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研究成果の概要（和文）：予備実験により、SOX9が胆管の正常な発生に重要な役割を担っている可能性が示唆さ
れたことから、Sox9コンディショナルノックアウト(cKO)マウスを用いた実験を行った。胆管の可視化により、5
週齢時、胆管の密度がSox9 cKOマウスで有意に少なく、特に、毛細胆管の描出が乏しいことが分かった。肝壊死
巣が散見され、肝酵素の有意な上昇や線維化がみられた。中枢ではCK19陽性胆管の発達に乏しい一方で、末梢で
は不整形な細胆管の増生が認められた。原因として毛細胆管と細胆管とのネットワーク形成に問題があると考え
られ、SOX9が胆管発生に寄与している可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：Our preliminary experiments indicated that SOX9 may play a critical role in 
the normal development of the bile ducts. Therefore, this study was conducted using Sox9 conditional
 knockout (cKO) mice. Visualization of the bile ducts by clearing the liver revealed that at five 
weeks of age, the density of the bile ducts was significantly reduced in Sox9 cKO mice, and in 
particular, the capillary bile ducts were poorly visualized. Focal hepatic necrosis was observed and
 the liver enzyme ALT was significantly elevated. In the central region, there was poor development 
of CK19-positive bile ducts, while in the peripheral region there was an increase in the number of 
irregular small bile ducts. Periportal fibrosis was also observed. These findings suggested that 
there may be a problem with the formation of a network between the capillary and small bile ducts. 
We concluded that SOX9 may contribute to bile duct development.

研究分野： 肝臓
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研究成果の学術的意義や社会的意義
前研究で行われた細胆管反応の進展メカニズムとSOX9との関連性に関する研究に加えて、本研究では胆管の正常
発生にSOX9が関わっている可能性が示された。SOX9はアラジール症候群の原因遺伝子であるNotch2やJagged1が
関わるNotchシグナル経路と密接なかかわりのある転写因子である。そのSOX9が持つ役割について新たな知見を
見出すことができたことから、胆管発生の複雑なメカニズムの解明に貢献でき、かつ、先天的な胆管発生異常の
解明の一助となる研究であると考えられる。

※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 
 
胆汁うっ滞性肝疾患は、線維化の進展を伴い将来的に不可逆的な肝硬変に進展することがある
だけでなく、救命のために肝移植が行われることもある。胆汁うっ滞性肝疾患の特徴的な病理所
見として細胆管反応(ductular reaction, DR)があげられる。DR は、病態の進行に関わっている
とされているが、DR のメカニズムは不明確な部分が多い。DR 進展メカニズムの解析により、申
請者らは SOX9 が DR の進展の一部に関与していることを発見している。さらに、SOX9 は、現在
までに胎生期の胆管成熟化の役割を有していることが明らかになっているが、胆管形態形成に
は重要ではないとされていた。しかしながら、申請者らは、Sox9 コンディショナルノックアウ
ト(cKO)マウスの胆管に異常な表現型を確認した。これは Sox9 遺伝子が胆管発生に必須である
可能性を示唆する所見であり、胆管発生や肝傷害においても、SOX9 や SOX9 が関連するシグナル
経路について改めて解析する必要があることを意味する。本課題では、主に胆管発生と SOX9 と
の関連について解析し、胆管発生の複雑なメカニズムの解明を目的としている。 

 
２．研究の目的 
 
本課題では、胆管発生のメカニズムを解明することで、DRがおこる肝傷害に対する新たな治療
戦略の構築へとつなげることを目的としている。胆管発生のメカニズムを解明するにあたり、
SOX9およびその上流シグナル経路をターゲットとして、マウスを用いた解析を行った。 
 
３．研究の方法 
 
【使用したマウスライン】 
  ・Sox9-floxed マウス: Sox9 遺伝子が loxP 配列で挟まれたマウス 
  ・Alb(アルブミン)-Cre ドライバーマウス: 胎生期においては Alb が発現した細胞（肝芽細
胞）において Cre(DNA 組み換え酵素)が活性化されるマウス 
 両マウスラインを交配させ、Alb-cre+/+;Sox9-floxed+/+ (SOX9 cKO) マウスを作製した。胆管
細胞を供給する肝芽細胞は Alb を発現しているので、肝臓特異的に Sox9 を KO できる。 
 
 
４．研究成果 
 
① 胆管の形態形成についての解析 
 

マウスの肝内胆管の形態観察を行うにあたり、透明化試薬を用いた臓器透明化および胆道内
へのインク注入を併用して、肝内胆管を可視化した。コントロールマウスと Sox9 cKO マウ
スとの比較では、5 週齢の時点では、インクで造影された肝内胆管の密度に差が認められ、
Sox9 cKO マウスの特に毛細胆管の描出が不良であった。10 週齢の時点では、毛細胆管の描
出は増加したが、Sox9 cKO マウスの描出される肝内胆管の密度は依然として少なかった。 

 
5 週齢マウスの透明化した肝組織 

 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  



② 胆管の免疫組織化学的な検討 

 

5週齢および10週齢 Sox9 cKO マウスの可視化された胆管床に差があったため、免疫組織学

化学的な検討を加えた。Sox9 cKO マウスでは、中枢のCK19陽性胆管が少なく、さらに共焦

点顕微鏡を用いた検討においても、門脈周囲のCK19陽性胆管ネットワークが減少してい

た。門脈域周囲ではOsteopontin(OPN)陽性の肝細胞様細胞が確認された(矢頭)。また、門

脈域ではIba1陽性マクロファージの集簇が認められ、picrocirius red染色では、門脈域の

線維性拡大が確認された。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

③ 肝傷害についての臨床病理学的検討 

 

Sox9 cKO マウス肝臓のzone2の周辺では肝壊死巣が散見され、5週齢では血清学的に肝酵素

の有意な上昇が確認された。ビリルビン値の増加は認められなかった。二重免疫組織化学

では毛細胆管とCK19陽性の細胆管あるいは小葉間胆管との合流する箇所が不明瞭であった

ことや、インクの逆行性造影で造影される胆管床が少なかったことから、Sox9 cKOマウス

では、胆管発生の過程で、毛細胆管と細胆管あるいは小葉間胆管との接続に異常がある可

能性が示唆された。10週齢になると、肝傷害は軽快し、壊死巣も減少していた。 
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肝壊死巣の個数 

5 週齢マウス 

肝壊死巣（HE） 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(左)Ink が充填された細胆管と毛細胆管を示す。Sox9 cKO マウスで

は造影される毛細胆管が少ない 

(右)CD10 陽性の毛細胆管と CK19 陽性の細胆管との合流が乏しい 
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