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研究成果の概要（和文）：胆道がんについて、新しい分子診断と分子標的治療の基盤を確立するために、トラン
スクリプトーム解析を行なった。160症例の胆道がん凍結検体 (肝内胆管がん109症例、肝外胆管がん40症例、胆
嚢がん11症例)の全RNAシークエンス解析の結果、FGFR2が融合遺伝子を形成して活性化していることを発見し
た。FGFR2融合遺伝子を導入した細胞株に対して低分子FGFR阻害剤がコロニー形成を抑制することを示した。更
に、cAMPプロテインキナーゼ(PKA)の触媒サブユニットが融合遺伝子形成によって腫瘍で強発現しており、PKA分
子経路の活性化が胆道がんの重要なドライバー分子経路の一つであることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Biliary tract cancer (BTC) is an intractable cancer, with limited 
therapeutic options. To find out cancer driver alterations and biomarkers for personalized therapy, 
we performed whole transcriptome sequencing analyses of 160 BTC cases. FGFR2 fusion kinase genes we 
identified are one of the high-potential therapeutic targets of BTC. Novel fusion genes, 
ATP1B-PRKACA/PRKACB involving cAMP-dependent protein kinase (PKA) signal components (PRKACA and 
PRKACB) were identified in extrahepatic cholangiocarcinoma. The fusions robustly induced expression 
of the PRKACA and PRKACB, and demonstrated increased or comparative PKA activity compared to 
wild-type PKA activating downstream MAPK. These analyses pave the way to genotype-based actionable 
target therapy.

研究分野：分子腫瘍学
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１．研究開始当初の背景 
胆道がんは、胆管がん（肝内胆管がん、肝
外胆管がん）・胆のうがん・乳頭部がんの 3
種類に大別される。特に胆管がん・胆のうが
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。最
近、手術不能例あるいは再発症例に対して、
塩酸ゲムシタビン単独あるいは塩酸ゲムシ
タビンとプラチナ製剤との併用（GC 療法）
が他の化学療法と比較して全生存期間への
改善効果が認められている。また、これまで
に分子標的の候補として EGFR、VEGFR、
c-MET といったものが取り上げられている。
しかしながら、既存の化学療法で明らかな著
効を示すものはこれまで知られていない。従
って、胆道がんに対し、分子標的治療を含む
新たな有効な治療法が強く求められている。 
がんは、遺伝子に生じた変異がその発生や
進展に大きな役割を果たしている。がん細胞
に生じた多くの変異の中で、その分子の特徴
の解析によってアキレス腱となるドライバ
ー変異を同定することが、分子標的治療の糸
口になる。胆道がんにおけるドライバー変異
としては、KRAS及び BRAF遺伝子変異が報
告されている。また近年には、チロシンキナ
ーゼの融合遺伝子として脳腫瘍で同定され
た FIG-ROS1 が胆管がんでも少数例(2 症例)
報告された (Gu et al. PLoS One 2011)。極最近
には、各種の腫瘍のトランスクリプトーム解
析によって、胆管がん 2症例、乳がん 4症例、
膀胱がん 2症例、肺扁平上皮がん 6症例など
で FGFR1,2,3チロシンキナーゼと他の遺伝子
との融合遺伝子の同定が報告されている(Wu 
et al. Cancer Discovery 2013)。 
本研究では、高速シークエンサーを用いて
胆道がん 100症例のトランスクリプトーム解
析を行い、検出した遺伝子変異の分子生物学
的特徴による選別を行うことによって、難治
性の胆道がんの新しいドライバー変異を同
定し、革新的な診断と分子標的治療の基盤が
確立できると考えている。 
 
２．研究の目的 
本研究では、進行期で発見されることが多
く、これまでの化学療法での治癒は極めて困
難である胆道がんについて、がんのドライバ
ーとなっている新しい治療標的分子を同定
し、革新的な診断と分子標的治療の基盤を確
立することを目的にしている。計画している
研究項目は、(1) 胆道がん 100 症例の腫瘍
RNAのトランスクリプトーム解析、(2) 遺伝
子発現、遺伝子構造情報からの胆道がん遺伝
子変異の同定、(3) 分子標的治療候補となる
胆道がんドライバー変異の同定、(4) 選出し

た標的分子に対する診断法の開発、である。 
 
３．研究の方法 
胆道がんのドライバーとなっている新規
治療標的分子を同定し、新しい診断と分子標
的治療の基盤とするため、胆道がんの大規模
トランスクリプトーム解析を行なった。 
(1)-183 症例の胆道がん腫瘍部凍結組織より
total RNA を単離し、Bioanalyzer で純度評価
を行い、RIN>5.5 の品質を有する 160 検体の
RNA を得た。Agilent 社のストランド特異的
RNA シークエンスライブラリキットを用い
て、300bp程度に断片化したペアエンド cDNA
ライブラリを作製した。Illumina社 HiSeq2500
高速 DNAシークエンサーを用いて、片側 101 
baseのペアエンドシークエンスを行い、各検
体 RNAについて少なくとも 5000万リードの
シークエンスを得た。 
(2)-得られたシークエンスデータは、
BWA-MEM プログラムを用いて RefSeq, 
Ensemble, LincRNAのRNAリファレンスデー
タベースと hg19 ヒトゲノムリファレンス配
列にマッピングした。Totokiらが開発した in 
house アルゴリズムを用いることによって融
合遺伝子候補を得た。得られた融合遺伝子候
補については、がん部と非がん部における
RT-PCR とサンガー法によるシークエンスの
確認によってがん特異的な融合遺伝子の検
証を行った。更に、同定した融合遺伝子の内
から、キナーゼタンパク質が関係するものを
選び出した。トランスクリプトームデータを
用いてキナーゼ遺伝子内の各エクソンの発
現量を調べ、キナーゼドメイン部分の発現が
亢進しているものを同定し、分子標的候補と
した。 
(3)-同定した融合遺伝子は、NIH3T3マウス線
維芽細胞株等に強発現させ、形質転換能を確
認した。遺伝子導入細胞より総タンパク質を
抽出し、導入遺伝子の発現やシグナルタンパ
クやリン酸化の発現量変化を Western 法で調
べた。特異的低分子阻害剤が入手出来る物に
ついては、WST法と Soft agar assay法によっ
て、細胞増殖とコロニー形成への阻害効果を
調べた。シグナルタンパクの発現やリン酸化
への影響を調べた。 
(4)-融合遺伝子を強発現させた細胞株をヌー
ドマウスに皮下移植して造腫瘍性を検討し
た。 
(5)-融合遺伝子を形成する遺伝子に対応する
BAC(細菌人工染色体)プローブを入手し、融
合遺伝子陽性と陰性の腫瘍のホルマリンパ
ラフィン切片を用いて FISH (fluorescent in 
situ hybridization)法による診断を検討した。 
 
４．研究成果 
これまでの化学療法では治癒が困難である
難治性の胆道がんについて、がんのドライバ
ーとなっている新しい治療標的分子を同定
し、革新的な診断と分子標的治療の基盤を確
立するために、胆道がんの大規模トランスク



リプトーム解析を行なった。 
これまでに 160 症例の胆道がん凍結検体 (肝
内胆管がん 109症例、肝外胆管がん 40症例、
胆嚢がん11症例)の全RNAシークエンスデー
タを得ることが出来た。この結果、一部の胆
道がんにおいては FGFR2 受容体キナーゼ遺
伝子が他の遺伝子と融合遺伝子を形成して
いることを発見した。現在までに、
FGFR2-AHCYL1, FGFR2-BICC1 type1, 
FGFR2-BICC1 type2, FGFR2-KCTD1, 
FGFR2-TXLNA の 4 パートナー遺伝子、5 種
類の融合型を同定している。これらはいずれ
も FGFR2 のチロシンキナーゼドメインを有
した融合タンパクをコードしていた。各融合
遺伝子の野生型及び FGFR2 チロシンキナー
ゼ活性喪失変異型を NIH3T3細胞に安定発現
させ、細胞の足場非依存性コロニー形成及び
免疫不全マウスへの移植での腫瘍形成を調
べたところ、いずれの融合遺伝子においても
野生型を導入した細胞ではコロニーあるい
は皮下腫瘍を形成したが、キナーゼ活性喪失
変異体ではコロニー形成は著しく減弱して
皮下腫瘍は形成されなかった。いずれの野性
型融合遺伝子の発現細胞でも FGFRキナーゼ
ドメインの強いリン酸化が認められ、下流シ
グナルである MAPKのリン酸化が亢進した。
このリン酸化は FGFR キナーゼ阻害剤
(BGJ398 及び PD173074)処理によって顕著に
抑制された。これらのことにより、FGFR2融
合遺伝子は一部の胆道がんにおける重要な
ドライバー遺伝子であり、治療標的分子であ
ることが明らかとなった。更に、cAMP プロ
テインキナーゼ(PKA)の触媒サブユニットが
ATP1B1-PRKACA, ATP1B1-PRKACB という
融合遺伝子を形成して腫瘍で強発現してお
り、PKA分子経路の活性化が胆道がんにおけ
る重要な分子経路であることを明らかにし
た。 
次に、FGFR2融合遺伝子に対する分子診断
系の開発を行なった。まず、FGFR2 領域の
BACプローブを用いた break-apart FISH法に
よって、ホルマリン固定標本 (FFPE)での
FGFR2 遺伝子構造異常の検出と判別の条件
を検討した。これに加えて、FFPE サンプル
から断片化した total RNAを抽出し、AMP法 
(Anchored multiplex PCR)と次世代シークエン
スによる FGFR2 融合遺伝子の検出に成功し
た。 
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