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研究成果の概要：本研究では、胆管の形態形成機構を明らかにするため、変異マウス肝臓にお

ける組織構築異常の解析およびキメラ解析から、肝細胞の成熟化と胆管形態形成がカップルす

ること、特に細胞接着分子（E-cadherin、EpCAM 分子など）がこのカップリングに関わる可能

性を示した。また、胆管形態形成に他器官からの因子（ホルモン）も直接関わりうる。肝芽細

胞集団の細胞分化では Jag1-Notch 系が重要な働きをする。 
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１．研究開始当初の背景 

 肝臓内の内胚葉性上皮は成熟肝細胞と胆

管上皮細胞である。両者は発生過程で、発生

期肝幹細胞である肝芽細胞から分化する。特

に胆管上皮細胞の分化に関しては、門脈域か

らの Jagged1-Notch2シグナル、TGFb/activin

シグナルが重要とされてきたが、必ずしもよ

くわかっていない。肝細胞の成熟化が極度に

抑制される、肝特異的転写因子 C/EBPαの遺

伝子欠失マウスで肝臓発生を解析したとこ

ろ、肝全体に偽腺管構造が発達し、正常な胆管

形成はおこらなかった。ヌル型では、門脈域に

胆管上皮細胞は分化するものの、成熟化が抑え

られた肝細胞様の細胞との接着が切れず、胆管

上皮細胞と肝細胞様細胞が互いに接着し、管腔

を構成する“biliary space”を形成し、正常な

胆管形態形成はおこらない。この結果より、肝

細胞の成熟化と胆管形態形成がカップルしてい

る可能性が高いと考えられた。また、内臓逆位

マウスである inv マウスでは、胆管形態形成が
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ductal plate 状態にとどまり、黄疸症状を新

生児期に示す。inv マウスは多嚢胞性腎を発

症し、生後 1週間以内に死亡するので、さら

に生き続けた場合組織構築が進み、胆管上皮

細胞が ductal plate 状態にとどまるかどう

かは不明である。言い換えれば、肝臓での異

常が inv 遺伝子欠損による autonomous なも

のかどうかはわからない。そこで、inv マウ

ス胎児肝臓片を野生型個体精巣（成体）に移

植したところ、ductal plate 状態はレスキュ

ーされたので、胆管形態形成に他器官からホ

ルモンなどの液性因子が関わる可能性が強

く示唆された。inv マウスにおける内分泌器

官における異常もこれまでよく調べられて

はいない。 

 

２．研究の目的 

 本研究の目的は、肝臓変異マウス（肝特異

的転写因子 C/EBPα遺伝子欠失マウスと内臓

逆位 inv マウス）を用いて、それぞれの胆管

構築の異常を解析することで、胆管の形態形

成機構を明らかにすることである。そのため、 

(1) C/EBPα遺伝子座について野生型-ヌル型

細胞からなるキメラマウスを集合法により

作出し、その肝臓におけるキメリズム解析か

ら、肝細胞の成熟化と胆管形態形成がカップ

ルしているかどうか、検証を試みた。同時に、

ヌル型胎児の肝臓構築を詳細に解析、かつ肝

臓の組織構築に重要である細胞接着因子や

細胞外マトリックスなどの発現に関して、野

生型とヌル型胎児肝臓で、アレイ解析により

比較を行った。 

(2) 胆管形態形成に他器官からの液性因子

（ホルモン）が直接関わるか、inv マウスに

おける内分泌器官の異常、組織構築とホルモ

ン産生を解析した。 

(3) 肝芽細胞集団の細胞分化に関わるとさ

れる Notch シグナル系の意義を調べた。 

 

３．研究の方法 

(1) C/EBPα遺伝子欠失マウスと DsRed トラ

ンスジェニックマウス（C/EBPα遺伝子座は

野生型）由来の細胞からなるキメラ個体を作

出し、肝臓におけるキメリズムと組織構築異

常をあわせて組織学的に解析した。また、ヌ

ル型胎児（E17.5）肝臓の組織構築異常を免

疫組織化学法と RT-PCR 法により解析を行っ

た。組織構築に関わる細胞接着因子や細胞外

マトリックスなどの発現に関して、野生型と

ヌル型胎児肝臓（E17.5）から mRNA を調製し、

発現遺伝子についてアレイ解析を行い、比較し

た。 

(2) 野生型マウス成体の各内分泌器官から

mRNA を調製し、RT-PCR 法により inversin mRNA

の発現を確認した。次に、 inv マウスホモ型と

野生型新生児の各内分泌器官（脳下垂体、甲状

腺、副腎、膵臓など）を取り出し、組織学的に

異常を検索するとともに、免疫組織化学的にホ

ルモン産生を野生型と比較した。 

(3) C/EBPα遺伝子欠失マウス E17.5 肝臓にお

ける Notch シグナル系遺伝子(Jagged1, 2、

Notch1-4、Hes1 mRNA など)の発現を RT-PCR 法

により調べ、野生型と比較した。 

 

４．研究成果 

(1) C/EBPαの遺伝子欠失マウス肝臓では、肝

細胞の成熟化がおこらないが、同時に胆管形態

形成も異常であるため、肝細胞の成熟化と胆管

形態形成がカップルしている可能性がある。こ

れを証明するため、C/EBPα遺伝子座について

野生型-ヌル型マウス間でキメラマウスを作成

し、その肝臓構築を解析した。肝細胞の成熟化

と胆管形態形成がカップルしていれば、野生型

肝細胞とヌル型胆管上皮細胞の組み合わせで

は胆管は管として肝実質部から分離するが、ヌ

ル型肝細胞様細胞と野生型胆管上皮細胞から

なる部分では、胆管分離はおこらないと考えら

れる。例数は少ないがキメラマウスの作成に成

功し、肝細胞の成熟化と胆管形態形成がカップ

ルすることを示唆する結果を得た。 

 また、野生型およびヌル型胎児肝臓の組織構

築を免疫組織化学法ならびにRT-PCR法により

さらに詳細に解析したところ、ヌル型では胆管

形態形成異常に加え、野生型肝臓に比較し、

E-cadherinやEpCAMなどが強く発現上昇してお

り、正常な胆管形態形成には、これらの接着分

子の発現変化が大きく関わっている可能性が

高い。さらにヌル型では、門脈結合組織の著し

い肥厚が観察され、同時に細胞外マトリックス

の沈着も非常に多いことを明らかにした。門脈

結合組織の異常が胆管形態形成異常につなが

る可能性もある。 

 野生型およびヌル型胎児肝臓における発現

遺伝子のアレイ解析では、ヌル型では、

E-cadherin 、 Cadherin16 、 desmocollin2 、

desmoglein2、EpCAM、SgIGSF などの接着分子、

collagen type I、collagen type III などの



 

 

細胞外マトリックスが発現上昇していた。

これらの遺伝子の発現上昇が異常な胆管形

態形成につながる可能性が高い。野生型で

は CEACAM、olfactomedin4 などがヌル型に

比べて、発現が上がっていた。これは正常

の肝臓構築（肝小葉形成）に関与する可能

性が高い。 

(2) inv マウスホモ型肝臓における胆管形態

形成に他器官からの液性因子（ホルモンな

ど）が直接関わるか調べるために、野生型成

体各内分泌器官で inversin mRNA が転写され

ているか、RT-PCR 法を用いて調べた。脳下垂

体、甲状腺、副腎、膵臓等で inversin mRNA

の発現が認められた。次に、野生型およびホ

モ型新生児における各内分泌器官の発生状

況を組織学的に検索した。脳下垂体、甲状腺、

副腎は、ホモ型で多少の発生遅延はあるもの

の、組織学的には正常であった。またホルモ

ン産生を免疫組織化学的に調べたところ、各

内分泌器官は正常に、本来産生するホルモン

を産生していた。しかし、膵臓についてはそ

の外分泌部が組織学的に異常となり、嚢胞を

形成していた。内分泌部は正常であった。ホ

ルモン（インシュリン、グルカゴン）産生は

正常であった。しかし、今後、野生型および

ホモ型個体でホルモンの血中濃度を正確に

測定する必要がある。現時点ではまだはっき

りしないが、胆管形態形成にホルモン等液生

因子が関わる可能性は十分ありうる。 

 他方、肝臓でのinversin発現欠損が直接胆

管形成異常につながる可能性を調べるため、 

inversin mRNAとタンパク質の発現を肝臓の

発生過程で検討した。inversin mRNAの発現

は、肝臓では、門脈と肝動脈内皮で強く、肝

細胞と胆管上皮細胞で弱く発現が観察され

た。抗体染色では、肝臓では実質部に顆粒状

のシグナルを認めた。これは一次繊毛の基部

付近に発現するという報告と一致している。

しかし現在までのところ、mRNA染色と抗体染

色の結果が必ずしも一致していないので、さ

らに解析を進める必要がある。 

 またホモ型新生児肝臓の組織構築をさら

に解析したところ、異常は胆管だけにとどま

らず、肝動脈肥大や門脈結合組織不全が観察

され、inv ホモ型マウス肝臓では、門脈、肝

動脈、門脈からなる“門脈トライアッド”の

異常がおこっていることを見出した。 

 (3) C/EBPα遺伝子欠失マウスおよび野生

型マウスで、Notchシグナル系の遺伝子発現

をRT-PCR法により解析したところ、ヌル型胎児

肝臓で、Jagged1、Notch2に加え、Notch1、3

、およびHes1遺伝子の発現上昇が認められた。

この結果は、C/EBPαのシグナル系の下流に、

Notchシグナル系が位置することを示唆してい

る。しかも従来指摘されてきたNotch2だけでな

く、Notch1, 3にも注目する必要がある。また

、肝芽細胞の培養系におけるこれらの遺伝子の

働きを調べるために、温度感応性ゲル（メビオ

ール）を用いた肝芽細胞の単独培養系を確立し

た。E12.5胎児肝臓を細胞分散し、メビオール

中で1-5日間懸濁培養したところ、間葉系の細

胞は死滅し、肝芽細胞・肝細胞のみ生存した。

5日間培養を行うと、肝芽細胞は成熟肝細胞と

なった。他方、メビオールにマトリゲル（基底

膜成分ゲル）を混合したゲル内で培養すると、

胆管上皮細胞が分化した。この結果は、基底膜

成分が肝芽細胞からの胆管上皮細胞の分化に

重要なことを示している。 
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