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略語 

 

ABC: ATP binding cassette 

ATP8B1: ATPase, class I, type 8B, member 1 

ABCA1: ATP-binding cassette, sub-family A, member 1 

ApoA1: Apolipoprotein A1 

BSA; Bovine serum albumin 

BSEP: Bile salt export pump 

ER: Endoplasmic reticulum 

FACS: Fluorescence activated cell sorting 

FSC: Forward scatter  

FXR: Farnesoid X receptor 

-GTP: Gamma-glutamyl transpeptidase 

HDL: High density lipoprotein 

IFN-: Interferon gamma 

IL-4: Interleukin 10 

IL-10: Interleukin 4 

LDL: Low density lipoprotein 

LXR: Liver X receptor 

M-CSF: Macrophage colony stimulating factor 
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MDM: Human monocyte derived macrophage 

MFI: Mean fluorescence intensity 

mRNA: messenger RNA 

PBS: Phosphate buffered saline 

PFIC: Progressive familial intrahepatic cholestasis 

PS: Phosphatidylserine 

qPCR: Quantitative real time polymerase chain reaction 

RCT: Reverse cholesterol transport 

siRNA: Small interference RNA 

SR-B1: Scavenger receptor class B member 1 

SSC: Side scatter 

VLDL: Very low density lipoprotein 
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背景 

 

コレステロールのホメオスタシス 

細胞において、コレステロールはリン脂質と共に細胞膜を構成する脂質であ

り、膜の流動性や、安定性を制御しており、ひいては細胞内膜小胞を介したオ

ルガネラ間の物質輸送、膜タンパク質の機能制御、またラフトと呼ばれる界面

活性剤に不溶性の細胞膜ドメインの形成に寄与し、細胞膜を介したシグナル伝

達においても重要な役割を果たしていることが今日までの精力的な研究から明

らかにされている (1)。したがって、コレステロールの細胞内、および個体内で

の動態制御は、これらの機能を正常に保つのに非常に重要であることが推察さ

れる。実際に、コレステロールは臓器間、また細胞内オルガネラ間においても

含有量が大きく異なっており、このような分布を維持するために非常に複雑な

機構が存在する (コレステロールホメオスタシス) (2)。その中で、体内に摂取し

たコレステロールの臓器間での分配過程においては、循環器系を介したリポタ

ンパク質による輸送が主要な役割を担っており、一方、体外へのコレステロー

ル排出には、代謝産物である胆汁酸の胆汁排泄過程が主要な役割を担う。細胞

内のコレステロール動態については、細胞内外の輸送、細胞内オルガネラ間の

輸送、de novo 合成経路、代謝経路という素過程が考えられ、それぞれに寄与す
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る特異なタンパク質群が同定されてきている。 

 

個体内のコレステロール動態制御 

体内へのコレステロール供給源となるのは食事によるものが全体の 2 ~ 3 割

であり、体内での生合成が 7 ~ 8 割を占める。体内のコレステロールは、トリグ

リセリド、リン脂質、そしてアポリポタンパク質と共に、粒子状の構造のリポ

タンパク質として、リンパ管、血管を通り、臓器間を輸送される。小腸上皮細

胞から吸収されたコレステロールは、大型でトリグリセリドが豊富なリポタン

パク質であるカイロミクロンとして、リンパ管を経由して循環血中に放出され、

末梢のリポタンパク質リパーゼ (LPL) によりトリグリセリドが分解されるこ

とでカイロミクロンレムナントとなり、これがアポリポタンパク質 APOB48、

APOE と受容体の相互作用を介して肝臓に取り込まれる。肝臓は全身のコレス

テロール動態において中心的な役割を担う臓器であり、取り込んだコレステロ

ールや、生合成されたコレステロールを、トリグリセリドに富んだ超低密度リ

ポタンパク質 (VLDL) として分泌することで、肝臓から末梢臓器へと分配する

役割を持つ。VLDL 中のトリグリセリドが末梢臓器や血管内皮細胞表面に存在

する LPL、肝性トリグリセリドリパーゼ (HTGL) により分解を受けることで、

VLDL から中間比重リポタンパク質 (IDL)、低比重リポタンパク質 (LDL) とな
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るが、LDL はアポリポタンパク質 APOB100、APOE と LDL receptor (LDLR) 

の相互作用を介して細胞内に効率的に取り込まれるため、末梢臓器へのコレス

テロールの供給源となる (3)。一方で、末梢臓器から余剰なコレステロールを肝

臓へと逆転送する経路も存在することが明らかとなっており、これは高比重リ

ポタンパク質 (HDL) によって担われている (4)。HDL は、末梢臓器、また動

脈壁のマクロファージからのコレステロール排出促進に寄与するが、この作用

は特に、動脈硬化の発生要因となる血管内皮下でのマクロファージの泡末化に

対して抑制的に働くことから、HDL の抗動脈硬化作用として知られている。ま

たコレステロール排出促進以外にも、血管内皮細胞において、HDL は炎症性サ

イトカインである TNFα や IL-1 による細胞膜上の ICAM、VCAM といった接

着因子の誘導を抑える働きがあり、これにより単球の内皮細胞への接着、そし

てそれに続く、内皮下への移動が起こりにくくなると考えられている (5)。さら

にHDLが Scavenger receptor B 1 (SR-B1) を介して endothelial NO synthase 

(eNOS) を活性化して NO 産生を促すことも報告されており、この効果は血管

壁の弛緩をもたらすため、抗動脈硬化作用の一役を担っていると考えられる (6)。

近年の大規模な臨床研究では、血中 HDL コレステロール濃度が動脈硬化のリス

クと逆相関することが示されており、それ以前には、血中総コレステロール値、

LDL コレステロール値が高いことが、脳血管・心血管疾患の危険因子として取
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り上げられていたが、現在では低 HDL コレステロール血症 (< 40mg/dl) も脂

質異常症の一つとして認知されるようになった (7,8)。 

 

細胞内のコレステロール動態制御 

コレステロールは細胞内においても複雑な制御機構により、コレステロール

量、細胞内コンパートメントにおける分布を一定に保っている (9)。細胞内のコ

レステロール量を維持するために、細胞内のコレステロール量を感知し、多い

場合は、合成・取り込みを減らし、排出を増やすレスポンス、一方で少ない場

合は、合成、取り込みを増やし、排出を減らすレスポンスが必要であるが、そ

れぞれに関わる遺伝子の発現をmRNAレベルで調節することで可能にする機構

が存在する。ER に局在する膜タンパク質である Sterol regulatory element 

binding protein 2 (SREBP2) は、ERにおけるコレステロール量が少ない場合、

SCAP と結合し、2 量体としてゴルジ体へと移行し、S1P、S2P というプロテア

ーゼによる切断を受け核内に移行し、転写因子として働くことで HMG-CoA 

reductase や、LDLR など細胞内コレステロール量を増やす遺伝子の転写を促進

し、ABCA1 などコレステロール排出に関与する遺伝子の転写は抑制する 

(10,11)。反対に、ER におけるコレステロール量が多い場合、SCAP のコレステ

ロールセンシングドメインとコレステロールの結合により、SCAP の構造変化
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が起こり、INSIG により SCAP が認識され、SREBP2・SCAP・INSIG の三量

体が形成されることで、ゴルジ体への輸送が抑制され、核内への移行は起こら

ない。この制御機構は極めて厳密であり、ER における少量のコレステロール量

変化にも応答することが明らかとなっている (12)。細胞はコレステロールの供

給源として LDL を、LDLR を介したエンドサイトーシスにより取り込むが、取

り込んだ LDL は初期エンドソーム、後期エンドソームと輸送され、Lysosome 

acid lipase によりコレステロールエステルは加水分解されて遊離コレステロー

ルとなり、その後様々なコンパートメントに輸送される (2)。定常状態において

細胞内のコレステロールは細胞膜にもっとも多く、リソソームにおけるコレス

テロール量は少ないことから、この輸送は効率的に行われていることが推測さ

れる。リソソームからのコレステロールの輸送には Niemann Pick disease type 

C1 (NPC1)、type C2 (NPC2) が関与しており、この遺伝子変異はリソソームに

コレステロールが蓄積する Niemann Pick disease となることが知られている

が、取り込まれたコレステロールがどのように ER に輸送され、SREBP に感知

されるのかについては不明な点が多い (13)。 

 

コレステロールトランスポーター 

コレステロールの細胞内外輸送に関わる膜タンパク質は、遺伝子クローニン
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グならびに遺伝子改変動物を用いた解析から明らかにされており、動脈硬化と

の関連から近年盛んに研究されている。Niemann-pick type C1 Like 1 

(NPC1L1) は血中コレステロールを下げる目的で処方されるエゼチミブによっ

て阻害される標的タンパク質として同定され、小腸上皮細胞の刷子縁膜側に発

現し、食事、胆汁由来のコレステロールの取り込みに寄与することが明らかと

なっている (14)。ABCG5、ABCG8 はヘテロダイマーとして機能するトランス

ポーターで、肝細胞の毛細胆管側、小腸刷子縁膜側に発現し、植物ステロール

の排出に働き、この機能欠損によりシトステロール血症となることが知られて

いる (15)。細胞内コレステロールの細胞外への排出には主にABCA1、ABCG1、

SR-B1 が関与することが明らかとなっている。ABCA1 は肝実質細胞、小腸上皮

細胞の基底膜側、マクロファージなどユビキタスに発現し、Apolipoprotein A1 

(ApoA1)との相互作用を介して、細胞内から細胞外へとコレステロールを排出し、

HDL 形成の初期段階を担うトランスポーターである (16)。各臓器における

ABCA1 の機能を解析するため、これまで臓器特異的なノックアウトマウスが作

出されているが、肝臓特異的ノックアウトマウスにおいて血中 HDL コレステロ

ール濃度が 70%低下することから、肝臓における ABCA1 が HDL 形成における

主要な役割を担っていると考えられており (17)、小腸特異的ノックアウトマウ

スにおいても血中 HDL コレステロール濃度が 30%低下することから小腸にお



 

11 

 

ける ABCA1 の寄与も示されている (18)。また肝臓、小腸のダブルノックアウ

トマウスでは 90%低下することから、他の臓器における ABCA1 の HDL 形成に

対する寄与は低いと考えられている。実際にマクロファージ特異的なノックア

ウトマウスでは血中 HDL コレステロール濃度の減少は見られていない (19)。

しかしながら、3H 標識コレステロールを負荷したマクロファージをマウスの腹

腔内に注射して、その後マクロファージから排出された 3H 標識コレステロール

が、循環血を通り、肝臓に取り込まれ、胆汁として糞中へ排出されることを想

定した、RCT アッセイという実験系において、ABCA1 がノックアウトされた

マクロファージを用いるとコントロールの場合と比較して糞中への排出が減少

する結果が得られており、末梢のマクロファージから肝臓へのコレステロール

転送には、マクロファージの ABCA1 が寄与していると考えられている (20)。

ABCA1 のヒトにおける重要性は、ABCA1 をコードする ABCA1 遺伝子の機能

欠損により、血中 HDL コレステロールがほぼゼロレベルになり、動脈硬化を発

症しやすい Tangier 病となることから明確である (21-23)。コレステロールの排

出に関わる ABC トランスポーターとしてもう一つあげられるのが ABCG1 で、

ABCG1 は副腎、肺、膵臓などに発現する他、マクロファージにも発現しており、

細胞内のコレステロール排出に促進的に働くことが、過剰発現系において HDL

やアルブミンに対するコレステロール排出が上昇することから明らかとなって
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いる (24)。ABCG1 のノックアウトマウスから回収したマクロファージを用い

た RCT アッセイにおいて、ABCA1 ノックアウトと同様に糞中へのコレステロ

ール排出の減少が見られていることから、コレステロールの逆転送に寄与して

いると考えられているが (20)、ABCA1 のように特異的なアクセプターを持た

ないことから、ABCG1 は、ABCA1 の働きにより形成されたコレステロールエ

ステル含有量の少ない HDL (HDL3) に対して、コレステロール排出する働きが

あり、成熟した HDL (HDL2)の形成に働くと考えられている。SR-B1 はスカベ

ンジャーレセプターファミリーのうちの一つであり、HDL 中のコレステロール

の取り込み、細胞内コレステロールの排出の双方向に輸送する働きがあるとい

うことが報告されており、発現臓器によりその役割が異なっていると考えられ

ている (25)。肝臓における SR-B1 は HDL のコレステロールを取り込む方向に

働き、末梢において HDL に対して排出されたコレステロールを回収する段階を

担っていると考えられている (26)。一方マクロファージにおける SR-B1 は余剰

なコレステロールを HDL に受け渡す働きがあると推定されているが、SR-B1

は細胞内コレステロールレベルが上昇すると発現量が減少することが報告され

ていることや、SR-B1 のノックアウトマウスのマクロファージにおいて WT マ

ウスのマクロファージと比較してRCTアッセイで差が見られないことなどから、

マクロファージの泡沫化抑制、RCT の促進に貢献するというエビデンスは乏し
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い (20)。 

 

胆汁酸としてのコレステロールの体外排出 

RCT により末梢から肝臓へ輸送されたコレステロールは、代謝を経て最終的

に胆汁酸として胆汁中へ排泄される。肝細胞内での cholesterol 7α-hydroxylase 

(CYP7A1) による 27-ヒドロキシ-コレステロールへの代謝反応が胆汁酸合成の

初期段階となっており、その後複数の代謝、抱合反応により胆汁酸に合成され

る。胆汁中の主要成分である胆汁酸はステロイド骨格を持つ両親媒性の有機ア

ニオンである。肝細胞での合成後は、胆汁中へと排出されるが、その大部分は

腸管で再吸収を受け、門脈血を介して再び肝細胞内に取り込まれる (27)。この

小腸と肝臓の間を循環する腸肝循環と称される過程の中で、胆汁酸は種々の重

要な機能を担っている。肝臓や小腸においては、胆汁酸を基質とする核内レセ

プターである Farnesoid X receptor (FXR) を介し、胆汁酸自身の生成や代謝、

腸管循環時における輸送に関わるタンパク質をコードする遺伝子を調節してい

る (28)。また、肝臓から毛細胆管内への胆汁酸の排出は、細胞間隙を介してカ

ウンターイオンであるナトリウムイオンの類洞から毛細胆管への移動を促す。

その際に生じた浸透圧差は、毛細胆管内へ水を流入させ、胆汁流の駆動力とな

ることが知られている。更に、腸管へと分泌された胆汁酸は、脂溶性ビタミン
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であるビタミン A、D、K やコレステロール、少量のトリグリセリドや脂肪酸と

共にミセルを形成し、消化管における吸収を促進することが知られている。こ

のように胆汁酸は、生体内で重要な機能を担っているが、その一方で、ステロ

イド骨格に由来する界面活性作用、あるいは疎水性の性質により、細胞内では

毒性を持つことも知られている (29)。生体は正常時には、これらの毒性に対し

て、細胞膜に含まれるコレステロールや、スフィンゴミエリン、フォスファチ

ジルコリンなどにより、胆汁酸を水和、アルカリ化、ムチン化することで対応

している (30)。また胆汁流の存在も、胆汁酸が膜に接触する時間を制限すると

ともに、胆汁圧力を正常に保ち、胆汁に含まれる固形物の沈着形成を防ぐこと

により、胆汁酸の細胞毒性からの防御に一役を担っている (30,31)。したがって

腸肝循環における胆汁酸輸送や、胆汁や細胞膜の構成成分が変化することによ

り、毒性のある胆汁が形成され、結果的に、肝細胞や胆管を傷つけることとな

る。胆汁酸の胆汁中への排泄、腸管循環についても種々のトランスポーターの

関与が明らかになっている。肝細胞内への取り込み過程は、Na+-dependent 

co-transporting polypeptide (NTCP/SLC10A1) (32) と Na+非依存的な organic 

anion transporting polypeptides (OATPs/SLC21A) (33) 肝細胞から毛細胆管

への排出過程においては、taurocholate, glycocholate といった一価の電荷を持

つ胆汁酸に関しては Bile salt export pump (BSEP/ABCB11) (34) 、硫酸抱合さ
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れた胆汁酸や二価の電荷を持つ胆汁酸に関しては multidrug resistance 

associated protein 2 (MRP2) (35)、腸管上皮細胞内への取り込み過程は、apical 

sodium-dependent bile acid transporter (ASBT/SlC10A2) (36)、腸管上皮細胞

から門脈血への排出過程は、organic solute transporter (OST) と organic 

solute transporter  (OST) のヘテロダイマーによることが報告されている 

(37)。 

 

進行性家族性肝内胆汁うっ滞症 2, 3 型 (PFIC2, PFIC3) 

胆汁酸輸送に関与する輸送担体の生体システムにおける重要性は、ABC トラ

ンスポーターファミリーに属する BSEP、ABCB4 の機能低下により、肝疾患が

発症することから垣間見ることができる。BSEP 遺伝子の変異による先天的な

機能不全は、進行性家族性肝内胆汁うっ滞症 2 型  (Progressive familial 

intrahepatic cholestasis type 2; PFIC2) の発症原因となる。PFIC2 患者では、

胆汁中への胆汁酸排泄が低下するため、胆汁うっ滞が惹起されるとともに、肝

内に過剰な胆汁酸が蓄積するため、重篤な肝機能障害が生じ、慢性化する結果、

思春期前に肝硬変へと進行し、死に至る (38,39)。ABCB4 の遺伝子変異による

先天的な機能欠損も、胆汁中へのフォスファチジルコリンの排泄が低下する結

果、胆汁酸の毒性を軽減できないため、特に胆管系の細胞に障害が生じ、進行
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性家族性肝内胆汁うっ滞症 3 型 (Progressive familial intrahepatic cholestasis 

type 3; PFIC3)という致死性の疾患の発症につながる (40-42)。 

 

進行性家族性肝内胆汁うっ滞症 1 型 (PFIC1) 

一方でABCトランスポーターファミリーに属さない遺伝子の変異による遺伝

性肝内胆汁うっ滞も知られている。進行性家族性肝内胆汁うっ滞症 1 型 

(Progressive familial intrahepatic cholestasis type 1; PFIC1)は、乳児期に肝内

胆汁うっ滞を発症し、思春期前に肝硬変、肝不全へと進行し、死に至る疾患で

あり、PFIC2 と非常に似た症状を示すことが知られている (43,44)。PFIC1 は

P4-type ATPase ファミリーに属する ATP8B1 の遺伝子変異が原因であるが、

ATP8B1 自身は胆汁酸輸送を担うトランスポーターではないと考えられている 

(45)。P4-type ATPase ファミリーはアミノリン脂質を脂質二重膜の細胞外側か

ら細胞質側の膜へと輸送するフリッパーゼ活性を有する膜タンパク質をコード

する遺伝子群と考えられており、その活性により、脂質二重膜の内外膜におけ

るリン脂質、コレステロール、スフィンゴミエリンなど脂質の非対称な配置の

保持に寄与していると推察されている (46)。ATP8B1 は BSEP、ABCB4 と同

様に、肝実質細胞の毛細胆管側膜に発現していることが報告されているが、

ATP8B1 機能欠損マウスの胆汁成分の解析では、野生型マウスでは見られない
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フォスファチジルセリンが検出され、また胆汁中のコレステロール量が多い 

(47)。そして、膜ベシクルで BSEP の機能を評価する系において、膜のコレス

テロール量が減少すると BSEP の機能低下が起こるという報告 (48) がされて

おり、これらを合わせて、ATP8B1 の機能不全により、脂質二重膜の非対称性

が損なわれ、コレステロール含量が減少し、間接的に BSEP の機能が低下する

ことで肝内胆汁うっ滞が惹起されるという仮説が提唱されている (49)。一方で、

ATP8B1 の機能欠損により、FXR のダウンレギュレーション、核内移行の抑制

が起こることで、FXR により遺伝子発現制御を受けている BSEP の発現低下、

ASBT の発現上昇が起こるという仮説も他のグループから提唱されているが 

(50)、培養細胞を用いた RNA 干渉による ATP8B1 のノックダウンにより、FXR

の発現量減少や活性化の抑制が見られないこと (51)、ATP8B1 機能欠損マウス

において同様に変化が見られないこと (52)、PFIC1 患者の肝組織においても

BSEP の正常な発現・局在が見られる場合があること (53) から否定的に見られ

ている。PFIC1 患者では、頻度は高くないものの、肝臓外の症状として肺炎、

膵炎、難聴が報告されており、これらは PFIC2 患者では見られていない (54)。

これは、ATP8B1 は比較的にユビキタスに発現するタンパク質であることから、

各臓器における ATP8B1 の機能欠損によるものと考えられている。難聴につい

ては ATP8B1 の変異により、進行性ではないが発作的な胆汁うっ滞を呈する
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BRIC1 患者、また ATP8B1 の機能欠損マウスにおいて、音の振動を神経に伝え

る役割を担う内耳の有毛細胞が変性していることが観察されており、ATP8B1

が有毛細胞の維持に重要であることが示唆されている  (55)。しかしながら

ATP8B1 の生理学的機能が十分に明らかとなっておらず、それぞれの症状がど

のようにして引き起こされるのか、分子メカニズムは未解明である。 

 

新生児・乳児期の胆汁うっ滞における PFIC の鑑別 

先に述べた PFIC1、PFIC2、PFIC3 に加え、新生児・乳児期に胆汁うっ滞を

発症する疾患が他にも複数知られており、適切な治療方針の決定にはこれらを

早期に診断・鑑別することが重要である。血液検査より、血清中の胆汁酸、直

接ビリルビン、AST/ALT について高値が見られ、超音波検査により胆道の異常

が見られない場合にPFICが疑われ、さらに血清-GTP活性の高い患者がPFIC3、

正常値である場合 PFIC1、PFIC2 の可能性が考えられる。しかしこの段階にお

いては、その他の疾患の可能性も考えられるため、さらなる検査が行われてい

る。肝生検サンプルを用いた、組織学的検査は、PFIC と肝組織に異常をきたす

他の疾患とを区別するのに必要である。PFIC3 疑いと診断され、肝組織の観察

から胆道上皮の増殖が見られた場合 PFIC3 の疑いはより強まり、Alagille 症候

群や、嚢胞性線維症、1-antitrypsin 欠損症などの可能性を除くことができる 
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(56)。しかしながら PFIC1 と PFIC2 に非常によく似た症状を示す TJP2、BAAT

欠損症など、通常の検査では判別できない疾患も存在する (57)。そこで各疾患

の責任遺伝子の産物であるタンパク質の発現を免疫染色により調べる方法が取

られており、染色が見られない場合、当該遺伝子の変異によって発現量が著し

く減弱していることを推察することができる。ただしコントロールを厳密に取

れないため、明確な判定基準を設けられないことや、変異により機能のみが低

下する場合に鑑別できないことから万能でない。以上のような検査を経て、な

お PFIC が強く疑われる場合には、確定診断に至るために末梢血白血球からゲ

ノムを調製し PFIC の各責任遺伝子の配列を解析することになる。PFIC1、2、

3 の各責任遺伝子である ATP8B1、BSEP、ABCB4 はそれぞれ 28 のエクソン

から成るため、それぞれのエクソンを挟むプライマーセットで PCR により増幅

した産物の塩基配列を解析することで、各遺伝子のエクソン、またはエクソン-

イントロンの境界領域について変異の有無を調べることができる。そして、解

析の結果、高度に保存されたスプライシングに必須の塩基や、病因となること

が過去の報告や、変異の性質から明らかな部位 (フレームシフト、ナンセンス) 

において変異がホモ、あるいは複合ヘテロで同定された場合は確定診断に至る

こととなる。しかしながら遺伝子解析によっても診断が困難なケースが存在す

る (これについては序論において記述する)。 
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P4-type ATPase ファミリーの生理学的機能 

P4-type ATPaseファミリーはアミノリン脂質のフリッパーゼであることから、

脂質二重膜の性質を変化させることによって様々な細胞機能を担っていること

が線虫や酵母を用いた研究により示唆されている  (58)。その中でも細胞内小胞

輸送への関与が明らかになっている。酵母を用いた研究では、一つの遺伝子を

欠損しても死に至らない場合、もう一つの遺伝子を同時に欠損させることで、

死に至るかどうかを検討する、合成致死性を用いた手法から、機能的に関連す

る遺伝子をスクリーニングされている。それにより、酵母の P4-type ATPase で

ある、DRS2 や NEO1 との関連遺伝子としてあげられる遺伝子には様々な細胞

内小胞輸送に関わる遺伝子が含まれ (59)、それらの変異株の表現型解析から、

エンドサイトーシス、ゴルジ体からの分泌、ER からゴルジ体への小胞輸送など

種々の輸送経路への異常が観察されている (49)。また線虫の P4-type ATPase

である TAT-1 の機能欠損により外因性に発現させたヒト Transferrin receptor、

ヒト GLUT1 のリサイクリングが阻害されることが報告されている (60)。哺乳

類の P4-type ATPase についても、機能解析が進められてきており、フリッパー

ゼ活性とそれに伴う細胞機能のリンクがいくつか報告されている。Caco-2 細胞

を用いた ATP8B1 の定常的ノックダウン細胞では、アピカル膜に発現する複数

のタンパク質のトラフィッキングに異常が見られており、異常が見られるタン
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パク質に選択性があることから、小胞輸送が部分的に破綻していて、その経路

にのるタンパク質に影響が出ていると推察されている (61,62)。ATP8A1 は

ATP8B1 と同様、哺乳類の P4-type ATPase の一つであるが、リサイクリングエ

ンドソームと細胞膜に局在し、フォスファチジルエタノールアミンの取り込み

を促進すること、そしてそのノックダウンにより、細胞遊走が抑制されること

が報告されている (63)。フォスファチジルセリンのフリッパーゼ活性が明らか

となっているATP11Cについては、赤血球の形態維持に寄与していること (64)、

B 細胞の分化に関与すること (65,66)、そしてアポトーシスの際に分解されるこ

とでフォスファチジルセリンの細胞外露出を促進すること (67) など、様々な細

胞機能への関連が示されてきている。これらのことから、P4-type ATPase が、

フリッパーゼ活性を持つことにより細胞膜のダイナミクスに寄与していること

が伺える。 

 

マクロファージの分類、極性化とサブタイプ 

骨髄の前駆細胞から循環系に入った単球は、血管内皮下に浸潤し、各組織へ

移行するとともにマクロファージへと分化する。マクロファージは各組織にお

いて異なる役割を担っていることから、解剖学的な部位の違いで分類がなされ

ており、それぞれ破骨細胞 (骨)、ミクログリア (脳)、肺胞マクロファージ(肺)、
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組織球 (結合組織)、クッパー細胞 (肝) など異なる名前で呼ばれている。マクロ

ファージは自然免疫において重要な役割を担っており、病原体など異物の除去、

抗原提示、そしてアポトーシスした自己細胞の除去まで、炎症の初期から終結

までに関与しているが、炎症の各段階において、異なる性質、機能を持つこと

から、マクロファージは可塑性に富み、周囲の環境に応じて形態や遺伝子発現、

機能を変化させることが明らかとなってきている。また、同じ炎症部位におい

ても、異なる性質を持ったマクロファージが存在していることから、

heterogeneous な細胞集団であると捉えられており、各性質を有するマクロファ

ージを理解するために、機能や表面抗原の違いからサブタイプが分類されてき

た (68)。そして異なる刺激により、各サブタイプの性質を獲得することが明ら

かとなってきており、この過程には polarization (極性化) という表現が用いら

れる。特に、古くから研究され、LPS や IFN-といった刺激により極性化し、

炎症に対して促進的に働く性質を持つサブタイプを classically activated, M1

サブタイプと呼び、IL-4、IL-13 によって極性化し、炎症に対して抑制的に働く

性質を持つサブタイプを alternatively activated, M2 サブタイプと呼ぶ (69)。

M1サブタイプとM2サブタイプの違いとして挙げられるのはNOの産生である。

M1では inducible NO synthase (iNOS) が誘導され、NOを産生するのに対し、

M2 では arginase が誘導され、NO 産生に必要なアルギニンを代謝するため、
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NO産生は抑制される。またM1サブタイプは reactive oxygen species (ROS) の

産生も活発であり、NO と共に毒性を持つ分子として、外来微生物の除去に寄与

している。M1 サブタイプによる炎症の惹起、異物の排除過程では、周囲の組織

も傷害してしまうため、炎症の終結と共に、組織の修復が必要となるが、ここ

で M2 サブタイプの機能が重要となる。M2 サブタイプは組織修復に寄与する繊

維芽細胞の増殖・分化を誘導する TGF-、PDGF や、血管新生を誘導する VFGF

を分泌し、組織細胞の増殖、細胞外マトリックスの再構築の促進に働いている 

(70,71)。また近年、M2 マクロファージとして捉えられていたサブタイプのうち、

抗炎症サイトカインである IL-10 や糖質コルチコイドにより極性化が誘導され

るサブタイプについては、異なる性質を持つことから、IL-4、IL-13 により極性

化するサブタイプを M2a、IL-10、糖質コルチコイドにより極性化するサブタイ

プを Regulatory, M2c サブタイプとした分類が提唱され、定着しつつあるのが

現状である (72)。M2a サブタイプは Fluid-phase エンドサイトーシス、マンノ

ース受容体を介したエンドサイトーシスが活発で (73)、MHC class Ⅱを高発現

することから、取り込んだ抗原を提示する役割を担っており、ファゴサイトー

シスでは除去されない寄生虫の抗原提示に寄与している。一方で M2c サブタイ

プではこれらの機能、MHC class Ⅱの発現は抑制されている。M2c サブタイプ

特異的な機能としてはアポトーシス細胞のファゴサイトーシスがある (74)。こ
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の機能によって、M2c サブタイプは炎症の終結時に、アポトーシスした自己細

胞 (好中球) を速やかにファゴサイトーシスして、自己抗原に対する免疫寛容に

寄与している。実際に、アポトーシス細胞のファゴサイトーシス能の獲得に必

要な核内受容体として明らかとなった LXR/、PPARをノックアウトしたマ

ウスは、自己免疫性の病態を発症することが示されている (75,76)。 

 

マクロファージサブタイプの極性化の制御 

  極性化の制御は先に記したとおり、サイトカインによる刺激により誘導され

る。M1 サブタイプの極性化を促す IFN-は、IFN-受容体に結合すると JAK1、

JAK2 がリクルートされ、STAT1 をリン酸化することで核内移行を促し、リン

酸化 STAT1 が転写因子として機能することで、極性化に必要な遺伝子の発現を

誘導する。また別の転写因子である IRF の核内移行も起こることが知られてい

る。グラム陰性菌細胞壁外膜の構成成分である Lipopolysaccharide, LPS も M1

への極性化を誘導するが、主に Toll like receptor 4 (TLR4) によって受容される

ことで、MyD88、TIRAP を介してシグナルが伝達され、NF-B、AP-1、IRF

といった転写因子群が活性化することで、遺伝子発現の調節が行われる。

GM-CSF も M1 様のフェノタイプを誘導する因子として考えられるようになっ

てきているが、STAT5、NF-B、IRF を活性化させることから、IFN- 、LPS
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刺激と類似している。一方で、M2a サブタイプ、M2c サブタイプの極性化を誘

導する IL-4、IL-10 は、IFN-と同様な機構JAK-STATpathwayでそれぞれ

転写因子を活性化させる。IL-4 は STAT6、IL-10 は STAT3 を活性化させ、各

サブタイプに特有な遺伝子発現を誘導する。糖質コルチコイドは IL-10 と同様

に M2c サブタイプを誘導する因子であるが、ステロール骨格を持つ脂溶性の高

い分子であるため、細胞膜を容易に透過し、核内受容体である糖質コルチコイ

ド受容体のリガンドとして作用し、抗炎症に働く遺伝子の転写を誘導する。ま

た M2a、M2c サブタイプが抗炎症のサブタイプとして捉えられる所以として、

IL-4、IL-10 の作用により、先に記した M1 サブタイプの極性化で上昇する IL-1、

IL-6、IL-12 等の炎症性サイトカインを抑制されることが挙げられる。このよう

に、極性化の過程では各転写因子による遺伝子発現の誘導、抑制がダイナミッ

クに起こることにより、各サブタイプ特有な性質獲得が可能になっている (77)。

さらに、転写因子による遺伝子発現制御のみならず、様々な段階での制御が各

サブタイプの極性化に影響していることが近年明らかとなってきており、その

例として miRNA による mRNA の翻訳抑制 (78,79) や、ヒストンのメチル化・

アセチル化制御による epigenetic な遺伝子発現制御 (80) が挙げられる。 
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要旨 

 

 進行性家族性肝内胆汁うっ滞症 1 型、2 型 (PFIC1、2) は乳児期から肝内胆

汁うっ滞を発症し、進行性で思春期までに肝不全へと至る常染色体劣性の遺伝

性疾患である。PFIC1、PFIC2 は症状が酷似しており、臨床所見は酷似してい

るが、治療の過程では差異が認められ、特に肝移植の予後が大きく異なる。こ

れまでに PFIC2 では予後が概ね良好であるのに対し、PFIC1 では脂肪性肝炎が

高頻度に認められ、移植肝の機能喪失へと至ることが明らかとなってきている。

そこで適切な治療方針を決定できるよう、PFIC1、PFIC2 を早期に鑑別する必

要があるが、それぞれの責任遺伝子である ATP8B1、ABCB11 (BSEP) の各エ

クソン配列の解析を行っても、両アレルに病因として明らかな変異を同定でき

ない事例も多く、イントロンやプロモーター領域における変異による mRNA 量

の減少が想定されるようなケースも見られる。そのため、遺伝子解析単独では、

PFIC 型の鑑別に不十分である。そこで本研究では、遺伝子産物であるタンパク

質機能の評価が、より直接的な病因の特定につながると考え、ATP8B1 の分子

機能評価をベースとした PFIC1 の診断法の確立を目的とした。ATP8B1 が

BSEP と異なり、肝臓以外にも発現することに着目し、ヒト全血から分離した

各血球における発現を比較したところ、単球由来マクロファージ (MDM) にお
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いてのみ発現が確認された。そこで ATP8B1 の欠損により MDM で見られるフ

ェノタイプを探索し、その評価によって診断を可能にすることを目指し、まず

siRNA により ATP8B1 をノックダウンした MDM、また PFIC1 患者 MDM に

おけるタンパク質発現を Western blotting により解析したところ、MDM のサ

ブタイプ特異的なマーカーの発現量に変動が見られた。また、ドナーの異なる

MDM 間における ATP8B1 の発現量変動と M2c サブタイプマーカーCD163 の

発現量の相関を見出したことから、ATP8B1 が M2c サブタイプに高発現してお

り、ATP8B1 が発現しない PFIC1 患者 MDM では M2c サブタイプが少ないこ

とを明らかとした。そこで、IL-10 処理により M2c サブタイプへの極性化を誘

導することで、ATP8B1 欠損のフェノタイプがより大きく見られることを期待

して、ATP8B1 のノックダウン下で IL-10 処理を行い、M2c サブタイプへの極

性化の程度を、M2c マーカーの発現、アポトーシス細胞のファゴサイトーシス

能、細胞の形態という 3 点について FACS を用いて検討することとした。その

結果、ATP8B１ノックダウン下において、M2c マーカーである CD163、CD14

の発現量が大きく低下したが (CD163: 75%, CD14: 53%)、一方で CD16 の発現

量に影響はないこと、またアポトーシス細胞のファゴサイトーシス能は IL-10

処理により正常に誘導されていることが明らかとなった。部分的に M2c サブタ

イプへの極性化が起こっていると考えられる CD16high ポピュレーションの
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ATP8B1 ノックダウンによる細胞形態の変化について検討したところ、SSC 値

が有意に高くなることが観察され、これは脂肪滴蓄積の増大と対応することが

明らかとなった。ATP8B1 のノックダウン下での IL-10 処理により見られたこ

れらのフェノタイプは、PFIC1 患者 MDM においても同様に観察され、このう

ち、脂肪滴蓄積の評価は、測定が容易であること、PFIC1 群とその他の群間で、

約 2 倍程度の差が見られること、個人間変動が小さいこと (コントロール群の

CV 値: 14%)、測定値を絶対値として評価できることから、診断として用いるに

は十分なフェノタイプであると考えられた。 
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序論 

 

 進行性家族性肝内胆汁うっ滞症 PFIC (Progressive familial intrahepatic 

cholestasis) は乳児期より肝内胆汁うっ滞を発症し、思春期までに肝不全へと至

る遺伝性疾患である。PFIC は、常染色体劣性の遺伝様式であり、その出生頻度

は 50,000 から 100,000 に 1 人程度と推定されている。その責任遺伝子の違いに

より PFIC1、PFIC2、PFIC3 に分類され、それぞれ ATP8B1、ABCB11 (BSEP)、

ABCB4 (MDR3) が責任遺伝子として同定されており、これらはいずれも肝実質

細胞の肝毛細胆管側膜に発現するトランスポーターである ATP8B1、BSEP、

ABCB4 (MDR3) をコードしている (38)。PFIC は、乳児期に黄疸を呈する患者

の中で、血液検査より血清中直接ビリルビン、総胆汁酸濃度の高値を認め、強

い掻痒感があり、超音波検査により胆管に異常が見られなかった場合に疑われ

るが、さらに血清-GTP 高値であれば PFIC3、正常値か低値であれば、PFIC1、

PFIC2 が疑われることになる。PFIC1 と PFIC2 は、発症から病態がある程度

進行するまでの間、症状や検査値での差が見られず、臨床所見を基にした早期

の鑑別は困難である (54)。 

しかしながらその治療に対するレスポンスは大きく異なり、早期に確定診断

へと至ることは、PFIC1、PFIC2 の適切な治療方針を決定する上で重要である。
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当研究室ではこれまで、尿素サイクル異常症治療薬である 4-phenylbutyrate 

(4PB) が胆汁酸排泄トランスポーターである BSEP の細胞膜における発現量を

上昇させることを見出しており、その治療効果を実証するため、PFIC2 患者に

対する探索的臨床試験を行った結果、BSEP の発現量が低下する変異を有する

PFIC2 患者において、4PB 投与により、BSEP の発現量が部分的に回復すると

ともに、肝内胆汁うっ滞が改善し、肝障害が軽減されることを明らかとしてき

た (81-83)。一方で PFIC1 において、ATP8B1 の機能欠損により、BSEP の機

能低下が起こることが疾患メカニズムとして提唱されていたことから、4PB が

奏功する可能性が考えられたが、臨床試験の結果、掻痒感の軽減が見られたが

肝内胆汁うっ滞症状の改善は見られなかった (84)。また、PFIC1、PFIC2 は肝

不全へと至る前に肝移植が検討され、現在までにその症例報告が蓄積されてき

ているが、PFIC2 患者は概ね予後が良好であるのに対し、PFIC1 患者は移植肝

に脂肪性肝炎を発症し、肝硬変へと至ることが明らかとなってきた (85-87)。 

そこで確定診断へと至るために、遺伝子配列の解析により、それぞれの責任

遺伝子である ATP8B1、ABCB11 に病因となる変異の有無が検討されるが、両

責任遺伝子に変異が見つからない場合、片方のアレルにのみ変異が見つかる場

合、新規の変異が同定され、その影響が未知である場合などが多々認められる

ため、必ずしも確定診断に至らないのが現状である。特に両遺伝子に変異が同
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定されない患者は、PFIC 疑いとして遺伝子検査を受けた患者のうち 30%に上る

ことが報告されており (88) 、その他の責任遺伝子の存在も示唆されている。こ

のような背景より、PFIC1、PFIC2 の各責任遺伝子の遺伝子産物である ATP8B1、

BSEP の発現量、機能を患者検体から評価する方法が必要とされている。 

 BSEP は ABC トランスポーターファミリーに属し、その発現は肝実質細胞の

毛細胆管側膜に限局しており、胆汁酸を細胞内から毛細胆管側へ輸送する機能

を有する。毛細胆管側膜における発現量が非常に高いことから、肝生検により

得られた検体から、肝切片を作製し、抗 BSEP 抗体を用いて免疫染色をするこ

とにより、確認することができ、染色が見られない場合や、毛細胆管側膜にお

ける局在に異常が見られる場合に PFIC2 であると鑑別される (89) 。一方で、

ATP8B1 も肝毛細胆管側膜に発現することが知られているが、その発現量は低

く、免疫染色により ATP8B1 の発現の有無・局在を判別できるほどの精度のあ

る実験系は確立されていない。また、ATP8B1 はアミノリン脂質のフリッパー

ゼとして推測されている P4-type ATPase ファミリーに属し、これまでに、脂質

二重膜の細胞外側のフォスファチジルセリン (PS) をサイトゾル側へ輸送する

フリッパーゼ活性を有することが報告されてきた (90,91) が、ATP8B1 を高発

現する Caco-2 細胞において ATP8B1 をノックダウンしても、細胞の PS のフリ

ッパーゼ活性に影響がないこと (62) や、過剰発現系においても PS のフリッパ
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ーゼ活性は検出されず、それまでに報告されていなかったフォスファチジルコ

リン (PC) のフリッパーゼ活性が検出されたこと (92) が報告されており、現在

でも議論の余地が残されているのが現状である。このような背景から PFIC1 の

鑑別のため、ATP8B1 のフリッパーゼ活性自身を患者検体から測定することは

困難であると考えられる。 

 本研究では、末梢血単球を分化させることで得られる単球由来マクロファー

ジ (MDM) の中で、抗炎症作用を担うサブタイプである M2c サブタイプにおい

て ATP8B1 が高発現することを見出したことから、M2c サブタイプへ極性化を

誘導した MDM において ATP8B1 欠損により見られるフェノタイプが PFIC1

の診断マーカーとして用いることができるという仮説をもとに検討を行った。

その結果、ATP8B1 欠損により IL-10 処理による M2c サブタイプへの極性化が

正常に起こらないこと、脂肪滴蓄積が増大することを明らかとし、特に脂肪滴

蓄積は検出が容易であること、そして測定した絶対値から PFIC1 の診断が可能

であることから、診断マーカーとして有用であると考えられた。 
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方法 

 

PFIC 患者とヒト検体 

 本研究は本学の倫理委員会、及び各医療機関における倫理委員会により承認

を受けており、患者一人一人のインフォームド・コンセントのもとヒト検体の

提供を受け、in vitro の実験に供した。コントロール検体の提供を受けるにあた

っては、肝胆膵の疾患を持ち、PFIC 所見の無い、20 歳以下の患者を対象とし

た。黄疸 (血清直接ビリルビン値上昇)、総胆汁酸値上昇及び掻痒感がある一方、

血清-GTP 活性の上昇、胆道閉鎖所見の見られない PFIC 疑いの患者の全血か

ら Wizard® Genomic DNA Purification Kit (Promega) によりゲノムを抽出し、

BigDye® Direct Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems) と特異的なプラ

イマーを用いて、ABCB11 及び ATP8B1 の各 27 エクソンとエクソン－イント

ロン境界領域を含む箇所を増幅しSequenceを解析した。ATP8B1はAF038007、

BSEP は NM_003742 を Reference sequence として比較し、両アレルに変異が

同定された場合、既に PFIC の病因となることが報告されていれば PFIC1、

PFIC2 それぞれについて確定診断とした。一塩基多型と変異の区別はデータベ

ース (www.ncbi.nlm.nih.gov) をもとに行った。一部の患者では、肝生検を行い、

肝臓におけるBSEP、ATP8B1の発現量をWestern blottingにより調べており、
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その結果も含め診断が行われた。図表: Table 1. に各患者 Pt. 1 ~ 9 に同定した

ATP8B1、BSEP の変異部位を示した。Pt. 9 については結論 (診断法としての

有用性について) において詳細を記述した。Genome sequencing に用いた各箇

所のプライマーを以下の Table. A に示す。 

Table. A  Primer sets for genome sequencing 

Primer sets for ATP8B1 

Exon Forward primer 5' to 3' Reverse primer 5' to 3' 

2a tgtaaaacgacggccagtccatgcaggcagtattcaac caggaaacagctatgaccctgcttccctgttgactcgg 

2b tgtaaaacgacggccagttcagcctaatgacgaagtgg caggaaacagctatgaccatcatctttggcacgtgtgg 

3 tgtaaaacgacggccagtgggatggaggtttaggactt caggaaacagctatgaccaggcaggtgtagcatgaagg 

4 tgtaaaacgacggccagtttgtcactgtaagctgtggg caggaaacagctatgaccctacagcttaaatgttatcgag 

5+6 tgtaaaacgacggccagttggacacacacataagccct caggaaacagctatgaccgaatgtgtttctaggcagag 

7+8 tgtaaaacgacggccagtgcattttctctgtgacttgc caggaaacagctatgaccagccgtctggtccacaatgc 

9 tgtaaaacgacggccagtgcttcatgtccaggtatggc caggaaacagctatgacccaataggaattgaaccaagc 

10 tgtaaaacgacggccagtgttgcttggttcaattccta caggaaacagctatgaccaggacagaaaagcaatcccc 

11 tgtaaaacgacggccagttggtgagctagtgaattgat caggaaacagctatgaccatgagagatctactgagatg 

12a tgtaaaacgacggccagtggttggaaatccatcttcag caggaaacagctatgacctgtatcgtcttctccatca 

12b tgtaaaacgacggccagtttattgggaagcacaggtgg caggaaacagctatgaccatgttgggagaaggtacaac 

13 tgtaaaacgacggccagttatcgagctctctacggaaa caggaaacagctatgaccaggagacaggctatagtcca 

14 tgtaaaacgacggccagtagcctgtccaggccgtatat caggaaacagctatgaccggcaacgaaagagtcttccc 

15a tgtaaaacgacggccagtaccttgcctttgaagaaaagtt caggaaacagctatgacctgtcgtacttctggctct 

15b tgtaaaacgacggccagtgctgatgggaagcttgcatt caggaaacagctatgaccaacctggtctctaatgcctg 

16a tgtaaaacgacggccagtagcagaggcctcaacaatga caggaaacagctatgaccgcaagaacattgtaagtcc 

16b tgtaaaacgacggccagtgacccagaacaccatcac caggaaacagctatgaccgggcacaagcaacatctaaa 

17 tgtaaaacgacggccagttgagccgatactgaactgctgc caggaaacagctatgacccagacagcatcagagagtaag 

18a tgtaaaacgacggccagtctattctttgcattggtggatt caggaaacagctatgacctttatccagagcttcgtccc 

18b tgtaaaacgacggccagtccctatgcctttgctacaag caggaaacagctatgacctaaccttcttccattgtgcc 
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19 tgtaaaacgacggccagtacatggcagccttccctgtt caggaaacagctatgaccgcaaaggaaacggcagctat 

20 tgtaaaacgacggccagtcagcaggaatgacatttgac caggaaacagctatgacccccaagtgacacatcgtaac 

21 tgtaaaacgacggccagttctcagagtcaagggcctat caggaaacagctatgaccggcagttaacatgtgaaagc 

22a tgtaaaacgacggccagtatcttggaatggtactcctg caggaaacagctatgaccgatgactgcgctgcactc 

22b tgtaaaacgacggccagtagcagcggcagaaaaactttg caggaaacagctatgaccagcacgttgggcctcactg 

23a tgtaaaacgacggccagtgttttgcctcaacaatcggt caggaaacagctatgacctatcgtaggaacttgcacatc 

23b tgtaaaacgacggccagtagaggctactgctggtgcat caggaaacagctatgaccgtaaggagacacagccccaa 

24 tgtaaaacgacggccagtctttgttggtgacatggagc caggaaacagctatgaccacgtttgcttgggacttctc 

25 tgtaaaacgacggccagttatctctgactgctttgacc caggaaacagctatgaccgacactgaatacggccaatg 

26 tgtaaaacgacggccagtctccccaaaatgagtgctct caggaaacagctatgacccactgtgcccagccattcca 

27 tgtaaaacgacggccagtccacacctggcgaaatatta caggaaacagctatgaccacgctttggtttctgtgagg 

28a tgtaaaacgacggccagtatcctccctggtgtggatct caggaaacagctatgacccgatggcatcaagcggcgag 

28b tgtaaaacgacggccagtggctacgcggacctcatctc caggaaacagctatgacccacacaaagtcctgagagtc 

Primer sets for BSEP 

Exon Forward primer 5' to 3' Reverse primer 5' to 3' 

1 tgtaaaacgacggccagtccactctgctcaatttgcctc caggaaacagctatgacctgtgaaatcattaatgcatcctgtaag 

2 tgtaaaacgacggccagtttgttctttcgtttggctactttg caggaaacagctatgaccccttgaaacttgaccagcttgtcc 

3 tgtaaaacgacggccagtttaatgactgcgttgcattttgtc caggaaacagctatgaccctctgctttgtgcctttgatatg 

4 tgtaaaacgacggccagtctcataaaatcaccacctagggag caggaaacagctatgacccactcccctcatgatctaaacaat 

5 tgtaaaacgacggccagtagtaactaaattaagtagtcctcc caggaaacagctatgaccgccagtaaaatcccctctatacat 

6 tgtaaaacgacggccagttccacaaatgtaatctctggtggc caggaaacagctatgaccgtggcaacacattgcatctcattg 

7 tgtaaaacgacggccagtcccccttttctcaactgttgtattg caggaaacagctatgaccgccatgccacatatgaaagcccaa 

8 tgtaaaacgacggccagtggaaagactgagactttcagcaagata caggaaacagctatgaccctgtttatgaaggcaaatgtcttc 

9 tgtaaaacgacggccagtcctgtcaatgatgttacagtgagaatc caggaaacagctatgacccctcttgaacaagtacttcctctg 

10 tgtaaaacgacggccagttttttctccctgaagctgctctgtgtt caggaaacagctatgacccttgtttccacagacagactccata 

11 tgtaaaacgacggccagtctgataactctctgcgttaacatgga caggaaacagctatgaccaactttaaggtaaattcttcaggagtt 

12 tgtaaaacgacggccagtacaatttgaattgagttgtgcatc caggaaacagctatgaccgaaaatgagcaatttgtggttatg 

13 tgtaaaacgacggccagtcacaaagcatctgcacctgtagcc caggaaacagctatgaccgtttgatcaatatactgccatttg 

14 tgtaaaacgacggccagttgtttccattagaatcttattggcctc caggaaacagctatgaccttcagatgaaaggaaacactcatggta 
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15 tgtaaaacgacggccagtagaggaatatttacacagcccagt caggaaacagctatgaccgcacaagcatttccacatggacctgta 

16 tgtaaaacgacggccagttcagtgtcagctctgtctcacagt caggaaacagctatgaccaaccgtaaagcactatagacatt 

17 tgtaaaacgacggccagtgaattctacttggatatggttct caggaaacagctatgaccgagatattctctgaggattaggac 

18 tgtaaaacgacggccagtcttggacaccagttgatcctg caggaaacagctatgacctagtctgacttgaaacactgctag 

19 tgtaaaacgacggccagttcataactaatcaaactatgactc caggaaacagctatgaccgagctaaatacatgaaaacaaaga 

20 tgtaaaacgacggccagttcattatcacagatccacagcttac caggaaacagctatgacccatgaagagggagatgttagag 

21 tgtaaaacgacggccagtatgttatttttcagtaagtgatt caggaaacagctatgacctgcaggtgattgtcagaatgctcta 

22 tgtaaaacgacggccagtgactgtgtgtctgagacgggttgat caggaaacagctatgaccgtgggctgacagcttccttcag 

23 tgtaaaacgacggccagtccagatgatgcattctctgatttg caggaaacagctatgaccccaagcttgggatggtttgctaag 

24 tgtaaaacgacggccagtaagtctgaagtgacttgctcaagg caggaaacagctatgacccttatgagtgagaacatgtggtg 

25 tgtaaaacgacggccagttatactttgcactttggcagcatgg caggaaacagctatgaccgaagcagcaaatgactgggactgg 

26 tgtaaaacgacggccagtaagcaaaccaaatgtcctgcataacac caggaaacagctatgacccagattagggatgctcaacctgta 

27 tgtaaaacgacggccagtttcctaagtggatttgacatcctccat caggaaacagctatgaccaatcttatattaaatcacttgctctag 

28 tgtaaaacgacggccagtgccgtcaagtataggattgttattcagg caggaaacagctatgaccgctgagctgccacttgacattgg 

 

試薬類 

hM-CSF は Peprotech 社 (#300-25) より購入した。hIL-10, hIL-4, hIFN-

は Biolegend 社 (#571002, #574002, #57202) より購入した。Human AB 

serum は Lonza 社 (#14-490E) より購入した。 Oil Red O は Sigma Aldrich

社 (#O0625) より購入した。Nile Red は WAKO 社 (#144-08811) より購入し

た。Dexamethasone は WAKO 社 (#041-18861) より購入した。Dil-LDL は

Biomedical Technologies 社 (#BT-904) より購入した。Affinity purified rabbit 

anti-ATP8B1 抗体は bio synthesis 社に作成を依頼し購入した (抗原ペプチド

peptide 2; 1171-1190 Cys-WPSESDKIQKHRKRLKAEEQ)。その他の抗体は以
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下のものを使用した : mouse monoclonal anti-ABCA1 antibody (Abcam, 

#66217), mouse anti-Na+ K+ ATPase α-1 subunit antibody (Abcam, #ab7671), 

anti-β-actin antibody (MP biomedicals,  #69100)。Alexa-labeled secondary 

antibody は全て Molecular Probes より購入した。 

 

ヒト単球由来マクロファージ (MDM) 

ヒト単球は EDTA2K 採血管に採血した末梢血から Monocyte enrichment 

cocktail (STEMCELL Technologies, #15068) を用いて密度勾配遠心法により

単離した。まず末梢血に 50 l/ml 血液の Monocyte enrichment cocktail を加え

転倒混和後、20 分間静置し、血液と等量の PBS (-) + 1mM EDTA2Na + 2% 

human AB serum (Lonza, 14-490E)を加え、転倒混和した。これを、

Ficoll-Paque PLUS (GE Healthcare Life Sciences , #17-1440-02) の上から重

層し、室温 1200 g で 20 min 遠心した後、Ficoll 層と血漿層の界面を回収した。 

その後、赤血球溶解液 (1.7 mM Tris HCl + 140 mM NH4Cl, pH7.5) による溶

血処理、PBS (-) による 2 回の Wash 操作を行い、得た細胞の細胞数は血球計数

盤を用いてカウントし、Culture medium (RPMI-1640 + 10 % human AB 

serum + 1 % Penstrep + 10 ng/ml M-CSF) で 0.6 x 106 cells/ml になるよう調

製してプレートに播種した。Culture medium は 2-3 days に一度交換し (day 3, 
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6) 、Assay の 16 hour 前 (day 8) には PBS (-)で一度 wash し、Serum free 

medium (RPMI + 0.02 % Fatty acid free albumin + 2.5 M TO901317 + 10 

ng/ml M-CSF) に交換した。 

 

ヒト末梢血血球細胞の分離 

 ヒト末梢血単球、及び単球由来マクロファージの単離は上記 (方法: ヒト単球

由来マクロファージ (MDM) ) に即して行い、単球由来マクロファージは Cell 

scraper (IWAKI) で剥離後、遠心することにより得た。その他の血球の分離は

以下のように行った。まず、ヒト全血に 1/25 量の 15 % Dextran 生理食塩水溶

液、1/50 量の 500 mM EDTA2Na (pH 8.0) を加えた。40 min 静置後、下層を

1.5 mL tube に回収し、4 ℃ 400 g 5 min で遠心後、上清を除き、赤血球分画

を得た。白血球分画である上層は 15 ml 遠沈管に移し、PBS (-)を回収した量と

等量加え混和後、15 ml遠沈管に予め分注しておいた4 mlのFicoll-Paque PLUS

に重層し、室温で 400 g 30 min 遠心した。単核球分画である Ficoll 層と血漿層

の境界部分、顆粒球分画であるペレットをそれぞれ回収し、5 ml PBS (-)で懸濁

して 4 ℃ 400 g 5 min 遠心した。ペレットを 4 ml の赤血球溶解液 (方法: ヒト

単球由来マクロファージ (MDM) ) で溶血処理後 PBS (-) で Wash し、ペレッ

トとして顆粒球分画を得た。溶血処理した単核球分画は、RPMI + 10 % FBS + 
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1 % PenStrep で懸濁し 3.0 × 106 cells/ml に調製して、10 cm シャーレに播種

した。1.5 hours 後、リンパ球分画として非接着細胞を回収した。各血球分画は

Lysate を調製するまで-80℃で保存した。 

 

siRNA を用いた ATP8B1 のノックダウン 

hATP8B1 を選択的にノックダウンする siRNA の配列は以下のものを用い

た：hATP8B1 siRNA (sense : 5- GGATGTGCAAGTTCCTACGdTdT -3  and 

antisense : 5- CGTAGGAACTTGCACATCCdTdT -3)。またコントロールには、

Control siRNA, Negative control (コスモバイオ, #S20C-0600) を使用した。12 

well plate の 1 well あたり (1ml の培養液あたり)、 60 pmol の siRNA、4 L

の Lipofectamine RNAiMax (Invitrogen, #13778150)、200 L の OPTIMEM

を混合して Premix を作成し、15 min 後に培養液に 180 L 滴下した。Plate が

異なる場合には、培養液の体積に比例して Premix を作成し、終濃度が等しくな

るようにした。 

 

Whole cell lysate の調製  

PBS (-) で細胞を洗浄し、細胞を回収した。回収した細胞は cell lysis buffer 
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(Cell Signaling, #9803) + 1 % protease inhibitor cocktail for use with 

mammalian cell and tissue extracts (Sigma Aldrich, #P8340) を用いて on ice

で 1 hour のインキュベーションにより可溶化し、20000 g 4 ℃ 10 min の遠心

後の上清を Whole cell lysate として用いた。BCA 法により Whole cell lysate

中タンパク量を測定した後、タンパク量が一定になるように cell lysis buffer で

希釈後、3× SDS sample buffer (New England BioLabs, #B7709) を 1/3 量、

2-mercaptoethanol を 1/30 量になるように調製した。このサンプルを 60℃で 5 

min インキュベーションした後、on ice で 2 min 置き、室温に戻したサンプル

を Western blotting に供した。 

 

RT- PCR 

 24-well plate に 1 well あたり 0.3 × 106個のヒト単球を播き、上記 (方法: ヒ

ト単球由来マクロファージ (MDM) ) の通り分化させたMDMのCulture medium

を除去後、RNeasy Mini Kit (Qiagen) を用いて Total RNA を抽出した。RNA

量は吸光度測定により決定し (260 nm) 、各サンプルの RNA 量を一定に調製し

て ReverTra Ace® qPCR RT Master Mix with gDNA Remover (TOYOBO) に

より逆転写を行い、cDNAを作成した。cDNAを鋳型としてKOD FX (TOYOBO) 

を用いて PCR (Denature: 98 ℃ 2 min, Annealing: 55 ℃ 30 sec, Elongation: 
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68 ℃ 20 sec, Cycles.: 35) を行い、PCR 産物を 100 bp マーカーと共に 3 %ア

ガロースゲル  (Biotium 社の GelRed™ Nucleic Acid Gel Stain を含む) で 100 

V 15 min 泳動し、蛍光を検出した。以下の Table. B に各遺伝子の mRNA 検出

に用いたプライマー配列を示す。 

Table. B  1 Primer sets for RT-PCR 

Gene 

Name 

Region 

(bp) 

Amplicon 

Size (bp) 
Forward (5’ to 3’) Reverse (5’ to 3’) 

GAPDH 466-876 411 ggggagccaaaagggtcatcatct gacgcctgcttcaccaccttcttg 

CDC50A 496-672 177 aaaccaattgctccttgtgg ttccaggttgtctcctccag 

CDC50B 149-367 219 gcctgggcctctactactcc gccggttgttctggtagaag 

ATP8A1 1860-2062 203 ggagtggcgagcagtctatc tgtcccctgtaaggatccag 

ATP8A2 2539-2703 165 accaacaactcggattacgc tccattaacaaaggcgaacc 

ATP8B1 2297-2504 207 atgcaaggatggaaaaccag cgcatccgtctttcttcttc 

ATP8B2 234-457 224 gcctgtcaacctctttgagc tgatcagcacctgagactgg 

ATP8B3 2025-2234 210 aatggaatttgccacagagg acaccgtcctggagtctgtc 

ATP8B4 2809-3025 216 tgtccccagctctacaaacc gcacactgaccacaatgacc 

ATP9A 1431-1658 227 tgtgactgatcaggctgagg atgcccatacgtttgctttc 

ATP9B 1863-2030 168 ggtcctcagcttctgcattc cactcctcttccagccagtc 

ATP10A 486-619 134 aatccacgtgggagactttg tcaggttggtctctccatcc 

ATP10B 1490-1693 204 gaagccaaaaaggtgctcag acaaggtctccaaccacagg 

ATP10D 153-299 145 gattgttgttccccacatcc ttggcagctctgtgaaattg 

ATP11A 3142-3343 202 ctctggggaggagtgatctg ggcactggctcttagtctgg 

ATP11B 3350-3502 153 tggactccatgtgctgtttc tcaagatgctcctgtcgttg 

ATP11C 2850-3064 215 caatgccatgctacagttgg tccagaatcgggtatccaag 

 

定量的 real-time PCR (qPCR) 

作成した cDNA を鋳型とし、PCR 酵素に THUNDERBIRD® SYBR® qPCR 
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Mix (TOYOBO) を用い、LightCycler 480 system II (Roche) で目的遺伝子を増

幅させた。PCR は、95 ℃ 1 min の 酵素活性化処理後、95 ℃・10 sec、55 ℃・

15 sec、72℃・45 sec の Cycle を 40 cycle という条件で行った。定量的 PCR

のプライマーは以下の Table. C に示したものを用い、hATP8B1 及び hCD163

の発現量はハウスキーピングジーンである hGAPDH で標準化し、相対的な発現

量を示した。 

Table. C  Primer sets for Quantitative real-time PCR 

Gene Name Forward 5’ to 3’ Reverse 5’ to 3’ 

hATP8B1 atgcaaggatggaaaaccag cgcatccgtctttcttcttc 

hCD163 ttgccagcagcttaaatgtg aggacagtgtttgggactgg 

hGAPDH ggggagccaaaagggtcatcatct gacgcctgcttcaccaccttcttg 

 

Western blotting 

 サンプルは、SDS-PAGE により 140 V で 80 min 分離した (3.75 % stacking 

gel / 8 % running gel を使用)。分子量は Precision Plus ProteinTM Standards 

(Bio-Rad) を同時に泳動することにより決定した。電気泳動後のゲルより、ブロ

ッター (Mini-PROTEAN Tetra System, Bio-Rad) を用いて 100 Vで 70 min電

圧をかけることにより、polyvinylidene difluoride メンブレン (Pall) へと転写

した。メンブレンは室温 1 hour ブロッキングし、その後、メンブレンを一次抗

体溶液と 4℃ overnight で振とうした。一次抗体反応後、メンブレンを wash
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し、 HRP 標識二次抗体  horseradish proxidase-labeled IgG antibody 

(Amersham Pharmacia Biotech) 溶液と室温で 40 min 振とうした。抗体と標

的タンパク質との結合は ECL Prime Western Blotting Detection Kit もしくは 

ECL Advance Western Blotting Detection Kit (Amersham Biosciences) を用

いて、化学発光を LAS3000mini (Fuji Film Corp.) により検出した。Band 

density は Multi Gauge software Ver 2.0 (Fujifilm) を用いて定量し、各タンパ

ク質の発現量は-actin の発現量で normalize し、相対量で示した。用いたブロ

ッキング溶液、一次抗体、二次抗体の詳細な条件を以下の Table. C に示す。 

Table. C Antibodies for Western blotting 

Anti- Company Cat. No. Blocking  Buffer, Dilution 

ABCA1 Abcam ab66217 CGS blocking CGS, 2000 倍 

ATP8B1 Bio synthesis 
Peptide 2 

Lot.2 

5% skim milk 

/TTBS 
CGS, 500 倍 

Na+K+-ATPase 

1 subunit 
Abcam ab7671 CGS blocking CGS, 2000 倍 

SR-B1 Abcam ab52629 
5% skim milk 

/TTBS 
CGS, 1000 倍 

actin MP biomedicals 69100 CGS blocking CGS, 5000 倍 

ABCG1 
Protein Tech 

Group 
13578-1-AP 

5% skim milk 

/TTBS 
CGS, 1000 倍 

CD163 
Santa Cruz 

Biotechnology, Inc. 
sc33559 

5% skim milk 

/TTBS 
CGS, 500 倍 

CD23 Abcam ab92495 
5% skim milk 

/TTBS 
CGS, 500 倍 
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CD16 
Santa Cruz 

Biotechnology, Inc. 
sc20052 

5% skim milk 

/TTBS 
CGS, 250 倍 

CD93 R&D systems AF2379 
5% skim milk 

/TTBS 
CGS, 250 倍 

MerTK R&D systems AF891 
5% skim milk 

/TTBS 
CGS, 500 倍 

CGS: Can Get Signal®immunoreaction Enhancer Solution 1 (TOYOBO) 

CGS blocking: PVDF Blocking Reagent for Can Get Signal® (TOYOBO) 

 

免疫染色 

12 well plate (BD Falcon) に入れた Culture cover (Matsunami Glass Ind. 

LTD) 上に培養した MDM に対して、-20 ℃の Methanol で 10 min 固定、-20 ℃

の Acetone に 30 sec 浸し膜透過処理、もしくは 4 % paraformaldehyde で室温

10 min の固定を行い (図表の legend に記載の通り)、5%FBS/PBS (-)で室温 30 

min ブロッキングを行い、5 % FBS/PBS (-) で希釈した一次抗体と室温で 1 

hour 反応させた。その後、PBS (-) で 3 回洗浄後、遮光下において 5 % FBS/PBS 

(-) で 250倍希釈した蛍光標識された二次抗体と室温で 1 hour時間反応させた。

核の染色には TOPRO®-3 Iodide (642⁄661) - 1 mM Solution in DMSO 

(Invitrogen) を二次抗体反応時に反応液に 1000 倍希釈で添加することで行っ

た。二次抗体反応終了後、VECTASHIELD Mounting Medium H-1000 (Vector 
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Laboratories) にて封入し、共焦点レーザー顕微鏡  (TCS SP5, Leica 

Microsystems) を用いて観察した。用いた一次抗体と、それぞれの条件を以下

の Table. D に示す。二次抗体は Molecular Probes で購入し、Alexa Fluor 色素

標識された各一次抗体の Host に対応するものを用いた。3 重染色には蛍光色素

として Alexa Fluor 488、Alexa Fluor 546、Alexa Fluor 647 を用いた。 

Table. D  Antibodies for Immunostaining 

Anti- Company Cat. No. Dilution Host 

CD163 BD Pharmingen 556017 50 Mouse 

CD93 R&D Systems AF2379 50 Rabbit 

25F9 eBiosciences 14-0115-82 50 Mouse 

 

Oil Red O 染色 

12 well plate (BD Falcon) に入れた Culture cover (Matsunami Glass Ind. 

LTD) 上に培養した MDM (0.3 x 106 cells/well) を、PBS (-)で 10 倍希釈したホ

ルマリンにより室温で 15 min 固定し、milli Q で 3 回 wash した。次に 60 % イ

ソプロパノールを加え 1 min 後、飽和 Oil Red O 60 %イソプロパノール溶液を

加え、室温 10 min インキュベートし、milli Q で 3 回 wash した後、culture cover

をプレパラートに 90 % glycerol を用いて封入し、光学顕微鏡 (LEICA DM 3000, 

Leica Microsystems) により観察した。照明の強度は 131、対物レンズは 20x

を用いた。1 サンプルにつき少なくとも 4 枚の画像を取得し、各画像における染
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色領域の面積、細胞数は WinROOF (MITANI Corporation) を用いて定量した。

染色領域は RGB 値を設定し、画像から自動で選択した (R: 57-255, G: 0-160, B: 

0-233)。染色領域の面積を細胞数で除することで、細胞あたりの染色領域の面積

を算出し、4 枚の画像から算出した値の平均値を各サンプルのデータとして用い

た。 

 

Nile Red 染色 

 CELLview グラスボトムシャーレ  4 分画  35×10mm TC 処理  (greiner 

#627870) に播種した MDM (0.36 x 106 cells/well) を PBS (-)で 2 回 Wash し、

5 g/ml Nile Red PBS (-) 溶液を加え 37℃ 10 min インキュベートした後、PBS 

(-)で 3 回 Wash し、Culture medium (方法: ヒト単球由来マクロファージ 

(MDM) ) を加え、37℃ 1 hour 後から共焦点レーザー顕微鏡 (TCS SP5, Leica 

Microsystems) を用いて観察した。FACSの解析におけるNile Red stainingは、 

下 (方法: FACS による解析) に記した。 

  

FACS による解析 

 RepCell 3.5 cm dish (Cellseed #CS1003) に播種した MDM (1.8 x 106 
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cells/dish) をon iceで3 mlのPBS (-) + 1 mM EDTA2Na + 0.1% Sodium Azide

で 2 回 Wash し、再度 1 ml の同バッファーを加え、on ice で 15 min 静置した。

その後ピペッティングによりディッシュに接着した細胞をはがして 15 ml 遠沈

管に回収した。さらに 1 ml の同バッファーを用いた回収操作を 2 度繰り返した

後、4 ℃ 400 g 5 min 遠心 (以降の遠心は全てこの条件で行った) し、ペレット

を 1ml の同バッファーで懸濁して 1.5 ml tube に移して再度遠心を行った。ペ

レットを 200 LのFACS用バッファー (PBS (-) + 5 % FBS + 1 mM EDTA2Na 

+ 0.1 % Sodium Azide) で懸濁し、10L Human BD Fc block (BD Biosciences 

#564220) を加え、ピペッティングにより混和後 on ice で 15 min 静置した。そ

の後 250 L の FACS 用バッファーを加え懸濁後、50 l ずつ 1.5 ml tube に分

注し、それぞれに蛍光標識された抗体を添加し、on ice で 1.5 hour 静置した。

反応後、700 L の FACS 用バッファーを加えピペッティングにより懸濁し、遠

心して上清を 50 L 残して除去するという Wash 操作を 3 回繰り返した後、150 

L の FACS 用バッファーを加えて懸濁し、FACSAriaⅡ (BD Biosciences) に

より FSC, SSC, 各蛍光強度を検出した。Nile Red による Lipid droplet の染

色は、RepCell 3.5 cm dish から回収した細胞を、5 g/ml Nile Red PBS (-) 溶

液で懸濁し 37℃ 10 min 静置することで行い、染色後、FACS 用バッファーで

3 回 Wash 操作を繰り返し、150 L の FACS 用バッファーにより懸濁して
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FACSAriaⅡによる解析を行った。Nile Red の蛍光取得には、Texas Red-PE の

検出プロトコルを用いた。データの解析、散布図・ヒストグラムの作成には

FlowJo_V10 (FlowJo, LLC) を用いた。以下の Table. E に Flow Cytometry に用

いた蛍光標識された抗体を示す。 

Table. E  Antibodies for flow cytometry 

Anti- Fluorescence Company Cat. No. Host Dilution 

CD14 APC Biolegend 325602 Mouse 20 

CD16 PE Biolegend 302008 Mouse 20 

CD163 FITC Biolegend 333618 Mouse 20 

CD163 APC Biolegend 333610 Mouse 20 

MerTK PE 
R&D 

Systems 
FAB8912P Mouse 10 

Ctrl mouse IgG FITC Biolegend 400108 Mouse 20 

Ctrl mouse IgG PE Biolegend 400112 Mouse 20 

Ctrl mouse IgG APC Biolegend 400120 Mouse 20 

 

Phagocytosis の評価 

Assay の前日に上記 (方法: ヒト末梢血血球細胞の分離) に即してヒト全血か

ら顆粒球を分離し、RPMI + 10 % FBS + 1 % Penstrep で 1 x 106 cells/ml の懸

濁液を調製して 20 hour 培養することで自発的なアポトーシスを誘導した。培

養後、細胞を 15 ml 遠沈管に回収し、室温で 400 g 5 min 遠心し、ペレットを

10 ml の RPMI で懸濁し、再度室温で 400 g 5 min 遠心した。ペレットを終濃
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度 2.5 M で Cell Tracker Green (Invitrogen, #C2925) を加えた RPMI で懸濁

し、シャーレで 37 ℃ 40 min 培養することで、顆粒球の染色を行った。染色後

の顆粒球は、室温 400 g 5 min 遠心し、ペレットを RPMI で懸濁して懸濁液を

RepCell 3.5 cm ディッシュに培養し、13 hour 前に培養液を Serum free 

medium (方法: ヒト単球由来マクロファージ (MDM) ) に交換した MDM に添

加して 37 ℃ 3 hour インキュベーションした。その後上記 (方法:FACS による

解析) の項にあるように、細胞を回収、蛍光標識された抗体との反応を行い、

FACSAriaⅡを用いて FSC、SSC、各蛍光高度を検出した。解析には、FSC、

SSC を両軸とした散布図より phagocytosis されていない顆粒球は除き、MDM

の中でCell Tracker Green陽性の細胞を phagocytosisした細胞としてその割合 

(%) を評価した。 

 

統計解析 

すべての実験は少なくとも 2 度の再現性を確認した (詳細は図表 legend に記

載)。定量データのグラフの作成、及び統計学的有意差の検定は Prism software 

(GraphPad Software, Inc.) を用いて行った。グラフ内の値は means ± S.E.で示

した。2 群間の比較の場合、まず F 検定を行い、有意差が無く等分散を仮定で

きる場合は student’s t-test により 95%信頼水準で評価し、F 検定に有意差があ
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る場合、Welch’s correction を含んだ student’s t-test により評価した。3 群以

上の比較の場合、One way ANOVA により 95%信頼水準で評価した後に、有意

な差があれば各 2 群間を Bonferroni 法により検定した。 
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結果 

 

ATP8B1 はヒト末梢血単球由来マクロファージに発現する。 

本研究では、ヒト検体での ATP8B1 欠損の細胞レベルでのフェノタイプを評

価することを目的としており、侵襲性の低さ、解析の容易さから、血球を対象

とした検討を行った。また、本研究において検体を提供いただいた PFIC1、

PFIC2 患者は、ATP8B1、BSEP に変異を同定し、その変異が発現量低下を引

き起こすこと、もしくは肝生検サンプルを用いた Western blotting において

ATP8B1、BSEP が検出されないことを確認している (Table. 1.)。ヒト血球にお

ける ATP8B1 の発現についての情報が乏しかったため、まず、血球における

ATP8B1 の発現の有無、また各血球での発現量の比較を行うこととした。私は

これまでに ATP8B1 がマウス腹腔マクロファージにおいて発現していることを

確認していたことから、単球からマクロファージへと分化させた単球由来マク

ロファージ (MDM) における ATP8B1 の発現も検討することとした。MDM は

単球を播種してから市販の血清、及び M-CSF を含む培養液を用いて培養するこ

とにより得ており、培養日数に応じて形態変化が起こり、9 日後には細胞の形態

が定常になることを確認している (Figure 1. C)。また、播種 1 日後には単球マ

ーカーCD93 が全ての細胞で発現が見られるがマクロファージマーカー25F9 の
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発現は見られない一方、9 日後には CD93 の発現が見られず 25F9 の発現が全て

の細胞で確認されたことから、マクロファージへの分化が起こっていることが

担保された (Figure 1. B)。血液検体から分離した赤血球、顆粒球、リンパ球、

単球、そして MDM の whole cell lysate をそれぞれ調製し、Western blotting

により ATP8B1 のタンパク質発現について検討したところ、MDM においての

み ATP8B1 の分子量に当たる 140kDa の位置にバンドが検出された (Figure 1. 

A)。単球から MDM の分化過程において、ATP8B1 の発現が誘導されると考え

られたため、培養日数を変えて RNA の発現量を qPCR により測定したところ、

播種前の単球 (day 0)、及び播種から 1 日目 (day 1) には、ATP8B1 の mRNA

量は検出限界以下であったが、3 日目以降からは検出された (Figure 1. D)。こ

れは単球を播種して球状の形態から紡錘状の形態へと変化していくのが見られ

るのと同時期である。次に、MDM における P4-type ATPase family の発現に

ついての体系的な情報が無かったため、RT-PCR により各メンバーの mRNA の

発現量を評価したところ、ATP8A2、ATP8B3、ATP10B は特異的な PCR 産物

は検出されなかったが、その他については目的のサイズの PCR 産物が認められ

た。検出されなかった遺伝子のうち、ATP8A2 が脳 、光受容細胞 (93,94)、

ATP8B3 が精巣特異的に発現していること (95) が報告されており、MDM にお

いては発現していないと考えられる。また、ATP8B1 を含む P4-type ATPase 
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family のシャペロンタンパク質として、その細胞内局在、機能に必要である

CDC50A、CDC50B についてもその発現を解析したところ、CDC50A の方が

dominant に発現していた (Figure 1. E)。 

 

ATP8B1 欠損 MDM ではコレステロール排出トランスポーターABCA1 の発現

量が低い 

 ATP8B1 が血球において MDM に特異的に発現していることから、MDM に

おける ATP8B1 欠損のフェノタイプを探索することとした。そのために MDM

に対して siRNA による ATP8B1 のノックダウンを行い、ATP8B1 欠損のモデ

ルとして用いることとした。ATP8B1 のノックダウンは mRNA、protein での

減少をそれぞれ qPCR、Western blotting により確認し、mRNA では 90%の低

下、protein は特異的なバンドの消失が見られたことから、ほぼ完全に ATP8B1

のノックダウンができていることを確認できた (Figure 2. A, B)。これまでに、

PFIC1 患者において血清リポタンパク質の変動・アテローム性動脈硬化の所見

が見られること (96)、また細胞内コレステロール量の減少に応じて誘導される

miR-33 により、ATP8B1 がコレステロース排出トランスポーターと共に制御を

受けるという報告 (97) があることから、ATP8B1 欠損によりコレステロール動

態に影響があることが考えられた。そこでまず、MDM で ATP8B1 のノックダ



 

54 

 

ウンを行い、コレステロール排出に関わるトランスポーターの発現量を調べる

こととした。その結果、ABCG1、SR-B1 の発現量に変化は無かったが、ABCA1

のタンパク質発現量が 40%程度減少することが見られた (Figure 1. B, C)。続い

て、見られた変化が ATP8B1 を欠損する PFIC1 患者においても見られるかを検

討するために、PFIC1 患者、PFIC 以外の肝疾患を有するコントロール患者の

血液検体からそれぞれ MDM を調製し、Western blotting によりタンパク質発

現量を比較した。その結果、以前に行った肝生検サンプルでの検討 (84) と同様、

PFIC1 患者 (Table 1. Pt. 1, Pt. 2) の MDM では ATP8B1 のバンドは検出され

なかった。また、PFIC1 患者 MDM で ABCA1 の発現量が低い傾向が見られた

ことから、ABCA1 の機能である ApoA1 依存的なコレステロール排出を測定す

ることにより、PFIC1 患者 MDM と PFIC2 患者、コントロールの MDM で差

が見られ、診断の指標として使用できると考えたが、見られる差に対する実験

的なバラつきが大きく (PFIC1 群と PFIC2 群の差: 40 %, CV 値 20％)、実用性

の観点から難しいと考えられた (data not shown)。そこで、ATP8B1 の欠損に

より ABCA1 の発現量低下が起こるメカニズムを探ることから、より変化を捉

えやすいフェノタイプを探索することとした。ABCA1 の発現量がマクロファー

ジのサブタイプにより異なるという知見 (98)、M-CSF で分化誘導した MDM に

おいて異なるサブタイプの存在を示唆する知見 (99)、そして、ATP8B1 が分化
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により発現上昇し、コントロール患者 MDM においても個人間差があるという

本結果より、ATP8B1 の欠損が MDM のサブタイプに影響を与えるという仮説

を立て、これを検証することとした。マクロファージはその性質の違いから、

大きく M1、M2 サブタイプにより分類されており、特に Human MDM では

M2 がさらに M2a、M2c サブタイプと分類され、それぞれの性質が特徴づけら

れてきている (72) 。そこで、M1、M2a、M2c サブタイプそれぞれのマーカー

タンパク質として用いられている、CD80、CD23、CD163 (100) を PFIC1 患

者 MDM、コントロール患者 MDM で比較したところ、PFIC1 患者 MDM にお

いて、CD23 の発現が高く、CD163 の発現が低いことが観察された。また、興

味深いことに、ATP8B1 の発現量の個人間での変動と、CD163 の発現量の変動

が正の相関を示し、CD23 の変動とは負の相関を示していた (Figure 2. D)。こ

の結果は、ATP8B1 とマクロファージサブタイプ、特に M2c サブタイプとの関

連をより強く示唆するものであったため、次に、M-CSF に加えて、サイトカイ

ンを用いることで各サブタイプへの極性化を誘導し、ATP8B1 の発現量が変化

するか検討することとした。 

 

ATP8B1 は IL-10 により極性化誘導される CD163highマクロファージに高発現

する 
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 M-CSF に加えて IFN-、IL-4、IL-10 をサイトカインとして用いて培養し、

それぞれ M1、M2a、M2c サブタイプへの極性化を誘導した MDM を用いて、

ATP8B1、コレステロール排出トランスポーターの発現量の検討を行った。各処

理における極性化の誘導は、各サブタイプに特異的なマーカータンパク質の発

現上昇を Western blotting 及び免疫染色で確認することにより行った (M1: 

CD80 Figure 3. B, M2a: CD23, M2c: CD163 Figure 3. A)。ATP8B1 のタンパク

質発現量は予期していた通り、IL-4 処理により減少し (検出限界以下)、反対に、

IL-10 処理により上昇した (3 倍程度)。またこの変化は ATP8B1 の mRNA の量

と対応していた (Figure 3. C)。一方、IFN-処理では ATP8B1 のタンパク質発

現量に変化は見られなかった。また ABCA1 の発現量は、ATP8B1 と同様に IL-4

処理で低下し、IL-10 処理で上昇することから、Figure 2. D で示した PFIC1 患

者 MDM では、M2c 様のサブタイプの割合が少なく、M2a 様のサブタイプが多

くなることにより、集団全体として ABCA1 の発現量が低くなっていることが

推察された。続いて、ATP8B1 が、IL-10 処理により極性化誘導される M2c サ

ブタイプに enrich されているかを検討するため、M2c マーカーCD163 を指標

として、低発現 (CD163low)、高発現 (CD163high) のポピュレーションを FACS

により分取し (閾値は便宜的に M-CSF 処理群、+IL-10 処理群でそれぞれ異な

る値を用いた。M-CSF: 600; + IL-10: 4000)、どちらの集団に ATP8B1 が発現
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しているか Western blotting により検討した。その結果、ATP8B1 は IL-10 処

理により誘導される CD163high ポピュレーションに特に強く発現することが確

認された (Figure 3. D)。IL-10 処理によって Tyrosine Kinase である MerTK

が上昇し、これを介した初期アポトーシス細胞の phagocytosis 能が誘導される

が、これは Glucocorticoid によっても同様に誘導されることが知られている 

(101)。そこで、Glucocorticoid 処理によっても、ATP8B1 の発現量上昇が見ら

れるかを検討したところ Dexamethasone 処理によって、CD163、MerTK は

発現量が上昇するのに対し、ATP8B1 の発現量は変化しなかった (Figure. 3 D)。

このことから ATP8B1 は抗炎症性のサブタイプでも、特に IL-10 処理によって

極性化誘導されるサブタイプにおいて重要であることが示唆された。 

 

ATP8B1のノックダウン下において IL-10処理による M2cサブタイプマーカー

の発現量上昇が正常に起こらない 

 Figure 2, 3.の結果より、ATP8B1 が IL-10 処理により極性化誘導される M2c

サブタイプに高発現し、その欠損が M2c サブタイプへの極性化誘導に影響を及

ぼすと考えられたことから、これを検証するため、siRNA により ATP8B1 のノ

ックダウンを行ったMDMに対して IL-10処理を行い、M2cマーカーの発現量、

apoptosis 細胞の phagocytosis 能、細胞の形態について調べることとした 
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(Figure 4. A)。IL-10 処理を開始する時点で ATP8B1 がほぼ完全にノックダウン

できていること (data not shown)、そして各アッセイを行う時点において Ctrl 

siRNA 処理群で、IL-10 処理後に ATP8B1 の発現量が上昇していること、

ATP8B1 siRNA処理群では IL-10処理にかかわらずATP8B1のノックダウンが

行えていることを確認した (Figure 4. B)。M2c マーカーについては、これまで

の検討に用いていた CD163 に加え、CD14、CD16 が M2c サブタイプに高発現

することが報告されていた (101) ことから、この 3 つのマーカータンパク質の

細胞膜発現量を FACS により解析したところ、Ctrl siRNA 処理群においては、

IL-10 処理により CD163、CD14、CD16 の発現量が上昇し (平均蛍光強度 MFI

の変化 CD163: 10.4 倍, CD14: 6.7 倍, CD16: 2.8 倍)、CD163high/CD16high、

CD14high/CD16highポピュレーションが大部分を示す (69.7%, 63%) のに対して、

ATP8B1 siRNA 処理群では同ポピュレーションの割合が低くなり (38.5%, 

45.8%)、CD163low/CD16high、CD14low/CD16highポピュレーションの割合が高く

なっていた (Figure 4. C)。各マーカーの MFI を定量したところ、CD16 は

ATP8B1 siRNA 処理群で Ctrl siRNA 処理群よりもやや高い (1.4 倍) が、

CD163、CD14 については ATP8B1 siRNA 処理群において有意に低くなってい

た (CD163: 0.25 倍, CD14: 0.47 倍) (Figure 4. D)。各マーカーの発現量に対し

て閾値を設定し、高発現するポピュレーション (CD163high、CD14high、CD16high)
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の割合 (%) を定量した結果についても同様の変化が見られている  (CD163: 

63 %減, CD14: 28 %減, CD16: 20%増) (Figure 4. E)。 

 

ATP8B1 ノックダウン下において IL-10 処理により誘導される初期 apoptosis

細胞の phagocytosis 能に影響は見られない 

 次に、M2c サブタイプの細胞機能として特徴づけられている、初期 apoptosis

細胞の phagocytosis 能 (74) に対する ATP8B1 のノックダウンの影響を調べる

こととした。実験に用いた apoptosis 細胞としては、ヒト血液から分離した顆粒

球を用い、20 時間の培養後に PI、Annexin V による染色より自発的な apoptosis

が引き起こされており、60 ~ 70 %の細胞が Annexin V 陽性、PI 陰性という初

期 apoptosis にあたる状態であることを確認した (Figure 5. A)。これを蛍光色

素 Cell tracker green により染色した後、MDM の培養液中に添加して、MDM

によって phagocytosis されると、MDM 内に Cell tracker green の蛍光が観察

される (Figure 5. B)。この原理により、apoptosis 細胞の添加 3 時間後に、MDM

をプレートからはがし、M2cマーカー、MerTKの抗体でMDMを染色してFACS

により解析することにより、phagocytosis した MDM の割合、および、

phagocytosis した細胞における各マーカータンパク質の発現量について解析を

行った。その結果、Ctrl siRNA 処理群において、IL-10 処理により、CD163、
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CD14、CD16、MerTK それぞれが高発現した細胞において phagocytosis が起

こっており (全体の 15 ~ 16%)、本実験系により M2c サブタイプに特徴的な細

胞機能が評価できていることが担保できた。一方で、ATP8B1 siRNA 処理群で

も、IL-10 処理により phagocytosis 能が上昇しており、CD16、MerTK につい

ては高発現細胞のみが phagocytosis していたが、CD163、CD14 については発

現量の低い細胞についても phagocytosis は起こっていた (Figure 5. C)。また、

細胞全体に対する phagocytosis した細胞の割合は Ctrl siRNA 処理群と

ATP8B1 siRNA 処理群で変化は無かった  (Ctrl siRNA: 15.3 %, ATP8B1 

siRNA: 14.2 %) (Figure 5. D)。この結果は、ATP8B1 のノックダウン下におい

ても、MerTK を含む apoptosis 細胞の phagocytosis に必要十分な因子について

は IL-10 処理により誘導が起こっていることを示唆するものであり、M2c サブ

タイプへの極性化が一部は正常に起こっていると考えられた (Figure 5. E)。 

 

ATP8B1のノックダウン下において IL-10処理により誘導されるCD16high細胞

の形態が異なる 

 ATP8B1 のノックダウン下においても CD16 の発現量は IL-10 処理により

Ctrl siRNA 処理群と同様に上昇する (Figure 6. A) ことから、CD16highポピュ

レーションにおいて、M2c サブタイプへの極性化の一部は起こっていると考え、
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CD163、CD14 といった M2c マーカーの発現量以外に ATP8B1 のノックダウン

の影響が及ぶパラメータについて検討を行うこととした。そこで、それまでに

PFIC1 患者 MDM の顕微鏡での観察から、細胞の形態が丸みを帯び、接着面が

小さい細胞が多いことを見出していた (data not shown) ことから、細胞の形態

に着目して解析を行うこととした。FACS での解析において、主に細胞の種類の

判別を目的に用いられる FSC (Forward scatter : 前方散乱)、SSC (Side 

scatter : 側方散乱) はそれぞれ、細胞の大きさ、細胞内の複雑性を反映するパ

ラメータである。これらに対する ATP8B1 のノックダウンの影響を見たところ、

IL-10 処理した CD16highポピュレーションにおいて FSC・SSC の散布図 (等高

線により表示) において分布の変化が見られた (Figure 6. B)。FSC、SSC の各

ヒストグラムを見ると、FSC 値については高い細胞 (FSC > 100000 ~ 150000) 

が減少し、SSC 値については最頻値が高くシフトしており (Ctrl siRNA; 35000, 

ATP8B1 siRNA; 68000)、平均 FSC、SSC 値を算出したところ、有意な変化が

見られた (Figure 6. D)。続いて、ATP8B1 のノックダウン下で見られた FSC、

SSC 値の変化と、M2c マーカーの発現量変化の関連について解析するため、そ

れぞれを Y 軸、X 軸にとった散布図を作成したところ、コントロール群におい

て、FSC 値が高いポピュレーション (FSC > 150000) は CD16 を高発現してい

た (Figure 6. E)。さらに、CD16 highポピュレーションにおいて、FSC 値が高
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いポピュレーション (FSC > 150000) は CD163、CD14 をともに高発現してい

ることが明らかとなった。即ち、Figure 6. C において、Ctrl siRNA 処理群で見

られるが、ATP8B1 siRNA 処理群では見られない FSC 値が高いポピュレーショ

ン (FSC > 150000) は M2c サブタイプマーカーを高発現することが示された。

また、CD16 の発現量は SSC 値に依らない (Figure 6. E) が、CD16 highポピュ

レーションにおいて、CD163、CD14 highポピュレーションでは、SSC 値が低い

細胞の割合が増えていたが、ATP8B1 ノックダウン群ではその傾向が見られな

かった (Figure 6. F)。 

 

ATP8B1 ノックダウン下において脂肪滴蓄積が増加する 

 ATP8B1 のノックダウンにより、SSC 値の上昇がヒストグラムで最頻値の変

化として見られたことから、MDM における ATP8B1 の general な機能の低下

を反映していると推測され、この原因を探ることが、ATP8B1 のより直接的な

機能を反映するフェノタイプの同定につながると考えた。そこで SSC 値の変化

が細胞内の何に由来するかを検討することとしたが、これまでマクロファージ

における SSC 値と対応するパラメータの情報は報告されていなかった。肝実質

細胞においては SSC 値と脂肪滴染色強度が相関することが報告されていた 

(102) ことから、マクロファージも肝実質細胞同様に、細胞内に脂肪滴を蓄積さ



 

63 

 

せることから類推して、MDM 内の脂肪滴量を調べることとした。脂肪滴染色に

汎用される蛍光色素である Nile Red を用いて、その染色強度と、FSC、SSC 値

それぞれとの対応を見たところ、Nile Redの蛍光強度とSSC値が強い相関 (R = 

0.11 (Nile Red V.S. FSC)、R = 0.78 (Nile Red V.S. SSC)) を示すことが明らか

となった (Figure 7. A)。そこで ATP8B1 のノックダウン下において IL-10 処理

を行い、Nile Red による染色を行ったところ、SSC 値の上昇と一致して、染色

強度の上昇が確認された (Figure 7. B)。脂肪滴を赤色に染色する色素である Oil 

Red O を用いて同様に染色を行い、染色領域を画像解析のソフトウェアを用い

て赤い色調の部位として選択し、選択面積を定量することで、細胞あたりの染

色面積を算出したところ、ATP8B1 のノックダウン下において有意に大きくな

っていることが示された (Figure 7. C, D)。 

 

ATP8B1 のノックダウンは LDL 取り込みに影響を与えない 

ATP8B1 のノックダウン下で IL-10 処理した MDM において脂肪滴蓄積が増

大した原因として、細胞内脂質の細胞外への排出の減少、そして脂質の取り込

みの上昇が可能性として考えられるが、コレステロールの排出については

ABCA1 の減少が見られているため、これが一因を担っていると考えられる。そ

こで、取り込みについて検討するためには、培養に用いている血清に含まれる
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血清リポタンパク質由来の脂質の取り込みを評価する必要があると考え、蛍光

標識された LDL を用いてその取り込みを共焦点顕微鏡により検討したところ、

IL-10 処理により取り込みが上昇するが、コントロール群、ATP8B1 ノックダウ

ン群で差は見られなかった (Figure 8.)。 

 

PFIC1 患者 MDM において IL-10 処理による M2c サブタイプへの極性化が正

常に起こらない 

 最後に ATP8B1 のノックダウン下で IL-10 処理を行った検討から観察された

複数のフェノタイプについて、IL-10 処理した PFIC1 患者 MDM においても同

様に見られるか確認した。M2c マーカーの発現量を FACS により解析したとこ

ろ、PFIC1 患者 MDM では、PFIC2 患者 MDM に比して CD163、CD14 を高

発現する細胞の割合が顕著に少なく、CD16、MerTK の発現量に差異は見られ

なかった (Figure 9. A)。また、FSC、SSC 値の比較を行ったところ、PFIC1 患

者 MDM において、SSC 値が大きい細胞がより多く見られた (Figure 9. B)。さ

らに Oil Red O 染色により脂肪滴の蓄積を評価したところ、PFIC1 患者 MDM

において顕著な脂肪滴量の増大が観察された (Figure 9. C)。Oil Red O 染色領

域の定量では面積の絶対値を算出することから、測定日の違いに影響されない

ため、異なる日に調製し、撮影したサンプル間の比較が可能であると考え、複
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数日にわたって得られたデータをまとめて PFIC1、PFIC2、コントロールの 3

群での比較を行ったところ、PFIC1 群と PFIC2 群間、PFIC1 群とコントロー

ル群間のそれぞれで有意な差があり、平均値は PFIC1 群において他の群の 2 倍

程度であった (Figure 9. D)。また診断法として用いるには個人間の値のばらつ

きが重要となるため、CV 値を算出したところ、コントロール群における CV 値

は 14%であった。以上の IL-10 処理を行った PFIC1 患者 MDM で見られた実験

結果は、ATP8B1 のノックダウン下で IL-10 処理した結果と一致しており、こ

れらは ATP8B1 欠損に起因するフェノタイプであると考えられた。 

  



 

66 

 

考察 

 

ATP8B1 のマクロファージにおける発現について 

 これまで、ATP8B1 は肝実質細胞をはじめ、腸上皮細胞 (103,104)、肺上皮細

胞 (105)、蝸牛の感覚上皮細胞 (55) といった上皮細胞のアピカル膜においての

発現が報告されていたが、本研究において初めて ATP8B1 が MDM に発現する

こと、そして MDM のうち炎症寛解に寄与する M2c サブタイプに特に発現が高

く、反対に M2a サブタイプには低いことが明らかとなった。また、単球におい

ては ATP8B1 の mRNA の発現は定量限界以下であったことから、マクロファ

ージへ分化する過程で発現が誘導されていると考えられる。これまでに

ATP8B1 の発現量の調節機構としては、胆汁酸との関連が報告されており、マ

ウスの成長段階において、胆汁酸の腸管循環が成立し、体内の胆汁酸プールが

上昇する 3 週齢から小腸上皮細胞における ATP8B1 の発現量が上昇すること 

(103)、またコール酸付加食を与えたマウスにおいて ATP8B1 の発現量が小腸、

肝臓において上昇する (106) ことから胆汁酸をリガンドとする核内受容体であ

る FXR による ATP8B1 の発現制御が推測されるが、FXR のノックアウト、及

びFXRアゴニスト処理によってもATP8B1の発現量に変化が無いことから否定

されている (97,107)。また、ヒト大腸ガン由来の培養細胞である Caco-2 細胞に
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おいては、培養日数に応じて上皮様に分化するにしたがい、ATP8B1 の mRNA

は変化しないが、タンパク質発現量が上昇することから、転写後の制御の存在

も示唆されている (62)。一方、マクロファージへの分化誘導過程においては

ATP8B1のmRNA量が増加しているため、転写による制御であると考えられる。

マクロファージへの分化はヒト血清と M-CSF を添加した培地で培養すること

で行っているため、血清成分か、M-CSF によるシグナルにより転写誘導されて

いると推測され、血清成分の寄与は血清成分を除いた培養系において ATP8B1

の発現誘導に差異があるかを検討することにより、検証できると考えられる。

本研究では、興味深いことに、M-CSF に加え、IL-10 を処理することにより

ATP8B1 の発現量が上昇し、反対に IL-4 を加えると減少することが明らかとな

った。この変化は ABCA1 の変化と対応していることから、これらの制御因子

として最も関連性が高いと考えられるのは、ABCA1 と ATP8B1 の両方の発現

制御に関与することが知られている、miR-33a が挙げられる。miR-33a は小胞

体におけるステロール量の減少により活性化する転写因子である SREBP2のイ

ントロン領域から生成される miRNA であり (108)、ABCA1 に加え、ABCB11 

(BSEP)、ATP8B1 の mRNA の 3’UTR を標的とし、発現を抑制することが知ら

れている (97)。MDM の各サブタイプへの極性化において、細胞内のコレステ

ロール量の変動が起きるため、細胞内のステロール量に応じて miR-33a の発現
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が増減し、標的となる遺伝子発現を制御している可能性が考えられる。 

 

ATP8B1 欠損により見られたフェノタイプ同士の関連について 

ABCA1 が脂肪滴由来のコレステロールの排出に寄与するという報告 (109)、

また ABCA1 を欠損する Tangier 病患者 MDM において脂肪滴蓄積が見られる

という報告 (19,110) があることから、始めに見出した ATP8B1 欠損による

ABCA1 の発現量低下と、脂肪滴蓄積の増大には関連性がある。マウスマクロフ

ァージにおいては、IL-10 はコレステロールの排出とともに取り込みを上昇させ

ることが報告されており (111)、本研究においても ATP8B1 のノックダウンに

依らず LDL の取り込みが上昇することが見られている (Figure 8.)。したがっ

て、ATP8B1 のノックダウン下では、IL-10 処理によりコレステロールの取り込

みは増加するが、ABCA1 による排出の増加の程度が低いため、両者のバランス

に偏りが生じ、余剰のコレステロールが細胞内に脂肪滴として蓄積されるとい

うメカニズムが考えられる。 

脂肪滴蓄積の増大と M2c マーカーCD163、CD14 の発現低下との関連につい

ては、FACS による解析から脂肪滴と SSC 値の相関を明らかとしているため、

SSC 値と各マーカーの対応を見ることで検討できると考えられる。そこでコン

トロール群における SSC値とCD163、SSC値とCD14の関係性を見たところ、
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CD163、CD14 の発現量が高い集団では SSC 値が低い細胞の割合が高くなる傾

向にあった (Figure 6. F)。一方で ATP8B1 のノックダウンの影響を受けなかっ

た CD16 と MerTK については、これらの発現の高低に依らず SSC 値の高い細

胞、低い細胞の割合はほぼ一定であった (CD16: Figure 6. E, MerTK: data not 

shown)。このことから、一つ目の仮説として IL-10 処理により、CD16、MerTK

の発現が誘導される細胞が一定割合存在し、その中でさらに CD163、CD14 の

発現量が大きく上昇する細胞が一定数あり、そのような細胞では SSC 値の低下

が起こるということ、二つ目の仮説として、SSC 値の低い細胞では IL-10 処理

により CD163、CD14 の発現が誘導されやすいが、SSC 値の高い細胞では誘導

されにくいということが考えられる。そこで、ATP8B1 のノックダウン下にお

ける SSC 値と CD163、CD14 の対応を見ると、CD163、CD14 の発現が高い細

胞群と、低い細胞群で、SSC 値の高い細胞、低い細胞の割合はほとんど変化し

ていなかった (Figure 6. F)。したがって、一つ目の仮説の方が有力であり、

ATP8B1 のノックダウン下では、IL-10 処理による CD163、CD14 の発現の大

きな上昇、SSC 値の減少という変化が起きていないと考えられる。以上より、

ATP8B1 のノックダウン、及び PFIC1 患者 MDM では ABCA1 の低下を一因と

して脂肪滴蓄積が増大しやすく、IL-10 処理による CD163、CD14 の発現誘導

に伴う脂肪滴の減少が起こりにくいという一連の流れが推測される(Figure. 10)。 
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マクロファージにおける ATP8B1 の機能欠損と病態の関連について 

 本研究において、ATP8B1 欠損により、炎症寛解に寄与するマクロファージ

サブタイプである M2c サブタイプへの極性化が部分的に阻害されることが明ら

かとなったことから、PFIC1 患者において見られる、炎症を伴う症状との関連

が考えられる。PFIC1 患者で見られる炎症と関連する症状のうち高頻度で認め

られるものとして、肝移植後の脂肪性肝炎 (86,87)、アテローム性動脈硬化の所

見 (96)、そして低頻度ではあるが報告されているものとして肺炎、膵炎があり、

これらは PFIC2 患者では見られないため、肝外の ATP8B1 の欠損に起因すると

考えられる (54)。ATP8B1 欠損によりこれらが生じるメカニズムの詳細は明ら

かとなっていないが、M2c サブタイプへの極性化異常により、炎症の寛解が正

常に機能しないことが一因となっている可能性が考えられる。特に動脈硬化の

進行という病態において、PFIC1 患者 MDM において抗動脈硬化に働く M2c

サブタイプの極性化に異常があり、また脂肪滴蓄積が増大していたことから、

個体においても血管内皮化でマクロファージの泡沫化が進行しやすく、アテロ

ーム性動脈硬化の原因となっていると推測される。今後さらに、ATP8B1 のノ

ックアウトマウスを用いた解析や、PFIC1 患者の組織におけるマクロファージ

を解析することで、今回見られた MDM のフェノタイプが in vivo においてどう

対応するかが明らかとなると期待している。 
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結論および今後の展望 

 

MDM を用いた診断法の有用性について 

本研究により見出した、IL-10 処理した MDM において ATP8B1 が高発現す

ること、また ATP8B1 欠損により、Oil Red O による染色領域が増大すること

から、PFIC 疑いとされた患者が PFIC1 であるか鑑別するスキームが考えられ

た (Figure 11.)。さらに、MDM における M2c サブタイプマーカーCD163、CD14

の発現量の減少というフェノタイプも合わせて解析することで、鑑別結果をよ

りサポートできると考えている。これまで、PFIC1 の診断を目的に患者検体を

用いて ATP8B1 のタンパク質発現量を検討するためには、肝生検を行い、

Western blotting により検出する必要があったが、肝生検は、患者の全身麻酔

が必要であること、乳児早期から行える施設は限られていることから気軽に行

える検査ではない。本研究では MDM における ATP8B1 の発現を明らかとした

ことから、採血により ATP8B1 の発現量の有無を検出することが可能になった

ことは、検査の侵襲性を低め、コンプライアンスを向上させるという観点で優

位性がある。また、MDM の Oil Red O 染色については、Figure 9 D の結果よ

り、450 m2/cell を目安に、それ以上を高値として、PFIC1 を他の群と分ける

ことができる。この閾値については、今後 PFIC 患者、コントロールともに例
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数を増やしていくことで、過誤が起こりにくい値を設定できると考えられる。

そのために、遺伝子解析と変異体解析は患者 MDM の解析と並行して行い、両

者を比較しながら PFIC1 を確定診断できるか、検討していく必要がある。ナン

センス変異、フレームシフトを引き起こす変異、または PFIC1 の病因となるこ

とが示されているミスセンス変異をホモや複合ヘテロで持つ場合は、PFIC1 の

確定診断は遺伝子解析のみで可能である。しかしながら、新規のミスセンス変

異が同定された場合、もしくは、片方のアレルにしか変異を同定できなかった

場合 (Table 1. Pt. 1, 2, 8 など) には確定診断には至らない。また、ATP8B1 の

発現量の解析のみでは、機能低下は起こるが発現量低下は起こらない変異が病

因となっている場合に検出できず、このような変異と、mRNA 量を低下させる

イントロンもしくはプロモーター領域の変異を複合ヘテロで持つ場合には、

ATP8B1 の発現量が半分程度で、かつエクソンにアミノ酸置換を伴う変異が一

つしか見つからないということで、診断は困難である。また、PFIC1 患者では、

頻度の高い変異部位が無く、今後も新規の変異が見つかってくると予測され、

その影響について変異体を作成して検討する必要性も出てくると考えられるが、

ATP8B1 の機能を定量的に評価する実験系は未だ確立していない。したがって、

本研究で ATP8B1 の機能を反映したフェノタイプを、患者由来の MDM を用い

て評価可能にしたことは、臨床上非常に重要である。実際に、本研究を遂行す
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る中で、ATP8B1 にアミノ酸置換を起こす変異が同定されたが、典型的な PFIC1

とは異なる症状を呈することから、PFIC1 ではないと考えられるケースが認め

られた。当該患者 (Table 1. Pt.9) は、PFIC が疑われるが、通常の PFIC 患者

で見られる黄疸、肝障害の進行が見られておらず、確定診断ができていなかっ

た。そこで遺伝子解析を行ったところ、ATP8B1 にアミノ酸置換を伴う SNPs (ア

レル頻度: 約 5%) を二つ、及び新規の変異を一つ持つことが明らかとなったが、

機能に直結する ATPase 活性部位における変異では無く、これら SNPs、変異が

ATP8B1 に及ぼす影響は不明であった。これを検討するために、変異体を作成

して解析した結果、発現量、細胞内局在は正常であった (84)。即ち、本患者に

おいては、ATP8B1 のタンパク質に何らかの影響を及ぼし得るアミノ酸置換が

存在するが、その影響を解析することはできていない。また本患者が示す症状

は他の PFIC1 患者に比べて重篤でないことから、そのアミノ酸置換により

ATP8B1 の機能が完全に無くなることは考えられないため、機能の一部が障害

されて PFIC 様の症状が出ているか、全く別の遺伝子が影響している可能性も

考えられる。本患者については MDM の Oil Red O 染色を行っているが、染色

面積は Control 群と差のない値であり (Figure 9. D PFIC1?) 、M2c マーカー

の発現も正常に見られた (data not shown) 。したがって、本研究で提案する

MDM のフェノタイプを用いたスクリーニングでは、PFIC1 様の症状を示すが、



 

74 

 

PFIC1 程重篤でない患者と、典型的な PFIC1 患者群を分けられていると考えら

れる。臨床の現場で、PFIC は雑多な疾患を含む症候群として存在しており、本

研究成果から、前向きに PFIC1 患者を鑑別できるようになったことで、早期に

確定診断をつけた後に治療を開始できるようになり、今後の PFIC1治療の研究、

及び PFIC 様症状を示す疾患に対する診断の研究に貢献できると考えている。

さらに ATP8B1 の機能欠損により、MDM で見られるフェノタイプと、肝内胆

汁うっ滞症状、肝障害・線維化の進行との対応が明らかとなっていけば、MDM

を用いた解析から予後の予測、そして治療方針の決定が可能になると期待して

いる。 

 

診断法としての改良点について 

今回見出された、MDM における脂肪滴蓄積の増大という PFIC1 患者特異な

フェノタイプは、Oil Red O 染色による測定が容易であり、染色領域を解析ソフ

トにより自動的に算出することが可能であることから、一般的な病理診断と比

べても、恣意性が入らない分、優れていると言える。診断法として、ATP8B1

のタンパク質発現量を Western blotting により検出する実験系と比較しても、

実験自体の操作が簡便であり、測定値の絶対値で判定できることから、厳密な

コントロールを置かなくとも判別が可能であることから、実用性の観点で優位
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である。問題点としては、単球の分離、MDM への分化という工程が必要である

ことから、サンプルを得るまでの作業が煩雑で時間を要することである。そこ

で、使用するサイトカイン量を最適化し、分化日数を短くすることができれば、

さらに簡便化を図ることができると考えている。また、本実験系では市販のヒ

ト血清を用いて培養しており、Lot 差による脂質含有量の差や、サイトカイン量

の差等により、MDM の分化や脂肪滴量に影響を与えることが考えられるため、

まず血清を含有しない培地で培養し、MDM の分化後に一定量のリポタンパク質

を添加することで脂肪滴蓄積を誘導し、これを観察することで、より精度が高

い実験系になると想定される。 
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図表 

 

 

Table 1. ATP8B1 and BSEP mutations in PFIC patients 

All exons and exon-intron boundaries of ATP8B1 and BSEP gene were 

screened by direct cycle sequencing as described in 方法 (PFIC 患者とヒト検

体). Mutations with asterisks are reported as SNPs (Allele frequency of 

c.234C>G: 5 % in Japanese; c.1729A>G: 5% in Japanese). (?): Another 

mutation in intron or promoter region is expected because ATP8B1 mRNA 

levels were low in liver specimens of Pt. 1 and Pt. 2 and because Pt. 8 showed 

very severe cholestasis and liver damages (Liver transplantation was done 

for Pt. 8 after this study ). (-): Screened but not detected. Space: Not 

screened.  
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Figure 1. ATP8B1 is expressed in MDMs. 
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Figure 1. (Continued) 

(A) Whole cell lysates of erythrocytes, granulocytes, lymphocytes, monocytes, 

and MDMs prepared from peripheral blood of control volunteers were 

subjected to western blotting with anti-ATP8B1 antibody and anti--actin 

antibody. Expression of monocyte marker CD93 and macrophage marker 

CD163 and CD23 were reprobed with anti-CD93, anti-CD163 and anti-CD23 

antibodies after stripping. Arrow head indicates ATP8B1 (140 kDa). 

Asterisks represent non-specific bands. (B) 1 or 9 days after seeding 

monocytes, they were fixed and subjected to immunostaining with anti-CD93 

or 25F9 antibodies. TOPRO3 was used to stain nuclei. Scale bar: 20 m. (C) 

Photomicrographs show representative morphological change 1, 3, 6, 9 days 

after seeding monocytes. Scale bar: 50 m (D) Expressions of ATP8B1 mRNA 

during differentiation from monocytes to macrophages were determined by 

qPCR. Representative data from 2 donors were shown. ND, not detected. (E) 

mRNA expression levels of 14 members of P4-type ATPases and 2 members 

of CDC50 family in MDMs were assessed by RT-PCR. Band with asterisk is 

non-specific PCR product. 
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Figure 2. ATP8B1 deficiency causes down-regulation of ABCA1 
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Figure 2. (Continued) 

(A-C) MDMs from control volunteers were transfected with negative control 

(Ctrl) and ATP8B1 siRNA. 3 days later, cells were harvested and used for 

cDNA synthesis from total RNA (A) or for preparing whole cell lysate. (B, C). 

(A) Expression of ATP8B1 mRNA was determined by qPCR. Values are 

means ± SE of n = 4, expressed as relative expression compared with Ctrl 

siRNA treated cells. (B) Expression of ATP8B1, other cholesterol 

transporters, and CD163 protein were examined by western blotting. 

Representative results of three independent results are shown. (C) Band 

densities in (B) were quantified using Multi Gauge V2.11. Values are means 

± SE of n = 4, expressed as relative expression compared with Ctrl siRNA 

treated cells. (D) Whole cell lysates of MDMs prepared from PFIC1 (Pt.1 and 

Pt.2 shown in Table. 1), Control children and adult patients were subjected 

to western blotting. Statistically significant difference *p < 0.05, **p < 0.01 
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Figure 3. ATP8B1 is predominantly expressed in IL-10 induced 

CD163high subpopulation (M2c subtype) 
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Figure 3. (Continued) 

MDMs from control volunteers were treated only with 10ng/ml M-CSF (A-E) 

or with 20ng/ml IL-4 (A, C), 40 ng/ml IL-10 (A, C, D) and 40 ng/ml 

IFN- in addition to 10 ng/ml M-CSF for 6 days to induce polarization 

of M2a, M2c, and M1 subtype respectively. Cells were harvested for 

preparing whole cell lysate (A) or for cDNA synthesis from total RNA (C) or 

fixed, then subjected to immunostaining (B). (A) Protein expression levels of 

ABCA1, ATP8B1, -actin and subtype specific markers; CD23 (M2a), CD163, 

MerTK (M2c) were determined by western blotting. Representative results of 

three independent results are shown. (B) Expression of M1 marker, CD80 

was assessed by immunostaining. Scale bars: 20 m. (C) mRNA expression 

levels of ATP8B1 and CD163 were determined by qPCR. Values are means 

± SE of n = 3, expressed as relative expression. Representative results of 

three independent results are shown. Statistically significant difference *p < 

0.05 (D) Cells were stained with FITC labeled anti-CD163 antibody and 

sorted by FACS into 2 populations with high or low expression levels of 

CD163 as shown in histograms (Top). Whole cell lysate of each population 

was subjected to western blotting. Representative results of two independent 

results are shown. (E) Whole cell lysates of MDMs treated only with 10 ng/ml 

M-CSF or with 40 ng/ml IL-10 or 100 nM Dexamethasone for 3 days were 

subjected to western blotting. Representative results of three independent 

results are shown. 
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Figure 4. ATP8B1 knockdown affects polarization of MDMs by 

IL-10 
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Figure 4. (Continued) 

(A-D) To assess the effect of ATP8B1 knockdown on IL-10 mediated 

polarization of macrophages, MDMs differentiated with 10 ng/ml M-CSF for 

8 ~11 days were transfected with siRNA (Ctrl, ATP8B1) and 3 days after 

transfection, cells were cultured with 10 ng/ml M-CSF with (closed bars) or 

without (open bars) 40 ng/ml IL-10 for 5 days. 2nd siRNA transfection was 

performed 4 days before assay to keep knockdown condition until assay. (A) 

Schematic procedures are shown. (B) Whole cell lysate of each sample was 

subjected to western blotting. (C-E) Cells were stained with fluorescence 

labeled anti-CD16 and anti-CD163, or anti-CD14 antibodies and analyzed by 

FACS. The data were analyzed by Frowjo_V10. (C)  Representative data 

were shown as contour plot. (D) Mean fluorescence intensities (MFIs) of 

CD163, CD14 andCD16 were determined. Values are means ± SE of n = 3. 

Representative results of four independent results are shown. (E) CD163high, 

CD14high and CD16high cell percentages were shown. Values are means ± 

SE of n = 3. Representative results of four independent results are shown. 

Statistically significant difference *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001 
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Figure 5. ATP8B1 knockdown does not affect IL-10-induced 

phagocytosis of early apoptotic cells 
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Figure 5. (Continued) 

 (A) Early apoptotic cells were obtained by incubating human granulocytes, 

isolated from peripheral blood of control volunteers, in 10% FBS RPMI for 20 

hours. According to Annexin V and propidium iodide (PI) staining, 60-70 % of 

granulocytes show early apoptotic status (Annexin V+, PI-). (B-E) To assess 

the effect of ATP8B1 knockdown on IL-10 mediated induction of phagocytosis 

of early apoptotic cells, MDMs from control volunteers were treated as 

described in Fig.4 A and then incubated for 3 h with early apoptotic cells 

stained with cell tracker green. Cells were stained with fluorescence labeled 

anti-CD163 (B, C), anti-CD14 (C), anti-CD16 (C) or anti-MerTK (C, E) 

antibodies and analyzed by immunostaining (B) or FACS (C-E). (B) Cells 

were fixed with 4% paraformaldehyde and immunostained with anti-CD163 

antibody without membrane permeabilization. Representative data is shown 

as XY, XZ, and YZ plane of merged figure (left) and each staining figure 

(right). Scale bars: 20 m. (C) FACS data were analyzed by Frowjo_V10. 

MDMs were gated using FSC and SSC values and free granulocytes (not 

phagocytosed) were excluded. Representative data were shown as 

pseudocolor plot. (D) Phagocytosis of early apoptotic cells were determined as 

percentage of cell tracker green positive MDMs. Values are means ± SE of 

n = 3. Representative results of two independent results are shown. (E) 

Expression levels of MerTK protein were determined as MFIs. Statistically 

significant difference *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001 
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Figure 6. MDMs with ATP8B1 deficiency show morphological 

abnormality. 
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Figure 6. (Continued) 

(A-F) To analyze the effect of ATP8B1 knockdown on cell morphologies of 

MDMs treated with IL-10, MDMs from control volunteers were treated as 

described in Fig.4 A, stained with fluorescence labeled anti-CD16 and 

anti-CD163 or anti-CD14, and applied to FACS. FACS data were analyzed by 

Frowjo_V10. (A) Expression levels of CD16 were not altered by ATP8B1 

knockdown. Ctrl siRNA, histogram with dotted line; ATP8B1 siRNA, gray 

histogram. CD16high populations (indicated by double-headed arrow) were 

analyzed for ATP8B1 knockdown effect on cell morphologies. (B, C) 

Morphological difference of CD16high populations between Ctrl siRNA and 

ATP8B1 siRNA treated MDMs are shown as contour plots with FSC and SSC 

(B) or histograms of them (C). (D) Bars represent means ± SE of FSC and 

SSC (n =3). Statistically significant difference *p < 0.05 (E, F) Relationships 

between values associated with cell morphologies and M2c markers, CD16 

(E), CD163 and CD14 (F) were examined by making contour plot with them 

(Ctrl siRNA; red, ATP8B1 siRNA; blue). (F) For CD163 and CD14, CD16high 

populations were analyzed.  
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Figure 7. ATP8B1 knockdown induces lipid droplet accumulation.  

(A-D) To evaluate the effect of ATP8B1 knockdown on lipid droplet 

accumulation in MDMs treated with IL-10, MDMs from control volunteers 

were treated as described in Fig.4 A, stained with Nile Red (A, B) or Oil Red 

O (C, D) and analyzed by FACS (A), confocal microscopy (B), or light 

microscopy (C, D). (A) Correlation between values associated with cell 

morphologies and lipid droplet amount was examined. Peason’s correlation 

coefficient R values between fluorescence of Nile Red and FSC or SSC were 

calculated. (B) Representative images of Nile Red staining are shown. Scale 

bar: 20m. (C) Representative images of Oil Red O staining are shown. Scale 

bar: 50m. (D) Areas of Oil Red O staining per cell were calculated using 

WinROOF. Bars represent means ± SE of n =4. Statistically significant 

difference **p < 0.001, ***p < 0.001.   
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Figure 8. ATP8B1 knockdown does not affect IL-10-induced LDL  

uptake.  

To examine the effect of ATP8B1 knockdown on LDL uptake of MDMs 

treated with IL-10, MDMs from control volunteers were treated as described 

in Fig.4 A, incubated with 10g/ml Dil-LDL for 45 min, fixed with 4% 

paraformaldehyde, followed by  immunostaining with anti-CD163 antibody 

without membrane permeabilization. TOPRO3 was used to stain nuclei. 

Representative images taken by confocal microscopy are shown. Scale bar: 

20m. 
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Figure 9. Abnormal polarization and evident lipid droplet 

accumulation are observed in PFIC1 patients-derived 

MDMs treated with IL-10. 

(A-D) MDMs from PFIC1 and PFIC2 patients were treated with 40 ng/ml 

IL-10 in addition to 10 ng/ml M-CSF for 6 days, and then subjected to FACS 

analysis (A, B) or Oil Red O staining (C, D). Results from a representative 

pair of PFIC1 and PFIC2 patients (Pt.1 and Pt.7) are shown (A-C). 

Comparable results were obtained from other 3 pairs of PFIC1 and PFIC2 

patients. (A) Expression levels of M2c markers, CD163, CD14, CD16 and 

MerTK were determined. PFIC2, histogram with dotted line; PFIC1, gray 

histogram. (B) Morphological difference between MDMs of PFIC1 (blue) and 

PFIC2 (red) are shown as contour plots with FSC and SSC. (C) 

Representative images of Oil Red O staining are shown. Scale bar: 50m. 

Areas of Oil Red O staining per cell were calculated using WinROOF. PFIC1, 

n = 4 (Pt.1, 2, 3, 4 described in Table. 1); PFIC2, n = 4 (Pt.5, 6, 7, 8); Control, 

n = 11; PFIC1? (Pt.9). Statistically significant difference **p < 0.01, ***p < 

0.001. 
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Figure 10. Phenotypes of MDMs polarized by IL-10 under 

ATP8B1 deficient condition. 

ATP8B1 deficiency causes downregulation of M2c markers (CD14 and 

CD163), cholesterol efflux transporter (ABCA1), morphological abnormality, 

and enhanced lipid droplet accumulation. On the other hand, phagocytosis of 

apoptotic cells, which is a M2c subtype-specific function, was not affected by 

ATP8B1 knockdown. Induction of ATP8B1 expression during differentiation 

from monocytes into macrophages might be essential for acquiring specific 

properties of M2c subtype by IL-10.         
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Figure 11. Scheme for discriminating PFIC1 patients from 

patients with PFIC-like cholestatic diseases. 

If bile duct obstruction is not detected by ultrasound scan in infants with 

jaundice, high serum bile acid level, normal serum -GTP level and 

intractable itch, it is probable that they are PFIC patients (PFIC1, PFIC2, or 

other PFIC-like cholestatic diseases). The present study revealed that PFIC1 

patients can be discriminated from such patients by measuring expression 

level of ATP8B1 and area of Oil Red O staining region using MDMs treated 

with IL-10. Threshold of Oil Red O staining area is set at 450m2/cell 

according to the data in Figure 9 D.       
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