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研究成果の概要（和文）：我々は肝内胆管癌(ICC)の進化を解明し、ICC発症に関連する代謝経路を調査すること
を目的とした。腫瘍サンプルと正常サンプルについてオミックス解析を実施した。その結果、1例ごとに異なる
ドライバー遺伝子を持つICCの腫瘍内不均一性が中立的な進化を示すことが示された。BCAT1 と BCAT2 の過剰発
現は、「Val Leu Ile 分解経路」の関与を示唆した。ICCでは、分枝鎖アミノ酸などのユビキタスな代謝物が蓄
積し、がんの予後に悪影響を及ぼすことが知られている。我々は、この代謝経路が全症例でほぼユビキタスに変
化しており、腫瘍の進行に重要な役割を果たし新たな治療標的になり得ることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：We aimed to unravel the evolution of ICC and identify ICC-specific metabolic
 characteristics to investigate the metabolic pathway associated with ICC development.We performed 
the genomic, transcriptomic, proteomic and metabolomic analysis of ICC tumor samples and eleven 
normal samples. Further, we analysed their cell proliferation and viability. We demonstrated that 
intra-tumoral heterogeneity of ICCs with distinct driver genes per case exhibited neutral evolution,
 regardless of their tumour stage. Upregulation of BCAT1 and BCAT2 indicated the involvement of ‘
Val Leu Ile degradation pathway’. ICCs exhibit the accumulation of ubiquitous metabolites, such as 
branched-chain amino acids to negatively affect cancer prognosis. We revealed that this metabolic 
pathway was almost ubiquitously altered in all cases with genomic diversity and might play important
 roles in tumor progression and the pathway  could enable the development of new therapeutic 
interventions.

研究分野： 消化器外科 がんゲノム医療 がん多様性

キーワード： がんゲノム医療　代謝産物　iMPAQT法　メタボローム法　タフターゲット

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
がん治療における重要な課題のひとつは治療抵抗性の克服である。標準治療を終えた症例についてはがんゲノム
医療が実装化され、アクショナブル変異が同定された症例には確かに有用性は示している。しかしゲノム変異の
症例間・腫瘍内多様性など創薬困難な変異が対象となることが多く薬剤到達率は低く治療抵抗性の克服には到っ
ていない。したがって、がん薬剤到達率を高めるために、ゲノム変異ではない全く新しいアプローチで治療標的
を探索することが求められている。われわれの研究によりゲノム変異よりもセントラルドグマの上層階にある転
写産物あるいは蛋白そして代謝産物に注目して治療標的を探索することが重要であることを示した。

※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 
 
肝内胆管がん（ICC）は、肝臓から発生する悪性腫瘍の中で 2番目に多いタイプで原発性肝がん
の 15％を占める。近年、ICC 罹患率は増加傾向にあるが、化学療法や放射線療法などの一般的な
治療法には治療抵抗性であり外科的切除が依然として主要な治療法であるが厳しい転帰を辿る。
したがって、新たな治療戦略を開発するためには、ICC の病因と腫瘍代謝の変化を理解する必要
がある。 
がん治療における重要な課題のひとつは治療抵抗性の克服である。特に抗がん剤の開発は高度
進行再発期のがん患者を対象に進められ多くのエビデンスを得ることで標準治療を確立してき
た。また標準治療を終えた症例についてはがんゲノム医療が実装化され、アクショナブル変異が
同定された症例には確かに有用性は示している。しかしゲノム変異の症例間・腫瘍内多様性、
KRAS 変異、転写因子など創薬困難な変異が対象となることが多く薬剤到達率は低く治療抵抗性
の克服には到っていない。したがって、がん治療抵抗性を克服するために、これまでにないゲノ
ム変異ではない、全く新しいアプローチで治療標的を探索することが求められている。 
 
２．研究の目的 
 
われわれはゲノム変異よりもセントラルドグマの上層階にある転写産物、あるいは蛋白そして
代謝産物に注目して治療標的を探索する。 
 
３．研究の方法 
1）われわれはまず最初に「がんゲノム医療」への展開が期待できるアクショナブル変異の同定
を期待してゲノムシーケンス(WES)を施行した。特に ICC の進化においてクローナリティの高い
治療標的を明らかにするため全 10症例についてマルチサンプリング(各検体 3〜9 検体。合計 57
個)を行い WES を実施した。 
2）ICC 患者 10名から腫瘍 39 検体と正常 10検体についてプロテオーム解析を実施した。用いた
アッセイは iMPAQTassay を採用し、網羅的かつタンパク質発現の絶対定量を同時に行うことが
可能なグローバル解析を実施した。ICC に特異的な 324 種類の一次代謝タンパク質を測定し、こ
のうち N/D（not detected）を 20%以上含む約 40 種類のタンパク質は除外したため、195 種類の
タンパク質に注目した。 
次に、各症例に共通する代謝タンパク質に注目した。iMPaLA（http://impala.molgen.mpg.de/）
を用いて、腫瘍サンプルと正常肝組織サンプルの一致する遺伝子発現の差分を求め、Kyoto 
Encyclopedia of Genes and Genomes（KEGG）に照合して分子を特定した。 
3）BCAA 分解経路の中間体に関する転写産物の発現を調べ、ICC 進行の制御ネットワークの解明
を試みた。 
4）ICC において BCAA が mTOR シグナルを介して細胞の増殖と浸潤を促進するかどうかを検討す
るために、ヒト ICC 細胞株（SSP-25、RBE）における BCAA の主要触媒酵素である BCAT1 および
BCAT2 の発現を正常ヒト皮膚線維芽細胞（NHDF）における発現と比較した。 
 
 
４．研究成果 
1）カバレッジの中央値が 128.39（範囲：80.25-189.91）で、各サンプルについて中央値 63（範
囲：42-781）個の変異を検出した。症例の中には hyper mutated タイプが存在し中央値で 763
（範囲：751-781）個の変異を有していた。ICC は 1 腫瘍内多様性よりも症例間多様性が大きか
った。また突然変異のクローナリティを調べたところ、クローナルな変異が多くを占めており、
進化系統樹ではドライバー変異がサブクローナルよりもクローナルに存在する中立進化型を呈
しており無数のマイナー変異により強靱さを保持していた。また KRAS、IDH、TP53 の変異は相互
に排他的に存在していた。さらに WES データからコピー数変化（CNA）を推定し、多領域の CNA
プロファイルを解析した。突然変異と同様に CNA も症例間における多様性が大きかった。 
 
 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
2）例えばある症例は 44 個
の共通代謝タンパク質が検
出され、「Val Leu Ile」（分
岐鎖アミノ酸［BCAA］分解経
路）が有意に影響を受けた
（変化した）代謝経路であ
ることが明らかとなった。
ほぼ10例のICCに共通して
BCAA 分解が最も有意なパス
ウェイであることを確認し
た。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

症例番号

染
⾊
体
番
号

突
然
変
異
数

変
異
遺
伝
⼦

A

B

D

KT1FS1 FS2

KS1KS2 KS3 OK1 OK2

OS2

OS1
Driver gene

GNAS

TP53
CDKN2A

IDH1

FGFR3

BAP1
NRAS

NRAS

TP53
SMAD4

SMAD4
ARID1A
RPL22ELF3

SMAD4

PIK3CA
PIK3CA

ARID1A

BAP1

C

Val 
Leu 
Ile 

代
謝
関
連
全
蛋
白

代謝関連蛋⽩ プロテオーム

Val 

Leu

Ile 

蓄
積
量

分
解
蛋
⽩
群

A B

C

がん組織 健常組織



 
 
3）BCAA 異化に関与する転写物の発現
変化を Gene Expression Omnibus
（GSE26566）で解析したところ BCAA
の分解に関与する遺伝子群の発現は
GSE26566 コホートの腫瘍組織で減少
した。一方トランスアミノ酸化酵素
BCAT1 と BCAT2 自身の発現は、我々の
コホートと GSE26566の腫瘍で上昇し
ていた（図 3A）。BCAT1 および BCAT2
は、WB および免疫染色において高発
現していることを確認した。 
 さらに、BCAA の分解に関与する遺
伝子群と BCAT1 遺伝子発現の臨床的
意義について肝内胆管癌の臨床検体
を用いて解析した。胆嚢がん 28 例を
有する shibata コホート{Nakamura, 
2015 #6}の ICC 腫瘍 103 例について
生存情報の解析を行った。KEGG パス
ウェイデータベースで「BCAA 分解」
に関連する 44遺伝子を選択し、各症例について BCAA 分解経路の活性を算出した。スコアが 50％
未満の症例を「BCAA 分解経路低活性症例群」、スコアが 50％以上の症例を「BCAA 分解経路高活
性症例群」と分類した。両群を比較したところ、BCAA 分解経路活性が低い群の方が全生存率が
低かった。 
 
 
4）ICC において BCAA が mTOR シグナルを
介して細胞の増殖と浸潤を促進するかど
うかを検討するために、ヒト ICC 細胞株
（SSP-25、RBE）における BCAA の主要触
媒酵素である BCAT1 および BCAT2 の発現
を正常ヒト皮膚線維芽細胞（NHDF）にお
ける発現と比較した。その結果、ICC 細
胞株は、BCAA 不含培地で培養すると増殖
が抑制される。次に BCAT1 または BCAT2
をノックダウンした SSP-25 細胞は、
BCAA 含有培地で培養すると増殖が抑制さ
れた。一般に慢性骨髄性白血病や肝細胞
癌では BCAA 産生が亢進し、mTOR
（mammalian target of rapamycin）活
性化を促進することが明らかである
{Hattori, 2017 #7}。mTOR 経路の活性化
を評価するために、p-mTOR および
mTORC1 の下流エフェクターである p-S6k
の蛋白解析を行い、p-mTOR と p-S6k は腫
瘍サンプルで高発現していることを明ら
かにした。以上より BCAA を介した ICC
細胞の mTOR シグナルの刺激における
BCAT1 および BCAT2 の役割を明らかにし
た。 
 
一般にがん細胞は代謝経路を変化させて、
ヌクレオチド、アミノ酸、脂質など豊富な栄養素を効率よく細胞内に取り込み、持続的に増殖
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し、特定の代謝環境下で生存できるように微少環境を構築する。これは発がん性とは無関係
に、悪性度の高い腫瘍の普遍的な特徴である{Vander Heiden, 2009 #3}。このような代謝のリ
プログラミングが増殖細胞の一般的な表現型なのか、それともがん細胞特異的なシグナル伝達
の結果なのか？リプログラミングが機能的に発癌に関与しているかどうかはまだ解明されてい
ない。また、今回オミックス解析でセントラルドグマの階層に応じた治療標的の探索を試みた
が、がんの進行や悪性化に影響を与える代謝経路はゲノム同様に多様なのか？あるいは ICC が
示した様に、如何なる癌腫においても症例間に違いなく新たな治療標的となるがん関連代謝因
子が存在するか？今後の更なる報告が待たれる。 
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