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研究成果の概要（和文）：ヒトiPS細胞から肝細胞への分化を確立した。iPS細胞由来肝細胞は、肝細胞特異的遺
伝子であるHNFやアルブミンの発現を認めた。この肝細胞を免疫抑制ラットに肝細胞移植し、移植後90日目に免
疫組織
学的染色にて、約80％のヒトアルブミンの染色の陽性率を認め、ラット肝臓からDNAを抽出し、PCRを行ったとこ
ろ、ヒト特異的DNAが検出され、ラット肝内でヒト細胞が存在することが証明され、ラット肝内でヒトiPS由来肝
細胞を増殖されることに成功した。このラット肝から肝細胞を抽出し、ヒト細胞にラット肝が10％程度混入して
いた。ラット肝の混入は下げるため、、Cris-Cas９を導入したラットを作成した。

研究成果の概要（英文）：We have established an optimized differentiation protocol . Most important 
transcription factors (HNF4alpha and FOXA2 etc) related to liver regeneration are expressed in the 
resulting cells at the same levels as human adult hepatocytes. In order to establish an animal model
 for liver repopulation and generate sufficient number of highly functional iPSCs-Heps,　we 
transplanted five million iPSCs-Heps into SCID rats. At 90d after transplantation both iPSCs-Heps  
engrafted and started to form colonies of growing human liver tissue implying that repopulation of 
iPSCs-Heps in rat's liver succeeded. We tried to isolate human iPSCs-Heps from rats livers, but the 
cells still contained rat's cells. We are making the new SCID rat which has Cris-Cas9 genes. We are 
trying to delete the rat cells by induction of suicide genes in rat livers.

研究分野： 消化器外科

キーワード： iPS細胞　人工肝臓　肝不全　肝硬変

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
肝不全に対する唯一の治療は肝移植であるがドナー不足は深刻で拒絶反応も問題となる。本人の細胞から人工肝
臓が作成できればこれらの問題を解決できる。iPS細胞は再生医療への応用が期待されているが、人工肝臓の作
成には至っていない。この原因は、iPS細胞から肝細胞を大量に作成できないからである。今回、我々はiPS細胞
から肝細胞を作成し、免疫抑制ラットに移植することで、ラットの肝臓内で大量のiPS細胞由来肝細胞を作成す
ることに成功した。このことにより臨床に必要な大量の肝細胞を作成でき、iPS由来肝細胞が生体内でも十分に
機能することが証明され、今後、肝不全への臨床応用に向けてブレイクスルーとなり得る。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

 

わが国では肝臓病は第 2 の国民病とされ、多くの患者さんが罹患している。肝臓が機能しなくなる肝不

全に対する唯一の根本治療は肝移植だけであるが、本邦における脳死ドナー不足は深刻で、生体肝

移植が行われているものの、ドナー肝の容量不足や脂肪肝で移植できない症例も多い。また、移植後

の拒絶反応も大きな問題である。これらの問題に対して、患者本人の細胞から人工肝臓を作成すること

ができれば解決することができると考えられる。山中教授らが報告した induced pluripotent stem cells(iPS

細胞)は多分化能を持ち(Yamanaka S et al. Cell 2007)、再生医療への応用が期待されている。これまで

にヒト iPS 細胞から iPS 細胞由来肝細胞(iPS-Heps)を作成した報告はあるものの、臨床応用には至って

いない(Basma H, et al. Gastroenterology 2009, Zhu et al. Nature 2014, Si-Tayeb K, et l. Hepatology 2010)。

その理由は、これまでの iPS-Heps は機能が未熟で、生体内では増殖させることができず、臨床応用に

必要な大量の iPS-Heps を容易に作成できないためである。 

これまで iPS 細胞から肝細胞に分化させる研究を行っており、肝特異的転写因子に着目した新たなプ

ロトコールを創出した。これまでのプロトコールにて作成した iPS-Heps を免疫不全ラットの肝臓に細胞移

植しても、ほとんど増殖しなかったのに対して、新たに作成したプロトコールの iPS-Heps はラットの肝内

において増殖を認め、移植 60 日後には約 50～60％の再分布を認め、ラット肝臓内で iPS-Heps を増殖

させることに成功した。このラットよりヒト iPS-Heps を抽出することができれば、大量に iPS-Heps を作成す

ることができると考えられた。 

 iPS 技術が臨床応用できない 2 つ目の理由に人工肝臓を作成する上で、実際の肝臓の構成細胞とな

っている肝非実質細胞の機能がわかっていない。肝臓の構成細胞である星細胞や類洞内皮細胞は肝

再生時にサイトカインや成長因子を放出することで肝前駆細胞の肝細胞への分化、増殖を制御してい

る。しかし、iPS-Heps の分化、増殖における肝非実質細胞の役割についてはわかっていない。 

 臨床応用できない３つ目の理由に、移植可能な人工肝臓を 3D 再構築できない点である。これまでに

移植可能な 3D 培養を再現する方法として以前より肝臓を脱細胞化した Scaffold の研究を行ってきた。

肝臓を脱細胞化し、マトリックスのみにした Scaffold に肝細胞を再細胞化することで、移植可能なミニ人

工肝臓を作成することに成功した。この技術を応用し、iPS 由来人工肝臓を作成できると考えられる。 

 

２．研究の目的 

本研究の目的の 1 つ目は、臨床応用可能できるように成熟した iPS-Heps が大量に作成するシステムを

構築すること。2 つ目は、iPS 由来細胞を脱細胞化した Scaffold を利用して、よりラージスケールの完全

iPS 細胞由来人工肝臓を作成し、人工肝臓肝非実質細胞の役割を明らかにすることである。 

 これまでの iPS-Heps は実験室内にて作成したのみであり、今回のように動物内で iPS-Hep が分化、増

殖した報告はなく、iPS-Heps を大量に作成することはできていない。また、肝非実質細胞に着目した人

工肝臓の作成した報告はない。スケールアップした完全ヒト人工肝臓を作成することができれば、将来

的に肝不全の革新的治療方法となるだけでなく、創薬でのヒト人工肝臓を生体外で再現することが可能

となり、治験のコストを削減できる可能性もある。 

 

３．研究の方法 

①iPS 由来肝細胞の作成 



ヒト iPS 細胞を内胚葉に分化させ、HGF、DMSO にて 10 日間培養し、iPS-Heps を作成する。分

化後の細胞のHNF4α や FOXA2、アルブミンの発現量を免疫染色および qPCR を用いて評価し、iPS-

Heps の分化能を確認した。 

②細胞移植: Il2rg Rag2 免疫不全ラットの肝臓内にヒト iPS-Heps を経門脈的に細胞移植した。移植後２
週間毎に血液を採取し、エライザにて血液中のヒトアルブミンを定量する。移植 90 日目に肝臓を摘出す
る。摘出した肝臓から DNA を抽出し、ヒト由来 DNA を PCR にて評価する。また、摘出した肝臓をヒト特
異的アルブミンにて免疫染色を行い、iPS-Heps の再分布率を評価した。 
③移植した細胞の回収: ラット肝臓をコラゲナーゼ処理し、肝細胞を回収する。ヒト特異的 HLA 抗体に
て染色後、MACS にてラット由来細胞を除去し、ヒト iPS-Heps の回収率を評価した。 
④iPS 由来星細胞の作成 
iPS 細胞に ActivinA, BMP-4, bFGF で培養し、中胚葉を作成。その後、BMP-4, bFGF で６日間培養し、
iPS 由来星細胞を作成した。作成した星細胞の分化度を遺伝子発現にて評価した。 
⑤iPS 由来星細胞の機能解析 
iPS-Heps の分化、増殖における iPS 由来星細胞の役割を評価するため、iPS-Heps に iPS 由来星細胞
を共培養し、iPS-Heps の分化、増殖能を評価した。 
⑥Scaffold の作成 
ラットより肝臓を摘出し、トリトンを門脈から注入し、脱細胞化する。その際に、トリトンの濃度を変更し、人
工臓器としての強度となる残存コラーゲン量及び抗原性を示す DNA 残存率を評価し、適切な脱細胞
化プロトコールを作成した。 
⑦人工肝臓の作成 
Scaffold に iPS 由来細胞を再細胞化し、人工肝臓を作成した。作成した人工肝臓の機能をエライザ、免
疫染色にて行った。 

 

４．研究成果 

 

①iPS 由来肝細胞(iPS-Heps)の作成 

iPS 細胞を Activin と bFGF、BMP-4 で培養し、内胚葉を作成。次に

HGF と DMSO にて１０日間培養し、iPS-Heps を作成した。作成した

iPS-Heps は肝細胞特異的転写因子である HNF4α、FOXA2 の

mRNA の発現量は、正常肝細胞と同じレベルであり、これまでのプロ

トコールの iPS-Heps(Si-Tayeb K, et al. Hepatology 2010)の発現量の

2 倍近くあった(図 1)。 

②細胞移植の評価 

作成した iPS-Heps を免疫抑制ラットに細胞移植した。移植後のラット血清のヒトアルブミンをエライザに

て、移植 6０日目にヒトアルブミンを 51.2１ng/ml 検出した。また、移植 90 日目のラット肝をヒトアルブミン

で免疫染色したところ、８０％以上ヒトアルブミン陽性となった（図 2）。また、ラット肝より抽出した D N A よ

り PCR にてヒト特異的 DNA を検出した（図３）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

このことより iPS-Heps をラット肝を利用して、増殖させることに成功した。 

③iPS-Heps の回収 

ラット肝内で増殖させた iPS-Heps を利用するために、回収を試みた。移植後にラットを開腹し、門脈より

コラゲナーゼを注入し、肝細胞を回収した。回収した肝細胞をヒト特異的 HLA で染色し、MACS にてヒ

ト細胞のみを回収した。回収した肝細胞を FACS にかけて、ラット由来細胞の混入率を調べたところ、混

入率は 10％程度あった。次に回収した肝細胞をラット特異的 HLA で染色し、同じように MACS にてラ

ット細胞を除去する方法を試したが、回収した肝細胞には 8％程度ラット肝が混入していた。臨床レベル

にするためには、混入率を限りなく０％にする必要があり、MACSによる分離は困難と判断した。そこで、

免疫抑制ラットに Cris-Cas9 を導入し、アポトーシス遺伝子(Caspase9)をラット細胞に発現させることで、

ラット細胞を除去することとし、現在、Cris-Cas9 ラットを作成している。 

④iPS 由来星細胞の作成 

iPS 細胞に ActivinA, BMP-4, bFGF で培養し、中胚葉を作成。その後、BMP-4, 

bFGF で培養し、iPS 由来星細胞を作成した。作成した iPS 由来星細胞は、遺伝子

解析にて、ヒト星細胞株である L X−２に比べ約４０％程度のαS M A（線維化マーカ

ー）の発現を認めた。 

⑤iPS 由来星細胞の機能解析 

iPS-Heps の分化、増殖における iPS 由来星細胞の機能を評価するため、共培養を

行った。しかしながら、共培養を行うと、星細胞の増殖が強く、肝細胞が死滅認め、iPS 由来星細胞の上

清を振りかけることにした。上清を振りかけた iPS-Heps は増殖を認め、より分化することがわかった。この

ことより、iPS 星細胞は、iPS-Heps が増殖、分化するのに役割を果たしていることがわかった。 

⑥Scaffold の作成 
ラット肝を摘出し、脱細胞化した。人工臓器としては、移植後の強度
を保つためにコラーゲン含有率が高い方がよいが、移植後の拒絶
反応を抑制するためには抗原性は完全に消失しておく必要がある。
脱細胞化は、トリトンで行ったが、0.1 もしくは 3％トリトンを含む脱細
胞化液にて脱細胞化を行った(図５)。3％トリトンで脱細胞化した

Scaffold は、脱細胞化前の肝臓と比較して、約 50％程度、コラー
ゲン含有率が低下していたのに対し、0.1%トリトンで脱細胞化した
Scaffold は、脱細胞化前の肝臓とほとんど変化を認めなかった(図
6)。さらに DNA 含有量を比較したところ、0.1%及び 3％トリトンに
て脱細胞化した肝臓はいずれも DNA の含有を認めず、抗原性を
消失していることがわかった（図６）。次に移植可能な臓器として、
Scaffold の有効性を検討するため、血管や胆管の構造を Micro 
MRI にて検討した。脱細胞化した Scaffold は胆管や血管の構造
が保たれていることがわかった(図７)。このことより、肝臓を脱細胞

化した Scaffold は移植可能な人工肝臓を作成するのに適していると
考えられた。 
⑦人工肝臓の作成 

作成した iPS 細胞を作成した Scaffold に再細胞化し、人工肝臓を作

成した。非実質細胞の混入率を現在、検討中である。 
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