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研究成果の概要（和文）：小児期発症の肝内胆汁うっ滞症には、多数の遺伝性稀少肝疾患が包含されるが、未同
定変異が多数存在するため、確定診断率は30%に満たない。また病態分子基盤が不明なため治療法が未確立であ
る。本疾患の新規原因遺伝子の同定、及び当該遺伝子の破綻が病態発症を来す分子基盤の解明を目的とし、本研
究を実施した。
肝内胆汁うっ滞を呈する患児の診療情報、生体試料を解析し、原因遺伝子候補を探索した。次に本遺伝子候補に
ついて肝内胆汁うっ滞の発症との関係性を実験科学的に検証した。その結果、肝内胆汁うっ滞発症の原因となる
遺伝子の同定、及び本遺伝子異常が病態発症を来す機序について示唆を得た。

研究成果の概要（英文）：Childhood-onset intrahepatic cholestasis includes many inherited rare liver 
diseases, but the definitive diagnosis rate is less than 30% because the causative gene is unknown 
in many cases.
Treatment for this disease has not yet been established because the molecular mechanism underlying 
cholestasis development has not been elucidated. This study aimed to identify a novel causative gene
 for this disease and elucidate the molecular mechanism of cholestasis caused by the gene 
abnormality.
We analyzed clinical information and biological samples from patients with intrahepatic cholestasis 
to search for candidate causative genes. We then experimentally evaluated the candidate genes and 
verified their involvement in the development of intrahepatic cholestasis. As a result, we 
identified the genes responsible for the development of intrahepatic cholestasis and the mechanism 
by which abnormality of these genes causes it.

研究分野： 分子病態学、肝臓学

キーワード： 小児肝疾患　肝内胆汁うっ滞　胆汁酸
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
小児期発症の肝内胆汁うっ滞症には、多数の遺伝性稀少肝疾患が包含されるが、未同定変異が多数存在するた
め、確定診断率は30%に満たない。また病態分子基盤が不明なため治療法が未確立である。本研究では、肝内胆
汁うっ滞を呈する患児の臨床情報、生体試料の活用、及び実験科学的な検証により、本疾患の新規原因遺伝子の
同定、及び当該遺伝子の破綻が病態発症を来す分子基盤について示唆を得るに至った。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



１．研究開始当初の背景 

 小児肝内胆汁うっ滞症(推定発症率:1/3,000)は、小児期に発症する肝内胆汁うっ滞症の総称

であり、多数の遺伝性稀少肝疾患を包含する。生後間もなく遷延性黄疸として顕在化し、血清

ALT/AST、ビリルビン、総胆汁酸が高値であることが、小児肝内胆汁うっ滞症の臨床的特徴であ

る。臨床診断後、各遺伝性肝疾患の既知原因遺伝子を対象とした遺伝学的検査を行い、病因変異

が確認された場合に確定診断に至る。小児肝内胆汁うっ滞症に関する臨床課題は以下に集約さ

れる。 

（１）臨床診断後、遺伝子診断で確定診断に至る患者は 30%に満たない。 

未診断患者は、原因不明として扱われ適切な治療機会を逸してしまう。当該患者の臨床経過が

多彩なため、未同定原因遺伝子が多数存在すると推察されており、その同定が急務である。 

（２）治療法が確立していない。 

肝内胆汁うっ滞性肝障害の重症化により、肝硬変・肝不全へと致死性の経過を辿る。現在、肝

移植が唯一の治療法であるが、肝移植後にグラフト不全を来す症例が散見される。また肝移植は

身体的、経済的な負担が多大かつ、ドナー不足の問題を抱える治療法である。病態分子基盤に根

差した、新たな医薬品開発が切望されている。 

 

 

２．研究の目的 

本研究では、小児肝内胆汁うっ滞症の新規原因遺伝子の同定、及び当該遺伝子の破綻が病態発

症を来す分子基盤の解明を目的とする。 

 

 

３．研究の方法 

本研究では以下方法により、原因不明小児肝内胆汁うっ滞症の患者コホートから原因遺伝子

を新たに確立し、その病態分子基盤の解明に取り組んだ。 

（１）Omics 解析による原因不明小児肝内胆汁うっ滞症患者コホートの層別化 

原因不明小児肝内胆汁うっ滞症患者コホートは多数の亜集団から構成されると推察される。

候補原因遺伝子の探索に先立ち、本コホートの亜集団への層別化が不可欠である。本研究では、

患者生体試料の利活用により本コホートを複数の亜集団に層別化し、集団毎に統計解析を行う

ことで候補原因遺伝子の同定率向上を図った。具体的には、研究代表者が保有する原因不明小児

肝内胆汁うっ滞症患者の生体試料を各種 Omics 解析に供し、研究分担者の水野が開発した独自

数理解析手法 OLSA、クラスタリング等によって当該患者を複数の亜集団に層別化した(Mizuno T 

et al., Sci Rep, 2019;9(1):1824)。すなわち生体試料が有する生物学的情報を数値情報に変

換し、恣意性のない数理解析から対象患者の層別化を図った。 

 

（２）エクソーム解析による原因遺伝子候補の絞り込み 

（１）で層別化に成功した患者を対象に、エクソーム解析を実施し、各亜集団内の患者におい

て共通して変異保有が認められる遺伝子を統計学的に探索した。（１）では複数の数理解析手法

での層別化を実施するため、各層別化手法に基づいた原因遺伝子候補を取得できる。これら原因

遺伝子候補について積集合をとることで、頑健な原因遺伝子候補を見出した。得られた遺伝子を、

既存の生物学的知見、並びにネットワーク解析による媒介中心性に基づいてさらに絞り込んだ。 

 



（３）原因遺伝子候補と肝内胆汁うっ滞症との関係性の実験科学的検証 

ゲノム編集技術を用い、（２）で同定した原因遺伝子候補を欠失した、あるいは患者が保有す

る遺伝子変異を導入したヒト iPS 細胞、及びマウスを作出した。作出したヒト iPS 細胞の分化誘

導により hiPSC 由来肝細胞を樹立し、疾患モデル細胞とした（Hayashi H et al., Stem Cell 

Reports. 2021;16(2):309-323）。またマウスに関しては、当研究室が保有する肝臓特異的 Cas9

発現マウスに肝臓指向型アデノ随伴ウイルス（AAV）にて標的遺伝子 sgRNA を導入することで、

肝臓特異的遺伝子ノックダウン(KD)マウスを迅速に作出し、疾患モデル動物とした（Wakasa K 

et al., Hepatol Commun. 2024;8(4):e0382）。 

肝内胆汁うっ滞症は、肝細胞の胆汁酸恒常性維持機構(生合成・代謝・排泄)の破綻により、胆

汁酸が肝細胞内に蓄積する病態である。樹立した細胞株において、胆汁酸の細胞内濃度の測定、

胆汁酸の恒常性維持に関わる各工程(生合成・代謝・排泄)の機能評価を行い、原因遺伝子候補と

肝内胆汁うっ滞症との関係性を検証した。いずれかの工程に異常を来し、細胞内に胆汁酸蓄積が

認められた場合に、新規原因遺伝子と判定し、当該遺伝子を対象とした下記（４）、（５）を実施

した。 

 

（４）hiPSC 由来肝細胞を活用した病態発症分子基盤の解析 

（３）で樹立した疾患モデル細胞、及び疾患モデル動物の肝臓からトランスクリプトームデー

タを取得し、対照群と比較することで、新規原因遺伝子に起因する肝内胆汁うっ滞症の発症分子

基盤を推定した。病態の結果ではなく、当該遺伝子の異常が病態発症を来す分子基盤を明らかに

するため、高い粒度の経時データを取得し、病態発症分子基盤を推定した。見出した分子基盤に

対しては、疾患モデル細胞、疾患モデル動物において化学的あるいは遺伝学的介入を行い、肝内

胆汁うっ滞症所見の校正を指標とした実験科学的な検証を行った。 

 

（５）新規原因遺伝子による病態発症の頻度、及び遺伝形式の検討 

（３）で得られた小児肝内胆汁うっ滞症の新規原因遺伝子を対象にサンガー法にて病因変異

を確認した。患者並びに両親、同胞の解析を行い、小児肝内胆汁うっ滞症の発症に対する本遺伝

子の頻度、遺伝形式を明らかにした。 

 

 

４．研究成果 

 「３．研究の方法」に記載の手順で解析を進め、確度の高い原因遺伝子候補として 15 遺伝子

をリストアップした。ゲノム編集効率の問題、及びリソースの問題からこれら候補遺伝子のうち、

５遺伝子を対象に肝内胆汁うっ滞の発症との関係性を検証した。その結果、遺伝子欠損により肝

内胆汁うっ滞の発症（胆汁酸の胆汁排泄に異常）を来す遺伝子を２つ同定することに成功した。

また本遺伝子を肝臓特異的に KD したマウスからトランスクリプトームデータを取得し、病態発

症機序について示唆を得た。 

 本研究では、ゲノム編集効率の問題から検証可能な遺伝子数に制約が生じたため、sgRNA の導

入方法について種々の検討を重ね、効率改善に努めた。今後、本研究内で検証試験を実施できな

かった遺伝子候補を対象とした研究を行うことで、小児肝内胆汁うっ滞症の原因遺伝子が更に

同定されるものと期待される。 
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