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研究成果の概要（和文）：カロリ病＋先天性肝線維症の動物モデルとして確立されたPCKラットを用い、肝胆管病変の
形成におけるPI3K/Akt/mTORを介した細胞内シグナル伝達の関与、ならびにその阻害剤の治療への応用性を検討した．P
CKラット培養胆管細胞を用いた検討で、NVP-BEZ235（PI3K + mTOR阻害剤）は細胞増殖と嚢胞形成を抑制し、これは培
養胆管細胞のアポトーシス抑制とオートファジー誘導を伴っていた．In vivoでPCKラットにNVP-BEZ235を投与すると、
PCKラットの胆管拡張と肝線維化を有意に軽減させることが可能であった．

研究成果の概要（英文）：Using the PCK rat, an animal model of Caroli's disease with congenital hepatic fib
rosis, the involvement of the PI3K/Akt/mTOR pathway in biliary dysgenesis was examined in terms of therape
utic application. NVP-BEZ235 (an inhibitor of PI3K and mTOR) significantly inhibited cell proliferative ac
tivity and cystic growth of the cultured PCK cholangiocytes, which was accompanied by inhibition of apopto
sis and induction of autophagy in the cells. In vivo, administration of NVP-BEZ235 significantly improved 
dilatation of intrahepatic bile ducts and liver fibrosis of the PCK rat.
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１．研究開始当初の背景 
カロリ病は肝内胆管の多発性、進行性の嚢

状拡張を示す疾患で、高率に先天性肝線維症

（congenital hepatic fibrosis, CHF）を合

併する．カロリ病＋CHF は常染色体劣性多発

嚢胞腎（autosomal recessive polycystic 

kidney disease, ARPKD）の肝胆管病変とし

ても知られる． 

カロリ病＋CHF はまれな疾患で、その病因

病態に関する研究はこれまでほとんど行な

われてこなかったが、その動物モデルとして

polycystic kidney（PCK）ラットが見出され

て以降、その研究は飛躍的に進歩した．現在

までPCKラットの肝胆管病変と腎嚢胞の形成

に関わる細胞内シグナル伝達が検討され、病

態の改善に有効ないくつかの薬物療法が報

告されている． 

カロリ病の肝内胆管の拡張機序は腎嚢胞

の形成と共通する点も多い．ARPKD では腎嚢

胞でのPI3K/Akt/mTORの活性化があることが

報告されているが、PCK ラットの肝胆管病変

の形成におけるPI3K/Akt/mTORの関与はこれ

まで十分検討されていない． 

 
２．研究の目的 
カロリ病＋先天性肝線維症の動物モデル

として確立された PCK ラットを用い、その肝

内 胆 管 拡 張 と 肝 線 維 化 に お け る

PI3K/Akt/mTOR の関与を明らかにし、この細

胞内シグナル伝達の阻害剤が新たな薬物療

法の候補となりうるかどうかを検討した． 

 
３．研究の方法 
In vitro での検討として、PCK ラット肝内

胆管より単離、樹立した培養胆管細胞を使用

した． mTOR 阻害剤が培養胆管細胞の細胞増

殖活性やアポトーシス、オートファジーに及

ぼす効果を単層培養の条件下で検討した．胆

管細胞の嚢胞（spheroid）形成はゲルマトリ

ックスを用いた 3次元培養で評価した．mTOR

には mTOR complex 1（mTORC1）と mTOR complex 

2（ｍTORC2）の 2つの複合体が存在し、それ

ぞれを標的とした複数の阻害剤の効果を検

討した．使用した mTOR 阻害剤は mTORC1 阻害

剤（sirolimus, everolimus）、mTORC1+C2 阻

害剤（PP242）、mTORC1+C2 + PI3K 阻害剤

（NVP-BEZ235）である． 

In vivo での検討として、免疫組織化学に

よ り PCK ラ ッ ト の 組 織 切 片 上 で の

PI3K/Akt/mTOR 細胞内シグナル伝達関連分子

の発現を検討した．また、PCK ラットに

NVP-BEZ235（20 mg/kg）を 4週間、腹腔内に

連日投与し、肝胆管病変や腎嚢胞に及ぼす効

果を検討した． 

 
４．研究成果 

PCK ラットの培養胆管細胞を用いた検討で、

sirolimus, everolimus, PP242, NVP-BEZ235

は培養胆管細胞の細胞増殖を濃度依存性に

抑制した．3次元培養で PP242 と NVP-BEZ235

は胆管細胞の嚢胞形成を抑制したが、

sirolimus, everolimus に嚢胞形成の抑制効

果はなかった． sirolimus, everolimus, 

PP242 は胆管細胞にアポトーシスを誘導し、

NVP-BEZ235 はアポトーシスを抑制した．胆管

細胞のオートファジーは PP242, NVP-BEZ235

により誘導された． 

NVP-BEZ235はPCKラットの培養胆管細胞の

p-Akt, p-S6K, p-4E-BP1, cleaved caspase 3

の発現を抑制し、Bcl-2 の発現を誘導した．

LC3 siRNA および 3-methyladenie によるオー

トファジー阻害は、NVP-BEZ235 の培養胆管細

胞に対する細胞増殖抑制効果を軽減した．さ

らに LC3 siRNA は 3次元培養下で NVP-BEZ235

による嚢胞形成抑制効果を軽減した． 

培養胆管細胞を用いた検討で、NVP-BEZ235

が最も細胞増殖抑制効果が高かったことか

ら、NVP-BEZ235（20 mg/kg/day）を in vivo

で PCK ラットに投与した．その結果、PCK ラ

ットの肝内胆管拡張は有意に抑制され、肝線

維化の程度も有意に軽減した（図 1）．肝組織

からホルマリン固定パラフィン包埋切片を

作成しPI3K/Akt/mTOR細胞内シグナリングに



関 与 する分 子 の発現 を 検討す る と 、

NVP-BEZ235非投与群のPCKラット肝では正常

ラット肝と比較して胆管細胞での p-Akt と

p-mTOR の発現亢進があったが、これら分子の

発現はNVP-BEZ235投与群で低下した．また、

NVP-BEZ235 は胆管細胞にオートファジーの

誘導とアポトーシスの抑制効果を示し、これ

は in vitro での成績と同様であった．腎嚢

胞に関しては、NVP-BEZ235 投与は影響を与え

なかった． 

 

NVP-BEZ235 投与により体重減少が有害事

象として生じたことから、阻害剤の投与量

（20 mg/kg/day）についてはさらに検討する

必要があるが、今回の結果から NVP-BEZ235

は PCKラットの胆管拡張と肝線維化を軽減さ

せる効果を有することが示された． 
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