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研究成果の概要（和文）：食道胃接合部癌の治療標的因子としてFGFR2の可能性を検討した。今回の検討の結果、FGFR2
遺伝子増幅(コピー数1以上)は15%、FGFR2高発現は61%の症例に認め、互いに有意な相関関係を認めた（P<0.05）。FGFR
2高発現（IHC）には深達度の深いものと強く相関し（P<0.05）、低発現群に比べ有意に予後不良であった(P=0.007)。i
n vitroでは、FGFR2を強制発現させることで、細胞増殖、細胞周期亢進、抗アポトーシス活性が上昇することを確認し
、si-FGFR2により抗腫瘍増殖効果が確認された。FGFR2は新たな治療ターゲットしての可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：We hypothesized that FGFR2 amplification is associated with FGFR2 expression, 
resulting in tumor growth and　poorer outcome in esophagogastric junction (EGJ) adenocarcinoma. FGFR2 
amplification and FGFR2 IHC expression were 15% and 61%, respectively.Although these two statuses were 
significantly correlated (P < 0.05), only FGFR2 IHC expression was significantly associated with tumor 
depth (P < 0.001) and
overall survival of patients (univariate P = 0.007). Supporting these findings, FGFR2 overexpression was 
associated with tumor cell proliferation, cell cycle progression,and anti-apoptosis. Selective inhibition 
of FGFR2 sufficiently suppressed tumor cell proliferation. FGFR2 amplification was significantly 
associated with FGFR2 expression. FGFR2 expression (but not FGFR2 amplification) was associated with 
tumor growth and patient outcomes. Our findings support FGFR2 as a novel therapeutic target for EGJ 
adenocarcinoma.

研究分野： 食道胃接合部腺癌
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１．研究開始当初の背景 
 
我が国において、食道胃接合部癌は食道胃接
合部上下2cm以内に腫瘍の中心をもつ腺癌と
定義され、この領域の癌は欧米諸国において
ここ 30 年で 6倍に増加しており、その 5年
生存率は約 15％と非常に予後不良の疾患で
ある[Reid et al. Nature Rev 2010]。欧米
において、食道胃接合部癌は、食道腺癌もし
くはバレット食道癌として扱われ、胃食道逆
流症(GERD)による食道上皮の円柱上皮化生
（バレット食道）を背景に、軽度～高度異型
性上皮を経て癌化すのものと考えられてい
る。 
近年、我が国においても食生活の欧米化や逆
流性食道炎の増加を要因に食道胃接合部癌
の増加が指摘されている 1。しかし、日本お
よび東アジアにおけるこの分野の研究は未
だ限られたものであり、我が国における食道
胃接合部癌の研究の必要性が高まっている。
実際、日本胃癌学会および日本食道学会が共
同でワーキンググループを設置してその実
態把握のための全国調査を開始したばかり
である。 
 申請者は米国 Dana-Farber Cancer 
Institute で新鮮凍結サンプルを用いた食道
胃接合部癌（食道腺癌）、胃癌、大腸癌にお
ける遺伝子異常の網羅的解析に携わってき
た。従来での報告では、食道胃接合部癌にお
いて主に遺伝子変異（TP53, CDKN2A 等）が報
告されてきた。しかし今回、我々の上記癌組
織における遺伝子コピー数の変化を網羅的
に解析した結果、食道接合部癌(N=186)にお
いて、新たに以下の 6つの癌関連の遺伝子
MCL1,PRKCI,MYB, CDK6,MET,FGFR2 に有意な
Amplification を認めた。このうち食道胃接
合部癌での FGFR2 の遺伝子増幅は、我々が初
めて報告した 2。 
 FGFR とは Fibroblast growth factor（FGF）
と高い親和性をもつチロシンキナーゼレセ
プターであり、FGFR1,2,3,4 が存在する。そ
の遺伝子である FGFR は 染色体 10q26.12 に
コードされている。主に下流の RAS-ERK およ
び PI3K-AKT を介して細胞の Proliferation
と Survival に関与し、その活性化は
Oncogenic な働きを持つ。FGFR2 と癌との関
連は、FGFR2 遺伝子変異(Mutation)が子宮内
膜癌、卵巣癌、乳癌、肺癌、胃癌で、FGFR2
遺伝子増幅(Amplification)が乳癌および胃
癌（低分化型）で報告されている。大腸癌に
おいてはFGFR2の過剰発現が転移浸潤と関与
することが報告されている。また、FGFR をタ
ーゲットとして含むマルチチロシンキナー
ゼ阻害剤が多く開発され様々な腫瘍におい
て臨床試験が進行中である（図４）。FGFR2 の
発現が食道胃接合部癌の発癌に関与すると
いう免疫染色レベルでの報告はあるものの 3、
食道胃接合部癌において、FGFR2 が治療の標
的になりうるかどうかは未だ検討されてい
ない。 

そこで、申請者らは食道接合部癌において
FGFR2 が新たな標的になりうるのではないか
と着想した。欧米とは異なり、日本人の食道
胃接合部癌は背景にバレット上皮を認めな
い噴門腺由来の癌が多く、バレット食道由来
の癌は少ないとされている。しかし、バレッ
ト粘膜を背景とした食道腺癌と噴門腺由来
の胃癌とは染色体変化が類似しているとの
報告から 4、我が国における食道胃接合部癌
においても FGFR2 シグナルが Oncogenic な役
割を果たしている可能性が極めて高いと考
えられる。 
 
 
２．研究の目的 
 
食道胃接合部癌におけるFGFR2シグナルの関
与を明らかにし、治療のターゲットになりう
ることを解明することである。 
 
 
３．研究の方法 
（１）臨床検体を用いた実験 
熊本大学付属病院消化器外科にて切除手術
を受けた食道胃接合部癌（Siewert type I～
III）176 例を対象とした。免疫染色には抗
-FGFR2 抗体[ab58201, Anti-Mouse 
Monoclonal, 1:1000]を用いて、臨床検体の
パラフィン包埋切片の免疫染色を行った。免
疫染色の評価は negative, weak, moderate, 
strong の 4段階とし、weak と moderate 間を
カットオフとし、低発現群と高発現群に分け
て検討した。 
FISH の検討には、KRAS-FISH probe 作成を
bacterial artificial chromosomes (BACs), 
RP11-7P17, RP11-984I17, RP11-78A18, 
RP11-615K11 and RP11- 62L18 を用いて作成
し、Cy3 で標識した。 FISH chromosome 10 
centromere (CEN10) も度応用に BACs 
RP11-300L24,RP11-178A10, 
RP11-110L24,RP11-379D2 を用い FITC で認識
した。 
 
(2) 細胞株を用いた実験 
食道胃接合部癌細胞株 5種（OACM5.1C, 

OE19, OE33, SK-GT-4, FLO-1）を用いた。FGFR2
コピー数の評価は Taqman copy number assay 
(FGFR2, Human, Cat. # 4400291)および 
TaqMan Copy Number Reference Assay, 
(RNase P, Human, Cat. #4403328)を用い、
その比率（FGFR2/RNaseP）を用いて評価した。
RNA 干渉実験には
si-RNA-1(5'-GUAGGACUGUAGACAGUGATT-3')、
および
si-RNA-2(5'-GAACAGUAUUCACCUAGUUTT-3')を
作製した。また FGFR2 強制発現株作成のため
に FGFR2IIIb cDNA から Nhe I/Xho I で digest
し、AcGFP1 を導入した。 
細胞浸潤能の変化はマトリゲルチャンバー
[BD Matrigel basement membrane matrix (BD 



Biosciences)]を用いて、アポトーシスの評
価は propidium iodide (Sigma)、Annexin V 
staining (Millipore)と BD FACS Verse flow 
cytometer (BD Biosciences)を用いて評価し
た。Western blotting では、抗 FGFR2 抗体
（#11835s, Cell signaling）、抗βアクチン
抗体（#4967s, Cell signaling）を用いた。 
 
(3) 統計解析 
全ての統計学的解析は JMP11(SAS)にて行っ
た。P<0.05 を有意差基準とした。 
 
 
４．研究成果 
 
【図１.細胞株および臨床検体を用いたコピ
ー数異常と IHC の結果】 
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細胞株を用いて copy number assay をおこ

なった（図１A）。RNaseP により標準化した場
合、コピー数 3以上を占めた OACM5.1C 飲み
に FGFR2-mRNA の上 h層と FGFR2 タンパクの
共発現を認めた（図 1B, C）。よって本 copy 
number assayのコピー数増幅異常のカットオ
フ値は3コピーとした。臨床サンプルよりDNA
を抽出し、FGFR2 copy number assay が可能
であった140例を検討した結果、21症例(15%)
において 3コピー以上の増幅を認めた(図１
D)。また、3コピー以上の症例において、FGFR2
の遺伝子増幅を FISH でも確認した(図 1J)。
FGFR2-IHC を行った結果、FGFR2 の発現は正
常胃粘膜には認めず（図 1E）、108 例(61%)の
癌部において moderate-strong の FGFR2 の過
剰発現を認めた（図1F）。FGFR2遺伝子増幅(コ

ピー数 3以上)と FGFR2-IHC 過剰発現は有意
に相関した(P=0.037,図 1G)。FGFR2-IHC 過剰
発現は患者の予後（Cancer-specific 
survival, overall survival）と有意に相関
した。 
 
FGFR2-IHC 過剰発現の臨床病理学的因子との
相関関係について検討した（表 1）。FGFR2-IHC
過剰発現は、腫瘍占居部位が口側に近いもの
が多く（Siewert type I, P=0.025）、腫瘍深
達度の深い症例(P<0.001)、リンパ節転移陽
性例（P<0.001）,遠隔転移を有する症例
(P=0.030)に有意に頻度が高く認められた。
さらに、Logstic-regression 解析を行った結
果、深達度(pT2-4)が最も有意に FGFR2-IHC
過剰発現と相関することが判明した
（P<0.001）。 
 
 
【表 1.  FGFR2の発現と臨床病理学因子の比
較】 

 
そこで、我々は FGFR2 の過剰発現は、細胞増
殖と関連があるのではないかと推察し、以下、
細胞増殖 assay、アポトーシス関連 assay を
行う方針とした。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



【図 2.si-FGFR2 による細胞株実験】 

 
2 種類の si-RNA(si FGFR2-1, FGFR2-2)を作
製し、これらの si-RNA を用いて、FGFR2 の過
剰発現した食道胃接合部癌細胞株である
OACM5.1 を用いて観察した結果、si-FGFR2 に
より AKT, ERK のリン酸化が阻害され、細胞
増殖が抑制されることが判明した（図２AB）。
さらに細胞周期を観察するに、G0/G1 期の割
合が有意に増加し、G2/M 期は有意に減少して
いた（図 2CD）。また、同時にアポトーシス細
胞の割合が増え、sub-G1 期の割合が増加して
いることから、FGFR2 の発現を抑制すること
は、細胞増殖を細胞周期を停止させ、アポト
ーシスを誘導し、細胞増殖を抑えるというこ
とが観察された。 
 
【図 3. FGFR2 過剰発現ベクター導入による
細胞株実験】 

 
 FGFR2 の発現を確認できない FLO-1 細胞に
FGFR2ベクターを導入し、同時に導入したGFP
の発現を確認することでStable trasfectant
であることを確認した（図 3A）。この FGFR2
導入細胞株はFGFR2を過剰発現することを確
認し、さらに細胞増殖が有意に亢進すること
を確認した（図 3BC）。FGFR2 を導入すること
で、G0/G1 期の増加と G2/M 期の減少が有意に
進行し（図 3DE）、導入細胞は抗アポトーシス
活性が有意に増加することが判明した（図
3FGH）。 
 
（まとめ） 
 
 以上より、FGFR2 は食道胃接合部癌において
過剰発現し、細胞増殖によりその悪性化に関
与することが班目下。また、その抑制により
抗腫瘍効果を発揮することが確認され、本疾
患の有効な治療標的因子となることが示唆
された。 
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