
 

様式Ｃ－１９ 

 

科学研究費助成事業（科学研究費補助金）研究成果報告書 
平成 25 年 5 月 31 日現在 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
研究成果の概要（和文）：アルブミンプロモーター下に活性化 Kras を発現、Pten をノックア

ウトしたマウスを作成した。7-8 週齢で死に至る肝臓癌動物モデルとなった。SNP アレイを用

いたゲノム解析により、新規シグナル伝達系 Hippo pathway が肝腫瘍の形成に重要であるこ

とがわかった。このシグナルの構成因子 SAV1 の異常によって引き起こされる YAP/TAZ の活

性化 CTGF の発現上昇が肝腫瘍形成に関わっている可能性が示された。 
 
研究成果の概要（英文）：We generated hepatic cancer mouse model by inducing expression of 
activated Kras and ablation of Pten under albumin-promoter. The mice died from multipe 
liver tumor in 7 to 8 weeks. Using genomic analysis of SNP array, we found that Hippo 
pathway, a novel intracellular signaling, was involved in hepatocarcinogenesis. Aberration 
of SAV1, a component of the pathway, was shown to induce the activation of YAP/TAZ and 
following expression of CTGF in a liver cancer cell line. 
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１．研究開始当初の背景 
肝内胆管癌は進行した状態で発見されるこ
とが多く確立した化学療法が少ない難治癌
である。 肝内胆管癌は手術による切除が、
唯一の根治的な治療である一方、早期発見が
困難で、進行した状態で発見されることが多
い消化器癌の中で膵癌と並ぶ予後不良の癌
である。進行した状態で発見された際には抗
癌剤による全身化学療法が適応となる。膵癌
に準じ、ジェムシタビンやS1、シスプラチン

が使用されるようになり、予後の改善が図ら
れ て い る （ Sasaki  et al., Cancer 
Chemother Pharmacol. and Oncology 
2009）ものの、十分な効果をあげているとは
言い難い。近年、EGFR変異のある肺癌に対
して、その阻害剤であるゲフィチニブが効果
を上げているように、各種癌における遺伝子
異常を明らかにし、それを効果的に抑制する
ことが重要であることは、臨床的にも示され
ている。しかし、肝内胆管癌に関しては、特

機関番号：12601 

研究種目：基盤研究（Ｃ） 

研究期間：2010～2012 

課題番号：22590717 

研究課題名（和文） 肝内胆管癌マウスモデルを用いた起源細胞及び慢性肝障害との関連につ

いての検討                     

研究課題名（英文） The relationship between chronic injury and the origin of the liver 

tumor analyzed using mouse model 

研究代表者 

浅岡 良成（ASAOKA YOSHINARI） 

東京大学医学部附属病院・助教 

 研究者番号：90431858 

 
 



有の遺伝子異常として、標的となりうるもの
は少なく、腫瘍形成に関与するシグナルを詳
細に検討した報告もまれである。われわれも
肝内胆管癌臨床検体でEGFR変異を検索した
が、恒常的活性化をきたす変異は認めなかっ
た(2007 年アジア太平洋肝臓学会議発表)。 
肝内胆管癌のマウスモデルの報告は少なく、
分子標的薬を含む化学療法の有効性をvivo
で検討した報告はない。 近年、臓器特異的
な遺伝子改変技術の進歩に伴い、各種癌のマ
ウスモデルが作成され、その病態解明に寄与
している。肝内胆管癌に関しては、albumin
プロモーターを用いて、腫瘍抑制遺伝子であ
るSMAD4 およびPTENを肝臓特異的にノッ
クアウトすることで肝内胆管癌の作成が可
能であったことが報告されている（Xu et al., 
J Clin Invest. 2006）。研究分担者である伊地
知は、膵臓特異的に恒常的活性化変異を有す
るKRAS (KRASG12D)を発現、TGFbetaシグ
ナルの受容体であるTGFbR2 をノックアウ
トすることで膵癌マウスモデルを作成し、報
告した（Ijichi et al., Genes Dev 2006）。こ
のモデルは、ヒトにできる膵癌に非常に近い
組織型を持っており、現在もこのモデルを用
いて、膵癌の病態解明および効果的な治療の
開発に取り組んでいる。KRAS遺伝子変異に
関しては、肝内胆管癌においてもしばしば認
められることが報告されているため、今回、
albuminプロモーター下で肝臓特異的に変異
KRASを導入することで肝内胆管癌の作成可
能と考えられた。KRASは、増殖シグナルを
受けた受容体型チロシンキナーゼの下流に
あり、その下のBRAF-MEK-MAPKシグナル
を活性化し、細胞の増殖に働く。一方、PTEN
は、PI3K-mTORシグナルの抑制因子であり、
このシグナルも受容体の下流で細胞の生
存・増殖へのシグナル活性化につながってい
く。最近の報告では、両シグナルを活性化し、
作成した肺癌、メラノーマのモデルに対して、
MEK阻害剤やmTOR阻害剤を併用すること
で腫瘍を効果的に抑制することがわかって
きており（Engelman et al., Nat Genet. 2008, 
Dankort et al., Nat Genet. 2009）、これらの
薬剤に関しては、臨床治験のレベルに入って
きているものも多い。われわれも臨床検体で
の検討により胆道系腫瘍でこれら両シグナ
ルが活性化されていることを確認しており、
細胞株のレベルでは、これらの薬剤の併用が
効果的であった。以上のことから、さらに多
くの臨床検体で、このシグナルの活性化状態
を確認するとともに、マウスモデルでこれら
の薬剤を中心に、既存の薬剤との併用効果、
分子標的薬のもう一つの標的である血管新
生阻害剤との併用効果などを検討すること
は臨床的にも非常に有用であると考えられ
る。また、以上のシグナルのほかに治療標的
となりうるシグナルを見出すことも重要で

あった。 
慢性肝障害が肝細胞癌だけでなく肝内胆管
癌のリスクとしても知られる一方で、肝内胆
管癌は肝細胞癌との混合型腫瘍としても出
現するため、その起源細胞に関しては不明な
点が多い。 
肝内胆管癌は、B型慢性肝炎やC型慢性肝炎、
アルコール性肝障害肝などの慢性障害肝か
ら発生することがしばしば報告されている。
また、肝細胞癌との混合型腫瘍として発生す
ることも報告されている。これらの癌細胞の
起源として、肝細胞にも胆管細胞にも分化し
うる多能性を有した前駆細胞の可能性、ある
いは肝細胞が脱分化し生じた細胞である可
能性が検討されている。しかし、臨床的な知
見のみではこれらの機序の解明は困難であ
り、マウスモデルによる解析が必要であると
考えられる。肝臓特異的 PTEN ノックアウト
マウスでは、脂肪肝が生じ、74-78 週で、大
半のマウスに肝細胞癌が生じることが報告
されている（Horie et al., J Clin Invest. 
2004）。これは慢性肝障害から肝細胞癌が生
じるモデルと考えられる。われわれはこのマ
ウスを共同研究で使用しており、今回、
albumin プロモーター下に変異 KRAS を導
入したマウスを作成し、これに肝細胞癌を生
じるような肝障害を加えることで、肝障害誘
発肝内胆管癌発生モデルを作成することは、
肝内胆管癌の起源細胞を検索するうえでも
非常に有意義であると考えられる。 
２．研究の目的 
albumin プロモーター下に、肝臓特異的に変
異 KRAS を導入、PTEN をノックアウトす
ることにより、肝腫瘍を形成するモデルマウ
スを作成する。このマウスに関する詳細な検
討を加え、活性化しているシグナルを検索、
抗腫瘍効果を認める分子標的薬を見出すこ
とを目的とした。また、慢性肝障害から肝細
胞癌と胆管細胞癌の混合腫瘍を認めること
が知られてきていることから、両者に関与す
るシグナルに関して検討することも目的と
した。 
３．研究の方法 
1) Albcre/+;LSL-KrasG12D/+;Ptenflox/floxマウスの
作成 目的の遺伝子型のマウス
Albcre/+;LSL-KrasG12D/+; Ptenflox/floxをAlbcre/+; 
Ptenflox/floxとLSL-KrasG12D/+;Ptenflox/floxとの交
配により得る。表現型を解析する。 
2) SNPアレイを用いて胆道系腫瘍および肝癌
で共通に異常を認めるシグナルを検索する 
Affymetrix社のGeneChip Human Mapping 100k 
Setアレイでは、SNPs判定に用いたプローブ
のシグナル強度とデータ解析ソフトとして
CNAGを使用することで、従来のCGH array等
（1 Mb程度）より高解像度で、より小さい増
幅、欠失領域の検出が可能であり、さらに、
SNP callの有無でLOHの有無が判定できる。



肝癌、胆道癌細胞株ゲノムDNAを抽出し、100 
kまたは 500 k chipを用いて、共通の遺伝子
増幅および欠失領域やLOHの有無を網羅的に
解析する。 
この方法を用いて見出した増幅、欠失に関し
て、western blottingでタンパクレベルでの
異常を確認する。さらに遺伝子変異の検索、
機能解析を行う。 
４．研究成果 

1) アルブミンプロモーター下に活性化 Kras
を発現、Pten をノックアウトしたマウスを作

成した。Pten のホモ欠失マウスは肝臓内に多

発腫瘍を形成し、血性腹水、黄疸をきたし、

7-8 週齢で死に至ることがわかった。Pten ホ

モ欠失の場合、胆管癌ができるが、Pten ヘテ

ロ欠失では一部に肝細胞癌を認めた。 
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2) 近年、肝腫瘍の形成に関与することが報告

された Hippo pathway に注目した。SNP ア

レイを用いたゲノム解析により、このシグナ

ルの構成因子 SAV1 が肝癌細胞株で欠失して

いることを見出した。 

Chromosome 14
14種類のHCC細胞株LOH領域

細胞株のコピー数解析

 
さらにシークエンスの結果、変異を伴う細胞

株、臨床検体を見出した。Hippo pathway は

活性化すると、下流の遺伝子である YAP/TAZ
の転写活性を抑制するが、ルシフェラーゼア

ッセイの結果、変異 SAV1 では抑制効果が低

下することがわかった。 

 
SAV1 に変異を伴った細胞では、YAP や TAZ
のノックダウンによりその標的遺伝子

CTGF の発現が低下した。 

 

 
ウェスタンブロットで胆道系腫瘍の細胞株

における Hippo pathway の構成因子のタン

パク発現をみたところ、SAV1 や KIBRA の

発現低下細胞がある一方で、YAP や TAZ の

発現は保たれていた。 
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以上の結果から、肝細胞癌および肝内胆管癌

の発生に、Pten や Hippo などの各種シグナ

ルが関わっていることが示された。 
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