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研究成果の概要（和文）：本研究では、ヒトiPSCミニ肝臓を対象にCRISPR/ CAS9法を用いて効率的な機能的スク
リーニング系の構築を行った。効率よく遺伝子欠損を実施するため、ドキシサイクリン添加によりCas9の発現を
誘導可能な遺伝子をヒトiPS細胞のAAVS1遺伝子座に相同組換えにより導入したiCrispr-iPS細胞を複数のiPSC株
について樹立した。未分化iPSC残存に関与すると考えられた遺伝子のノックアウトiPSCを用いた機能解析を実施
し未分化残存のし易さに関わる因子の同定に成功した。また、尿素サイクル異常症の原因でもある尿素サイクル
関連遺伝子について複数のノックアウトiPSCを作製し機能検証を実施した。

研究成果の概要（英文）：In this study, we constructed an efficient functional screening system for 
human iPSC mini-liver using CRISPR / CAS9 method. In order to efficiently carry out gene deletion, 
iCrispr-iPS cells in which a gene capable of inducing Cas9 expression by addition of doxycycline was
 introduced into the AAVS1 locus of human iPS cells by homologous recombination were established for
 a several iPSC lines. We performed a functional analysis using knockout iPSCs of genes that are 
thought to be involved in the residual undifferentiated cells in differentiated cell products, and 
succeeded in identifying the factors involved in the predisposed to remain the  undifferentiated 
cells  in differentiated cell products. In addition, we made several knockout iPSCs for urea 
cycle-related genes, which are also the cause of urea cycle abnormality, and performed functional 
verification.

研究分野： 幹細胞生物学

キーワード： iPS細胞

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究ではiPSCを用いて極めて効率よく遺伝子欠損細胞を作製し機能検証する手法を確立した。この技術を用い
て、移植医療に用いる再生医療等製品における安全性の確保において極めて重要な未分化iPSCの残存に関わる因
子を同定した。また、先天的な代謝性疾患の原因でもある尿素サイクル関連遺伝子について複数のノックアウト
iPSCを作製し、尿素サイクルのそれぞれの酵素欠損によってバイパスされる代謝経路が異なる可能性が示唆され
た。今後、尿素サイクルに異常症に対する薬剤療法や代謝改善のための検証が可能になると期待される。以上の
ことから、本手法を用いることで様々な細胞における効率よい遺伝子機能の検証が期待される。

※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 
 我々はヒト iPS 細胞を用いて肝臓の基となる 3次元組織(iPSC ミニ肝臓)を in vitro 培養

条件下で創出することに成功した (Nature, 2013）。iPSC ミニ肝臓は平面培養したiPS 細胞

由来肝細胞よりも機能的にも、遺伝子発現レベルでも生体肝臓に類似していることから、異

なる細胞種による立体的な細胞間相互作用が、3 次元組織の形成に必須であることを実証す

る結果である。そこで、iPSC ミニ肝臓のシングルセルRNA シークエンス解析を実施し、複数

の細胞系譜をより分ける手法を開発し、iPSC ミニ肝臓内で生じる異なる細胞種間の細胞間相

互作用の解明に成功した（Nature 2017）。この研究により、数多くの細胞間相互作用に関わ

る因子を同定することができた一方で、これらの相互作用因子の中で機能的に重要な因子と

いう観点では、少数の相互作用因子についての検証を実施したに過ぎず、明らかにした多く

の相互作用因子の解析が手付かずとなっていた。 

 他の多くの網羅的遺伝子発現解析においても発現変動が見られる遺伝子など注目する遺

伝子群を同定できたとしても、その機能解析には、多くの時間と労力を必要とすることから、

ごく一部の遺伝子にとどまる。解析対象とする遺伝子は最も発現変動が多かったものや、あ

る程度機能が予想されるものなど、往々にして脆弱な科学的根拠の元に選択されている。言

い換えると、科学的根拠の元に機能検証する因子を極少数に絞り込むことは不可能である。 

 そこで、苦労して取得した網羅的遺伝子発現情報を有効に活用し、時間と労力を抑えて数

十〜数百個程度を対象とした準網羅的な機能的なスクリーニングシステムの構築を考え、本

研究の推進を目指すこととした。 

 
２．研究の目的 
 我々はどんなに高機能な細胞を作り出すことが出来たとしても、臓器としての特性、機能

を反映するためには、いかに臓器を創るかといことを目指すべきとの信念から、発生過程に

立ち返り、肝臓の発生過程を模倣することを目指した。その結果、世界で初めて、ヒト iPS

細胞から分化誘導した肝内胚葉細胞と、血管内皮細胞、間葉系細胞を最適な比率で混ぜ合わ

せることで、肝臓の基となる 3 次元

組織(iPSC ミニ肝臓)を in vitro 培

養条件下で創出することに成功した

（Nature 2013）。本技術はヒトの立

体臓器を in vitro において人為的に

構成することを可能にするという、

これまでに成しえていなかったヒュ

ーマンバイオロジーを解析するため

の糸口となる基盤技術である。特に、

ダイナミックな組織形成過程をヒト

を対象に実施することを可能にする

と共に、ノックアウトマウスなどの

モデル動物の解析では明らかにする

ことの出来ない、ダイナミックな細

胞同士の立体的な相互作用を人為的に創りだし解析することが可能になった。そこで、iPSC

ミニ肝臓のシングルセル RNA シークエンス解析を実施し、複数の細胞系譜をより分ける手法

を開発、胎児肝臓の段階に相当する iPSC ミニ肝臓内で生じる異なる細胞種間の細胞間相互

作用因子の解明に成功した（Nature 2017）。この研究で同定した因子の機能および作用機序

を解明することができれば、立体的な肝臓がかたち作られるのか明らかにすることできると

期待される。 
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 一方、機能的に意義のある作用因子

の同定は iPSC ミニ肝臓を用いた再生

医療を実現する上で、iPSC ミニ肝臓の

更なる機能向上、発現強度を指標とし

た製造工程での品質評価に極めて重要

である。 

 しかしながら、上記の研究では少数

の相互作用因子の機能解析に留まって

おり、解明した多くの相互作用因子の

解析はできていない。 

 そこで本研究では、ヒトiPSC ミニ肝

臓を対象に CRISPR/ CAS9 法を用いて

数十〜数百個程度の遺伝子を対象とし

た準網羅的な機能的スクリーニング系

の構築と実施を試みた。 

 

３．研究の方法 
 まず、効率よく遺伝子欠損を実施す

るため、ドキシサイクリン添加により

Cas9 発現を誘導可能な遺伝子をヒト

iPS 細胞の AAVS1 遺伝子座に相同組換

えにより導入した iCrispr-iPS 細胞を

樹立する。この細胞に対して、これま

での研究で同定した細胞間相互作用因

子に対する複数のガイド RNA（gRNA）を

導入する。この細胞を肝細胞へ分化誘

導し機能解析を実施する（図 1）。 

 
４．研究成果 
 iCrispr-iPS細胞を用いて同時に24遺
伝子のノックアウトを試みた結果、最高
で約 100%のノックアウト効率を達成し、
効率が悪い遺伝子でも 50%以上と高効率
の KO-iPSC 作製システムの構築に成功し
た(図２)。この技術を用いて、移植医療
に用いる再生医療等製品における安全性
の確保において極めて重要な未分化
iPSC の残存に関わる因子を同定した（図
３）。また、先天的な代謝性疾患の原因で
もある尿素サイクル関連遺伝子について
複数のノックアウト iPSC を作製し、尿素
サイクルのそれぞれの酵素欠損によって
バイパスされる代謝経路が異なる可能性が示唆された(図４)。今後、尿素サイクルに異常症に対
する薬剤療法や代謝改善のための検証が可能になると期待される。以上のことから、本手法を用
いることで様々な細胞における効率よい遺伝子機能の検証が期待される。 
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