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研究成果の概要（和文）：肝臓の発生過程において、肝前駆細胞は、類洞内皮細胞や星細胞といった非実質細胞
と相互作用することで成熟肝細胞へ分化する。本研究ではヒトiPS細胞から機能的な肝細胞を誘導するため、肝
前駆細胞と非実質細胞を用いた共培養系を構築した。我々は、胎児肝臓から分取した類洞内皮細胞、星細胞の増
殖、分化にはTGFbシグナル、Rhoシグナルが関与することを明らかにした。マウスにおいて得た結果をもとに、
ヒトiPS細胞から類洞内皮細胞、星細胞を樹立した。これらの細胞は、増殖因子や細胞外基質を発現すること
で、ヒトiPS細胞由来肝前駆細胞の増殖、成熟化を支持した。

研究成果の概要（英文）：During liver development, liver progenitor cells (LPCs) differentiate into 
mature hepatocytes through interactions with hepatic non-parenchymal cells (NPCs) such as liver 
sinusoidal endothelial cells (LSECs) and hepatic stellate cells (HSCs). In this study, to induce 
functional hepatocytes from hiPSCs, we established a co-culture system of LPCs and NPCs. We show 
that TGFb and Rho signaling pathways, respectively, regulate the proliferation and maturation of 
LSECs and HSCs isolated from mouse fetal livers. Based on the results in mice, we established the 
hiPSC-derived LSECs and HSCs. They could support proliferation and maturation of hiPSC-derived LPCs 
by expressing numerous hepatic mitogens and extracellular matrix proteins.

研究分野：細胞生物学
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１．研究開始当初の背景 
肝臓は、代謝、解毒、恒常性の維持などの機
能を有する高度に発達した臓器であり、これ
らの多彩な肝機能を実質的に担う肝実質細
胞（肝細胞）と肝非実質細胞（胆管上皮細胞、
肝類洞内皮細胞、肝星細胞など）から構成さ
れている。特に、肝細胞は種々の代謝酵素を
発現し、肝機能の中心を担うことから、近年、
創薬研究や再生医療研究への応用を目的と
して、ヒト iPS 細胞から肝細胞を誘導する試
みが活発に行われている。しかし、既報の iPS
細胞からの肝細胞分化の問題として、様々な
サイトカインによる多段階かつ長期間の分
化誘導を必要とすること、また、全ての iPS
細胞を均一な成熟肝細胞に分化させること
は困難であるといった問題がある。我々は、
これまでに、ヒト iPS 細胞から自己複製能と
肝細胞と胆管上皮細胞への二分化能を有す
る肝前駆細胞に分化誘導し、それらを純化・
増幅した後に、肝細胞へと分化成熟させる
「二段階の分化誘導法」の樹立に取り組んだ。
その結果、新規肝前駆細胞マーカーとしてカ
ルボキシペプチダーゼ M（CPM）を同定し、ヒ
ト iPS 細胞由来 CPM 陽性肝前駆細胞の純化・
増幅培養系の樹立に成功した。さらに、そこ
から、簡便で効率的に肝細胞、胆管上皮細胞
を作製することを可能にした（Kido et al. 
Stem Cell Reports 2015）。この方法で誘導
した肝細胞は、従来法で誘導した肝細胞と比
較し高いアルブミン産生能や薬物代謝酵素
活性能を示したが、成体の成熟肝細胞には及
ばなかった。 
 
２．研究の目的 
本研究では、創薬研究用のハイスループット
スクリーニング系として応用可能な高機能
性のヒト肝細胞／肝組織を作製するために、
ヒト iPS 細胞由来の肝前駆細胞、類洞内皮細
胞、星細胞を用いた肝組織の再構築系を開発
する。 
 
３．研究の方法 
(1) 類洞内皮細胞、星細胞の分化メカニズム
の解析：マウス胎児肝臓を採取し、コラゲナ
ーゼ、ヒアルロニダーゼ消化し、細胞懸濁液
を調製する。次に、既存の類洞内皮細胞、星
細胞の各種マーカー分子の発現を指標に、そ
れぞれの細胞の分取に有用な細胞膜タンパ
ク質の組み合わせを明らかにする。さらに、
分取した細胞の増幅培養系を樹立し、その分
化・成熟メカニズム解析を行う。 
 
(2) ヒト iPS 細胞由来類洞内皮細胞、星細胞
の作製：マウスの肝発生過程の解析から明ら
かになった類洞内皮細胞、星細胞の分化過程
を iPS 細胞の分化誘導系に応用し、ヒト iPS
細胞由来類洞内皮細胞、星細胞を樹立する。 
 
(3) ヒト肝臓モデルの開発：本研究で作製し
たヒト iPS 細胞由来肝前駆細胞、類洞内皮細

胞、星細胞を用いた共培養系を樹立し、高機
能性のヒト肝細胞／肝組織を作製する。 
 
４．研究成果 
(1) 類洞内皮細胞、星細胞の分化メカニズム
の解析 
フローサイトメトリー解析および遺伝子発
現解析の結果、マウス胎児肝臓由来の類洞内
皮前駆細胞、星前駆細胞はそれぞれ、
FLK1+CD31+CD34+画分、Alcamhigh画分に濃縮さ
れることが明らかとなった。分取した細胞は、
培養系において増殖した。さらに、各種サイ
トカイン類やインヒビター類を用いた簡易
的なスクリーニング解析の結果、その分化、
成熟には、それぞれ TGFb シグナル、Rho シグ
ナルが関与することを見出した。 
 
(2) ヒト iPS 細胞由来類洞内皮細胞、星細胞
の作製 
マウス肝発生過程の解析から明らかとなっ
た各非実質細胞の前駆細胞の分離法や増
幅・成熟化培養系をヒト iPS 細胞からの分化
誘導に応用し、ヒト iPS 細胞由来の類洞内皮
細胞、星細胞を樹立した。遺伝子発現解析の
結果、ヒト iPS 細胞由来肝類洞内皮細胞は
STAB2やF8等の特異的マーカー分子を高発現
した。また、免疫組織化学的解析の結果、F8
については、タンパク質レベルで検出可能で
あった。一方、ヒトiPS細胞由来星細胞はNGFR
や LRAT 等のマーカー分子を高発現した。星
細胞の特徴的な機能の一つであるビタミン A
の取り込み能を評価したところ、一部の細胞
で取り込みが認められた。さらに、網羅的な
遺伝子発現解析の結果、ヒト iPS 細胞由来の
類洞内皮細胞、星細胞は HGF, FGF, BMP, LAM, 
COL といった肝前駆細胞の増殖や肝細胞への
分化・成熟に関与する分子を高発現すること
が明らかとなった。 
また、これらの iPS 細胞由来の非実質細胞は
ゲル内で包埋培養することで、CD31 で可視化
される三次元的な血管網の構築能を示した。 
以上の結果から、作製した iPS 細胞由来非実
質細胞は、成熟肝細胞の誘導や三次元肝組織
の構築に有用である可能性が示唆された。 
 
(3) ヒト肝臓モデルの開発 
肝前駆細胞の増殖に対するiPS細胞由来非実
質細胞の影響を解析するため、非実質細胞を
フィーダー細胞として、その上部に肝前駆細
胞を播種し、培養した。コントロールとして、
ヒト骨髄由来間葉系細胞MSCとヒト臍帯由来
内皮細胞 HUVEC を用意した。非実質細胞をフ
ィーダー細胞とした培養系において、培養 14
日で、肝前駆細胞はコロニーを形成し増殖し
た。遺伝子発現解析の結果、肝前駆細胞のマ
ーカーである HNF4a, AFP, ALB といった分子
が高発現した。 
さらに、高機能性のヒト肝細胞を作製するた
めに、コラーゲンゲル上にヒト iPS 細胞由来
の肝前駆細胞、類洞内皮細胞、星細胞を播種



し、二次元高密度共培養系を作製した。機能
的な肝細胞マーカーである CYP3A4 活性を経
時的に測定したところ、10週間かけて徐々に
増加が認められた。RNAseq 解析の結果、肝前
駆細胞を比較し、約 60 種類の肝代謝マーカ
ーの発現が顕著に増加することが明らかと
なった。 
 
次に肝組織を構築するため、ヒト iPS 細胞由
来肝前駆細胞とマウス胎児由来類洞内皮細
胞、星細胞の三次元培養系を樹立した。iPS
細胞由来肝前駆細胞のみの単独培養系と比
較し、星細胞を加えた共培養系において、効
率的な組織形成を認めた。さらに、平面共培
養系と比較し、三次元共培養系において、肝
細胞のマーカーであるALBの発現は促進した。
以上より、三次元共培養の樹立が、肝前駆細
胞の高機能化に重要であることが示唆され
た。 
 
現在、ヒト iPS 細胞由来肝前駆細胞、類洞内
皮細胞、星細胞を用いた肝組織構築を進めて
いる。今後は、構築したヒト肝臓モデルを肝
線維化やウイルス感染系などの肝疾患モデ
ルへ応用し、肝疾患に対する新たな予防・診
断・治療薬の開発へ応用を目指す。 
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