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研究成果の概要（和文）：胆嚢癌は、胆道癌の中で最も予後不良であり、治療の分子標的も明らかになっていない。胆
嚢癌手術検体自験例においてMAPKシグナルおよびPI3Kシグナルの活性化がみられたため、我々は臨床応用目的に開発さ
れた経口MEK阻害剤（MAPKシグナル阻害）、mTOR阻害剤（PI3Kシグナル阻害）の抗腫瘍効果をヒト胆嚢癌培養細胞株を
用いてin vitro、in vivoの系にて検討した。両シグナルにはクロストークがあり、併用投与による同時阻害が、細胞
周期の制御・アポトーシスの増強により、in vitroの細胞増殖およびin vivoの皮下腫瘍増大を有意に阻害し、単独投
与よりも併用投与の有用性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：Gallbladder cancer is the most common type with the worst prognosis among the 
bile duct cancers. The mechanism of disease and novel effective therapeutics still remain to be fully 
investigated. Analysis of human gallbladder cancer tissues demonstrated that MAPK and PI3K signaling 
pathways were frequently coordinately dysregulated in one third of the patients examined. We report here 
that the combination therapy using CI-1040, an inhibitor of MEK and RAD001, an inhibitor of mTOR, 
synergistically inhibited human gallbladder cancer cell proliferation in vitro and tumor growth of the 
xenograft model in vivo. Compared to the single treatment with CI-1040 or RAD001, the combination therapy 
significantly induced cell cycle arrest and apoptosis with decreased cyclin D1 expression.
These findings suggest that the double blockade of MAPK and mTOR signaling pathways might inhibit the 
signal crosstalk and benefit patients with advanced gallbladder cancer with hyperactivated these 
signalings.

研究分野：消化器内科学　胆膵癌
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１． 研究開始当初の背景 
 
胆道癌は世界中で日本に最も多い癌であ
り、その中で胆嚢癌は最も予後不良で、その
病態に基づく新たな治療法の開発は急務で
ある 
現在胆道癌は日本人の癌死の第６位を占
め、近年ますます増加傾向にある。胆道癌に
は肝内胆管癌・肝外胆管癌・乳頭部癌・胆嚢
癌が含まれるが、その中で胆嚢癌は最も予後
が悪く、５年生存率は最難治癌といわれる膵
癌同様に 5％程度と依然として極めて不良で
ある。膵癌においては特徴的な遺伝子異常や
多段階発癌経路が明らかとなり、様々な分子
標的治療も試験されてきたが、胆嚢癌では、
膵癌に比べこのような研究や治療介入も遅
れているのが現状である。胆道癌が世界中で
最も多い我が国から、その予後改善へ向けた
情報を発信していく義務があると考える。 

 
胆嚢癌の化学療法とその問題点 
胆嚢癌は、胆道癌の中でも無症状のうちに
肝臓内へ広範に浸潤し、診断時既に手術不能
な状態で発見されることが多くみられる。こ
れらの患者の多くが化学療法を受けること
になるが、胆嚢癌に対し保険適応となってい
る化学療法は、gemcitabine、S-1と海外にか
なり遅れて本邦でも承認された gemcitabine 
+ cisplatinum の３種類のみであり、これら
に不応となった後に使える標準治療薬はな
い。我々は、進行胆道癌患者に対し、自主臨
床試験により積極的に新たな化学療法を行
い 、 既 に 報 告 も し て き て い る
（UMIN000000590 進行胆道癌に対する
gemcitabine / S-1 併用療法の第Ⅱ相試験; 
UMIN000001614 Gemcitabine 耐性胆道癌
に対する S-1単独療法; UMIN000001615他
治療不応の進行胆道癌に対する gemcitabine 
/ cisplatin 併用療法; Sasaki et al., Invest 
New Drugs 2010 & 2011; Sasaki et al., 
Cancer Chemother Pharmacol 2010 & 
2011; Sasaki et al., Oncology 2009）。 
また胆道癌では、悪性胆道閉塞による閉塞
性黄疸及び胆道感染・胆管炎を繰り返し生じ
やすい。黄疸や感染が存在すると化学療法の
継続も困難となるため、我々は複数のステン
ト留置等による胆道ドレナージを積極的に
行い黄疸・感染をコントロールしてきた。こ
のようなドレナージの方法についても自主
臨床試験を行ってきた（UMIN000003568 
胆管用逆流防止弁つき Covered Metallic 
stent(Anti-reflux Stent)の非切除悪性胆道閉
塞症例に対する有用性の検討）。 
このような工夫の結果、無増悪生存期間・
全生存期間は徐々に延長しつつあるが、まだ
決して満足できる状態ではない。使用できる
化学療法剤の選択肢が依然として僅かであ
り、化学療法のみでは予後の改善はこれ以上
大きくは望めない状態である。 
胆嚢癌に比して膵癌は分子生物学的研究

や遺伝子改変動物モデルに近年かなり進展
が見られてきており、正常な膵臓上皮に
KRAS、P16INK4A、TP53、SMAD4などの
遺伝子の異常が段階的に蓄積するにつれ前
癌病変が出現し段階的に進展し、浸潤癌に至
るという多段階発癌経路がコンセンサスを
得ている。また、このような臨床の膵癌でみ
られる遺伝子異常やシグナルの異常をマウ
スやラットの膵臓内で再現することにより、
ヒト膵癌の組織像をよく模倣する遺伝子改
変モデルが得られてきた。我々も膵臓特異的
変異型Kras発現+TGF-beta II型受容体ノッ
クアウトによる膵発癌マウスモデルを樹立
し報告した(Ijichi et al., Genes Dev 2006)。
一方、胆道癌、中でも胆嚢癌では、このよう
な遺伝子異常の蓄積も不明であり、したがっ
て臨床像を近似できる遺伝子改変モデルも
樹立されていない。 
過去には、手術検体の免疫染色により

MAPKシグナルの活性化（ERKのリン酸化）
や PI3K シグナルの下流分子である mTOR
の活性化がみられたという報告が散見され
る。我々は、これまで当院にて切除された胆
嚢癌手術検体 30 例について、東京大学医学
部研究倫理委員会により承認された研究計
画書に基づき事前に文書による同意を得た
上で、リン酸化 ERK及びmTORの下流分子
である S6 のリン酸化を免疫染色にて検討し
た。また、KRAS, BRAF, PIK3CA各遺伝子
のhot spotといわれる領域の遺伝子変異につ
いても検索した。その結果、上記の遺伝子変
異は見られなかったが、リン酸化 ERK 及び
リン酸化 S6の発現をそれぞれ 33%、60%と
高頻度に認め、両シグナルとも活性化してい
る例が有意に多かった。したがって、これら
のシグナル系の阻害が新規分子標的治療と
なる可能性がある。 

 
２． 研究の目的 

 
 ヒト胆嚢癌細胞株における MAPK シグナ
ルおよび PI3Kシグナルの活性化を調べ、そ
れらシグナルに対するMEK阻害剤・mTOR
阻害剤の in vitroおよび in vivoにおける抗
腫瘍効果とその機序を検討することにより、
胆嚢癌に対する両シグナルの同時阻害によ
る相乗的新規分子標的治療の可能性を明ら
かにする。 
 
３． 研究の方法 

 
(1) ヒト胆嚢癌細胞株 TGBC1TKB、NOZの
in vitroでの細胞増殖を対照群、MEK阻害剤
CI-1040 投与群、mTOR 阻害剤 RAD001 投
与群、CI+RAD併用群の4群で比較検討する。 
(2) (1)と同様の 4 群において、細胞内の
MAPKおよびPI3Kシグナルの活性化および
阻害の状況をWestern blotにて確認する。 
(3) (1) と同様の 4群において、フローサイト
メトリーにて細胞周期およびアポトーシス



について検討すると共に、細胞周期関連蛋白
やアポトーシス関連蛋白の発現を Western 
blotにて検討する。 
(4) ヒト胆嚢癌細胞株をヌードマウスに皮下
移植した xenograftを用い、対照群、CI-1040
投与群、RAD001投与群、CI+RAD併用群の
腫瘍の増大を経時的に観察し、抗腫瘍効果を
比較検討する。 
(5) (4)と同様の 4群において、投与４週後の
xenograft を摘出し、組織学的検索及び
MAPKシグナルとPI3Kシグナルの変化の生
化学的検索を行う。 
(6) (4)と同様の 4群において、TUNRL assay
によりアポトーシスの検討を行う。 
 
４．研究成果 
 
(1) ヒト胆嚢癌細胞株 TGBC1TKB、NOZの
いずれにおいても、CI-1040、RAD001 それ
ぞれの単独投与により有意に細胞増殖が抑
制され、CI+RAD併用群では更に増殖抑制効
果が認められた。 
(2) Western blotでは、両細胞株対照群にお
いては phospho-ERK、 phospho-AKT、
phospho-S6の強い発現がみられ、MAPKシ
グナルおよび PI3K シグナルの活性化が in 
vitro でも生じていることがわかった。また
CI群では phopho-ERKの減弱、RAD群では
mTORよりも下流にある phospho-S6および
total S6 の減弱がみられ、CI+RAD 群では
phospho-ERKと phospho-S6、total S6両方
の減弱が認められ、分子標的薬として細胞内
で効果を発揮していることが確認された。こ
の際、RAD投与群においては phospho-ERK
と phospho-AKTの増強が認められ、MAPK
シグナルと PI3Kシグナル間のクロストーク
の存在が示唆された。CI+RAD併用群ではそ
れらを同時に抑制していることが示された。 
(3)フローサイトメトリーでは、各単独投与群
で G1-S phaseの有意な増加があり、細胞周
期が G1-S arrestを生じていた。CI+RAD併
用群では G1-S arrestの更なる増強がみられ
た。一方、sub-G1 phase は単独投与群では
有意な増加を示さなかったが、CI+RAD併用
群では有意に増加しており、アポトーシスが
増強していることが示された。Western blot
では、細胞周期関連蛋白として、各単独投与
群でCDC25AとCDK2の発現減弱がみられ、
併用群ではさらに発現が抑制されていた。
Cyclin D1については、各単独投与群では対
照群と比べ有意な発現変化がみられなかっ
たが、併用投与群では有意に発現レベルの減
少がみられた。またアポトーシス関連蛋白と
して、cleaved PARP が各単独投与群でやや
増加しており、併用投与群で著明な増加がみ
られた。Cleaved Caspase-3発現は併用群で
のみ有意な増加がみられた。 
これら G1-S arrestおよびアポトーシスの増
強により、in vitro の細胞増殖抑制効果がみ
られたものと考えている。 

(4)KRAS遺伝子が野生型であるTGBC1TKB
をヌードマウスの皮下に移植し xengraft モ
デルを作成した。この皮下腫瘍担癌マウスに
対し、上記 4群にて in vivoにおける皮下腫
瘍サイズの経過を観察したところ、各群とも
経時的に腫瘍サイズは増大を示したが、対照
群に比べ、各単独投与群はそれぞれ有意に腫
瘍増大速度の抑制を示し、併用投与群は単独
投与群に比べ、さらに有意に腫瘍の増大を遅
延させた。 
(5) (4)の各群の腫瘍組織像は、H&Eでは形態
的には明らかな相違は指摘し得なかったも
のの、CI投与群では phospho-ERK発現の顕
著 な 抑 制 が あ り 、 RAD 投 与 群 で は
phospho-S6 発現の顕著な抑制みられ、
CI+RAD 群では両者の顕著な抑制がみられ
ていた。さらに、RAD 投与群では、腫瘍組
織においても phospho-ERK発現の増強を示
唆する腫瘍細胞が見受けられた。腫瘍増殖の
マーカーである PCNA(proliferating cell 
nuclear antigen)染色では、対照群では腫瘍
細胞の強い核染色がみられたのに対し、各単
独投与群ではその減弱があり、併用投与群で
はさらなる減弱がみられた。 
(6) (4)の各群の腫瘍組織において TUNEL 
assay を行うと、各単独投与群はそれぞれ陽
性の腫瘍細胞（アポトーシスに陥った腫瘍細
胞）の増加を示し、併用投与群では、さらな
る増加を呈していた。 
 
以上から、胆嚢癌において MAPK シグナル
および PI3Kシグナルの同時活性化が高頻度
にみられ、それぞれのシグナルを抑制する
MEK阻害剤およびmTOR阻害剤は一定の抗
腫瘍効果を示すものの、特に mTOR を阻害
するとMAPKシグナルの活性化やmTORの
上流の AKT を活性化するシグナル間のクロ
ストークが惹起されるため、両阻害剤の併用
投与により両シグナルを同時に阻害するこ
とで相乗的な抗腫瘍効果が得られ、胆嚢癌の
制御にはより望ましい治療戦略と考えられ
た。その抗腫瘍効果の機序としては、細胞周
期蛋白の発現抑制による G1-S arrestとアポ
トーシスの増加を介していることが示され
た。本研究で用いた薬剤は臨床応用を目的に
経口剤として開発されたものであり、今後の
臨床における胆嚢癌の個別化医療として、生
検検体で ERKと S6の活性化を確認し、両者
の活性化がみられた患者では本研究のよう
な併用投与を行うというような臨床応用の
可能性が示されたと考えている。 
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