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研究成果の概要（和文）：Hnf1βCreERT2マウスを用いて胆管・胆嚢上皮選択的に遺伝子改変を誘導できること
を世界に先駆けて見出した。Hnf1βCreERT2マウスを用いて変異Kras存在下にWntシグナルを活性化させた結果、
胆嚢および肝外胆管にそれぞれ前癌病変であるICPNおよびBilINが形成されることを見出した。さらに、形成し
た胆道腫瘍を3次元培養した後にマウスにゼノグラフトを行うことで、前癌病変が胆道癌へ進行すること、c-Myc
が腫瘍促進的に働き、Tgf-βシグナルが発癌を抑制していることを明らかにし、筆頭著者として報告した。

研究成果の概要（英文）：We revealed that the Hnf1bCreER mouse is a suitable CreER mouse line for 
genetic manipulation in the extrahepatic biliary tract epithelium including the EHBD and GB for the 
first time. In mice, concurrent activation of Kras and Wnt pathways induced biliary neoplasms 
including ICPN and BilIN. The biliary neoplasm spheroids were established and these neoplasm 
spheroids were subcutaneously into NOD/SCID mice. The xenograft analysis showed that ICPN and BilIN 
were putative precursors to invasive biliary cancer. Mechanistically, c-Myc contributed to 
tumorigenesis, whereas the Tgfb pathway inhibited it. These results were reported. 

研究分野： 胆道腫瘍

キーワード： 胆道癌　胆道腫瘍　Wnt　Kras

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
これまで世界的にも胆道腫瘍マウスモデルはほとんど報告されていなかった。我々は研究期間を通じて、胆道上
皮特異的に遺伝子改変ができる遺伝子改変マウスを発見し、Kras、Wntシグナルが胆道腫瘍を発生させるメカニ
ズムを解析し、研究結果を報告した。これらの研究手法は胆道上皮における他の分子の機能的役割について解析
することに応用ができるという点では非常に意義が大きいと考える。

※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 

胆管癌や胆嚢癌は消化器癌の中で予後不良な癌の一つである。予後の改善のためには、早期診断

および効果的な治療が不可欠である。そのためには、胆管癌、胆嚢癌の発癌・進展メカニズムの

解明が重要であるが、他の消化器癌と比較してもそのメカニズムは明らかになっていない。その

原因の一つとして、胆管癌モデルマウスが確立していないということが挙げられる。胆管癌およ

び胆嚢癌の前癌病変として微小乳頭状病変である Biliary intraepithelial neoplasia (BilIN)、乳頭状

病変である intraductal papillary neoplasm of the bile duct (IPNB)や Intracystic papillary 

neoplasms (ICPN)が中沼らによって提唱された。しかし、前癌病変の発生メカニズムや、癌への

進展メカニズムについては明らかになっていない。胆管癌の全ゲノム解析では Kras(16.5%)、

Wnt 関連遺伝子である APC(7.1%)、RNF43(4.7%)、CTNNB1(1.3%)の変異が比較的多いと報告

されているものの、その変異遺伝子が癌化にどのような影響を及ぼすのか明らかにはなってい

ないため、本研究では胆道腫瘍発生における Kras と Wnt シグナルの役割について着目した。 

 

２．研究の目的 

本研究では、上記背景を踏まえ、胆管腫瘍発生における Kras、Wnt シグナルの機能的役割とそ

の分子機構を明らかにすることを目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1) Hnf1βCreER マウスが肝外胆管上皮で遺伝子組み換えを行うために適したマウスであるか

の検証 

事前に、野生型成体マウスの肝内・肝外胆管、胆嚢上皮で Hnf1β が高発現していることを免疫

染色にて確認していた。次に Hnf1β 陽性細胞が胆管子孫細胞を供給することを検討するため、

Hnf1βCreER; Rosa-LacZ マウスを作成し、Hnf1β 細胞を青くマークし細胞系譜解析を行った。

タモキシフェン投与後、2 日、4、12 週間で肝外胆管、胆嚢上皮がマークされており、

Hnf1β 陽性細胞が胆管子孫細胞を供給することについても明らかとなっていた。今回、

追加検証として、Hnf1βCreER; Rosa26-tdTomato マウスを作成して、Hnf1β細胞を赤くマーク

し遺伝子組み換え効率の評価を行った。 

(2) 胆管腫瘍発生における Kras、Wnt シグナルの機能的役割の解析 

βカテニンをエンコードする遺伝子 Ctnnb1 の exon3 をノックアウトすることにより、βカテニ

ンが安定化され、Wnt が恒常的に活性化されることが知られている。胆管上皮における活性化

Kras、Wntシグナルの活性化の与える影響をそれぞれ解析するため、Hnf1β-CreERマウスと LSL-

KrasG12D/+, Ctnnb1lox(ex3)/+マウスを交配させて、Hnf1β-CreER (H), Hnf1β-CreER;LSL-KrasG12D/+ 

(HK), Hnf1β-CreER; Ctnnb1lox(ex3)/+ (Hβ), Hnf1β-CreER; LSL-KrasG12D/+; Ctnnb1lox(ex3)/+ (HKβ)マウ

スを作成する。これまでの検討の結果、HKβ マウスでは肝外胆管に BiliN、胆嚢に ICPN が形成

されることが明らかになっているが、HKβ マウスの胆道腫瘍のムチン形質などの各種免疫染色

を行う。 

(3) マウス BilINおよび ICPNが前癌病変であるかの検討 

Hnf1βは腸や肺にも発現しているため、肺や腸でも遺伝子組み換えが起きて腫瘍が形成されるた

め、HKβ マウスの長期観察は困難であった。H, HK, Hβ, HKβ マウスのタモキシフェン投与後の

胆管上皮・胆管腫瘍上皮を採取し、胆道腫瘍スフェロイドを樹立し、免疫不全マウスに xenograft



して長期観察することで、胆道癌が形成されるかどうか、即ちマウス BilIN および ICPN が前癌

病変であるかを明らかにする。 

(4) 胆道スフェロイドを用いた遺伝子発現および胆道腫瘍発生のメカニズム解析 

上述の H, HK, Hβ, HKβ マウスから胆道腫瘍スフェロイドを樹立し、網羅的な遺伝子発現解析を

行う。H, HK, Hβ 胆道スフェロイドと比較して HKβ 胆道スフェロイドで発現の差の大きい遺伝

子もしくはシグナル経路を探索する。また、網羅的解析で発見した分子が胆道腫瘍形成および癌

化においてどのような機能的役割をしているのか、樹立した胆道スフェロイドを用いて、in vitro

で検討する。 

(5) ヒト ICPNにおける Kras、Wnt シグナルの発現解析 

ヒト ICPN の手術標本を用いて、p-ERK や βカテニンなどの免疫染色により Kras、Wnt シグナ

ルの発現を解析する。また、マウスを用いた腫瘍形成のメカニズム解析において発見した分子に

ついて、ヒトの ICPN でも発現がみとめられるかどうか、免疫染色によって蛋白発現を評価す

る。 
 
４．研究成果 
(1) Hnf1βCreERマウスが肝外胆管上皮で遺伝子組み換えを行うために適したマウスである 

Hnf1βCreER; Rosa-LacZ マウスを作

成し、Hnf1β細胞を青くマークし細胞

系譜解析の結果、Hnf1β陽性細胞が

胆管子孫細胞を供給することが明

らかとなっていた。Hnf1βCreER マ

ウスの遺伝子組み換え効率を検証す

る た め 、 Hnf1βCreER; Rosa26-

tdTomatoマウスを作成して、Hnf1β細

胞を赤くマークし遺伝子組み換え効率の評価を行った。タモキシフェン投与 2 日後の肝外胆管、

胆嚢上皮細胞は高率に赤くマークされていた(図 1)。Hnf1βCreER マウスが肝外胆管、胆嚢上皮

で高率に遺伝子組み換えを起こすことができるということを示した。 

(2) 肝外胆管、胆嚢上皮で Kras、Wnt シグナルを活性化させることで肝外胆管に BiliN、胆嚢に

胃型 ICPNが形成した 

胆管上皮における活性化 Kras、Wnt

シグナルの活性化の与える影響をそ

れぞれ解析するため、H, HK, Hβ, HKβ

マウスを作成して評価を行ったとこ

ろ、HKβマウスでは肝外胆管にBiliN、

胆嚢に ICPN が形成されることが明

らかになっていた。マウスの胃型形

質の評価として使用される GS2 の免疫染色にて HKβ マウスの BilIN と ICPN では発現が見ら

れ、胃型形質を有していることを示した(図 2)。 

(3) マウス BilINおよび ICPNは前癌病変である。 

 
 
 
 
 
 
 

 
図 1 Hnf1βCreER; Rosa26-tdTomato マウスで肝外胆管（左）、 

胆嚢上皮（右）において高率に赤くマークされていた 

  
図 2 HKβ マウスでは肝外胆管に BilIN、胆嚢に ICPN が形成し、これ

らの腫瘍は胃型の形質をもっている 



H, HK, Hβ, HKβ マウスのタモキシフェン投与後の胆

管上皮・胆管腫瘍上皮から胆道腫瘍スフェロイドを樹

立し、免疫不全マウスに xenograft したところ、HKβ

スフェロイドでのみ 24例中 2例で胆道癌を形成した。

この結果より、HKβ マウスで形成される BilIN、ICPN

は前癌病変であることが示された(図 3)。 

(4) 胆道スフェロイドを用いた遺伝子発現および胆道

腫瘍発生のメカニズム解析 

H, HK, Hβ, HKβ マウスから胆道腫瘍スフェロイドを

樹立し、網羅的な遺伝子発現解析を行

なった。H, HK, Hβ 胆道スフェロイド

と比較して HKβ 胆道スフェロイドで

は gene set 解析で Wnt シグナル、

TGFβ シグナルの gene set の発現が

上昇していた。また個々の遺伝子では

c-Myc。Cancer Stem Cell marker であ

る Aldh1a1 の発現が上昇していた。

(図 4)。その中でも c-Myc、TGFβシグ

ナルに着目して、HKβスフェロイドに

おける機能的解析を行った。その結果、c-Myc は HKβ スフェロイドに腫瘍促進的に働き、Tgfβ

シグナルは腫瘍抑制的に働くことを示した。 

(5) ヒト胃型 ICPNにおける免疫染色の結果は HKβマウスの胆道腫瘍の結果に矛盾しない 

ヒト胃型 ICPN の手術標本での免疫染色の結果、β カテニンで 9/12 例、p-ERK で 9/12 例、C-

MYC, p-SMAD3, ALDH1A1 は全例で陽性であった。これらの結果は HKβ マウスで生じる BilIN, 

ICPN での結果と矛盾しないということが明らかとなった。 

  
図 3 HKβ 胆道スフェロイドを xenograft した

ところ、胆道癌が生じた 

 
図 4 HKβ スフェロイドを xenograft したところ、胆道癌が生じた 
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