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研究成果の概要（和文）：胎子の発生過程において、SOX17 陽性の胆囊・胆管前駆細胞は、心

臓原基・横中隔の正中部位から外側の前腸後端部(左右一対)で、 肝臓、膵臓の決定と同時に分

化し、腸管の管状化の過程で本来の位置である肝臓と膵臓の間にソーティングされることを見

出した。SOX17 は、細胞自律的に胆囊・胆管前駆細胞の決定に必須の機能を担っており、さら

に、胆囊・胆管前駆細胞での SOX17 発現量の低下が、発生後期の胆囊,胆囊管の発達異常を誘

導することを見出した。 

 
研究成果の概要（英文）：The SOX17-positive gallbladder and bile-duct progenitors are 

specified in the paired lateral endoderm domains outside the heart field at almost the same 

timing as hepatic and pancreatic induction in early somite stage embryos. These paired 

Sox17-positive domains expand ventromedially to merge in the midline of the AIP-lip and 

become localized between the liver and pancreatic primordia. Genetic analyses using 

Sox17-null and chimeric embryos showed that Sox17 functions cell-autonomously to specify 

the gallbladder/bile-duct progenitors at the early somite stage. During late-organogenic 

stages, we also found that insufficient SOX17 expression in the fetal gallbladder and bile-duct 

epithelia leads to aberrant formation of both gallbladder and cystic duct at the late-fetal stage.  
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１．研究開始当初の背景 

２１世紀の移植医療創出の観点から、哺乳類
の胚性内胚葉の初期分化、さらに各種内胚葉
系組織への発生のメカニズムについて、国内
外において精力的な研究がなされ、この 10
年において、その分化機構に関わる分子メカ

ニズムが急速に明らかになってきた。胚性内
胚葉から肺・膵・肝・腸などヒト成人病疾患
に深く関与する組織・器官に発生するが、こ
の内胚葉研究の飛躍的な前進のきっかけと
なった一つに、内胚葉形成因子“SOX17”の
発見がある。 Soxファミリーは、哺乳類の精
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巣決定遺伝子 Sryの DNA 結合領域である HMG
ボックスと高い相同性を示す一連の転写因
子群である。マウスおよびヒトにおいては、
現在までに 20 数種類の Sox 遺伝子が同定さ
れており、様々な細胞・組織の分化決定に重
要な役割を担っている。 
  私たちが、1996年当初、マウス精巣に発現
する新規の Sox 遺伝子として Sox17 を同定、
単離した後（Kanai,Y. et al., J Cell Biol, 
1996）、Sox17相同遺伝子が、下等脊椎動物に
おいて内胚葉への運命決定に必須の機能を
担っていることが示唆された。私たちは、
Sox17 欠損マウスの作出・表現系の解析、
Sox17欠損 ES細胞のキメラ解析を行い、哺乳
動物においても、Sox17 が胚性内胚葉への分
化・維持に必須因子であることを証明し
（ Kanai-Azuma, M., Kanai, Y., et al., 
Development, 2002）、Sox17 が脊椎動物を通
して保存された内胚葉形成因子であること
を示した（Tam P, Kanai-Azuma M, & Kanai Y, 
Curr Opin Genet Dev, 2003）。さらに、再生
医療の分野で注目される ES 細胞からの移植
細胞の作出技術において、Sox17 遺伝子発現
を指標に、あるいは Sox17発現を直接制御す
ることにより、ES細胞から内胚葉幹細胞の樹
立、さらに膵臓のβ細胞、肝細胞、腸管上皮
細胞への分化誘導が可能であることが報告
されている。これらの研究成果は、再生医療
研究のみならず、試験管内で作成した様々な
内胚葉系細胞を用いた毒性試験、創薬研究な
ど、将来的に多方面での応用が広がることが
期待されている。 
 

２．研究の目的 

肝臓、膵臓、胆囊・胆管の起源は、器官形成
の初期において、原始腸管の前腸の腹側後方
の一部分が伸び出すことにより発生する（下
図; gb: 胆囊・胆管, lb:肝臓, vp:膵臓）。 

 

 
肝臓と膵臓の原基は、心臓原基と隣接する横
中隔からのシグナル因子により前腸の正中
腹側領域から生じることが示され、その分化
の制御機序についても精力的な解析がなさ
れ多くの知見が蓄積している。しかし、残り

の胆囊・胆管の形成機序については、前腸か
らの特異化およびその前駆細胞の分化の制
御機序など、ほとんど理解されていない。私
たちは、内胚葉への初期分化の過程で Sox17
が一過性に発現した後、前腸組織の胆囊・胆
管原基において Sox17が再び活性化し、胎生
後期まで胆囊領域で Sox17を発現、維持して
いることを見出した（下図; 赤色の点）。 
 

 
 
しかしながら、Sox17 欠損マウスは、初期の
内胚葉形成の異常により早期に胎生致死で
あるため、その後の内胚葉系組織での役割の
多くは、不明のままである。 

  また、我たちは、Sox17改変マウスの維
持、掛け合わせの過程で、Sox17＋/−(129/Sv) 
マウスの遺伝的背景を C57BL/6 (C57B6) に戻
し交配した結果、戻し交配の 5代目以降、ヘ
テロ個体の約 90%が致死となり、Sox17 遺伝
子が、C57B6 background(以下 B6) において
haploinsufficiency（1コピー欠失によるハ
プロ不全）により、胆管周囲の肝細胞に小胞
体ストレスによる急性肝炎が誘導される事
を見出していた。本研究課題は、SOX17の器
官形成初期と器官形成後期における肝臓,膵
臓,それらをつなぐ胆囊、胆道系での機能を
解明することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1) Sox17欠損マウス胚と Sox17欠損 ES細胞
キメラ胚の作出と解析 
Sox17 へテロ個体同士の交配により Sox17 欠
損胚を作出した。Sox17 欠損 ES 細胞を
CAG-EGFPマウスに導入し、キメラ胎子を作出
し、Sox17欠損細胞の寄与率を解析した。 
(2) 組織学的解析（免疫組織化学） 
キメラ胚， Sox17欠損胚から前腸原基の器官
培養した試料、戻し交配７代目以降の
C57BL6J 系統の Sox17 へテロ胎仔から胆囊、
肝臓、膵臓の組織を取り出し、固定後、様々
なマーカー発現も含め組織学的解析を行っ
た。  
(3) リアルタイム PCR 
胎子の胆囊、肝臓原基から mRNAを抽出した．
この mRNAを鋳型とし，逆転写反応により cDNA
を作製した．この cDNAを用いて，胆囊,肝臓,
膵臓の分化マーカーも含め様々な遺伝子の
発現解析を行った． 



 

 

(4) マイクロアレイ解析 
胎齢 16.0 日の野生型,Sox17+/-の試料から
mRNAを抽出した．これから RNAプローブを作
製し，アフィメトリクス社 Mouse Genome 430 
2.0 Arrayキットで解析を行った． 
(5) E13.5 胆囊原基からの器官培養系による
胆囊、胆囊管形成の誘導 
野生型と Sox17ヘテロの胆囊原基をフィルタ
ー上で器官培養を行い、継時的な組織学的解
析を行った。 
 
４．研究成果 
(1)胆囊・胆管の前駆細胞の分化における
Sox17の発現パターンとその機能解析 
  まず，マウスの胆囊・胆管原基の初期決
定時期における詳細な発現解析と変異マウ
ス胚を用いいて機能解析を行い，以下の結果
を得た。 
① 前腸領域での最初の Sox17発現は、左右
の前腸門 (anterior intestinal portal；管
状化している管の開口部) の外側後方（管状
化する前のシート状の前腸内胚葉層）の部位
（下図 1A左の赤領域）で起こる。その後、
腸管形成に伴い（管状化の形態形成運動によ
り）、Sox17陽性の前駆細胞の集団は、腹側・
正中方向へと伸展・移動し、管腔の構築後に
は腹側正中線に沿って膵臓と肝臓間の胆
囊・胆管予定領域にすっぽり収まる（下図 A
右の赤領域）。 

 

 
② 胆囊・胆管予定領域での Sox17の発現開
始時期(8.25dpc)は、肝臓や膵臓の前駆細胞
の分化誘導（マーカー遺伝子の発現）とほぼ
同時である（胆囊・胆管、肝臓、膵臓の３つ
の予定領域は、ほぼ同時に決定）。 
③ Sox17欠損マウスでは、初期胚の前腸内胚
葉の細胞数の不足により、胆囊・胆管の予定

領域（Sox17の再活性化領域）を含む前腸の
左右の外側内胚葉領域（左下図 B,Cの斜線）
が欠失する。このために、Sox17欠損胚は、
胆囊・胆管（と膵臓）の形成不全を呈する。 
④ Sox17欠損 ES細胞とのキメラ解析により、
Sox17欠損内胚葉細胞は、前腸の左右の外側
内胚葉領域（左下図 B,Cの斜線）への寄与率
は著しく低い。さらに、まれに寄与した少数
の Sox17欠損細胞において、胆囊・胆管マー
カーの発現が特異的に消失しており、胆囊・
胆管前駆細胞への自律的な分化能が欠失し
ている。 
  上記の結果により、SOX17の活性が、胆
囊・胆管前駆細胞への分化に細胞自律的に必
須であり、胆管前駆細胞は、心臓原基・横中
隔の正中部位から外側の前腸後端部（左右一
対）で、肝臓、膵臓の決定と同時に起こり、
腸管の管状化の形態形成の力により、本来の
位置である肝臓と膵臓の間にソーティング
されることが示唆された。 
 
(2) 胎齢 16.0日以降の Sox17+/-(C57B6系
統)の肝臓,胆囊原基の発達異常 
① Sox17+/-(B6)肝臓の表現型   
   Sox17+/-(B6)の肝臓領域の詳細な解析の
結果、肝臓内の造血細胞や血管系のマーカー
遺伝子の発現については異常が見られなか
った．肝臓の変性部では，小胞体ストレスに
よる肝炎が、判明していたが，マイクロアレ
イ解析の結果，ヘテロ変異により発現上昇す
る 59遺伝子を同定し、様々な炎症サイトカ
インや肝毒性マーカー遺伝子(Cxcl1,Cxcl2, 
Cxcl10, Ptgs2, Esm1,Serpine1)の発現上昇
が確認された。リアルタイム PCR解析の結果，
これらの炎症性マーカーの発現は、肉眼レベ
ルでの肝炎の重篤度に依存して発現の増加
傾向を示した。ALTや ALPの肝炎マーカーの
血清レベルは 17.0dpcの野生型同腹子に比較
し Sox17 +/-胚で顕著に上昇した。ERストレ
スマーカーである GRP78の発現も、Sox17 +/-
肝臓における変性領域の周辺の肝細胞で上
昇しており、微細形態学的な解析においても、
変性領域の周辺の肝細胞における毛細胆管
に面した細胞質領域の特徴的な ERの拡張を
示した。 
 
② Sox17+/-(B6系統)胆囊、胆囊管での表現
型 
 13.5-17.5dpcにおいて、胎仔肝細胞、肝内
胆管、肝外胆管、総胆管では SOX17の発現は
検出できなかった。しかし、胆囊原基の遠位
端の胆管上皮細胞で、胎生後期まで SOX17の
強い発現が維持されていることが判明した。
抗 PCNA, Ki67染色, BrdUの取り込み実験に
より、SOX17陽性の胆管上皮細胞において有
意に高い増殖活性をもつことが判明した。さ
らに、組織学的な解析により、野生型と比べ，



 

 

Sox17 +/-（B6）胎子の胆囊上皮が低形成を
呈し、Sox17 +/-上皮細胞の増殖の有意な低
下、一部の胆囊管や肝外胆管の管腔が閉塞す
ることが判明した。13.5dpcの Sox17 +/-と
野生型の胆囊原基を器官培養し、胆管構造の
伸長と形態形成を誘導する培養系を新たに
開発した。本培養下でも Sox17 +/- 胆管構造
の伸長障害と胆管上皮の低形成を示し、生体
での表現型を再現することが明らかとなっ
た。 
   これらの結果から、新生子期に、胆管
前駆細胞での SOX17発現の半量程度の低下に
より肝外胆管の上皮破綻/胆管閉鎖と急性肝
炎を引き起こすことが示唆された（下図）。 
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17.html 
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