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研究成果の概要（和文）：創薬や化学物質の毒性評価では、ヒト肝細胞が使用されている。しかし細胞の代謝脳
能については、ドナーの肝薬物処理能力に依存することから、使用する肝細胞のロットにより大きく異なってく
る。近年、心筋細胞などへの分化誘導で良好な結果が得られているiPS細胞に関して、肝細胞への分化誘導の手
法の開発が期待されている。本研究では、培地条件と培養期間に着目し、初代培養肝細胞や肝癌由来HepaRG細胞
との肝薬物代謝酵素発現プロファイルの差異を検討した。

研究成果の概要（英文）：Hepatocyte-like cells differentiated from human induced pluripotent stem 
(iPS) cells are of great interest for applications in pharmacological research. For drug metabolism 
testing, commercially available hepatocytes derived from human iPS cells are generally recommended 
to be used 1week after seeding on plates. In this study, however, after 3-4 weeks of culture 
according to the manufacturer’s instructions, human cytochromeP450(P450)2C9 and 2C19-depended 
diclofenac 4’-hydroxylation and omeprazole 5-hydroxylation activities of the iPS-derived 
hepatocytes has  significantly increased above the activities at １week and had reached levels 
similar to those in HepaRG cells ,a human hepatocyte like celll line. Our findings that　the　
hepatic　functios　of　human iPS-derived　hepatocytes　were　enhanced　by　3　weeks　of　simple　
culture could facilitate the use of these cells for drug metabolism and toxicity tesing.

研究分野： 薬物代謝
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研究成果の学術的意義や社会的意義
近年、創薬や化学物質の毒性評価に汎用されているヒト肝細胞であるが、良質な細胞の供給に関しては問題があ
る。細胞の代謝酵素活性には常にドナーの肝の代謝能力に影響を受けるためロットによる差が大きいと言われて
いる。心筋などへの分化誘導が可能となっているiPS細胞を形態だけでなく機能を有した状態で分化させる条件
検討した本研究の成果は、多くの肝細胞の研究へのiPS細胞の導入に役立つものと考えている。また、各種ガイ
ドラインでの細胞を用いた評価系の確立について、ヒト肝細胞からさらに1つの候補としてiPS細胞を提案し、ヒ
ト肝細胞の十分な供給を可能にする社会的意義につながる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



 様 式 C-19、F-19-1 Z-19（共通） 

1. 研究開始当初の背景：創薬や化学物質の毒性評価では、初代培養ヒト肝細胞が使用されて

おり、近年 OECD ガイドラインや DDI 評価系としての活用が期待されている。しかし、

細胞の代謝能に関しては、ドナーの肝薬物処理能力に依存することから、ロット によっ

て差が生じることが指摘されている。さらに初代培養肝細胞系は、数量的にも供給は不安

定性である点が問題となっている。そこで、近年心筋細胞などへの分化誘導 が報告され

ているヒト iPS 細胞を用いた薬物代謝酵素活性測定系の構築が期待され、機能と形態を維

持した良好な培養系が検討されつつあったが、代謝酵素活性の維持について、十分な条件

が確定されていない状態であった。 

 

2. 研究の目的：初代培養肝細胞系での知見をもとに、iPS 細胞を形態と機能を維持した肝細

胞への効率的な分化誘導を行うための簡便な培養条件を確立し、初代培養系と比較検討を

行う。 

 

3. 研究の方法：未分化の iPS 細胞 (リプロセル)の初期培養の条件として、Lot による違い

や播種細胞数について、ヒト肝癌由来 HepaRG 細胞と比較検討を行った。培地は 24 時間

ごとに交換し 4 週間まで培養を試みた。一定期間培養後、培地中に各種酵素の指標基質を

カクテル添加し、1~3 時間培養後の培地中の代謝物濃度を LC-MS/MS で測定した。反応

終了後の細胞は直ちに回収し、mRNA を調製した。RT-PCR 法により肝薬物代謝酵素チ

トクロム P450 の RNA レベルについて TaqMan プローブを用いて定量し活性との関連性

を解析した。 

 

4. 研究成果： 

ヒト iPS 細胞を用いて培養時間経過に伴った肝薬物代謝酵素活性の変動について HpaRG 細

胞を用いた活性測定で推奨される 1 週間の時点で比較検討を行った。 培養 8 日目では、

P4501A の指標活性であるフェナセチン O-脱エチル化活性およびミダゾラム 4-水酸化酵素活

性（P4503A4/5）は概ね同等の活性が認められた。 

一方、ジクロフェナク 4’-水酸化活性(P4502C9), オメプラゾール 5-水酸化活性(P4502C19), 

メトプロロール O-脱メチル化活性  (P4502D6) 及びミダゾラム 1’-水酸化酵素活性

(P4503A4/5)に関しては、いずれも HpaRG 細胞に比べて低値を示した。iPS 細胞に関しては

さらに培養を継続し 28 日目の時点で再度活性測定を行った。フェナセチン O-脱エチル化活

性ならびにミダゾラム水酸化酵素活性以外では 8 日目と比較して、2～10 倍代謝活性に増加

が認められた。今回入手できた 2 つの Lot でに検討結果から、ヒト初代培養肝細胞系と比較

して Lot 間での活性値に大きな差異は認められなかった。活性測定細胞について各

P450mRNA 発現レベルをリアルタイム PCR で測定した結果から、活性変動は、mRNA レベ

ルの変動を伴っていることが明らかとなった。従来、初代培養肝細胞系やヒト肝癌由来



HepaRG 細胞について基底レベルで発現が低いとされている P4502C9 に関して、 今回の培

養では、3 週間目で最も高い mRNA レベルを示した。また、P4503A や P4502B の誘導に関

与している核内受容体の PXR の発現について RNA レベルで検討を行ったところ、培養時間

内で定常的な発現が認められていることから、ヒト初代培養肝細胞系と同様に、薬物代謝酵

素の誘導作用を検討するうえで iPS 細胞は培養 1 週間以降での活用が期待できる。 以上の結

果から、ヒト iPS 細胞の薬物代謝酵素活性は、これまで用いられてきたヒト肝株価細胞と同

様にヒト肝の各種薬物代謝に関する検討を行う上で、有効な手段となりうることが示唆され

た。 

 

Fig.１ Drug oxidation activities and mRNA expression levels of cultured hepatocytes 

derived from iPS cells at days 8,15,22 and 29, along with the cell cumbers per 

well(N). *p<0.05 and **p<0.01, one-way analyss of variance with Dnnett’s post 

tests. 

 

iPS 細胞はヒト肝初代培養肝細胞と比較して、薬物代謝酵素の発現は比較的緩やかな時間経過

を有する事と成長に伴ったヒト肝での薬物代謝酵素の発現パターンと類似していると示唆され

た。初代培養肝細胞と胎盤細胞を用いて、薬物代謝能に影響を与えている要因について検討を行

った。先行研究で、培養細胞系の培養液の添加物の状態によって基底レベルの発現が変動するこ

と、それに伴って誘導効果が減弱してしまう可能性について検討を行っている。既製培地では、

特に培地中のハイドロコルチゾン添加量によって、肝薬物代謝酵素チトクロム P450 の発現が



亢進されている可能性が考えられたことから、培地中の組成を必要最低限に設定し、各種ホルモ

ン添加の影響について検討を行った(Table 1)。その結果、ハイドロコルチゾンの添加量に比例

してP4503A4の基底レベルの発現が上昇するため誘導効果が反映されにくいことが明らかとな

った。更にヒト胎盤由来 BeWo 細胞を用いて同様の検討を行ったところ、通常設定培地よりも

血清量を減らした状態では、胎盤に存在する薬物代謝 酵素に関して、典型的な誘導剤に対する

反応性が認められた（Fig.2）。ヒトでは妊娠最終期に血中のステロイドホルモンレベルが上昇す

ることから、胎盤の薬物代謝活性 への影響を今回検討した培地条件を利用して行くことでより

正確に把握することができると考えている。 

 

Table 1. Induction of drug oxidation activities of cultured BeWo cells in the modified 

condition. 

drug 

hydroxylation  

untreated treated with 

phenobarbital rifampicin thalidomide 

 pmol product formed/h/106 cells 

bupropion 

midazolam (1´) 

midazolam (4) 

thalidomide (5) 

2.9 ± 0.3 

16 ± 9 

1.7 ± 0.2 

0.23±0.05 

3.3 ± 0.8 

32 ± 11 

1.6 ± 0.1 

0.34 ± 0.09 

2.3± 0.9 

27 ± 10 

1.7 ± 0.1 

0.33 ± 0.09 

2.8 ± 0.7 

60 ± 10* 

1.7 ± 0.1 

0.57 ± 0.18* 

 

また 3 種サリドマイド類縁化合物の胎盤透過性について 検討を行った結果、特にレナリドマ

イドの透過性が低いことが明らかとなった、この要因として胎盤内での薬物アセチル化に伴って、

薬物の極性が低下し細胞内 への取り込みに影響を与えている可能性が示唆され、胎児毒性評価

に関して代謝物の胎盤透過性に関して考慮する必要性を明確に出来た。以上の結果を踏まえて、

iPS の肝細胞への分化誘導と各種薬物代謝酵 素発現を促す生体内因子を明らかにし、実験系と

して確立することによって、今後生体内物質と新規外来異物による代謝酵素発現誘導を検討する

有効な手段として用いられることが期待出来る。 

培養条件をより生理的状態を再現するように設定することで、細胞本来の反応性や各種酵素タ

ンパク発現が期待できることが示唆されたことから、生理的変動一要因として生体内サイトカイ

ンに着目した。従来炎症時に生じるサイトカインの増加が肝臓の代謝酵素の 発現に対する影響

について様々な報告がある。実際にこの影響を IL-1β,IL-2, IL.6, IL10, TNF-α, INF-γ, リポポリ

サッカライド(LPS)を用いて、初代培養ヒト肝細胞と医薬品の開発に用いられるサル肝細胞で検

討を行なった。濃度 0.0001～1uM で段階的に検討した結果、特にヒト肝細胞では、IL-6 の添加

で P4503A mRNA 発現に関して酵素活性を伴った著しい減少が認められた。一方、対照とした

サル肝細胞では、特に P4503A5mRNA に上昇が認められ、ミダゾラム水酸化酵素活性に関して

も同様の傾向が認められ、ヒトとは異なる影響が確認された。 



 
Fig 2. Induction of P450 3A4 (A), 3A5 (B), 2B6 (C), and PXR (D) mRNA levels in BeWo cells cultured 

in modified media containing 5% (v/v) charcoal-stripped fetal bovine serum by phenobarbital, 

rifampicin, and thalidomide. 

 

近年ガイドラインの評価系細胞としてとりあげれている肝癌由来 HepaRG 細胞その作用濃度に 

関しては、およそ 100 倍高濃度側に IC50が変動していた。HepaRG を培養細胞評価系で用いる

場合には、ヒト肝初代培養細胞と生理的要因に対する応答性に差があることが判明し、長時間培

養可能とされている培地で培養を継続した場合には、これまでよりも特に P4502C の発現維持

に影響する可能性 が認められた。これらの情報は肝細胞の機能を維持した状態を再現するため

に iPS 細胞への応用性が期待できる。 

 

 

Fig.3 Enzyme activities of cynomolgus P450s in primary hepatocytes treated with IL-1β. 
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