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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であるPCKラットを用いた検討で，PCKラット
培養胆管細胞ではmiR-125b-1-3pの発現低下とこれに関連したSmoothenedの発現亢進があり，Hedgehogシグナル
伝達系の活性化による胆管細胞の過剰な増殖があることをin vitroで見出した．PCKラットにSmoothendedアンタ
ゴニスト（cyclopamine）を投与することで，肝内胆管の拡張と腎嚢胞の形成をin vivoで有意に抑制することに
成功した．以上の結果から，Hedgehogシグナル伝達系の阻害はカロリ病＋先天性肝線維症の新たな治療標的とな
る可能性が示された．

研究成果の概要（英文）：The polycystic kidney (PCK) rat was analyzed as an animal model of Caroli’s
 disease with congenital hepatic fibrosis in this study. In vitro experiments revelated that PCK 
cholangiocytes were characterized by the reduced expression of miR-125b-1-3p, and the resultant 
overexpression of Smoothened and the Hedgehog signaling activation led to overgrowth of PCK 
cholangiocytes. In vivo administration of Smoothened antagonist (cyclopamine) significantly reduced 
the severity of bile duct dilatation and kidney cyst formation of the PCK rats. These results 
indicate that inhibition of the Hedgehog signaling represents a potential target of therapy for 
Caroli’s disease with congenital hepatic fibrosis. 

研究分野：人体病理学

キーワード： 肝臓　胆道　分子病理
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
カロリ病は胆管細胞の過剰な増殖，分泌に

起因する肝内胆管の多発性、嚢状の拡張をき

たす疾患で、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，ARPKD の病態

形成には primary cilia の異常が深く関与し，

その病態は常染色体優性多発嚢胞腎

（autosomal dominant PKD, ADPKD）と共通

する点も多い． 

これまでの研究で，カロリ病＋CHF, ARPKD

の治療薬としてソマトスタチンアナログの

有効性が注目されており，その他，histone 

deacetylase 6 や Cdc25A phosphatase, 

peroxisome proliferator-activated 

receptor gamma, matrix metalloproteases

などが治療標的となりうることが報告され

ている．カロリ病＋CHF や ARPKD，ADPKD の病

態形成におけるマイクロRNAの関与を検討し

た論文は数編あるのみで，その詳細は十分解

明されていない． 

 
２．研究の目的 
本研究は，カロリ病＋CHF および ARPKD の

動物モデルである polycystic kidney（PCK）

ラットを用い，その病態形成の機序を特にマ

イクロRNAに着目した解析から明らかにする

ことで，カロリ病＋CHF の新たな治療標的を

見出すことを目的とした． 

 
３．研究の方法 
動物実験は金沢大学動物実験委員会，ヒト

試料を用いた研究は金沢大学医学倫理審査

委員会の承認を得て行った． 

PCK ラット，正常（SD）ラットの培養胆管

細胞から total RNA を抽出後，マイクロアレ

イにより胆管細胞が発現するマイクロRNAの

網羅的解析を行った．発現量に差のあったマ

イクロ RNA の標的予測を行い，PCR ラット培

養胆管細胞で Smoothened（Smo）の発現亢進

があることを予測した．その予測に基づき，

Smo を介する細胞内シグナル伝達系である

Hedgehog シグナル伝達系に着目し，以降の検

討を行った（なお，Hedgehog シグナル伝達系

は，primary cilia を介する細胞内シグナル

伝達系としてよく知られた経路の一つであ

る）． 

培養胆管細胞における Hedgehog シグナル

伝達関連分子（sonic hedgehog [Shh]，

patched1，Smo，Gil1, Gli2）および Gli の

標的分子である cyclin D1 の発現を RT-PCR，

ELISA，免疫染色で検討した．一連の分子の

発現はラットおよびヒトカロリ病の肝組織

切片を用いた免疫染色でも検討した． 

Hedgehog 阻害剤として cyclopamine（Smo

アンタゴニスト）を使用し，培養胆管細胞の

細胞増殖活性を WST-1 assay，嚢胞形成能を

3 次元培養，アポトーシスの程度を TUNEL 法

と ssDNA ELISA で評価した．また，標的とす

る miRNA mimic のトランスフェクトを行い，

細胞増殖活性と Smo の発現変動を検討した． 

In vivo での検討として，cyclopamine（10 

mg/kg）をラットに 4 週間，腹腔内に連日投

与し，肝胆管病変と腎嚢胞に及ぼす効果を検

討した．肝内胆管拡張と肝線維化，腎嚢胞の

程度は組織切片を用いたmorphometryにより

評価した．また，肝組織切片を用いて Ki67

と cyclin D1 に対する免疫染色を行い，胆管

細胞における Ki67 標識率と cyclin D1 標識

率を検討した．肝線維化に関連した検討とし

て，肝組織から total RNA を抽出し，線維化

関連分子の発現を RT-PCR で検討した． 

統計学的検討は t-test と Mann-Whitney 

U-test によった． 

 
４．研究成果 

PCK ラット，正常ラットの培養胆管細胞を

用いて，マイクロアレイにより網羅的にマイ

クロ RNA の発現解析を行った結果，18 種のマ

イクロ RNAは正常ラットと比較して PCKラッ



トで発現量が 1/3 以下に低下し，18 種のマイ

クロ RNAは PCK ラットで発現量が 3倍以上に

増加していた．これらの中で，PCK ラットに

お い て 最 も 発 現 が 低 下 し て い た

miR-125b-1-3p（PCK/normal ratio = 0.10）

に着目し，Smo を miR-125b-1-3p の標的の一

つとして予測した． 

培養胆管細胞における Smo の発現を

qRT-PCR と ELISA で検討した結果，PCK ラッ

ト培養胆管細胞では mRNA，蛋白レベルにおけ

るSmoの発現が正常ラットより有意に増加し，

さらに PCK ラット培養胆管細胞への

miR-125b-1-3p mimic のトランスフェクトは

Smoの mRNA, 蛋白レベルでの発現を低下させ

た． 

以上の結果から，PCK ラット胆管細胞では，

Smo を介した細胞内シグナル伝達系である

Hedgehog シグナル伝達系の活性化があり，そ

れによる細胞増殖活性の亢進が胆管拡張に

関与すると仮説し，以降の検討を進めた． 

PCK ラット，正常ラットの培養胆管細胞に，

Hedgehog シグナル伝達関連分子である Shh，

patched1，Gli1, Gli2 の発現があることを

RT-PCR と免疫染色で確認した．Hedgehog シ

グナル伝達系で標的分子の転写を活性化す

る Gli1, Gli2 に関して，免疫染色による検

討で Gli2 は PCK ラット，正常ラットの培養

胆管細胞の核にその発現をよく認めたが，

Gli1 は正常ラット培養胆管細胞の核に発現

はほとんどなく，PCK ラットでは Gli1 の核内

への移行をしばしば認めた．培養胆管細胞に

おける Gli の標的分子である cyclin D1 mRNA

（Ccnd1）は，PCK ラットで正常ラットより発

現が亢進していた． 

胆管細胞における Smo と cyclin D1 の過剰

発現および Gli1 の核発現は，PCK ラットとヒ

トカロリ病の肝組織切片を用いた免疫染色

でも確認した． 

PCK ラット培養胆管細胞への cyclopamine

投与は細胞増殖活性と Gli1 の核内への移行

を抑制し，3 次元培養で嚢胞形成を有意に抑

制した．また，胆管細胞への miR-125b-1-3p 

mimic のトランスフェクトは PCK ラット培養

胆管細胞の細胞増殖活性を有意に抑制した．

さらに，cyclopamine は PCK ラット培養胆管

細胞の cyclin D1 の過剰発現を mRNA, 蛋白レ

ベルで抑制した． 

PCK ラットへの cyclopamine を in vivo で

投与した結果，cyclopamine は PCK ラットで

みられる血清学的な ALTと ALP の異常高値を

有意に低下させた．Cyclopamine 投与により

肝重量と腎重量に変化はなかったが，肝臓と

腎臓の切片を用いたmorphometryによる検討

でPCKラットの肝内胆管拡張と腎嚢胞は有意

に抑制された（図 1,2）．これに対応して，胆

管細胞における Ki67 標識率と cyclin D1 標

識率は cyclopamine 投与により低下した． 

Sirius red染色を施した肝組織切片で評価

した肝線維化の程度は，cyclopamine を投与

したPCKラットでやや軽減する傾向があった

が，統計学的な有意差はなかった（P = 0.09）

（図 3）．肝組織における collagen mRNA 

(Col1a1)，alpha-SMA mRNA（Acta2）は PCK

ラットの cyclopamine 投与群，非投与群で有

意差はなかった． 

以上の結果から，PCK ラットの胆管細胞で

はmiR-125b-1-3p の発現低下に関連してSmo

の発現が亢進し，その下流で Gli を介して

cyclin D1 が過剰発現することにより胆管細

胞の増殖と胆管拡張を生じる機序が示唆さ

れた．本研究から，Hedgehog シグナルの阻害

はカロリ病＋CHF の肝内胆管拡張，および

ARPKD の腎嚢胞の抑制に有効な新たな治療法

となる可能性が示唆された． 

一連の研究成果を英文論文として The 

American Journal of Pathology 誌に投稿し

た結果，Major revision となり，現在，査読

者から指摘のあった事項に関する追加実験

を行っている． 
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