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研究成果の概要（和文）：　本研究では、サンドイッチ培養ヒト人工多能性幹細胞（iPS細胞）由来肝細胞
（SCHiHs）を作製し、薬剤性胆汁鬱滞型肝障害評価系の開発を行った。サンドイッチ培養ヒトiPS細胞由来肝細
胞（SCHiHs）には、毛細胆管形成やMRP2発現及び胆汁酸の取り込み／排泄能が認められた。しかし、BSEPのmRNA
発現量はほとんど認められなかった。また、薬剤性肝障害（DILI）を起こすことが知られている22化合物のうち
7化合物において、ヒト血清胆汁酸依存的に細胞毒性が認められたが、SCHiHsにおいて、BSEP発現量が低いた
め、ヒト初代肝細胞で検出されたいくつかの化合物は検出できなかった。

研究成果の概要（英文）：　We investigated whether sandwich-cultured human induced pluripotent stem 
cell (iPS cell)-derived hepatocytes (SCHiHs) are suitable for evaluating cholestatic hepatotoxicity.
 Fluorescent N-(24-[7-(4-N,N-dimethylaminosulfonyl-2,1,3-benzoxadiazole)]amino-3α,7α,12α
-trihydroxy-27-nor-5β-cholestan-26-oyl)-2'-aminoethanesulfonate (tauro-nor-THCA-24-DBD) and CDF 
(substrate of BSEP or MRP2) were accumulated in bile canaliculi, which supports the presence of 
functional bile canaliculi lumen. MRP2 was highly expressed, whereas BSEP was hardly detectable in 
Western blot analysis. MRP3/4 mRNA levels were maintained. Of the 22 compounds known to cause DILI 
with BAs, 7 showed significant cytotoxicity. Most higher risk drugs were detected using the current 
SCHiH system. However, a shortcoming was the considerably low protein expression level of BSEP, 
which led to the non-detection of some relevant drugs whose risks should be detected in primary 
human hepatocytes. 

研究分野： 臨床薬学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
　肝細胞毒性評価系モデルの構築に対する報告は、国内外問わず、少ないと思われる。また、今回、開発したサ
ンドイッチ培養ヒトiPS細胞由来肝細胞（SCHiHs）を用いた薬剤性胆汁うっ滞型肝毒性評価系は、ヒトiPS 細胞
由来であるため、大量生産可能かつ個々の遺伝的背景を反映させた系の構築に繋がる特色がある。また、動物を
使用することなく、安全性、毒性評価を行う方法を見出すことは、非臨床試験における肝毒性評価系の一つとし
て、今後の世論の動向とマッチしており、動物代替法および安全性の高い医薬品の開発に繋がるため、有意義な
モデル系だと思われた。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

肝臓は、代謝や解毒、胆汁の生成・分泌など生体内において重要な役割を担っている臓器であ

る。医薬品開発において、医薬品候補化合物の肝毒性は開発中止の原因になることから、これをよ

り早期に発見する技術を見出すことは、リスクやコストの面から非常に有用である。特に非臨床試験

における毒性試験は、必須項目であることから、肝臓における医薬品候補化合物がどの程度の毒

性を有するのかをより詳細に予測することは非常に重要となる。したがって、肝臓の主要タンパク質

である代謝酵素やトランスポーターに着目した評価系は、肝毒性を正確に予測するためにはかかせ

ないモデルとなる。in vitro 試験系としては、ATP 依存的な小胞内輸送の検証のために胆管側膜ベ

シクルを用いた報告があるが、他のトランスポーターとの生体内相互作用を解析できない難点があ

る。そこで、ヒト初代肝細胞、ヒト肝ガン由来の HepaRG 細胞や HepG2 細胞などが用いられている。

しかし、ヒト初代肝細胞は高額に加え、新鮮な肝細胞の入手が困難であり、培養によって機能が著

しく低下すること、HepaRG 細胞は、一つの株に依存してしまうと個人差が検討できない、そして

HepG2 細胞は輸送活性が極めて低いなど、生理的状態を再現しているとは言い難い。このように、

現段階の新規医薬品の安全性評価系は、トランスポーターを介した毒性試験法において、ヒトへの

外挿が困難であり、さらなる改善が必要であることが示唆される。また、国内外問わず、主に薬剤の

添加によるトランスポーターを介した機能や細胞死の検討がなされており、肝細胞毒性評価系モデ

ルの構築に対する報告は少ないと思われた。そこで、申請者は胆汁酸取り込み・排泄型トランスポ

ーターを有した肝細胞を作製し、そのモデルを開発したいと思い、本課題を着想するに至った。 
 
２．研究の目的 

本研究においては、以下のことを目的とした。胆汁酸取り込み・排泄トランスポーターの mRNA や

タンパク質発現量の優れた細胞外マトリックスの組み合わせ、培地に加え培養期間を探索し、血管

側膜と胆管側膜の機能的に異なる細胞膜を有するサンドイッチ培養ヒト iPS 細胞由来肝細胞

（SCHiHs）への分化誘導法の確立を行う。また、作製した SCHiHs において、取り込み・排泄トランス

ポーターが機能を有しているのかを検討するために、蛍光基質を用いた手法により定量・定性評価

を行う。さらに、外部から胆汁酸と薬剤の暴露に伴う薬剤性胆汁うっ滞型肝障害試験法の開発を検

討する。 
 
３．研究の方法 

(1)ヒト iPS 細胞から肝細胞への分化誘導法 

ヒト iPS 細胞株は、国立成育医療研究センター梅澤博士よりご供与いただいた。また、ヒト iPS 細

胞から肝細胞への分化において、これまでに確立した方法があるため、申請者もその条件を基に研

究を行った。さらに、低分子化合物である valproic acid（VPA）を用いることで、効率よくヒト iPS 細胞

を肝細胞へ分化誘導する方法も見出しており、申請者も同様に行った。 

 

(2)細胞外マトリックスを用いたサンドイッチ培養ヒト iPS 細胞由来肝細胞（SCHiHs）の作製 

細胞外マトリックスは多くの種類があり、肝細胞の機能向上に対する効果を期待してよく用いられ

ているものには、コラーゲン、マトリゲルが知られている。この 2 種類の細胞外マトリックスを組み合わ

せたサンドイッチ培養により作製した SCHiHs の遺伝子発現量、タンパク質量、細胞極性、毛細胆管

形成能、そして機能解析の測定を行う(Table.1.)。 



 
(3)サンドイッチ培養ヒト iPS 細胞由来肝細胞（SCHiHs）に添加するヒト血清胆汁酸濃度の調製 

SCHiHs に添加する胆汁酸濃度の決定は、調製したヒト血清胆汁酸濃度と CsA 添加群または非

添加群を用意し、SCHiHs 自身の毒性は現れず、CsA 添加の有無による差が大きい部分にした。こ

れは、24 時間暴露し、培地中の乳酸脱水素酵素（LDH）漏出にて評価を行った。 
 
(4)胆汁酸と薬剤暴露に伴う薬剤性胆汁うっ滞型肝障害評価系の開発 

SCHiHs に調製した血清胆汁酸と肝障害を引き起こすことが知られている 22 種類の薬剤を同時

に 24 時間暴露し、培地中の LDH 漏出にて評価を行った。 
 
４．研究成果 
(1)細胞外マトリックスによってサンドイッチ培養したヒト iPS 細胞由来肝細胞における遺伝子発現量

並びにタンパク質量の効果 

I 型コラーゲンをコートした培養皿にヒト iPS 細胞由来肝細胞を播種し、4 時間後、マトリゲルで覆

ったサンドイッチ培養法により、mRNA 発現量において、サンドイッチ培養後 3 日目において、

Na⁺-taurocholate cotransporting polypeptide (NTCP) 、 multidrug resistance-associated protein 2 

(MRP2)、breast cancer resistance protein (BCRP)はヒト初代肝細胞（HPHs（48 時間））とほぼ同等の

発現量を確認した。しかし、bile salt export pump (BSEP)や multidrug resistance protein (MDR)1 は

低値であった。この時、ウェスタンブロット法によるタンパク定量において、MRP2 タンパク量は、

HPHs（0 時間）とほぼ同等の発現量に増加した。 

 

(2)サンドイッチ培養ヒト iPS 細胞由来肝細胞（SCHiHs）における細胞極性と毛細胆管形成能 

明視野にて経日的に毛細胆管が形成した(Fig.1.)。毛細胆管指標マーカーである radixin も染色

した。また、ファロイジン－アクチン染色との併用による免疫染色において、MRP2 は確認でき、これ

より細胞膜への局在も観察され、毛細胆管形成の裏付けとなった。 



(3)サンドイッチ培養ヒト iPS 細胞由来肝細胞（SCHiHs）における機能解析 

MRP2 、 NTCP/BSEP の 機 能 に 関 し て 、 蛍 光 基 質 で あ る 5 (and 

6)-Carboxy-2’,7’-dichlorofluorescein diacetate (CDFDA) や

N-(24-[7-(4-N,N-dimethylaminosulfony

l-2,1,3-benzoxadiazole)]amino-3α,7α,12

α-trihydroxy-27-nor-5β-cholestan-26-oy

l)-2'-aminoethanesulfonate 

(tauro-nor-THCA-24-DBD)を用い評価

したところ、インセルアナライザーにより

CDF が毛細胆管に蓄積する様子が観

察された。また、BSEP などの阻害剤と

して知られている Cyclosporin A により

Tauro-nor-THCA-24-DBD の取り込み

が阻害され、排泄トランスポーターだけ

でなく、NTCP にも機能が備わっている

ことも確認できた (Fig.2.)。 

 

(4)サンドイッチ培養ヒト iPS 細胞由来肝細胞（SCHiHs）による胆汁うっ滞肝毒性評価系の開発 

22 化合物を 100 倍のヒト血清胆汁酸濃度の存在下または非存在下で 24 時間同時添加すること

によって細胞傷害性の評価を行った結果、7 化合物において、胆汁酸存在下で細胞毒性を引き起

こした。この時、細胞毒性はヒト血清胆汁酸濃度依存的に増強し、100 倍の胆汁酸濃度で平衡に達

した(Fig.3.)。これらの結果

から、ヒト iPS 細胞由来肝

細胞のサンドイッチ培養に

より胆汁うっ滞型肝毒性を

評価できる可能性が示唆

された。しかし、SCHiHs に

おいて、BSEP 発現量が低

いため、ヒト初代肝細胞で

検出されたいくつかの化

合物は検出できなかった。 
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