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研究成果の概要（和文）：平成 21 年度から 23 年度にかけて、家族性アミロイドポリニューロパ

チー (FAP)の肝移植に変わる根治療法を開発するために、FAP 患者およびヒト異型 TTR（ATTR 

V30M）遺伝子を組み込んだトランスジェニックマウスの皮膚より採取した線維芽細胞から iPS

細胞を作製し、single stranded oligonucleotides (SSOs) による点変異修復を活用した FAP

の肝細胞置換療法の可能性の検討を行った。今後は、本細胞を用いた FAP の病態解析、遺伝子

変換効率の向上、我々が開発したトランスジェニックラットを用いた in vivo の肝細胞置換療

法研究に移る予定である。  

 
研究成果の概要（英文）： From April, 2009 to March, 2012, to develop a curative treatment 
for familial amyloidotic polyneuropathy (FAP), we obtained somatic cells from FAP 
patients or transgenic rats possessing a human ATTR V30M gene (ATTR V30M Tg rats) and 
reprogrammed to pluripotency to generate FAP-specific induced pluripotent stem (iPS) 
cells, and evaluated the possibility of hepatocyte replacement therapy combining 
FAP-specific iPS cells and gene-repair therapy using single stranded oligonucleotides 
(SSOs). In the next project, we will focus on using these FAP-specific iPS cells to 
elucidate the precise pathogenesis of FAP, improve the efficiency of gene conversion rate, 
and determine the availability of hepatocyte replacement therapy in the in vivo 
experiments using ATTR V30M Tg rats, an existing useful FAP animal model. 
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１．研究開始当初の背景 
 FAP ATTR V30M（TTR の 30 番目のバリ
ンがメチオニンに変異したもの）では、現在、
肝移植が症状の進行を停止させる最も有効
な治療法であるが、(1) 進行した患者には効

果がなく、場合によっては移植後進行するケ
ースもある、(2) わが国では脳死肝移植が行
われる機会は少なく、部分生体肝移植に頼ら
ざるを得ないが、近親者に血液型が適合した
ドナーが見つからない、あるいは  ATTR 
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V30M 遺伝子を保因し、ドナーとなれない場
合も少なくない、(3) 終生免疫抑制剤を服用
しなければならず、感染症や肝、腎障害きた
す場合がある、(4) FAP は発症年齢の幅が広
く（20-80 歳代）未発症者を予防する手段に
はなり得ない、などさまざまな問題点がある。 
そこでわれわれの研究グループでは、肝移

植によらない根治治療確立を目指して研究
を行ってきたが（基盤研究 B (H17-19 年度) 
「アミロイド沈着機構を元に考案したアミ
ロイドポリニューロパチーの新たな治療法
の開発」）、これまでの研究結果から、FAP の
組織沈着アミロイドの原因蛋白質である異
型 TTR を生体から取り除くことが最も重要
であることが判明しており、アテロコラーゲ
ン包埋 SSOs を用いると、in vitro での検討
では、異型 TTR 遺伝子の修復率は 30％近く
に上ることを実証してきた。 

iPS 細胞は、ES 細胞のように倫理的な縛
りが無く、患者自身の細胞を用いて免疫応答
を引き起こさず再生医療に応用できる理想
的な細胞であり、当初懸念された癌化などの
問題が克服されつつある。そこで、これまで
われわれが培ってきた点変異修復技術を用
いて、FAP 患者の細胞（皮膚線維芽細胞な
ど）を in vitro で一旦正常 TTR 遺伝子に置
換した後 iPS 細胞化し（或いは iPS 細胞化
した後正常 TTR 遺伝子化し）、これを肝細
胞と置換させ、患者の肝臓に生着させること
ができれば、肝移植をしなくても FAP 患者
の根治療法の道を開くことができるように
なるものと期待される。 

 
２．研究の目的 

FAP の肝移植に変わる根治療法を開発す
るために、FAP 患者から得られた皮膚線維芽
細胞を SSOs を用い、in vitro で異型 TTR 
遺伝子を正常化した後、iPS 細胞化し、これ
を肝細胞に分化させ、肝臓などの TTR 産生
臓器から異型 TTR の産生を抑制させるこ
とを最終目的とする。 

 
３．研究の方法 
 本プロジェクトは以下の 3 点からなる。 
(1) FAP 患者およびヒト ATTR V30M 遺伝

子を組み込んだトランスジェニックマウ
スの皮膚から採取した線維芽細胞をアテ
ロコラーゲン包埋 SSOs により正常 TTR 
遺伝子を持つ細胞に変換した後 iPS 細
胞化し、これを肝細胞に分化させる。 

(2) 上記 FAP 患者およびトランスジェニッ
クマウスの線維芽細胞を iPS 細胞化し
た後、肝細胞に分化させる。 

(3) 上記(1)、(2) の方法のどちらが遺伝子組
み換えの効率、細胞の viability が良いか
などを検証した後、上記トランスジェニッ
クマウスの線維芽細胞用いて、遺伝子修復

した肝細胞を作成し、部分肝切除(或いは
肝障害誘起)し、本研究で作成した肝細胞
が生着しやすい環境を選択し、肝臓細胞の
置換を目指す。本知見を利用し、FAP 患
者への治療研究に突入する。 

 
４．研究成果 

FAP 患 者 (FAP ATTR V30M, ATTR 
Y114C) およびヒト ATTR V30M 遺伝子を
組み込んだトランスジェニックマウスの皮
膚から採取した線維芽細胞を iPS 細胞化し、
FAP の肝細胞置換療法の可能性の検討なら
びに細胞レベルで FAP の病態解析を行った。
結果として、熊本大学にて採取した FAP の 3
患者由来の線維芽細胞に対して、山中四因子
（ヒト OCT3/4, KLF4, SOX2, c-MYC 遺伝
子）を搭載した温度感受性センダイウイルス
(SeV) ベクターを用い、外来因子フリーの
iPS 細胞株を樹立する独自のシステムにて
iPS 細胞の誘導を行い、すべての細胞で iPS
細胞を誘導することに成功した。RT-PCR に
よる iPS 細胞株の遺伝子発現解析の結果、す
べての iPS 細胞株においてヒト ES マーカー
（NANOG、TERT 遺伝子）の発現が確認さ
れ、遺伝子導入のために使用した SeV ベクタ
ーは陰性であった。センダイウイルスは、細
胞質にとどまって、RNA を転写、複製して
蛋白質を合成することから、宿主遺伝子に組
み込まれず、これまで課題となっていた癌化
しにくい安全な iPS細胞の作製が可能であり、
肝細胞置換療法や FAP の詳細な病態解析
に結びつくことが期待される。 
さらに、FAP 患者から樹立した iPS 細胞

は、健常人由来の iPS 細胞と同様の肝細胞
分化パターンを示すことが明らかとなり、本
細胞が肝細胞への分化能を有していること
が判明した。また、肝細胞の分化過程におい
て、既知の肝細胞マーカー（アルブミンなど）
の発現に比べ TTR の発現はごく早期から
認められ、肝細胞への分化後、異型 TTR が
mRNA レベルで発現していることが確認さ
れた。本細胞はヘテロ接合体の FAP 患者か
ら採取した細胞であるため、これをアテロコ
ラーゲンで包埋した SSOs で遺伝子変換を
行ったところ、低率ながらも遺伝子変換が認
められ、iPS 細胞の安定培養法の確立後、 
SSOs および siRNA TTR などの核酸を対
象に様々な遺伝子導入法を用いた導入効率
の改善を行った。さらに、マウスを用いた 
iPS 細胞の移植実験を行い、細胞数は少ない
ながらも肝臓への生着が確認できた。 
以上の結果から、FAP 患者由来の iPS 細

胞を安定的に肝細胞に分化させることが可
能となり、遺伝子変換および細胞置換も低率
ながら可能になったことから、これらの系を
用いて、肝細胞置換療法に向けて確かな展望
が開ける状況が得られた。今後は、本細胞を



 

 

用いた異型 TTR の細胞内挙動・アミロイド
形成能の解析と共に（これまでの異型 TTR 
の高発現細胞株はホモの異型 TTR を産生
する細胞であるため、ヘテロ接合体の FAP 
患者から採取した本細胞は実際の患者で起
こるアミロイド形成機構を解析するツール
として価値がある）、遺伝子変換効率の向上、
我々が開発したトランスジェニックラット
を用いた in vivo の肝細胞置換療法研究に移
る予定である。 
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