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研究成果の概要（和文）：ヒト人工多能性幹細胞由来肝細胞（肝分化iPS細胞）は、医薬品開発研究での応用が
期待されている。本研究では、出生前後に発現量の変化が認められるCYP3A4（成人型）/CYP3A7（胎児型）に着
目し、発現パターンを再現することで、機能性肝分化iPS細胞の樹立及び新規転写調節機構の解明を目指した。
申請者は、CYP3A4や薬物トランスポーターの新規転写機構を同定し、これに基づく分化誘導法の改良を行った。

研究成果の概要（英文）：Human induced pluripotent stem cells (iPSCs) are a valuable source of 
hepatocytes for applications in drug development studies. Human CYP3A genes show unique expression 
changes, which are influenced by human development, and this developmental switch in expression 
between CYP3A4 and CYP3A7 genes occurs during the first 1 - 2 years after birth. In this study, 
based on the reproduction of the CYP3A expression pattern in the development, we aimed to establish 
methods for the differentiation of iPSCs into functional hepatocytes and evaluate novel 
transcriptional mechanism of pharmacokinetic-related genes. As results, we identified novel 
mechanisms involved in the induction of CYP3A4 and MRP3, and modified our previously established 
methods based on these results.
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１．研究開始当初の背景 
 ヒト人工多能性幹細胞由来肝細胞（肝分化
iPS 細胞）は、医薬品開発早期に薬物代謝が
関連する毒性発現を予測可能な新規評価系
の樹立に加え、肝細胞の経時的な発生過程を
模倣できることから基礎研究への応用も期
待されている。 
 これまで申請者は、成人肝細胞レベルの薬
物代謝酵素 cytochrome P450（CYP）を発現す
る肝分化 iPS 細胞の樹立を目的とした検討を
行ってきた。その結果、胎児レベルの肝細胞
（CYP3A4<CYP3A7）の作製、そして肝細胞
の発生学的観点からのアプローチにより、
HNF6 を分化誘導過程中に導入することで成
熟性を促進させることに成功した（CYP3A4
≧CYP3A7）。この CYP3A4 及び CYP3A7 は、
成人あるいは胎児肝において主要な CYP 分
子種であり、出生前後にダイナミックな発現
量の変化が知られているが、その発現スイッ
チメカニズムについての詳細は明らかにさ
れていない。したがって、iPS 細胞を用いて
CYP 分子種の発現パターンを再現すること
は、これまでに明らかにされていない新規転
写調節機構の解明と共に、よりヒト成人肝細
胞に近い性質を有する肝分化 iPS 細胞の樹立
に繋がると考えられる。 
 
２．研究の目的 
 本研究においては、iPS 細胞の肝細胞分化
誘導過程におけるCYP3A4及びCYP3A7の発
現を容易に評価可能な分泌型レポーター遺
伝子安定発現 iPS 細胞（stable iPS 細胞）の樹
立を行う（1）。また、CYP3A4/CYP3A7 発現
パターンの再現を目的に、低分子化合物等に
よるCYP3A4及びその他薬物動態関連遺伝子
の発現変動やこれらの転写調節機構の解明
を行う。さらに、申請者は、胎児肝細胞、成
人肝細胞、肝分化 iPS 細胞のマイクロアレイ
比較解析等により、分化成熟性に影響を及ぼ
す可能性がある遺伝子として RARRES2 等を
同定していることから、これらの遺伝子を導
入し、CYP3A4 等の発現への影響を確認する。
これらに加えて、薬物動態関連遺伝子以外の
肝分化マーカー遺伝子に着目した新たなア
プローチによる検討についても行う（2、3）。 
 
３．研究の方法 
（1）iPS 細胞は、CiRA 公開プロトコールに
従い樹立した。各種レポータープラスミドは、
Gaussia ルシフェラーゼ遺伝子を含む
pGLuc-Basic、Cypridina ルシフェラーゼ遺伝
子を含む pCLuc-Basic、firefly ルシフェラーゼ
遺伝子を含む pGL3-Basic 及び pGL.10 を使用
した。これらに CYP3A4 遺伝子上流の一部
（-362 b～+11 b 及び-7836 b～-7208 b）あるい
は 12 Kb を挿入した。また、これらを鋳型
として、レンチウイルスベクターに乗せ換え
た。作製した各種プラスミドを HepG2 細胞等
にトランスフェクションし、評価を行った。
firefly ルシフェラーゼ遺伝子安定発現細胞に

関しては、geneticin を用いてセレクションし、
レポーター活性の高いクローンを単離した。 
（2）ダブルチミジンブロック法で細胞周期
の同調化を行い、フローサイトメーターを用
いて細胞周期の確認を行った。CYP3A4 等の
発現量の変化はリアルタイム PCR を用いて
測定した。 
（3）iPS 細胞の肝分化誘導法は、申請者が確
立 し て い る 方 法 に 準 じ （ Drug Metab 
Pharmacokinet. 2013）、チミジン等の低分子化
合物の影響を確認した。遺伝子の導入にはア
デノウイルス、ノックダウンにはレンチウイ
ルスを使用し、CYP3A4 等の発現量の変化は
リアルタイム PCR を用いて測定した。 
 
４．研究成果 
（1）iPS 細胞及び stable iPS 細胞の作製 
 iPS 細胞は、ヒト新生児皮膚繊維芽細胞に
Oct3/4、Sox2、Klf4、Glis1 及び Nanog 発現レ
トロウイルスを用いて導入することで作製
し、30 継代まで維持培養を行った（図 1）。
また、CYP3A4 遺伝子の主要な上流領域と
Gaussia 及び Cypridina ルシフェラーゼ遺伝子
をそれぞれに連結し、分泌型レポーター遺伝
子安定発現用プラスミド及びレンチウイル
スの作製を行った。これらを HepG2 細胞に導
入後、リファンピシンの処理を行ったところ、
十分なレポーター活性の上昇が認められた。
しなしながら、高いバックグラウンドが認め
られたことから、firefly ルシフェラーゼ遺伝
子をベースとした方法に変更した。CYP3A4
遺伝子等のレポータープラスミドを作製し、
HepG2 細胞や LS174T 細胞を用いて firefly ル
シフェラーゼ遺伝子安定発現細胞の樹立に
成功した（図 2）。この方法を基盤として stable 
iPS 細胞の作製を行ったが、本研究期間内に
樹立は完了しなかった。しかしながら、iPS
細胞及びレポーター遺伝子安定発現細胞の
樹立方法は確立したため、今後 stable iPS 細
胞は作製可能であると考える。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（2）CYP3A4 及びその他薬物動態関連遺伝子
の新規転写調節機構の解析 
 CYP3A4 の発現量は増殖能を有する胎児型
肝細胞で低く、細胞周期が停止状態にある成
人型細胞で高いことに着目し、転写調節機構
の解析を行った。チミジンによる HepG2 細胞
の細胞周期を同調化し、経時的に CYP3A4 発
現量を測定した結果、細胞周期依存的に変化
することを見出した。特に、G2/M 期同調化
細胞においてCYP3A4発現量の上昇が確認さ
れた（図 3）。次に、G2/M arrest を起こす

図 1. 樹立した iPS 細胞   図 2. CYP3A4 レポーター遺伝子安定
発現 LS174T 細胞の VD3 応答性 



RO-3306 等を用いて検討した結果、CYP3A4
の発現量の上昇が認められ、チェックポイン
ト関連因子の活性状態が関与することを明
らかにした。また、CYP2D6 や MRP3 におい
ても、細胞周期あるいは MAPK 関連シグナル
による新規誘導機構を明らかにした（図 4）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（３）CYP3A4/CYP3A7 発現パターンの再現
を指向した iPS 細胞の肝分化誘導法の改良 
 CYP3A4 等が細胞周期に依存して発現量が
変化することを見出したことから、細胞周期
に影響を及ぼすチミジン、RO-3306、インデ
ィルビン誘導体、ノコダゾール等の各種化合
物を用いて分化誘導法の改良を行った。その
結果、肝細胞の未成熟マーカーである AFP 発
現量に大きな変化は認められなかったが、
CYP3A4 発現量は、インディルビン誘導体（条
件 2）及び RO-3306 処理（条件 3 及び 4）に
よって上昇した（図 5）。申請者が確立してい
る分化誘導法（HNF6 導入、参考データ）と
組み合わせることでよりCYP3A4発現の上昇
が期待できる。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 次に遺伝子導入による改良を行うため、申
請者が既に同定している RARRES2 等の導入
実験を行った。RARRES2 発現アデノウイル
スを HepG2 細胞に感染させた結果、低感染時
においてCYP1A2及びCYP3A4の発現が上昇

する傾向が認められた。他方、肝分化 iPS 細
胞において発現が高い AFP の発現調節に着
目した検討も行った。悪性度の高い肝がん細
胞においては AFP が高発現していることか
ら、肝がん患者サンプルのアレイデータ解析
により AFP 発現調節に関与する可能性があ
るクロマチンリモデリング関連遺伝子 X を
同定した。Hep3B 細胞等の AFP 高発現細胞に
おいて遺伝子 X をノックダウンした結果、
AFP 発現量が低下することを明らかにした
（図 6）。これらの遺伝子については、iPS 細
胞において検討するに至らなかったが、本研
究において十分な基礎的情報を得ているこ
とから、肝細胞への分化誘導において効果が
期待できる。 
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