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1.研究目的

胆管癌は、胆管上皮細胞より生じる悪性度の高い浸潤癌である。発生早期は臨床症状に乏

しく、多くの患者が切除不能の状態となる。切除が唯一の根治治療であるが、再発率は高

く、現在、再発・切除不能胆管癌に対して、明らかに生存率を改善する化学療法は存在しな

し＼0

近年、 EGFR、VEGF、c-MetなどのReceptortyrosine kinase (RTK）が胆管癌の治療に有望な

標的分子であるとされており、我々もこれまで、 EGFRとVEGFが胆管癌の標的治療に有望であ

ることを報告してきた。 c-Metは肝細胞成長因子（Hepatocytegrowth factor; HGF）のレセプ

ターで、複数の細胞内シグナルを活性化させ、胆管癌を含む様々な悪性腫壌でその発現が認

められており、胆管癌の治療の標的となる可能性があるが、胆管癌におけるc-Metの発現と

予後との関係についてはこれまで示されていない。

本論文の目的は、第一に胆管癌で、のc-Met過剰発現の頻度を明らかにすることであり、 第

二に、 c-Metと、胆管癌の切除例247例（肝内胆管癌（Intrahepaticcholangiocarcinoma; 

IHCC) 111例、肝外胆管癌・（Eχtrahepaticcholangiocarcinoma; EHCC) 136例）の臨床病理学
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的因子に既報の分子発現データ（EGFR, HER2, VEGF）を加えて、胆管癌患者の予後因子を明ら

かにすることである。 さらに、胆管癌細胞株で、のc-MetとEGFR発現についても検討した。

2. 患者・方法

2. 1. 対象症例

対象症例は、 1990年から2005年に国立がんセンター中央病院で手術を受け、胆管癌と診断さ

れた247症例である。内訳は男性168例、女性79例で、年齢は33才から82才（中央値65才）、

観察期間は1.4から204.5月（中央値29.8月）である。症例をTNM分類第7版に則って四CClll

例とEHCC136例の 2グルーフ。に分けた。

2. 2. 免疫組織染色

c-Metの免疫染色は、 Envision™+ Dual link-system-HRPを用いた。抗体はanti-c-Met

primary antibodyを用いた。 c-Metの染色性の評価は、以下のように定義した。 0は細胞膜の

染色が癌細胞の30%以下、 1＋は弱く部分的な染色が癌細胞の30%以上、 2＋は強く完全な染色

が癌細胞の30%以上のもの。これらを統計処理のため 2つのグループに分類した（c-Met10w

(0 or 1＋）または c-Methigh(2＋））。

2. 3. 細胞株

国立がん研究センターにおいて樹立した人由来のIHCC株であるNCC一CCl、 NCC一CC3-1、NCC一

CC3-2、NCC一CC4、人由来のEHCC株であるNCC-BDl、NCC-BD2を用いた。さらに、 IHCC株として

TK郎、 HuCCTl、ozを、 EHCC株としてTGBC24TKBを、陽性コンロールとしての胃癌株叩¥N45を

RIKEN Bio Resource CenterおよびJapaneseCollection of Research Bioresourcesより購入

し使用した。

2. 4. ウエスタンプロット

Complete protease inhibitor cocktailと、 Phosphateinhibitor cocktailを用いて蛋白

を抽出し、 SDS-PAGEを用いて泳動し、 Polyvinylidenedifluoride membranesに転写した。

ブロッキング後にanti-c-Met、anti-phospho-Met、 anti-EGFR、anti-phosphoEGFRと反応

させた。可視化はECLWestern Blotting Detection Reagentsを用いた。 Anti-{3-actinを

コントロールに用いた。

2. 5. 統計

統計はStatview5.0 statistical software packageを用いて行った。
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3. 結果

3. 1. 胆管癌標本におけるc-Metの免疫組織学的解析

c-Met染色は細胞膜と、細胞質に認められた。 c-Metの陽性例は全体247例中の143例

(57. 9見）、 IHCClll例中の50例（45.0同） EHCC136例中の93例（68.叫）で、あった。 c-Met高発現

(2+; c-Methigh）は胆管癌全体で35例（14.2覧）、 IHCCで13例（11.7同）、 EHCCで22例（16.2出）で

あった。しばしlie-MetとEGFRの共発現が観察された。

3. 2. 胆管癌細胞株で、のc-MetとEGFRの発現

次に、細胞株で、c-Met、リン酸イ七c-Met、EGFR、リン酸化EGFRの発現をウエスタンプロット

法を用いて測定した。 11のうち 9つの胆管癌細胞株でc-Metの発現が観察された。 c-Metと

EGFRの共発現はNCC一CC-3-1を除く 8つの細胞株で認められた。 5つの細胞株（HuCCTl, OZ, 

NCC-BD2, TGBC24TKB, NCC-BDl）において、顕著なc-Metのリン酸化が認められ、これら 5つ

を含む7つの細胞株においてc-MetとEGFRの活性化が認められた。

3. 3. c-Metと臨床病理学的因子の関連性について

c-Metの過剰発現は、 IHCCにおいてEGFRの過剰発現と有意に相関し（P=O.0063）、 EHCCにお

いて腫療の組織学的分化度（P=O.0239）とEGFRの過剰発現（P=O.0056）に有意に相関した。

5年生存率は、 c-Methigh群とc-Met10w群で、それぞれ四ccでは15.4%と41.1% (p=O. 0013) 

と有意にc-Met1岬群の予後が不良であり、 EHCCでは40.9同と45.8弘（P=O.1396）で有意差はな

かった。

多変量解析の結果、 IHCCでは、全生存期間で、予後不良因子はc-Met過剰発現（Hazard

Ratio(HR) :3.92）、肉眼型（HR:4.57）、肝内転移（HR:3. 27）、リンパ節転移（HR:1. 99）で、あっ

た。無再発生存では、 c-Met過剰発現（HR:3.50）、肉眼型（HR:4.78）、肝内転移（HR:2. 78）、

リンパ節転移（HR:2. 94）、静脈浸潤（HR:4. 62）、 EGFR過剰発現（HR:1. 98）で、あった。

EHCCで、 c-Met過剰発現群は全生存期間で予後不良な傾向があったが、有意差はなく、多変

量解析は施行しなかった。

4.考案

本研究で、我々は胆管癌においてc-Met発現がEGFR過剰発現と相関すること、ならびにIHCC

においてc-Met発現が予後因子となることを示した。

これまで、の報告で、c-Metの発現の頻度は四ccで、21～ 5師、 EHCCでO～ 80出とされているが、 c-

Metと胆管癌の予後の関連性は示されておらず、画期的な知見と考えられる。

c-MetとEGFRの同時発現は、いくつかの臨床検体で観察されている。また、 Met遺伝子の増幅
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がEGFRファミリーを活性化させ、 EGFR遺伝子の変異または増幅がc-Metを活性化させるという

ように、複数の細胞株で、 EGFRとc-Metの聞の双方向または一方向性の相互作用が認められて

おり、 c-MetとEGFRの聞にはクロストークがあると考えられる。

c-Metの活性化は、 EGFRを標的とした治療で耐性が生じる分子機構のーっと考えられてお

り、 c-Metのような代替のRTKの活性化が、 EGFR経路をバイパスすることによる。 c-Metの単独

阻害またはEGFRとの同時阻害を行うことが、 EGFR阻害剤への耐性が生じた際に、臨床で有用

となる可能性がある。

5.結論

c-Metの過剰発現は、胆管癌全体のEGFR過剰発現に相関し、肝内胆管癌の予後を悪化させる

ことを明らかにした。今後、胆管癌治療として、 c-Met阻害薬の開発が期待される。
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学位論文題目

Prognostic significanc of overexpression of c-Met oncoprotein in cholangiocarcinoma 

（胆道癌における c-Met過剰発現の予後への重要性）

胆管癌は肝内胆管癌と肝外胆管癌に大きく分類されているが，いずれも悪性度が高

く，発見されても手術不能である症例が多い．また，手術不能例に対して化学療法が

行われているが，生存率を改善する有効な薬剤は見出されていない．したがって，胆

管癌の予後因子や治療ターゲットの探索は大きな臨床的課題であり，多数の研究者が

これらに取り組んでいる．

本研究は，多くの腫療の増殖や浸、潤に重要な役割を持っているとされる， hepatocyte

growth factor (HGF）の受容体 c-Metの発現を多数の胆管癌症例において検討したもので

ある．申請者は，国立がん研究センター中央病院において手術を受け，胆管癌とされ

た 247症例（肝内胆管癌 111例，肝外胆管癌 136例）を用い，腫療におけるかMetの

発現を免疫組織化学で調べ，発現の程度を 0ラ1＋ラ2＋に分類し， 0, 1＋を軽度発現， 2十を

高度発現として統計処理に使用している.c

子やEGFR, HER2, VEGFなどの既知の分子発現データと関連付けながら，胆管癌患



者の予後因子を詳細に調べた．

その結果， c-Met高度発現を示す腫療は胆管癌の 14.2%（肝内胆管癌 11.7%，肝外胆

管癌 16.2%）であり， c-Metの過剰発現は，肝内胆管癌と肝外胆管癌のいずれにおいて

もEGFRの過剰発現と有意に相関した．また，肝外胆管癌では腫虜の組織学的分化度

と有意に相関した．さらに，肝内胆管癌症例では， c-Metが過剰に発現している場合，

5年生存率が有意に低いことが明らかになった．

申請者らは，ヒト胆管癌細胞株 11例を用い， c-MetとEGFRの発現およびリン酸化

の検討も行っており，多くの細胞株において両者の同時活性化が起こることを観察し

た．上記の臨床病理学検討と併せ，胆管癌の治療において c-MetとEGFRの両方を抑

制することが重要であることが示唆された．

申請者に対して，各審査委員から論文内容，関連領域について試聞がなされ，これ

らに対して適切な回答が寄せられた．

本審査委員会では慎重な意見交換を行い，本論文は申請者自身の努力の結果であり，

これまで、不明であった胆管癌の予後因子の一端を解明し，今後の治療に有益な示唆を

与えた点で，学術的にも十分に貢献したことを認め，学位を授与する価値があると結

論した．


