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研究成果の概要（和文）：ヒトinduced pluripotent stem(iPS)細胞から肝細胞への分化する方法の開発を試み
た。ブドウ糖、アルギニンを除きガラクトース、オルニチンを添加した培地にoncostatin M, アポトーシス阻害
剤(M50054)等を添加した培地(hepatocyte differentiation inducer, HDI)を開発した。HDIで培養するとiPS細
胞では未分化な肝細胞のマーカーであるalpha-feto protein(AFP)の発現が亢進した。HDIはiPS細胞から肝細胞
への分化を促進する可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：To promote differentiation of human induced pluripotens stem (iPS) cells to 
hepatocytes, oncostati M, and M50054 were added to a medium without glucose or arginine, and added 
with galactose and ornithine (hepatocyte differentiation inducer). The expression levels of 
alpha-feto protein were up-regulated in iPS cells cultured in HDI for 2 days. It was suggested that 
HDI promoted differentiation of iPS cells to hepatocyte lineage.

研究分野： 消化器内科学
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１．研究開始当初の背景 
 
肝不全は機能する肝細胞の数が極度に減少する致命的な病態である。薬剤による治療は無効で
あり、肝移植が行われている。しかし肝移植ではドナー数が絶対的に不足している。機能する
肝細胞を移植する治療が実現すれば根本的な治療になりうる。そこで機能する肝細胞を製造す
る方法の開発が急務である。 
ヒト induced pluripotent stem(iPS)細胞は多彩な細胞に分化する能力と強い増殖能力を有する
ので iPS細胞から肝細胞を製造することが可能になれば肝不全に対する肝細胞移植の臨床応用
が期待される。しかし iPS 細胞から肝細胞を製造する方法は未だ確立されていない。 
iPS 細胞から肝細胞の製造が可能になった場合、iPS 細胞が残存する可能性がある。iPS 細胞
から製造した肝細胞と iPS 細胞が混在した状態で移植すると、iPS 細胞から癌が発生する可能
性がある。そこで肝細胞と iPS 細胞を分離する必要がある。 
ブドウ糖とアルギニンは細胞の生存に必須である。ブドウ糖はガラクトースから糖新生、アル
ギニンはオルニチンから尿素サイクル、を介して産生される。糖新生と尿素サイクルを有する
のは肝細胞のみである。したがってブドウ糖とアルギニンを除き、ガラクトースとオルニチン
を添加した培地で培養すると肝細胞は生存するが iPS 細胞は死滅すると考えられる。そこで
我々はブドウ糖とアルギニンを除き、ガラクトースとオルニチンを添加した培地(hepatocyte 
selection medium, HSM)を開発した。初代培養肝細胞と iPS 細胞の共培養を確立し、培地を
HSM に変更したところ、3 日で iPS 細胞は死滅し、肝細胞のみが生存することが明らかにな
った。 
HSM で 2 日間培養した iPS 細胞から RNA を抽出してリアルタイム定量 PCR にて alpha-feto 
protein (AFP、未分化な肝細胞のマーカー)を定量したところ、その発現量が 10 倍に増加して
いることを見いだした。HSM で iPS 細胞を培養すると肝細胞への分化が促進される可能性が
示唆された。しかし HSM で培養すると iPS 細胞は 3 日で死滅するので長期間生存する方法を
開発することが必要であった。 
 
２．研究の目的 
 
今回我々は iPS 細胞から肝細胞へ分化する方法の開発を試みた。そのために HSM で iPS 細胞
を培養し長期間生存する方法を検討した。 
 
３．研究の方法 
 
HSM に oncostain M 等の増殖因子、アポトーシス阻害剤(M50054)等の small molecule を添加し
て iPS 細胞(201B7)を培養した。細胞の生存を観察し、RNA を抽出してリアルタイム定量 PCR に
て AFP 等の肝細胞のマーカー等を定量した。AFP の 
 
４．研究成果 
 
Oncostain M, hepatocyte functional proliferation inducer, M50054、non-essential amino 
acid, sodium pyruvate, nicotinamide, prolin, glutamine を HSM に添加した培地(hepatocyte 
differentiation inducer, HDI)で培養すると iPS 細胞は 7日後まで生存する細胞がみられた。
HDI で培養 2 日後 RNA を抽出してリアルタイム定量 PCR を行った。AFP、CYP3A4E(薬剤代謝)、
ALDH2(アルコール代謝)の発現は iPS 細胞に比して亢進していた。免疫染色を施行したところ、
HDI で培養した iPS 細胞は AFP 陽性であった。 
以上より HDI で培養すると iPS 細胞は肝細胞への分化を開始することが明らかになった。しか
し 7日でほとんどの細胞が死滅するのでさらに長期間 iPS 細胞が生存する条件を明らかにする
必要がある。また HDI で培養すると iPS 細胞が肝細胞への分化を開始するメカニズムの解明は
今後の課題である。 
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