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研究成果の概要（和文）：本研究では、プロスぺクティブな病態解析を可能とする、生理的な肝細胞の形質を保
持しつつ長期培養可能な肝細胞オルガノイドの三次元培養法を見出し、形態学的、および網羅的遺伝子発現解析
等から、本オルガノイドの形質を明らかとした。さらに、ヒトiPS細胞において、肝癌の臨床検体で認められた
ゲノム情報を忠実に再現するヒトiPS細胞を樹立し、肝細胞系譜細胞に分化誘導した際の形質を解析し、癌化の
初期段階の機序を明らかとした。

研究成果の概要（英文）：In this study, we found a three-dimensional culture method of hepatocyte 
organoids that can be cultured for a long period of time while maintaining physiological hepatocyte 
characteristics, which enables prospective pathological analysis. Furthermore, we established human 
iPS cells that faithfully reproduce the genomic information found in clinical specimens of 
hepatocarcinoma, and analyzed their traits when induced to differentiate into hepatocyte lineage 
cells. As a result, the mechanism of the early stage of hepatocarcinogenesis was clarified.

研究分野： 消化器内科学

キーワード： ヒトiPS細胞　肝細胞オルガノイド　発癌

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
これまで病態形成に関わる遺伝子異常の候補をプロスぺクティブに解析可能とするin vitroモデルはなかった
が、本研究ではヒトiPS細胞を用いて、長期培養が可能かつ生理的肝細胞の形質を保持するという相反する条件
を満たす培養条件の探索に成功した。また、ヒトiPS細胞にプロスぺクティブに候補遺伝子異常を再現すること
で、癌化の初期段階を明らかとすることができた。従って、本研究の成功により発癌や病態形成機構のさらなる
解明が進行するのみならず、本成果は臓器幹細胞が未だ同定されていない臓器の研究において応用可能な知見と
なる。

※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 
わが国の肝癌患者数は 5 万人を超え、われわれは、これらの病態形成に標的細胞における体

細胞変異の蓄積やヒトゲノムへのウイルス遺伝子挿入が関与することを示してきた。しかし、多
くの癌腫同様、発癌をレトロスペクティブに捉えているこれら網羅的ゲノム解析からのみでは、
遺伝子変異が如何なる機序で発癌や病態形成に関わるかの解明は困難である。 
一方、われわれは、病態形成のリスクとして背景肝における肝線維化と脂肪化が重要であるこ

とを明らかとしており、肝発癌や肝病態形成及び治療反応性には、肝細胞における後天的遺伝子
異常の蓄積と、炎症や線維化・脂肪化を担う各種細胞との細胞連関が関与すると考えられる。し
かし、この解析を可能とする、長期培養可能なヒト生理的成熟肝細胞株は存在せず、さらに特定
の標的細胞に遺伝子改変を加えかつ構成細胞の均質化と定量化が可能な多細胞培養体がないた
めに十分な知見は得られていない。 
 
 
２．研究の目的 
本研究では、長期培養可能なヒト成熟肝細胞株を樹立し、これに病態形成に関わる後天的遺伝

子変異群を順次導入することにより、発癌過程をプロスペクティブに再現しうる人工的発癌モ
デルを構築する。さらに発展的には、これと臓器を構成する各種細胞とを用いて、既報とは全く
異なる自己組織化に依存しない多細胞オルガノイドを開発し、構成細胞の均質化と定量化が可
能な in vitro モデルの構築を進める。これら病態を忠実に再現する革新的病態解析オルガノイド
において、肝炎ウイルス感染や炎症・脂肪化刺激等により惹起される表現型の解析から、ゲノム
要因や代謝要因等が関わる病態を形成する細胞連関の本質解明をめざす。 
 
 
３．研究の方法 
(1) 遺伝子改変ヒト iPS 細胞シリーズの樹立 
人工的に発癌過程を再現するためには、長期培養可能な正常細胞が必要である。臓器幹細胞が

その候補となるが、ヒト肝臓など幹細胞が未同定な臓器では不可能である。そこで本研究では、
ヒト iPS 細胞を用いる。CRISPR/Cas9 により申請者らが明らかとしてきた癌ゲノム変異やウイル
ス遺伝子を順次ノックインした遺伝子改変 iPS 細胞シリーズを樹立する。 
(2) 長期継代可能な iPS 細胞由来肝細胞株の樹立  
肝細胞の成熟化と長期培養とを可能とすることは、互いに trade-off の関係にあるとされ、こ

れまで成功例はない。われわれは、CD13、CD133 陽性細胞の FACS 分離を繰り返すことで、半永
久的に継代が可能なヒト iPS 細胞由来肝芽細胞の培養法を確立している。本研究ではヒト iPS 由
来終末肝細胞の 3 次元培養条件の網羅的探索から、成熟化と長期培養との双方を可能とする培
養法を同定し、最適化を進める。 
(3) 自己組織化に依存しない多細胞肝臓オルガノイドの作成 
上記で樹立した長期培養可能な iPS 誘導性肝細胞と、同じくヒト iPS 細胞から誘導した各構

成細胞（胆管細胞、星細胞、内皮細胞、免疫細胞等）との 3次元共培養系を構築し、肝組織を模
倣し肝病態を再現する培養体の開発を進める。樹立したオルガノイドについて、single-cell 解
析により構成細胞の質的・定量的解析を行い、最適化と均質化を進める。 
 
 
４．研究成果 
ヒト iPS 細胞を肝細胞系譜細胞に誘導し、種々の培養条件の探索を行った結果、肝細胞の形質

を保持しつつ長期培養可能な肝細胞オルガノイドの三次元培養法を見出した。得られた肝細胞
オルガノイドについて形態学的、網羅的遺伝子発現解析、および一細胞解析等を用いて分析した
ところ、本オルガノイドの肝細胞としての形質を確認し、明らかとした。さらに、本オルガノイ
ドの成立に寄与する分子機構の解析を進め、肝細胞系譜の分化と再生に関わる分子機構の候補
を明らかとした。 
また、肝癌切除例を対象とした deep sequence により臨床例における宿主-ウイルス遺伝子挿

入の詳細を明らかとし、この遺伝子構造を CRISPR/Cas9 系を用いたゲノム編集により忠実に再
現するヒト iPS 細胞を複数樹立した。これら癌化の初期段階と考えられる遺伝子異常を再現し
た遺伝子改変ヒト iPS 細胞について、肝細胞系譜細胞に分化誘導した際の形質を解析した。特に
宿主へのウイルスゲノム挿入が関与することでトランスクリプトーム・バリアントを生じ、宿主
遺伝子のエピゲノム制御の攪乱を惹起することで、癌化の初期段階に関わることを明らかとし
た。 
さらに発展的に、癌化の次のステップに関わる遺伝子異常の網羅的探索を進めるとともに、同

じくヒト iPS 細胞から誘導した肝星細胞の分化・誘導法の最適化を行い、肝細胞三次元培養体と



の共培養系の構築を進めた。 
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