予鬱幵闘洋と予後越周争丶の54症鰰ワつ歩浩IJをpermutation法d錨寸し，これら2つの

予働睦詳分燗こおし に避弼槻値I磯計学的ぼ…み られ磁伝子をアレイデ二夕から選択した´ mゝ て，

繃緲ブセット選択7)レゴリズム（逐欠肓肪避鴨萄翻jして，患者の転帰を最も良＜：反映する遺伝子例靆鋼み合わ

せを拐曝し，各叡擁影嬲嵎甌砺細まlea脆雨0弸】t交差検定によるk．最近隣法を使用し，患者¢晦綿を予測において最

大のエEヨ参率櫛諮遺医子セットを得たまた1鄒9個磁鑪f云鼎こついて発尉剛直を礬簡こL′て症例を鳶誘めもの，

もしくt剖褒発現のものに分け1gm永；験定と一・般「匕Wnc0阪0虹検定を遂行し，有意な欄を示け譴維汗を抽出したさら

に，くb阪比例ハザ―ドモデルを用いて回帰分析を行い，そゎぞ期同定さねた有意なハザードについて，症例を2つのク

ラスに分類し，そのクラスの間で異なった発現を示す遺伝子を抽出した．これらの遺伝子から患者の転層を予損げるた

めに勗覿遺伝孫Bみ舗）せを選択したさらにその遣云子ヒットを，上記鰯璽ヨ漸燈艶i子セッ卜は鹹挨討した

    結果

ij瘍特異的死亡の予測

  全生布嫺において予後良嘯華と不良群とに分ける際の，発現値に有意差を示す84個の遺伝子を描I出し，さらに特

畿獣アJレゴリズム-C~;yj切購鰯l倅を示ず最薗駈子セットぁ！獣し，逐體鈬した3370噺齢幵組税封抽うゝら，

5 6%c′ J切鶴 鰯l倅を 与 える 罰t好預l噛ぼ弛ットとして31および32個の節ミ刑沮翻 詫廿を選択した

2腫瘍再発の予測

  無 醗生 餬觀 こお レに 最蝋 7jy扮をpamutation滋こ，O険索し’副切P値を与える24侈め彌扮を得屯

その2君繝にて有意ぬ発現差を示す96遺伝子を選択し’特徴選択アルゴリズムにより，leave-ore-out交差険謝去で830/0

ゲ 爆 り 切 罵 請 甥 悴 を 与 え る 7， 8， 9， 26， 27， 28個 瑚 駈 孑 を 存 熊 鑓 伝 子 セ ッ 卜 を 選 択 し た ，

3汗後不良の転帰をとる病態生理学的背景の検討

  すべての~Rr~f岶シヾラメーターに対レてCox比例′ヽ＋´卩一ドモラシレを用レ冂正噺影チ听を施行し，全生存及乙膜賊

蟹チロ勵Iこおしに最も重殱泡験医吊まりj/飾蘭；と濺凌であることカ繊された

  次にりンバ節轅陟の存庄と腫瘍の深達度について遺伝子発現プロファイルの特徴を検討し，深遭斐においてm, sm，

mp (40伽 と 甑 鷺 虹 心 f9Dの 2群 紛 類 し た 噸こ 親I繍 憲艶 みら れた 遺~勘 澱む 多く 113個例 駈S功 悩j

さ抑た．特徴すブセット選択にて｜56%の最llヤ）r=~iFを得る，20～ 27個の遺伝子からなる7つの遺伝子セットが

i響訝此

  1礁にして’リン/¥転移に関して有意差のみら捫た遺伝子は85個の竃医ヂであり，これらの中より特徴選闘薗こ

て選ぱれた遺伝子セットを用いて，最′ヽの繃幅§96％を達成したさらに，リンパ管侵襲に関しては発現に有意

差を認める135個噺齢i子を同定したそして，4～45個の餅云子カゝらなる39個の遺云子セットを選訳し，19％の最

小礦覊鰯囀！を得た

  全生存Iこおレて有罷めみられた84但繃転升まりン晦転節晴無Iこおしゝて有意麹められた85個のをf云子と

は13個繃臨子を共有し，リソ噌慟郵靖無Iこおb江葡館 きのみら州と135個繃駈汗とは12個窃駈寄を共

有していたこれらの遺伝子のうち5個の遺伝子カ嗣諸に共冒する遺伝子であった．ー・カ：’醗のりスクとして有意

差のみらゎた96傴坊遺伝子はりン′埴陣遜多の有無におbH洋纛誼鋤られた85傴防濃｜云子とは32傴賦耀誑ミ子を共

有し，リソ願腹襲の葡吋ごおいて有憲惹碍られた135個の嚠云子とは35個の壷伝子を共貞していたこれらの遺

伝子のうち両替こ共耐Iる遼医科ま21個の齢矛であったこれら嚠ミ探はともに全生存と無再発舗め両都こお

ける危険度に関直する遺伝子発現プ口ファイルカ1少なくとも一音防ゞ2つの主要な因子すなわち腫瘍の睦行度とりン

ノ｀ギ畿B織への瀦閏を反 映する遺伝子発現プロフイーツ助ゝら構成されるということを示している．

R脚出眦瑚田CR定量

  リソヽ∞毓め予測に重要繃転和ドつであるdus疏と鑷1州価嚠転弼觀の差を勘めるために刪毎艦ぬ‐
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    考察と結語

  本 翻 究 に おい て は 胃 癌 全 54症 WiJに っ き ， 全 生存と 無両発 生存に 関し て予後 良好群 と不浪 群とに i鰯 Iけ そ＊捲 繊

子 を検 索 し ， 90%以 ヒ の 旺確さ で危賊 を予 預1け る事 カ朗建 るそゎ そ朗32個と28傴 け遺医 子を 同定す ること ができ た

さらに 背景因 子を 分彩げ ること によっ て’ ｜弱連 した因 子とし てりン ノ髄 繊と溺 識リン ノ確罰 員閏を重要な因子とし

て同定した

    2#aにて同 定さ加 た遺医 ‘Rまヒト 全体 ワ瓏劃 云子のごくー音I分く1289遺医子tま全樹め34U/o)からしカヰ巽t翻Tて

いない ので， 癌の 浸i生 や悪 軆疫を決定する，肴景にある複雑な遺伝子ネットワークの全維像をr騨醯するのt甜貔難であ

る，従って，本初究にて同定された遺伝子を手カ sゝ りとすることによって，胃癌における分子レベル′での浸潤l生または

悪f生度の本態を理解するためにさらなる検pjカ齢われなければならない．
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学位論文審査の要旨

    学位論文題名

Prediction of lymphatic invaslon／1ymphnodemetaStaSiS，

    reCurrenCe，andSurViValinpatientSWithgaStriC

    CanCerbyCDNAarray‐baSedeXpreSSionprofiling

    （cDNAarrayによる発現プロファイルを用いた胃癌患者の

    りンパ管浸潤，リンパ節転移，再発および予後の予測）

  本研究では，胃癌54症例についてcDNAアレイによる遺伝子発現プロファイルを分析

し，教師っき学習アルゴリズムを用いて，癌の悪性形質を反映する遺伝子の最適な組み合

わせを得る試みを行い，患者の臨床転帰が予測可能かどうかを検討し，leave-one-out cross

validation法を用いて，再発と腫瘍による死亡のりスク予測について，最大の正診率を達

成するような遺伝子組み合わせを抽出した．その結果は全生存期間において予後良好群と

不良群とに分ける際の，発現値に有意差を示す84個の遺伝子を抽出し，さらに特徴選択

アルゴリズムで最小の誤識別率を示す最適遺伝子セットを選択し，5.6%の最小の誤識別率

を与える最適な予測遺伝子セットとして31および32個の遺伝子の組み合わせを選択した．

同様にして無再発生存期間においては，2群間にて有意な発現差を示す96遺伝子を選択

し，8.3 010の最小の誤識別率を与える7，8，9，26，27，28個の遺伝子を有する遺伝子セットを

選択した．リンパ節転移に関して有意差のみられた遺伝子は85個の遺伝子であり，これ

らの中より特徴選択法にて選ばれた遺伝子セットを用いて，最小の誤識別率，9.6%を達成

した．さらに，リンパ管侵襲に関しては，発現に有意差を認める135個の遺伝子を同定し，

1.90/0の最小の誤識別率を得た．すべての臨床病理学的バラメーターに対してCox比例ハ

ザードモデルを用いて回帰分析を施行し，全生存及び無再発生存の双方において，最も重

要な危険因子はルンパ節転移と深達度であることが確認された．

  口頭発表において笠原正典教授より＠施設間のデーター統合の標準化について◎多様な
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病態の胃癌を一括して扱うことの危険性についての質問があった。これらの質問に対して

申請者は，胃癌に対する術式ならびにりンパ節郭清度はほぼ一致しており統一化できてい

る．またデータの標準化はhouse keeping geneを使わずにglobal normalizationにて行った．

また◎については今回は症例数が限られており，組織型に分けて検討するまでにはいたら

ず，今後の課題であると回答した．続いて守内哲也教授より＠遺伝子の数が30～40個で

は多すぎるので減らすことは可能か◎アレイの種類によって異なる遺伝子が抽出されてい

るため，今後，アレイ以外の方法を使っていく必要があるのではないか◎問質で重要な因

子なのか腫瘍本体で重要な因子なのかを遺伝子でわけられないのかとの質問があった．こ

れらの質問に対しては，今後，Real-time PCRなどで遺伝子発現の定量を行い，発現に差

のある遺伝子の絞り込みを行っていきたい．また，標準化についてはReal-time PCRによ

る方法が考えられるが，今後の課題である．腫瘍細胞の近傍の問質や随伴炎症部，血管内

皮や線維間質には腫瘍・問質相互に関与する遺伝子が発現しており，癌の浸潤増殖に関与

すると考えられるため，本研究ではそれらも含めた検討が重要であると考えた，また血管

新生因子などは問質で重要な遺伝子であるような印象があると回答した，続いて近藤哲

教授からは＠今回54症例で90%以上の予測結果が得られたが，別の症例群での確認はど

うか◎生検材料でのアレイ予測はできるのかとの質問があった．これについては，今回の

検討は54症例のなかで学習と検証を行った結果900/0以上の予測が得られたにすぎず，そ

れ以外の新たな胃癌症例を用いての検討が必要である．また5 mm角で切り出した検体で

すら，mRNAを安定して採取するのは難しく，バイオプシーでは技術的に難しいのではな

いかと考えていると回答した．最後に秋田弘俊教授より，今回抽出された特徴遺伝子のな

かで，興味深い遺伝子はなにかとの質問があったが、血管新生因子であるVEGFや細胞増

殖因子であるKi-67に興味があると回答した．いずれの質問に対しても、申請者は主旨を

よ く 理 解 し 自ら の 研 究 デ ー タ と文 献 的 考 察 を 混 じえ誠 意あ る回答 をし た。

  審査員一同は，これらの成果を高く評価し，大学院課程における研鑽や取得単位なども

併せ申請者が博士（医学）の学位を受けるのに充分な資格を有すると判定した。


