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研究成果の概要（和文）：糖原病Ia型とは、endoplasmic reticulum 内に存在するGlucose-6-Phosphatase 
(G6Pase) の欠損によって、肝臓内のグリコーゲンの蓄積と、糖新生ができないことによる低血糖をおこす疾患
である。本研究は、G6Pase遺伝子に変異を持った糖原病Ia型患者の皮膚線維芽細胞からiPS細胞を樹立し、健常
者および糖原病Ia型患者由来のiPS細胞から成熟肝細胞の分化を確立した。オートファジーは、糖原病Ia型患者
由来の肝細胞のほうが健常者の肝細胞よりも亢進しており、低グルコースの培養条件下においては、さらに糖原
病Ia型患者由来の肝細胞のほうが顕著に亢進していた。

研究成果の概要（英文）：Glycogen storege disease type Ia (GSD Ia) develop accumulation of glycogen 
in liver and hypoglycemia by impaired glyconeogenesis because of defect of Glucose-6-Phosphatase 
(G6Pase) in endoplasmic reticulum. In this study, we developed each iPS cell line with mutation of 
G6Pase gene from two patients with GSD Ia. Then, we induced iPS cells derived form normal subject 
and patients with GSD Ia into differentiated hepatocyte. The autophagy in hepatocyte from patients 
with GSD Ia more enhanced compared to that of hepatocyte from normal subject. Moreover, the 
autophagy in hepatocyte from patients with GSD Ia increasingly upregulated under low-glucose 
culture. 

研究分野：先天代謝異常症
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１．研究開始当初の背景 
糖原病とは、グリコーゲンの新生あるい

は分解の過程で働く酵素の異常により引き

起こされる疾患である。グリコーゲンは、

主に肝臓と筋肉に蓄積されるため、その障

害は肝臓、筋肉またはその両方に発生する。

糖原病には 12を超える病型があり、特に、

糖原病 Ia型は、endoplasmic reticulum (ER) 

内に存在す Glucose-6-Phosphatase (G6Pase) 

の欠損によって引き起こされ、糖原病の中

でも最多である。症状としては、低身長、

低血糖、肝種大、高脂血症、高尿酸血症、

高乳酸血症、貧血、肝アデノーマ形成、腎

障害および肝細胞ガン形成等がある。肝型

糖原病の治療は、血糖のコントロールが重

要であり、頻回食およびコーンスターチ療

法が基本である。また、血糖コントロール

だけでは、糖原病 Ia型でおこる高尿酸血症

や高脂血症等の合併症は軽快しないことが

多く、合併症に対する治療も重要である。

糖原病 Ia型の根本的治療として、遺伝子治

療が有効な手段の一つとして考えられてい

るが、現在実用化されている有効な根治治

療は、肝移植のみであり、肝移植に代わる

新規の根治治療法の開発が必要である。さ

らに、脂肪肝、肝アデノーマおよび肝ガン

形成のメカニズムも解明されておらず、こ

れらの病態を解析するツールを開発するこ

とも重要である。 
 
２．研究の目的 
ヒトの ES/iPS 細胞の多数の遺伝子座に

おいて、効率よく遺伝子ターゲティングに

成功していたヘルパー依存型アデノウイル

ス ベ ク タ ー や Clustered Regularly 

Interspaced Short Palindromic Repeat 

（CRISPR/Cas9）を利用して、ヒト糖原病

Ia型 iPS細胞に対する遺伝子治療ツールの

開発を目的とした。さらに、糖原病 Ia型に

おける高脂血症や脂肪肝のメカニズムは、

不明な点が多く、さらに肝アデノーマや肝

細胞ガンの形成されるメカニズムについて

は全く不明であるため、ヒト糖原病 Ia 型

iPS細胞、遺伝子修復後のヒト糖原病 Ia型

iPS細胞、ヒト健常者 iPS細胞 から成熟肝

細胞に分化誘導し、これらの成熟肝細胞の 

機能、ＥＲストレス、オートファジーの活

性化等について検討することを目的とした。 

 

３．研究の方法 

a. 糖原病 Ia 型患者の皮膚線維芽細胞に 4

因子（Oct3/4,Klf4,Sox2,C-Myc）を搭載した

センダイウイルスベクターを感染させるこ

とによりヒト糖原病 Ia型 iPS細胞を作製す

る。 

b. ヒト G6PC遺伝子座（糖原病 Ia型の原 

因遺伝子）のイントロンへネオマイシン耐 

性遺伝子発現カセット( PGK-neo ) を挿入 

した HDAd-hG6PCベクターを作成する。 

この HDAd-hG6PCベクターGSDIa-iPS 

に感染し、ネオマイシンガンシクロビル二 

重耐性コロニーより、変異 G6PC遺伝子座 

が修復された iPS細胞クローンを同定する。 

または、CRISPRを発現するプラスミド 

(pX330または pX335 )にヒト G6PCの標 

的部位にあたるオリゴヌクレオチドを組み 

込むことにより、pX330-G6PCまたは 

pX335-G6PCを作成する。また、 

FRT-PGK-neomycin-FRT donor template  

(G6PC)を作成し、これを pX330-G6PCま 

たは pX335-G6PCとともに GSDIa-iPSC 

に transfectし、生じる薬剤耐性コロニー 

を解析することで、変異 G6PC遺伝子座が 

修復されたかを確認する。 

c. Soga M et al. 2015で行われた肝細胞分化

のプロトコールを使用して、ヒト糖原病 Ia

型 iPS 細胞とヒト健常者 iPS 細胞から成熟

肝細胞の樹立を行う。この方法で得られた

成熟肝細胞について、アルブミン産性能、

グリコーゲンの蓄積、インドシアニングリ

ーンの取り込みおよび放出能、ＡＴＰ産性



能、尿素分泌能、アンモニア除去能を検討

し、成熟肝細胞であるか評価する。CYP1A1、

CYP1A2、CYP1B1、CYP2A6、CYP2B6、

CYP2C8、CYP2C9、CYP2C19、CYP2D6、

CYP2E1、CYP3A4、CYP3A5、CYP3A7 な

どの薬物代謝酵素の遺伝子発現について評

価する。 

d. Soga M et al. 2015で行われた肝細胞分化

方法だけでなく、 Song Z et al. 2009, 

Si-Tayeb K et al. 2010および Chen YF et al. 

2012; 55:が行っていた肝臓分化誘導プロト

コールを参考にして、シングルセルの iPS

細胞（DEF-CSTM Culture System）から肝臓

分化誘導を行い、同様に評価する。 

e. ヒト糖原病Ia型iPS細胞とヒト健常者iPS

細胞から得られた成熟肝細胞について、ER

ストレスマーカーであるELF-2,BIP,CHOP

およびXBP-1 spliceの遺伝子発現について

検討する。また、オートファジーのマーカ

―であるLC3の発現について、通常の肝細

胞分化培養下と12時間の低グルコースの培

養下（グルコースフリーのDMEM＋

10%FBS）での両条件で評価する。 
 
４．研究成果 

a. 糖原病 Ia 型患者の皮膚線維芽細胞に 4

因子(Oct3/4,Klf4,Sox2,C-Myc)を搭載したセ

ンダイウイルスベクターを感染させて、ヒ

ト糖原病 Ia型 iPS細胞を作製した (図 1)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 1. 糖原病 Ia 型患者由来の iPS 細胞 

 

b. CRISPRを発現するプラスミド 

(pX330 )にヒト G6PCの標的部位にあたる 

オリゴヌクレオチドを組み込むことにより、 

pX330-G6PCを作成したが、ヒト糖原病 Ia 

型 iPS細胞に感染させた際に遺伝子修復を 

できたものを同定することができなかった。 

当初は遺伝子修復を目的としていたが、現地

点での技術では、まだ遺伝子修復の確認でき

る技術を確立できておらず、今後の課題とな

る。 

 

c．Soga M et al. 2015で行われた肝細胞分化

のプロトコール（図 2）を使用して、ヒト

糖原病 Ia型 iPS細胞とヒト健常者 iPS細胞

から成熟肝細胞の樹立に成功した（図 3）。 

 

 

 

 

 

図 2. 肝細胞分化方法 

 

 

図 3. 糖原病 Ia型患者由来の肝細胞 

A. 糖原病 Ia 型患者由来の肝細胞 (Day18)

の光学顕微鏡像、B. ICG取り込み後、C. ICG

の放出後、D and E. PAS染色、F. ALBと

AFPの RT-PCR、G. AFP染色、H. ALB染

色 (A-C and E:scale bar: 500 µm, G and H: 

scale bar: 200 µm) 

 

これらの肝細胞には、CYP1A1、CYP1A2、

CYP1B1、CYP2A6、CYP2B6、CYP2C8、

CYP2C9、CYP2C19、CYP2D6、CYP2E1、

CYP3A4、CYP3A5、CYP3A7などの薬物代



謝酵素の遺伝子発現があった （図４）。 
 
 

 

 

図 4. 糖原病 Ia型患者由来の肝細胞の CYP

の発現 

 

d. Song Z et al. 2009, Si-Tayeb K et al. 2010

および Chen YF et al. 2012; 55:が行ってい

た肝臓分化誘導プロトコールを参考にして、

シングルセルの iPS細胞（DEF-CSTM Culture 

System）から肝臓分化誘導を行ったが、健

常者由来の iPS細胞（N1）のみ肝細胞作製

が可能であり、201B7の cell lineでは不可

能であった。また、糖原病 Ia型患者由来の

iPS 細胞においても安定した成熟肝細胞の

作製はできなかった。 
 

e. ヒト糖原病 Ia型 iPS細胞（2個体）とヒ

ト健常者 iPS 細胞（1 個体）から得られた

成熟肝細胞は、プロトコール上、18日で得

られる。これをさらに 25日まで培養したが、

通常の培養条件では、ER ストレスマーカ

ーである ELF-2,CHOP, BIP および XBP-1 

spliceの遺伝子発現は、糖原病 Ia型肝細胞

と健常者肝細胞の両者間では、明らかな差

が認められなかった (図 5）。 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 5. ELF-2,CHOP, BIPおよび XBP-1 splice
の遺伝子発現（qRT-PCR） 
GSDIa-2 の肝細胞は、健常者に比べて
ELF-2,CHOP, BIPおよび XBP-1 spliceの遺
伝子発現は低い傾向にあったが、GSDIa-1
の肝細胞でのこれらの遺伝子発現は、健常者
に比べて明らかな変わりはなかった。 
 

また、オートファジーのマーカ―である

LC3の発現は、Day22の通常の肝細胞分化

培養下において、糖原病 Ia型患者由来の肝

細胞のほうが健常者の肝細胞よりも亢進し

ており、さらにと 12時間の低グルコースの

培養条件下（グルコースフリーの DMEM＋

10%FBS）では、LC3 の発現亢進が顕著で

あった(図 6)。 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 6.糖原病 Ia型患者の肝細胞の LC3染色 
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