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研究成果の概要（和文）：人工多能性幹細胞(iPS細胞)より成熟肝細胞への分化誘導をより高い精度で行う手法
として、間葉系幹細胞を利用した分化誘導法と脱細胞化肝骨格を利用した立体的な細胞の分化誘導法の確立を模
索した。間葉系幹細胞や肝細胞骨格を用いてiPS細胞から肝細胞への分化誘導を行い得られた細胞は、成熟した
肝細胞機能を有した細胞を得ることができたが、成熟肝細胞に比較するとまで機能的には未熟であり、臨床応用
にはさらなる技術革新を要する。

研究成果の概要（英文）：To obtain more mature iPS induced hepatocyte like cells, we investigated a 
novel protocol by using mesenchymal stem cells and decellularized liver matrix. Mesenchymal stem 
cells and decellularized liver matrix could enhance the hepatic function of human iPSC-derived 
hepatocyte-like cells. However, these cells have immature function compared to primary hepatocyte. 
More technological innovations are needed to clinical application.

研究分野：肝胆膵外科
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 新規医薬品の開発には莫大な費用を要す
る。一般に１つの医薬品を市場に出すために
は、1000 億円以上の費用を要するという試算
が報告されている(DiMasi JA et al. The 
price of innovation: new estimates of drug 
development costs. J Health Econ, 2003)。
また、日本でわずか年間500,米国で年間2000
程度の治験まで辿りついた数少ない開発の
中でさえ医薬品として採用されるのは 8%に
満たず、ほとんどの薬剤が開発の段階で中止
されている。その理由の多くは、薬効が得ら
れないもしくは毒性があり安全性に問題を
認めた例であり、近年、幹細胞を含めた生物
学的製剤の開発の増加に伴い、開発にかかる
費用は一層増加することが予想されている。
従って今後の創薬開発には、より早期の段階
において医薬品の効果・安全性を評価するた
めのスクリーニング機構を確立することが、
創薬産業の加速と費用抑制の実現化に必須
である。通常、新規医薬品候補の臨床応用へ
向けた前段階において、ヒト成熟細胞での毒
性・代謝活性試験を行うことが早期に薬効を
確認、もしくは危険性を検出する上でのゴー
ルドスタンダードとされている。しかしなが
らヒト成熟肝細胞を得ることは容易ではな
く、また体外での増殖が困難であることから、
限られた新規医薬品候補に対してのみ適応
されているのが現状である。さらに、一般的
に入手される凍結肝細胞は本来の肝細胞よ
りも格段に機能が落ちること、ロット間格差
が生まれやすいことが、スクリーニング機能
と代謝活性評価における定型的システムと
しての困難性を助長している。 
 このような課題を解決する手段として近
年 iPS 細胞に注目が集まっている。iPS 由来
肝細胞であれば、大量の細胞入手が比較的容
易となる可能性や、ロット間格差を最小化し
得ること、良好な費用対効果を将来実現でき
るに大きな期待が寄せられている。しかしな
がら，ヒト iPS 由来肝細胞は未だ創薬評価に
十分な代謝活性を持っているとは言い難く，
新しい分化誘導法や成熟工程の開発が待た
れている。 
 これに対して我々のグループは，間葉系幹
細胞の持つ細胞機能補助効果に着目し、肝細
胞機能維持、特に CYP450 活性の向上に寄与
することを示してきた。(Yagi H et al. 
Long-term superior performance of a stem 
cell/hepatocyte device for the treatment 
of acute liver failure. Tissue Engineering 
2009)。また最近になり、iPS 細胞由来肝前駆
細胞と間葉系幹細胞および血管内皮細胞と
の直接共培養が肝原基の創出に大変重要な
役割を担うことが示されてきている(Takebe 
T, Nature 2013)，従って間葉系幹細胞は十
分な代謝活性を持つ成熟肝細胞の創出に非
常に大きな役割を果たすと考えられる。 
 一方で，生体内では複雑な立体構造内で存
在する肝細胞は、体外においても 3次元培養

下で明らかにその機能を向上させることが
知られている。またその素材として細胞外マ
トリックスの果たす役割が非常に大きいこ
とが示されている（Soto-Gutierrez, Yagi H, 
et al. Cell Transplantation 2010）。更に
我々のグループはこの立体構造と３次元循
環培養法を最適化する新たな技術「脱細胞化
臓器骨格」を用いて、ラット肝臓を用いた細
胞外マトリックス骨格内で肝細胞を生着さ
せ循環培養化に機能解析を行う新たな体外
培 養 シ ス テ ム を 確 立 し た 。  (Uygun 
BE,Soto-Gutierrez A, Yagi H et al. Organ 
reengineering through development of a 
transplantable recellularized liver graft 
using decellularized liver matrix. Nature 
Medicine, 2010)。この技術の大きな特徴は
細胞をすべて除去して作製した半透明なス
キャフォールドの中に生体に本来あるべき
三 次 元 立体構造が保持され、細胞成熟・再
生に必須な微細構造を保つ点である。更に生
体由来の細胞外マトリックスにはラミニン
やフィブロネクチンなどの接着因子と分化
誘導促進因子が残存しており，本システムを
用いた体外培養法が肝細胞の分化・誘導に強
く寄与すると考えられる。 
 上記に示す様に，間葉系幹細胞の肝細胞機
能補助効果と脱細胞化３次元マトリックス
構造の利点を生かし、高い CYP 活性を持つ機
能的な肝細胞から肝組織様構造を創出する
ことで、ロット間格差が少なく、安定した供
給が可能な創薬開発基盤技術の確立が可能
であると考えた。 
 
２．研究の目的 
 本研究はドラッグスクリーニングに用い
るための十分な薬物代謝能を有した成熟肝
細胞を、ヒト iPS 細胞から分化誘導する有効
な手法を構築するため、間葉系幹細胞を用い
た独自の共培養方法と、脱細胞化肝臓骨格を
用いた新しい立体培養法を確立し、一塊の肝
近似組織を作製することを目的とする。我々
がこれまで示してきた間葉系幹細胞の肝細
胞機能補助効果と脱細胞化３次元骨格の利
点を生かし、高い CYP 活性を持つ機能的な肝
細胞を用いた組織上構造を創出することで、
ロット間格差が少なく、安定した供給が可能
な創薬開発基盤技術の確立を目指す。 
 
３．研究の方法 
(1)ヒト間葉系幹細胞を用いた機能的肝細胞
の分化誘導法の確立 
①iPS 由来肝細胞の分化誘導として、本研究
では複数のヒト iPS 細胞株から、肝分化誘導
を行った際に最もアルブミン産生能が高い
とされる株の一つとして示されている 201B6
を用いた(Kajiwara M, PNAS 2012)。ただし、
後述するように、安定した数の細胞を継続的
に細胞を得ることが困難であったため、既存
の細胞として製品化されたiPS由来肝前駆細
胞を使用して次の実験に繋げた。 



②iPS 由来肝細胞への分化誘導過程における
間葉系幹細胞の導入として、本実験では、iPS
由来肝前駆細胞からiPS由来肝細胞へ成熟化
させる過程で用いる培養液に、MSC が分泌す
るタンパク質を混在させた培養液（調整培
地）を作成し、この調整培地で iPS 由来肝前
駆細胞を iPS 由来肝細胞へ成熟化させた（図
１）。調整培地によって得られた iPS 由来肝
細胞と標準的な培地によって得られたiPS由
来肝細胞を以下の様に評価した（図２）。位
相差顕微鏡による細胞の形態的評価、MTT 試
験を用いた細胞数評価、肝細胞分化の過程で
発現されるとされるマーカーを用いた免疫
染色による陽性細胞数の比較、培地上に分泌
されたアルブミン、尿素の濃度測定、薬剤代
謝活性評価を目的とした CYP3A4, CYP1A2 の
活性評価。肝分化マーカーと肝機能評価に関
連した遺伝子発現量を定量評価比較するた
めのリアルタイム PCR を測定した。さらに、
正常肝細胞との比較として、正常肝細胞を培
養した上でのアルブミン濃度、CYP 活性も評
価した。 
（図１） 

（図２） 

 
（２）脱細胞化肝を用いた 3次元培養下での
機能的肝細胞の分化誘導法の確立と薬剤代
謝機能の評価 
①生体由来細胞外マトリックス骨格の作成 
 脱細胞化肝臓は以下のごとく定型化した
工程で作成した。ラットより摘出した肝臓に
トリプシンを還流させ細胞融解を起こし、さ
らに界面活性剤を還流させることで細胞を
洗い流し脱細胞化を完了させた。 

②均一な質を持った再細胞化肝組織様構造
の作製 
 脱細胞化骨格内に、iPS 由来肝細胞様細胞
を経門脈的に充填した後、培養液を門脈経由
で持続的に還流することで循環培養を行な
った。正常肝組織と比較して代謝酵素発現・
肝細胞機能解析を行い、肝組織としての成熟
度を評価した。 
 
４．研究成果 
（１）新たな iPS 細胞由来肝細胞の分化誘導
法の確立 
ヒト間葉系幹細胞(MSC)を用いた機能的肝細
胞の分化誘導法の確立について研究を進め
た。当初は iPS 由来肝細胞の分化誘導を安定
化した上で分化誘導過程におけるMSCの導入
を行う予定であったが、iPS 細胞由来の肝細
胞の作成することはできたものの、より安定
した分化誘導を行うためにはまだ至らなか
った。そのため、既存の細胞として製品化さ
れてiPS由来肝前駆細胞を使用した。これに
より、細胞の質の均一化を図ることができ
た。また、MSC を導入する方法について、MSC
が分泌したタンパクを含有する培地(調整培
地)を使用することとした。iPS 由来肝前駆細
胞からiPS由来肝細胞への成熟化の過程にお
いて、MSC 調整培地を用いて成熟化した iPS
由来肝細胞を、通常の方法にて成熟化した
iPS 由来肝細胞の機能を比較した。結果、間
葉系幹細胞を利用した調整培地を用いて成
熟化した細胞は通常の方法で成熟化した iPS
由来肝細胞と比較して、高いアルブミン産生、
尿素産生、CYP3A4 活性を示した。また免疫染
色においても、未分化マーカーである Oct3
陽性細胞数が減少、肝前駆マーカーである
AFP 陽性細胞数の増加、肝成熟マーカーであ
るALB陽性細胞数の増加を認めることができ
た。さらに、リアルタイム PCR を行なった結
果、薬剤代謝活性に関わる一部の CYP 遺伝子
の発現量が増加していることがわかった。一
部の機能的評価 に留まるものの、MSC が分泌
するタンパクが肝機能の向上に寄与した可
能性が示唆された。  
 さらなる評価として、培養されている細胞
数自体に差が生じていないか検証を行う必
要があった。具体的には、肉眼的な成熟細胞
数の評価と、MTT 試験を用いた評価と目視に
よる成熟細胞数の測定を行い、調整培地で
成熟化を行なった場合においても細胞数自
体の増減が認めなかったことがわかった。よ
って、調整培地は細胞数の数自体を増加させ
る わ けではなく、細胞の機能もしくは分化
効率に寄与している可能性が示された。 
 また、調整培地のどの因子が肝成熟化に寄
与するかの機序を明らかにするために、培地
中に含まれている物質の評価を行った。実験
期間の関係もあり網羅的な検索はできなか
ったが、肝分化過程の一部に必要な BMP4 が
より高い濃度で含まれていることがわかっ
た。 



 加えて、成熟肝細胞をポジティブコントロ
ルとして、アルブミン産生量、CYP 活性を測
定したところ、iPS 由来肝細胞よりもはるか
に高いアルブミン濃度と CYP 活性であった。 
 以上これら事柄より、MSC が分泌する物質
を含有した調整培地はiPS細胞の肝分化にお
いて有用であると考えられたが、肝細胞とし
ての機能はまだ成熟肝細胞に比較すると劣
っており、実用化に向けてはさらなる技術革
新を要すると考えた。 
 
（２）脱細胞化肝の作成と、iPS 由来肝細
胞の導入 
 脱細胞化肝を用いた3次元培養下での機能
的肝細胞の分化誘導を行なった。具体的に
はラットより門脈、肝静脈を保持したまま
全肝の摘出を行なった。系門脈的にトリプ
シンを還流し細胞融解を起こし、さらに界面
活性剤を還流して肝組織内に含まれている
細胞を洗い流しラット肝臓の脱細胞化を完
了した。脱細胞化した肝臓に iPS 由来肝前駆
細胞を経門脈的に注入したのちに、iPS 由来
肝前駆細胞をiPS由来成熟肝細胞へ成熟化さ
せる培養液を用いて系門脈的に還流させ、
iPS 由来 肝前駆細胞を脱細胞化したラット
肝臓内で培養かつ成熟化させた。細胞注入
し循環培養させた肝臓を組織学的に評価し
た結果、門脈外への注入した細胞が存在し
ていることが確認され、もともとの肝細胞
が存在していた部位への細胞の生着を確認
できた（図３）。さらに、循環培養した肝組
織から RNAを抽出し CYPの発言をリアルタイ
ム定量 PCR した結果、CYP3A4, CYP2W1 の発現
がみられ、もともとの細胞で測定した発現
量よりも高発現であった。以上より、さらな
る検証を要するものの、iPS 由来肝前駆細胞
を脱細胞化した肝組織内で循環培養するこ
とができ、さらに細胞の成熟化を確認する
ことができた。 
 
（図３：脱細胞化肝臓への細胞注入後） 
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