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略語 
ABL: Abelson tyrosine protein kinase 1 

ADCC: Antibody-dependent cell-mediated cytotoxicity 

AKT: v-akt murine thymoma viral oncogene homolog 

ATP: Adenosine triphosphate 

BAIAP2L1: BAI1-associated protein 2-like 1 

BAR: Bin/Amphiphysin/Rvs 

BCR: Breakpoint cluster region 

BRAF: B-Raf proto-oncogene, serine/threonine kinase 

cDNA: Complementary DNA 

c-KIT: v-kit Hardy-Zuckerman 4 feline sarcoma viral oncogene homolog 

DMSO: Dimethyl sulfoxide 

DNA: Deoxyribonucleic acid 

DUSP6: Dual specificity phosphatase 6 

E2F1: E2F transcription factor 1 

E2F2: E2F transcription factor 2 

EGFR: Epidermal growth factor receptor 

EML4: Echinoderm microtubule associated protein like 4 

ERK: Extracellular signal–regulated kinase 

FGF: Fibroblast growth factor 

FGFR: Fibroblast growth factor receptor 

FGFR1: Fibroblast growth factor receptor 1 

FGFR2: Fibroblast growth factor receptor 2 

FGFR3: Fibroblast growth factor receptor 3 

FGFR4: Fibroblast growth factor receptor 4 

FRS: Fibroblast growth factor receptor substrate 

HER2: Human epidermal growth factor receptor 2 

IC50: Inhibitory concentration 50 

IL3: Interleukin 3 

KDR: Kinase insert domain receptor 

KRAS: Kirsten rat sarcoma viral oncogene homolog 
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MAPK: Mitogen-activated protein kinases 

MEK: MAPK/ERK kinase 

mRNA: Messenger ribonucleic acid 

MYC: v-myc avian myelocytomatosis viral oncogene homolog 

NF1: Neurofibromin 1 

NPM: Nucleophosmin 

PDGFR: Platelet-derived growth factor receptor 

PI3K: Phosphoinositide 3-kinase 

RB1: Retinoblastoma 1 

RET: Ret proto-oncogene 

RNA: Ribonucleic acid 

SDS-PAGE: Sodium dodecyl (lauryl) sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis 

SH: Src Homology 2 

SRC: SRC proto-oncogene, non-receptor tyrosine kinase 

STAT1: Signal transducer and activator of transcription 1 

STAT3: Signal transducer and activator of transcription 3 

TACC3: Transforming, acidic coiled-coil containing protein 3 

TEL: The translocation E26 transforming-specific leukaemia 

TFG: TRK-fused gene 

UTR: Untranslated region 

VEGF-A: Vascular endothelial growth factor A 

WT: Wild type 
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第 1 章 要旨 
現在、癌は世界的にも主要な死因のひとつである。世界保健機構によると、世界的な高齢化に

より今後も癌患者数は増加し、2030 年には死亡者数が 1300 万人に達すると推測されている。

依然として治療満足度の低い疾患ではあるが、近年、特定の分子を治療標的とした分子標的薬が

数多く開発され、いくつかはある特定の癌患者の生存期間を延長する有効性が確認されている。

現在までに、EGFR 阻害剤、抗 HER2 抗体、BCR-ABL 阻害剤のようなチロシンキナーゼを標

的とした薬剤が上市されており、各々の薬剤の標的遺伝子が増幅、変異、転座等により活性化し

ている癌、又は標的蛋白質が過剰発現している癌に対して効果を発揮することが示されている。

しかし、これら分子標的薬が効果を示さない癌はまだ多く残っており、分子標的薬以外の既存抗

癌剤の治療成績も十分とは言えず、有効かつ安全で、患者の quality of life を高める新規薬剤の

開発が望まれている。 

線維芽細胞増殖因子受容体（FGFR）は、4 種類のファミリー（FGFR1～4）からなる受容体

型チロシンキナーゼである。通常 FGFR は、リガンド依存的に二量体を形成することにより活

性化し、下流の MAPK 経路や PI3K/AKT 経路を活性化することが知られている。FGFR の癌と

の関連性については、FGFR 遺伝子の増幅、変異、転座や FGFR 蛋白質の過剰発現による活性

化が癌を引き起こす原因となっていることが知られている。また、FGFR は癌細胞の増殖、血管

新生、細胞遊走、浸潤、転移等に関わっていることも知られている。 

FGFR の活性化が悪性化の原因となっている癌を治療することを目的とし、FGFR 選択的な低

分子阻害剤、CH5183284/Debio 1347 を創製した。本化合物は、in vitro の酵素阻害試験におい

て FGFR1、FGFR2 及び FGFR3 を選択的に阻害することが示された。選択性が得られた原因を

検証するため FGFR1 と CH5183284/Debio 1347 の複合体の結晶構造解析を行い、

CH5183284/Debio 1347 の持つベンズイミダゾール部位が特徴的な役割をしていることが示唆さ

れた。また、in vitro 及び in vivo において、FGFR1、FGFR2 及び FGFR3 遺伝子の増幅、変
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異、転座を有する癌に対して高い抗腫瘍活性を示すことが明らかとなった。さらに、既存の

FGFR 阻害剤に耐性を示す変異を持つ癌に対しても効果を示すことがわかった。したがって、

CH5183284/Debio 1347 は、FGFR1、FGFR2 及び FGFR3 遺伝子に異常を有する癌患者に対し

て新たな治療機会を提供することが期待される。 

次に、CH5183284/Debio 1347 の新しい治療対象患者を見出すため、新規の FGFR 活性化機

構を探索し、その機能評価を行った。これまで癌細胞株でのみ見つかっていた FGFR3-

BAIAP2L1 融合遺伝子が一部の肺癌、膀胱癌患者において初めて発見され、FGFR3-BAIAP2L1

融合遺伝子を過剰発現するラット正常細胞は非常に強い腫瘍形成能を持つことが分かった。ま

た、CH5183284/Debio 1347 が FGFR3-BAIAP2L1 融合遺伝子により形成された腫瘍の増殖を

抑えることも示された。シグナル解析を行うと、FGFR3-BAIAP2L1 融合遺伝子発現により

MAPK 経路とその下流の転写因子が活性化するとともに、p53 や RB などのがん抑制遺伝子の

活性が抑えられていることが分かった。また、FGFR3-BAIAP2L1 融合キナーゼの活性化は

BAR ドメインを介した恒常的な FGFR3 の二量体化によるものであるということが示された。

したがって、恒常的に活性化している FGFR3-BAIAP2L1 融合遺伝子を持つ癌患者は、

CH5183284/Debio 1347 により高い効果を得られることが期待される。 

最後に、CH5183284/Debio 1347 投与による薬効発揮をより高い精度で予測するため、FGFR

のシグナル解析を行った。マイクロアレイを用い、CH5183284/Debio 1347 を FGFR 遺伝子変

異保有癌細胞株に添加することにより発現変化する遺伝子を抽出したところ、MAPK 経路関連

遺伝子が多く変化していることが分かった。一方で、FGFR の下流経路として良く知られている

PI3K-AKT 経路に一貫した変化はなかった。MAPK 経路関連遺伝子の中でも特に強く応答して

いる遺伝子として DUSP6 が抽出され、CH5183284/Debio 1347 投与による DUSP6 の発現減少

は CH5183284/Debio 1347 の抗腫瘍効果と一致することが示された。一方で、MAPK 経路阻害

剤は FGFR 遺伝子変異保有癌細胞株には効果を示さなかった。それは、FGFR 以外の経路が活

性化することにより MAPK 経路阻害の効果を打ち消していることが原因である可能性が示唆さ
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れた。つまり、FGFR 遺伝子変異癌における DUSP6 遺伝子の発現変化は FGFR 阻害剤特有の

効果予測マーカーであることが示唆された。 

FGFR 選択的阻害剤 CH5183284/Debio 1347 は、DUSP6 のようなマーカーで効果をモニタリ

ングしながら、FGFR 遺伝子に異常を有する癌患者を治療することで、最大限の効果を発揮し、

癌患者の生存延長と健康に貢献することが期待される。 
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第 2 章 序論 

2.1 癌とは 

現在、我が国における人口あたりの死亡率は癌が一番高く、平成 26 年の死亡率は人口 10 万

人当たり 293.5 となっており、圧倒的に高い比率を示している。続いて、心臓病が 157、脳炎が

95.4、脳卒中が 91.1、老衰が 60.1 となっている。年次推移をみると、癌の死亡率は昭和 22 年

の統計開始後から一貫して上昇を続け、約 4 倍になっている(図 1) (1)。これは人口の高齢化も

関係しているため、その集団における人口の年齢構成の差を取り除いて比較すると、各死亡率は

総じて低下傾向にはあるが、癌は依然として第一位である(図 2) (1)。この傾向は日本だけでは

なく諸外国でも同様であり、癌の治療薬に対するニーズは世界的に非常に高いものと考えられる

(図 3)(1)。 

がんとは、関連する疾患の総称であり、すべてのがんは、正常な細胞が変化したものである。

正常な組織において、正常な細胞は必要な分だけ分裂・増殖し、ダメージを受けたり老化したり

するとアポトーシスなどにより死滅し、新しい細胞に置き換わるというサイクルが回っている。

一方でがん細胞は、この正常なサイクルが様々な理由により制御不能になっており、死ぬべき時

に死なず、際限なく増殖する。がん細胞が増殖した結果、腫瘍と呼ばれる物体が形成される。腫

瘍には悪性腫瘍と良性腫瘍があり、良性腫瘍は通常の場合は無害で周辺組織に浸潤していくこと

はない。一方で悪性腫瘍は際限なく増殖し、さらに一部のがん細胞は血管系やリンパ系を使って

原発巣と離れた場所に転移し、そこでまた増殖する。部位別にみたがんの死亡率は、男女ともに

肺癌、胃癌、大腸癌がトップ 3 位に入っている(図 4)(1)。特に胃癌は日本を含むアジアで罹患率

の多い癌として知られている。 

がんは主には遺伝子の病気だと考えられている。つまり、細胞の増殖に必要な遺伝子に変異が

入って活性化したり、細胞の増殖を抑える遺伝子に変異が入って不活性化されたりすることで、

細胞が際限なく増殖できるようになっているということである。遺伝子の変異は先天的なものと



 

 7

後天的なものがある。後天的な変異は、たばこに含まれる化学物質やアルコール、太陽の紫外線

などによる刺激により DNA が損傷することにより起こる。多くは DNA 修復酵素の働きにより

正常な DNA 配列に修復されるが、かなり低い確率ではあるが修復されずに変異が残ったままに

なる。この変異ががん細胞の増殖などに必要な遺伝子に起こることで正常細胞ががん化すると考

えられており、変異が蓄積していくことががんの悪性化と関連しているとも考えられている。

DNA 修復に失敗し、変異が入った DNA を持つ細胞も多くの場合は免疫細胞によって除去され

る。変異が入った DNA 配列は変異蛋白質に翻訳され、通常はこの変異蛋白質が異物として認識

され免疫細胞の攻撃を受けるからである。しかし、がん細胞は免疫細胞の免疫反応を抑制する機

能を持つことで、生存・増殖していく。このように、がんは様々な原因により無限の増殖能を手

に入れ、生体内の何段階ものがん化防御機構を潜り抜け、人間を死に至らしめる。つまり、がん

が増殖するメカニズム、生体内の防御システムを克服するメカニズムについて深く理解すること

が、がんの治療薬を開発することに繋がると考えられる。 
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図 1 主な死因にみた死亡率の年次推移 ―昭和 22～平成 26 年― 

厚生労働省、平成 26 年我が国の人口動態より引用 
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図 2 主な死因別にみた性別年齢調整死亡率の年次推移 昭和 22～平成 26 年 
厚生労働省、平成 26 年我が国の人口動態より引用 

 

 
図 3 主な死因別死亡率の諸外国との比較（男） 
厚生労働省、平成 26 年我が国の人口動態より引用 
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図 4 部位別にみたがんの死亡率の年次推移 

厚生労働省、平成 26 年我が国の人口動態より引用 
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2.2 癌治療の現状 

近年、特定の分子を治療標的とした分子標的薬が数多く開発され、いくつかは臨床で患者の生

存期間を延長する有効性が確認されている（図 5）。例えば、EGFR キナーゼ阻害剤の

erlotinib や gefitinib は EGFR 遺伝子に活性型変異を持つ肺癌患者に高い効果を示している。

EGFR は受容体型チロシンキナーゼの一つで、通常は EGF などのリガンドの刺激により活性化

することが知られている。もともと erlotinib や gefitinib は、進行・再発性の非小細胞肺がんの

患者に広く使われていた。しかしその当時の効果は非常に限定的で、erlotinib 投与群の無増悪

生存期間中央値は 2.2 ヶ月、プラセボ投与群は 1.8 ヶ月であった(2)。また erlotinib は、膵癌で

も、代謝拮抗薬である gemcitabine との併用で使われているが、その効果も限定的で erlotinib

と gemcitabine の併用群の無増悪生存期間中央値が 3.75 ヶ月なのに対して、gemcitabine のみ

の投与群では 3.55 ヶ月である (3)。そんな中、肺癌の患者の一部に erlotinib が非常によく効く

ことが示されてきた。当時は女性の非喫煙者に対する効果が高いという情報しかなかったが、そ

の原因を調べると、EGFR 遺伝子に活性型変異が入っている患者に対して特に高い効果を示すこ

とがわかってきた。その証拠をもとに行った臨床試験の結果が次のような結果である。erlotinib

投与群の無増悪生存期間の中央値が 9.4 ヶ月、当時の標準治療を受けた群では 5.2 ヶ月だった

(4)。EGFR 阻害剤を投与すべき患者に投与すれば非常に高い効果を示すことができるという一

つの例である。 

抗 HER2キナーゼ抗体の trastsuzumab は HER2遺伝子増幅陽性もしくは蛋白質高発現の乳が

ん患者や胃がん患者に、ABL 阻害剤の imatinib は BCR-ABL 融合遺伝子陽性の慢性骨髄性白血

病患者に、ALK 阻害剤の alectinib は EML4-ALK 融合遺伝子陽性の肺癌患者に対して高い効果

を示している。これらの薬剤の特徴は、それぞれの標的遺伝子に対する阻害活性が非常に選択的

であるということと、各々の薬剤の標的遺伝子が増幅、変異、転座等により活性化している癌、

又は標的蛋白質が過剰発現している癌に対してのみ効果を発揮しており、それ以外の癌にはほと

んど効果を示さないということである。つまり、正常細胞に対する作用も少なく、安全性が非常
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に高いことが立証されている。これらの抗癌剤の台頭により、一部の癌の治療体系は大きく変化

した。これまでは癌種ごとに治療方針が決められていたが、現在では、癌の遺伝子解析を行った

後に、その人の持つ癌に適した治療方針を決定するというようにである。一般的にこれは個別化

医療と呼ばれる。基本的に個別化医療は、効く患者を選んで行うものであるが、大腸癌において

は効かない患者を除くということも行われている。例えば、抗 EGFR 抗体 cetuximab を用いた

治療がそうである。cetuximab は、EGFR のシグナルを抑制し癌の増殖を抑える作用と免疫細

胞を介した細胞障害活性（ADCC 活性）により癌を殺す作用を持つことが知られており、大腸

癌において標準治療との併用で使用されていた。しかし、KRAS という EGFR の下流にある遺

伝子に変異があり活性化していると cetuximab が効果を示さないことがわかってきた。KRAS

野生型群に対する cetuximab 投与による生存期間中央値が9.5ヶ月、KRAS 変異型群の生存期間

中央値が4.8ヶ月だった (5)。その後、cetuximab 以外の抗 EGFR 抗体においても同じことが示

されたことにより、抗 EGFR 抗体投与前には KRAS 遺伝子の変異有無を判定し、変異が無い患

者にのみ抗 EGFR 抗体が投与されることとなっている。現在、ある種の癌に対する治療におい

ては、治療前の遺伝子診断が大きな役割を果たしており必須のものとなっているが、まだすべて

の癌に対して遺伝子診断が有効活用されているわけではない。遺伝子診断はその遺伝子の治療薬

があって初めて意味があるものだからである。したがって、既存の癌遺伝子以外の癌遺伝子を研

究し、その薬を開発し続けることが、より多くの癌患者に対して個別化医療を行うことに繋がる

と考えられる。 
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図 5 これまで開発されてきた分子標的薬の例 
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2.3 線維芽細胞増殖因子受容体（FGFR）と癌 

 線維芽細胞増殖因子受容体（FGFR）は、4 種類のファミリー（FGFR1～4）からなる受容体

型チロシンキナーゼであり、細胞外領域の IgI ドメイン、IgII ドメインと IgIII ドメイン、細胞

内領域のチロシンキナーゼドメインで構成されている（図 6a）(6)。各 FGFR キナーゼドメイン

間の相同性は比較的高く、75％から 92％程度ある（図 7）。また、選択的スプライシングによ

り 7 種類の FGFR 蛋白質（FGFR1b、FGFR1c、FGFR2b、FGFR2c、FGFR3b、FGFR3c、

FGFR4）が存在する（図 6b）。FGFR のリガンドである線維芽細胞増殖因子（FGF）は 23 種

類存在し、多様な FGF と多様な FGFR がそれぞれ組織特異的に発現することにより、形態形

成、組織修復、代謝調節等の多様な作用と役割を果たしている。また、上述した FGFR のアイ

ソフォームごとにリガンド選択性が変化することも知られている（図 6c）。FGF はヘパリナー

ゼやプロテアーゼなどによって細胞外マトリクスから遊離する。ヘパリンは遊離した FGF と

FGFR との結合を安定化し、FGF-FGFR コンプレックスの最終形態形成に寄与している。通常

FGFR は、FGF リガンド依存的に二量体を形成することによりチロシン残基がリン酸化され活

性化し、FRS2 などのアダプター蛋白質をリン酸化し結合して下流の MAPK 経路や PI3K/AKT

経路を活性化することが知られている (図 8)。 
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図 6 FGFR の基本構造とリガンド選択性 

a. FGF-FGFR コンプレックスの基本構造。b. FGFR のアイソフォームのパターン。c. FGFR2 

におけるアイソフォームごとのリガンド選択性の例。HSPG: heparan sulphate proteoglycan、

Ig: immunoglobulin、TK: tyrosine kinase、TM: transmembrane。 

Nat Rev Cancer. 2010;10(2):116-29. 
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FGFR1           MWSWKCLLFWAVLVTATLCTARPSPTLPEQAQPWG-------APVEVESFLVHPGDLLQL 

FGFR2           MVSWGRFICLVVVTMATLSLARPSFSLVEDTTLEPEEPPTKYQISQPEVYVAAPGESLEV 

FGFR3           -MGAPACALALCVAVAIVAGASSESLGTEQRVVGRAAEVPGPEPGQQEQLVFGSGDAVEL 

FGFR4           -----MRLLLALLGVLLSVPGPPVLSLEASEEVELEPCLAPSLEQQEQELTVALGQPVRL 

                            :       . .      .               : :      *: :.: 

 

FGFR1           RCRLR--DDVQSINWLRDGVQLAESNRTRITGEEVEVQDSVPADSGLYACVTSSPSGSDT 

FGFR2           RCLLK--DAAVIS-WTKDGVHLGPNNRTVLIGEYLQIKGATPRDSGLYACTASRTVDSET 

FGFR3           SCPPPGGGPMGPTVWVKDGTGLVPSERVLVGPQRLQVLNASHEDSGAYSCRQRLTQR-VL 

FGFR4           CCGRAE----RGGHWYKEGSRLAPAGRVRGWRGRLEIASFLPEDAGRYLCLARGSMIVLQ 

                 *            * ::*  *    *.      ::: .    *:* * *    .      

 

FGFR1           TYFSVNVSDALPSSEDDDDDDDSSSEEKETDNTKPNRMPVAPYWTSPEKMEKKLHAVPAA 

FGFR2           WYFMVNVTDAISSGDDEDDTDGAEDFVSENSNNKR-----APYWTNTEKMEKRLHAVPAA 

FGFR3           CHFSVRVTDAPSSGDDEDGEDEAEDTGVDTG---------APYWTRPERMDKKLLAVPAA 

FGFR4           NLTLITGDSLTSSNDDEDPKSHRDPSNRHSYP------QQAPYWTHPQRMEKKLHAVPAG 

                    :   .  .*.:*:*  .  .    ..          ***** .::*:*:* ****. 

 

FGFR1           KTVKFKCPSSGTPNPTLRWLKNGKEFKPDHRIGGYKVRYATWSIIMDSVVPSDKGNYTCI 

FGFR2           NTVKFRCPAGGNPMPTMRWLKNGKEFKQEHRIGGYKVRNQHWSLIMESVVPSDKGNYTCV 

FGFR3           NTVRFRCPAAGNPTPSISWLKNGREFRGEHRIGGIKLRHQQWSLVMESVVPSDRGNYTCV 

FGFR4           NTVKFRCPAAGNPTPTIRWLKDGQAFHGENRIGGIRLRHQHWSLVMESVVPSDRGTYTCL 

                :**:*:**:.*.* *:: ***:*: *: ::**** ::*   **::*:******:*.***: 

 

FGFR1           VENEYGSINHTYQLDVVERSPHRPILQAGLPANKTVALGSNVEFMCKVYSDPQPHIQWLK 

FGFR2           VENEYGSINHTYHLDVVERSPHRPILQAGLPANASTVVGGDVEFVCKVYSDAQPHIQWIK 

FGFR3           VENKFGSIRQTYTLDVLERSPHRPILQAGLPANQTAVLGSDVEFHCKVYSDAQPHIQWLK 

FGFR4           VENAVGSIRYNYLLDVLERSPHRPILQAGLPANTTAVVGSDVELLCKVYSDAQPHIQWLK 

                ***  ***. .* ***:**************** :..:*.:**: ******.******:* 

 

 

 

 

Ig I 

Ig II 
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FGFR1           HIEVNGSKIGPDNLPYVQILKTAGVNTTDKEMEVLHLRNVSFEDAGEYTCLAGNSIGLSH 

FGFR2           HVEKNGSKYGPDGLPYLKVLKAAGVNTTDKEIEVLYIRNVTFEDAGEYTCLAGNSIGISF 

FGFR3           HVEVNGSKVGPDGTPYVTVLKTAGANTTDKELEVLSLHNVTFEDAGEYTCLAGNSIGFSH 

FGFR4           HIVINGSSFGAVGFPYVQVLKTADINSS--EVEVLYLRNVSAEDAGEYTCLAGNSIGLSY 

                *:  ***. *. . **: :**:*. *::  *:*** ::**: ***************:*. 

 

FGFR1           HSAWLTVLEALEERPAVMTS-PLYLEIIIYCTGAFLISCMVGSVIVYKMKSGTKKSDFHS 

FGFR2           HSAWLTVLPAPGREKEITAS-PDYLEIAIYCIGVFLIACMVVTVILCRMKNTTKKPDFSS 

FGFR3           HSAWLVVLPAEEELVEADEAGSVYAGILSYGVGFFLFILVVAAVTLCRLRSPPKKG---- 

FGFR4           QSAWLTVLPEEDPTWTAAAPEARYTDIILYASGSLALAVLLLLAGLYRGQALHGRHP--- 

                :****.**           . . *  *  *  * : :  ::  . : : :    :      

 

FGFR1           QMAVHKLAKSIPLRRQVTVSADSSASMNSGVLLVRPSR--LSSSGTPMLAGVSEYELPED 

FGFR2           QPAVHKLTKRIPLRRQVTVSAESSSSMNSNTPLVRITTRLSSTADTPMLAGVSEYELPED 

FGFR3           -LGSPTVHKISRFPLKRQVSLESNASMSSNTPLVRIAR--LSSGEGPTLANVSELELPAD 

FGFR4           -RPPATVQKLSRFPLARQFSLESGSSGKSSSSLVRGVR--LSSSGPALLAGLVSLDLPLD 

                     .: *   :     .* :*.:* .*.  ***      *:.  . **.: . :** * 

 

FGFR1           PRWELPRDRLVLGKPLGEGCFGQVVLAEAIGLDKDKPNRVTKVAVKMLKSDATEKDLSDL 

FGFR2           PKWEFPRDKLTLGKPLGEGCFGQVVMAEAVGIDKDKPKEAVTVAVKMLKDDATEKDLSDL 

FGFR3           PKWELSRARLTLGKPLGEGCFGQVVMAEAIGIDKDRAAKPVTVAVKMLKDDATDKDLSDL 

FGFR4           PLWEFPRDRLVLGKPLGEGCFGQVVRAEAFGMDPARPDQASTVAVKMLKDNASDKDLADL 

                * **:.* :*.************** ***.*:*  :. .  .*******.:*::***:** 

 

FGFR1           ISEMEMMKMIGKHKNIINLLGACTQDGPLYVIVEYASKGNLREYLQARRPPGLEYCYNPS 

FGFR2           VSEMEMMKMIGKHKNIINLLGACTQDGPLYVIVEYASKGNLREYLRARRPPGMEYSYDIN 

FGFR3           VSEMEMMKMIGKHKNIINLLGACTQGGPLYVLVEYAAKGNLREFLRARRPPGLDYSFDTC 

FGFR4           VSEMEVMKLIGRHKNIINLLGVCTQEGPLYVIVECAAKGNLREFLRARRPPGPDLSPDGP 

                :****:**:**:*********.*** *****:** *:******:*:****** : . :   

 

 

 

 

 

Ig III 

Trasmembrane 

Kinase domain 
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FGFR1           HNPEEQLSSKDLVSCAYQVARGMEYLASKKCIHRDLAARNVLVTEDNVMKIADFGLARDI 

FGFR2           RVPEEQMTFKDLVSCTYQLARGMEYLASQKCIHRDLAARNVLVTENNVMKIADFGLARDI 

FGFR3           KPPEEQLTFKDLVSCAYQVARGMEYLASQKCIHRDLAARNVLVTEDNVMKIADFGLARDV 

FGFR4           RSSEGPLSFPVLVSCAYQVARGMQYLESRKCIHRDLAARNVLVTEDNVMKIADFGLARGV 

                : .*  ::   ****:**:****:** *:****************:************.: 

 

FGFR1           HHIDYYKKTTNGRLPVKWMAPEALFDRIYTHQSDVWSFGVLLWEIFTLGGSPYPGVPVEE 

FGFR2           NNIDYYKKTTNGRLPVKWMAPEALFDRVYTHQSDVWSFGVLMWEIFTLGGSPYPGIPVEE 

FGFR3           HNLDYYKKTTNGRLPVKWMAPEALFDRVYTHQSDVWSFGVLLWEIFTLGGSPYPGIPVEE 

FGFR4           HHIDYYKKTSNGRLPVKWMAPEALFDRVYTHQSDVWSFGILLWEIFTLGGSPYPGIPVEE 

                :::******:*****************:***********:*:*************:**** 

 

FGFR1           LFKLLKEGHRMDKPSNCTNELYMMMRDCWHAVPSQRPTFKQLVEDLDRIVALTSNQEYLD 

FGFR2           LFKLLKEGHRMDKPANCTNELYMMMRDCWHAVPSQRPTFKQLVEDLDRILTLTTNEEYLD 

FGFR3           LFKLLKEGHRMDKPANCTHDLYMIMRECWHAAPSQRPTFKQLVEDLDRVLTVTSTDEYLD 

FGFR4           LFSLLREGHRMDRPPHCPPELYGLMRECWHAAPSQRPTFKQLVEALDKVLLAVS-EEYLD 

                **.**:******:*.:*. :** :**:****.************ **:::  .: :**** 

 

FGFR1           LSMPLDQYSPSFPDTRSSTCSSGEDSVFSHEPLPEEPCLPRHPAQLANGGLKRR 

FGFR2           LSQPLEQYSPSYPDTR-SSCSSGDDSVFSPDPMPYEPCLPQYPHINGSVKT--- 

FGFR3           LSAPFEQYSPGGQDTP-SSSSSGDDSVFAHDLLPPAPPSSGGSRT--------- 

FGFR4           LRLTFGPYSPSGGDAS--STCSSSDSVFSHDPLPLGSSSFPFGSGVQT------ 

                *  .:  ***.  *:   : .*..****: : :*  .                  

 

図 7 FGFR ファミリーのアライメント 
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図 8 FGFR とその下流シグナル 
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FGFR の癌との関連性については、FGFR 遺伝子の増幅、点変異、転座や FGFR 蛋白質の過

剰発現による FGFR の活性化が癌を引き起こす原因となっていることが知られている。また、

FGFR は癌細胞の増殖、血管新生、細胞遊走、浸潤、転移等に関わっていることが知られている

(7, 8)。癌で認められる FGFR の変化として、FGFR1、FGFR2 及び FGFR3 の各々で以下の変

化が認められている。FGFR1 では、乳癌、非小細胞性肺癌、小細胞性肺癌、食道癌及び頭頸部

癌における遺伝子増幅 (9-14)、急性骨髄性白血病及び脳腫瘍における遺伝子転座による融合蛋白

質形成 (15, 16)、膵癌、膀胱癌、前立腺癌及び食道癌における FGFR1 蛋白質の過剰発現が認め

られている (6, 17)。乳癌においては、エストロゲン受容体陽性群の中でもより悪性度の高いル

ミナル B タイプにおいて FGFR1 の遺伝子増幅がより高い頻度で起こっていることがわかってい

る (11)。非小細胞肺がんにおいては、扁平上皮癌で 10-20%、腺癌で 3%程度の患者が FGFR1

遺伝子増幅を持つことが報告されており、さらには、頭頸部扁平上皮癌、食道扁平上皮癌におい

てもそれぞれ 10%程度の遺伝子増幅が報告されており、癌扁平上皮癌に特徴的な遺伝子の変化

であることがわかる (9, 13, 14)。FGFR2 では、胃癌及び乳癌における遺伝子増幅 (18-20) 、子

宮体癌における遺伝子点変異 (21, 22)、前立腺癌、食道癌、卵巣癌、膵癌及び大腸癌における

FGFR2 蛋白質の過剰発現が認められている (17)。胃癌において、FGFR2 の遺伝子増幅頻度は

4-10%程度で、遺伝子増幅により蛋白質が高発現し FGFR2 が恒常的に活性化していると考えら

れている。特に、胃癌の中でも非常に予後の悪い、スキルス型の胃癌における遺伝子増幅頻度が

高く、治療標的として非常に期待されている(23, 24)。乳癌全体でみると FGFR2 の遺伝子増幅

頻度は低いが、トリプルネガティブ乳癌という治療成績の非常に悪い患者群においては、4%の

頻度がある (20)。子宮体癌においては 10-16%の頻度で FGFR2 の活性型点変異が起きている 

(21)。子宮体癌で報告されている点変異の多くはアペール症候群やクルーゾン症候群という発達

不全の遺伝病で報告されているものである (22)。子宮体癌では 11 種の点変異が報告されてお

り、S252W という点変異の頻度が一番高い。この点変異は FGF リガンド結合ドメインに位置し

ており、FGF リガンドとの結合能が上昇することで FGFR2 が活性化していると考えられてい
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る (25)。その他、キナーゼドメインの点変異による活性化なども報告されている (21, 26)。

FGFR3 では、膀胱癌及び肺扁平上皮癌における遺伝子点変異 (26-29)、多発性骨髄腫、脳腫

瘍、膀胱癌及び肺扁平上皮癌における遺伝子転座 (16, 30-33)、卵巣癌、非小細胞性肺癌、肝細

胞癌における FGFR3 蛋白質の過剰発現が認められている(17)。膀胱癌において、FGFR3 の点

変異の頻度は癌の進行度によって異なることが報告されている。非浸潤性の膀胱癌では 38-

66%、浸潤性の膀胱癌では 15-20%という具合である(28, 29)。なぜ癌が進行するにしたがって

FGFR3 点変異の頻度が落ちていくのかは未だ不明であるが、S249C という一番頻度が高く報告

されている活性型点変異に限ると、進行度が高い癌においてもある程度の点変異頻度を維持して

いる。このことから、点変異の種類によって癌の進行に与える影響が違うことが示唆されてい

る。S249C 点変異による FGFR3 活性化のメカニズムは、システインにより FGFR3 が共有結合

し、それによる恒常的なホモダイマーの形成である(34, 35)。膀胱癌で報告されているほとんど

すべての点変異は、致死性骨異形成症かその他の先天性頭蓋骨癒合症で報告されている点変異で

ある (36)。FGFR3 は骨形成において負の作用をしていると考えられている。つまり、FGFR3

が活性化していると骨が伸びない。上記の疾患では、FGFR3 点変異により FGFR3 が活性化し

骨形成の異常などが起こっていると考えられている。また、いくつかの癌種で起こっている

FGFR3 の遺伝子転座の主要なものは FGFR3-TACC3 融合遺伝子の形成である (16)。これまで

に報告されている、慢性骨髄性白血病の原因遺伝子である BCR-ABL や一部の肺癌の原因遺伝子

である EML-ALK などと同様、融合パートナー遺伝子にコイルドコイルドメインを持ち、それ

により恒常的に二量体化が誘導され活性化していると考えられている (37)。最後に、FGFR4 に

ついては、いくつかの論文で FGFR4 の点変異と癌との関わりが報告されているが、FGFR1、

FGFR2 や FGFR3 と比較するとその寄与度は低いと考えられている。表 1 に FGFR1、

FGFR2、FGFR3 の遺伝子異常の各癌種における頻度を纏める。 
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表 1 各種の癌における FGFR 遺伝子異常の頻度 

 

Gene 遺伝子異常 癌種 
FGFR1 遺伝子点変異 乳癌（稀）、肺癌（稀） 
 遺伝子増幅 肺扁平上皮癌（10-20%）、肺腺癌（~3％）、

乳癌（10-15%）、食道癌（~10%）、頭頸部癌

（~10%） 
 遺伝子転座 肺扁平上皮癌（0.3-0.6%）、脳腫瘍（~3%） 
FGFR2 遺伝子点変異 肺扁平上皮癌（~3%）、子宮体癌（10-16%） 
 遺伝子増幅 胃癌（4-10%）、乳癌(~4%) 
 遺伝子転座 肺扁平上皮癌（~0.3%） 
FGFR3 遺伝子点変異 膀胱癌（10-15%）、肺扁平上皮癌（~3%） 
 遺伝子転座 肺扁平上皮癌（1-3.5%）、肺腺癌（~0.5%）、

膀胱癌（~6%）、脳腫瘍（3-7%） 
FGFR4 遺伝子点変異 肺癌（稀）、子宮体癌（稀） 
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2.4 FGFR 阻害剤研究開発状況 

FGFR 阻害剤を大きく分類すると、FGFR 以外の種類のキナーゼも阻害してしまう第一世代の

FGFR 阻害剤と、FGFR ファミリーに対する選択性が非常に高い第二世代の FGFR 阻害剤があ

る。まず、dovitinib (38)、cediranib (39)、E-3810 (40)のような FGFR に対する選択性の低い

化合物の臨床開発が行われ、それに続いて、AZD4547 (41)、NVP-BGJ398 (42)、

CH5183284/Debio 1347 (43)（本研究で用いている化合物）などの FGFR に対する選択性の高

い化合物の臨床開発が行われているのが現状である。第一世代 FGFR 阻害剤の特徴は FGFR を

阻害するとともに KDR を阻害するということである。KDR キナーゼは、癌においては血管新

生に関わっており、阻害すると癌中の血管形成が阻害され、抗腫瘍効果をもたらすことが知られ

ている。例えば、KDR のリガンドである VEGF-A に対する中和抗体である bevacizumab はす

でに様々な癌種で効果があることが立証され、治療に用いられている(44-46)。一方で、KDR 阻

害は血圧上昇を引き起こすことも知られており、第一世代 FGFR 阻害剤の臨床試験では、KDR

阻害による血圧上昇が、FGFR 阻害による薬効よりも低い投与量で出てしまったため、FGFR 阻

害に必要な暴露を得るまで投与量を増やすことができず、明確な臨床効果が確認されていなかっ

た(47, 48)。そんな中、前述した FGFR1 遺伝子増幅を持つ乳癌に対しては dovitinib の効果の兆

しが確認され、より選択的な FGFR 阻害剤であれば、血圧上昇のリスクを伴わずより高い薬効

を発揮できるのではないかと考えられ、第二世代 FGFR 阻害剤が研究開発されているところで

ある。以下、表 2 に、紹介した化合物も含めた FGFR 阻害剤開発状況をまとめる(49)。 
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表 2 FGFR 阻害剤研究開発状況まとめ 

薬剤 会社 開発ステージ 
第一世代 
Dovitinib Novartis Phase III 
Pazopanib Novartis Phase III 
Ponatinib ARIAD Phase III 
Brivanib Bristol-Myers Squibb Phase III 
Nintedanib Boehringer Ingelheim Phase III 
Lucitanib (E-3810) Clovis Oncology Phase II 
第二世代 
NVP-BGJ398 Novartis Phase II 
AZD4547 Astrazeneca Phase II 
JNJ-42756493 Janssen Phase II 
CH5183284/Debio 1347 Chugai/Debiopharm Phase I 
LY2874455 Eli Lilly Phase I 
TAS-120 Taiho Oncology Phase I 
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2.5 研究の目的 

 上述の通り、癌は依然として非常に治療成績が悪く、新しい薬剤のニーズが非常に高い疾患で

ある。これまでに様々な阻害剤が開発・研究され、いくつかは上市され実医療で使用されている

が、全ての癌の治療が満足いくものになっているわけではない。本研究では、FGFR の遺伝子点

変異、遺伝子増幅もしくは遺伝子転座により活性化した癌を治療するために FGFR 選択的な低

分子阻害剤を創製し（第 3 章）(43)、新たな FGFR 選択的阻害剤の治療対象患者探索のために

FGFR 遺伝子転座を同定・解析し（第 4 章）(32)、そして FGFR 阻害剤の薬効発揮をより高い

精度で予測するため、FGFR のシグナル解析を行った（第 5 章）(50)。 
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第 3 章 FGFR 遺伝子変異を持つ癌に対し選択的

な新規 FGFR 低分子阻害剤の創製 

3.1 緒言 

 前述の通り、FGFR は様々な癌において、遺伝子増幅、遺伝子変異、遺伝子転座などにより

活性化し、癌の悪性化に関与していると考えられている。このような FGFR 活性化により悪性

化した癌を治療するため、これまでに FGFR に対する選択性の低い、第一世代 FGFR 阻害剤が

開発されてきたが、KDR キナーゼ阻害による血圧上昇というオフターゲット阻害による副作用

により顕著な効果を示すに至っていなかった。そこで FGFR 選択的な阻害剤、特に KDR を阻

害しない FGFR 阻害剤の創製を目指した。また、先行していた第二世代 FGFR 阻害剤との違い

を見出すことを試みた。 

 

3.2 方法と材料 

3.2.1 試薬と細胞 

 CH5183284/Debio 1347 と AZD4547 は中外製薬にて特許情報に従い作成した

（WO2011016528 および WO2008075068）。NVP-BGJ398、PD173074、cediranib と

dovitinib は Active Biochem 社もしくは Sigma-Aldrich 社から購入した。使用した細胞はそれ

ぞれ、American Type Culture Collection 社、Health Science Research Resources Bank 社、

Health Protection Agency Culture Collections 社、Deutsche Sammlung von 

Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH 社、Immuno-Biological Laboratories 社もしくは

Asterand 社から購入し、推奨培地にて培養した。 
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3.2.2 プロテインキナーゼアッセイ 

 FGFR1、FGFR2、FGFR3、FGFR4、FLT1、KDR、ABL、EPHA2、KIT、SRC、FLT3、

TIE2、EGFR、MET、INSR、ALK、JAK2、HER2、EPHB2、RON、AXL、LTK、FAK、

PKA、AKT1、PKACα、PKACβ1、PKACβ2、p38α、AurA、CDC2/CycB1、CHK1、CHK2、

TBK1、と FGFR2 N549H は Carna Biosciences 社から、PDGFR beta、MEK1、Raf-1 は

Millipore Corporation から購入した。それぞれのキナーゼ阻害活性は、化合物存在時にそれぞ

れのキナーゼがどれくらい基質ペプチドをリン酸化するかを測定することで解析した。測定は、

time-resolved fluorescence resonance energy transfer (TR-FRET) アッセイ もしくは

fluorescence polarization (FP) アッセイで実施した。 

 

3.2.3 細胞増殖阻害アッセイ 

用いたすべての細胞は、販売元の推奨する培地で培養した。細胞は、0.076 ~ 10,000 nmol/L

の濃度の CH5183284/Debio 1347 を含む 96 ウェルプレートに撒き、37℃で培養した。４日後、

Cell Counting Kit-8 (Dojindo Laboratories)を添加し、数時間のインキュベーションの後、450 

nm の吸光度を iMark Microplate Reader (Bio-Rad Laboratories)で測定した。細胞増殖阻害活

性の計算は、以下の式で行った。(1-T/C) x 100(%)。T は化合物処理されたウェルの吸光度を示

し、C は DMSO コントロールの吸光度を示す。 

 

3.2.4 ウェスタンブロット解析 

 in vitro の細胞内シグナル解析を行う際は、様々な濃度の CH5183284/Debio 1347 を細胞に添

加し 2 時間インキュベーションしたのちに、プロテアーゼ阻害剤とフォスファターゼ阻害剤を添

加した細胞溶解バッファー (Cell signaling Technology)を使って細胞を融解しタンパク調製を行

った。ゼノグラフト腫瘍内のシグナル解析を行う際は、BioMasher (k. K. Ashisuto) を用いて組

織をホモジェナイズしたのちに、細胞溶解バッファーを添加した。抽出細胞タンパクは SDS-
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PAGE 用のサンプルバッファー(Life technologies)で変性させ、定法に従いウェスタンブロット

解析を行った(51)。使用した抗体は以下の抗体である。一次抗体として、Phospho-FGF 

receptor (Tyr653/654) 抗体 (#3471)、phospho-PDGF receptor α (Tyr849)/PDGF receptor β 

(Tyr857) 抗体 (#3170)、PDGF receptor α 抗体 (#3164)、phospho-c-Kit (Tyr719) 抗体 

(#3391)、c-Kit 抗体 (#3392)、phospho-VEGF receptor 2 (Tyr1059) (D5A6) 抗体 (#2474)と

KDR 抗体 (#2479)は Cell Signaling Technology から購入した。FGFR2 抗体 (F0300)は

Sigma-Aldrich 社から購入した。FGFR1 抗体 (sc-7945)、FGFR4 抗体 (sc-124)と FGFR3 抗

体 (sc-13121) は Santa Cruz Biotechnology から購入した。また、二次抗体として、Anti-

rabbit IgG、HRP-linked 抗体 (NA934V)と Anti-mouse IgG、HRP-linked 抗体 (NA931V)は

GE Healthcare Life Sciences から購入した抗体を使用した。 

 

3.2.5 ラットテレメトリー試験 

 テレメトリー送信機を移植したウィスターラットを血圧測定実験に用いた。投与溶媒は、終濃

度で 0.5%のカルメロースナトリウム、0.5%のポリソルベート 20 と 0.9%のベンジルアルコール

を水に溶解させたものを用いた。CH5183284/Debio 1347 は 10 mg/kg もしくは 30 mg/kg を一

日一回、4 日間経口投与した。血圧は継続的に５分ごとに自動測定した。ベースラインの血圧は

実験前 24 時間の平均値を採用し、血圧の変化はそこからの増減とした(52)。全ての in vivo 試験

は中外製薬 Animal Care and Use Committee に承認されたものである。 

 

3.2.6 マウスゼノグラフト試験 

 BALB nu/nu マウス (CAnN.Cg-Foxn1<nu>/CrlCrlj nu/nu)は Charles river Laboratories か

ら購入し、無菌下で飼育した。4x106から 1.1x107の細胞を 100 から 200 μL の無血清培養培地

に懸濁し、皮下に移植した。腫瘍径を週に二度測定し、以下の計算式に従って腫瘍体積を算出し

た。TV (tumor volume) = ab2/2。a は腫瘍の長さを意味し、b は腫瘍の幅を意味する。腫瘍体積
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が 200 から 300 mm3に達したのちに腫瘍体積に基づいてランダマイズを行い、薬効試験を開始

した。CH5183284/Debio 1347 または AZD4547 は一日一回経口投与を行った。 

 

3.2.7 免疫染色実験 

 化合物投与後に採材されたゼノグラフト腫瘍をホルマリンに 24 時間浸し、パラフィン固定し

た。固定されたサンプルを薄切りしスライドに張り付け、染色を行った。染色は DISCOVERY 

XT 自動染色プラットフォーム（Ventana Medical Systems）を用いて行った。使用した抗体は

以下。phospho-FRS (ab78195)に対する抗体を Abcam から購入し、 phospho-FGFR (#3471)、

phospho-ERK (#4780)と phospho-S6 (#4858) に対する抗体を Cell Signaling Technology から

購入した。 

 

3.2.8 FGFR1 と CH5183284/ Debio 1347 の結晶構造解析 

 GST タグ付きヒト FGFR1 キナーゼドメイン(462 から 763 残基まで)を大腸菌で発現させ、

プロテアーゼ処理により GST タグを分離後、GST カラム、イオン交換クロマトグラフィー、ゲ

ル濾過クロマトグラフィーを用いて精製した。結晶は 4℃におけるシッティングドロップ法（平

衡化溶液：5–20% PEG 550 MME、0.1 M マレイン酸 [pH 5.5]）で得た。回折データ取得前に

22%のエチレングリコールを付加し液体窒素下で凍らせた。回折データは SLS のビームライン

PXII の放射光を用いて PILATUS 6M detector (DECTRIS Ltd.製)で測定した。回折データは

XDS で処理して空間群 C121 で SCALA でスケーリングした。FGFR1/ CH5183284/Debio 1347

複合体の三次元構造は、まずインシュリン受容体キナーゼ (PDB ID 1GAG)の三次元構造から

Phaser を用いて分子置換して求めた。結晶の非対称要素の中に 2 個の蛋白が入っていた。更に

モデル（三次元構造）は COOT を用いて手動で再構築して REFMAC5 で精密化した。最終的な

分解能は 2.2 Åになった。原子変位因子（温度因子）は等方的な因子にした。最終的な三次元構
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造には 464 から 763、462 から 762 の残基の座標が含まれている。最終的な電子密度から、はっ

きりとした CH5183284/Debio 1347 の結合形式が確認できた。 

 

3.2.9 各種 FGFR を恒常的に発現する Ba/F3 細胞の構築 

 TEL という転写因子の二量体化促進ドメインと FGFR2 の細胞内ドメインの融合遺伝子をク

ローニングし、pCXND3 発現ベクターにサブクローニングした。使用した FGFR2 は野生型

(WT)と 564 番目のバリンをフェニルアラニンに変異させた V564F 変異体である。それぞれの発

現ベクターを NucleoFector device (Amaxa)を用いてトランスフェクションし、TEL-FGFR2 

WT もしくは V564F が導入された Ba/F3 細胞を作成、その後、IL3 を培地から除いても生き残

ってくる細胞を単離し、FGFR2 に依存して増殖する Ba/F3-TEL-FGFR2 WT と Ba/F3-TEL-

FGFR2 V564F 細胞とした。 

 

3.2.10 FGFR2 の免疫沈降アッセイ 

 HEK293 細胞を用いて、pCXND3-FGFR2-WT、FGFR2 V564F、FGFR2 V564I と FGFR2 

V564L 発現ベクターを一過性に発現させた。細胞を前述の通り溶解しタンパクを調製したの

ち、Dynabeads Protein G (Life technologies) が結合した FGFR2 抗体 (Sigma F0300) と 1 時

間インキュベーションし、2 度洗浄し、キナーゼアッセイにそのまま用いた。 

 

3.3 結果 

3.3.1 FGFR1、FGFR2 と FGFR3 に対する選択的阻害活性 

 FGFR 選択的な阻害剤を得るため、中外製薬の化合物ライブラリーを用いてハイスループッ

トスクリーニングを行った。最初に同定した化合物は、既知の FGFR 阻害剤とは異なる母核を
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持つが、比較的キナーゼ選択性の悪い化合物であった。化合物誘導体化を行うことで、より

FGFR に選択的で、より物性の良い化合物を創製することに成功し、CH5183284/Debio 1347

を得た（図 9）。FGFR1、FGFR2 と FGFR3 に加え 20 種のチロシンキナーゼ、14 種のセリ

ン・スレオニンキナーゼに対する CH5183284/Debio 1347 の阻害活性を測定した（表 3）。

FGFR1、FGFR2、FGFR3 と FGFR4 に対する阻害活性（IC50）はそれぞれ、9.3、7.6、22、

290 nmol/L であった。一方で、KDR に対する阻害活性（IC50）は 2.1 μmol/L であり、

FGFR1/2/3 と比較して十分な選択性を保持していることが酵素レベルで確認できた。その他 33

種のキナーゼに対しても同様に選択性を保持していることが確認された。さらにその選択性を確

認するため、DiscoveRx 社の KINOMEscan アッセイを用いて 442 種のキナーゼに対する選択

性を確認した（https://www.discoverx.com/technologies-platforms/competitive-binding-

technology/kinomescan-technology-platform）。CH5183284/Debio 1347 は 100 nmol/L もし

くは 1.0 μmol/L の濃度を用いてアッセイを行った。それぞれのキナーゼに対して、ATP アナロ

グとの競合阻害活性を測定する系であり、それぞれの化合物濃度での阻害％を算出した（表 

4）。結果、100 nmol/L の化合物濃度において、80%以上の阻害活性を示したキナーゼは

FGFR1、FGFR2 と FGFR3 を含む 5 キナーゼのみであり、本系においても CH5183284/Debio 

1347 の高い選択性が示された。 

 次に、FGFR1、FGFR2 と FGFR3 に対する選択性を細胞内においても確認するため、様々な

受容体型チロシンキナーゼの自己リン酸化阻害活性をウェスタンブロットによって検出した。リ

ン酸化 FGFR の検出には FGFR1、FGFR2、FGFR3 と FGFR4 に対して同じ抗体を用いた。

様々な濃度の CH5183284/Debio 1347 を各種の細胞に添加し、2 時間後に細胞からタンパクを

抽出し実験に用いた。FGFR1 の自己リン酸化阻害は、FGFR1 遺伝子増幅を持つ DMS114 肺癌

細胞株において、FGFR2 の自己リン酸化阻害は、FGFR2 遺伝子増幅を持つ SNU-16 胃がん細

胞株において、FGFR3 の自己リン酸化阻害は、FGFR3 Y373C 変異を持つ KMS-11 多発性骨髄

腫細胞株において確認した。FGFR4、KDR、PDGFRalpha と c-KIT の阻害活性は、それぞ

https://www.discoverx.com/technologies-platforms/competitive-binding-technology/kinomescan-technology-platform
https://www.discoverx.com/technologies-platforms/competitive-binding-technology/kinomescan-technology-platform
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れ、FGFR4 Y367C 変異を持つ MD-MB-453 乳癌細胞株、KDR を発現する HUVEC ヒト血管

細胞株、PDGFRalpha 遺伝子増幅を持つ NCI-H1703 肺癌細胞株、c-KIT N822K 変異を持つ

Kasumi-1 血液がん細胞株において確認した。その結果、FGFR1、FGFR2、FGFR3 に対して

は 100~300 nmol/L においてその阻害活性が確認された(図 10)。一方、その他のキナーゼに対

する阻害活性は同程度の化合物濃度においては確認されなかった。 

 さらに、KDR に対する選択性をより詳細に検証するため、ヒト血管細胞 HUVEC の増殖阻害

活性測定とラット血圧上昇活性測定を行った。HUVEC 細胞は VEGF-KDR のシグナルもしく

は FGF-FGFR のシグナルに依存して増殖できることが知られている。このことを利用し選択性

を確認しようと試みた。培地中に VEGF もしくは FGF を添加し HUVEC の細胞増殖を促し、

その細胞増殖活性を CH5183284/Debio 1347 がどの程度阻害するかを確認した。4 日間のイン

キュベーションののち、細胞増殖阻害活性を測定した結果、FGF-FGFR 依存的な増殖阻害活性

（IC50）は 29 nmol/L だったのに対し、VEGF-KDR 依存的な増殖阻害活性（IC50）は 780 

nmol/L であった（図 11）。さらに、KDR 阻害剤の特徴の一つである血圧上昇作用を

CH5183284/Debio 1347 が保持しているかどうかを確認するため、ラットを用いて血圧上昇活

性測定を行った。テレメトリー送信機が移植されたラットに一日一回の CH5183284/Debio 

1347 の投与（10 mg/kg もしくは 30 mg/kg）を 4 日間行い、血圧を測定した。その結果、

CH5183284/Debio 1347 はほとんど血圧を上昇させないことが確認された（図 12）。本実験で

得られている血中化合物濃度は in vivo で薬効を発揮するのに十分な濃度であることから（未公

開データ）、CH5183284/Debio 1347 は血圧上昇という副作用を引き起こさずに FGFR 依存的

な癌に対して効果を示す可能性が示唆された。 
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図 9 CH5183284/Debio 1347 の化学構造 
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図 10 細胞内における各受容体型チロシンキナーゼ阻害活性 

FGFR1 阻害を DMS-114 小細胞肺癌細胞にて、FGFR2 阻害を SNU-16 胃癌細胞にて、FGFR3 を

KMS11 多発性骨髄腫細胞にて、FGFR4 を MDA-MB435 乳癌細胞にて、KDR を HUVEC ヒト血

管細胞にて、PDGFRalpha を NCI-H1703 非小細胞肺癌細胞にて、cKIT を Kasumi-1 血液がん細胞

にて検証した。CH5183284/Debio 1347 を各濃度において 2 時間処理後、細胞タンパクを抽出しウ

ェスタンブロット解析した。 
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図 11 ヒト血管細胞 HUVEC に対する細胞増殖阻害活性 

CH5183284/Debio 1347 のヒト血管細胞 HUVEC に対する細胞増殖阻害活性。HUVEC を VEGF 

(20 ng/mL) もしくは ECGF (30 µg/mL)を含む培地で培養し、CH5183284/Debio 1347 添加４日後に

測定した。 
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図 12 ラットでの血圧上昇への影響 

CH5183284/Debio 1347 を 0、10、30 mg/kg でラットに投与し、拡張期血圧を測定し、ベースライ

ンの血圧と比較した。 
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表 3 CH5183284/Debio 1347 のキナーゼ阻害活性 

 

 
 
 
 
 

Class Enzyme IC50
(nmol/L)

Tyrosine FGFR1 9.3
kinase FGFR2 7.6

FGFR3 22
FGFR4 290

PDGFRβ 560
FLT1 1,000
KDR 2,100
ABL 4,900

EPHA2 5,000
KIT 5,500
SRC 5,900
FLT3 6,400
TIE2 >10,000

EGFR >10,000
MET >10,000
INSR >10,000
ALK >10,000
JAK2 >10,000
HER2 >10,000

EPHB2 >10,000
RON >10,000
AXL >10,000
LTK >10,000
FAK >10,000

Class Enzyme IC50
(nmol/L)

Serine/ Raf-1 >10,000
threonine MEK1 >10,000

kinase PKA >10,000
AKT1 >10,000

PKACα >10,000
PKACβ1 >10,000
PKACβ2 >10,000

p38α >10,000
AurA >10,000

CDC2/
CycB1 >10,000

CHK1 >10,000
CHK2 >10,000
TBK1 >10,000
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表 4 KINOMEscan による CH5183284/Debio 1347 の選択性確認 

DiscoveRx 社の KINOMEscan アッセイに、CH5183284/Debio 1347 を 0.1 μM もしくは 1 μM
添加し、％競合阻害を測定した。 
 

 
 
 

以下のキナーゼはどちらの化合物濃度においても 65%未満の阻害活性 
AAK1,  ABL1(E255K)-phosphorylated,  ABL1(F317I)-nonphosphorylated,  ABL1(F317I)-
phosphorylated, ABL1(F317L)-nonphosphorylated,  ABL1(F317L)-phosphorylated, 
ABL1(H396P)-phosphorylated,  ABL1(M351T)-phosphorylated,  ABL1(Q252H)-
phosphorylated,  ABL1(T315I)-nonphosphorylated,  ABL1(T315I)-phosphorylated, 
ABL1(Y253F)-phosphorylated,  ABL1-nonphosphorylated,  ABL1-phosphorylated,  ABL2,  
ACVR1,  ACVR1B,  ACVR2A,  ACVRL1,  ADCK3,  ADCK4,  AKT1,  AKT2,  AKT3,  
ALK,  AMPK-alpha1,  AMPK-alpha2,  ANKK1,  ARK5,  ASK1, ASK2,  AURKA,  
AURKB,  AURKC,  AXL,  BIKE,  BMPR1A,  BMPR1B, BMPR2,  BMX,  BRAF,  

Kinase
% competition
at 100 nM in

KINOMEscan

% competition
at 1,000 nM in
KINOMEscan

FGFR1 90 100
FGFR2 87 97
FGFR3 80 99

FGFR3(G697C) 85 99
KIT(V559D) 95 100

KIT 92 100
PDGFRB 92 100

KIT(L576P) 87 99
CSF1R 76 99

PDGFRA 76 99
RET(M918T) <65 94

EPHB6 <65 92
RET <65 91
BLK <65 85

KIT(V559D,V654A) <65 83
FGR <65 82

ABL1(H396P)-nonphosphorylated <65 74
ACVR2B <65 72

DDR1 <65 72
MEK5 <65 70

ABL1(Q252H)-nonphosphorylated <65 65
LYN <65 65
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BRAF(V600E) ,  BRK,  BRSK1,  BRSK2,  BTK,  CAMK1,  CAMK1D,  CAMK1G,  
CAMK2A, CAMK2B,  CAMK2D,  CAMK2G,  CAMK4,  CAMKK1,  CAMKK2,  CASK,  
CDC2L1,  CDC2L2,  CDC2L5,  CDK11,  CDK2,  CDK3,  CDK4-cyclinD1,  CDK4-
cyclinD3,  CDK5,  CDK7,  CDK8,  CDK9,  CDKL1,  CDKL2,  CDKL3,  CDKL5,  
CHEK1,  CHEK2,  CIT,  CLK1,  CLK2,  CLK3,  CLK4,  CSK,  CSNK1A1,  
CSNK1A1L,  CSNK1D,  CSNK1E,  CSNK1G1,  CSNK1G2,  CSNK1G3,  CSNK2A1,  
CSNK2A2,  CTK,  DAPK1,  DAPK2,  DAPK3,  DCAMKL1,  DCAMKL2,  DCAMKL3,  
DDR2,  DLK,  DMPK,  DMPK2,  DRAK1,  DRAK2,  DYRK1A,  DYRK1B,  DYRK2,  
EGFR,  EGFR(E746-A750del),  EGFR(G719C),  EGFR(G719S),  EGFR(L747-E749del, 
A750P),  EGFR(L747-S752del, P753S),  EGFR(L747-T751del,Sins),  EGFR(L858R),  
EGFR(L858R,T790M),  EGFR(L861Q),  EGFR(S752-I759del),  EGFR(T790M),  EIF2AK1,  
EPHA1,  EPHA2,  EPHA3,  EPHA4,  EPHA5,  EPHA6,  EPHA7,  EPHA8,  EPHB1,  
EPHB2,  EPHB3,  EPHB4,  ERBB2,  ERBB3,  ERBB4,  ERK1,  ERK2,  ERK3,  
ERK4,  ERK5,  ERK8,  ERN1,  FAK,  FER,  FES,  FGFR4,  FLT1,  FLT3,  
FLT3(D835H),  FLT3(D835Y),  FLT3(ITD),  FLT3(K663Q),  FLT3(N841I),  
FLT3(R834Q),  FLT4,  FRK,  FYN,  GAK,  GCN2(Kin.Dom.2,S808G),  GRK1,  GRK4,  
GRK7,  GSK3A,  GSK3B,  HCK,  HIPK1,  HIPK2,  HIPK3,  HIPK4,  HPK1,  HUNK,  
ICK,  IGF1R,  IKK-alpha,  IKK-beta,  IKK-epsilon,  INSR,  INSRR,  IRAK1,  IRAK3,  
IRAK4,  ITK,  JAK1(JH1domain-catalytic),  JAK1(JH2domain-pseudokinase), 
JAK2(JH1domain-catalytic),  JAK3(JH1domain-catalytic),  JNK1,  JNK2,  JNK3,  
KIT(A829P),  KIT(D816H),  KIT(D816V),  KIT(V559D,T670I),  LATS1,  LATS2,  LCK,  
LIMK1,  LIMK2,  LKB1,  LOK,  LRRK2,  LRRK2(G2019S) ,  LTK,  LZK,  MAK,  
MAP3K1,  MAP3K15,  MAP3K2,  MAP3K3,  MAP3K4,  MAP4K2,  MAP4K3,  
MAP4K4,  MAP4K5,  MAPKAPK2,  MAPKAPK5,  MARK1,  MARK2,  MARK3,  
MARK4,  MAST1,  MEK1,  MEK2,  MEK3,  MEK4,  MEK6,  MELK,  MERTK,  
MET,  MET(M1250T) ,  MET(Y1235D) ,  MINK,  MKK7,  MKNK1,  MKNK2,  MLCK,  
MLK1,  MLK2,  MLK3,  MRCKA,  MRCKB,  MST1,  MST1R,  MST2,  MST3,  MST4,  
MTOR,  MUSK,  MYLK,  MYLK2,  MYLK4,  MYO3A,  MYO3B,  NDR1,  NDR2,  
NEK1,  NEK11,  NEK2,  NEK3,  NEK4,  NEK5,  NEK6,  NEK7,  NEK9,  NIM1,  
NLK,  OSR1,  p38-alpha,  p38-beta,  p38-delta,  p38-gamma,  PAK1,  PAK2,  PAK3,  
PAK4,  PAK6,  PAK7,  PCTK1,  PCTK2,  PCTK3,  PDPK1,  PFCDPK1(P.falciparum), 
PFPK5(P.falciparum), PFTAIRE2,  PFTK1,  PHKG1,  PHKG2,  PIK3C2B,  PIK3C2G,  
PIK3CA,  PIK3CA(C420R) ,  PIK3CA(E542K) ,  PIK3CA(E545A) ,  PIK3CA(E545K) ,  
PIK3CA(H1047L) ,  PIK3CA(H1047Y) ,  PIK3CA(I800L) ,  PIK3CA(M1043I) ,  
PIK3CA(Q546K) ,  PIK3CB,  PIK3CD,  PIK3CG,  PIK4CB,  PIM1,  PIM2,  PIM3,  
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PIP5K1A,  PIP5K1C,  PIP5K2B,  PIP5K2C,  PKAC-alpha,  PKAC-beta,  PKMYT1,  
PKN1,  PKN2,  PKNB(M.tuberculosis) ,  PLK1,  PLK2,  PLK3,  PLK4,  PRKCD,  
PRKCE,  PRKCH,  PRKCI,  PRKCQ,  PRKD1,  PRKD2,  PRKD3,  PRKG1,  PRKG2,  
PRKR,  PRKX,  PRP4,  PYK2,  QSK,  RAF1,  RET(V804L),  RET(V804M),  RIOK1,  
RIOK2,  RIOK3,  RIPK1,  RIPK2,  RIPK4,  RIPK5,  ROCK1,  ROCK2,  ROS1, 
RPS6KA4(Kin.Dom.1-N-terminal), RPS6KA4(Kin.Dom.2-C-terminal), RPS6KA5(Kin.Dom.1-
N-terminal), RPS6KA5(Kin.Dom.2-C-terminal),  RSK1(Kin.Dom.1-N-terminal), 
RSK1(Kin.Dom.2-C-terminal), RSK2(Kin.Dom.1-N-terminal), RSK3(Kin.Dom.1-N-terminal), 
RSK3(Kin.Dom.2-C-terminal),  RSK4(Kin.Dom.1-N-terminal), RSK4(Kin.Dom.2-C-
terminal), S6K1,  SBK1,  SgK110,  SGK3,  SIK,  SIK2,  SLK,  SNARK,  SNRK,  
SRC,  SRMS,  SRPK1,  SRPK2,  SRPK3,  STK16,  STK33,  STK35,  STK36,  STK39,  
SYK,  TAK1,  TAOK1,  TAOK2,  TAOK3,  TBK1,  TEC,  TESK1,  TGFBR1,  
TGFBR2,  TIE1,  TIE2,  TLK1,  TLK2,  TNIK,  TNK1,  TNK2,  TNNI3K,  TRKA,  
TRKB,  TRKC,  TRPM6,  TSSK1B,  TTK,  TXK,  TYK2(JH1domain-catalytic) ,  
TYK2(JH2domain-pseudokinase) ,  TYRO3,  ULK1,  ULK2,  ULK3,  VEGFR2,  VRK2,  
WEE1,  WEE2,  YANK1,  YANK2,  YANK3,  YES,  YSK1,  YSK4,  ZAK,  ZAP70 
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3.3.2 CH5183284/Debio 1347 と FGFR1 複合体の結晶構造解析 

 CH5183284/Debio 1347 の FGFR1、FGFR2 と FGFR3 に対する選択性獲得メカニズムを考

察するため、FGFR1 のキナーゼドメイン（462-763 残基）と CH5183284/Debio 1347 の共結晶

を取得し、構造解析を行った（PDB ID 3WJ6、表 5、図 13）。その結果、CH5183284/Debio 

1347 は FGFR1 の DFG-in の状態の ATP 結合ポケットに 5 つの水素結合で相互作用しているこ

とがわかった。キナーゼは活性化ループの N 末端に保存された DFG モチーフ（Asp-Phe-Gly）

を持ち、キナーゼが活性化している状態においては、DFG-in と呼ばれる構造を取り、不活性化

している状態においては DFG の Phe が活性化ループの外側に移動し、DFG-out と呼ばれる構

造を取る(53)。参考として、ATP アナログと FGFR1 が相互作用している構造（PDB:3GQI）を

示した。ATP が FGFR1 と相互作用している部位と CH5183284/Debio 1347 と FGFR1 とが相

互作用している部位は非常に近いことがわかる（図 14）。つまり CH5183284/Debio 1347 は活

性化型の FGFR1 と相互作用していることがわかった。次に、構造既知の FGFR 阻害剤との違

いを検証した（図 15）。解析に使用した NVP-BGJ398 と PD173074 の化学構造を示した（図 

16）。NVP-BGJ398 と PD173074 は 3,5-ジメトキシフェニルモチーフが ATP 結合ポケットの

奥の部分と相互作用している可能性が示唆されるのに対して、CH5183284/Debio 1347 はベンズ

イミダゾール部分での相互作用が示唆された。例えば、CH5183284/Debio 1347 は ATP 結合ポ

ケットの最も奥に位置する Phe642 と相互作用できる。CH5183284/Debio 1347 創製の過程で、

ベンズイミダゾール部分にメチル基を持たない化合物を評価したが、FGFR の阻害活性と他キナ

ーゼに対する選択性が減弱したことから、この部分は活性と選択性の維持に重要な働きをしてい

ることが示唆されている。また、Met535 の硫黄原子とベンズイミダゾール部分の窒素原子とメ

チル基との相互作用も CH5183284/Debio 1347 だけで示唆されている。最後に、FGFR のゲー

トキーパー部位と考えられている Val561 との相互作用についてであるが、CH5183284/Debio 

1347 はベンズイミダゾール部分の芳香環で相互作用している。他の化合物が共通して持つメト

キシ部分と Val561 との相互作用も示唆されているが、CH5183284/Debio 1347 は芳香環で相互
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作用していることから、Val561 と化合物の間の空間がより広いことが示唆される。これは、薬

剤治療中にゲートキーパー部位に変異が生じてもある程度許容されることを示唆する。ゲートキ

ーパー部位に関する詳細は後述する（p.57）。このように、CH5183284/Debio 1347 は

Phe642、Met535 と Val561 と既存の化合物とは異なる相互作用をしていることが示唆されてい

るが、そのうち Met535 との相互作用は KDR との選択性を獲得することに貢献していることが

示唆されている。KDR は同じ部位にロイシンを持ち、モデリング上、CH5183284/Debio 1347

と KDR の Leu889 は有効な相互作用を示さないことが示唆されている（図 17）。次に、ゲー

トキーパー部位のバリンについてだが、490 種のキナーゼのうち、ゲートキーパー部位にバリン

を保有しているキナーゼはわずか 15 種であり、上述のフェニルアラニンとメチオニンも同じ位

置に保有しているキナーゼは 7 種であった。これらの FGFR に特徴的なアミノ酸と相互作用す

ることで高い選択性を発揮していることが示唆される。最後に、FGFR4 に対する選択性につい

てだが、CH5183284/Debio 1347 と FGFR1 の相互作用に重要な箇所の一つ Tyr563 の部分が

FGFR4 ではシステインになっており、CH5183284/Debio 1347 は相互作用ができないことが示

唆され、このことにより FGFR4 との選択性を獲得していると示唆される。 
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図 13 CH5183284/Debio 1347 と FGFR1 の X 線結晶構造解析 

ATP 結合サイトにおける、CH5183284/Debio 1347 と FGFR1 の相互作用(PDB ID 3WJ6)。
CH5183284/Debio 1347 はボール＆スティックモデルで示した。炭素原子は紫、酸素原子は赤、

窒素原子は青で示し、水素結合は赤点線で示した。 
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図 14 FGFR1 と CH5183284/Debio 1347 もしくは ATP アナログの相互作用 

左図は FGFR1 と CH5183284/Debio 1347 の構造、右図は FGFR1 と ATP アナログの構造。酸

素原子は赤色、窒素原子は青色、リン原子は茶色、CH5183284/Debio 1347 の炭素原子は紫色、

ATP アナログの炭素原子は緑色で表した。 
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図 15 CH5183284/Debio 1347、NVP-BGJ398 もしくは PD173074 と FGFR1 と

の重ね合わせ 

CH5183284/Debio 1347 と FGFR1、NVP-BGJ398 と FGFR1 (PDB ID 3TT0)と PD173074 と

FGFR1 (PDB ID 2FGI) (54)の重ね合わせ。Phe642 の芳香環の中心と CH5183284/Debio 1347
のベンズイミダゾール部位のメチル基との距離は 0.37 nm、Val561 の Cγ2原子と 
CH5183284/Debio 1347 のベンズイミダゾール部位の X-position 炭素原子との距離は 0.37 
nm、また、Met535 の硫黄原子と CH5183284/Debio 1347 のベンズイミダゾール部位の Y-
position 窒素原子との距離は 0.38 nm であった。NVP-BGJ398 (青緑)と PD173074 (緑)のボー

ル＆スティックモデルは CH5183284/Debio 1347 (ピンク)に重ね合わせた。 
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図 16 PD173074 と NVP-BGJ398 の構造 
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図 17 CH5183284/Debio 1347-FGFR1 と CH5183284/Debio 1347-KDR の結合モ

デルとの重ね合わせ 

CH5183284/Debio 1347-FGFR1（ピンク)と CH5183284/Debio 1347-KDR（緑）の結合モデル

との重ね合わせ。 
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表 5 3D 結晶構造解析 

FGFR1 と CH5183284/Debio 1347 の共結晶の結晶構造解析データ 
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3.3.3 FGFR 遺伝子異常癌に対する選択的な増殖阻害活性 

 FGFR 選択的なキナーゼ阻害活性を持つ CH5183284/Debio 1347 が癌細胞に対しても同様な

選択性を持つかどうか確認するため、様々な癌種を含む 327 種類の癌細胞株に対する細胞増殖阻

害活性を測定した（図 18、表 6）。その結果、24 株が CH5183284/Debio 1347 に感受性があ

った。その 24 株のうち 20 株はなんらかの FGFR 遺伝子異常を持つ癌細胞であったことから、

CH5183284/Debio 1347 が FGFR 遺伝子異常を持つ癌に特異的に効果を発揮することが期待さ

れた。効果があった癌は、FGFR2 遺伝子増幅を持つ胃癌、乳がんや大腸癌、FGFR2 遺伝子変

異を持つ子宮体癌、FGFR3 遺伝子変異を持つ膀胱癌や多発性骨髄腫、FGFR3 遺伝子転座を持

つ膀胱癌、FGFR1 遺伝子増幅を持つ肺癌などであった。 
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図 18 CH5183284/Debio 1347 の選択的な癌細胞増殖阻害活性 

327 種類の癌細胞株に CH5183284/Debio 1347 を添加し 4 日間インキュベーションしたのち

に、WST-8 を用いて細胞増殖阻害活性を測定し、IC50値を算出した。赤色の棒は、FGFR1 遺伝

子異常を持つ癌細胞株、橙色の棒は、FGFR2 遺伝子異常を持つ癌細胞株、緑色の棒は、FGFR3
遺伝子異常を持つ癌細胞株、その他は青色の棒で示した。 
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表 6 CH5183284/Debio 1347 の細胞増殖阻害活性まとめ 
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3.3.4 In vivo モデルにおける FGFR 選択的な抗腫瘍効果の確認 

 In vitro の細胞増殖阻害アッセイで確認された FGFR 遺伝子異常癌に対する選択性を in vivo

でも確認するためゼノグラフトマウスモデルを用いて薬効試験を実施した。その結果、

CH5183284/Debio 1347 が in vitro で示していた FGFR 遺伝子変異癌に対する選択性が in vivo 

モデルにおいても確認された（図 19）。効果が確認された in vivo モデルは、KG1 (血液がん、 

FGFR1OP-FGFR1 遺伝子転座、最大抗腫瘍効果 134%)、SNU-16 (胃癌、FGFR2 遺伝子増幅、

最大抗腫瘍効果 147%)、MFE280 (子宮体癌、FGFR2 S252W 変異、最大抗腫瘍効果 100%)、

UM-UC-14 (膀胱癌、FGFR3 S249C 変異、最大抗腫瘍効果 116%)と RT112/84 (膀胱癌、

FGFR3-TACC3 遺伝子転座、最大抗腫瘍効果 125%)であった。一方で、FGFR 遺伝子異常を持

たない癌である MKN-45 胃癌細胞株モデルにおいては、最大抗腫瘍効果が 8%であり、薬効は確

認されなかった。 次に、CH5183284/Debio 1347 が本当に腫瘍内の FGFR を阻害しているかを

検証するために、SNU-16 胃癌ゼノグラフトモデルに CH5183284/Debio 1347 を 30 mg/kg 投

与し、腫瘍中の FGFR のリン酸化阻害をウェスタンブロット法で確認した。その結果、少なく

とも投与後 7 時間まではほぼ完全に FGFR のシグナルが抑えられていることが確認された（図 

20）。最後に、CH5183284/Debio 1347 が FGFR の下流シグナルも抑制しているかを確認する

目的で、化合物投与 4 時間後に SNU-16 ゼノグラフト腫瘍組織を採材し、免疫染色を行った。

その結果、溶媒投与群と比較すると、リン酸化 FGFR だけでなく、下流因子である FRS、ERK

や S6 のリン酸化も抑えられていることが観察された（図 21）。これまでの結果から、

CH5183284/Debio 1347 は in vitro においても in vivo においても FGFR 遺伝子異常を持つ癌に

選択的な薬効を発揮する薬剤であることが示唆された。 
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図 19 in vivo モデルにおける FGFR 選択的な抗腫瘍効果の確認 

CH5183284/Debio 1347 のマウスゼノグラフトモデルにおける in vivo 抗腫瘍効果。KG1、 
SNU-16、MFE280、UM-UC-14、RT112/84、もしくは MKN-45 細胞を移植されたマウスに

CH5183284/Debio 1347 を 11 日間投与し、腫瘍サイズを測定した。データは平均と標準偏差を

示した。 
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図 20 腫瘍中のリン酸化 FGFR 阻害活性測定 

SNU-16 ゼノグラフトモデルマウスに CH5183284/Debio 1347 を 30 mg/kg 投与し、リン酸化

FGFR 量の経時的変化をウェスタンブロット解析で検出した。N=3 
 
 
 

 
 

図 21 FGFR 経路関連因子のリン酸化阻害 

溶媒もしくは 100 mg/kg の CH5183284/Debio 1347 を SNU-16 ゼノグラフトマウスモデルに投

与し、４時間後にゼノグラフト組織を採材し、ホルマリン固定パラフィン包埋サンプルを作成

し、各リン酸化タンパク質を免疫染色した。 
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3.3.5 FGFR2 ゲートキーパー変異に対する効果 

 ゲートキーパーとは、ATP 結合ポケットの奥に位置し、そのポケットの立体構造決定に大き

な影響を与えることが知られている部位である。これまでに、このゲートキーパー部位に変異が

入ることで薬剤に対する獲得耐性を得て、薬剤の効果が発揮されなくなる例が実医療でも問題と

なっている。例えば、EGFR の T790M 変異(55)、BCR-ABL の T315I 変異(56)や EML4-ALK

の L1196M 変異(57)などであり、近年、これらの変異を獲得した癌にも効果がある薬剤の研究開

発が進められ、例えば、既存の EGFR 阻害剤が効かない EGFR T790M 変異にも効果のある

osimertinib は目覚ましい効果を示している(58)。これらのことから、ゲートキーパー変異にも

効果のある薬剤は大きなメリットがあると考えられるため、CH5183284/Debio 1347 が FGFR2

のゲートキーパー変異を阻害することができるかの検証を試みた。まず、FGFR2 ゲートキーパ

ー変異体のキナーゼ活性を測定した。FGFR2 の WT もしくは V564F、V564I、V564L を

HEK293 細胞に一過性に発現させ、細胞タンパク質を抽出し、抗 FGFR2 抗体で FGFR2 を免疫

沈降後、それぞれの FGFR2 のキナーゼ活性を測定した。結果、ゲートキーパー変異を持つ

FGFR2 は WT と比較してより高いキナーゼ活性を持つことが示唆された（図 22）。次に、

CH5183284/Debio 1347 と AZD4547 がこれらの FGFR2 ゲートキーパー変異体を阻害すること

ができるかを検証した。HCT116 細胞に一過性に FGFR2 の WT もしくは V564F、V564I、

V564L を発現させ、CH5183284/Debio 1347 もしくは AZD4547 を添加、2 時間後に細胞抽出液

を回収し、ウェスタンブロット解析を行った。AZD4547 はすべてのゲートキーパー変異に活性

の減弱が見られたのに対し、CH5183284/Debio 1347 は V564F 変異に対しては活性を維持する

ことがわかった（図 23）。そこで、FGFR2 V564F 変異についてより詳細に解析を行うことと

した。 

まず、FGFR2 に依存して増殖する Ba/F3 細胞の構築を試みた。転写因子 TEL 遺伝子の二量

体化を促進するドメインと FGFR2 の細胞内ドメインを融合させた遺伝子をクローニングした。

これにより FGFR2 はリガンド非依存的な恒常的な二量体化と活性化を維持することができる。
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そして、TEL-FGFR2 を発現する Ba/F3 細胞を構築した。本来 Ba/F3 細胞は IL3 という液性因

子依存的に増殖するが、TEL-FGFR2 のような増殖を誘導する遺伝子を強制発現させると、IL3

非依存的に、FGFR2 依存的に増殖するようになる。この細胞を用いて、各種 FGFR 阻害剤の効

果を確認した。まず、in vitro の細胞増殖阻害活性を測定した（図 24）。結果、リン酸化阻害

の結果と同様、CH5183284/Debio 1347 の Ba/F3 FGFR2 V564F 細胞増殖阻害活性（IC50）と

Ba/F3 FGFR2 WT 細胞増殖阻害活性（IC50）は 7.3 倍の差しかなかったのにも関わらず、

AZD4547 の場合は 215 倍、NVP-BGJ398 の場合は 8,460 倍もあり、強い耐性を獲得している

ことが示された。次に、in vivo ゼノグラフトモデルにおいて、FGFR2 V564F の AZD4547 に

対する耐性度と CH5183284/Debio 1347 がその耐性を克服しているかどうかを検証した。両化

合物とも Ba/F3 FGFR2 WT モデルにおいては同等の抗腫瘍効果を示したが（図 25A）、Ba/F3 

FGFR2 V564F モデルにおいては AZD4547 の抗腫瘍効果はほぼ完全に消失し、

CH5183284/Debio 1347 の薬効は維持されていることが確認された（図 25B）。また、腫瘍内

のリン酸化阻害の程度も抗腫瘍効果と相関しており、CH5183284/Debio 1347 が強く FGFR の

リン酸化を阻害したのに対し、AZD4547 は全く阻害できなかった（図 26）。 

 最後に、CH5183284/Debio 1347 が V564F に対して効果を維持し、AZD4547 や NVP-

BGJ398 の効果が減弱した理由を考察するため、FGFR2 の 3D モデリングを行った（図 27）。

それぞれのモデルは、FGFR1 と CH5183284/Debio 1347 の共結晶構造 (PDB code 3WJ6)、

FGFR1 と AZD4547 誘導体の共結晶構造 (PDB code 4F65) (59)、FGFR1 と NVP-BGJ398 の共

結晶構造 (PDB code 3TT0) (42)をもとに作成した。本モデルは、CH5183284/Debio 1347 の 7

の部位と Phe564 とがファンデルワールス相互作用していることを示唆したが、AZD4547 や

NVP-BGJ398 の持つ 3, 5-ジメトキシフェニル部分は Phe564 と物理的な障害が発生することが

示唆された。このことが CH5183284/Debio 1347 が FGFR2 V564F に対する効果を維持してい

る原因であることが示唆された。一方、V564I や V564L と CH5183284/Debio 1347 とは、物理

的な障害が発生するために有意に相互作用できないことが示唆された。 
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図 22 FGFR2 ゲートキーパー変異体のキナーゼ活性 

HEK293 細胞に FGFR2 WT、FGFR2 V564F、FGFR2 V564I、もしくは FGFR2 V564L を一

過性に発現させ、トランスフェクションして 24 時間後に細胞タンパクを回収し、抗 FGFR2 抗

体にて FGFR2 を免疫沈降し、FGFR2 のキナーゼ活性を測定した。N=2。それぞれのデータを

違う色のバーで示した。 
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図 23 FGFR2 ゲートキーパー変異阻害活性測定 

HCT116 細胞に FGFR2 WT、FGFR2 V564F、FGFR2 V564I、もしくは FGFR2 V564L を一過

性に発現させ、トランスフェクションして 24 時間後に CH5183284/Debio 1347 もしくは

AZD4547 を添加し、2 時間後に細胞タンパクを回収し、ウェスタンブロット法で FGFR のリン

酸化を測定した。 
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図 24 各種 Ba/F3 細胞に対する FGFR 阻害剤の増殖阻害活性 

CH5183284/Debio 1347、AZD4547 もしくは NVP-BGJ398 を Ba/F3-TEL-FGFR2 WT 細胞、

もしくは Ba/F3-TEL-FGFR2 V564F 細胞に添加、4 日後に細胞増殖阻害活性を WST8 で検出し

た。各細胞は 3 クローンずつ用いた。 
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図 25 FGFR2 WT と V564F 変異に対する in vivo 抗腫瘍効果 

(A) Ba/F3-TEL-FGFR2 WT 細胞を移植されたゼノグラフトモデルマウスに CH5183284/Debio 
1347 もしくは AZD4547 を 11 日間投与し、腫瘍径を測定した。データは平均と標準偏差を示し

た。 (B) Ba/F3-TEL-FGFR2 V564F 細胞を移植されたゼノグラフトモデルマウスに

CH5183284/Debio 1347 もしくは AZD4547 を 11 日間投与し、腫瘍径を測定した。データは平

均と標準偏差を示した。 
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図 26 腫瘍中のリン酸化 FGFR 阻害活性 

Ba/F3-TEL-FGFR2 V564F 細胞を移植されたゼノグラフトモデルマウスに CH5183284/Debio 
1347 もしくは AZD4547 を 11 日間投与し、最終投与 4 時間後に腫瘍を採材し、タンパクを抽出

し、ウェスタンブロット法にて FGFR のリン酸化を測定した。N=3 
 
 

 
 
 

図 27 各 FGFR 阻害剤と FGFR2 V564F の結合様式モデリング 

CH5183284/Debio 1347、AZD4547 と NVP-BGJ398 の結合モデル。分子はボール＆スティッ

クモデルで示した。炭素原子は緑色、酸素原子は赤色、窒素原子は青色、塩素原子は深緑色で示

した。Phe654 残基の側鎖もボール＆スティックモデルで青緑色で示した 
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3.４ 考察と小括 

 本章では、FGFR 選択的阻害剤 CH5183284/Debio 1347 の創製とその評価、既存 FGFR 阻害

剤との違いについて述べた。本研究開始当初は FGFR 選択的な阻害剤は存在せず、KDR も阻害

してしまい血圧上昇という副作用を引き起こす化合物のみが存在していた。そこで KDR を阻害

しない FGFR 選択的阻害剤の創製を試み、CH5183284/Debio 1347 を得た。CH5183284/Debio 

1347 は酵素アッセイにおいても細胞内においても KDR やその他のキナーゼを強く阻害せず、

FGFR に選択的であることが確認された。血圧上昇の副作用がないこともラットテレメトリー

試験によって確認された。また、その高い選択性により、FGFR 遺伝子異常を持つ癌にのみ in 

vitro 細胞増殖阻害活性や in vivo 抗腫瘍活性を示すことが確認された。CH5183284/Debio 1347

が獲得した高い FGFR 選択性は、CH5183284/Debio 1347 の持つ特徴的なベンズイミダゾール

構造によるものであることが X 線結晶構造解析により示唆された。最後に、現在臨床開発中の

FGFR 選択的阻害剤に耐性の癌に対して CH5183284/Debio 1347 が効果を示す可能性があるか

どうかを検証するため、FGFR2 ゲートキーパー変異に対する活性を測定した。AZD4547 や

NVP-BGJ398 などの既存 FGFR 選択的阻害剤に耐性を示した FGFR2 V564F 変異を持つ癌に

CH5183284/Debio 1347 を添加すると in vitro においても in vivo においてもその機能を阻害

し、腫瘍の増殖を阻害することが確認された。これは、AZD4547、NVP-BGJ398 や PD173074

の持つ 3, 5-ジメトキシフェニル部分は FGFR2 のゲートキーパー変異部位 Phe564 と物理的な

障害が発生することが示唆されるが、CH5183284/Debio 1347 は Phe564 とファンデルワール

ス相互作用することが示唆されるためである。以上のことから、既存化合物とは異なる骨格を持

つ CH5183284/Debio 1347 は、既存 FGFR 選択的阻害剤の耐性を克服できる可能性を持つ

FGFR 選択的阻害剤であることが示唆された。 
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第 4 章 新規 FGFR3 融合遺伝子の発見とその機

能解析 

4.1 緒言 

前述の通り、FGFR は様々な癌で遺伝子変異、遺伝子増幅、遺伝子転座などによって活性化

し、癌の悪性化と関わっていることが知られている。本章では特に、FGFR3 融合遺伝子につい

て述べる。遺伝子転座により他の遺伝子と融合することで活性化するキナーゼとして最初に注目

されのは BCR-ABL キナーゼである。BCR-ABL は 22 番染色体と 9 番染色体の転座によって形

成される融合キナーゼで、慢性骨髄性白血病の原因遺伝子と考えられている(60)。近年、

imatinib や nilotinib といった選択的 ABL キナーゼ阻害剤が開発され、目覚ましい効果を上げ

ている(61)。これまで融合キナーゼは血液がんでのみ発見されていたが、最近、肺癌においても

EML-ALK、TFG-ALK や KIF5B-RET などの融合キナーゼが発見され(62)、選択的 ALK 阻害

剤 alectinib などは、ALK 融合キナーゼを持つ肺癌患者に著効を示している(63)。FGFR に関し

ては最近、脳腫瘍や膀胱癌などの患者から FGFR3 と TACC3 の融合遺伝子が発見され、機能解

析が行われてきた。一般的に FGFR はリガンド依存的に二量体化が促進され、さらにリガンド

が結合することにより細胞内の三次構造を変化し、自己リン酸化が促進され、活性化することが

知られている(64)（図 28）。TACC3 タンパクは Coiled-coil ドメインという二量体化を促進す

るドメインを有しており、FGFR3-TACC3 融合遺伝子はこのドメインを介して二量体化し、リ

ガンド非依存的に活性化することが報告されている (31)。FGFR3-TACC3 融合遺伝子は MAPK

経路や STAT3 を活性化することで癌化に寄与していることが示唆されている (16, 33)（図 

29）。また、miR-99a は FGFR3 の 3’-UTR を標的とし、FGFR3 のタンパク発現を抑制してい

ることが知られ、FGFR3-TACC3 融合遺伝子の場合、その 3’-UTR が欠損していることで、よ

り高いタンパク発現量を維持していることが報告されている (65)。 
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一方、FGFR3 と BAIAP2L1 の融合遺伝子はこれまでに細胞株でしか見つかっておらず(31)、

臨床検体で発見された報告はなかった。また、FGFR3-BAIAP2L1 融合キナーゼの癌化への寄与

やメカニズムも詳細に解析されていなかった。そこで本章では、FGFR3-BAIAP2L1 融合遺伝子

の臨床検体における発生頻度解析を行い、FGFR3-BAIAP2L1 融合キナーゼの癌化促進能を検証

し、そのメカニズムとして BAR ドメインを介した FGFR3-BAIAP2L1 融合キナーゼの二量体化

について解析した。図 30 に、いくつかの融合キナーゼの模式図を示した。 
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図 28 FGF リガンド結合による FGFR の構造変化 

左図は FGF リガンド未結合の FGFR の構造の模式図、右図は FGF リガンドが結合した FGFR
の構造の模式図。 

Structure. 2013;21(11):2087-93. 
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図 29 FGFR 融合キナーゼの既知のパスウェイ 
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図 30 融合キナーゼの模式図 

 

 

 

 

 



 

 75 

4.2 材料と方法 

4.2.1 試薬と細胞 

 CH5183284/Debio 1347 は特許情報（WO2011016528）に従って中外製薬にて作成した。細

胞株は American Type Culture Collection、Health Science Research Resources Bank もしく

は Health Protection Agency Culture Collections から購入し、各機関の推奨する培地で培養し

た。 

 

4.2.2 FGFR3-BAIAP2L1 融合遺伝子の PCR 法による増幅とシークエンス 

 臨床検体から得た DNA を用いた実験は、中外製薬の倫理委員会で承認された範囲内で行われ

た。46 例の膀胱癌患者、83 例の肺癌患者、17 例の頭頸部癌患者と 18 例の食道癌患者の腫瘍組

織から得た cDNA は Origene Technologies, Inc.社と TriStar Technoogy Group LLC.社から購

入した。以下のプライマー配列を用いて PCR 反応を行い、FGFR3-BAIAP2L1 断片を検出し

た。5’-TGTTTGACCGAGTCTACACTCACC-3’と 5’-GACATGTCCCAGTTCAGTTGAC-3’。増

幅した箇所を図 30 に示した。PCR 断片は、BigDye Terminator Kit と DNA Analyzer 3730xl 

(Applied Biosystems)を用いてサンガーシークエンスを行い、塩基配列確認を行った。 

 

4.2.3 ソフトアガーコロニーフォーメーションアッセイ、スフェロイド形成アッセイとゼノグ

ラフトマウスモデル作成 

 FGFR3 WT、FGFR3-BAIAP2L1、BAIAP2L1、EML-ALK を発現させるピューロマイシン耐

性ベクターを保有するレンチウィルスを Rat2 ラット正常繊維芽細胞もしくは NIH-3T3 マウス

正常繊維芽細胞に感染させたのち、1 μg/mL のピューロマイシンを添加し、各 FGFR3 の恒常発

現株を作成した。ソフトアガーコロニーフォーメーションアッセイでは、各種 Rat-2 細胞を

CytoSelect 96 well Cell Transformation assay kit (CELL BIOLABS, INC)に播種し、14 日間培

養したのちに顕微鏡で細胞形態を撮影した。スフェロイド形成アッセイでは、各種 Rat-2 細胞を
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スフェロイドプレート（Sumilon Celltight Spheroid 96U; Sumitomo Bakelite, Inc.）に播種し

15 日後に細胞形態を撮影し、長径を測定した。ゼノグラフトマウスには、Charles River 

Laboratories Japan から購入した BALBnu/nu マウス（CAnN.Cg-Foxn1<nu>/CrlCrlj nu/nu）

を用いた。各 Rat-2 細胞を 5x106個ずつ皮下に移植し、腫瘍径を測定した。全ての in vivo 試験

は中外製薬 Animal Care and Use Committee に承認されたものである。 

 

4.2.4 In vitro と in vivo 薬効試験 

 In vitro 細胞増殖阻害活性測定のため、各細胞を 96 ウェルプレートに播種し、

CH5183284/Debio 1347 が終濃度 0.003 から 20,000 nmol/L になるように添加、37 度で 4 日間

培養後、生存細胞数を CellTiter-Glo Luminescent Cell Viability Assay Kit (Promega)で検出し

た。In vivo マウスゼノグラフトモデル試験は、各細胞をヌードマウスに移植し、腫瘍径が 200

から 300 mm3になったのちにマウスをランダマイズし、CH5183284/Debio 1347 を連日経口投

与することで実施した。 

 

4.2.5 RNA シークエンスと mRNA 発現解析 

 各 Rat-2 細胞からトータル RNA を RNeasy Mini Kit (Qiagen, Inc.)を用いて抽出した。抽出

したトータル RNA を Macrogen 社に送付し、HiSeq 2000 Sequencing System (Illumina)を用

いて次世代シークエンスを行った。mRNA ライブラリーは TruSeq RNA sample preparation 

kit (Illumina)を用いて調製され、各 DNA 断片の両端を 100 bp ずつをシークエンスした。

RefSeq データベースに対し RSEM ソフトウェアを用いて読まれた配列をアライメントし、それ

ぞれの遺伝子の mRNA 発現レベルを解析した(66)。Rat-2_mock 細胞とそのほかの細胞を比較し

て、mRNA の発現変化が 80%よりも小さくなっている遺伝子群を発現低下遺伝子群、120%より

も大きくなっている遺伝子群を発現上昇遺伝子群とした。また、Rat-2_F3-B 細胞に 1 μM の

CH5183284/Debio 1347 を添加し 24 時間後に回収したトータル RNA も RNA シークエンスで
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発現解析した。DMSO 処理群と比較して、mRNA の発現変化が 50%よりも小さくなっている遺

伝子群を発現低下遺伝子群、200%よりも大きくなっている遺伝子群を発現上昇遺伝子群とし

た。得られた RNA シークエンスデータは NCBI に登録されている（accession 

#SRP050232）。 

 

4.2.6 各 FGFR3 のリン酸化レベルと二量体化レベルの確認 

 各種発現ベクターを作成した。FGFR3 WT、F3-B、F3-B-∆BAR（BAR ドメインを欠損した

BAIAP2L1 との融合遺伝子）、BAIAP2L1、F3-B-∆SH（BAIAP2L1 の SH ドメイン（342–401

残基）が欠損）、F3-B-∆BAR/SH（BAIAP2L1 の SH ドメインと BAR ドメインが欠損）と、

FGFR3 K508M（キナーゼ活性欠損変異）を pCXND3（Kaketsuken）に導入し、発現ベクター

とし、HEK293 細胞へのトランスフェクションに使用した。FuGene HD reagent（Promega）

を用いてトランスフェクションし 72 時間後、細胞タンパク質を Cell Lysis Buffer (Cell 

Signaling Technology)を用いて回収し、ウェスタンブロット法で解析した。また、FLAG タグ

もしくは MYC タグが付与された発現ベクターをトランスフェクションした HEK293 細胞は、

FGFR3 の二量体化形成実験に用いた。トランスフェクション 3 日後に細胞タンパク質を回収

し、免疫沈降実験を行った。その際、抗 FLAG M2 アフィニティーゲル（Sigma-Aldrich）を用

いた。 
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4.3 結果 

4.3.1 FGFR3-BAIAP2L1 融合遺伝子陽性患者の探索 

 これまでに癌細胞株でしか見つかっていなかった FGFR3-BAIAP2L1 が本当に臨床検体でも

存在するかを検証するため、FGFR3-BAIAP2L1 融合遺伝子が検出可能な PCR アッセイ系を構

築した。様々な癌種の臨床検体から抽出した mRNA を逆転写し作成された cDNA を Origene 

Technologies 社と Tristar Technology Group 社から購入し、PCR 法で FGFR-BAIP2L1 融合遺

伝子の検出を行った。その結果、肺腺癌 28 症例のうち 1 症例、肺扁平上皮癌 28 症例のうち 1

症例、膀胱癌 46 症例のうち 2 症例で PCR 断片の増幅が検出された（表 7）。PCR 断片をサン

ガーシークエンスで配列確認したところ、全ての PCR 陽性例で FGFR3-BAIAP2L1 融合遺伝子

であることが確認された。代表例のシークエンス波長を示した（図 31）。4 例とも同じ塩基配

列であり、FGFR3 の 18 番目のエキソンと BAIAP2L1 の 2 番目のエキソンが融合していること

が確認された。未確認ではあるが、ゲノム上ではイントロン部分で転座が起こっていることが推

察される。 
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表 7 各癌種における FGFR3-BAIAP2L1 融合遺伝子陽性率 

Tumor type N (%) 

Lung cancer 

Adenocarcinoma 

(n = 28) 
1 (3.6) 

Squamous cell 

(n = 28) 
1 (3.6) 

Others 

(n = 27) 
0 (0) 

Bladder cancer (n = 46) 2 (4.3) 

Head & neck cancer (n = 17) 0 (0) 

Gastroesophageal cancer (n=18) 0 (0) 
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図 31 FGFR3-BAIAP2L1 融合遺伝子のシークエンス解析 

PCR で増幅された断片の塩基配列をサンガーシークエンス法で確認した。代表例の波長を示し

た。上の図に、膀胱癌患者（#15）の cDNA から同定された FGFR3-BAIAP2L1 の配列、下の

図に、野生型 FGFR3 を持つ BFTC905 膀胱癌細胞株の cDNA から検出された野生型 FGFR3 の

配列を示した。 
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4.3.2 FGFR3-BAIAP2L1 融合キナーゼの癌化促進作用 

 FGFR3-BAIAP2L1 融合キナーゼの癌化促進能を検証するため、レンチウィルスを用いて

mock vector、FGFR3、FGFR3-BAIAP2L1 もしくは BAIAP2L1 を恒常的に発現させている正

常ラット繊維芽細胞 Rat-2 細胞を構築した。それぞれ、Rat-2_mock、Rat-2_FGFR3、Rat-

2_F3-B、もしくは Rat-2_BAIAP2L1 と呼ぶ。それぞれの細胞の in vitro における癌化促進能を

検証するため、ソフトアガーを用いた足場非依存的なコロニーフォーメーション能とスフェロイ

ド形成能を測定した。その結果、Rat-2_F3-B 細胞はその他の細胞と比較して非常に強いコロニ

ーフォーメーション能（図 32A）とスフェロイド形成能（図 32B）を獲得していることが分か

った。次に、これらの細胞をそれぞれ 5x106個ずつマウスに移植し、15 日後に腫瘍径を測定し

た。Rat-2_F3-B 細胞を移植されたマウスは 5 匹中 5 匹で腫瘍径が 1,000 mm3を超え、それ他の

細胞を移植されたマウスの腫瘍径は 100 mm3を超えなかった（図 32C）。このことから、

FGFR3-BAIAP2L1 融合キナーゼは強い癌化促進能を持つことが示唆された。次に、この癌化促

進能が FGFR3 のキナーゼ活性に由来しているかを確認するため、FGFR キナーゼ阻害剤である

CH5183284/Debio 1347 を用いて細胞増殖阻害アッセイを行った。FGFR3-BAIAP2L1 融合キナ

ーゼに依存して増殖している細胞として、FGFR3-BAIAP2L1 融合遺伝子を持つ SW780 膀胱癌

細胞株、Rat-2_F3-B と 3T3 正常マウス繊維芽細胞に FGFR3-BAIAP2L1 を恒常的に発現させた

細胞株である 3T3_F3-B を用いた。その結果、EML4-ALK 融合キナーゼを発現する 3T3 細胞や

FGFR3 WT を持つ HT1376 膀胱癌細胞株と比較すると、FGFR3-BAIAP2L1 融合キナーゼを発

現する細胞は CH5183284/Debio 1347 に高い感受性を示した（図 33A）。細胞内のシグナル阻

害を確認するため、1 μM の CH5183284/Debio 1347 をそれぞれの細胞に添加し、2 時間後に

FGFR の下流因子である FRS と ERK のリン酸化阻害の程度をウェスタンブロット法で測定し

た。CH5183284/Debio 1347 により両タンパク質のリン酸化が抑制されており、FGFR シグナ

ルが阻害されていることが確認された（図 33B）。次に、FGFR 阻害剤を用いて FGFR3-

BAIAP2L1 融合キナーゼを持つ癌が治療できるかをより高次の系で確認するため、マウスゼノ
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グラフトモデルを用い CH5183284/Debio 1347 の in vivo 抗腫瘍効果を検証したところ、

FGFR3-BAIAP2L1 融合キナーゼを発現している SW780 膀胱癌細胞と Rat-2_F3-B 細胞を移植

されたゼノグラフトモデルマウスは CH5183284/Debio 1347 に感受性があることがわかり、

FGFR3 WT である HT1376 膀胱癌ゼノグラフトマウスモデルは感受性を示さなかった（図 

34A）。また、CH5183284/Debio 1347 を投与した 4 時間後の Rat-2_F3-B ゼノグラフトマウス

から腫瘍を採取し、腫瘍内のシグナル阻害を解析したところ、FGFR と FRS2 のリン酸化が阻害

されていることが確認された（図 34B）。これらのことから、FGFR3-BAIAP2L1 融合キナー

ゼはそのキナーゼ活性を使って癌化促進能を獲得していることが示唆され、CH5183284/Debio 

1347 のような FGFR キナーゼ阻害剤で FGFR3-BAIAP2L1 融合キナーゼを持つ癌を治療できる

可能性が示唆された。 
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図 32 FGFR3-BAIAP2L1 融合キナーゼの癌化促進能の確認 

(A) ソフトアガーコロニーフォーメーションアッセイ。Rat-2_mock、Rat-2_FGFR3、Rat-
2_F3-B もしくは Rat-2_BAIAP2L1 細胞を 15 日間 96 ウェルプレートで培養し、顕微鏡で細胞

形態を撮影した。(B) スフェロイド形成アッセイ。それぞれの細胞を 14 日間 96 ウェルプレー

トで培養し、顕微鏡で細胞形態を撮影した。N=6 でスフェロイドの長径を計測し、その平均値

を示した。(C) In vivo 腫瘍形成能の測定。5x106の細胞をヌードマウスに移植し 15 日後に腫瘍

径を測定した。 



 

 84 

 
 

図 33 FGFR3-BAIAP2L1 発現細胞の CH5183284/Debio 1347 への感受性 

(A) FGFR3-BAIAP2L1 発現細胞の CH5183284/Debio 1347 への感受性。SW780、Rat-
2_FGFR3、3T3_F3-B、HT1376 もしくは 3T3_EML4-ALK 細胞を 96 ウェルプレートに播種

し、化合物を添加し 4 日間培養した。その後 CellTiter-Glo kit を用いて生存細胞数を測定し

た。(B) FGFR シグナル阻害の確認。CH5183284/Debio 1347 を各細胞に添加し、2 時間後に細

胞タンパクを抽出、ウェスタンブロット法で解析した。 
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図 34 CH5183284/Debio 1347 の FGFR3-BAIAP2L1 融合キナーゼを持つ癌に対

する in vivo 抗腫瘍効果 

(A) SW780、Rat-2_F3-B もしくは HT1376 細胞を移植されたゼノグラフトマウスモデルに

CH5183284/Debio 1347 を 11 日間連日経口投与した。腫瘍径の平均値と標準偏差の値を示し

た。(B) CH5183284/Debio 1347 100 mg/kg を Rat-2_F3-B ゼノグラフトマウスモデルに投与

し、4 時間後に腫瘍組織を回収し、タンパク質を抽出した。その後ウェスタンブロット法で

FGFR と FRS のリン酸化レベルを解析した。N=3。 
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4.3.3 FGFR3-BAIAP2L1 融合キナーゼのパスウェイ解析 

 これまでに FGFR3-BAIAP2L1 融合キナーゼは、in vitro の条件下において ERK と STAT1

のシグナルを亢進することは知られていたが(33)（図 29）、それ以上の詳細は不明であり、in 

vivo における腫瘍形成促進作用のメカニズムも不明であったことから、これまでに構築した各

Rat-2 細胞（Rat-2_mock、Rat-2_FGFR3、Rat-2_F3-B、Rat-2_BAIAP2L1）を用いてパスウェ

イ解析を行った。まず、mRNA 発現解析のため、in vitro で培養した各 Rat-2 細胞からトータル

RNA を抽出し、Illumina HiSeq2000 を用いて RNA シークエンスを行った。まず、それぞれの

細胞で発現が変化している遺伝子を抽出するため、Rat-2_mock 細胞との mRNA 発現レベル比

較を行った。その結果、発現上昇遺伝子数は、Rat-2_FGFR3、Rat-2_F3-B、Rat-2_BAIAP2L1

細胞においてそれぞれ、1,232、2,263、3,195 遺伝子だった。発現減少遺伝子数はそれぞれ、

855、2,460、687 遺伝子であった。これらの遺伝子のうち FGFR3-BAIAP2L1 に特徴的なシグ

ナル経路を見出すため、Rat-2_F3-B 細胞でのみ発現変化している遺伝子を抽出すると、発現上

昇遺伝子として 1,566 遺伝子が、発現減少遺伝子として 1,916 遺伝子が同定された（図 

35A）。これらの mRNA の発現レベルが変動している遺伝子のうち、FGFR3 のキナーゼ活性に

応答して変動している遺伝子を抽出するため、in vitro で培養した Rat-2_F3-B 細胞に 1 μM の

CH5183284/Debio 1347 を添加し、24 時間後にトータル RNA を抽出、Illumina HiSeq2000 を

用いて RNA シークエンスを行い、mRNA 発現解析を行った。その結果、化合物処理により発現

レベルが低下する遺伝子が 663 遺伝子同定され、そのうち 143 遺伝子が Rat-2_F3-B 細胞では発

現レベルが上昇している遺伝子であった。化合物処理により発現レベルが上昇する遺伝子が 227

遺伝子同定され、そのうち 67 遺伝子が Rat-2_F3-B 細胞では発現レベルが減少している遺伝子

であった（図 35B)。合計、210 遺伝子を FGFR3-BAIAP2L1 融合キナーゼ遺伝子セットとし、

パスウェイ解析ソフトウェア Ingenuity Pathway Analysis (IPA)を用いてこの遺伝子セットを制

御しているパスウェイを解析した。その結果、RB1、p53 と p16 といった因子が制御する遺伝子

群が抑制されていること、E2F2 と E2F1 といった因子が制御する遺伝子群が活性化しているこ
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とがわかった（表 8）。このことが in vivo でも起こっているかどうかを確認するため、それぞ

れの Rat-2 細胞をマウスに移植し、形成された腫瘍からタンパク質を抽出し、ウェスタンブロッ

ト法でシグナルを解析した。その結果、これまでの報告通り Rat-2_F3-B 腫瘍内では MEK や

ERK のリン酸化が上昇しており、それらの下流因子である CyclinD1 の発現も上昇していたこ

とから、MAPK 経路が活性化していることが分かった。一方で、AKT のリン酸化は減少し、

PI3K 経路は逆に抑制されている可能性が示唆された。IPA での解析結果と一致し、p53 の発現

レベルは抑制され、下流因子である p21 の発現も抑制されていた。また、RB1 のリン酸化は顕

著に上昇していることから、RB1 の活性が抑制され、その結果 E2F2 や E2F1 が活性化され、

最終的に p27 の抑制へと繋がっていると示唆された（図 36）。これらのことから、FGFR3-

BAIAP2L1 融合キナーゼは MAPK 経路を活性化すると同時に、RB1 や p53 のような癌抑制的

な経路を抑制することによって癌化能を得ていることが示唆された（図 37）。 
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図 35 FGFR3-BAIAP2L1 融合キナーゼのパスウェイ解析 

(A) Rat-2_FGFR3、Rat-2_F3-B と Rat-2_BAIAP2L1 細胞間で mRNA 発現レベルの異なる遺伝

子を抽出した。それぞれ Rat-2_mock 細胞の mRNA 発現レベルと比較し、80%よりも小さくな

っていた遺伝子は発現減少遺伝子、120%よりも大きくなっていた遺伝子は発現上昇遺伝子とし

て、ベン図で表した。(B) (A)で解析した Rat-2_F3-B 細胞で発現変化していた遺伝子群と

CH5183284/Debio 1347 添加により発現変化した遺伝子群を比較し、ベン図で表した。1 μM の

CH5183284/Debio 1347 を Rat-2_F3-B 細胞に添加し 24 時間後の mRNA 発現レベルの変化を

解析した。50%よりも小さくなっていた遺伝子は発現減少遺伝子、200%よりも大きくなってい

た遺伝子は発現上昇遺伝子とした。 
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表 8 FGFR3-BAIAP2L1 融合キナーゼにより制御されている因子リスト 

Ingenuity Pathway Analysis により導き出された FGFR3-BAIAP2L1 融合キナーゼにより制御

されると推定される因子のリスト 
 

Upstream 

regulator 

Predicted state in 

Rat-2_F3-B cells 

Activation 

z-score 

p-value 

of overlap 

RB1 Inhibited -2.95 9.5E-17 

TP53 Inhibited -2.05 1.4E-12 

RBL1 Inhibited -2.75 1.1E-11 

CDKN2A Inhibited -2.31 4.9E-10 

NUPR1 Inhibited -3.21 2.2E-06 

E2F2 Activated 2.00 1.4E-13 

E2F1 Activated 3.52 1.3E-12 

TBX2 Activated 2.83 1.9E-08 

CEBPB Activated 2.36 1.9E-05 

STAT3 Activated 2.40 2.7E-04 
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図 36 各 Rat-2 細胞ゼノグラフト腫瘍組織内のシグナル解析 

Rat-2_mock、Rat-2_FGFR3、Rat-2_F3-B もしくは Rat-2_BAIAP2L1 細胞を移植されたゼノグ

ラフトマウスモデルの腫瘍からタンパク質を Cell lysis buffer を用いて抽出したのち、それぞれ

の抗体を用いてウェスタンブロット法で解析した。 
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図 37 FGFR3-BAIAP2L1 が活性化するシグナル 
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4.4.4 FGFR3-BAIAP2L1 融合キナーゼの持つ BAR ドメインの機能解析 

 これまでに報告されている融合キナーゼのパートナー遺伝子はコイルドコイルドメインのよう

な二量体化ドメインを保有しており、通常、リガンド依存的に二量体化するキナーゼを、リガン

ド非依存的に二量体化させ、恒常的にキナーゼ活性を活性化させていることが知られている

(67)。BAIAP2L1 のもつ BAR ドメインは二量体化モチーフとして知られているが、これまでに

BAR ドメインを持つ融合キナーゼの報告はなく、BAR ドメインが二量体化キナーゼ形成を促進

し、癌化能を促進するかはまだわかっていなかった。そこで FGFR3-BAIAP2L1 の BAR ドメイ

ンの機能解析をするため、BAR ドメイン欠損 FGFR3-BAIAP2L1 を発現する Rat-2 細胞(Rat-

2_F3-B-∆BAR)を作成し(図 38A)、解析を行った。まず、in vitro、in vivo での癌化促進能を検

証した。In vitro スフェロイド形成アッセイでは、Rat-2_F3-B-∆BAR 細胞のスフェロイド形成

能は顕著に低下していることが示された（図 38B）。また、マウスゼノグラフトモデルにおい

て in vivo 腫瘍形成能を検証したところ、Rat-2_F3-B 細胞は平均 1,600 mm3の腫瘍を形成した

のに対し、Rat-2_F3-B-∆BAR 細胞は平均 89 mm3の腫瘍サイズであった（図 38C）。最後に、

Rat-2_F3-B-∆BAR 細胞の BAR ドメインが欠損した FGFR3-BAIAP2L1 が機能し得る構造を維

持しているかどうかを確認するため、FGF1 リガンド添加によるスフェロイド形成能を検証した

（図 38D）。Rat-2_F3-B 細胞はリガンド非依存的なスフェロイド形成能を示し、恒常的な

FGFR3 の活性化が示唆された。一方で、Rat-2_F3-B-∆BAR 細胞は FGF1 リガンド濃度依存的

にスフェロイド形成活性が促進されたことから、Rat-2_F3-B-∆BAR 細胞の BAR ドメインが欠

損した FGFR3-BAIAP2L1 は機能し得る構造を維持していたことが示唆された。以上のことか

ら、FGFR3-BAIAP2L1 は BAR ドメインを介して恒常的に活性化し、癌化能を獲得しているこ

とが示唆された。 
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図 38 FGFR3-BAIAP2L1 の BAR ドメインが癌化能に与える影響 

(A) FGFR3 WT、FGFR3-BAIAP2L1 (F3-B)と BAR ドメイン欠損 FGFR3-BAIAP2L1 (F3-B-
ΔBAR)の模式図。(B) スフェロイド形成活性測定。Rat-2、Rat-2_mock、Rat-2_FGFR3、Rat-
2_F3-B、Rat-2_F3-B-ΔBAR と Rat-2_BAIAP2L1 細胞を 96 ウェルスフェロイドプレートに播

種し、4 日間培養したのち、生存細胞数を CellTiter-Glo assay で検出した。(C) In vivo 腫瘍形

成活性測定。5x106の細胞をヌードマウスの皮下に移植し 14 日後に腫瘍径を測定した。(n = 5) 
(D) リガンド依存性の検証。FGF1(0、0.1、1、10 もしくは 100 ng/mL)とヘパリン(10 μg/mL)
存在下で細胞をスフェロイドプレートに播種し、96 時間培養後、CellTiter-Glo で生存細胞数を

検出した。(n = 3) 
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4.4.5 FGFR3-BAIAP2L1 の BAR ドメインが二量体化に与える影響 

 FGFR3-BAIAP2L1 の BAR ドメインが二量体形成に影響を与えているかを検証するため、各

種のドメインを欠損した FGFR3-BAIAP2L1 融合キナーゼを発現させる pCXND3 ベクターを構

築し二量体化能を検証した（図 39A）。作成したコンストラクトを以下に示す。FGFR3 WT、

F3-B、F3-B-ΔBAR、BAIAP2L1 の SH ドメインが欠損した F3-B (F3-B-ΔSH)、BAR ドメイン

と SH ドメインが両方欠損した F3-B (F3-B-ΔBAR/ΔSH)と不活性型キナーゼとなる変異を入れ

た kinase dead F3-B (F3-B-KD)。まず、これらの発現ベクターを HEK293 細胞にトランスフェ

クションし、72 時間後に細胞タンパク質を回収、ウェスタンブロット法で FGFR3 のリン酸化

状態を解析した。その結果、F3-B 発現細胞では高い FGFR3 のリン酸化が確認されたが、F3-B-

KD 発現細胞では FGFR3 のリン酸化が確認されなかったことから、このリン酸化は FGFR3 の

キナーゼ活性によるものであることが確認された。また、BAR ドメインを欠損した F3-B-ΔBAR

発現細胞もしくは BAR ドメインと SH ドメイン両方を欠損した F3-B-ΔBAR/ΔSH 発現細胞では

FGFR3 のリン酸化が弱かったのに対し、SH ドメインのみを欠損した F3-B-ΔSH 発現細胞の

FGFR3 のリン酸化は F3-B と同様に高かった（図 39B）。このことから BAR ドメインが

FGFR3 のリン酸化に重要な役割を持つ可能性が示唆された。次に、FGFR3-BAIAP2L1 の二量

体化を直接確認するため、免疫沈降実験を行った。FLAG タグもしくは Myc タグが C 末端に付

与された FGFR3-BAIAP2L1 融合キナーゼを HEK293 細胞に発現させ、細胞タンパク質を抽出

後、抗 FLAG M2 アフィニティーゲルを用いて免疫沈降し、抗 Myc 抗体でウェスタンブロット解

析を行った。F3-B 発現細胞では抗 Myc 抗体によりバンドが検出されたが、F3-B-ΔBAR 発現細

胞ではほとんど検出されなかった（図 39C）。つまり、BAR ドメイン欠損 FGFR3-BAIAP2L1

は二量体化していないと結論した。以上の結果より、BAR ドメインは FGFR3-BAIA2L1 の二量

体化とキナーゼ活性の活性化に必須であることが示唆された。 
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図 39 FGFR3-BAIAP2L1 融合キナーゼの BAR ドメインを介した二量体化 

(A) FGFR3 と各種 FGFR3-BAIAP2L1 融合キナーゼ変異体の模式図。 (B) FGFR3 リン酸化レベル

の比較。(A)に示した各種 FGFR3-BAIAP2L1 発現ベクターを HEK293 細胞にトランスフェクショ

ンし、72 時間後に細胞タンパクを回収しウェスタンブロット法で解析した。(C) 二量体化形成活

性検証。HEK293 細胞に、FGFR3、F3-B もしくは F3-B-ΔBAR 発現ベクターをトランスフェクシ

ョンし、72 時間後に細胞タンパクを回収し、抗 FLAG M2 アフィニティーゲルを用いて免疫沈降

し、ウェスタンブロット法で解析した。 
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4.4 考察と小括 

 本章では、FGFR3-BAIAP2L1 の臨床における発現頻度とその機能について論じた。FGFR3-

BAIAP2L1 融合遺伝子はこれまでに細胞株でのみ見つかっており、臨床検体での報告はなかっ

た。これまでに次世代シークエンスを用いた大規模な臨床検体での融合遺伝子探索が行われてき

たにも拘らず本融合遺伝子が発見されなかったのは、次世代シークエンス法は多数の検体からの

多数の融合遺伝子探索には適しているが、検出感度が通常の PCR 法と比較すると劣り、そのこ

とにより見逃されていたからであると考えられる。本融合遺伝子のような全体の数％の頻度で発

生するような新規融合遺伝子や新規変異遺伝子をすべて正確に検出し分析するには、理論上、1

癌種につき 2,000 検体の解析を行わなければならないことが示唆されており(68)、そのことから

も本論文で用いたような、より正確で感度の高い検出系が必要であると考えられる。 

癌の治療戦略を考えるうえでは、各癌原遺伝子が活性化するシグナルパスウェイを理解するこ

とは、併用治療戦略や治療抵抗性メカニズムの理解のためには非常に重要である。融合キナーゼ

は融合パートナー遺伝子によって異なるパスウェイを活性化して癌の悪性化を促進していること

が知られている。例えば、リンパ腫で発生する NPM-ALK 融合キナーゼは STAT3 を活性化する

のに対し、肺癌で発生する EML4-ALK 融合キナーゼは STAT3 を活性化しない(69)。つまり、

融合キナーゼごとにシグナル解析を行い、それに基づいた併用戦略や治療抵抗性の予防などにつ

いて考えなければならない。そこで、本研究では FGFR3-BAIAP2L1 融合キナーゼが活性化す

るシグナルパスウェイを解析した。その結果、主に、MAPK 経路の活性化と RB1 や p53 といっ

た癌抑制因子の活性の抑制をすることを見出したが、癌抑制因子を抑制するというメカニズムは

非常に興味深い。正常細胞の防御機構として、癌原遺伝子が活性化した場合、RB1 や p53 も同

時に活性化し細胞の活動を停止させることが知られている(70-72)。これは癌原遺伝子誘導セネ

ッセンスと呼ばれている。通常、p53 の変異や RB 遺伝子がゲノム上から欠損するなどして、癌

原遺伝子誘導セネッセンスが解除され、癌細胞が悪性化していくと考えられている。しかし、

FGFR3-BAIAP2L1 融合キナーゼの場合は、そういった変異などのイベントに依らず RB や p53
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の活性を抑えることで癌を悪性化していることが示唆された。このことから、FGFR3-

BAIAP2L1 融合キナーゼを保有する癌に対しては、FGFR 阻害剤と共に RB や p53 を再活性化

することのできる薬剤を併用することでより強い効果を発揮する可能性が考えられた。 

 これまでに発見され解析されてきた融合キナーゼのパートナー遺伝子には、コイルドコイル

ドメインのような二量体化ドメインがあり、そのドメインを介して二量体化し活性化しているこ

とが分かっていた。本研究では、FGFR3-BAIAP2L1 は BAR ドメインという二量体化ドメイン

で二量体化し活性化することが見出された。BAR ドメインによる二量体化が FGFR3 のキナー

ゼ活性の活性化に必須であることから、FGFR キナーゼ阻害剤以外にも、BAR ドメインを介し

た二量体化を阻害する薬剤が効果を示す可能性も期待される。これまで、数多くのキナーゼ阻害

剤が開発され上市されているが、キナーゼドメインの点変異により効果を示さなくなる例が多く

報告されており、FGFR 阻害剤においても例外ではない(73, 74)。したがって、将来的にキナー

ゼ活性阻害以外の方法で治療する方法が必要になる可能性があり、BAR ドメインを介した二量

体化阻害剤はその可能性の 1 つであるかもしれない。 

まとめると、数％の頻度で肺癌もしくは膀胱癌癌患者が保有している FGFR3-BAIAP2L1 融

合キナーゼは、BAR ドメインを介した二量体化促進により活性化し、MAPK 経路の活性化、

p53 や RB といった癌抑制因子の活性抑制によって、癌を悪性化していることがわかった。ま

た、その活性化は FGFR3-BAIAP2L1 のキナーゼ活性に由来することから、FGFR 選択的キナ

ーゼ阻害剤である CH5183284/Debio 1347 は FGFR3-BAIAP2L1 融合キナーゼを持つ癌に対す

る 1 つの治療オプションであることが示唆された。 
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第 5 章 ERK シグナル阻害と FGFR 阻害剤の効

果 

5.1 緒言 

 現在、癌の治療において最も問題になっている事柄の一つが、癌が治療抵抗性を獲得するとい

うことである。癌細胞が治療に耐性を示すメカニズムに関しては様々な研究がなされているが、

その多くは、薬剤によって抑制されたパスウェイをもう一度何らかの形で活性化するというメカ

ニズムである。第 3 章でも述べたが、例えばキナーゼドメインのゲートキーパー部位に変異が生

じ、治療中の薬剤には阻害できない構造変換を起こすことで耐性を示す例があり、それは慢性骨

髄性白血病の治療薬 imatinib（BCR-ABL 阻害剤）などに耐性を示す BCR-ABL T315I 変異や

(75)、肺腺癌の治療薬 erlotinib（EGFR 阻害剤）などに耐性を示す EGFR T790M 変異(76)など

が挙げられる。また、MAPK 経路の構成因子の一つである BRAF に V600E 変異が入った悪性

黒色腫に対しては BRAF 阻害剤や MEK 阻害剤が治療に用いられているが、その耐性メカニズ

ムとして、BRAF スプライスバリアントの発現(77)や、MEK 変異(78)が報告されている。FGFR

においても例外ではなく、非臨床ではあるが、FGFR2 や FGFR3 に変異を獲得することで

FGFR 阻害剤に対して耐性になることが報告されている(43, 73, 74)。このように癌は、悪性化

に必須なパスウェイを阻害されると、そのパスウェイを再活性化し耐性になることが多いことか

ら、治療中にそのパスウェイが抑制され続けているかをモニタリングすることが、治療効果をよ

り早期に予測する一助となると考えられる。 

 FGFR が活性化すると MAPK 経路や PI3K-AKT 経路が活性化すると言われているが、FGFR

依存的に増殖している癌細胞がどの経路に依存しているか、FGFR 阻害剤がどの経路を阻害して

いるときに効果を発揮するかは依然としてよくわかっていない。前章では FGFR3-BAIAP2L1

融合キナーゼが活性化する経路を調べたが、FGFR3-BAIAP2L1 融合キナーゼは MAPK 経路の
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みを活性化し、PI3K-AKT 経路は寧ろ抑制していた。この結果から、FGFR シグナルは主に

MAPK 経路を活性化し、FGFR 遺伝子異常を持つ癌は MAPK 経路依存的に増殖すると仮説を立

て、様々な FGFR 遺伝子異常を持つ癌細胞と FGFR 阻害剤 CH5183284/Debio 1347 を用いて検

証した。まず、網羅的な遺伝子発現解析などにより、FGFR 阻害剤がどのパスウェイを抑制する

かを解析し、そのパスウェイの下流因子のうち、FGFR 阻害剤の効果を最もよく予測するマーカ

ーの探索を行った。 

 

5.2 材料と方法 

5.2.1 試薬と細胞 

CH5183284/Debio 1347 (FGFR 阻害剤)、CH4987655 (MEK 阻害剤)、CH5126766 (RAF-

MEK 阻害剤)と CH5132799 (PI3K 阻害剤)は中外製薬にて既報に従って合成した(43, 79-81)。

AZD4547 は特許情報に従って中外製薬にて合成した(WO2008075068)。PD173074 (FGFR 阻害

剤)、PD0325901 (MEK 阻害剤)、selumetinib (MEK 阻害剤)は Sigma-Aldrich 社もしくは

Selleck Chemicals 社から購入した。使用した細胞はそれぞれ、American Type Culture 

Collection 社、Health Science Research Resources Bank 社、Health Protection Agency 

Culture Collections 社、Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH

社、Immuno-Biological Laboratories 社もしくは Asterand 社から購入し、推奨培地にて培養し

た。 

 

5.2.2 マイクロアレイ解析 

 1 μM の各阻害剤を各細胞に添加し、24 時間培養したのちに、トータル RNA を RNeasy kit 

(Qiagen)を用いて精製した。Affymetrix 社 Human Genome U133 Plus 2.0 array の推奨プロト

コルに従い、トータル RNA を逆転写し、ラベルし、マイクロアレイにハイブリダイズした。マ
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イクロアレイの解析データは GEO データベースで入手可能である (GEO number: 

GSE73024)。アレイ上の各プローブの発現レベルは、guanine-cytosine robust multi-array 

analysis (GC-RMA) というアルゴリズムを用いて解析した(82)。非特異的に検出された可能性

のあるシグナルを減らすため、10 よりも小さいシグナル値を示しているプローブは発現解析か

ら除いた。DMSO 処理時の mRNA 発現レベルと化合物処理時の mRNA 発現レベルの比を計算

し、シグナルが 50%よりも小さくなっている遺伝子を発現低下遺伝子、200%よりも大きくなっ

ている遺伝子を発現上昇遺伝子と規定した。クラスタリングには Cluster 3.0 を用い、 ヒートマ

ップの作成には Java Treeview を用いた(83)。 

 

5.2.3 遺伝子シグネチャー解析 

 ERK シグネチャーとして、ERK1/2 の siRNA をヒト角化細胞に添加したのちに得たマイクロ

アレイデータ(GSE15417)を Gene Expression Omnibus データベースから得た(84)。各プローブ

の発現値をログ化し、ERK siRNA により統計学的に有意（p < 0.01）に発現減少しているプロ

ーブを t 検定により抽出した。22,277 プローブのうち、672 プローブを ERK1/2 遺伝子シグネ

チャーとして同定した。 

 ヒストグラム作成において、ERK1/2 遺伝子シグネチャーに属するプローブのシグナル値のロ

グ比、属さないプローブのシグナル値のログ比をプロットした。プロットの分布の差がシグネチ

ャーに属する遺伝子発現の差を示す。計算には R (http://www.r-project.org/)を用いた。 

5.2.4 細胞増殖阻害アッセイ 

前章に示した。 

 

5.2.5 ウェスタンブロット解析 

前章に示した。 

 

http://www.r-project.org/
http://www.r-project.org/
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5.3 結果 

5.3.1 FGFR1 遺伝子増幅癌における FGFR 阻害剤による MAPK 経路阻害 

 まず、FGFR 阻害剤が抑制するパスウェイを同定するために、1 µM の CH5183284/Debio 

1347 (FGFR 阻害剤)、AZD4547 (FGFR 阻害剤)、CH4987655 (MEK 阻害剤)もしくは

CH5132799 (PI3K 阻害剤)を、FGFR1 遺伝子増幅を持つ肺癌細胞株 NCI-H1581 に添加し、24

時間後に RNA を回収しマイクロアレイ解析を行った。DMSO を添加した細胞の発現レベルをコ

ントロールに、各化合物添加条件下の各プローブの発現レベルのログ比を計算し、ヒートマップ

として表した。また、発現変化の似ているプローブのクラスタリングを行った。全体像として

FGFR 阻害剤による発現変化は、PI3K 阻害剤による発現変化よりも MEK 阻害剤による発現変

化に類似していることがわかった（図 40A）。より具体的には、CH5183284/Debio 1347 添加

により変化したプローブ数は 2,850 個であったが、そのうち、AZD4547、CH4987655 もしくは

CH5132799 添加でも共通してシグナル値が変化したプローブを抽出したところ、それぞれ

2,273 個、1,675 個、158 個であった。 

それぞれの化合物添加による発現変化が MAPK 経路阻害によるものかどうかを確認するた

め、ERK1/2 シグネチャーを用いて発現変化解析を行った。ヒートマップ作成時に用いたログ比

を、X 軸はログ比、Y 軸は頻度を表すヒストグラムにプロットし、ERK1/2 シグネチャーに属す

る遺伝子は青色、それ以外の遺伝子は赤色で示した。その結果、MEK 阻害剤 CH4987655 添加

の場合に ERK1/2 シグネチャーに属する遺伝子群が良く変化しており、PI3K 阻害剤

CH5132799 添加の場合はほとんど変化していなかったことから、このシグネチャー解析が妥当

であることが確認され、CH5183284/Debio 1347 もしくは AZD4547 添加の場合にも ERK1/2 シ

グネチャーに属する遺伝子群が良く変化していることから、FGFR1 遺伝子増幅を持つ肺癌細胞

において、FGFR 阻害剤は主に ERK シグナルを制御していることが確認された（図 40B）。 
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図 40 NCI-H1581 細胞における各パスウェイ阻害剤による遺伝子発現変化 

(A) 1 µM の CH5183284/Debio 1347、AZD4547 (FGFR 阻害剤)、CH4987655 (MEK 阻害剤)、
もしくは CH5132799 (PI3K 阻害剤)を、FGFR1 遺伝子増幅を持つ肺癌細胞株 NCI-H1581 に添

加し、24 時間後に RNA を回収しマイクロアレイ解析をした（n=2）。DMSO を添加した細胞

の発現レベルをコントロールに、各プローブの発現レベルのログ比を計算し、ヒートマップとし

て表した。また、発現変化の似ているプローブのクラスタリングを行った。(B) (A)で得たログ比

をヒストグラムにプロットした。X 軸はログ比、Y 軸は頻度を表す。ERK1/2 シグネチャーに属

する遺伝子は青色、それ以外の遺伝子は赤色で示した。 
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5.3.2 FGFR 阻害剤の効果と ERK シグナル阻害との相関 

 FGFR 阻害剤による ERK シグナル抑制をより一般化するため、FGFR 遺伝子異常を持ち、か

つ、CH5183284/Debio 1347 に感受性を示す癌細胞株を 13 種類用いて図 40B と同様の解析を

行った。FGFR1 遺伝子異常を持つ癌細胞株として DMS-114、NCI-H520 と NCI-H1581 細胞を

用い、FGFR2 遺伝子異常を持つ癌細胞株として NCI-H716、KATO-III、HSC-39、SNU-16、

MFE-280、MFE-296 と AN3 CA 細胞を用い、FGFR3 遺伝子異常を持つ癌細胞株として KMS-

11、UM-UC-14 と RT-4 細胞を用いた。陰性対象として、FGFR 遺伝子異常を持たず、HER2

遺伝子増幅を持つ NCI-N87 細胞を用いた。1 µM の CH5183284/Debio 1347 を、各細胞に添加

し、24 時間後に RNA を回収しマイクロアレイ解析をした。DMSO を添加した細胞の発現レベ

ルをコントロールに、化合物添加条件下の各プローブの発現レベルのログ比を計算し、X 軸はロ

グ比、Y 軸は頻度を表すヒストグラムにプロットし、ERK1/2 シグネチャーに属する遺伝子は青

色、それ以外の遺伝子は赤色で示した。その結果、CH5183284/Debio 1347 に感受性を示す 13

株すべてにおいて ERK1/2 シグネチャーが抑制されていることがわかった。一方で、

CH5183284/Debio 1347 に感受性を示さない NCI-N87 細胞においてはその変化はなかった（図 

41A）。 

 シグネチャー解析と一致し、CH5183284/Debio 1347 添加により FGFR 遺伝子異常を持つ細

胞 7 株中 7 株において ERK のリン酸化が抑制されることがわかった。一方で、AKT のリン酸

化阻害は 4 株でのみ起こっていた（図 41B）。これらのことから、FGFR 遺伝子異常を持つ癌

は MAPK 経路に依存して増殖をしており、ERK シグナル阻害の有無が FGFR 阻害による薬効

と相関することが示唆された。 
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図 41 様々な FGFR 遺伝子異常を持つ癌細胞における ERK シグナル変化 

1 µM の CH5183284/Debio 1347 を、DMS-114、NCI-H520、NCI-H1581、NCI-H716、
KATO-III、HSC-39、SNU-16、MFE-280、MFE-296、AN3 CA、KMS-11、UM-UC-14、RT-
4 もしくは NCI-N87 細胞に添加し、24 時間後に RNA を回収しマイクロアレイ解析をした

（n=2）。DMSO を添加した細胞の発現レベルをコントロールに、各プローブの発現レベルのロ

グ比を計算し、ヒストグラムにプロットした。X 軸はログ比、Y 軸は頻度を表す。ERK1/2 シグ

ネチャーに属する遺伝子は青色、それ以外の遺伝子は赤色で示した。また、各細胞株に対する

CH5183284/Debio 1347 の細胞増殖阻害活性（IC50）を示した。 
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5.3.3 FGFR 阻害剤の効果と DUSP6 発現変化との相関 

 次に、MAPK 経路に関与する遺伝子の中で FGFR 阻害剤の効果を最もよく予測する遺伝子の

探索を行った。まず、これまでに用いてきた ERK シグネチャーに属する 672 遺伝子の中から、

CH5183284/Debio 1347 処理により、最も大きく、最も統計学的に有意に変化する遺伝子の抽出

を試みた。図 41 で用いたマイクロアレイデータから ERK シグネチャーに属する 672 遺伝子を

抽出し、DMSO 処理と CH5183284/Debio 1347 処理とで発現比を計算した。発現変化の比を

FGFR 遺伝子異常を持つ全 13 細胞で平均化し、Log2 変換した。DMSO 処理時の各プローブの

シグナル値と化合物処理後のシグナル値を全細胞でそれぞれ平均化し、t test により二群比較の

p 値を算出し、Log10 変換した。それぞれの値をボルケーノプロットとしてプロットした（図 

42A）。X 軸は、比を Log2 変換した値、Y 軸は、p 値を Log10 変換した値を示した。赤で示し

たプローブは、p 値が 0.05 より小さく、でシグナル値の変化が 2 倍よりも大きいプローブ群で

ある。その結果、47 遺伝子（51 プローブ）が上記の評価基準を満たして抽出された（表 9）。

その中で、最も大きな発現変化を示したのが DUSP6 であった。各細胞のデータを詳細に見る

と、FGFR 遺伝子異常を持ち、FGFR 阻害剤に感受性のある 13 株中 13 株において DUSP6 の

発現変化が評価基準を満たしていることがわかった（図 42B）。このような変化を示した遺伝

子は他には同定できなかった。DUSP6 とは、ERK のリン酸化部位を脱リン酸化するフォスファ

ターゼで、MAPK 経路の活性を抑制する分子である（図 43）(85)。その発現レベルは MAPK

経路の活性で制御されることから、MAPK 経路の活性が高いと発現が上昇し、活性が低いと発

現が抑制されることが知られている。つまり、FGFR 阻害剤を処理すると MAPK 経路の活性が

低くなり、DUSP6 発現は抑制されると考えらえる。次に、タンパク質レベルでも DUSP6 の発

現が抑制されているかを検証した。FGFR 遺伝子異常を持つ FGFR 阻害剤感受性株として NCI-

H1581 (FGFR1 遺伝子増幅)、DMS-114 (FGFR1 遺伝子増幅)、AN3 CA (FGFR2 遺伝子変異)、

SNU-16 (FGFR2 遺伝子増幅)と KMS-11 (FGFR3 遺伝子転座、変異) 細胞を、FGFR 遺伝子異

常を持つが FGFR 阻害剤非感受性な株として ZR-75-1 (FGFR1 遺伝子増幅) 細胞、FGFR 遺伝
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子異常を持たず FGFR 阻害剤非感受性な株として NCI-N87 と HCT116 細胞を用いた。3 µM の

FGFR 阻害剤 PD173074 もしくは 1 µM の MEK 阻害剤 PD0325901 を各癌細胞株に 24 時間処

理し、細胞タンパク質を回収、ウェスタンブロット法で解析した。FGFR 阻害剤 PD173074 は

既出の AZD4547 や NVP-BGJ398 と似た構造を持つ化合物である。全ての細胞株において、

MEK 阻害剤 PD0325901 が ERK のリン酸化に伴った DUSP6 タンパク発現を抑制する条件に

おいて、FGFR 阻害剤 PD173074 は、FGFR 遺伝子異常を持つ FGFR 阻害剤感受性株において

のみ DUSP6 のタンパク発現を抑制した。マイクロアレイデータと一致して、FGFR 遺伝子異常

を持たない細胞においては何も反応を示さなかった。面白いことに、FGFR1 遺伝子増幅を持つ

が FGFR 阻害剤に感受性を示さない ZR-75-1 細胞においても DUSP6 発現抑制は確認されなか

った（図 44A）。最後に、in vivo の腫瘍中においても同様の現象が起こるか検証した。FGFR

阻害剤感受性モデルとして SNU-16 (FGFR2 遺伝子増幅)と DMS-114 (FGFR1 遺伝子増幅)を、

FGFR 阻害剤非感受性モデルとして FGFR 遺伝子異常を持たない NCI-N87 と MKN-45 を用い

た。各癌細胞を移植されたマウスゼノグラフトモデルに 100 mg/kg の CH5183284/Debio 1347

を投与し、4 時間後に腫瘍組織を回収、タンパク質を抽出し、ウェスタンブロット法で解析し

た。その結果、in vitro での結果と同様に、FGFR 阻害剤感受性株においてのみ ERK のリン酸

化抑制と DUSP6 タンパク発現抑制が確認された（図 44B）。これらの結果から、FGFR 遺伝

子異常を持つ癌治療において、DUSP6 の発現レベルの変化をモニターすることが治療効果を最

もよく予測する可能性が示唆された。 
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図 42 FGFR 阻害剤による DUSP6 mRNA 発現変化 

(A) ERK シグネチャーに属する全遺伝子のシグナル変化をボルケーノプロットで示した。図 24
で用いたマイクロアレイデータから ERK シグネチャーに属する遺伝子を抽出し、DMSO 処理時

に対する発現比を計算した。発現変化の比を FGFR 遺伝子異常を持つ全 13 細胞で平均化し、

Log2 変換した。DMSO 処理時の各プローブのシグナル値と化合物処理後のシグナル値を全細胞

でそれぞれ平均化し、t test により二群比較の p 値を算出し、Log10 変換した。X 軸は、比を

Log2 変換した値、Y 軸は、p 値を Log10 変換した値を示した。赤で示したプローブは、p 値が

0.05 より小さく、シグナル値の変化が 2 倍よりも大きいプローブ群である。(B) 14 細胞株にお

ける、DUSP6 の発現変化。DUSP6 を認識する 2 種類のプローブのデータを示した。黒棒は

FGFR 遺伝子異常を持つ細胞株、白棒は FGFR 遺伝子異常を持たない細胞株。 
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表 9 CH5183284/Debio 1347 処理により有意に発現変化したプローブリスト 
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図 43 MAPK 経路と DUSP の関係 
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図 44 FGFR 阻害剤による DUSP6 タンパク発現変化 

(A) リン酸化 ERK 阻害と DUSP6 タンパク発現抑制。3 µM の FGFR 阻害剤 PD173074 もしく

は 1 µM の MEK 阻害剤 PD0325901 を各癌細胞株に 24 時間処理し、タンパク質を回収、ウェ

スタンブロット法で解析した。(B) In vivo ゼノグラフトマウスモデルにおけるリン酸化 ERK 阻

害と DUSP6 タンパク質発現抑制。各癌細胞を移植されたマウスゼノグラフトモデルに 100 
mg/kg の CH5183284/Debio 1347 を投与し、4 時間後に腫瘍組織を回収、タンパク質を抽出

し、ウェスタンブロット法で解析した。Ampli: 遺伝子増幅、Mut: 遺伝子変異 
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5.4.4 フィードバック活性化を伴わない MAPK 経路阻害活性の重要性 

 これまでの結果より単純に考えると、MAPK 経路を阻害するためには MEK 阻害剤のような

薬剤を用いればよいと考えられるかもしれないが、FGFR 阻害剤で MAPK 経路を抑制すること

の意義を検証するため、まず FGFR 遺伝異常を持ち FGFR 阻害剤に感受性を示す細胞株を用い

て、各 MEK 阻害剤に対する感受性を測定した。MEK 阻害剤は、CH4987655、CH5126766 と

Selumtinib を用い、陽性対象の細胞株として、BRAF 変異を持つ黒色腫細胞 SK-MEL-1、NF1

変異を持つ黒色腫細胞 MeWo、KRAS 変異を持つ大腸癌細胞 HCT-116 細胞を用いた。これらの

MEK 阻害剤感受性株と比較して FGFR 遺伝子異常を持つ細胞株がどれくらいの強い感受性を示

すかを検証した。その結果、図 44 で示したように、MEK 阻害剤はリン酸化 ERK と DUSP6

タンパク発現を抑制するにもかかわらず、使用した全ての癌細胞株において、陽性対象と比較し

て MEK 阻害剤への感受性が低いことがわかった（図 45）。どの MEK 阻害剤でもその傾向は

変わらなかった。 

次に、MEK 阻害剤が薬効を示さないメカニズムを探るため、FGFR 阻害剤

CH5183284/Debio 1347、RAF-MEK 阻害剤 CH5126766、PI3K 阻害剤 CH5132799 を用いて

細胞内のシグナル変化を調べた。これらの化合物を、単剤もしくは併用で FGFR2 遺伝子増幅を

持つ胃癌細胞株 SNU-16 に添加し、24 時間後にシグナル解析を行った。これまで確認されてい

る通り、CH5183284/Debio 1347 添加により、FGFR、ERK と AKT などのリン酸化が抑制さ

れ、DUSP6 タンパク発現も抑制された。一方で、CH5126766 添加においては、リン酸化 ERK

と DUSP6 タンパク発現抑制が起こっていると同時に、FGFR、MET や EGFR といった受容体

型チロシンキナーゼのリン酸化が上昇していること、それらの下流の AKT、SRC や STAT3 の

リン酸化も上昇していることが確認された（図 46）。一方で、PI3K 阻害剤添加によって同様

の現象は起きなかった。MEK 阻害剤添加によるリン酸化の上昇は、CH5183284/Debio 1347 を

同時に添加すると起こらないことから、FGFR2 を介したフィードバック活性化であることが示

唆された。また、MEK 阻害剤添加時と FGFR 阻害剤添加時とで、リン酸化 ERK の抑制程度と
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MAPK 経路の下流因子である DUSP6 や Cyclin D1 の発現抑制の程度とを比較すると、FGFR

阻害剤添加時の方が、リン酸化 ERK の阻害程度が弱いところから下流因子である DUSP6 や

Cyclin D1 の発現を抑制していた。これらのことから、FGFR 遺伝子異常を持つ癌を治療する目

的において、フィードバック活性化を伴わずに MAPK 経路を阻害し薬効を発揮するためには

MEK 阻害剤ではなく、FGFR 阻害剤が有効であることが示唆された。 
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図 45 FGFR 遺伝子異常を持つ細胞株の MEK 阻害剤に対する感受性 

各種細胞を 96 ウェルプレートに播種し、化合物添加後インキュベーションした。4 日後、WST-
8 kit を用いて生存細胞数を測定し、IC50値を算出した。CH4987655 (MEK 阻害剤)、
CH5126766 (RAF-MEK 阻害剤)、selumetinib (MEK 阻害剤)を用いた。 

 



 

 114

 

 

 
 

図 46 FGFR2 遺伝子増幅細胞での MEK 阻害剤によるシグナル変化 

CH5183284/Debio 1347、CH5132799 (PI3K 阻害剤)、CH5126766 (RAF-MEK 阻害剤)もしく

はそれらのうち二剤を、FGFR2 遺伝子増幅を持つ SNU-16 に添加し、24 時間後にタンパク質

を抽出し、ウェスタンブロット法で解析した。 化合物濃度は 0.3 もしくは 1 µM とした。 
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5.4 考察と小括 

癌細胞がどのシグナル経路に依存して増殖しているかを理解することは、併用治療を考えるう

えでも、耐性を克服する治療を考えるうえでも非常に重要である。例えばホルモン治療耐性乳癌

の場合、PI3K-AKT 経路が活性化し、下流因子である S6K というキナーゼがエストロゲン受容

体を活性化してホルモン治療耐性を示している可能性が示唆されている(86)。この場合、ホルモ

ン治療（エストロゲン受容体阻害剤）と PI3K-AKT 経路阻害剤との併用治療が効果を発揮する

可能性が考えられ、実際に臨床で目覚ましい効果を示している(87)。本章では、FGFR が依存し

ているシグナル経路の探索を行った結果、主に MAPK 経路に依存している可能性が示唆され

た。このことは、膀胱癌や子宮体癌において、FGFR の活性化変異と RAS の活性化変異が相互

排他的に発生していることや(21, 88)、逆に、FGFR 阻害剤の耐性メカニズムの一つとして

KRAS 変異が報告されていることからも支持される(11)。つまりこれらの癌においては、MAPK

経路の活性化が癌の悪性化に重要で、FGFR もしくは RAS に活性化変異が入ることで MAPK

経路が活性化を獲得していると考えられる。しかし面白いことに、FGFR 遺伝子異常を持つ癌は

MAPK 経路阻害剤である MEK 阻害剤では治療できないことが示された。同様のことは、HER2

遺伝子異常を持つ癌でも報告されている(89)。HER2 は PI3K-AKT 経路を活性化して癌の悪性

化に寄与しているにもかかわらず、PI3K 阻害剤を処理すると逆に HER2 を活性化してしまい、

癌を治療することができなかった。このような癌において、HER2 阻害剤と PI3K 阻害剤の併用

治療がより強い抗腫瘍効果を発揮することが示されている。これらのことから考えると、FGFR

遺伝子異常を持つ癌において、FGFR 阻害剤とその下流因子の阻害剤である MEK 阻害剤の併用

治療が、より強い抗腫瘍効果を発揮することも期待され得る。 

DUSP6 は、本章で、FGFR 遺伝子異常を持つ癌に FGFR 阻害剤を処理した場合に発現が変化

する遺伝子として見出され、その発現変化は FGFR 阻害剤の効果と相関することが示された。

DUSP6 は、プロテインフォスファターゼファミリーのうちの 1 つで、例えば ERK のリン酸化

を認識し、脱リン酸化することで ERK の活性を抑制することが知られている。また、RAS や
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BRAF の活性化に伴い発現上昇し、上記のメカニズムで抑制的フィードバックとして MAPK 経

路の活性を抑制することが知られている(90-94)。したがって、MAPK 経路の活性化の程度は

DUSP6 の発現の程度で予測することができると考えられる。また、マウスの胚において、FGF

リガンド由来の MAPK 経路の活性化を DUSP6 が抑制していることが報告されているし、

DUSP6 に機能欠損変異が導入されたマウスは、誕生直後の致死、低身長症、冠状頭蓋骨癒合症

や耳が聞こえないなどの症状を持つことが報告されている(95, 96)。これらの症状は、生まれな

がらにして遺伝的に FGFR に活性型変異を持つアペール症候群やクルーゾン症候群などの患者

の症状と非常によく似ている。これらのことから DUSP6 と FGFR は深く関係しており、

DUSP6 は FGFR 阻害活性をモニターする最も良いマーカーであると考えられる。 

 臨床試験において、薬剤によるシグナル阻害の程度をいかに測定するかは、薬の開発スピード

を上げる観点からも重要であると考えられている(97, 98)。一般的には、免疫染色法を用い、標

的キナーゼの下流タンパク質のリン酸化阻害が評価されているが(99, 100)、リン酸化タンパク質

は不安定で、測定サンプル調製中にリン酸化が分解し、測定が難しくなることが問題視されてい

る(101)。したがって、薬剤によるシグナル阻害程度を正確に知るためには、リン酸化測定以外

の方法でも同時に評価する必要がある。例えば、非浸潤的な方法の代表例として、血液中の癌細

胞由来の DNA を測定するという方法が最近注目されつつある (102)。例えば EGFR 活性型変異

を持つ肺癌において、EGFR 阻害剤による治療が奏功している期間は、EGFR 活性型変異 DNA

量が血中から少なくなり、その DNA 量が増えてくると、のちに EGFR 阻害剤抵抗性であるこ

とが判明するということが報告されている(103, 104)。FGFR 阻害剤の場合は、様々な種類の

FGFR 遺伝子異常を持つ癌の治療に使われる可能性があるため、1 つの変異を同定するような方

法ではなく、どの FGFR 遺伝子異常においても共通して変化する事象を捉える必要があり、

DUSP6 の発現量の検出はその問題点を克服する可能性があると考えられる。例えば、癌組織中

の DUSP6 の測定はリン酸化の測定ではないので結果が安定することが期待され、癌組織以外で

も、血中を滞留している癌細胞中の mRNA 測定や、癌細胞から分泌されるエキソソーム中の



 

 117

mRNA 測定など、これまでにない方法で FGFR 阻害剤の効果をモニターすることができるよう

になると考えられる。 

 まとめると、FGFR 遺伝子異常を持つ癌は MAPK 経路に依存して悪性化していることが示唆

され、FGFR 阻害剤による ERK シグナル阻害の有無はその薬効を予測することが示された。そ

の ERK シグナルの中で、最も変化が大きく、最も効果予測精度が高かった遺伝子として

DUSP6 を同定し、DUSP6 は FGFR 阻害剤の効果がモニターできる新しい遺伝子として期待さ

れる。 
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第 6 章 総括 
本研究では、FGFR の遺伝子点変異、遺伝子増幅もしくは遺伝子転座により活性化した癌を治

療するために FGFR 選択的な低分子阻害剤を創製し（第 3 章）、新たな FGFR 選択的阻害剤の

治療対象患者探索のために新規 FGFR 遺伝子転座を同定・解析し（第 4 章）、そして FGFR 阻

害剤の薬効発揮をより高い精度で予測するため、FGFR のシグナル解析を行った（第 5 章）。 

第 3 章では、FGFR の活性化が悪性化の原因となっている癌を治療することを目的とし、

FGFR 選択的な低分子阻害剤、CH5183284/Debio 1347 を創製した。本化合物は、in vitro の酵

素阻害試験において FGFR1、FGFR2 及び FGFR3 を選択的に阻害することが示された。選択性

が得られた原因を検証するため FGFR1 と CH5183284/Debio 1347 の複合体の結晶構造解析を

行い、CH5183284/Debio 1347 の持つベンズイミダゾール部位が特徴的な役割をしていることが

示唆された。また、in vitro 及び in vivo において、FGFR1、FGFR2 及び FGFR3 遺伝子の増

幅、変異、転座を有する癌に対して高い抗腫瘍活性を示すことが明らかとなった。さらに、既存

FGFR 阻害剤に耐性を示す変異を持つ癌に対しても効果を示すことがわかった。したがって、

CH5183284/Debio 1347 は、FGFR1、FGFR2 及び FGFR3 遺伝子に異常を有する癌患者に対し

て新たな治療機会を提供することが期待される。 

次に第 4 章では、CH5183284/Debio 1347 の新しい治療対象患者を見出すため、新規の

FGFR 活性化機構を探索し、その機能評価を行った。これまで癌細胞株でのみ見つかっていた

FGFR3-BAIAP2L1 融合遺伝子が一部の肺癌、膀胱癌患者において初めて発見され、FGFR3-

BAIAP2L1 融合遺伝子を過剰発現するラット正常細胞は非常に強い腫瘍形成能を持つことが分

かった。また、CH5183284/Debio 1347 が FGFR3-BAIAP2L1 融合遺伝子により形成された腫

瘍の増殖を抑えることも示された。シグナル解析を行うと、FGFR3-BAIAP2L1 融合遺伝子発現

により MAPK 経路とその下流の転写因子が活性化するとともに、p53 や RB などのがん抑制遺

伝子の活性が抑えられていることが分かった。また、FGFR3-BAIAP2L1 融合キナーゼの活性化
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は BAR ドメインを介した恒常的な FGFR3 の二量体化によるものであるということが示され

た。したがって、恒常的に活性化している FGFR3-BAIAP2L1 融合遺伝子を持つ癌患者は、

CH5183284/Debio 1347 により高い効果を得られることが期待される。 

最後に第 5 章では、CH5183284/Debio 1347 投与による薬効発揮をより高い精度で予測するた

め、FGFR のシグナル解析を行った。マイクロアレイを用い、CH5183284/Debio 1347 を

FGFR 遺伝子変異保有癌細胞株に添加することにより発現変化する遺伝子を抽出したところ、

MAPK 経路関連遺伝子が多く変化していることが分かった。一方で、FGFR の下流経路として

良く知られている PI3K-AKT 経路に一貫した変化はなかった。MAPK 経路関連遺伝子の中でも

特に強く応答している遺伝子として DUSP6 が抽出され、CH5183284/Debio 1347 投与による

DUSP6 の発現減少は CH5183284/Debio 1347 の抗腫瘍効果と一致することが示された。一方

で、MAPK 経路阻害剤は FGFR 遺伝子変異保有癌細胞株には効果を示さなかった。それは、

FGFR 以外の経路が活性化することにより MAPK 経路阻害の効果を打ち消していることが原因

である可能性が示唆された。つまり、FGFR 遺伝子変異癌における DUSP6 遺伝子の発現変化は

FGFR 阻害剤特有の効果予測マーカーであることが示唆された。 

本研究で新規に創製された FGFR 選択的阻害剤 CH5183284/Debio 1347 は、DUSP6 のよう

なマーカーで効果をモニタリングしながら、FGFR 遺伝子に異常を有する癌患者を治療すること

で、最大限の効果を発揮し、癌患者の生存延長と健康に貢献することが期待される。 
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