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研究成果の概要（和文）：本研究では通常得ることの難しい進行性家族性肝内胆汁うっ滞症2型患者の肝細胞を
iPS細胞を介して誘導し、in vitroで解析することで新たな治療を探索することを試みた。対象患者の末梢血か
らiPS細胞を作製し、分化段階特異的な液性因子を用いて肝細胞に分化誘導した。得られた肝細胞はアルブミン
を高発現し、電子顕微鏡像で毛細胆管を形成し、胆汁排泄能の低下を認めた。これまでに同症で薬効が報告され
ているフェニル酪酸により胆汁酸トランスポーターの発現や胆汁排泄能が改善した。iPS細胞由来肝細胞を同症
の治療薬探索に利用できる可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：To develop novel therapy for progressive familial intrahepatic cholestasis 
type 2, we attempted to establish a PFIC2 model by using iPSC technology. We generated the induced 
pluripotent stem cells from the patients with progressive familial intrahepatic cholestasis type 2. 
Then, the induced pluripotent stem cells were differentiated into hepatocyte-like cells. The 
hepatocyte-like cells expressed albumin, and formed bile canaliculi. The biliary excretion capacity 
of hepatocyte-like cells was impaired. The biliary excretion capacity of the BD-HLCs could be 
increased by 4PBA treatment. These results suggested that the drug efficacy could be evaluated by 
using BD-HLCs.

研究分野：小児科学
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１．研究開始当初の背景 

遺伝性疾患では、患者由来 iPS細胞（疾患

iPS 細胞）およびその派生細胞において遺伝

子異常を継承するため、病態を再現し得る。

したがって、遺伝性稀少難治疾患の研究にお

いて疾患 iPS細胞は特に有用なツールである。

さらに、動物実験ではなくヒト細胞を用いた

研究が可能である利点がある。特に、肝細胞

や心筋細胞、神経細胞などの生検で得難く、

かつ研究利用に限りのあった患者細胞を低

侵襲で作製できるため、これらの臓器におけ

る遺伝病患者から作製した iPS細胞は、疾患

解析や治療薬探索を推進するモデル細胞と

なることが期待される。 

進行性家族性肝内胆汁うっ滞症 2 型

（PFIC2）は胆汁酸トランスポーターBSEP

に異常を有し、高度の胆汁うっ滞性肝障害か

ら肝硬変、肝不全へと進展して致死的な経過

を辿ることが知られている。現時点では救命

のために肝移植を要し、移植後は生涯に渡っ

て免疫抑制治療が必要となるほか、移植医療

に伴う医療経済や医療スタッフの負担は大

きい。 

疾患解析や新規治療薬のスクリーニング

では、しばしばモデル動物が用いられるが、

BSEPノックアウトマウスはヒトと異なって

肝障害が軽度であるため、これまで PFIC2

の疾患モデルには用いられなかった。そこで、

PFIC2 患者から作製した iPS 細胞由来分化

誘導肝細胞は、PFIC2における疾患メカニズ

ム解明や新規治療薬探索の研究を推進する

ための有用なツールとなることが期待され

る。 

 

 

２．研究の目的 

 本研究は肝移植に替わる治療法の開発が

望まれている PFIC2 において、その解析研

究を進めるために動物モデルとの表現型の

違いのある同症患者由来 iPS細胞と分化誘導

肝細胞が有用であるかどうかを検討するこ

とを目的とする。 

 

 

３．研究の方法 

PFIC2 患者の末梢血から iPS 細胞を作製す

る。PFIC2 患者由来 iPS 細胞からアクチビン

などの分化段階特異的液性因子を添加した

培養系で肝細胞へ分化誘導した。 

肝特異的発現分子であるアルブミンの免

疫染色、ELISA、リアルタイム PCR、フローサ

イトメトリーなどで分化誘導肝細胞の評価

を行った。 

BSEP 遺伝子は肝臓でのみ発現している。そ

こで、新規 BSEP 遺伝子変異の影響を調べる

ために、分化誘導肝細胞から得られた mRNA

を用いてスプライシング異常の有無をシー

クエンスして解析した。 

フェニル酪酸作用下で肝細胞膜上の BSEP

タンパク発現や胆汁排泄能が改善するか否

かを調べた。 

 

４．研究成果 

 PFIC2 患者から採血し、山中 4 因子搭載の

センダイウイルスベクターを作用させて iPS

細胞を作製した。得られた iPS 細胞は OCT4

などの未分化マーカーを発現し、三胚葉への

分化傾向を示した。 



 PFIC2 患者由来 iPS 細胞から肝細胞へと分

化誘導した。得られた肝細胞は各種アッセイ

でアルブミンを発現していることを確認し

た。また、電子顕微鏡像で毛細胆管様の構造

形成を認めた。 

 

 また BSEP 遺伝子の新規変異を有する症例

においては、iPS 細胞由来分化誘導肝細胞か

ら得た mRNA、cDNA を用いたダイレクトシー

クエンスで解析を行い、タンパクをコードし

ない 5’非翻訳領域の変異(c.-24C>A)がスプ

ライシング異常を惹起することを認めた。 

 PFIC2 の新規治療薬候補であるフェニル酪

酸を用いて薬効を示すかどうかを確認した。

PFIC2 患者由来分化誘導肝細胞はフェニル酪

酸によって BSEP の発現が改善したほか、胆

汁排泄能(BEI 値)が改善した。 

 これらの結果より、PFIC2 患者の iPS 細胞

由来肝細胞を同症の治療薬探索に利用でき

る可能性が示唆された。 
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