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研究成果の概要（和文）：胆道がんは、日本を始めアジアでの発症が比較的多い難治がんである。我々は以前の
研究によって分子標的としてFGFR2融合遺伝子を同定している。本研究では、新しい分子診断系を確立する目的
で、生検FFPE検体を用いてFISH法とRNAシークエンス解析によってFGFR2遺伝子の再構成を調べた。進行もしくは
再発の日本人胆道がん患者445名を対象にした前向きスクリーニングを行い、23例をFGFR2遺伝子再構成陽性と判
別した。FGFR2遺伝子再構成は、肝内胆管がんの7.4% (20/272)、肝門部胆管がんの3.6% (3/83)に見られ、65歳
未満やHBV/HCV陽性症例に有意に多いことが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：Biliary tract cancer (BTC) is an intractable tumor with poor prognosis, 
whose incidence and mortality rates are high in East Asia and have been rapidly increasing 
worldwide. FGFR2 rearrangement is expected to be a novel therapeutic target in advanced/recurrent 
BTC. Paraffin-embedded tumor samples from formalin-fixed surgical or biopsy specimens of patients 
with advanced/recurrent BTC were analyzed for positivity of FGFR2 rearrangement by fluorescent in 
situ hybridization (FISH) and RNA sequencing. A total of 445 patients were enrolled (PRELUDE study).
 Twenty-three patients (20 ICC and 3 PCC) were recognized as FGFR2 rearrangement positive. Younger 
age (<65 years), and HCV/HBV-positivity were significantly associated with the presence of FGFR2 
rearrangement.

研究分野：分子腫瘍学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
胆道がんは、日本を始めアジアでの発症が比較的多いものの予後不良な難治性の稀少がんであり、新たな治療法
の開発が望まれている。我々は以前の研究によって胆道がんの新しい分子標的治療対象としてFGFR2融合遺伝子
を同定している。本研究では、日常診療での生検FFPE検体を用いてFGFR2遺伝子の再構成をFISHとNGS解析による
分子診断系を確立した。445名の進行/再発の日本人胆道がん患者を対象にした前向きスクリーニングを行い、
FGFR2遺伝子再構成を同定して臨床試験に繋げることができた。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
胆道がん (胆管がん・胆のうがん・乳頭部がん) は、発症早期の臨床症状に乏しくかつ浸潤性
が高いことから、多くの症例では進行期で発見されることになり、その予後は不良な難治がんで
ある。胆管がんは日本を含む東アジアを中心に発生頻度が高いが、近年欧米を含めて全世界的に
発生頻度が増加している。手術切除が唯一の根治治療であるが、再発率が高く、5年生存率は手
術可能症例の 15～25％である。難治性進行胆道がんに対して分子標的治療を含む新たな治療法
開発とその診断が強く求められている。 
申請者らは、これまでの研究によって胆道がん外科手術凍結検体を用いた DNA/RNA のシー
クエンス解析から FGFR2融合遺伝子を同定している。FGFR2融合遺伝子を導入した NIH3T3細
胞は免疫不全マウスへの皮下移植によって造腫瘍性を示し、胆道がんにおける重要なドライバ
ーがん遺伝子であることを明らかにしている (Arai et al., 2014, Nakamura et al., 2015)。このアン
メットメディカルニーズの高い胆道がんに対して FGFR2融合遺伝子を分子標的対象とした新た
な治療法の開発を進める上で、分子診断を確立して患者群の臨床病理学的特性を分析すること
が重要と考えられた。 
 
２．研究の目的 
前向き研究として診療で採取された微小な腫瘍組織の FFPE 検体を用いて FISH 解析や RNA
シークエンス解析を行なって胆道がんにおける FGFR2遺伝子再構成陽性の患者の臨床病理学的、
分子生物学的特徴を明らかにする。胆道がんの FGFR2遺伝子再構成の分子診断を確立して、分
子標的治療のための個別化診断と治験に結びつけることが目標である。 
 
３．研究の方法 
a)-FFPE検体による FISH解析と微量 RNAシークエンス解析系の構築 
診療時に採取した FFPE 検体残余を用いた FISH 解析と微量 RNA シークエンス解析系の構築を
行なった。FISH 解析では、蛍光色素標識した BAC probe による break-apart FISH 解析を行なっ
た。FGFR2遺伝子の 5’側に Spectrum Green標識の RP11-78A18を用い、3’側に Spectrum Red標
識の RP11-7P17を用いた。シグナルの重複や分離によって YGR(黄緑赤)の FISHシグナルを記録
して FGFR2遺伝子再構成の様式をまとめた(図 1)。 

 
FFPE検体からの微量 RNAシークエンスでは、ホルマリン固定標本より抽出した RNAは顕著に
断片化されているので、1385遺伝子を対象とする Target cDNA capture法を用いて遺伝子断片を
濃縮して解析することとした。凍結腫瘍標本のある検体 5例を選び、凍結標本と FFPEの両方か
ら total RNA断片を抽出し、cDNA capture法を用いて RNAシークエンスを行ない、凍結標本と
FFPEでの遺伝子発現データの相関が高いことを確認した。 
 
b)-多施設共同前向き観察研究からの FFPE検体を用いた進行/再発胆道がんでの解析 
多施設共同前向き観察研究 (PRELUDE) に登録された症例の手術または生検の FFPE 検体を用
いて aの方法によって FISH解析とターゲット RNAシークエンス解析を行なった。 
 
４．研究成果 



 多施設共同前向き観察研究 (PRELUDE) に登録された症例の手術または生検の FFPE 検体を
用いて FGFR2 融合遺伝子陽性胆道がんの前向きスクリーニングを行ない、FISH とターゲット
RNA シークエンス解析による分子診断の検証と FGFR2 融合遺伝子陽性胆道がんの臨床病理学
的特性の調査を行なった。 

20施設より進行または再発の日本人胆道がん患者 445名が登録され、423例において FISH解析
を行なった (図 2)。FISH 解析の成功率は生検検体で 97.5% (273/280)、外科手術検体で 100% 
(152/152)であり、ターゲット RNAシークエンス解析による検証も加えて 23例を FGFR2遺伝子
再構成陽性と判定した (図 3)。FISH陽性細胞率は 15-94%であった。 

 
これまで FGFR2 融合遺伝子は肝内胆管がんのみに見つかっていたが、今回の研究によって
FGFR2遺伝子再構成は、日本人肝内胆管がんの 7.4% (20/272)、肝門部胆管がんの 3.6% (3/83)に
同定された。更には 65歳未満 (p=0.018) や HBV/HCV陽性症例 (p=0.037) に有意に多いことが
明らかとなった。 
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