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研究成果の概要（和文）：肝細胞がんにおいて、ソラフェニブの効果を予測するFGF3、FGF4遺伝子増幅以外の新たなバ
イオマーカーの探索を多施設臨床研究で実施した。収集した著効例のコピー数変動解析よりFGF19のコピー数変動を見
出した。
　多施設共同前向き試験として、次世代シーケンサーを用いて肝生検FFPEサンプルを用いた遺伝子解析を実施した。DN
Aシーケンシングにより、「がん遺伝子の変異の頻度」、RNAシーケンシングによりTGF-αおよびPECAM1が腫瘍縮小効果
に関連するバイオマーカーとして、Neuregulin 1遺伝子発現が、無増悪生存期間延長の予測マーカーであることを示し
た。

研究成果の概要（英文）：We have analyzed the copy number variation of hepatocellular carcinoma (HCC) 
tumor in a multicenter clinical study. We found increased copy number of FGF19 was a new predictive 
biomarker for sorafenib response in addition to FGF3/FGF4 gene amplification in HCC. Separately, we 
conducted DNA and RNA sequencing of tumor FFPE samples in another multicenter clinical trials for HCC 
patients treated with sorafenib. DNA amplicon sequencing and RNA sequencing targeted 50 candidate genes 
were performed using FFPE tumor samples obtained by liver core needle biopsy. HCC tumor with low oncogene 
mutation numbers were sensitive to sorafenib treatment, suggesting that oncogene mutational burden in the 
tumor might be associated with the clinical response to sorafenib. We have also identified candidate 
genes (TGF-&#61537;, PECAM1, and NRG1) for the prediction of sorafenib response and progression free 
survival by RNA sequencing.

研究分野：分子生物学
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１．研究開始当初の背景 

ソラフェニブは RAF および VEGFR2 阻害薬
であるが、FGFR への阻害活性も有する多標的
キナーゼ阻害薬である。ソラフェニブ切除不
能肝細胞癌に対するソラフェニブの保険承
認が得られ、現在わが国では 5,000 名を超え
る肝細胞癌患者を対象に投与されている。興
味深いことに、欧米の試験においては、1%の
頻度の著効例（CR 例および PR 例）が、我が
国をはじめとするアジア諸国で 3％前後の症
例で認められることが明らかになってきた。
我々は現在までに 10 例のソラフェニブ著効
例肝細胞がんを全国の日本肝がん研究会の
参加施設を対象に集積し遺伝子解析を行っ
た。肝細胞癌においてほとんど報告のない
FGF3/FGF4 のゲノムコピー数増幅がソラフェ
ニブ著効例でのみ 10 例中 3 例認められ、有
意に高頻度に認められたことを明らかにし
た。また臨床的には低分化型肝細胞癌および
肺転移症例が著効することが多いことなど
を特定した。一方、残りの 7 例の著効例につ
いては、メカニズムが明らかになっていない。
全ゲノムレベルで遺伝子変異を特定するこ
とにより、別の遺伝子変異によるメカニズム
の解明が期待される。また、我々は治療前の
血清を試料として、リガンドパネルによるチ
ロシンキナーゼ阻害薬の効果予測臨床試験
を実施しており、血清サンプルにより 80％以
上の症例で EGFR チロシンキナーゼ阻害薬の
治療効果予測が可能なことを報告した。これ
らの研究結果をベースに、ソラフェニブ治療
の非侵襲的なバイオマーカーの開発が望ま
れている。 
 

２．研究の目的 

我々は、これまでに特定した肝臓癌へのソ
ラフェニブ治療における FGF3 遺伝子増幅の
バイオマーカーの可能性の検証ならびに新
規バイオマーカー探索を目的として、下記の
研究を発展させることを目的とする。 
(1) FGF3/FGF4 による治療効果予測の基礎
的・臨床的研究 
(2) 次世代シークエンスを用いたソラフェ
ニブ著効例の遺伝子変異解析 
(3) リガンドパネルによるソラフェニブ効
果予測の検討 
 

３．研究の方法 

(1) FGF3/FGF4 による治療効果予測の基礎
的・臨床的研究: FGF3/FGF4 伝子増幅をバイ
オマーカーとし、日本肝がん研究会等の参加
施設と連携して臨床試験で検証を行う。基礎
研究により感受性更新メカニズムを明らか
にする。 
(2) 次世代シークエンサーを用いたソラフ
ェニブ著効例の遺伝子変異解析: 遺伝子異
常による FGF3/FGF4 遺伝子増幅以外のバイオ
マーカーを次世代シーケンサーでの遺伝子
配列解析により特定する。 
(3) リガンドパネルによるソラフェニブ効

果予測の検討: 現在進行中の多施設共同臨
床試験により集積されたソラフェニブ治療
前の血清をサンプルとした効果予測バイオ
マーカーをAntibody suspension bead arrays 
system により特定する。 
 
４．研究成果 
FGF3/FGF4 遺伝子増幅による治療効果予測

の基礎的・臨床的研究として、FGF3/FGF4 を
含む領域の遺伝子増幅診断法として、標準法
である蛍光 in situ ハイブリダイゼーショ
ン法による測定系の構築を行った。また、よ
り簡便な測定法としてリアルタイム PCR 法に
よるコピー数アッセイを実施し、ソラフェニ
ブ 著 効 例 の バ イ オ マ ー カ ー と し て の
FGF3/FGF4 遺伝子増幅の検出法を確立した
（図１）。 

 
ソラフェニブ効果予測因子の新たな探索

として、多施設共同研究での肝細胞がんにお
けるソラフェニブ著効例の組織検体を対象
とした探索研究を実施した。次世代シーケン
サーを用いたソラフェニブ著効例の遺伝子
変異解析およびコピー数変動を実施した結
果、ソラフェニブの新たな効果予測因子とし
て、FGF19 コピー数の増加を見出した。また、
ソラフェニブの奏功例に対する新たなバイ
オマーカー探索として、多施設共同研究によ
るソラフェニブ効果予測因子の探索研究を
実施した。ソラフェニブ治療前の肝針生検腫
瘍組織検体を用いて、次世代シーケンサーに
よる体細胞遺伝子変異ならびに遺伝子発現
解析を行った。DNA シーケンスにより、βカ
テニン遺伝子、TP53 遺伝子での遺伝子変異が
既報と同等の頻度で検出された。他に複数の
がん遺伝子での遺伝子変異が検出され、変異
検出頻度の解析を行った結果、がん抑制遺伝
子を除いた遺伝子変異の頻度は、ソラフェニ
ブ奏功例と不応例との間に有意な差異を認
めた。RNA シーケンスの結果からは、耐性関
連因子である Neuregulin 1（NRG1）遺伝子の
発現量との相関が見出された。すなわち、腫
瘍部での NRG1 低値群では、高値群に比べて
無増悪生存期間を有意に延長することが示
された（図２）。 
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図１．蛍光 in situ ハイブリダイゼーション法による測定結果



血清中のタンパク質測定によるソラフェ
ニブ効果予測としては、多施設共同臨床試験
による血清検体を集積した。本研究終了時点
で、臨床試験が進行中のため、治療反応性な
らびに予後との関連の中間解析を行った。そ
の結果、同一症例でのソラフェニブ投与前お
よび投与後のペア検体を測定することによ
りソラフェニブ治療への応答性に関連する
増殖因子を見出した。この増殖因子は、ソラ
フェニブの治療効果を推定する血清バイオ
マーカー候補と考えられる。 

以上の結果から、肝細胞がんにおいて、ソ
ラフェニブの効果予測因子として、FGF3 およ
び FGF4 遺伝子増幅に加え、多施設共同研究
での探索研究から、ソラフェニブに対する治
療反応性のバイオマーカーとして、FGF19 の
コピー数変動およびがん遺伝子の変異の頻
度、ソラフェニブ治療に対する無増悪生存期
間延長の予測マーカーとして Neuregulin 1
遺伝子発現を見出した。 
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図２．NRG1遺伝子発現量と予後との関連
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