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研究成果の概要（和文）：iPS細胞から調製した静止期肝星細胞とヒト肝がん由来細胞株(HuH-7)を用いて三次元
共培養系を作製し、肝障害誘導後に肝星細胞の活性化が誘導される可能性を示した。また、ヒトiPS細胞から一
連の培養系で静止期肝星細胞が活性化し、細胞老化する過程を再現することに成功した。活性化肝星細胞を不活
化し正常な静止期肝星細胞へと誘導する薬剤のスクリーニング系を開発し、肝線維症治療薬候補化合物群を同定
した。

研究成果の概要（英文）：We established a three-dimensional co-culture system using hiPSC-derived 
quiescent hepatic stellate cells and human hepatocarcinoma-derived cell line (HuH-7) and 
demonstrated that hepatic stellate cell activation can be induced after induction of liver injury. 
We also successfully generated senescent hepatic stellate cells from hiPSCs. We developed a high 
throughput system to screen compounds that revert the activated hepatic stellate cells to a 
quiescent-like state. 

研究分野：細胞生物学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
静止期肝星細胞をヒト生体から大量に調製することは不可能である。本研究では、ヒトiPS細胞技術を基盤とし
て、一連の培養系で、静止期肝星細胞が活性化し、細胞老化する過程を再現することに成功した。肝星細胞は肝
臓における線維化のドライバーであることから、これらの細胞を解析することで肝線維化の病態メカニズムの解
明に貢献することが期待される。さらに、肝線維化に対する治療薬の開発にも応用可能であることから、本研究
成果の社会的意義は大きい。本研究で同定した活性化肝星細胞を不活化し正常な静止期肝星細胞へと誘導する肝
線維症治療薬候補化合物群の開発は、多くの肝疾患克服に貢献することが期待される。

※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、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
肝障害は、B 型や C 型肝炎ウイルスの感染、非アルコール性脂肪性肝炎（NASH）、アルコール
の過剰摂取や薬物摂取など、様々な要因によって引き起こされるが、慢性的な肝障害は、しばし
ば肝線維症を経て肝硬変や肝がんへと進展する。従って、肝線維化は多くの慢性肝疾患が辿る道
であり、その制御は肝疾患治療法開発の鍵となる。肝硬変患者は全国で 40-50 万人と推定され
ているが、肝硬変そのものに対する有効な薬剤は無く、食事療法、栄養療法等の対症療法がほと
んどである。また、唯一の根本的な治療法となる肝移植は、ドナー不足が深刻な課題となってい
る。肝臓は、肝機能を担う肝細胞（実質細胞）とそれ以外の非実質細胞と呼ばれる細胞群から構
成される。非実質細胞の中でも特に肝星細胞は、正常肝臓内において静止状態にあるが、肝障害
時に活性化してコラーゲン等の細胞外基質を過剰に産生し、肝線維症や肝硬変の発症・進展に主
要な役割を果たすことが知られている。肝障害が除かれると、活性化肝星細胞はアポトーシスを
起こすか静止期の状態に近い脱活性化状態になる。脱活性化肝星細胞は、線維の産生を止め、
Pleiotrophin や Midkine 等の肝細胞の環境因子を発現し、線維化改善のみならず肝組織の正常
化にも寄与する。 
 
 
２．研究の目的 
本研究では、ヒト iPS 細胞からの肝構成細胞分化誘導技術を基盤として、活性化状態をモニタ
ー可能なレポーター肝星細胞を肝オルガノイドに組み込むことで、肝細胞障害から肝線維化・肝
硬変へ至る過程を in vitro で再現できる肝疾患モデルを構築する。 
また、ヒト iPS 細胞から様々な状態を反映する肝星細胞を作製し、肝星細胞の実態を明らかに
するとともに、肝線維症治療薬候補化合物群を探索する。 
 
 
３．研究の方法 
（１）肝線維化／肝硬変は、障害を受けた肝細胞が静止期肝星細胞を活性化することで開始する。
そこで、iPS細胞由来の静止期肝星細胞と初代培養ヒト肝細胞あるいは iPS細胞由来肝細胞によ
る二次元／三次元共培養系を作製し、肝細胞の障害によって誘導される肝星細胞の活性化を定
量的に評価する in vitro 肝疾患モデルを開発する。 
 
（２）静止期肝星細胞を二次元培養し、活性化肝星細胞を作製する。放射線照射により老化肝星
細胞を作製し、様々な状態を反映する肝星細胞において RNAseq 解析を実施し、肝星細胞の活性
化制御機構や細胞老化関連分泌因子群を明らかにする。 
 
（３）活性化肝星細胞を不活化し、脱活性化状態へと誘導する化合物スクリーニング系を開発し、
肝線維症治療薬候補化合物群を同定する。 
 
 
４．研究成果 
（１）ヒト iPS細胞由来の静止期星細胞の活性化を Firefly luciferase（Fluc）で評価し、細
胞数を Renilla luciferase（Rluc）で評価する系を確立し、Fluc/Rluc 値を算出することで肝星
細胞一細胞あたりの活性化割合を算出できることを確認した。また、iPS細胞から調製した静止
期肝星細胞とヒト肝がん由来細胞株（HuH-7）を用いて三次元共培養系を作製し、肝障害誘導後
に肝星細胞の活性化が誘導される可能性を示した。ヒト iPS 細胞由来の静止期肝星細胞とヒト
初代培養肝細胞の共培養系を作製するため、培養条件を検討した。肝星細胞培養用培地と肝細胞
培養用培地を種々の割合で混合し、ヒト iPS細胞由来肝星細胞を培養した結果、肝細胞培養用培
地に ROCK 阻害剤を添加した培地で細胞を維持できることが示された。 
 
（２）肝疾患領域における老化肝星細胞に関する新たな知見の創出は、肝疾患を制御する上で重
要な課題であるが、ヒト生体から静止期肝星細胞を常時得ることは現実的に不可能であり、一連
の実験系で静止期肝星細胞が活性化し、細胞老化する過程を再現できないことがその妨げとな
っていた。本研究では、ヒト iPS 細胞から静止期肝星細胞を分化誘導し、活性化して、細胞老
化する過程を再現することに成功した。興味深いことに、CDKN1A(p21)の発現は、肝星細胞の活
性化初期から上昇し、老化に伴い一定であるのに対して、CDKN2A(p16)の発現は、活性化肝星細
胞では低く、細胞老化に伴い上昇することが明らかとなった。また、トランスクリプトーム解析
から肝星細胞特異的な老化関連因子として、肝線維化の進展に寄与することが予想される因子
を新規に同定した。肝線維化マウスモデルから分取した肝星細胞のシングルセル RNA-seq デー
タをデータベースから取得し擬似時系列解析を行い、同定した因子を解析したところ、時間軸の
最後尾に位置する細胞で発現を認めることができ、生体内で肝線維化の発症期から老化肝星細



胞が蓄積し、肝疾患の増悪化に関与する可能性を見出した。 
 
（３）本研究では、活性化肝星細胞の脱活性化誘導剤を開発するため、ヒト iPS細胞から静止期
肝星細胞を調製後、二次元の細胞培養によって、ハイスループット創薬スクリーニング系の確立
に必要な活性化肝星細胞の大量調製方法を確立した。 
iPS細胞由来活性化肝星細胞の脱活性化能を評価するため、活性化を抑制することが報告されて
いる複数の候補化合物の中から、脱活性化を促進する 6 種の化合物群（pan-PPAR アゴニスト 
Lanifibranor (L), retinoic acid (R), palmitic acid (P), TGF-βインヒビターSB431542 
(S), AMPK インヒビターDorsomorphin (D), ROCKインヒビターY27632 (Y)）の組み合わせを見
出した。これら 6 種の化合物群 SDYLRPはヒト iPS細胞由来の活性化肝星細胞において、活性化
マーカーである αSMA、COL1A1 等の発現を抑制した一方、脱活性化を促進する転写因子である
TCF21の発現を促進した。この過程において、細胞形態は静止期肝星細胞様へと変化した。また、
Phalloidinで可視化される F-actinの集積が顕著に減弱したことから、脱活性化の定量には F-
actinの集積を指標とすることが有用であると示唆された。 

 
生細胞における F-actin を可視化する試薬として Sir Actin を使用し、単位面積あたりの F-
actinの発現量を示す値である Actin score（SiR-Actin intensity/Sir-Actin (+) area）を新
たに設定し、384 ウェルプレートを用いてハイスループットスクリーニング系の開発を試みた。
アッセイ系のバリデーションを行い、最終的に CV 値は 10%以内、Z’値は 0.5以上となるスクリ
ーニング系の開発に成功した。 

 
東京大学創薬機構から既存薬／既知薬理活性物質で構成される化合物ライブラリーを入手しス
クリーニングを行い、3,909 種類の化合物から 25 種類の候補化合物群（Compound A – Compound 
Y）を選別した。 
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ヒト iPS細胞から作製した活性化肝星細胞の培養系に同定した化合物をそれぞれ単一で添加し、
活性化マーカー（αSMA、COL1A1、COL3A1）、静止期マーカー（NGFR, LRAT）、肝再生因子
（Pleiotrophin、Midkine）の発現を解析した。その結果、25 種の化合物のほぼ全てが、活性化
マーカーの発現を抑制し、その一方で、静止期マーカーと肝再生マーカーの発現を促進すること
を確認した。 

 
Compund Vは、GZD824（Olverembatinib）として知られており、Bcr-Ablの阻害剤である。GZD824
はヒト iPS細胞由来の活性化肝星細胞の培養系において、濃度依存的に ACTA2、COL1A1の発現を
抑制した一方、LHX2、LRAT、MDK、PTN、TCF21の発現を促進した。以上より、本研究では、aSMA
陽性筋線維芽細胞を標的とした薬剤スクリーニング系を開発し、脱活性化誘導剤候補化合物群
を同定することに成功した。 
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