局所進行胃癌に対する術前化学療法のレジメンとコース数を比較する無作為第Ⅱ相臨床試験：（S1+CDDP vs S1+CDDP +Docetaxel、2コース vs 4コース）「COMPASS-D試験」附随研究：治療効果/予後を予測するバイオマーカー探索

実施計画書
COMPASS-D研究会
平成25年7月3日：第1版
平成26年10月16日：第１．１版
1 目的　　
COMPASS-D試験に登録され、術前補助化学療法を受けた局所進行胃癌症例を対象とし、内視鏡生検及び切除標本により得られたホルマリン包埋胃癌組織や近傍の正常胃粘膜組織より、RNAを抽出し、特定遺伝子のmRNA量を測定するとともに、ホルマリン包埋胃癌組織や近傍の正常胃粘膜組織を用いた病理学的/免疫組織化学的手法を併用することで、治療効果/予後を予測するバイオマーカーを探索する。

2 背景

ACTS-GC phase III試験の結果、治癒切除可能な進行胃癌に対する現在の標準治療はD2胃切除術+術後S-1による補助化学療法となった
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。Stage IIの予後は、5年生存率で85%程度と、良好な成績が得られてきたが、Stage IIIの予後は50－60%程度とまだ不十分であり、さらに強度の高い補助化学療法の開発が求められている3

。
4

。術後に、強度の高い化学療法を行うことは容易ではない。そこで、術前より、強度の高い化学療法を行ってから切除する治療戦略が有望視されている3

。しかしながら、胃癌術後には、栄養状態が低下し体重が減少する。体重減少は補助化学療法のコンプライアンスとも関連する
以上をもとに、われわれのグループでは、術前補助化学療法のレジメンとしてS-1+CDDPとPaclitaxel+CDDPを比較するとともに2コースと4コースを比較する2X2のランダム化第二相試験「COMPASS試験」を行い
一方、術前補助化学療法の新たなレジメンとして、S-1+CDDP+Docetaxel （DCS療法）による3剤併用療法も期待されている。高度進行再発胃癌を対象としたPhase II試験では、奏功率80%前後と報告されている7

、2011年より症例集積中である。COMPASS-D試験のPrimary endpointである3年生存率は、2017年ごろに判明する予定である。6

。現在、JCOGでは高度進行再発胃癌を対象として、標準レジメンであるS-1+CDDPに対してDCS療法の生存における優越性を検証するPhase III試験が進行中である。以上より、われわれは、術前補助化学療法として最適なレジメンを探索することを目的として、S-1+CDDPとDCSを比較するとともに2コースと4コースを比較する2X2のランダム化第二相比較試験「COMPASS-D試験」を計画し
このCOMPASS-D試験においても、バイオマーカー解析を行うことで、術前補助化学療法に反応するか否か、タキサンを上乗せする意義があるか、4コース施行する意義があるか、効果予測因子と予後因子を解析する意義は大きいと考えた。
これまで、胃癌組織のバイオマーカー研究は、主として、手術により切除された検体を用いて行われてきた。多くの研究では、切除標本よりRNAを抽出し、mRNAの発現量をRT-PCRやマイクロアレイを用いて測定することで、抗がん剤の感受性を予測する試みが行われている。腫瘍組織が十分にある切除標本では、比較的、容易に、RNAを抽出し、特定遺伝子のmRNA量を測定できる。一方、術前補助化学療法を受ける患者では、内視鏡生検で得られる少量の胃癌組織を使って、RNAを抽出し、mRNAを測定しなければならない。ホルマリン包埋された内視鏡生検組織はごく少量であり、RNAを抽出し、目的とするmRNAを測定できるか否かは不明である。一方、RNA抽出事務局である宮城らは、ホルマリン包埋切除標本からの抽出と解析について、確立した技術を有している。また、RNA測定事務局である大島らは、得られたRNAを用いて、胃癌の予後や薬剤感受性に関与すると推測される約120種類のmRNAを選別し、測定することに成功している。そこで、本研究に先立ち、パイロット研究として、ホルマリン包埋された内視鏡生検組織からのRNA抽出と測定が可能か否かを、神奈川県立がんセンターでの内視鏡生検標本5症例を用いて検討した。その結果、測定可能であることが判明した。内視鏡生検標本を用いた解析は、すでに確立しており、COMPASS試験のバイオマーカー研究で採用中である。
一方、腫瘍組織から抽出したRNA測定ではタンパク質の局在が分からない。従来からの古典的手法である病理学的/免疫組織化学的手法では、タンパク質の局在を同定できる。共同研究者のHeike Grabschらは、病理学的/免疫組織化学的手法を客観的に定量化できるランダムスポットサンプリング法を開発、これを応用している。この方法によって、有望と思われるタンパク質や病理学的評価測定値のみならず、また、がん組織やその近傍の正常組織の形態学的特徴を客観的に測定可能である。
また、近年様々な癌腫において少数の癌幹細胞が存在し、薬剤耐性や放射線耐性を示すことから新たな癌治療のターゲットとして関心が寄せられている。胃癌においても数種類の癌幹細胞マーカーが報告されている8
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。乳癌で、癌幹細胞マーカーのCD133が術前化学療法の効果判定のサロゲートマーカーとして有用であったと報告されている
以上をもとに、COMPASS-D試験の附随研究として、抗癌剤感受性や予後を予測するバイオマーカーを探索することを目的として、本研究を計画した。

3 方法
3.1 対象
COMPASS-D 試験に登録された症例のうち、施設IRBにおいて本プロトコールの承認が得られ、原発巣の内視鏡生検及び切除標本の最大割面の未染プレパラートが得られる患者を対象とする。
3.2 対象となる標本　
COMPASS-D登録前の上部内視鏡生検にて、胃癌と診断された生検標本を対象とする。登録後に胃切除を施行した症例では、切除標本の最大割面を対象とする。
3.3 病理標本の収集
COMPASS-D試験参加施設で病理検査用に保存されているブロックより切り出した未染色プレパラート10枚（厚さ10μmを推奨。標本によっては通常の厚さでも可）を研究事務局へ送付する（内視鏡生検検体、手術検体それぞれ5枚ずつ）。研究事務局から送付するシール（COMPASS-D試験番号が予め記入されている）を各施設でプレパラートに貼り、送付する。本附随研究では、匿名化されたCOMPASS-D試験番号を一貫して用いる。COMPASS-D試験番号の管理は、すべて、COMPASS-D試験データセンターで厳重に保管される。研究事務局を含め、RNA抽出事務局、RNA測定事務局、病理事務局は、すべての個人情報に関与しない。患者の特定につながる患者名、カルテ番号、イニシャル、性別、病理標本番号に関する情報は送付しないこと。COMPASS-D試験番号や、登録患者が不明な場合にはCOMPASS-D試験データセンターに問い合わせること。
COMPASS-Dデータセンター

佐藤真帆


横浜市立大学市民総合医療センター臨床研究推進センター
〒232-0024　横浜市南区浦舟町4-57　 
TEL：045-253-9903　FAX：045-253-9902
E-mail：satomaho@yokohama-cu.ac.jp
COMPASS-D試験研究事務局

吉川貴己

神奈川県立がんセンター　消化器外科

〒241-0815　神奈川県横浜市旭区中尾2-3-2
Tel：045-520-2222　Fax:045-520-2226
E-mail: 
yoshikawat@kcch.jp
3.4 病理学的評価

　送付された未染プレパラートを用いて、病理学的評価を行う。有望な遺伝子については、タンパク質の局在を調べるために、免疫組織学的手法を用いる。英国リーズ大学のGrabschのもとで、ランダムスポットサンプリング法により定量化する。英国リーズ大学へのプレパラートの送付には、COMPASS-D試験番号を用いる。
3.5 RNAの抽出
送付された未染プレパラートを用いて、神奈川県立がんセンター臨床研究所の宮城（RNA研究事務局）のもとで、RNAを抽出する。COMPASS-D試験番号をそのまま用いる。
3.6 RNA検体の搬送と保管
抽出されたRNAは，研究事務局吉川もしくはRNA抽出事務局宮城より、RNA測定事務局大島のもとへ搬送される。検体は同研究室内のディープフリーザーで施錠の上厳重に保管される。以後，研究にあたってはCOMPASS-D試験番号をそのまま継続して使用する。
3.7 mRNAの解析
RNAよりｃDNAを作成し、定量PCR法により遺伝子の発現を検討する。
抗癌剤治療効果/予後の予測因子の候補となる遺伝子を探索する。測定する候補遺伝子は，SATB2, TNS4, SULF1, INHBA, PLA2G2A, KIAA1199, MUC12, SRPX2, SEMA5A, VSNL1, HOXB9, COL1A2, MMP11, GDF15, CEACAM7, TKTL1, CCNE1, SLPI, ESM1, IGF2BP3, TRAG-3, LAPTM4B, OATP1B3, CEACAM6, DSG2, PDCD5, SLC34A2, TS, DPD, OPRT, TP, ERCC1, TOP1, TK1, SPARC, EGFR, ERBB2, VEGF-A, VEGF-B, VEGF-C, c-MET, HDAC1, IGF-1, IGF-2, IGF-1R, IGF-2R, IGFBP-3, MMP-2, MMP-7, MMP-9, MMP-13, MT1MMP, TIMP1, RECK, FGF-1, FGF-2, FGF-1R, FGF-2R, CDH17, LGALS4, APOE, REGIV, MIA, OLFM4, CADM1, SEC11A, SPC18, CLDN1, CLDN3,  DLDN4, CLDN7, P53, BCL2, GADD45, FAS, CCND1, Survivin, IL-24, CCR-7, CXCR4, LGR5, CD133, CD44, NANOG, Musashi1, E1AF, PPAR-γ, SRPK-1, BAMBI, CDX2, EphA4, EphB2, EphB4, PRL3, PDGFR, STAT3,GSK3β, ADIPOR1, ADIPOR2, PER1, PER2, PER3, CRY1, CRY2, Bmal1, CLOCK, CK1ε, SIRT1, AREG, EREG, RRM1, RRM2, DHFR, FPGS, GGH, MTHFR, CDKN2A, E2F1, EZH2, PTEN,  RUNX3, THBS1, VCAM1, BCRP, MDR1, MRP1であるが、あらたに有望であることが分かった遺伝子発現についても検索する
　癌幹細胞マーカーとしてCD133、CD44、LGR5を計測予定であるが、あらたに有望であることが分かった遺伝子発現についても検索する
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4 評価項目
4.1 術前化学療法の臨床効果との関連
各ｍRNA/蛋白/病理学的評価と、臨床効果PR以上か否かとの関連を、レジメンごとに検討する。
4.2 術前化学療法の病理組織学的効果との関連
各ｍRNA/蛋白/病理学的評価と、組織学的効果Grade 1b以上か否か、もしくはGrade 2以上か否か、もしくはGrade 3か否かとの関連を、レジメンごとに検討する。
4.3 無増悪生存期間との関連
レジメン別/コース数別/群別に、無増悪生存期間と各ｍRNA/蛋白/病理学的評価との関連を、Kaplan-Meier法を用いたLog-rank検定により検討するとともに、Cox比例ハザードモデルを用いた単変量/多変量解析により、検討する。
4.4 全生存期間との関連
レジメン別/コース数別/群別に、全生存期間と各ｍRNA/蛋白/病理学的評価との関連を、Kaplan-Meier法を用いたLog-rank検定により検討するとともに、Cox比例ハザードモデルを用いた単変量/多変量解析により、検討する。
5 検体の保存/破棄
本研究の後,残った検体については、更なる研究の貴重な資源として研究期間終了後も、神奈川県立がんセンター/横浜市立大学医学部附属市民総合医療センター/横浜市立大学外科治療学/リーズ大学分子病理部で施錠の上で厳重に保存される。その際も検体の匿名化を継続する。提供者との同意事項等により試料を破棄する場合には研究代表者および測定実施者は匿名化番号を不使用とし破壊処理を施す。
6 倫理的事項
6.1 適用指針
本研究は既に存在する病理組織検体を多施設より収集して行う観察研究であり、「疫学研究に関する倫理指針」の適用となる。
6.2 施設におけるIRB 審査について
本研究は既存の臨床試験のデータを利用し、新たに病理標本を回収する附随研究である。本プロトコールは、研究代表者、研究事務局の所属する施設の倫理審査委員会の審査・承認を受ける。病理標本の提供を行う施設にあっても、本プロトコールを各施設の倫理審査委員会の審査へ提出し、病理標本の提供に関して承認を得る。
6.3 インフォームド・コンセント
本研究は疫学研究に関する倫理指針第3-1 の「インフォームド・コンセントの簡略化等に関する細則」に挙げられた項目に合致するため、施設IRB の承認および所属機関の長の許可を得ることで、必ずしも患者からの事前のインフォームド・コンセントは必要とはならず、施設外に当該病理組織検体を提供することが出来る（指針第4-3（2）[2]参照）。
6.4 患者の保護
本試験は既存資料のみを用いる観察研究でありヘルシンキ宣言の適用となる。本研究対象者の症例記録用紙は既にCOMPASS-D試験データセンターで厳重に保管されている。症例記録用紙には、個人情報（カルテ番号、生年月日、イニシャル）が含まれるが、これらの個人情報は解析には使用せず、COMPASS-D試験データセンターが割り付けた識別番号を使用する。また、施設から収集した病理組織検体についても、COMPASS-D試験番号を使用する。試料については、研究事務局、RNA抽出事務局、あるいはRNA測定事務局が厳重に保管する。
7　研究体制
研究事務局/COMPASS-D研究事務局：吉川貴己（神奈川県立がんセンター　消化器外科）
研究事務局：

佐藤　勉（神奈川県立がんセンター　消化器外科）

病理研究事務局：

横瀬智之（神奈川県立がんセンター　病理診断科）




Heike Grabch (リーズ大学病理)

RNA抽出事務局：
宮城洋平（神奈川県立がんセンター　臨床研究所）

RNA測定事務局：
大島　貴（横浜市立大学市民総合医療センター消化器病センター/横浜市立大学外科治療学）

プロトコール作成

佐藤　勉（神奈川県立がんセンター　消化器外科）

8　研究期間

COMPASS-D試験の症例登録は2011年10月から開始し、2013年5月で予定登録数の半分まで登録が進行している。この登録ペースで進めば、予定通り2014年9月頃には登録終了が見込まれる。Secondary endpointの1つである5年生存率が2019年9月にFollowが終了し、データの収集と解析が2020年9月頃までに終了する予定である。以上より、本附随研究の研究期間を、2013年7月1日～2019年12月31日と設定する。
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