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要旨  

 

肝内胆管癌は予後不良な癌であり、新規治療法の開発が望まれる。本研究で

は、発癌機序の解明や新規治療の開発に有用な新規肝内胆管癌マウスモデルを

樹立し、癌の起源細胞を検討するとともに、発癌における Notchシグナルの関与

を検討した。肝特異的な Kras 活性化と Pten 欠損の導入により、肝内胆管癌の

みを生じるマウスモデルが樹立できた。さらに、細胞系譜特異的遺伝子改変シ

ステムにより、このマウスにおける胆管癌は胆管上皮細胞由来であることが示

唆された。また、Notch 関連転写因子 Rbpj は末梢の肝内胆管の新生を介して

発癌に関わるが、Notch 経路の標的分子 Hes1 は発癌に不可欠ではないことが

明らかとなった。 

 

 

 

 

 

 

 

 



7 

 

序論 

胆管癌は胆管上皮に発生する悪性腫瘍であり、発生部位によって肝内胆管癌

と肝外胆管癌に分けられる 1。肝内胆管癌は胆管細胞癌とも呼ばれ、肝臓内で

胆管上皮細胞に近い特徴を持った原発性上皮性腫瘍である。また、我が国にお

いては原発性肝癌の中の約 5%を占め 2,3、肝細胞癌に次いで多い。肝内胆管癌

の患者数は日本、北アメリカ、ヨーロッパを含め全世界で増加傾向にある 4-6。

我が国においては、2014年の胆道癌の死亡数は約 18200人で、がん死亡全体の

約 5%を占めている 7。 肝内胆管癌の発生には、肝内胆管結石、原発性硬化性

胆管炎、ウイルス肝炎、肝吸虫など、様々な要因が関わっている 1,3,8。進行し

た肝内胆管癌の症状には、黄疸、腹痛、発熱、体重減少があるが、早期癌では

自覚症状に乏しく、血液検査による肝胆道酵素の上昇や腹部エコーや、CT によ

る腫瘍像や肝内胆管の拡張像が発見の契機となることが多い 3,9。外科的手術が

根治のための唯一の治療手段となる。しかし切除不能な進行癌として発見され

ることが多く、しかも切除可能な場合においても 5 年生存率は約 30%と、肝内

胆管癌の予後は不良である 9。切除不可能な場合には化学療法が第一選択となり、

標準治療としてシスプラチンとゲムシタビンの併用療法がおこなわれる 10。し

かし、多少の生存期間の延長が得られるが、十分な予後の改善は困難であり、よ

り効果がある新規治療薬開発が望まれる。 
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遺伝子改変マウスモデルは、ヒト疾患の分子メカニズムの解明と、新しい治

療薬開発のための重要な材料となっている。がんのモデルとしても、様々な遺

伝子改変マウスが作られている。例えば、膵臓特異的活性型 Kras 変異による

ヒト膵癌マウスモデルは、前癌病変である膵上皮内腫瘍  (pancreatic 

intraepithelial neoplasms: PanIN)を発生し、それらの病変は 1 年以上の長期間の

経過後に膵管腺癌 (pancreatic ductal adenocarcinoma：PDAC)へと進行する 11。

さらに、この膵臓特異的活性型 Kras 変異マウスに Ink4a/Arf、Trp53、 Tgf  type 

II receptor または Smad4 など PDAC の発生進展に関わる遺伝子の機能を欠損

させたマウスを交配することで、より早期に PDAC を発症するマウスモデル

が樹立され、これらのマウスは膵発癌メカニズムの解明や新規治療薬の開発に

利用されている 12-15。膵癌のマウスモデルに比較して、肝内胆管癌を自然発生

する遺伝子改変マウスモデルは種類が少ない。現在までに、肝特異的

Pten/Smad4 ダブルノックアウトマウス 16、肝特異的活性型 Kras ノックイン

+Trp53 ノックアウトマウス 17、肝特異的 Sav1 ノックアウトマウス 18、そして

肝特異的 Notch細胞内ドメイン (intracellular domain of Notch receptor:NICD)過

剰発現マウス 19の４種類が報告されている。これらのマウスモデルのうち、肝

特異的活性型 Kras ノックイン+Trp53 ノックアウトマウスと、肝特異的 Sav1 ノ

ックアウトマウスの２種類は、遺伝子組み換えが肝細胞と胆管上皮細胞の両者
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への分化能を有する前駆細胞で誘導されるため、肝内胆管癌だけでなく肝細胞

癌も発生する。したがって、肝内胆管癌の発生・進展メカニズムの解明には、

肝内胆管癌のみを発症する遺伝子改変マウスモデルの樹立が望まれる。 

肝内胆管癌では、発癌に重要な細胞内シグナル伝達経路である RAS 経路と

Phosphatidylinositol 3-kinase (PI3K)経路の活性化が、比較的高率に認められること

が報告されている 20-24。RAS 経路の活性化は様々なヒトの癌において見られる

が、ヒト癌のうち約 30%は RAS ファミリー遺伝子 (KRAS, NRAS, HRAS)のいず

れかに活性化型変異を有し、それによって下流のシグナル伝達経路が活性化し

ている。特に KRAS 変異は膵癌の 90%、大腸癌の 40%に変異が認められるな

ど、ヒトの癌において最も高率に変異を認める遺伝子の一つである  25,26。原発

性肝癌の中でも肝細胞癌においては、KRAS 変異は約 2%にしか認めないと報

告されている 27,28。しかし、肝内胆管癌においては 5-54%と比較的高率に KRAS

変異を認め 21,23,24,29、TP53 遺伝子に次いで高率に変異を認める遺伝子となって

いる。また、RAS のエフェクター分子である RAF ファミリーに属する BRAF

遺伝子にも、肝内胆管癌の 22%に変異を認めることが報告されている 30。これ

らの結果は、RAS 経路の活性化がヒト肝内胆管癌の形成に重要であることを

示唆している (図 1)。 

PI3K 経路も、種々のがんにおいて活性化している細胞内シグナル伝達経路
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である。例えば、PI3K の触媒サブユニット一つである p110をコードする

PIK3CA遺伝子の活性化型変異や、PI3Kの抑制分子である phosphatase and tensin 

homolog deleted on chromosome 10 (PTEN)の機能喪失変異や欠失が、様々ながん

で報告されている 31。ヒト肝内胆管癌においては、PIK3CA や PTEN の遺伝子

変異はそれぞれ 5%、11%程度と低頻度である 24,32,33。しかし、PI3K 経路活性

化の指標である高リン酸化型の活性化型 AKT は、高率に発現していると報告

されている 16、したがってこの経路の活性化も、ヒト肝内胆管癌の発生に重要

な役割を演じている可能性が示唆される。 

PTEN は 1997 年に発見された腫瘍抑制因子である。PTEN は、ホスファチジ

ルイノシトール 3,4,5-三リン酸 (PI(3,4,5)P3)のホスファチジルイノシトール 4,5-

ビスリン酸 (PI(4,5)P2)への脱リン酸化反応を触媒する酵素で 31、その遺伝子異常

による機能喪失は、PI3K によって生成される PI(3,4,5)P3 の脱リン化が減少し

PI(3,4,5)P3が増加する。誘導された PI(3,4,5)P3はセカンドメッセンジャーとして

働き、PDK1 や AKT などの下流のキナーゼを活性化して、細胞の増殖や生存な

どを促進する。ヒト肝内胆管癌における PTEN 遺伝子の機能喪失変異や欠失の

頻度は高くないが 24,32、肝吸虫による肝内胆管癌で PTENのプロモーター領域内

の CpG アイランドの高メチル化が認められること 8、PTEN を阻害する

microRNA-21 の肝内胆管癌における過剰発現が認められること 34、機能低下型
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PTEN と考えられているリン酸化型 PTEN がヒト肝内胆管癌で高頻度に認めら

れることなどから 16、PTEN遺伝子異常以外の PTEN不活化機序によっても、下

流キナーゼの活性化がもたらされている可能性が考えられる。 

これらのエビデンスは、RAS経路の活性化と PTENの不活化に起因する PI3K

経路の活性化が、ヒト肝内胆管癌において重要な役割を演じていることを示唆

している。そこで私は、活性化型 Krasノックインと Ptenノックアウトにより両

経路を共活性化することにより、新規肝内胆管癌マウスモデルが樹立できるの

ではないかと考えた。 

図 1 MAPK経路と PI3K経路 

 

また近年、肝内胆管癌の起源細胞が注目されている 2,35-39。肝内胆管癌は、病
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理組織学的に胆管様の管腔構造を呈し、胆管上皮細胞のマーカーである

Cytokeratin 19 (CK19)などが陽性を示すことから、従来から胆管上皮由来の悪性

腫瘍であると考えられてきた。しかし、胆管癌と肝細胞癌の混合型肝癌や肝幹細

胞マーカーの発現を有する細胆管癌の存在は、胆管上皮細胞と肝細胞の共通の

起源である、肝前駆細胞や肝幹細胞からの肝内胆管癌発生の可能性を示唆して

いる 37。また、マウスモデルを用いた研究では、成熟した肝細胞における活性化

型 Notch (NICD)と活性化型 Akt の共発現や、チオアセトアミドの投与により肝

細胞から胆管癌が生じることが示され、肝細胞が肝内胆管癌の起源細胞となり

得ることが示唆されている 40-42。このように肝内胆管癌起源細胞の候補は複数提

唱されており、その同定は発癌メカニズムの解明や新規治療法や予防法を開発

するために非常に有用と考えられる。 

そこで本研究では、まず肝特異的活性化型 Kras変異ノックイン・Ptenノック

アウトマウスの作製を試み、その結果、新規肝内胆管癌マウスモデルを樹立する

ことに成功した。次に、このマウスモデルにおける胆管癌の起源細胞を検討した。

さらに、近年肝内胆管癌の発生・進展に重要であると報告されている Notchシグ

ナル 19 について、本マウスモデルの肝内胆管癌の発癌メカニズムにおける役割

を検討した。 
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材料と方法 

1. マウス 

Alb-Cre マウス（アルブミンプロモーター制御下に Cre リコンビナーゼを発現す

るマウス）、LoxP-STOP-loxP (LSL)-KrasG12D マウス(条件的活性型 Kras 変異ノッ

クインマウス)、及び R26RmTmGマウス (Rosa26 プロモーター下 tdTomato を発現

し、Cre依存的に GFP発現に切り替わるマウス)は Jackson Laboratory、 Rbpjfloxマ

ウス (条件的Rbpjノックアウトマウス)は理研バイオリソースセンターから購入

した。また、Ptenfloxマウス (条件的 Ptenノックアウトマウス)は Tak W Mak博士 

(University of Toronto)、Alb-CreERT2 マウス（タモキシフェン誘導的にアルブミン

プロモーター制御下に Creを発現するマウス）は Daniel Metzger、Pierre Chambon

両博士 (IGBMC)、CK19CreERTマウス（タモキシフェン誘導的に CK19プロモー

ター制御下に Creを発現するマウス）は Guoqiang Gu博士 (Vanderbilt University)、

Hes1flox マウス (条件的 Hes1 ノックアウトマウス)は影山龍一郎博士 (京都大学)

から供与された。本研究は、東京大学医科学研究所の動物実験委員会の承認を得

て、東京大学動物実験実施マニュアルに従って行った。 

条件的に活性型 Kras 変異を発現する LSL-KrasG12D/+マウス、条件的 Pten ノック

アウトマウス (Ptenflox)、胎生期の肝芽細胞及び成体期の肝細胞において Cre リ

コンビナーゼを発現する Alb-Cre マウスを交配して、 Alb-Cre/+;LSL-
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KrasG12D/+;Ptenflox/flox (以下 AKPP)、Alb-Cre/+;LSL-KrasG12D/+;Ptenflox/+ (以下 AKP)、

Alb-Cre+;LSL-KrasG12D/+ (以下 AK)、 Alb-Cre/+; Ptenflox/flox (APP)の 3種類の遺伝子

型のマウスを作製した。また、LSL-KrasG12D/+マウス及び Ptenflox/floxマウスを、肝

特異的かつタモキシフェン誘導性に Cre リコンビナーゼを発現するマウス Alb-

CreERT2と交配し、Alb-CreERT2/+;LSL-KrasG12D/+;Ptenflox/flox(以下 AERKPP) マウス

を作製した。さらに、LSL-KrasG12D/+ マウス及び Ptenflox/flox マウスを、肝臓におい

ては胆管上皮細胞特異的かつ薬剤誘導性に Cre リコンビナーゼを発現する

Ck19CreERT マウスと交配して、Ck19CreERT/+;LSL-KrasG12D/+;Ptenflox/flox  (以下

Ck19KPP)マウスを作製した。また、近年報告されている Notch シグナルの胆管

癌発症における重要性を本マウスモデルで検証するために Notch シグナルに必

須な転写因子 Rbpj、そして Notchシグナルの重要なエフェクター遺伝子 Hes1の

条件的ノックアウトマウスを、肝特異的 Kras 変異/Ptenノックアウトマウスに交

配し、それぞれ Alb-Cre/+;LSL-KrasG12D/+;Ptenflox/flox;Rbpjflox/flox (AKPPRR)マウスと

Alb-Cre/+;LSL-KrasG12D/+;Ptenflox/flox;Hes1flox/flox (AKPPHH) マウスを作製した。上記

遺伝子改変マウスの交配方法の概略を図 2 に示す。また、Alb-CreERT2 マウスに

おけるタモキシフェンによる遺伝子改変誘導部位の検討のため、Alb-CreERT2; 

R26RmTmG/+ マウスを作製した。なお本研究では全ての実験において 、C57BL/6に
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10回以上戻し交配されたマウスを用いた。 

図 2 使用したマウスの系統 

LSL-Kras
G12D 

マウス (Exon1 の 12 番目のグリシン (G)がアスパラギン酸 (D)に

変化した条件的ノックインマウス)と、Pten
flox
マウス (Exon4、5の条件的欠損マ

ウス)を交配して作製された LSL-Kras
G12D/+

;Pten
flox/flox

マウスに、Alb-Cre マウス、

Alb-CreERT2 マウス、Ck19CreERT マウスを交配し、それぞれ  Alb-Cre/+;LSL-

Kras
G12D/+

;Pten
flox/flox 

(AKPP) 、Alb-CreERT2/+;LSL-Kras
G12D/+

;Pten
flox/flox 

(AERKPP) 、

Ck19CreERT/+;LSL-Kras
G12D/+

;Pten
flox/flox 

(Ck19KPP) という遺伝子型のマウスを作

製した。さらに、Notchシグナル阻害による肝内胆管癌発生進展への効果検討の

ため、Rbpj
flox
マウス (Exon6、7の条件的欠損マウス) 、Hes1

flox
 マウス (Exon2、

3、4 の条件的欠損マウス)を肝特異的 Kras 変異＋Pten ノックアウトマウスに交

配し、それぞれ Alb-Cre/+;LSL-Kras
G12D/+

;Pten
flox/flox

;Rbpj
flox/flox 

(AKPPRR)と Alb-
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Cre/+;LSL-Kras
G12D/+

;Pten
flox/flox

;Hes1
flox/flox 

(AKPPHH)という 2種類のマウスを作製

した。 

 

2. 遺伝子型の解析 

マウスの尻尾先端を切断して 1.5 mL チューブに移し、Tail Lysis Buffer (50mM 

KCl、10 mM Tris-HCl (pH.3)、1.5 mM MgCl2、0.1% (w/v) ゼラチン、0.45% NP-40、

0.45% Tween20 (Sigma)) 250 Lと 10 mg/mL の proteinase K (Roche) 5 Lを加えた

のち、55℃ で 2 h インキュベートした。Proteinase Kを 98℃、5 minで失活させ

たのち DNAを使用した。遺伝子型は Polymerase Chain Reaction (PCR)を用いて解

析した。PCRは、GoTaq® Green Master Mix (Promega)を用いて、95℃ 2 minのち、

95℃ 30 sec、60℃ 30 sec、72℃ 1 minを 33サイクル繰り返した。使用したプラ

イマーは表 1に示す。 

 

遺伝子名 プライマ― (5' to 3') allele (bp) 

Cre 
F-ACCTGAAGATGTTCGCGATTATCT 
R-ACCGTCAGTACGTGAGATATCTT 

370 

Ck19CreERT 
F-GCAGAATCGCCAGGAATTGACC 
R-GTTCTTGCGAACCTCATCACTC 

300 

Kras
G12D

 
F-CCTTTACAAGCGCACGCAGACTGTAGA 
R-AGCTAGCCACCATGGCTTGAGTAAGTCTGCG 

550 

Pten 
F-GTGAAAGTGCCCCAACATAAGG 
Reverse-CTCCCACCAATGAACAAACAGTC 

550 (Flox)  
480 (WT) 

mTmG 
F-CTCTGCTGCCTCCTGGCTTCT 
R-TCAATGGGCGGGGGTCGTT (Flox) 
R-CGAGGCGGATCACAAGCAATA (WT) 

250 (Flox) 
330 (WT) 
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Rbpj 
F-GTTCTTAACCTGTTGGTCGGAACC 
R-GCAATCCATCTTGTTCAATGGCC (Flox) 
R-GCATTGTCTGAGTTCTTGACTG (WT) 

610 (Flox) 
533 (WT) 

Hes1 
F-AGCCAGTGTCAACACGACACCGGACAAAC 
R-TGCCCTTCGCCTCTTCTCCATGATA 

272 (Flox) 
224 (WT) 

表 1 遺伝子型解析用プライマ―セット 

F; Forward、R; Reverseを表わす。mTmG; membrane-targeted tdTomato and membrane-

targeted EGFP  

 

3. タモキシフェンの投与 

腫瘍の病理学的診断の為、Alb-CreERT2/+;LSL-KrasG12D/+;Ptenflox/flox マウスは、Corn 

oil (Sigma)に溶かしたタモキシフェン (10 mg/mL) 1 mg と 5 mgを生後 10日と 56

日でそれぞれ腹腔内注射により投与し、 2~3 ヶ月後に安楽死させた。 

CK19CreERT/+;LSL-KrasG12D/+;Ptenflox/floxマウスは、5 mg を生後 56 日で投与し、1

ヶ月後に安楽死させた。腫瘍の由来細胞同定の為、 Alb-CreERT2/+;LSL-

KrasG12D/+;Ptenflox/floxと Alb-CreERT2/+; R26RmTmG/+ マウスは、タモキシフェン 1 mg

と 5 mgを生後 10日と 56日でそれぞれ投与し、1週間後に安楽死させた。 

 

4. 病理学的検討 

摘出したマウスの組織は、3% ホルムアルデヒド (和光純薬工業)に一晩浸した

のち、パラフィンブロックを作製した。滑走式ミクロトームで 5mずつに切り

出し、コート付きスライドガラス (松浪硝子工業)に付着させ解析に使用した。



18 

 

病理組織像はヘマトキシリン・エオジン (HE)染色を行って各組織を観察するこ

とにより検討し、病理専門医と協議して診断した。 

 

5. 共焦点顕微鏡による観察  

摘出したマウスの各臓器における正常組織と癌組織を、3% ホルムアルデヒド 

に一晩浸し固定後、10、20、30% スクロース (和光純薬工業)/PBSの順に置換し

た後、O.T.C. compound (サクラファインテックジャパン)に入れ、ドライアイス

で氷冷し、ブロックを作製した。クリオスタットで 3mずつに切り出し、コー

ト付きスライドガラスに付着させて得られた凍結切片を、共焦点レーザー顕微

鏡 Nikon A1 (Nikon)を用いて観察し、評価した。 

 

6. 免疫染色    

各検体のパラフィンブロックを 5 m幅に薄切し、100% エタノール、90% エタ

ノール、70% エタノールに 3 min ずつ浸漬し、脱パラフィン操作を行った。水

道水の流水で 5 min水洗した後、抗原賦活化のためクエン酸バッファー (pH 6.0) 

(LSI メディエンス)の中に浸し、オートクレーブで 108℃、10 min 加熱した。室

温に冷めるまで放置した後、水道水とイオン交換水の流水で 5 min ずつ水洗し

た。次に、内在性ペルオキシダーゼ不活化のため、0.3% 過酸化水素水/メタノー
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ルに 15 min 浸漬し、水道水の流水で 5 min 水洗した。リン酸緩衝液 (PBS)で 5 

min、3 回洗浄したのち、各 1 次抗体に対応する 1.5% ウサギまたはヤギ血清含

有 PBS を添加し、室温 30 min ブロッキングを行った。その後一次抗体は 1.5% 

血清含有 PBSまたは SignalStain®Antibody Diluent (Cell signaling #8112)で希釈し、

4℃で一晩反応させた。一次抗体の宿主がウサギの場合は二次抗体として

SignalStain® Boost IHC Detection Reagent (Cell signaling #8114)を添加し 30 min反

応させた。一次抗体の宿主がラットの場合、VECTASTAIN ABC キット (Vector 

Laboratories)中の 0.5% ビオチン標識二次抗体+1.5% ウサギ血清/PBS で 30 min

反応させた後、PBSで 5 min、3回洗浄し、さらにペルオキシダーゼ標識ストレ

プトアビジン (Vector Laboratories)に 30 min反応させた。一次抗体の宿主がマウ

スの場合は、M.O.M. Immunodetect ion Kit  (Vector Laboratories)を用い、M.O.M.

マウス Ig ブロッキング試薬で 1h、M.O.M.希釈溶液で 5 min の順に反

応させてブロッキングし、PBSで 5 min、3回洗浄した後、M.O.M.希釈溶

液で希釈した一次抗体と室温で 30 min反応させた。PBSで 5 min、3回洗浄した

のち、M.O.M.標識抗マウス IgG 抗体を 10 min 反応させて、再度 PBS

で 5 min、3 回洗浄した。さらにペルオキシダーゼ標識ストレプトアビジン 

(Vector Laboratories)に 5 min反応させた。二次抗体反応後は PBSで 5min、3回洗

浄した後、ImmPACT DAB Substrate (Vector Laboratories)で発色した。対比染色は
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マイヤー・ヘマトキシリン染色液 (武藤化学株式会社)で 1 min行い、水道水とイ

オン交換水の流水で 5 minずつ水洗した。脱水は、70% エタノール、90% エタ

ノール、100% エタノールに 3 minずつ、透徹はキシレンに 5 min で施行し、最

後にマリノールで封入した。使用した抗体は表 2に示した。 

 

抗体名 希釈率 宿主 会社名 製品番号 
phospho-Erk 1:400 rabbit Cell Signaling 4370 

phospho-Akt
ser473

 1:100 rabbit Cell Signaling 4060 
Ki67 1:50 rat DAKO M7249 
Ck19 1:100 rat DSHB TROMA-III 

pan-Ck 1:100 mouse Thermo MS-343-P0 
-SMA 1:100 mouse Sigma A2547 

Hnf4 1:100 rabbit Santa cruz sc-8987 

Pten 1:100 rabbit Cell Signaling 9188 
CyclinD

1 1:100 rabbit Thermo PM-9104-S0 
Rbpj 1:100 rabbit Cell Signaling 5313 
Hes1 1:100 rabbit Cell Signaling 11988 
Sox9 1:100 rabbit Santa cruz sc-20095 

表 2 免疫染色で用いた抗体表 

phospho-Erk、phospho-Akt
ser473

、Hnf4、Pten、CyclinE、CyclinD
1
、Rbpj、Hes1、Sox9

については SignalStain®Antibody Diluent を用いて、Ki67、Ck19、pan-Ck、-SMA

については 1.5% serum/PBS を用いて一次抗体を希釈した。 

 

7. マウス肝内胆管癌由来初代培養細胞株の樹立 

Alb-Cre/+;LSL-KrasG12D/+;Ptenflox/flox (AKPP) マウスを 8 週齢で安楽死させ肝臓を

取り出し、エタノールと PBSで洗浄した後、FBS (-)の RPMI1640 (Gibco) 2 mLを

入れたディッシュ上に移し滅菌済みのハサミで細かく切り刻み 50 mL のチュー
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ブに入れた。1200 rpm, 3 min で遠心後上清を吸い、 2 mg/mL collagenase 

(Roche)/RPMI1640 10 mLに懸濁させて 37℃、30 minインキュベートした。さら

に 1200 rpm、3 minで遠心したのち上清を吸い、10% FBS/RPMI1640 10 mLでピ

ペッティングをし、さらに 1200 rpm、3 min で遠心した。上清を吸った後、20% 

FBS/RPMI1640 10 mL に antibiotic/antimycotic solution  100 Lを加え、10 cm デ

ィッシュに播種した。樹立されたマウス細胞株はコラーゲンコートしたディッ

シュを使用し、10% または 20% FBS 及び antibiotic/antimycotic solution (Sigma) 

100 Lを添加した RPMI1640を用い、37℃、5% CO2で培養した。 

 

8. siRNAによるノックダウン 

前日、6 cmディッシュに細胞を撒いておき、翌日 siRNAの最終濃度が 10 nMに

なるように FuGENE6 (Promega)と Opti-MEM (Gibco)を加えたのち、細胞にかけ

て 48 h培養した後に回収し、実験に使用した。使用した siRNAは表 3 に示す。 

 

siRNA名 
開始位置 

(bp) 
合成 dsRNA (5' to 3') 

siRbpj#1 731 GAACGAAGGUGGCACUGUUTT 
siRbpj#2 1282 GUAGCAAUGCUUGAACUUATT 

表 3 使用した siRNA 
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9. タンパク質抽出とウエスタンブロッティング 

細胞を PBSで洗浄後、セルスクレーパーで剥がし、1.5 mLチューブに移した。

4℃、15000 rpm、10 minで遠心し上清を取り除いた後、ペレットに RIPAバッフ

ァーを 100 L加えてよくピペッティングし、細胞を融解した。更にソニケータ

ーにより細胞破砕を行った。氷上にて 10 min 静置後、4℃、15000 rpm、10 minで

遠心し上清を回収した。タンパク質の定量は、BCA法により行い、RIPAバッフ

ァーを加えて各試料のタンパク濃度を一定にした。5×SDSサンプルバッファー

を加えた試料を 100℃、5 min で加熱処理し、SDS-PAGE (sodium dodecyl sulfate 

polyacrylamide gel electrophoresis)によりタンパク質を分離した後、 PVDF 

(polyvinylidene fluoride)膜 (Bio-rad)に転写した。メンブレンは、5% スキムミルク 

(和光純薬工業)/TBS-T (0.05% Tween20/Tris Buffered Saline)で 1 hブロッキングを

行った後、適切な濃度に希釈した一次抗体に一晩浸しシェーカーで振盪させた。

TBS-Tで 10 min、3回洗浄した後、5% スキムミルク/ TBS-Tで 3000倍希釈した

HRP標識二次抗体 (GE ヘルスケア・ジャパン)を 1 h反応させた。反応後の PVDF

膜を TBS-T で 10 min、3回洗浄し、蛍光発色液 (ECL Western Blotting Detection 

Reagents (GE ヘルスケア・ジャパン)、SuperSignal West Pico Chemiluminescent 

Substrate (Thermo Fisher Scientific)、または ImmunoStar LD (和光純薬工業))で発色

したのち、Amersham Imager 600 (GEヘルスケア・ジャパン)でシグナルを検出し
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た。使用した一次抗体を表 4に示す。 

 

抗体名 宿主 会社名 製品番号 
-Actin mouse Sigma A5441 
total-Erk rabbit Cell Signaling 4695 

phospho-Erk rabbit Cell Signaling 4370 
total-Akt rabbit Cell Signaling 4691 

phospho-Akt
ser473

 rabbit Cell Signaling 4060 
Ck19 rat DSHB TROMA-III 
Pten rabbit Cell Signaling 9188 
Rbpj rabbit Cell Signaling 5313 
Hes1 rabbit Cell Signaling 11988 
Sox9 rabbit Santa cruz sc-20095 

表 4ウエスタンブロットで用いた抗体 

 

10. レポーターアッセイ 

12 ウェルプレートに細胞を播種し、24 h後に 0.8 gのレポータープラスミドと

50 ng の pRL Renilla Luciferase Control reporter Vector (pRL-null vector; Promega) 

を、FuGENE6を用いてトランスフェクションし、48 h後にルシフェラーゼ活性

の測定を行った。阻害剤を用いた実験においては、トランスフェクション 24 h

後に阻害剤入りの培養液と交換しさらに 48 h培養した後に測定を行った。siRNA

を用いた実験では、0.8 g のレポータープラスミドと 50 ng の pRL-null vector、

最終濃度が 10 nMに調整した siRNAを 100 Lの opti-MEMに混合して 20 min

静置した後、Lipofectamine® 2000 Transfect ion Reagent  (Thermo Fisher 
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Scientific) を用いてトランスフェクションした。6 h後に培養液を交換しさ

らに 42 h培養した後に測定した。ルシフェラーゼ活性は、ピッカジーン デュア

ル シーパンジー発光キット (東洋ビーネット)を用い、ルミノメーターで測定し

た。得られた fireflyルシフェラーゼ活性値を Renilla ルシフェラーゼ活性値にて

補正し、相対強度で表示した。各実験は少なくとも 3 回の独立した検討によっ

て、再現性を確認した。使用したプライマーは表 5に示す。 

 

遺伝子名 位置 (bp) プライマー   (5' to 3') mm9 

Hes1 -2.5 K/+46 Addgeneから購入した 
chr16:30062976-

30065475 

Hes1 -4.6 K/-2.5K 
F-cggggtaccGAGTCCTCGGGCAAAATACC 

R-ATTCCCCTGGGAGTGCCTTT 

chr16:30060877-

30062976 

Hes1 intron1 
F-ccgctcgagACCTGCGTCTAGAAATTAAGTGGGT 

R-cccaagcttAAGGGGGAGAAAAGAGGTCCT 

chr16:30065795-

30065911 

Hes1 intron2 
F-ccgctcgagTTACGAATGGAATGGCATTTCCCAG 

R-cccaagcttAAGGGGGAGAAAAGAGGTCCT 

chr16:30066044-

30066228  

Hes1 intron3 
F-ccgctcgagTTTCTTCCAGACTTCCGCCC 

R-cccaagcttAGATGGGTCACCGAAAAGC 

chr16:30066392-

30066937  

Hes1 3'-UTR 
F-tgctctagaGAGCCTCAGGCCACTGCTAC 

R-tgctctagaCATAAAAGCCTTCACTCTTTTATTA 

chr16:30067515-

30067884 
表 5 レポッターアッセイで用いたベクターの種類とプライマ―の配列 

5’flanking領域のベクターの種類は、Hes1 (pGL2-Basic Vector、pGL4.14[luc2/Hygro] 

Vector)を、イントロン領域のベクターは共に pGL4.23[luc2/minP] Vector を、3’-

UTR 領域のベクターは pmirGLO vector を使用した。(すべてのベクターは

Addgeneから購入した) 

F; Forward、R; Reverse 
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11. DNA抽出 

細胞を PBSで洗浄後、セルスクレーパーで剥がし、1.5 mLチューブに移した。

4℃、15000 rpm、5 minで遠心し上清を取り除いた。細胞のペレットまたは組織

を 15 mL チューブに入れ、protein K buffer 5 mL、10% SDS 200 Lと proteinase K 

200 L を加えてピペッティング後、37℃で一晩振盪した。さらに proteinase K 

200L を加え 37℃、4 h振盪した後に、フェノール 4 mLを加えて、室温で一晩

振盪した。翌日、10 min、3000 rpmで遠心したのち上清を新しい 15 mL チュー

ブに入れ、フェノール・クロロホルム抽出、イソプロパノール沈殿を行った。沈

殿した DNAは TE 200 Lに溶解した。 

 

12. メチル化特異的 PCR 

DNA メチル化阻害剤 5-Azacytidine で処理したマウス肝内胆管癌初代培養細胞

AKPP6細胞、及び未処理の AKPP6細胞、野生型マウスから樹立した胎児線維芽

細胞 (MEF) 、AKPPマウスの肝腫瘍組織 (T)、同マウスの正常肝組織 (N)、さら

にコントロールとして野生型マウスの尾の先端から DNAを抽出した。DNA 4 g、

10×buffer 2.5 L、EcoRIと BglII (TAKARA)を各 1 Lと DWの混合し全量 25 L

とし、37℃で一晩インキュベートした後、フェノール・クロロホルム抽出、エタ

ノール沈殿を行い DNA精製した。バイサルファイト処理は以下のプロトコール
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で行った。各試料に 3 M 水酸化ナトリウム 4 mLを加え、42℃、30 minでイン

キュベートし DNAを一本鎖にした。10 mM ハイドロキノン (Sigma) 30 Lと 3 

M 亜硫酸水素ナトリウム (Sigma) (pH 5.0-6.0) 520 Lを加え、55℃、遮光で 18 h

インキュベートした。反応液を 100℃、3 min で加熱後、更に 55℃、30 minでイ

ンキュベートした。Wizard DNA Clean Up System (Promega)を使用し DNAを精製

した後、3 M 水酸化ナトリウム 5.55 Lと、10 M酢酸アンモニウム (pH 7.0) 37 

L を加えて 5 min 静置し、反応液を中和した。その後エタノール沈殿を行って

ペレットを DW 25 L に溶解し、100 ng を PCR に使用した。PCR は、GoTaq® 

Green Master Mix (Promega)を用いて、95℃ 2 minで変性した後、95℃ 30 sec、

60℃ 30 sec、72℃ 1 minのサイクルを 33回行った。使用したプライマ―は表 6

に示したとおりである。 

 

遺伝子名 プライマ― (5' to 3') 

p16 (U) 
F-GTGATTGGGTGGGTATTGAATTTTTGTG 
R-CACACATCATACACACAACCCTAAACCA 

p16 (M) 
F-CGATTGGGCGGGTATTGAATTTTCGC 
R-CACGTCATACACACGACCCTAAACCG 

表 6 p16のメチル化特異的 PCRに用いたプライマ―の配列 

U; Unmethylated, M; Methylated, F; Forward、R; Reverse 
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13. アンプリコンシークエンス 

札幌医科大学の時野隆至博士より供与されたマウス用 Cancer Panelを用いて、ア

ンプリコンシークエンスを行った。10 ngの DNAと、2×Ion AmpliSeqTM Primer 

Pool (時野隆至博士より供与 )、5× Ion AmpliSeqTM  HiFi Mix (Thermo Fisher 

Scientific)、DWを計 20 Lとなるように混合し、99℃ 2 min、99℃ 15 sec、60℃ 

4 min で PCR 反応を行った。プライマ―配列を除去するため、FuPa Reagent 

(Thermo Fisher Scientific)を加えて 50℃ 10 min、55℃ 10 min、60℃ 20 minで PCR

反応を行った。続いて Switch Solution (Thermo Fisher Scientific)、Diluted barcode 

adapter mix (Ion P1 Adapter、Ion XpressTM Barcode; Thermo Fisher Scientific)、DNA 

Ligase (Thermo Fisher Scientific)をさらに加え計 30 Lとし、22℃ 30 min、72℃ 

10 min で PCR 反応を行った。PCR 産物は AM pure® XP Reagent (Thermo Fisher 

Scientific)を用いて精製した。PCR産物は Ion Library Quantitation Kit (Thermo Fisher 

Scientific)を用いて Quantitative PCR (qPCR)反応により定量した。最終濃度 100 pM

の試料を 5 L使用し、Ion OneTouchTM 2 System (Thermo Fisher Scientific)を用い

てテンプレートを作製した。シークエンスには Ion PGM システム(Thermo 

Fisher Scientific)を用いて解析を行った。Panel に含まれる 41 遺伝子のリストを

表 7に示す。アライメントとバリアントは Torrent Suite Software (Thermo Fisher 

Scientific)を使用して検出した。 
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遺伝子 mm10 遺伝子 mm10 遺伝子 mm10 遺伝子 mm10 

Kras chr6 Fgfr2 chr7 Ddr2 chr1 Etv6 chr6 

Egfr chr11 Hras1 chr7 Ctnnb1 chr9 Runx1 chr16 

Braf chr6 Apc chr18 Met chr6 Jak2 chr19 

Pik3ca chr3 Nf1 chr11 Trp53 chr11 Cdkn2a chr4 

Akt1 chr12 Cdh1 chr8 Smad4 chr18 Cdkn2b chr4 

Erbb2 chr11 Bcl11a chr11 Fbxw7 chr3 Ret chr6 

Pten chr19 Bcl11b chr12 Fgfr3 chr5 Ntrk2 chr13 

Nras chr3 Ikzf1 chr11 Notch1 chr2 Sfpi1 chr2 

Stk11 chr10 Kit chr5 Erbb4 chr1 Cbl chr9 

Map2k1 chr9 Flt3 chr5 Fgfr1 chr8   

Alk chr17 Pdgfra chr5 
表 7 Amplicon sequencing で用いた Cancer Panel内の遺伝子 

札幌医科大学医学部の時野隆至博士より供与いただいた 2×Ion AmpliSeqTM 

Primer Poolは上記 41遺伝子、961 ampliconが解析できるよう設計されている。 

 

14. RNA抽出とQuantitative reverse transcription polymerase chain reaction (RT-qPCR) 

RNeasy Mini kit (QIAGEN)を使用し、推奨プロトコールに従って Total RNAを抽

出した。Transcriptor First Strand cDNA Synthesis Kit (Roche)または、ReverTra Ace® 

qPCR RT Master Mix (TOYOBO)を用いて、RNA 1 gを逆転写反応させて cDNA

を合成した。定量 PCR は KAPA SYBR Fast ABI Prism qPCR Kit (KAPA 

BIOSYSTEMS)を用いて行った。cDNA 1 g、qPCR Master Mix 10 L、各プライ

マー  0.5 L、DW 7 L を混合し、StepOne Real-Time PCR System (Applied 

Biosystems)を使用して PCRを行った。内部コントロールには Hprt1、Gapdhを用
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いた。使用したプライマーを表 8に示す。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

表 8 qPCRに用いたプライマ―の配列 

Mek1,2; Mitogen-activated protein kinase kinase 1,2、  Rbpj; Recombination signal 

binding protein for immunoglobulin kappa J region 、 Hes1; Hes family bHLH 

transcription factor 1、Sox9; Sry-box 9 、Hprt1; Hypoxanthine phosphoribosyltransferase 

1、Gapdh; Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase. 

 

 

 

 

 

< mouse > 

遺伝子名 プライマ― (5' to 3') 

Mek1 
F-TGCCAGGCTGAACTACAGTG 
R-CACAAGGCTCCCTCTCAGAC 

Mek2 
F-CCCTACATCGTGGGCTTCTA 
R-TGCATGATCTGGTGCTTCTC 

Rbpj 
F-GGGAGCATTTTACATCCATCTC 
R-GGATGTAGCCATCTCTAACTGTGA 

Hes1 
F-AAAGCCTATCATGGAGAAGAGGCG 
R-GGAATGCCGGGAGCTATCTTTCTT 

Sox9 
F-ACTCTGGGCAAGCTCTGGAG 
R-CGAAGGGTCTCTTCTCGCTCT 

p16 
F-CCGCTGCAGACAGACTGG 
R-CCATCATCATCACCTGAATCG 

Hprt1 
F-CCTCCTCAGACCGCTTTTT 
R-AACCTGGTTCATCATCGCTAA 

Gapdh 
F-TGTCCGTCGTGGATCTGAC 
R-CCTGCTTCACCACCTTCTTG 
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結果 

1. 肝特異的 Kras 活性化と Pten 欠損マウス (AKPP マウス)に発生した肝腫瘍の

病理組織学的検討 

肝特異的活性化型 Kras 変異発現 Pten ホモ欠損マウス Alb-Cre+; LSL-

KrasG12D/+; Ptenflox/flox (以下 AKPP) マウスは、生後 5 週から黄疸、腹部膨隆など

の症状を呈し、生存日数中央値は 46 日であった。それに対して Kras 変異に

加 え て Pten を ヘ テ ロ で ノ ッ ク ア ウ ト し た  Alb-Cre+; LSL-

KrasG12D/+; Ptenflox/+ (AKP) マウスの生存日数中央値は 225 日であり、Kras 変異

のみの Alb-Cre+; LSL-KrasG12D/+ (AK) マウスは大部分が 400 日以上生存してい

た。 (図 3)。 

 

図 3 AKPP マウス、AKP マウス、 AK マウスの生存曲線 
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次に AKPP、AKP、AK マウスの病理所見を検討した。生後 7-8 週齢のマウスを

解剖したところ、血性腹水や黄疸などヒト肝内胆管癌でも高率に見られる所見

を認め (図 4A)、肝臓には肝門部を中心とした硬いびまん性腫瘍病変を認めた 

(図 4B、C)。一方で AKP マウスは、生後約 7 ヶ月までは明らかな肉眼的所見は

認められなかったが、その後複数の肝腫瘍 (図 4D)によって腹部が膨満した。

AK マウスにおいては、生後約 12 ヶ月以下ではほとんどのマウスで明らかな

肉眼的所見は見られなかった。 

 

図 4 AKPP及び AKPマウスの肉眼的所見 

AKPP マウス(A、B、C)、AKP マウス(D)の肉眼的所見。黒い矢頭は肝門部の腫

瘍性病変を示す (C)。 

 

さらに AKPP、AKP、AK マウスの組織学的検討を行った。AKPP マウスの生

後 3 週齢における肝臓は、肝内胆管を含めほぼ正常であった (図 5A)。しかし、
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生後 4週齢においては胆管の増生がみられ (図 5B)、生後 5週齢においては肝門

部を中心に胆管の拡張と乳頭状の変化を認められ (図 5C)、これらの変化は肝内

胆管癌の前癌病変の可能性が疑われた (図 5B、C)。生後 7～8週齢においては、 線

維性の間質の増生を伴う高度な異型を有する腫瘍性病変を認め、この病変はヒ

ト肝内胆管癌に類似していた (図 5D、E)。大部分のマウスにおいて、腫瘍は高

分化型胆管細胞癌の組織像を示したが、一部のマウスには篩状に変化したより

分化度の低い病変も見られた (図 5F)。しかし、肝細胞癌様の腫瘍性病変、他臓

器への転移や浸潤は全く見られなかった。一方で、生後約 8 ヶ月の AKP マウス

の肝臓においては、肝内胆管癌様病変と肝細胞癌前癌様病変の両者が認められ

た (図 5G、H)。また、生後約 18 ヶ月の AK マウスの肝臓においては、一部の

マウスにおいて肝細胞癌とその前癌病変と考えられる腫瘍性病変を認めたが、

肝内胆管癌様病変はまったくなかった (図 5I)。 
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図 5 遺伝子改変マウスの組織学的所見 (HE 染色) 

3 週齢における AKPP マウスの肝臓 (A)、5 週齢における AKPP マウスの肝臓 

(B、C)、8 週齢における AKPP マウスの肝臓 (D、E、F)、生後約 8 ヶ月の AKP

マウスの肝臓病病変 (E、F)、AK マウスの肝臓病変 (G)。N: 非腫瘍部、T: 腫瘍

部。バー: 100 m。5 週齢における AKPP マウス: 6匹、8 週齢における AKPP マ

ウス: 20匹。 
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2. AKPP マウスに発生した肝腫瘍の解析 

AKPP マウスの肝腫瘍が肝内胆管癌としての性質を有しているかどうか調べる

ため、胆管上皮細胞のマーカーとして知られている pan-cytokeratin (pan-Ck)

と Ck19、肝細胞のマーカーとして知られている Hnf4の免疫染色を行った。

さらに、一部の胆管癌で発現し、肝細胞癌との鑑別に有用とされるムチン 43が

AKPP マウスの肝腫瘍でも産生されているかを評価するためにアルシアンブル

ー染色を行った。AKPP マウスの肝腫瘍部は、pan-Ck と Ck19 の抗体で強く染

色された (図 6A、B)。一方で、Hnf4 の抗体を用いると非腫瘍部の肝細胞は

陽性であったが、肝腫瘍部は陰性であった (図 6C)。また、アルシアンブルー

染色から、一部の腫瘍細胞でムチンの産生を認めた (図 6D)。これらの結果から、

AKPP マウスの肝腫瘍は肝内胆管癌としての性質を有していることが示された。 

腫瘍周囲の線維化は、肝内胆管癌を肝細胞癌と区別する組織学的特徴の一つ

と考えられている 44。 そこで、AKPP マウスにおける肝腫瘍周囲の線維化を、

マッソントリクローム染色と-smooth muscle actin (-SMA)の免疫染色によって

検討した。その結果、腫瘍部周辺の密集した線維性間質部位が青く染まり、膠原

繊維の蓄積が起こっていることが示された (図 7A)。また、-SMA の免疫染色

によって腫瘍部周辺の間質の一部が強く染まっており (図 7B)、肝星細胞が活

性化され筋線維芽細胞が生じていると考えられた。これらの結果より、AKPP マ
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ウスの肝腫瘍は周囲に高度な線維化を伴い、ヒト肝内胆管癌に類似した性質を

有することが示された。 

 

図 6 AKPP マウスの肝腫瘍における胆管上皮マーカー、肝細胞マーカー、ムチン

産生の検討 

8 週齢における AKPP マウスの肝臓 (A-D)。胆管上皮マーカーpan-Ck (A)、Ck19 

(B)、肝細胞マーカーHnf4 (C)の免疫染色。アルシアンブルー染色 (D)。バー：

100 m。 
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図 7 AKPP マウスの肝臓における肝臓内線維化 

8 週齢における AKPP マウスの肝臓 (A、B)。マッソントリクローム染色 (A)と

-SMA の免疫染色 (B)。バー：100 m。 
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3. AKPP マウスの肝内胆管癌における細胞増殖の検討 

AKPP マウスの肝内胆管癌細胞が、癌細胞の特徴である高い増殖能を有している

かを検討するために、細胞増殖のマーカーとして知られている ki67 と CyclinD1

の免疫染色を行った。その結果、肝内胆管癌細胞において陽性細胞が増加して

おり (図 8A-D)、AKPP マウスの肝内胆管癌細胞では細胞増殖能が亢進している

ことが明らかとなった。 

 

図 8 AKPP マウスの肝内胆管癌細胞における ki67、CyclinD1の免疫染色 

8 週齢における WT マウスの肝臓 (A、C)、8 週齢における AKPP マウスの肝臓 

(B、D)。ki67免疫染色 (A、B)、CyclinD1免疫染色 (C、D)。バー：100 m。 
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4. AKPPマウス肝腫瘍におけるMapkと Pi3k-mTorc1シグナル伝達経路の検討 

AKPP マウスは、肝臓において活性化型 Kras 変異と Pten 欠損を有しているた

め、肝内胆管癌細胞でMapkと Pi3k経路の活性化が予想される。そこで、Mapk

経路の活性化を phospho-Erk (p-Erk)、また、Pi3k経路の活性化を phospho-Akt (p-

Akt)と、さらに下流の mammalian target of rapamycin complex 1 (mTorc1)活性化を、

phospho-S6 (p-S6)の免疫染色で検討した。その結果、これらのタンパク質は腫瘍

細胞において陽性であり、活性化型 Kras変異によるMapk経路の活性化と、Pten

欠損による Pi3k-mTorc1経路の活性化が確認された (図 9A-C)。AKPマウスでは、

上記で述べたように肝内胆管癌様病変と肝細胞癌前癌様病変の両者が併存して

いるが、肝内胆管癌細胞において p-Erkと p-Akt両者が陽性であり、Mapkと Pi3k-

mTORC1経路の活性化が確認された (図 9D、E)。さらに、AKPマウスの肝内胆

管癌細胞における Pten の発現を免疫染色で検討したところ、腫瘍細胞内で発現

が消失していることが明らかとなった (図 9F、G)。この結果から、野生型 Pten ア

レルがヘテロ接合性の消失、機能欠損変異、あるいはプロモーターの高メチル

化などにより不活化されていることが示唆される。一方で、AKP マウスの肝細

胞癌前癌様病変においては、p-Erkは陽性であったが p-Akt は陰性であり、Mapk

は活性化していたが Pi3k-mTorc1 経路の活性化は認められなかった (図 9H、I)。

これらの結果から、活性化型 Kras 変異による Mapk 経路の活性化レベルと Pten
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欠損による Pi3k 経路の活性化レベルのバランスが、肝内に発生する腫瘍の種類

の決定に大きく寄与している可能性が示唆された。活性化型 Kras変異と Ptenの

ホモ欠損による Mapk と Pi3k 経路の共活性化が、肝内胆管癌の発生を誘導する

と考えられた。 

 

図 9 肝腫瘍におけるMapk と Pi3k経路の活性化の検討 
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8 週齢における AKPP マウスの肝臓 (A-C)、7 ヶ月における AKP マウスの肝臓 

(D、E、G-I)、7 ヶ月における WT マウスの肝臓 (F)。p-Erk 免疫染色 (A、D、

H)、p-Akt 免疫染色 (B、E、I)、p-S6 免疫染色 (C)、Pten免疫染色 (F、G)。バ

ー：100 m。 
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5. AKPP マウスの肝内胆管癌における遺伝子変異の検討 

AKPP マウスの肝内胆管癌において、人工的に導入した Kras変異及び Pten欠損

以外の発癌に関与する遺伝子変異を探索するため、表 7 に記したがん関連の 41

遺伝子についてアンプリコンシークエンスによる変異検索を行った。AKPP マウ

スの肝内胆管癌から樹立した初代培養細胞 (n=4)より抽出した DNAを試料とし

て解析を行った。エクソンについてはミスセンス変異、シノニマス変異、ナンセ

ンス変異、挿入変異、欠失変異を、イントロンについてはスプライス部位と非ス

プライス部位についての検出を行った。その結果、ミスセンス変異が 6、シノニ

マス変異が 29、非スプライス部位が 47 の合計 82 の変異が検出され (表 9A)、

遺伝子変異で導入した KrasG12D 変異以外の病的変異は認められなかった (表 

9B、図 10A)。また、Ptenのエクソン 4、5の欠損も認められた (図 10B、C)。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

表 9A 変異の種類と数 

AKPP マウスの肝内胆管癌から樹立した初代培養細胞の、エクソン、イントロン

部位 変異の種類 

病的変異 

非病的変異 合計 ホット 

スポット 

非ホット 

スポット 

エクソン 

ミスセンス変異 4 0 2 6 

シノニマス変異 0 0 29 29 

ナンセンス変異 0 0 0 0 

挿入変異 0 0 0 0 

欠失変異 0 0 0 0 

イントロン 
非スプライス部位 0 0 47 47 

スプライス部位 0 0 0 0 

合計 4 0 78 82 
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各部位における検出された変異。 

 

遺伝子名 部位 遺伝子座 
染色体毎の 

塩基配列部位 

変異頻度 

(%) 

コーディング領域

内の塩基置換 

アミノ酸 

置換 

変異の病的

意義 

検出された 

試料数 (N=4) 

Kras Exon2 6qG3 145246771 51 c.34C>T G12D 病的変異 4 

Jak2 Exon13 19qC1 29291248 100 c.1723A>G K575E 非病的変異 4 

Map2k1 Exon1 9qC 64253276 5.1 c.17G>A P6L 非病的変異 1 

表 9B ミスセンス変異のあった遺伝子とコーディング領域 

図 10 KrasG12D変異と Pten欠損の検出 

検出された AKPP マウスにおける KrasG12D変異 (A)、Pten のエクソン 4、5 特

異的欠損 (B、C)。 
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6. p16発現とプロモーター領域メチル化の検討 

p16は代表的な癌抑制遺伝子であり、ヒト肝内胆管癌において、p16プロモータ

ー領域の高メチル化による p16 の発現低下が報告されている 23,45,46。そこで、

AKPP マウスに発生した肝内胆管腫瘍における p16 発現とそのプロモーター領

域のメチル化を検討した。マウス肝内胆管癌初代培養細胞である AKPP6細胞と

野生型マウス由来の胎児線維芽細胞 (Mouse Embryonic Fibroblast: MEF) におい

て、p16 の発現を RT-qPCR によって比較したところ、AKPP6 細胞の p16 の発現

は著しく低値であった (図 11A)。また、メチル化特異的 PCRにより、AKPP6細

胞における p16 プロモーター領域のメチル化が認められた。このメチル化の一

部は、脱メチル化剤 5-Azacytidineにより解除された (図 11C左)。さらに、AKPP

マウスの腫瘍組織と非腫瘍部組織における p16 の発現を RT-qPCR で比較したと

ころ、腫瘍部において発現低下を認めた (図 11B)。加えて AKPP マウスの腫瘍

部と正常部、さらにコントロールとして野生型マウスの尾の先端から DNAを抽

出し、メチル化特異的 PCR を行ったところ、腫瘍部由来の DNA にのみ p16 プ

ロモーター領域のメチル化を認めた (図 11C 右)。これらの結果から、AKPP マ

ウスに発生した肝内胆管腫瘍部においても、ヒト肝内胆管癌と同様に p16 の発

現低下が認められ、p16プロモーター領域のメチル化が部分的に関与しているこ

とが示唆された。 
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図 11 AKPP マウスの肝内胆管腫瘍における p16 の発現とプロモーターのメチル

化 

(A) AKPP マウスの肝内胆管腫瘍から樹立した AKPP6 細胞と野生型マウスの

MEFにおける p16 の発現。MEFにおける p16 の発現を 1 とした。(B) AKPP マ

ウスの腫瘍部 (AKPP-25T、AKPP-26T)と非腫瘍部 (AKPP-25N、AKPP-26N)にお

ける p16の発現。AKPP-25N、AKPP-26Nにおける p16の発現をそれぞれ 1とし

た。(C) AKPP6細胞およびMEFにおける p16 プロモーターのメチル化 (左)、お

よびマウス腫瘍組織 (T)、非腫瘍組織 (N)、尾組織 (tail)の p16 プロモーターの

メチル化 (右)。5-Aza (+): 脱メチル化剤 5-Azaを処理した AKPP6細胞。 
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7. 肝内胆管癌の起源細胞の検討 

肝内胆管癌の起源細胞は、胆管上皮細胞・肝細胞・肝幹細胞などが候補として考

えられており、未だに議論が続いている 2,35,36,38-42。そこで、肝特異的活性化型

Kras変異と Pten欠損マウスにおける肝内胆管癌の起源細胞を検討するため、細

胞系譜特異的遺伝子改変マウスを作製して実験を行った。まず、肝細胞が起源細

胞になりえるかどうかを解明するため、タモキシフェン投与により Alb プロモ

ーター制御下に Cre を発現する Alb-CreERT2/+マウスに、LSL-KrasG12D/+マウスと

Ptenflox/flox マウスを交配させ、Alb-CreERT2/+;LSL-Kras
G12D/+

;Pten
flox/flox 

(AERKPP)マ

ウスを作製した。このマウスの生後 8 週 (Exp1)または生後 10 日 (Exp2)に、タ

モキシフェンを投与して Kras活性化と Pten 欠損を誘導し、発生した腫瘍を解析

した (図 12A)。その結果、生後 8週にタモキシフェンを投与した場合、投与後 3

ヶ月で肝臓内に多数の腫瘍が形成された (図 12B)。一方、生後 10日にタモキシ

フェンを投与すると、投与後約 2 ヶ月で死亡し、肝門部を中心とした硬いびま

ん性腫瘍病変を認めた (図 12C)。生後 8 週にタモキシフェンを投与したマウス

の腫瘍は、病理組織学的には肝細胞癌またはその前癌病変で (図 12D)、肝内胆

管癌は全く認められなかった。一方、生後 10 日にタモキシフェンを投与したマ

ウスの腫瘍は、肝内胆管癌で、肝細胞癌様の病変は全く認められなかった。この

結果はAKPPマウスの肝腫瘍に一致していた (図12E)。以上の結果から、AERKPP
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マウスは、Kras活性化と Pten欠損を誘導するタイミングによって発生する腫瘍

が異なることが示された。 

図 12 早期・晩期の Kras 活性化と Pten 欠損誘導による AERKPP マウスに発生

した肝腫瘍の検討 

(A) タモキシフェン投与による、初期 (Exp1)・晩期 (Exp2) Kras 活性化と Pten
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欠損の誘導実験。(Exp1) 生後 8週齢、(Exp2) 生後 10日にタモキシフェン投与。 

(B) Exp1の投与 3ヶ月後の肝臓。 (C) Exp2の投与 2ヶ月後の肝臓。(黒矢頭) 肝

内胆管癌様病変  (D) 肝腫瘍部の病理組織像 (HE染色)。T: 腫瘍部、N: 非腫瘍

部。バー:100 m。 (E) 肝腫瘍部の病理組織像 (HE 染色)。T: 腫瘍部、N: 非腫

瘍部。バー:100 m。 

 

さらに、AERKPP マウスにタモキシフェンを生後 10 日、14 日、21 日、56 日と

時系列を追って投与し、発生した腫瘍を解析した。生後 10日にタモキシフェン

を投与したマウスの腫瘍は、肝内胆管癌で、肝細胞癌様の病変は全く認められな

かった (図 13A)。しかし、生後 14日にタモキシフェンを投与したマウスの腫瘍

は、肝内胆管癌だけでなく肝細胞癌またはその前癌病変も認めた (図 13B)。さ

らに、生後 21日、56日と日がたつと、形成される腫瘍は肝細胞癌またはその前

癌病変のみであり、肝内胆管癌は全く認められなかった (図 13C、D)。 
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図 13 Kras活性化と Pten欠損誘導による AERKPPマウスに発生した肝腫瘍の検

討 

(A-D) タモキシフェンを時系列に沿って投与して Kras 活性化と Pten 欠損の誘

導することによる、腫瘍生成の検討実験。(A) 生後 10日 (7匹)、(B) 生後 14 日 

(5 匹)、(B) 生後 21 日 (2 匹)、(D) 生後 56 日 (3 匹)にタモキシフェン投与。(A-

D) 肝腫瘍部の病理組織像 (HE 染色)。T: 腫瘍部、N: 非腫瘍部。バー:100 m。 
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8. AERKPP マウス肝腫瘍の起源細胞の検討 

タモキシフェン投与時期により、AERKPP マウスに全く異なった種類の肝腫瘍

が形成されたことから、Cre依存的遺伝子組み換えが起こる細胞がタモキシフェ

ン投与時期により異なること可能性が考えられた。この可能性を検証するため、

Cre依存的にmembrane-targeted tdTomato (mT)からmembrane-targeted EGFP (mG)

に発現が切り替わる Rosa26-mTmG レポーターマウス (R26RmTmG/+) 47 を Alb-

CreERT2マウスと交配し、Alb-CreERT/2+; R26RmTmG/+マウス (AERmTmG)を作製した 

(図 14A)。タモキシフェン投与時期は、AERKPP マウスを用いた実験と同様に、

生後 8 週 (Exp3)と生後 10 日 (Exp4)とした (図 14B)。生後 8 週齢の AERmTmG

マウスにタモキシフェンを投与すると、EGFP の発現は肝細胞のみで見られた 

(図 14C)。一方で、生後 10日にタモキシフェンを投与すると、EGFPの発現は肝

細胞だけでなく胆管を形成する細胞でも検出された (図 14D)。以上の結果から、

AERKPP マウスでは生後 10日と比較的幼若な胆管上皮細胞が肝内胆管癌の起

源細胞となり得ることが示唆された。 
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図 14 AERmTmGマウスを用いた、タモキシフェン投与時期による遺伝子組み

換え細胞の検討 

(A) タモキシフェン依存的 Cre 活性化マウス (Alb-CreERT/2+)と tdTomato/EGFP

発現マウス (R26RmTmG/+)を用いた AERmTmGマウスの作製。(B) 早期 (Exp4)・

晩期 (Exp3)タモキシフェン投与による組換え実験。 (Exp3) 生後 8 週、(Exp4) 

生後 10日にタモキシフェン投与。(C) (Exp3) の AERmTmGマウスにおける肝組

織と遺伝子組み換え細胞 (EGFP陽性)。 (D) (Exp4) の AERmTmGマウスにおけ

る肝組織と遺伝子組み換え細胞 (EGFP陽性)。 
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9. 成熟した胆管上皮における Kras活性化 Pten欠損により生じる肝腫瘍の検討 

次に、成熟した胆管上皮特異的な活性化型 Kras 変異と Pten 欠損により肝内

胆管癌が形成されるかどうかを検討した。タモキシフェン誘導的に Ck19プロモ

ーター制御下に Cre を発現する Ck19CreERT マウス 48 に、LSL-KrasG12D/+マウス

と Ptenflox/floxマウスを交配し、Ck19CreERT/+; LSL-KrasG12D/+; Ptenflox/flox (Ck19KPP)

マウスを作製した。生後 8週齢の Ck19KPP マウスにタモキシフェンを投与する

と、平均寿命はタモキシフェン投与後 30日であった (図 15A)。種々の臓器の肉

眼的所見を検討したところ、肝臓には肉眼的に明らかな異常は見られなかった

が、肝外胆管、胆嚢は硬化し、拡張していた (図 15B)。さらに肝臓の病理組織学

的検討を行ったところ、門脈周囲において乳頭状管の肝内胆管癌前癌病変が認

められた (図 15C)。加えて、胆嚢、肝外胆管には乳頭状の過形成 (図 15D、E)、

膵臓には膵上皮内腫瘍性病変 (PanIN; pancreatic intraepithelial neoplasia)様の病変 

(図 15F)、胃には腺上皮の過形成(図 15G)、大腸には上皮の乳頭状または鋸歯状

変化 (図 15H)、肺の気管支には閉塞性肺炎を伴う乳頭状の上皮過形成 (図 15I) 

が認められた。前述のようにこのマウスはタモキシフェン投与後 30日で死亡す

るが、死因は肺病変による呼吸不全であると推測された。 
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図 15 ケラチン (Ck19)プロモーター依存的 Cre 発現マウスを用いた Ck19KPP

マウスの検討 
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(A) タモキシフェン投与による晩期 Kras 活性化と Pten 欠損の誘導実験。生後 8

週齢にタモキシフェン投与。 (B) 投与 1ヶ月後の肝臓。 (C) 肝腫瘍部の病理組

織像 (HE 染色)。(D) 胆嚢の病理組織像 (HE 染色)。(E) 肝外胆管の病理組織像 

(HE染色)。(F) 膵臓の病理組織像 (HE染色) 。 (G) 胃の病理組織像 (HE染色)。

(黒矢印) 腺上皮の過形成。(H) 大腸の病理組織像 (HE 染色)。(黒矢印) 上皮の鋸

歯状変化。(I) 肺の病理組織像 (HE 染色)。(黒点線領域) 乳頭状の上皮過形成。

バー:100 m。 
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10. マウス肝腫瘍における Notch経路の役割の解析 

近年、胆管癌発症における Notch シグナルの重要性と治療標的としての可能

性が報告されている 19。そこで本研究で樹立した肝内胆管癌マウスモデルの腫

瘍において、Notchシグナルが活性化されているのか、また発がんに寄与してい

るのかを検討した。まず、Notch シグナルに必要な転写因子である Rbpj の発現

と、Notchシグナルの重要なエフェクター分子として知られている Hes1と Sox9

の発現を、AKPP、AERKPP、Ck19KPP マウスの腫瘍において免疫染色によって

検討した。その結果、Rbpjの発現は AKPP、AERKPP, Ck19KPPマウスの肝内胆

管癌病変において陽性であった (図 16A、E、I)。また、Hes1は AKPP、AERKPP、

Ck19KPPすべてのマウスの胆管病変で陽性であった (図 16B、F、J)。さらに Sox9

の活性化を検討したところ、AKPP、AERKPP、Ck19KPPすべてのマウスにおけ

る肝臓の肝門部および末梢部の胆管病変で陽性であった (図 16 C、D、G、H、

K)。これらの結果から、Notch 経路の活性化は、肝細胞がんには関与しないが、

肝内胆管癌及びその前癌病変の発生に関与することが示唆された。 
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図 16 マウスの肝腫瘍における Notch 経路の活性化の検討 

(A-D) 生後 8週の AKPPマウス。(A) Rbpj免疫染色。(B) Hes1免疫染色。(C) Sox9

免疫染色 (肝門部)。(D) Sox9 免疫染色 (末梢部)。(E-H) 生後 8 週でタモキシフ

ェンを投与した AERKPPマウスの肝内胆管癌。(E) Rbpj免疫染色。(F) Hes1免疫

染色。(G) Sox9免疫染色 (肝門部)。(H) Sox9免疫染色 (末梢部)。(I-K) 生後 8週

でタモキシフェンを投与した Ck19KPPマウス。(I) Rbpj免疫染色。(J) Hes1免疫

染色。(K) Sox9免疫染色。(L、M) 生後 8週でタモキシフェンを投与した AERKPP

マウスの肝細胞癌。(L) Hes1免疫染色。N: 非腫瘍部、T: 腫瘍部。(M) Sox9免疫

染色。N: 非腫瘍部、T: 腫瘍部。バー：100 m。 
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11. 肝特異的 Kras 活性化 Pten 欠損マウスの肝内胆管癌における Hes1発現調

節機序の検討 

肝特異的 Kras活性化 Pten欠損マウスの肝内胆管癌において、Notchシグナル

の下流分子である Hes1及び Sox9の発現増加が確認されたため、Ras-Mapkおよ

び Pi3k-Akt シグナル伝達経路の活性化と、Hes1 及び Sox9 の発現の調節機序に

ついて検討した。まず、AKPP マウスから樹立した初代培養細胞に対して、Mapk

経路を遮断するために MEK 阻害剤 (AZD6624)、 Pi3k 経路を遮断するために

PI3K 阻害剤 (PI103)あるいは AKT 阻害剤 (MK2206)を培地に加えて 48 h 培養

し、タンパク質と mRNA を抽出した。ウエスタンブロット及び RT-qPCR によ

り、Hes1、Sox9の発現を調べた結果、MEK阻害剤により Hes1、Sox9の発現は

タンパク質レベル (図 17A)、mRNA レベルでともに抑制された (図 17C、D)。

一方、PI3K 阻害剤では、Hes1 及び Sox9 の発現はタンパク質レベルで抑制され

たが (図 17B)、mRNA レベルでは Sox9 のみ抑制され、Hes1 の発現には影響し

なかった (図 17E、F)。Mapk経路による Hes1、Sox9、Rbpjタンパク質及び mRNA

の発現への影響に関しては、Erk1/2 あるいは Erk1/2+Mek1/2 に対する siRNA を

用いた Mapk 経路の抑制実験でも同様の結果が得られた (図 17G-L)。 これら

の結果より、Hes1、Sox9の発現は、Mapk経路、Pi3k経路のいずれによっても制

御を受けるが、Hes1 の発現については、Pi3k 経路は転写レベルで影響しないこ

とが示された。 
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図 17 AKPP6細胞における Hes1、Sox9発現調節機序の検討 

(A、C、D) MEK 阻害剤 (AZD6624)処置による Ras-Mapk 経路、Notch 経路下流

分子の発現変化。(A) ウエスタンブロット。(C) Hes1の発現 (RT-PCR)。(D) Sox9

の発現 (RT-PCR)。(B、E、F) AKT 阻害剤 (MK2206)または、PI3K阻害剤 (PI103)

処置による Pi3k-mTorc1 経路、Notch経路下流分子の発現変化。(E) Hes1 の発現 

(RT-PCR)。(F) Sox9の発現 (RT-PCR)。(G、I、K) siErk1/2処置による Ras-Mapk経

路、Notch 経路下流分子の発現変化。(G) ウエスタンブロット。(I) Hes1 の発現 

(RT-PCR)。(K) Sox9 の発現 (RT-PCR)。(H、J、L) siMek1/2+siErk1/2 処置による

Ras-Mapk 経路、Notch 経路下流分子の発現変化。(H) ウエスタンブロット。(J) 

Hes1の発現 (RT-PCR)。(L) Sox9の発現 (RT-PCR)。 

 

次に、Mapk 経路阻害による Hes1 の発現の抑制が、Hes1 の Notchシグナル経

路の転写因子である Rbpj の発現に依存するかどうか検討した。AKPP6 細胞を
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siRbpjで処理し、Hes1の発現をウエスタンブロット及び RT-qPCRで検討したと

ころ、Hes1 の発現は Rbpj の発現抑制により変化しなかった (図 18A-C)。また

Hes1 の転写開始点から-467bp までの領域を組み込まれたルシフェラーゼレポー

ター・プラスミドと、その領域内の Rbpjの結合配列に変異を導入した Rbpj非反

応性のルシフェラーゼレポーター・プラスミド (図 18D)を AKPP6細胞にトラン

スフェクションしても、ルシフェラーゼ活性に差が見られなかった (図 18E)。ま

た、AKPP6細胞における Hes1の発現は、活性化型 Notch (NICD)の生成に必要な

-secretase の 阻 害 剤 で あ る 、  N-[N-(3,5-Difluorophenacetyl)-L-alanyl]-S-

phenylglycine t-butyl ester (DAPT)処理により抑制された (図 18E)。しかし、Rbpj

の発現を siRNAで抑制しても Hes1の発現はほとんど変化せず、さらに DAPT 処

置を加えると Hes1の発現が有意に減少した (図 18F)。これらの結果は、Hes1の

発現は活性化型 Notch (NICD)に制御されているが、下流は Rbpj以外の転写因子

によって調節されていることを示唆している。すなわち AKPP6細胞において認

められた Hes1の発現は、Rbpjを介する古典的な Notchシグナルには依存してお

らず、Ras-Mapk シグナルに依存的な発現調節機序が働いている可能性が示唆さ

れた。 
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図 18 AKPP6細胞における Hes1の古典的 Notch経路による発現調節の検討 

(A-C) siRbpj (siRbpj#1、#2)を処置による Rbpj、Hes1 の発現変化。(A) Rbpj の発

現 (RT-qPCR)。(B) Hes1の発現 (RT-qPCR)。(C) ウエスタンブロット。(D) 野生

型と変異型 Rbpj結合モチーフを含む Hes1レポータープラスミド。(E) 野生型と

変異型 Hes1レポータープラスミドを用いたルシフェラーゼアッセイ。(F) DAPT

で処理した際の Rbpj、Hes1の発現変化 (ウエスタンブロット)。(G) Rbpj siRNA

で処置後に、DMSOまたは DAPT を処理した際の Hes1の発現 (RT-qPCR)。 
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12. Mapk経路による Hes1 mRNAの制御機構の検討 

Mapk 経路による Hes1mRNA 発現調節機構の同定のため、Hes1 プロモーター

のMapk経路による転写調節機序の解析を行った。Hes1の転写開始点から上流-

4.6 kbまでの 5’flanking 領域を導入したルシフェラーゼレポーター・プラスミド 

(pGL4.14-Hes1 -4.6 Kbp)、を作製し、ルシフェラーゼアッセイを行った。pGL4.14-

Hes1 -4.6 Kbpプラスミドを AKPP6細胞にトランスフェクションし、ルシフェラ

ーゼ活性を測定したところ (図 19A)、pGL4.14ベクター (Empty)と比較して 57.7

倍増加していた (図 19B)。次に、pGL4.14-Hes1 -4.6 Kbp プラスミドをトランス

フェクションした後、24 時間後に MEK 阻害剤 (AZD6624)で処理すると (図 

19C)、処理しない細胞に比べルシフェラーゼ活性が 0.35倍に低下した。しかし、

pGL4.14 ベクターをトランスフェクションした細胞においても、AZD6624 によ

りルシフェラーゼ活性が 0.37倍に低下したことから (図 19D)、この低下はMEK

阻害剤による非特異的影響である可能性が強く疑われた。 
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図 19 Hes1のルシフェラーゼ活性に対するMEK経路阻害の効果 

(A) ルシフェラーゼアッセイのプロトコール。(B) 5’flanking領域 (Hes1 -4.6 Kbp)

のルシフェラーゼ活性。(C) 阻害剤を処理した際のルシフェラーゼアッセイのプ

ロトコール。(D) MEK阻害剤 (AZD6624)による 5’flanking 領域 (Hes1 -4.6 Kbp)

のルシフェラーゼ活性の変化。 

 

次に、Mapk による Hes1 発現調節領域がイントロン内に存在する可能性を検

討するため、最小限プロモーター (minimal promote: minP)を有するルシフェラー

ゼレポーターベクターpGL4.23に、Hes1 の intron 1, 2, 3をそれぞれクローニング

し、MEK阻害剤によるルシフェラーゼ活性への影響を検討した。まず、それぞ

れの intron をクローニングしたレポータープラスミドを AKPP 細胞にトランス

フェクションし、ルシフェラーゼ活性を測定したところ、intron 2または intron 3
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を含むプラスミドは、コントロールに比べそれぞれ 2.7 倍、3.3 倍とルシフェラ

ーゼ活性の有意な上昇を認めたが、intron1 では有意な上昇を認めなかった (図

20A)。そこで intron 2または intron 3を含むプラスミドを用いて、AZD6624存在

下及び非存在下でルシフェラーゼ活性を検討したところ、intron 2 で 0.82 倍、

intron 3で 0.62倍とMEK阻害剤によるルシフェラーゼ活性の低下が認められた。

しかし、コントロールでも AZD6624により 0.73倍にルシフェラーゼ活性が低下

した (図 20B)。したがって、これらのルシフェラーゼ活性の低下は、MEK阻害

剤の非特異的作用によるものと考えた。更に Hes1 の 3’-UTR を介した発現調節

の可能性を検討するため、Hes1 遺伝子の 3’-UTR を pmirGLO ベクターにクロー

ニングした pmirGLO-Hes1-3’-UTR を作製した。このプラスミド及びコントロー

ルベクターを AKPP 細胞にトランスフェクションし、AZD6624 存在下・非存在

下でルシフェラーゼアッセイを行った。pmirGLO-Hes1-3’-UTR をトランスフェ

クションした AKPP6 細胞では、AZD6624 処理によりルシフェラーゼ活性が 0.4

倍に減少していた。一方、pmirGLO ベクターをトランスフェクションした細胞

においては、MEK阻害剤によるルシフェラーゼ活性の減少が 0.64倍であり、ル

シフェラーゼ活性の低下に差が見られた  (図 20C)。しかしながら、

siMek1/2+siErk1/2 を AKPP6 細胞に処理しても、Hes1 3’-UTR を含むレポーター

プラスミドのルシフェラーゼ活性に影響を与えなかった (図 20D)。これらの結
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果より、Hes1 3’-UTR にも Mapk 経路依存的な Hes1 発現調節領域は存在しない

と考えられた。以上の結果から、Mapk 経路依存的な Hes1 の発現調節は、Hes1

の転写開始点より-4.6 kb の点よりもさらに遠隔の領域により転写調節されてい

るか、転写ではなく RNAの安定性など他のメカニズムにより調節されている可

能性が考えられた。 

図 20 イントロン領域及び 3’ -UTR による Hes1 の発現調節に対する MEK 経路

阻害の効果の検討 
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(A) Hes1イントロン領域のルシフェラーゼ活性。(B) MEK阻害剤 (AZD6624)に

よるイントロン領域のルシフェラーゼ活性の変化。(C) MEK 阻害剤 (AZD6624)

による 3’ -UTRのルシフェラーゼ活性の変化。(D) siMek1/2+siErk1/2 処置による

3’ -UTRのルシフェラーゼ活性の変化。 
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13. 肝特異的 Kras活性化 Pten欠損マウスの肝内胆管癌形成における、Hes1の関

与の in vivoでの検討 

肝特異的 Kras活性化 Pten欠損マウス (AKPPマウス)の肝内胆管癌形成におい

て、Hes1 の関与を in vivo で検討するため、Hes1 の条件的ノックアウトマウス 

(Hes1flox/flox) を AKPP マ ウ ス と 交 配 し た 、 Alb-Cre+; LSL-

KrasG12D/+; Ptenflox/flox ; Hes1flox/flox  (AKPPHH) マウスを作製した。AKPPHH マウ

スの生存率は、AKPP と比較して有意差を認めなかった (図 21)。AKPPHH マ

ウスは AKPP マウスと同様に、生後約 5 週齢頃から腹部が膨隆し、黄疸などの

症状を呈した。また、AKPP と同様に肝臓には肝門部を中心とした硬いびまん性

腫瘍病変を認めた (図 22A、B)。この肝病変の組織学的検討を行ったところ、生

後 7～8週齢においては、肝門部の胆管癌様病変、末梢部の胆管の過形成性変化

が認められ、これらは AKPP マウスに生じる肝臓病変と類似していた (図 22C、

D)。さらにマッソントリクローム染色では、AKPPマウス同様に腫瘍部周囲に発

達した線維性変化が確認された (図 22E、F)。免疫染色では、腫瘍性病変におい

て Hes1 陰性であることが確認された。これらの結果より、Kras 活性化と Pten

欠損による肝内胆管癌の形成に、Hes1は不可欠ではないことが示唆された (図

22G、H)。 

 

 

 



67 

 

図 21 AKPPRR マウスと AKPPHHマウスの生存率 

(赤) AKPPRR マウス、(水色) AKPPHH マウス、(黒) AKPPマウスの生存率 
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図 22 AKPPHH マウスの肉眼的・病理組織学的所見 

(A、B) 生後 8 週齢における AKPPHH マウスの肝臓肉眼的所見。(A) 肝臓表。 

(B) 肝臓裏。(黒矢頭) 硬いびまん性腫瘍性病変。(C、D) AKPPHHマウスの病理

組織像 (HE 染色)。(C) 肝門部の肝内胆癌様病変。(D) 末梢部の胆管過形成。(E、

F) マッソントリクローム染色。(E) 肝門部。(F) 末梢部。(G、H) Hes1 免疫染

色。(G) 肝門部。(H) 末梢部。バー:100 m。 
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14. 肝特異的 Kras 活性化 Pten 欠損マウスの肝内胆管癌形成における Rbpj の関

与の in vivoでの検討 

肝特異的 Kras活性化 Pten欠損マウス (AKPPマウス)の肝内胆管癌形成におい

て、Notch シグナルの重要な転写因子 Rbpj の関与を in vivo で検討するため、

Rbpj の条件的ノックアウトマウス(Rbpjflox/flox)を AKPP マウスと交配した、Alb-

Cre+; LSL-KrasG12D/+; Ptenflox/flox ; Rbpjflox/flox  (AKPPRR)マウスを作製した。AKPP

と比較して AKPPRR マウスの生存率にも有意な差は認めなかった (図 21)。

AKPPRR マウスは、ヒト肝内胆管癌で高率に見られる黄疸を認めた。しかし、

腹部膨隆は 8 週齢まで生存した一部のマウスに見られるのみで、大部分のマウ

スでは認められなかった。AKPPRR マウスにも肝門部に硬い腫瘍性病変を認め

た (図 23A)が、AKPPマウスと比較して病変は軽度であった。また、肝表面に多

数の点状出血を認めた (図 23B)。病理組織学的検討では、生後 5 週齢において

肝門部に肝内胆管上皮の乳頭状変化が見られ、肝内胆管癌の前癌病変と考えら

れた (図 23C)。一方末梢部では、胆管の著明な減少を認めたが、肝門部で見ら

れた肝内胆管上皮の乳頭状変化は認められなかった (図 23D)。肝表面の点状出

血に一致して、肝臓内に多数の出血性壊死巣を認めた (図 23E)。さらにマッソ

ントリクローム染色により、肝門部の病変周囲の膠原繊維の蓄積が明らかとな

った (図 23F) 
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図 23 AKPPRR マウスの組織学的検討 

(A、B) 生後 5 週齢における AKPPRR マウスの肝臓肉眼的所見。(A) 肝臓裏。

(黒矢頭) 硬いびまん性腫瘍性病変。(B) 肝臓表。(黒矢印) 点状出血。(C-E) 

AKPPRRマウスの病理組織像 (HE 染色)。(C) 肝門部の核の極性の乱れを伴った

肝内胆管癌様病変。(D)末梢部の胆管 (黒矢印)。(E) 出血性壊死巣。(F) 肝門部

の肝腫瘍性病変のマッソントリクローム染色。バー：100 m。 

 

Rbpjの免疫染色では、AKPPRR マウスの肝門部に生じた前癌病変において、

Rbpj は陰性であった (図 24A)。一方、AKPPRR マウスの肝臓の末梢部において

見られた胆管の一部は Rbpj 陽性であったが、大部分の細胞は Rbpj ノックアウ

トされており、Rbpj を抑制することで胆管形成が抑えられた (図 24B)。Ck19

の免疫染色では、肝門部の病変は陽性であり、胆管癌の性質を有していること
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が確認された (図 24C)。古典的な Notchシグナル経路において Rbpjの下流分子

として知られている Hes1 と Sox9 の発現を免疫染色によって検討したところ、

肝門部の病変は両者ともに陽性であり、Rbpj 非依存的にこれらの分子が発現し

ていることが明らかとなった (図 24D、E)。 

図 24 AKPPRR マウスの肝臓における Rbpjの免疫染色 

(A-E) 生後 5 週齢の AKPPRR マウスを用いた免疫染色。(A、B) Rbpj 免疫染色。

(黒矢印) Rbpj陽性細胞。(C) Ck19免疫染色。(D) Hes1免疫染色。(E) Sox9免疫染

色。バー:100 m。 
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15. タモキシフェン誘導型遺伝子改変システムを用いた、肝特異的 Kras 活性化

Pten欠損による肝末梢胆管病変における Rbpjの関与の検討 

Alb-Cre マウスを使用した AKPPRR マウスでは、末梢での肝内胆管形成前の

胎生後期において遺伝子改変により Rbpj が欠損しており、AKPPRR マウスに

おける肝末梢での胆管病変の抑制は、Rbpj が末梢胆管由来の腫瘍発生に重要

なのではなく、肝末梢での胆管の形成に必須な可能性がある。この可能性を検

証するため、末梢での肝内胆管形成後に Rbpj 欠損を誘導できる、タモキシフ

ェン誘導性の Alb-CreERT2/+;LSL-Kras
G12D/+

;Pten
flox/flox 

;Rbpj
flox/flox 

(AERKPPRR)マウ

スを作製した (図 25A、B)。肝門部だけではなく末梢の胆管も形成されている生

後 10 日の AERKPPRR マウスにタモキシフェンを投与したところ、AERKPP マ

ウスの場合 (図 25C)と同様に、肝門部中心に肝内胆管癌様病変を発生した (図

24D)が、核の極性の乱れはなく、分化度がより高かった。一方 AERKPP マウス

で見られた肝末梢部の胆管の増生 (図 25E)は著明に減少していた (図 25F)。Rbpj

の免疫染色を行ったところ、大部分の肝内胆管癌細胞において Rbpjは陰性であ

ったが (図 25G)、末梢においては胆管を形成する細胞の多くは Rbpj欠損が不完

全な Rbpj陽性であるが (図 25H)、AERKPPほどの胆管過形成は見られなかった。

これらの結果から、Rbpjは肝門部の腫瘍形成を抑制しないが、Kras 活性化及び

Pten 欠損による末梢胆管形成の促進に必須であることが示唆された。 
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図 25 AERKPP および AERKPPRR マウスに生じた胆管病変と Rbpjの発現 

(A、B) タモキシフェン依存的 Cre活性化マウス (Alb-CreERT/2+)と LSL-KrasG12D/+

マウス、Ptenflox/floxマウス、Rbpjflox/floxマウスを用いた AERKPPRRマウスの作製。

タモキシフェンは生後 10日目に投与した。(C、E) タモキシフェン投与 2か月後

の AERKPP マウスの肝組織像 (HE 染色)。(C) 肝門部。(E) 末梢部。(D、F、G、

H) タモキシフェン投与 2 か月後の AERKPPRR マウスの肝組織像。(D) 肝門部 

(HE 染色)。(F) 末梢部 (HE 染色)。(矢印) 抑制された胆管形成。(G) 肝門部の

Rbpj免疫染色。(矢印) Rbpj陽性細胞。(H) 末梢部の Rbpj免疫染色。バー:100 m。 
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考察 

本研究の中で、私は肝特異的に活性型 Kras変異と Ptenホモ欠損を導入するこ

とによって、新規肝内胆管癌マウスモデルを樹立した。このマウスモデル (AKPP

マウス)は、腫瘍が肝内胆管癌に限られている点と、癌の発生・進展が非常に速

い点で、これまでのマウスモデルとは異なっている。現在までにいくつかの遺伝

子改変マウスを用いた、薬剤を用いない肝内胆管癌自然発生マウスモデルが報

告されている (表 10)。例えば、肝特異的 Pten と Smad4 のダブルノックアウト

マウス 16 であるが、このマウスモデルは肝内胆管癌のみを形成するが、腫瘍形

成まで約 4～7 ヶ月と時間を有する。また、肝特異的活性型 Kras 変異と p53 ホ

モ欠損マウスがある 17 では、腫瘍形成まで約半年を有し、形成される腫瘍は肝

内胆管癌だけとは限らず、肝内胆管癌と肝細胞癌の両者を生じることも、肝細胞

癌のみを生じることもあると報告されている。薬剤を使用した肝内胆管癌発癌

マウスモデルとしては、Ck19CreERTマウスを用いて胆管上皮細胞特異的に p53

遺伝子をホモ欠損させたマウスモデルにおいて、チオアセトアミドによる慢性

肝障害を誘導すると、肝内胆管上皮を起源とする肝内胆管癌が発生するとの報

告がある 41。 
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表 10 現在までに報告されている遺伝子改変マウスを用いた肝内胆管癌自然発

生マウスモデル 

 

しかも、ヒト肝内胆管癌の組織学的特徴のひとつである腫瘍部周辺の線維形成

44が、本マウスモデルの肝腫瘍部周辺に認められたことや、ヒト肝内胆管癌に

おいて認められる、p16遺伝子プロモーター領域の高メチル化による p16の発現

低下 23,45,46が、本マウスモデルの腫瘍部に認められることなど、本モデルマウス

の腫瘍は KRAS-MAPK シグナル経路と PI3K-AKT シグナル経路に異常があるヒ

ト肝内胆管癌の性質をよく反映しているものと考えられる。すなわち、このマウ

スモデルは肝内胆管癌のみを効率に発生し、癌の発生・進展が速く、しかもヒト

の肝内胆管癌の特徴を再現しており、肝内胆管癌の発生・進展メカニズムの解明

に役立つと考えられる。また、腫瘍が早期に形成されることから、近年注目され

ているがん免疫療法 53 などを行った際により早く治療効果の評価が出来、有用

であると考えられる。 
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AKPPマウスとの比較のために作製した肝特異的活性型 Kras変異 Ptenヘテロ

欠損マウスは、生後 8 ヶ月以上経過すると肝内胆管癌とともに、肝細胞癌も形

成した。興味深いことに、このマウスに発生した肝内胆管癌部では Pten の発現

が消失していた。さらに、肝特異的に活性型 Kras変異のみを導入したマウスは

一部のマウスにしか肝腫瘍が発生しなかったが、生じる腫瘍はすべて肝細胞癌

あるいはその前癌病変であった。これらの結果は、本マウスモデルにおける肝内

胆管癌の形成に、Kras の活性化に加えて Pten 不活化による Pi3k 経路の活性化

が不可欠であることを示唆している。生後約 7-8 週齢の AKPP マウスで肝細胞

癌病変が認められなかった理由としては、Kras変異と Ptenの不活化によるMapk

経路と Pi3k 経路の共活性化が、肝細胞癌よりも胆管癌の発生をより強力に促進

することに加え、胆管癌によるマウスの早期の死亡も原因となっている可能性

があり、胆管癌によって早期に死亡しなければ肝細胞癌が形成される可能性が

十分に考えられる。 

近年いくつかの研究グループによって、ヒト肝内胆管癌の網羅的ながんゲノ

ム解析結果が報告された 24,27,49-52。これらの研究結果から、ヒトの肝内胆管癌で

は TP53 と KRASの 2つの遺伝子が、それぞれ 38～44%、17～25%と高頻度に変

異があることが示された。また、PI3K 経路に関わる PTEN と PIK3CA の遺伝子

変異の変異は、それぞれ 1～6%、4～8%と報告されており 24,51、しかもこれらの
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遺伝子と KRAS 変異が共存する腫瘍もそれぞれ 1-3%、1-4%認められた 24,50-52。

さらに、103人の肝内胆管癌患者のサンプルを用いたパスウェイ解析でも、RAS

と PI3K経路関連遺伝子の異常が高率に認められた 24。したがって本研究で作成

された肝特異的 Kras 活性化 Pten 欠損マウスは、KRAS 変異と PI3K 経路を活性

化する変異を有する肝内胆管癌のモデルとして適切なマウスモデルであると考

えられる。 

現在、肝内胆管癌の起源細胞として、胆管上皮細胞・肝細胞・肝幹細胞の 3種

類の細胞が考えられている 2,35-39。Komutaらは、ヒト肝内胆管癌がその組織像か

ら 3つのグループに分類できることを提唱している 53。一つ目は、ムチンを産生

する癌のみで構成される肝内胆管癌 (pure mucin-producing ICC (Muc-ICC))、二

つ目は、大部分が肝細胞様の分化を示す領域とムチンを産生する胆管癌の領域

によって占められ、一部に細胆管様領域を認める肝内胆管癌  (predominant 

mucin-producing ICC with hepatocytic differentiation areas and/or ductular areas in 

the tumor (mixed-ICC))、そして最後は、肝細胞様に分化する領域と細胆管様領域

が優位に存在し、一部にムチンを産生する癌を認める胆管癌  (predominant 

ductular areas with hepatocytic differentiation areas with muc-producing ICC areas 

(cholangiolocellular carcinoma; CLC))である 53 (表 11)。彼らは、臨床病理と分子

学的特徴から、Muc-ICC は胆管上皮細胞由来、Mixed-ICC と CLC は肝前駆細胞
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由来であると提唱している 54。 

表 11 ヒト肝内胆管癌の分類 (Komuta M, Hepatology, 2012 Fig 1より改変) 

 

しかし他方ではマウスモデルを用いた実験によって、肝細胞が分化転換するこ

とにより肝内胆管癌の起源細胞となり得ることが複数のグループから報告され

ている 40,42。肝特異的に Kras活性化 Pten欠損を導入した AKPPマウスでは Alb-

Creマウスを使用しているため、肝における遺伝子改変が成熟した肝細胞だけで

なく胎生後期の肝幹細胞である肝芽細胞でも起こり得る。我々は Kras 活性化

Pten 欠損によって発生したマウス肝内胆管癌の起源を明らかにするため、タモ

キシフェン投与依存的に Cre が活性化される遺伝子改変マウスを用いて、生後

10日でタモキシフェンを投与したマウスには肝内胆管癌のみが発生するが、生

後 8 週齢でタモキシフェンを投与したマウスは肝細胞癌のみが生ずることを示

した。また tdTomato/EGFP を組み込んだ遺伝子改変マウス (AERmTmG マウス)

を用いて、生後 10 日目と 8 週目にタモキシフェンを投与したマウスの肝臓を
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調べたところ、前者では肝細胞だけでなく胆管上皮細胞でも遺伝子改変が起こ

っていたのに対し、後者では肝細胞のみで遺伝子改変が起こっていた。このこ

とは生後 10 日の幼若な胆管上皮細胞または幼若な肝細胞が、このマウス肝内

胆管癌の起源細胞であることを示唆している。また、Ck19CreERTマウスを用い

て成熟した胆管上皮細胞に Kras 活性化 Pten 欠損を導入したところ、同様に肝

内胆管癌様病変を生じた (図 26)。このことから、肝特異的 Kras 活性化 Pten 欠

損マウスにおける肝内胆管癌起源細胞は胆管上皮細胞または、分化転換を起こ

した幼若な肝細胞であるであるとことが示唆された。 

図 26 AKPP マウスから予想される Albumin、Ck19 の発現と肝前駆細胞の分化 

 

しかしながら、肝特異的 Kras活性化 Pten欠損マウスにおける肝内胆管癌は、起

源細胞がヒトの Muc-ICC と同様に胆管上皮細胞由来であるにもかかわらず、
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Muc-ICC ほどムチン産生に富んではいない。この点は、我々の研究で樹立した

マウスモデルは、ヒトの胆管上皮由来肝内胆管癌と完全に一致しているわけで

はない。この原因としては、Kras変異と Pten 欠損が胆管上皮細胞内でのムチン

産生を誘導するのに十分ではない可能性や、マウスの胆管上皮細胞がヒトの胆

管上皮細胞と比較してムチンの産生性が低い可能性などが考えられる。 

本マウスモデルの腫瘍形成における Notchシグナル経路の解析では、AKPPマ

ウスにおいてもヒト肝内胆管癌と同様に Hes1 や Sox9 など Notch シグナルの標

的遺伝子の発現増加を認めたが、これらの遺伝子発現は古典的な Notch 経路に

必須な転写因子 Rbpj に依存的ではなかった。Hes1 や Sox9 には Notch 経路以外

の発現調節機序が報告されており 55-61、本マウスモデルの胆管癌においても、古

典的な Notch経路以外で、Mapk経路に依存的な機序により発現が調節されてい

ることが示唆された (図 27)。 

図 27 Mapk経路と Hes1の発現調節 



81 

 

本研究の中でMapk経路依存的な Hes1の発現調節機序を検討したが、Hes1の

転写開始点から 4.6 kb 上流までのプロモーター領域、イントロン領域、3’-UTR

には Mapk 依存的な転写調節領域は存在しなかった。Zanconato らは、YAP/TAZ

が転写活性化を調節する領域の約 80%は標的遺伝子の転写開始点から 10-100 

Kbp 離れた領域に存在していると報告している 62。Mapk経路が Hes1転写活性

を調節する領域も今回検討した領域よりもさらに上流に存在する可能性がある。 

Notchシグナルは胆管癌の形成のみならず、胆管の発生分化にも重要であるこ

とが報告されている 19,63,64。Rbpj や Hes1 のノックアウトマウスを用いた研究に

より、これらの遺伝子の肝内胆管形成における重要性が示されている 65,66。本研

究において樹立した肝内胆管癌マウスモデルに Rbpj あるいは Hes1 の条件的ノ

ックアウトマウスを交配し、それらの遺伝子の欠損による肝内胆管癌発生抑制

効果を検証した。その結果、Rbpj、Hes1 のいずれの欠損によってもマウスの生

存期間に有意な延長効果は認めなかったが、腫瘍形成に関しては差異を認めた。

Hes1欠損は腫瘍形成にほとんど影響を与えず、このマウスモデルにおいて Hes1

は胆管癌形成に不可欠ではないことが分かった。一方、Rbpj 欠損は肝門部の主

要胆管における病変の形成には有意な抑制効果を示さなかったが、肝末梢部の

胆管増生を中心とした病変を著明に抑制した。胎生後期から遺伝子改変を生じ

る Alb-Cre マウスを用いた実験と生後にタモキシフェン投与により遺伝子改変
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を誘導するAlb-CreERT2マウスを用いた実験でも同様な結果が得られたことから、

Rbpj は既存の胆管に生じる腫瘍性変化には必須ではないが、新たな胆管の形成

に不可欠であることが示唆された。最近、乳がんやリンパ腫など一部のヒトの癌

において RBPJ 遺伝子の欠損が認められ、in vitro でのアポトーシス抵抗性に寄

与しているとの報告がある 67。本研究では、Rbpj の欠損による in vivo での胆管

癌の発生・進展に対する促進効果は見られなかった。本マウスの肝内胆管がんモ

デルでは主にPi3k-Aktの活性化によるアポトーシス抵抗性が働いているために、

Rbpj欠損によるアポトーシス抵抗性誘導の影響が少なかった可能性がある。 

以上をまとめると、肝特異的に Kras 活性化と Pten 欠損を導入することによ

り新規肝内胆管癌マウスモデルを樹立することができた。さらに、このマウス

に生じる肝内胆管癌は胆管上皮細胞由来であることを明らかにした。また、古

典的 Notch シグナルに重要な転写因子 Rbpj は肝内胆管の新生に必須であり、

肝末梢部での発癌に重要だが、Notch シグナルのエフェクター分子 Hes1 は当

マウスモデルの胆管癌の発生進展には必ずしも必要ないことが示唆された。今

後は、このマウスモデルを用いて、腫瘍で発現が変化している遺伝子の解析や、

マウス肝内胆管癌の発生を抑制する分子の同定を通じて、詳細な発がんメカニ

ズムの解明に役立てたい。 
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