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研究成果の概要（和文）：ヒトiPS細胞の肝細胞への分化において、サイトカイン類に加えバルプロ酸を添加すること
により分化効率及び成熟化が促進することが明らかとなった。さらに、三次元培養法によって肝細胞はスフェロイド 
を形成し、肝細胞マーカー及び主要な薬物代謝酵素であるCYP3Aの遺伝子発現 は、二次元培養法と比較し顕著に高かっ
た。このスフェロイドを浮遊培養し、高度免疫不全のTK-NOGマウスにガンシクロビルを投与、肝障害が確認されたのち
に、分化した肝細胞（スフェロイド）を門脈経由で移植した。その結果、ヒトiPS細胞由来肝細胞単独を移植した群で
一過性のヒトアルブミンの分泌を確認できた。

研究成果の概要（英文）：In the differentiation to hepatocytes from human iPS cells, it was revealed that 
the HDAC inhibitor valproic acid in combination with cytokines induce differentiation cells into hepatic 
progenitor cells followed by maturation into functional hepatocytes. The hepatocytes formed a spheroid by 
the three-dimensional culture, and the gene expression of CYP3A which is hepatocytes marker and drug 
metabolizing enzyme is markedly higher than that in 2D cultures. The 3D-cultured iPS-hepatocyte spheroids 
were transplanted into the portal vein of highly immunodeficient NOG mice (TK-NOG) that is induced liver 
injury by ganciclovir treatment. At one week post-injection of hepatic spheroids, human albumin levels 
elevated temporarily.

研究分野： 肝臓病学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 

C型慢性肝炎では C型肝炎ウイルス（HCV）が

血中に存在しても肝炎を発症しない無症候

性キャリア症例が存在することから、ウイル

ス自体が肝障害を引き起こすのではなく、免

疫学的機序により肝障害が引き起こされる

ものと理解されている。通常の慢性肝炎の肝

組織では CD8陽性細胞障害性Ｔ細胞（CTL）

が多数浸潤していることより、CTLが炎症誘

導の中心的役割を果たしている。一方、B型

肝炎ウイルス（HBV）も免疫寛容の無症候性

キャリアが存在し、その後の肝障害発症には

免疫応答が必須と考えられている。特に急性

肝不全の発症には、強い HBV特異的な CTLの

誘導が病態形成に深くかかわっている。 

肝炎ウイルスの研究をする上で、ウイルス生

活環を理解するための感染実験は必須とい

える。動物を用いた感染実験系では、チンパ

ンジーをはじめ小型のツパイまで哺乳類を

用いた系が利用されてきたが、コストや感染

効率の面で問題があり、広く実験に使われる

ところまで至っていない。そのような中で

2001年にヒト肝細胞を持った uPA/SCIDマウ

ス（キメラマウス）が報告され、その後、本

邦でもキメラマウスの作製方法が確立され

量産化が可能となった。これにより、組織化

されたヒト肝臓を標的とした in vivo感染実

験を行うことが可能となった。 

 

２．研究の目的 

(1)iPS 細胞由来ヒト肝細胞置換キメラマウ

スに HBV、HCVを感染後、iPS細胞由来の同一

個体から採取した末梢血単核球(PBMC)を投

与し、慢性肝炎モデルを作製する。あるいは

同一個体から採取した PBMC などから iPS 細

胞を樹立した上で、T 細胞や NKT 細胞などへ

分化させ投与する。 

(2)全ての血液細胞の元となる CD34陽性ヒト

造血幹細胞(iPS 細胞あるいは臍帯血由来)を

uPA/SCID マウスに 400rad の X 線照射後、移

植することにより、ヒト免疫応答を担う血液

細胞を有したマウスを作製する。さらに、同

一個体の iPS細胞由来の成熟肝細胞を移植し

て免疫機能を有するヒト肝細胞キメラマウ

スを作製する。 

 

３．研究の方法 

(1)ヒト iPS細胞由来肝細胞キメラマウスの

作製:ヒト iPS細胞→成熟肝細胞への分化成

熟肝細胞特異的に発現する転写制御因子及

び miRNAの探索、三次元培養（共培養）によ

る成熟化→uPA/SCIDマウスへの移植→HBV、

HCV感染に伴う遺伝子プロファイルを経時的

に確認。 

(2)同一個体に由来した免疫担当細胞と肝細

胞を同時に有するハイブリッドキメラマウ

スの作製：ヒト iPS細胞由来成熟肝細胞と、

同一個体から採取する末梢血単核球、iPS細

胞由来造血幹細胞あるいは CD34陽性造血幹

細胞由来リンパ球などを移植することによ

り、同一個体に由来した免疫担当細胞と肝細

胞を同時に有するハイブリッドキメラマウ

スを作製。①初代培養ヒト肝細胞の簡便な取

得化、②免疫学的側面から肝炎病態解明の解

析（肝炎ウイルス感染に伴う IFNλの役割な

ど、各病態に応じた免疫担当細胞の機能解

明）、③ノックアウトキメラマウスの作製と

機能解析、④担癌患者より採取した肝癌細胞

を移植したハイブリッドキメラマウスを作

成し、樹状細胞による癌免疫療法や T細胞移

入療法の応用と開発→患者個人の細胞を使

うことで、オーダーメイド医療を実現する。 

 
４．研究成果 

(1)共培養による成熟化 

ヒト多能性幹細胞から肝細胞への分化を促

進するいくつかの低分子化合物は大量かつ

安定的に、高純度で合成することが可能であ

り、組換えタンパク質やウイルスベクター、

共培養用細胞を用いる方法よりもリスクや

コストが低く、ロット間差が少ないため、ヒ

ト iPS細胞から肝細胞への分化に用いる分化



誘導因子として有益であると考えられ、本研

究では、ヒト iPS細胞の肝細胞への分化にお

いて、サイトカイン類に加えバルプロ酸を添

加することにより分化効率及び成熟化が促

進することが明らかとなった(図１)。 

mean ± S.D. (n = 2–3)
Ctrl., control; HPH 48h, human primary hepatocytes cultured for 48 hours; ALB, albumin;
TAT, tyrosine aminotransferase; PXR, pregnane X receptor; RIF, rifampicin.
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ヒトiPS細胞の肝細胞への分化誘導に対するバルプロ酸添加の影響

薬物による薬物酵素
の誘導機能を獲得して
いることを確認した。

図１

また、肝細胞分化及び成熟化の促進作用は、

バルプロ酸のヒストン脱アセチル化酵素阻

害作用によるものであることが示唆された

(図２)。さらに、トランスパレント社が開発

した立体培養可能なプレート（Cell-able®）

及び培地を用いて三次元培養を行い、成熟化

に対する影響について検討した結果、三次元

培養法によって肝細胞はスフェロイドを形

成し、その遺伝子発現は、二次元培養法と比

較し高かった。また、三次元スフェロイド外

膜は NTCP や OATP1B1 を高発現し、肝臓血管

側極性を示した。Cell-able においては 3T3

細胞と共培養を行うことで、細胞の接着率の

向上するため、肝実質細胞と非実質細胞との

共培養も可能であり、生体に近い肝臓構造を

形成し、肝機能が向上することが期待された

(図 3）。 

(A) mean ± S.D. (n = 3)
(B) mean ± S.D. (n = 4)
Ctrl., control; GABA, γ-aminobutyric acid; VPA,
valproic acid; TSA, tricostatin A; NaB, sodium
butyrate; HDAC, histone deacethylase.
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ヒトiPS細胞の肝細胞への分化誘導に対するバルプロ酸の作用機序

図２

2D culture (HAL)

NTCP OATP1B1 DAPI

NTCP ALB DAPI

BSEP MRP2 DAPI

BSEP ALB DAPI

NTCP ALB DAPI

NTCP OATP1B1 DAPI

BSEP ALB DAPI

NTCP MRP2 DAPI

3D culture (HAL)

2D培養では比較的広範に血管側、胆管側の極性が分布しているのに対し、
3D培養（Cell-able®）ではスフェロイド側面に血管側の極性を示す。

2D及び3D培養における肝細胞極性 血管側：NTCP, OATP1B1

胆管側：BSEP, MRP2
HAL; Human adult liver cells

図３

(2)ヒト iPS細胞由来肝細胞移植 

10週齢時にTK-NOGマウス門脈よりヒトiPS細

胞由来肝細胞単独と血管内皮細胞、間葉系幹

細胞、ヒトiPS細胞由来肝細胞を混合した細胞

塊をそれぞれ移植した。22週齢時に開腹手術

を行ったところ、混合細胞塊を移植したマウ

スにおいて腫瘍と思われる塊が観察されたが、

肝細胞のみを移植した群では外見上の変化は

特に観察されなかった。また、移植1週間後は

ヒトiPS細胞由来肝細胞単独を移植した群ま

たは血管内皮細胞、間葉系幹細胞を加え移植

した群でヒトアルブミンの分泌を確認できた

が、徐々に低下し、移植後12週齢では全く見

られなくなった。混合細胞移植群において細

胞の塊が認められたのは、血管内皮細胞にお

いて不死化細胞を用いたことによることが推

察された(図4)。 
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移植1週間後はヒトiPS細胞由来肝細胞単独を移植した群（Only）または血管
内皮細胞、間葉系幹細胞を加え移植した群（Mix）でヒトアルブミンの分泌
を確認できたが、徐々に低下し、移植後12週齢では全く見られなくなった。

図４

 (3)異種動物間キメラ動物の作出 

ヒト肝臓を有するキメラ動物作成の基盤的研

究として、異種動物間キメラ動物の作出を行



った。すなわち、tdTOMATO遺伝子を導入した

ラットES細胞をアグリゲーション（8-cell 

aggregation）法及びインジェクション

（8-cell injection）法の2つの方法を用いて

マウス受精卵に導入した。アグリゲーション

法では、導入するラットES細胞の数がキメラ

マウス作成に影響すると考えられたため、現

在導入するラットES細胞数の検討を行ってい

る。インジェクション法では、キメラマウス

の作出率が高く、肝臓においてラットES細胞

由来のtdTOMATOによる蛍光が部分的に観察さ

れた。 
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