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研究成果の概要（和文）：本研究では、Sox17ヘテロ個体の呈する新生児肝炎と、肝臓、膵臓、胆嚢など組織特異的にS
ox17を欠損させたマウスラインの表現系の相違を形態学的に観察した。また、新規病態モデルマウスとして、TARGATT
（site specificにコピー数を制御出来るトランスジェニックマウス系統）の遺伝子導入効率を確認した。今後、Sox17
ヘテロ個体、SHIVA点変異モデルマウス（Met 72 Arg置換；肝臓代謝異常症を呈する）と比較検討することで、ヘテロ
不全疾患モデルとして展開する。

研究成果の概要（英文）：In this study, we have observed the phenotype about the condition of a patient of 
the newborn hepatitis that showing Sox17 haploinsufficiency comparative with Sox17 conditional knockout 
lines for liver, pancreas and gallbladder, morphologically. In addition, as a candidate of the new human 
disease model, we confirmed gene introduction efficiency by use of TARGATT (the transgenic mouse system 
which can control a copy number in site specific). We will apply it as a disease model compared with 
Sox17 heterozygous mouse and point mutated SHIVA mouse (Met 72 mutated to Arg; with the liver metabolism 
abnormality symptom).

研究分野：実験動物
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 
(1)ヒト遺伝疾患の病因としては、責任遺伝
子の両アリルが全欠損することはまれで、
点変異などによるハプロ不全（片方のアリ
ル変異）によるものが多い。我々の作出し
た Sox(Sry-related HMG box)17ノックアウ
トマウスは、ホモ個体では胚性内胚葉の形
成不全により胎生致死であるが、へテロ個
体の遺伝子背景を置換する過程で、胆管上
皮脱落による新生児肝臓周囲炎を伴う肝炎
が観察され、生後致死を呈した。 
 
(2) Sox17遺伝子は 1996年に我々がマウス
精巣より単離•報告したものである（Kanai 
Y, Kanai-Azuma M et al., 1996 J Cell Biol）。
その後の改変マウスの表現系から、ほ乳類
における胚性内胚葉決定遺伝子であること
を世界に先駆けて証明した(Kanai-Azuma 
M, et al., 2002 Development)。また近年、培
養系において、human iPS 細胞から生殖細
胞（精子）に分化させる際のキー遺伝子で
あることが報告され、Sox17 遺伝子が、幹
細胞維持•分化過程においても、非常に重要
な役割を担うことが明らかになりつつある
(Baumann K, 2015 Nat Rev Mol Cell Biol)。 
  
２．研究の目的 
 
(1)新生児肝炎の原因の 20%は出生前後の
ウイルス感染によるものであるが、それ以
外の 80%の発症機序は未だ不明であり有用
な疾患モデル動物の開発が待たれていた。
また、罹患率は 5000-1万人に１人、家族性
発症率は 10%であることから、出生前診断
並びに治療方針の検討が急務である。そこ
で、我々の作出した Sox17遺伝子コピー変
異体マウスを用いることで新生児肝炎の病
態発生機序の詳細を明らかにし、新規疾患
モデル動物としての有効性を評価すること
を目的とした。 
 
(2) Sox17 遺伝子はそもそも初期胚性内胚
葉で発現し、その後 8.5dpcにおいて発現が
消えるが、膵臓、胆嚢、肝臓原基の発生に
伴い、再活性化する。再活性化時期と周囲
の組織発生のステージを詳細に遺伝子マー
カーなどを用いて確認し、相互関係を理解
する。 
 
(3)Sox17へテロ個体と組織特異的 Sox17ノ
ックアウト個体、またTRECK法、TARGATT
法など新規技術により作出したトランスジ
ェニックマウスを用いた表現系を比較観察
することで、新生児肝炎の疾患モデル動物
の新たな確立を目指す。 
 
３．研究の方法 
 
(1)Sox17 へテロ変異体の肝臓病変は

17.5dpcから肉眼解剖的に観察される。そこ
で膵臓、肝臓、胆嚢など内胚葉由来組織の
Sox17 の内在性発現パターンを胎齢 9.5dpc
から 15.5dpcにかけて経時的にwhole mount 
組織染色（Pdx1；膵臓細胞, HNF4;肝臓細胞, 
DBA レクチン；胆嚢•胆管•肝管マーカー）
と共に観察しヘテロ個体の表現系を詳細に
検討する。 
 
(2)Sox17 遺伝子は Sox2 同様に幹細胞維持
に重要な役割を担う一方、初期胚では上皮
化、管腔形成に関与することが報告されて
いる。そこで、新生児肝炎の原因である胆
管上皮脱落像について、エポン厚切り切片
によるスクリーニングを行い、TEM（透過
型電子顕微鏡）を用いて上皮形態をより詳
細に観察する。 
 
(3)(1)において Sox17 再発現•活性化の確認
されたステージの胆嚢•胆管原基を単離し、
組織培養系を確立する。また本系を用いる
ことで、関連因子の添加•阻害実験モデルと
して応用する。 
 
(4)Tre-cre（全身性）、Alb-cre (肝細胞)、Pdx
１-cre（膵臓、胆嚢）マウスをそれぞれ Sox17 
flox マウスと掛け合わせた３ラインを作出
し、各組織レベルにおける表現系を方法
(1)(2)に則り評価する。 
 
(5)細胞種特異的にSox17を除去する方法と
し て TRECK(toxin-receptor-mediated cell 
kockout )マウスを、コピー変異体の作出方
法として TARGATT（第 11染色体上 attPに
site specificにコピー数を制御出来るトラン
スジェニックマウス系統）マウスを用いる
ことで、肝細胞ならびに胆管上皮細胞特異
的を Sox17 遺伝子の欠損する、もしくは
Sox17 遺伝子をドミナントネガテイブに発
現させるヘテロ不全個体を作出する。 
 
４．研究成果 
 
(1)Sox17 へテロ個体は 17.5dpc において、
肺、膵臓、食道、胃、十二指腸などの内胚
葉由来組織の病態変化は認められず、肝臓
周辺部位炎症のみが認められた。また、
DBA による胆嚢•胆管のトレース実験にお
いて、同時期に胆嚢領域の脆弱化、肝外胆
管の異所性の発達が観察された。Sox17 抗
体染色並びに GFP KI マウスの観察結果か
ら、9.5dpc から再活性化し、将来の胆嚢領
域に限局することが明らかとなった。また、
肝炎マーカーである ALT, ALP並びに胆汁
の生化学的上昇が認められたものの、胆嚢
上皮、胆管上皮細胞そのもの形態はほぼ正
常であった。胆のう上皮には特異的に
Sox17 の発現が観察され、発現の半量にな
るヘテロ個体においては、胆嚢上皮の脱落
とそれに伴う胆管閉塞が形態学的に観察さ



れた。 
 
(2)(1)を受けた結果から、肝臓周辺領域では
肝細胞の成熟マーカーであるPAS染色陰性
細胞において、ER ストレスマーカーであ
る GRP78陽性を組織学的に示し、また、電
顕観察により肝細胞内の ER の膨化が観察
された。15.5dpcの胆嚢上皮を TEM観察し
たところ、上皮細胞のオルガネラなどには
大きな変化は認められなかったが、基底膜
の薄弱化と円柱状から方形状に細胞形態の
変化が顕著に認められた。 
 
(3) Sox17欠損マウスは 10.5dpcに胎生致死
となるため、それ以降の内胚葉系臓器の発
生・発達の個体での解析は困難である。
(1)(2)の結果から Sox17 の再活性化の観察
された 9.5dpcの肝原基・膵芽を含む前腸領
域を取り出し、器官培養を行うことにより、
PDX1, HNF4a の発現と胆管形成を in vitro
で維持、再現した。millipore フィルター上
で３日間(12.5dpc相当)培養し伸長率を観察
したところ、ヘテロ個体において、組織極
性を失い、上皮が薄弱化することを培養系
にて再現した。また、正常で観察される
PCNA による細胞増殖の組織偏在（伸長方
向でのみ強陽性を示す）はヘテロ個体では
観察されず、胆嚢領域が自立的分化能を有
することを証明した。今後、本系を用いる
ことで、Sox17 発現に影響を与える因子の
同定が可能となる。 
 
 (4) Tre-cre（全身性）/Sox17-floxの掛け合
わせホモ個体は、Sox17-bulk ノックアウト
個体(10.5dpcに胎生致死)と比較すると表現
系がマイルドで、10.5dpc以降も生存し、内
胚葉派生組織（胆嚢•胆管、肝臓、膵臓）領
域の病変変化を観察することが可能である
と予想してたが、Sox17-bulk ノックアウト
個体と同時期に表現系を呈し、胎生期後半
の病態変化を観察することは出来なかった。
Alb-cre、Pdx１-creと Sox17ホモ変異体につ
いては、胆管上皮脱落を伴う新生児肝炎は
観察されないことから、本発症原因が肝細
胞、膵細胞では無く、胆嚢•胆管に発現する
Sox17 が原因である可能性が強く示唆され
た。今後、各変異マウスを用いた DNAarray
など遺伝子レベルでの差異の詳細を検討し
て行く必要がある。 
 
 (5)新規病態マウスとして、TRECKマウス
の導入を試みたが、GFPと transgeneの発現
が比例せず、導入効率の高さから
TARGATTを採用し、GFP KI vectorを前核
受精胚へ導入し発現量を同定した。今後、
本系を用いて、Sox17 遺伝子の 72 番目の
メチオニンをアルギニンに置換する個体、
もしくは、shRNAを発現させることで遺伝
子の半量抑制を行うヘテロ変異体を作り、
SHIVA(Met 72Arg置換；肝臓代謝異常症を

呈する)点変異個体同様の病態再現が可能
であるかなど、既存の Sox17ヘテロマウス、
SHIVAマウスと比較検討し、ハプロ不全に
よって引き起こされる疾患モデル動物とし
て応用する予定である。 
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