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研究成果の概要（和文）：PIK3CA変異型，PTEN欠損型の2系統の新規肝内胆管癌マウスモデルを創出した．いず
れの系統もTP53欠損を並存させることにより肝の腫瘍性病変の出現を認め，免疫組織化学染色の結果，肝内胆管
癌と判断された．
PIK3CA変異を有するHuh28細胞株で，KRAS変異を有するHuCCT1細胞株に比して低濃度のAlpelisibでの増殖阻害効
果が確認され，PIK3CA変異型胆道癌に対するAlpelisibの有効性が示唆された．また，Alpelisib，Adavosertib
の2剤併用実験では，いずれの細胞株においても相乗的な増殖抑制効果が確認された．

研究成果の概要（英文）：Two novel mouse models of intrahepatic cholangiocarcinoma, PIK3CA mutant and
 PTEN-deficient, were generated. Both strains showed neoplastic lesions in the liver due to 
co-existing TP53 deficiency, which were confirmed to be intrahepatic cholangiocarcinoma by 
immunohistochemical analysis.
The PIK3CA mutated Huh28 cell line showed growth inhibition with a lower concentration of alpelisib 
than the KRAS mutated HuCCT1 cell line, suggesting that alpelisib is effective against PIK3CA 
mutated biliary tract carcinoma. The combination of Alpelisib and Adavosertib showed synergistic 
growth inhibition in both cell lines.

研究分野： 消化器内科学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
未だ胆道癌の薬物治療開発は困難を極めており，がんゲノムプロファイルに基づくPrecision medicineの恩恵も
限定的である．本研究では，PI3K経路亢進・Tp53欠損型の胆道癌に着目し，PIK3CA変異型，PTEN欠損型の2系統
のPI3K亢進型の肝内胆管癌マウスモデルを創出した．また，培養細胞株を用いた検討により，Alpelisib，
Adavosertibの2剤が相乗的な増殖抑制効果を示した．本研究を将来的なPI3K阻害薬とWee1阻害薬の臨床応用へと
展開し，Precision medicineの実装化が期待される．

※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 
胆道癌の 2023 年罹患数予測は 23,700 人で，全癌罹患数予測の 2.2%(第 15 位)を占める比較
的稀な癌種であるが，死亡予測数は 18,300人と日本の癌死因の第 6位を占める．世界的に増加
傾向にあり，我が国を始めとするアジアや南米で特に罹患率が高いことが知られている．これま
でに，ゲムシタビン，シスプラチン，テガフール・ギメラシル・オテラシルカリウム配合薬とい
った殺細胞性の抗がん剤レジメンや，ゲムシタビン，シスプラチン療法に抗 PD-L1 抗体である
デュルバルマブを上乗せした GCD療法が開発されてきたが，未だ予後不良の難治癌である． 
胆道癌におけるゲノム異常は，大腸癌や膵癌などに比して多様性に富むことが知られ，高度に
個別化したプレシジョン・メディシンの必要性が提唱されてきた (J Clin Oncol. 
2022;40(24):2716-2734.)．本邦においても，2019年より標準治療終了あるいは終了見込みの固
形癌患者を適応として，がんゲノムプロファイリング検査が保険承認され，検査結果に基づくコ
ンパニオン診断薬として FGFR2融合遺伝子陽性胆道癌に対するペミガチニブ，NTRK1/2/3 融
合遺伝子陽性の固形癌に対するエヌトレクチニブ及びラロトレクチニブ，また，上述の GCD療
法の保険承認後の臨床的意義は乏しいが，TMB-H（Tumor mutation burden High）及び MSI-
H（Microsatellite instability High）の固形癌に対するペムブロリズマブがコンパニオン化され
てきた．しかしながら，胆道癌におけるこれらの遺伝子変化の頻度は各々，FGFR2 融合遺伝子：
10-20%程度，NTRK1/2/3融合遺伝子：極めて希少，TMB-H及びMSI-H 症例：2-5%程度とさ
れ，薬剤到達性は未だ低い現状にあり，一刻も早い薬剤・レジメン開発が求められている． 
 
２．研究の目的 
肝内胆管癌に対する大規模なゲノム解析が実施され，新規治療標的分子の同定が進められてき
たが，PTEN, PIK3CA, PIK3R1, AKT, LKB1 等の，PI3K 経路の亢進を導く遺伝子の変異や増
幅を認めるケースは相当数（11.8- 22.2％程度）存在することが報告されている（Nat Commun. 
2014;5:5696）．PI3K 経路は，細胞増殖やエネルギー代謝に深く関わる癌化経路の一つとして知
られてきたが，最近，FDAにおいて新規 PI3K 阻害薬の Alpelisibが乳癌に対して認可され，今
後の Precision medicineの実装においては有望な治療標的の一つとして期待されている． 
また TP53は，かつてより癌抑制遺伝子の一つとして知られ多くの癌種において変異が報告さ
れ，肝内胆管癌においても最多変異遺伝子として報告されている（38.2％, Nat Commun. 
2014;5:5696）．Tp53 を標的とした薬剤開発は困難を極めてきたが，最近，Tp53 欠損腫瘍に対
するWee1 阻害薬（Adavosertib）の有用性が報告されている．Tp53 機能欠損細胞では DNA 損
傷応答（DNA Damage Response: DDR）時に G1 check pointが機能せず，G2/M check point
のみに依存するが明らかとなっているが，Wee1 阻害薬（Adavosertib）は，G2/M check point
の中心を担う Wee1を阻害することで，DNA 修復を阻害してアポトーシスへと導くことを狙っ
た新機軸の阻害薬であり，シスプラチンや放射線治療等との併用が模索されている． 
本研究課題では，未だ困難を極める進行胆道癌の化学療法において，Precision medicineの実
践を図るべく，PI3K 経路亢進・Tp53 欠損型の肝内胆管癌に着目し PI3K 阻害薬の臨床応用，
並びにWee1 阻害薬の臨床応用に向けた基盤研究の実施を主たる目的とした． 
 
３．研究の方法 
1.新規 PI3K 亢進・Tp53 欠損型胆道癌マウスモデルの創出 
肝内胆管上皮細胞においてプロモータ活性を有するCreマウスと，ROSA26-LSL-Pik3ca H1047R/+

マウス，PTEN floxマウス，TP53 floxマウスの交配実験を行い，病理組織学的検討を行った． 
 
2. RNAseq 解析による PI3K 亢進型胆道癌の分子基盤の解明 
1.にて創出した新規 PI3K 亢進・Tp53 欠損型胆道癌マウスモデルより樹立した 3 次元オルガノ
イド細胞株に対し，RNAseq 解析を行い，その遺伝子発現プロファイルの比較・検討を行なった． 
 
3.ヒト培養胆道癌細胞株，及び新規 PI3K 亢進・Tp53 欠損型胆道癌マウスモデル由来オルガノ
イドを用いた薬剤実験 
ヒト培養胆道癌で PIK3CA変異・TP53変異を有する Huh28と, KRAS変異・TP53変異を有
するHuCCT1，及び新規 PI3K 亢進・Tp53 欠損型胆道癌マウスモデルより樹立した 3 次元オル
ガノイド細胞株に対し，PI3K 阻害薬（Alpelisib），Wee1 阻害薬（Adavosertib）の薬剤実験を
行い，細胞増殖抑制効果を検討した． 
 
４．研究成果 
1.新規 PI3K 亢進・Tp53 欠損型胆道癌マウスモデルの創出 
Foxa3-Creマウスと，ROSA26-LSL-Pik3ca H1047R/+マウス，PTEN floxマウス，TP53 floxマ
ウスの交配実験を行った結果，Foxa3-Cre; ROSA26-LSL-Pik3ca H1047R/+; TP53 fl/fl マウス，
Foxa3-Cre; PTEN fl/fl; TP53 fl/flマウスの 2 系統の肝内胆管癌マウスモデルを創出した．いずれ



の系統も TP53 欠損を並存させることにより 4-5 ヶ
月齢で肝に多発の腫瘍性病変の出現を認め，免疫組
織化学染色の結果，腫瘍細胞は Pan-CK(AE1/AE3)
陽性・CK7陽性，Albumin 陰性であり，肝内胆管癌
と判断された．Foxa3-Cre; ROSA26-LSL-Pik3ca 
H1047R/+マウス，Foxa3-Cre; PTEN fl/flマウスは，いず
れも脂肪肝を認めるのみで，4-5 ヶ月齢での腫瘍形
成を認めなかった．また，Foxa3-Cre; TP53 fl/flマウ
スでは，明らかな形態学的異常を認めなかった．
Foxa3-Cre; ROSA26-LSL-Pik3ca H1047R/+; TP53 fl/fl

マウス，Foxa3-Cre; PTEN fl/fl; TP53 fl/flマウスの腫
瘍組織では，Akt Ser473 のリン酸化が認められ，
PI3K 経路の亢進が示唆された(Figure 1)．また，
PIK3CA変異型，PTEN 欠損型の両系統より腫瘍オ
ルガノイド細胞株を樹立し，NOD-SCIDマウスの皮
下への生着を確認した(Figure 2)． 
PIK3CA 変異型，PTEN 欠損型の 2 系統の PI3K

亢進型の肝内胆管癌マウスモデルは，いずれも背景
に脂肪肝を伴うことから，胆管上皮細胞特異的なプ
ロモータ活性を有する K19-Cre マウスを用いた同
様の交配実験を行うとともに，食餌性脂肪肝が腫瘍
発生にもたらす影響について，現在，追加の検討を
行なっている． 
 

2. RNAseq 解析による PI3K 亢進型胆道癌の分子基盤の解明 
 マウス正常肝内胆管オルガノイドと，上記の PIK3CA変異型，PTEN 欠損型の 2 系統のマウ
ス肝内胆管癌オルガノイドより RNAを抽出し，RNAseq 解析を実施した．いずれの系統も PI3K
経路標的遺伝子の発現変化を認めた．現在，両者の詳細な比較と，腫瘍化に係る責任遺伝子の検
討を行なっている． 
 
3.ヒト培養胆道癌細胞株，及び新規 PI3K 亢進・Tp53 欠損型胆道癌マウスモデル由来オルガノ
イドを用いた薬剤実験 
Alpelisib，Adavosertibに対する 50%増殖阻害濃度（GI50）をWST-8 assayにより検討した
結果，各々，Huh28細胞株で Alpelisib(GI50): 0.96μM，Adavosertib(GI50): 0.63μM，HuCCT1
細胞株で Alpelisib(GI50): 2.25μM，Adavosertib(GI50): 0.09μMであった． 
PIK3CA 変異を有する Huh28 細胞株では，KRAS 変異を有する HuCCT1 細胞株に比して低
濃度の Alpelisibでの増殖阻害効果が確認され，PIK3CA変異型胆道癌に対する Alpelisibの有
効性が示唆された．一方，Adavosertibについては，Huh28細胞株に比してHuCCT1細胞株の
方が，より低濃度で増殖阻害
効果が確認された．DNA 複製
ストレスが惹起された腫瘍細
胞は Wee1 阻害薬に脆弱であ
ることが知られていることか
ら，Huh28 細胞株に比して
HuCCT1細胞株の増殖サイク
ルが短いことに起因する可能
性を現在検討している． 
また，Alpelisib，Adavosertib
の 2 剤併用実験では，いずれ
の細胞株においても相乗的な
増殖抑制効果が確認された
(Figure3)． 
新規 PI3K 亢進・Tp53 欠損型胆道癌マウスモデル由来オルガノイドでは，PIK3CA変異型は，

PTEN 欠損型に比して低濃度の Alpelisib で増殖抑制効果がもたらされる傾向を確認しており，
現在，複数のオルガノイド細胞株を樹立して検証を行なっている．また，PIK3CA変異型，PTEN
欠損型の 2 系統のマウスモデルへの薬剤投与実験を開始している． 
 
 
 
 
 
 
 

Figure 1: 新規 PI3K亢進・Tp53欠損型胆道癌マウスモデル 

Figure 2: NOD-SCIDマウスの皮下移植実験 

Figure 3: Huh28及び HuCCT1に対する Alpelisibと Adavosertib併用による増殖阻害 
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