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研究成果の概要（和文）：これまで確立されていなかった肝内胆管癌の新規動物モデル樹立を目指した研究を行
った。肥満を呈するdb/dbマウスに大腸発癌剤azoxymethaneを投与したところ、肝臓において肥満に起因する脂
肪肝のほかに、細胆管の増殖性変化および異形成、胆管細胞癌の所見もみられた。野生型非肥満マウスでは、細
胆管の異形成や前癌病変は認められなかった。胆管病変がみられたdb/dbマウスの肝臓では、炎症性サイトカイ
ンやIGFシグナル経路に関連する遺伝子発現が上昇しており、肝脂肪化の進展による慢性炎症が、胆管の増殖性
変化を促進し肝内胆管癌の発生に関与することが示唆された。

研究成果の概要（英文）：This study was conducted to establish a novel animal model for intrahepatic 
cholangiocarcinoma. The liver of obese db/db mice administered the colorectal carcinogen 
azoxymethane exhibited obesity-induced fatty liver, proliferative changes and dysplasia of the small
 bile ducts, as well as cholangiocarcinoma. Gene expressions related to inflammatory cytokines and 
IGF signaling pathway were elevated in the liver of db/db mice with bile duct lesions, suggesting 
that chronic inflammation caused by the development of hepatic steatosis promoted proliferative 
changes in bile ducts and intrahepatic cholangiocarcinoma.

研究分野： 消化器病学

キーワード： 肝内胆管癌　脂肪肝　肥満

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
生活習慣の変化から肥満人口が増加しているが、肥満の存在によりさまざまながんの発生率が上昇することが知
られている。本研究結果は、肥満に伴う肝脂肪化の進展による慢性炎症が、肝内胆管癌の発生に関与することを
示唆するとともに、肥満を呈するマウスを用いた肝内胆管癌モデルがヒト胆管癌の病態を反映した新規動物モデ
ルとして有用であり、発癌および進展機序の解明や治療法の開発に寄与する可能性を示している。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
原発性肝悪性腫瘍のうち肝細胞癌に次いで２番目に多い肝内胆管癌は、予後不良の疾患であ

る。肝内胆管癌に対する治療として、根治を目的とした肝切除のほか、切除不能例には放射線治
療や化学療法が行われているが、十分な効果は見込めない。その要因として、他のがん種に比べ
て、発癌および進展の機序について分子生物学的な研究が進んでいないことがあげられている。
また、それらメカニズムの解明や治療法の開発に有用と考えられる、適切な動物モデルが確立さ
れていないのが現状である。したがって、ヒトの病態を反映した新規動物モデルの確立を目指し
た研究は重要である。 
近年、生活習慣の変化から肥満人口が増加しているが、肥満の存在によりさまざまながんの発

生率が上昇することが知られている。肥満を基盤病態とするメタボリック症候群は非アルコー
ル性脂肪性肝疾患（non-alcoholic fatty liver disease, NAFLD）と深く関連しており、また、
NAFLD の一部は慢性的な肝炎を引き起こし、非アルコール性脂肪肝炎（non-alcoholic 
steatohepatitis, NASH）に至る。NASH は更に肝硬変へと進展し肝細胞癌を合併することから、
NAFLD/NASH と肝細胞癌の関連性は明らかであり、その研究も進んでいる。一方、脂肪肝と肝内
胆管癌の関係については、学会発表はあるものの、詳細に検討した論文報告はみられない。 
申請者らはこれまで、肥満および脂肪肝を呈する C57BLKS/J-+Leprdb/+Leprdb (db/db) マウ

スに対して、大腸癌誘発剤 azoxymethane (AOM) を投与する大腸発癌モデルを用いた研究を行っ
てきた。これら実験の中で、肝・腎・脾等の組織所見を解析したところ、肝臓において肥満に起
因する脂肪肝のほかに、細胆管の増殖性変化が観察された。その一部では細胆管の異形成がみら
れ、肝内胆管癌の前癌病変であると考えられた。また、胆管細胞癌の所見も確認された。その後
の申請者らによる予備的実験で、脂肪肝を呈する db/db マウスは対照である野生型マウスに比
べて、上記胆管病変がより広範で悪性度が高いことが示唆された。以上より、脂肪肝の存在が胆
管癌発生を促進する可能性が考えられた。 
 
２．研究の目的 
 これまで、肝内胆管癌マウスモデルとして、thioacetamide（TAA）投与を 30 週以上続けるも
のや、肝細胞特異的に Kras 変異と Pten 欠損を呈するもの等が報告されている。前者は長期間の
管理が必要であり、発生する病変も前癌病変にとどまることが指摘されている。後者は改変遺伝
子の複雑な組合せが必要であり、得られる個体数も少なく、汎用性が低いことが想定される。ま
た、Alb-Cre との交配で得られるマウスであり、肝細胞でも遺伝子変異をきたすため、肝細胞癌
併発の可能性など、適切な肝内胆管癌モデルとするには課題が残る。 
本研究は、新規肝内胆管癌マウスモデルを樹立し、発癌分子メカニズムを解明するとともに、

モデルとしての適合性を評価することを目的としている。また、肝内胆管癌の発生、進展に脂肪
肝が関与するかどうかについても解析する。さらに、細胞株を用いて胆管癌の治療候補薬探索を
目的とした実験も行う。 
 
３．研究の方法 
はじめに、db/db マウスにおける AOM 誘発胆管癌の再現性を検証する。対照群として、AOM 非

投与 db/db マウスのほか野生型マウスに同様の処置を行い比較検討する。また、胆管癌の発癌剤
として既報にある TAA を併用することで、病変の早期発生や腫瘤形成、浸潤、転移を来たす可能
性についても解析する。遺伝子改変マウスを用いた発癌実験も並行して行う。肝細胞特異的にレ
チノイン酸受容体（retinoic acid receptor, RAR）シグナルを阻害したマウスにおいて、肝細
胞癌が発生することが報告されており、レチノイドシグナルの阻害が発癌につながる可能性を
示している。この遺伝子改変マウスを応用し、CK19-Cre マウスとの交配により、胆管上皮細胞
特異的に RAR シグナルが阻害されるマウス（CK19-Cre:RARdn）における胆管発癌の有無を確認す
る。 
上記マウスモデルにおいて、発癌メカニズム解析のため、肝臓における mRNA やタンパク質発

現の網羅的解析および免疫組織染色を含む病理組織学的解析を行う。さらに、がんゲノムのデー
タベース The Cancer Genome Atlas (TCGA)に報告されている FGFR2 等の発現や変異につき、病
理組織学的所見と合わせて、ヒト胆管細胞癌との類似点、相違点から発癌モデルとして適切であ
るか評価を行う。 
細胞株の実験ではヒト胆管癌細胞株を用い、阻害薬の登場で注目されている sodium-glucose 

co-transporter 2（SGLT2）について、タンパク質発現の解析や阻害薬での処理による細胞増殖
への影響について解析する。 
 
４．研究成果 
db/db マウスに AOM を投与したところ、予備的実験結果と同様に肝臓において肥満に起因する

脂肪肝のほかに、細胆管の増殖性変化および異形成が確認された。異形成は前癌病変と考えられ
たほか、胆管細胞癌の所見もみられた。対照群として用いた野生型非肥満マウスでは、肝脂肪化



はみられず、肝内に軽度の炎症所見と細胆管の増殖性変化はあるものの、異形成や前癌病変は認
められなかった。肝内胆管病変の発生率と面積は db/db マウス群で有意に高値であり、また、血
清の解析では肝障害と脂質異常、高血糖を認めるとともに、酸化ストレスの指標である dROM が
有意に高値であった。さらに、肝組織での mRNA 発現の比較において、db/db マウス群で炎症性
サイトカインが高値であるほか、insulin-like growth factor (IGF) シグナル経路に関連する
Igf2 の mRNA 発現が有意に亢進していた。これらの実験結果から、肝脂肪化の進展による慢性炎
症が、胆管の増殖性変化を促進し肝内胆管癌の発生に寄与する可能性が考えられた。 
AOM による肝内胆管病変に対して、TAA の併用が及ぼす影響について解析したところ、AOM 単独
投与群に比べて、TAA 併用群では病変数の増加がみられた。また、血清 ALT 値および T-Bil 値が
TAA 併用群で有意に高値であったほか、炎症性サイトカインである Tnfa および Il6 の mRNA 発現
の解析から、肝における炎症の増悪が示唆された。これらの実験結果からも、肝における慢性炎
症が肝内胆管癌の発生に関与することが示唆された。 
なお、上記腫瘍性病変は CK19 免疫染色によって胆管由来であることが確認されたほか、腫瘍

性病変がみられた肝における Fgfr2 遺伝子発現が高値であることが確認され、ヒト肝内胆管癌
での報告からもヒトの病態を反映した動物モデルであることが示唆された。 
ヒト胆管癌細胞株における SGLT2 のタンパク質発現解析では、HuCCT-1 を含む数種類の細胞株

で発現が確認されたが、Huh28 での発現はみられなかった。SGLT2 発現細胞株において、SGLT2 阻
害薬トホグリフロジンで 48 時間処理したところ、細胞増殖が抑制されており、胆管癌の増殖抑
制に対して、SGLT2 阻害薬が有用である可能性が示された。 
胆管上皮細胞特異的に RAR シグナルが阻害されるマウス（CK19-Cre:RARdn）は、レチノイド

の発生および分化への関わりや、CK19 発現細胞の分布から、胎生あるいは新生致死の可能性も
考えられていたが、本研究において作出に成功した。しかし、観察期間約６ヶ月では、特徴的な
表現型および肝組織像の変化は確認されていない。 
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