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研究成果の概要（和文）：申請者は、胎生期の胆嚢上皮前駆細胞でのSOX17の発現量の半量低下により、細胞自
律的に胆管上皮が管腔内への脱落(上皮破綻)し、妊娠後期 で 胆道閉鎖症(BA)を引き起こす疾患モデルマウスを
世界で初めて開発しました。このSox17ハプロ不全により、胆嚢上皮は、1)肝内胆管に類似したSOX9＋/SOX4+細
胞へ脱分化し、細胞自律的に上皮細胞の脱落が生じ、胆嚢炎を引き起こすこと、さらに、2)Shhシグナルの発現
低下により胆嚢周囲の平滑筋層の形成異常と収縮能の低下を招き、胆汁鬱滞が引き起こされることが判明しまし
た。以上のBA発症の初期動態の解明は、新しい診断技術・予防法・治療法の開発に貢献します。

研究成果の概要（英文）：The gallbladder excretes cytotoxic bile acids to the duodenum through the 
cystic duct and common bile duct system. In this study, Sox17 haploinsufficiency causes the biliary 
atresia-like phenotypes and hepatitis in late organogenesis mouse embryos. Transcriptomic analyses 
revealed the early onset of cholecystitis in the Sox17+/- embryos, together with the appearance of 
ectopic cystic duct-like epithelia in their gallbladders.  The Sox17+/- gallbladder also showed the 
drastic reduction in Sonic hedgehog expression, leading to aberrant smooth muscle formation and 
defective contraction of the fetal gallbladder. The defective gallbladder contraction positively 
correlated with the severity of embryonic hepatitis in Sox17+/- embryos, suggesting the contribution
 of embryonic cholecystitis and fetal gallbladder contraction in the early pathogenesis of mammalian
 biliary atresia.

研究分野：獣医学、発生生物学
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１．研究開始当初の背景 
SOX17 は、脊椎動物間で保存された内胚葉形
成のマスター制御因子である。SOX17 は、初期
の内胚葉に一過性に発現後、器官形成後期で
腹側前腸内の胆管前駆細胞（胆囊・胆囊管の予
定領域）で再び発現し、成体まで一部の胆管細
胞で維持される。この SOX17 陽性(＋)の胆管前
駆細胞は、膵島の内分泌細胞や肝細胞への分
化能を有し、内胚葉幹細胞様の特性を維持して
いることも示唆されていた。我々は、SOX17＋胆
管前駆細胞が、肝外胆管の形態形成、上皮バリ
アー構造の維持に深く関与し、その SOX17 の発
現低下により、ヒト胆道閉鎖症(Biliary Atresia, 
BA)に類似した胆汁鬱滞が引き起され、新生子
の肝障害を誘導する可能性を見出していた。当
時、哺乳類の胆囊を含む肝外胆管の発生の分
子メカニズムは、ほとんど手付かずの未解明の
領域であり、ヒト BA（1/１000 人の割合で発症、
小児生体肝移植の７割以上の原因となる指定難
病）の原因、病態も不明のままであった。 

２．研究の目的 
本研究の目的は、マウスの SOX17＋肝外胆管
前駆細胞の発生的起源、領域決定から、胆囊
原基の形成、胆囊-胆囊管の領域化、構造•機
能的な器官の成立までの発生生物学的メカニズ
ムの全貌を明らかにすることを目標とした（図１参
照）。さらに、マウス、ラット、ヒトの肝外胆管の構
造を比較し、SOX17＋胆管前駆細胞の普遍性と
ラットでの進化的な胆囊の消失という多様性の
基盤を明らかにする。さらに、Sox17 ハプロ不全
マウスが、何時、どのようにして胆管閉塞、肝障
害が誘導されるのか、その分子機序を解析し、
BA の初期病因•病態の全貌を解明することを最
終目標とした。 

３．研究の方法 
Sox17 変異系統(C57BL/6 [B6], ICR)、Sox17 
-EGFP ノックイン系統、conditional-ko 系統
(Sox17 flox/flox と Alb- cre, Pdx1-cre, Shh-cre との
交配)、Shiva 系統(SOX17 HMG box 内の M72R
変異)の全 6 種類の変異マウスと、Sox17 下流シ
グナル因子である Shh 変異系統、それらの二重
ヘテロ変異マウス系統を用いた（表１）。 
これらの胆囊と胆囊管、肝臓での表現型を以下
の４つの異なった視点で解析を行った：①胎子
全載培養,器官培養と免疫組織学,RNA 解析に

よりSOX17＋胆管前駆細胞による胆管の初期分
化から形態形成、機能性胆管に至るまでの発生
機序、②器官培養,免疫組織学,RNA 解析,平滑
筋機能の解析により Sox17 (B6)ハプロ不全によ
る胆管前駆細胞の異常と BA の発症機序、 ③
胆管前駆細胞のトランスクリプトーム解析による
SOX17 標的遺伝子群の同定、④ラテックス色素
注入-CUBIC（透明化）法と胆管マーカーの発
現解析により、Sox17 変異/野生型マウス、（胆囊
のない）ラットの肝外胆管の構造と、ラット胎子発
生における胆囊消失の機序について解析した。 

４．研究成果	
(1)哺乳類の Sox17＋肝外胆管前駆細胞の動態 

①マウスの腹側前腸での胆囊原基の予定領域
の同定： 胎齢 8.5 日(9-11 体節期)のマウス胎子
の全胚培養による fate mapping 解析により、胆囊
領域は、前腸の腹側・最外側領域の前方から
1-2 体節 (卵黄囊静脈が裏打ち) の位置から由
来することが判明した。この左右一対の最外側
予定領域が、前腸の管状化に伴い中央部で融
合し、胆囊原基の腹側面を形成することも判明
した。また、前腸門の中央部において背側壁を
形成する胆管前駆細胞を同定し、胆囊は３箇所
の異なった前腸内胚葉領域から由来することが
初めて明らかとなった(Uemura et al., J Vet Med 
Sci 2014)。 

② Sox17 -/- (欠損)胚の胆管前駆細胞の肝・膵芽
細胞への脱分化：胎齢 8.5-9.0 日における前腸
全 載 培 養 法 と 全 胚 培 養 法 を 用 い て 、
Sox17-EGFP ノックイン系統の胆管前駆細胞の
動態を解析した。Sox17-EGFP へテロ胚(胎齢 9. 
5 日)からの培養では、SOX17+胆管前駆細胞は、
in vivo の正常な胆囊原基と同様の盲管構造を
形成した。しかし、Sox17-EGFP ホモ(Sox17 -/-)
胚からの培養片では、胆囊原基となる EGFP 陽
性の内胚葉細胞は、誘導された肝芽、膵芽領域
まで幅広く分布し、同細胞は、肝芽、膵芽マー
カーである HNF4α、SOX9 陽性を示した。以上
の結果から、胆管前駆細胞は、Sox17 活性の消
失により肝芽様細胞等に脱分化することが示唆
された。 

③ラット腹側前腸の胆管原基予定領域での
SOX17 発現能と胆囊の進化的な消失：色素注
入-CUBIC 法により肝胆道系の構造解析の結果、



マウスの肝胆道系の胆道とそれに伴う血管・神
経・平滑筋の立体構造は、３点のマイナーな構
造変化（肝膵管括約筋の有無、膵管の分岐点、
一部の動脈の走行パターンの差異）を除けば、
ヒトの肝胆道系と全く同じ解剖学的構造を示すこ
とが判明した（ヒト肝胆道系の疾患モデルとして
のマウスの有用性の裏付け）。ラットの胆道系と
マウスとの形態的な差異は、胆囊-胆囊管の欠
失にのみ限局し、 それ以外の構造は全く同じ
パターンであることも確認できた。発生過程の免
疫組織学的解析により、ラット胎子では胆囊予
定領域内に SOX17陽性の肝外胆管前駆細胞を
完全に欠き、ラットでの胆囊の進化的な消失は
腹側前腸での Sox17 発現能の消失に起因する
ことが示唆された。また、Sox17 ゲノムの 5’側の
上流領域において、胆囊の存在するマウス、ヒト
で保存され、胆囊を持たないラットで欠いた候補
制御領域を同定した(Higashiyama et al., Anat 
Rec, 2016; J Anat, 2018)。 

(2) Sox17 +/-胎子の胆囊、胆囊管の病態解明 

①マウス系統差による胎子肝炎の発症と胆汁形
成、ヒト症例との関連性：胎生期の肝炎マーカー
の発現上昇のタイミングを解析した結果、胆汁
の十二指腸への分泌開始後すぐに、肝炎が発
症することが判明した。マウス系統差を解析した
結果、肝炎を発症する B6系統で、肝炎を発症し
な い 系 統 (ICR, 129) と 比 べ 、 胆 囊 上 皮 で の
SOX17 の発現レベルが顕著に低下していること、
異所性の肝管の形成率が有意に高いことが判
明し、肝炎の発症と異所性肝管の有無は、
Sox17 +/-胆囊原基での Sox17 発現量に依存し
ていることが明らかとなった。しかし、一部のヒト
の先天性胆管閉鎖に認められる左右軸の側性
には異常が無く、Sox17 +/-胆管上皮の線毛数に、
有意な変化は認められなかった。また、従来から
提唱されていた胆管形成に関わる Notch, Nodal
シグナル関連遺伝子の発現レベルに関しても、
Sox17 +/-マウスにおいて有意な発現低下は認め
られなかった。内胚葉形成での Sox17 上流因子
であり、胆囊形成に関与すると考えられていた
WNT シグナルについても、Wnt4 -/-胎子（Wnt4 

-/-;Sox17 +/-胎子）、WT1-cre;Wlsflox/flox 胎子（胆
囊原基周囲の WT1＋の間質領域での Wintless 

遺伝子の欠損胚で、胆囊原基特異的に Wnt 分
泌を抑制した胚）を作出・解析した結果、残念な
がらこれらの胎子の胆囊を含む胆道系の発生異
常は認められなかった。以上の結果から、Sox17 

+/-マウス(B6)は、既存の想定されているシグナル
経路とは異なる、新しい胆囊•胆管上皮破綻によ
る BA の 病 態 モ デ ル で あることが 判 明 した
（Uemura et al., Development, 2013）。 

②Sox17 +/-胎 子 の 「胆 囊 の 胆 囊 管 化 」と 胆
囊炎の発症： Sox17 +/-マウス(B6, ICR 系統)に
おける器官形成期の SOX17+胆管前駆細胞のト
ランスクリプトーム解析の結果、Sox17 +/-胆囊で
は、胆囊特異的な遺伝子の 74.4%が低下し、対
して胆囊管に特異的な遺伝子（Sox9, Sox4, etc
を含む）の 44.1%が上昇していたことから、Sox17 

+/-胆囊が、「胆囊管化」していることが判明した。

また Sox17 +/-胆囊では、肝炎の発症前の胎齢
15 日までに初期炎症マーカーが上昇し、胆囊
炎が発症することが判明した。胎子の胆囊領域
に Gr1+骨髄球が浸潤していることを免疫組織化
学、Tal1, Klf1 etc の qPCR により確認した。炎症
マーカーの qPCR により、胆囊炎の重篤な個体
ほど肝炎を発症するという正の相関も確認され
た。また、培養下の Sox17 +/-胆囊原基でも、組織
自律的に上皮の脱落、初期炎症マーカーの発
現が上昇したことから、胆汁形成とは無関係に
細胞自律的に上皮バリアーの破綻が起こること
が判明した。 

③Shh-cre;Sox17 flox/flox, Pdx1-cre;Sox17 flox/flox の
胆囊原基（胆囊上皮の一部の細胞で flox が抜け
る２種類の変異胚）での Cxlcl10 などの炎症マー
カーの発現が上昇し、Alb-cre;Sox17 flox/flox（肝細
胞、肝内胆管で flox が抜ける変異胚）で正常で
あったことから、胆囊炎の発症は、胆囊上皮での
SOX17 活性の低下が原因であることが遺伝学
的に証明できた。Shh-cre;Sox17 flox/flox の表現型
解析では、胆囊領域は完全に消失し、胆囊管の
みで構成された肝外胆管を形成することが新た
に判明した。 

(3) Sox17 +/- 胆 囊 で の 下 流 シ グ ナ ル 因 子
SHH（Sonic hedgehog）の同定と平滑筋形
成不全による胆囊収縮不全 
①胆囊、胆囊管原基のトランスクリプトーム、
qPCR 解析により、Sox17 +/-胆囊においてヘッジ
ホッグシグナル関連遺伝子 Shh、Hhip の顕著な
発現低下が明らかになった。正常な胆囊形成過
程において、Shh は、胆囊-胆囊管原基内の
SOX17＋胆管前駆細胞で強く発現し、その受容
体である Gli2, Hhip 遺伝子は、胆囊-胆囊管周
囲の間質領域に発現していることが判明した。
その後、胎子胆囊は、その間質周囲に平滑筋
層を形成し、出生前に自律的な収縮を開始する
ことも判明した（図１下）。Shh 欠損胎子での胆
囊の表現型解析の結果、SOX17＋胆囊上皮細
胞は正常に形成されるが、その周囲の平滑筋層
の形成不全が生じることが判明した。Sox17 +/-と
Shh の二重変異マウスでの胆囊平滑筋の形成に
ついて、Sox17 +/- ；Shh +/- 胎子では、単独の
Sox17 +/-胎子と比べ、平滑筋形成不全、胆管上



皮の脱落、胆道閉鎖が重篤化することも判明し
た。器官培養系でも Sox17 +/-胆囊の平滑筋の形
成不全が誘導され、培養下での Shh の添加によ
り平滑筋層、上皮肥厚などの一部の表現型が正
常に回復することが判明した。以上の結果、胎
子胆囊上皮細胞で、Sox17 の下流で Shh 発現が
誘導され、胆囊特異的に平滑筋形成を誘導して
いること、Sox17 +/-胎子の BA 発症に Shh の低下
が関与していることが遺伝学的に証明された
(Higashiyama et al., Development, 2017)。Shh 遺
伝子の上流領域において、既に内胚葉特異的
な MACS エンハンサーが同定されている（Sagai 
et al., Development, 2009）。胎子胆囊の既知の
Shh エンハンサー、プロモーター領域の Chip 解
析、ヒト胆管細胞株を用いたレポーター解析の
結果、SOX17 は、直接 MACS1 等の既知のエン
ハンサー、プロモターには結合しておらず、
MACS1 等を介した転写活性化にも影響しない
ことが判明し、新しい別の経路での Shh の発現
制御の可能性が示唆された（未発表）。 

②Sox17 +/-胎子胆囊の収縮能の異常と BA 発症
の正の相関：Sox17 +/-胎子の胆囊の収縮能を解
析した結果、野生型と比べ Sox17 +/-において自
律的な収縮運動は顕著に抑制されていることが
判明した。さらに、培養下での KCl による収縮率
を比較した結果、Sox17 +/-において肝障害を呈
する個体ほど、有意に胆囊の収縮率が低下して
いることが判明した。以上の結果により、SOX17
下流の Shh シグナルが正常な胆囊平滑筋層の
形成に必須であり、かつ胎子期の自律的な胆囊
収縮能の低下が胆汁うっ滞、その後の BA 発症
に深く関与することを示唆している（図２）。 
(4) BA 発症を逃れた Sox17 +/-マウス（生後１週

齢〜成体）の胆囊•胆囊管の病態解明 
生後１週齢以降、生存した Sox17 +/-マウスは、成
体まで成長し、BA 発症を免れることになる（現在、
３割程度が免れ、１年以上の生存）。BA を免れ
た Sox17 +/-個体においても、生後１週齢までは
胆囊、胆囊管内に死細胞、粘液様物質が蓄積
し、Cxlcl10 などの炎症マーカーの発現が上昇し
ていることから、生存する個体も、胎子期に胆囊
炎を発症していることが示唆された。成体 Sox17 

+/-マウス（生存個体）での肝胆道系の色素注入
-CUBIC 法による解析の結果、マウスの肝胆道

系の胆道の分岐パターンの立体構造は、野生
型と全く同じ解剖学的構造を示したが、異所的
な肝管の形成が有意に増加していることが判明
した。さらに、成体でも、Sox17 +/-マウスは、肝臓
重量、胆囊のサイズが有意に低下し、一方、脾
臓重量は増加する傾向が認められた（自己免疫
疾患の可能性）。以上の結果は、BA を免れた生
存個体においても胆囊炎は生じていたが、異所
的な肝管の形成等により胆道閉鎖の重篤化を
回 避 し 、 生 存 に 繋 が っ た も の と 想 定 さ れ た
（Pattarapanawan et al., 投稿準備中）。 

  本研究課題により、SOX17 は、胆囊・胆囊管
のマスター制御因子であることを証明することが
できた。Sox17 +/-胆囊・胆囊管でのトランスクリプ
トーム解析により、肝外胆管系の発生過程の分
子基盤の大まかな全貌を明確化することができ
た。Sox17 ハプロ不全により、胎子胆囊内での
「胆囊管様上皮への脱分化、脱落による上皮バ
リアー能の低下、胆囊炎と Shh シグナルの減少
による自律収縮不全と胆汁鬱滞」という BA 発症
の初期病態が初めて明らかとなった。この胎子
期の胆囊炎と胆囊平滑筋の収縮能の異常 etc
の知見から、今後のヒト BA の診断技術、予防法、
治療法の新しい開発に繋がるものと信じている。 
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