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1.緒言 

先天性疾患であるシトリン欠損症は、肝臓内でシトリンが欠損する疾患で、SLC の変異で

発症する遺伝的疾患である 1)。シトリン欠損症は、幼児期に発症するものと成人して発症

するものに分けられる。病態としては、肝臓内でのアンモニア代謝が障害され、高アンモ

ニア血症を呈し、重度の肝性脳症を発症する。現状では根本治療は肝移植しかない。しか

し、シトリン欠損症はアンモニア代謝のみに異常を認め他の肝機能は正常であることが多

い 2)。したがって、シトリン欠損症での肝細胞内での病態を正確に把握し、その遺伝子を

治療することができれば、肝移植を行わなくてもシトリン欠損症を治療することができ、

ドナー不足が著しい本邦では、肝移植以外の治療法を検索することは必要である。 

 原因遺伝子の追求および新治療法を確立するためには遺伝子変異を持った肝細胞が大量

に必要となる。しかし、肝細胞を大量に培養する技術は確立されておらず、病気肝を使用

する研究はできない。そのため、ヒト肝細胞を用いての病気肝を再現できていない。 

 最近になり山中らが 2007 年 3)に報告した induced pluripotent stem cell（iPS 細胞）は、分

化した細胞に 4 つの遺伝子を入れることで、初期化され、全ての細胞に分化できる可能性

がある幹細胞であり、再生医療への応用が期待されている。我々の研究室では、以前より

iPS 細胞から肝細胞を作成し、それを利用することで人工肝臓を作成することに取り組ん

でいる 4)。先天性に遺伝子変異を持った体細胞、例えば皮膚などから、iPS 細胞を作成し、

その細胞から肝細胞を作成することができれば、遺伝子変異を持った肝細胞を実験室にて

大量培養することができる可能性がある。また、その肝細胞から人工肝臓を作成すること

ができれば、病気肝を体外で再現することができ、治療薬の開発にかかる危険性や費用、

時間を大幅に減らすことができる（図 1）。 



 
 

 今回の研究の目的は、シトリン欠損症の患者の細胞より iPS 細胞を作成し、肝細胞を作

成し、シトリン欠損症の遺伝子変異を持った肝細胞を作成し、その細胞を使用することで、

シトリン欠損症の病態の解明し、臨床応用可能な革新的治療法の開発をすることである。 

 

2.方法 

2-1) 線維芽細胞採取 

当科にてシトリン欠損症にて生体肝移植を受けた症例の摘出肝臓の一部より肝組織を採取

し、細胞を分離後に線維芽細胞を採取した。採取した線維芽を培養した。 

2-2) iPS 細胞の作成 

線維芽細胞のリプログラミングはエピゾマルプラスミドを用いて行った。OCT3/4、p 

53shRNA、SOX2、KLF4、L-MYC、LIN28 をコードしたエピゾマルプラスミドをヌクレオ

フェクターを用いて、繊維芽細胞に導入。20〜30 日間、マトリゲルでプレートし、mTeSR

で培養した。コロニーが形成したのち、stem cell マーカーである NANOG、OCT4、SSEA、

TRA160 の発現を評価した。 

2-3) iPS 細胞から肝細胞への分化 

iPS 細胞を Accutase を用いて継代後に、Activin A、BMP4、FGF2 を含んだ RPMI にて４日

間培養し、内胚葉に分化させる。次に、HGF を含んだ DMEM で 10 日間培養し、肝細胞に

分化させた。 

2-4) リアルタイム RT-PCR 

集めた細胞から RNA を抽出し、SuperScriptIII を用いて、cDNA を作成。Taqman 法を用い

て、遺伝子の mRNA 量を測定した。内因性コントロールとしてベータアクチンの mRNA

の発現量を用いた。 

2-5) 蛍光免疫組織学的染色 

4％パラフォルムアルデヒドにて固定した。ブロッキング後にそれぞれの遺伝子の１次抗

体を用いて、12 時間反応させた。それぞれの１次抗体に対応する HRB で標識された２次

抗体にて発色させた。DAPI を用いて、核の染色を行った。 



2-6) 機能評価 

iPS 由来肝細胞を 4 日間培養したメディウムを回収し、α１アンチトリプシンのエライザキ

ットを用いて、メディウム中の α1アンチトリプシンの濃度を測定した。また、尿素測定キ

ットを用いて、メディウム中の尿素の濃度を測定した。 

 

3.結果 

3-1) iPS 細胞の作成 

摘出した肝組織より繊維芽細胞を採取し、培養後に iPS 細胞を作成した。作成した iPS 細

胞は stem cell のマーカーである、NANOG と OCT3/4 の発現を認めた（図 2（a））。 

3-2) 分化誘導 

iPS 細胞を肝細胞に分化させるために内胚葉に分化させた。コントロールとして、健康人

より採取した iPS 細胞も同時に分化させた。内胚葉のマーカーである SOX17 の発現を免疫

組織学的染色にて確認した（図 2（b））。次に肝細胞に分化させるため、HGF を含むメディ

ウムで 10 日間培養した。シトリン欠損症 iPS 由来肝細胞、コントロール由来 iPS 肝細胞と

もに肝細胞特異的マーカーであるHNF4αの発現を免疫組織化学染色にて認めた（図 2（c））。

リアルタイム PCR にて、シトリン欠損症由来およびコントロール由来肝細胞は、共に肝細

胞特異的転写因子である HNF4αの発現量は正常成人肝細胞とほぼ同じレベルであった（図

2（d））。 
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3-3) 機能評価 

分化させた iPS 由来肝細胞の機能を評価するため、分化させた肝細胞を培養し、培養液中

の α1 アンチトリプシンの濃度をエライザにて評価した。正常肝細胞細胞の濃度が 200 

ng/ml/106 cells/day に対して、シトリン欠損症由来肝細胞およびコントロール由来肝細胞の

それは、63 ng/ml/106 cells/day および 43ng/ml/106 cells/day であり、iPS 由来肝細胞の α1ア

ンチトリプシンの産生量は、正常成人肝細胞の 1/3〜1/４であったが、シトリン欠損症由来

細胞とコントロール細胞では有意差を認めなかった。 

3-4) アンモニア代謝の比較 

シトリン欠損症では、肝細胞でのアンモニア代謝機能が低下し 1),2)、高アンモニア血症を発

症する。したがって、iPS 由来肝細胞におけるアンモニア代謝を確認するために、培養液中

のアンモニア代謝の産生物である尿素の量を測定した。シトリン欠損症由来肝細胞、コン

トロール由来肝細胞の尿素量は、1.30 ug/ml、1.35 ug/ml であり、2 群間で有意差を認めな

かった（図 3（a））。正常成人肝細胞の尿素量は、13.1 ug/ml であり、iPS 由来肝細胞の約 10

倍の産生量を認めた。iPS 由来肝細胞のアンモニア代謝量が正常成人肝細胞に比べ著しく

少ない原因を検討するため、アンモニア代謝に関わる遺伝子である OTC の発現量を比較

した。シトリン欠損症由来肝細胞およびコントロール由来肝細胞の OTC の mRNA の発現

量は、正常成人肝細胞の発現量に比べて 0.012、0.010 であり、正常成人肝細胞に比べ、非

常に低発現であった。また、シトリン欠損症由来肝細胞とコントロール由来肝細胞で発現

量に有意差を認めなかった（図 3（b））。 

 

図 3 

  



4.考察 

今回、シトリン欠損症より線維芽細胞を採取し、iPS 細胞を作成した。iPS 細胞作成に関し

ては、シトリン欠損症の遺伝子異常があってもコントロールと同様に iPS 細胞が作成でき

たことから、シトリン欠損症の遺伝子異常は Stemness の維持には、異常を認めないことが

わかった。このことは、シトリン欠損症患者から iPS 細胞作成できること、また、その iPS

細胞から遺伝子治療の可能性があることが証明された。 

 次にシトリン欠損症由来 iPS 細胞がコントロール由来 iPS 細胞と同じように肝細胞への

分化をし、肝細胞特有的遺伝子の発現を認めた。また、肝機能の指標である、α1アンチト

リプシンの発現量は、2 群間で有意差を認めなかった。このことは、シトリン欠損症遺伝

子を認めても肝細胞への分化ができるだけでなく、これまで報告されているようにシトリ

ン欠損症は、アンモニア代謝以外の肝機能は正常であることを示していた 2)。 

 シトリン欠損症の病態であるアンモニア代謝について評価するために培養液中の尿素量

を比較した。iPS 細胞由来肝細胞の尿素量は、正常成人肝細胞の 1/10 程度のであり、シト

リン欠損症とコントロールにて有意差を認めなかった。この産生量が低い原因を検討する

ために、尿素回路の遺伝子である OTC を調べたが、正常成人肝細胞に比べ、どちらの iPS

由来肝細胞もその発現量が 1/100 と非常に低く、2 群間で差を認めなかった。これは、iPS

由来肝細胞が、代謝に関わる遺伝子発現については未熟であることを示しており、この方

法では、シトリン欠損症由来肝細胞のアンモニア代謝については、正しく評価できないと

考えられた。今後は、肝細胞の代謝についてより成熟した肝細胞を作成するプロトコール

（代謝遺伝子の強発現モデル）を検討する予定である。 

 

5.結語 

シトリン欠損症患者より iPS 細胞を作成することができ、肝細胞への分化もできた。しか

し、iPS 由来肝細胞自体の代謝に関わる遺伝子発現は低く、シトリン欠損症のアンモニア

代謝を正確に評価することはできなかった。今後、代謝に対してより成熟した肝細胞を作

ることにより、シトリン欠損症の評価が可能となることが期待される。 
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