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研究成果の概要（和文）：本研究では，ラット・マウスの成熟肝細胞を前駆細胞へとリプログラミングできるこ
とを確かめている低分子化合物を用いて，ヒト肝細胞も同様にリプログラミングできるかどうか，またそのよう
にして得られた肝前駆細胞(ヒトCLiP)が，肝臓再生に寄与しうるかどうかを検討することを目的とした．主な成
果は以下の通りとなる.（１）乳幼児肝細胞からヒトCLiPを誘導できた．（２）ヒトCLiPから分化誘導した肝細
胞はCYP活性を示した．（３）ヒトCLiPは慢性肝疾患モデルマウスの肝臓を高効率に置換し，移植後のキメラ肝
臓から取り出したヒト肝細胞は初代成熟肝細胞と同等レベルの代謝能を示した．

研究成果の概要（英文）：Using small molecule inhibitors, we recently reported that rodent mature 
hepatocytes can be reprogrammed into progenitor-like phenotype with repopulative capacity. In this 
study, using the same strategy, we demonstrated that hepatic progenitor cells can be induced from 
human infant hepatocytes. These cells, named human chemically induced progenitors (hCLiPs), 
exhibited significant repopulative capacity in injured mouse livers following transplantation, and 
contributed to reconstruction of the normal liver architecture. We also found that hCLiPs can be 
redifferentiated into mature hepatocytes in vitro with hepatic inducible factors. These 
redifferentiated cells can be induced to exhibit cytochrome P450 (CYP) enzymatic activities in 
response to the CYP inducing molecules with the efficiency comparable with that of primary 
hepatocytes. Thus, this study contributes to progress in the field of liver cell transplantation 
therapy and pharmacological research field.

研究分野： 再生医療、細胞生物学
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図2. 増殖細胞の形態変化

１．研究開始当初の背景  

 肝細胞移植は，肝移植に次いで臨床的効果
が認められている治療法であるが，絶対的な
ドナー不足問題を抱えているため，肝細胞の
代替となる新規細胞ソースの開発が求めら
れている．現在 iPS 細胞からの肝細胞作製技
術に期待が寄せられているが，肝細胞への分
化誘導の困難性，テラトーマ形成の危険性，
さらに遺伝子導入に伴う予測できない危険
性が問題視されている．これらの問題の解決
を目的として，ダイレクト・リプログラミン
グと呼ばれる新技術が注目を集めている．す
なわち，iPS 細胞を介さずに，終末分化を遂
げた体細胞に転写因子等の遺伝子を直接導
入して目的の細胞を作製しようとする技術
である（Sekiya & Suzuki, Nature (2011);  

Huang et al. Nature (2011)）．しかし，この
技術においても，遺伝子導入に伴う予測不能
な危険性は残っており，臨床応用までの道の
りは遠い．一方，成体内に存在する肝前駆細
胞（liver progenitor cell, LPC）は肝細胞と
胆管上皮細胞（biliary epithelial cell: BEC）
への 2 方向分化が運命づけられた細胞であり，
万能細胞の抱える問題点を解決できる可能
性がある（Miyajima et al. Cell Stem Cell 

(2014)）．しかし，成体肝臓に潜む肝前駆細胞
の存在率は極めて低く，また採取時に煩雑な
精製操作が必要となり，安定供給は困難であ
る．そのため現時点では，成体由来の LPC

の臨床応用を目指す動きは活発ではない． 

 このような中，申請者は，低分子化合物を
用いた in vitro 培養系においてラット成熟肝
細胞を二分化能を有する LPC（Chemically 

induced Liver Progenitor (CLiP)と命名）へ
とリプログラミングできることを明らかに
していた．重要なことに，ラット CLiP を慢
性肝炎モデルである cDNA-uPA/SCID マウ
スに移植したところ，高い効率でラット由来
の細胞に置換されることが明らかとなった．
このことから，CLiP 細胞が極めて有望な細
胞ソースとなりうることが強く示唆された．
そこで，本研究ではヒト CLiP 細胞の誘導お
よび，その再生能力の評価を目的とした． 

 

２．研究の目的 

ラット CLiP と同様に，低分子化合物を用い
てヒト CLiP を作製できるかどうかを検討す
ること． 

３．研究の方法 

乳幼児の凍結ヒト肝細胞を用い，ラットでも
用いた低分子化合物を含む複数の化合物の
組み合わせについて細胞の増殖能を評価し
た． 

増殖が確認できた化合物の組み合わせに絞
り込んで，増殖した細胞の遺伝子発現解析お
よび，肝分化誘導の評価を行った． 

さらにこれらの増殖細胞を肝障害マウスへ
と移植し，その再生能を評価した． 

４．研究成果 

ラット CLiP 作製時の低分子化合物の組み合

わせを少し改変することで（特許出願中につ
き，詳細の記載は控える），ヒト肝細胞を増
殖させることに成功した（図 1）． 

 

この細胞は増殖時には成熟肝細胞様の形態
を示さないのに対し，細胞密度が濃くなると，
成熟肝細胞様の形態へと変化することが確
認できたことから（図 2），肝前駆細胞によく
似た性質をもつことが示唆された． 

そこでさらに，この細胞に対して肝分化誘導
能をもつことが知られている oncostatin Mと
dexamethasone および matrigel を加えた結
果，さらに成熟度が増すことが明らかとなっ
た（図 3, 4）． 
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図１. 化合物あり，なしでの増殖能の比較
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図3. 肝分化誘導による形態変化
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図4. 肝分化誘導前後でのTranscriptome解析



以上のことから，低分子化合物で誘導した細
胞が増殖能をもつ肝前駆細胞であることが
確認できたため，この細胞を改めてヒト CLiP 

(hCLiP)と名付けることとした． 

 続いてこの細胞を障害肝臓をもつ免疫不
全マウスへと移植し，その再生能力を評価し
た．まずラット CLiP の移植で高置換を確認
した cDNA-uPA/SCID マウスへの hCLiP の移
植実験を行った結果，すべての個体ではない
ものの，一部の個体でマウス血中ヒトアルブ
ミン濃度が 10 mg/ml を超える個体が確認さ
れた（図 5）．これは初代肝細胞移植に匹敵す
る結果である． 

 

実際に高いアルブミン濃度が確認された個
体では 90%以上の置換率が認められ（図 6），
hCLiP に高い再生能力があることが確かめら
れた． 

 

また，cDNA-uPA/SCID マウスのみでなく，
TK-NOG マウスへの移植実験においても，最
高置換率は cDNA-uPA/SCID マウスへの移植
時に比べて劣るものの，概ね同様の結果が得
られた（図 7, 8）． 

 

 
 

hCLiP で置換された領域は CYP1A2 および
CYP3A4 を発現しており，十分に成熟している
ことがうかがえた（図 8）．さらに，CYP1A2
および CYP3A4 は門脈域では発現が低く，中
心静脈域で高発現となる，hepatic zonation
を形成しており，正常な構造を持つことも確
かめられた（図 8）． 

実際に，これらのキメラ肝臓から採取した
ヒト肝細胞は，正常初代ヒト肝細胞と同程
度の CYP 活性を示すことが確かめられた． 
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図5. hCLiP移植後のcDNA-uPA/SCIDマウ
スの血中アルブミン濃度
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図6. hCLiP移植後，11週時点でのcDNA-uPA/SCIDマウス肝臓を，
ヒト特異的CYP2C抗体で免疫染色した組織片
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図7. hCLiP移植後のTK-NOGマウスの血
清中アルブミン濃度
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図8. hCLiP移植後，11週時点でのcDNA-uPA/SCID
マウス肝臓を，ヒト特異的CYP2Cおよび，CYP1A2, 
CYP3A4抗体で二重染色免疫染色した組織片
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図7. hCLiP移植後，10週時点でのTK-
NOGマウス肝臓を，ヒト特異的CYP2C抗
体で免疫染色した組織片
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図9. hCLiPを移植して得られたキメラマウスの肝
臓から肝細胞を採取してCYP活性を測定した結果
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