
 

様式Ｃ－１９ 

 

科学研究費助成事業（科学研究費補助金）研究成果報告書 

 

平成２５年 ５月３１日現在 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
研究成果の概要（和文）：ヒト肝細胞は創薬研究において薬物動態学的試験に有用である。しか

し、ヒト初代肝細胞はロット差が極めて大きいことが問題である。また、小腸は肝臓と同様薬

物動態において重要な臓器であるが、ヒト腸管上皮細胞は入手が極めて困難である。そのため、

Caco-2 細胞や MDCK 細胞などのがん細胞であり、小腸以外の細胞が用いられている。本研究

において、ヒト iPS 細胞から薬物代謝酵素活性を有する肝細胞様細胞及び腸管上皮細胞様細胞

を得ることができた。また、目的とする細胞は低分子化合物を添加することで効率良く得られ

た。以上の結果より、低分子化合物を用いて分化誘導されたヒト iPS 細胞由来肝細胞及び腸管

上皮細胞は薬物動態試験に有用であることが示唆された。 
 
研究成果の概要（英文）：Human hepatocytes are useful for pharmacokinetic examinations. 
However, considerable donor-dependent variations are problematic. The small intestine, as 
well as liver, plays an important role in all aspects of pharmacokinetics. At present, human 
intestinal epithelial cells are difficult to obtain, and there is no appreciate model cells. 
Instead, other tissue cell-derived cell lines, including Caco-2 cells and MDCK cells, were 
used as intestinal model in a drug absorption study. Human iPS cells apparently 
differentiate into various types of mature cells, and are thereby an attractive source for 
routine access to large numbers of cells that can be used for the pharmacokinetic 
examinations replacing primary cells. In this study, we investigated the effects of 
small-molecule compounds for differentiation of human iPS cells into hepatocytes and 
enterocytes available in pharmacokinetic study. 
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１．研究開始当初の背景 
 医薬品開発初期の探索動態試験には、一般

的に実験動物が用いられるが、種差がありヒ
トへの外挿は容易ではない。一方、ヒト肝細
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胞は予測が容易である反面、個体差が大きい
上に、高価で、新鮮な細胞は入手が困難であ
る。胚性幹細胞（ES 細胞）は増殖能力に優れ、
成体を構成する全ての細胞に分化可能であ
る。そのため、ES 細胞の創薬研究への応用が
期待されている。しかし、我が国のヒト ES
細胞研究に関する規制が使用研究に限って
も極めて厳しかったことから、研究を行って
いる研究機関は少なく、特に肝細胞への分化
に関しては信州大学の他に岡山大学、熊本大
学、京都大学など限られた研究機関のみであ
る。一方、京都大学の山中らは 2007 年 ES 細
胞と同じ特性を持つ人工多能性幹細胞（iPS
細胞）をヒト体細胞から樹立した（Cell 
131:861-872, 2007）。ヒト iPS 細胞はヒト ES
細胞に比べ倫理的な問題が少ないことから、
創薬研究への応用に対しても期待が大きく、
世界的に競争が始まったばかりである。ヒト
ES 細胞から肝細胞系譜への分化誘導の研究
は、2003 年の Rambhatla ら（Cell Transplant 
12: 1-11, 2003.）の報告が最初であるが、
現在までに数多くの報告がなされている。し
かし、薬物動態試験への応用を目指した薬物
代謝活性など機能面まで評価した報告はこ
れまでほとんどない。一方、ヒト iPS 細胞の
肝細胞への分化に関しては、2009 年 9 月に
Song らによって報告(Cell Res. 2009 Sep 8. 
オンラインジャーナル)されたのが最初であ
るため、ヒト iPS 細胞の肝細胞への分化とそ
の機能評価はこれからである。また、肝芽細
胞の肝細胞への分化と成熟に肝特異的転写
因子である C/EBPαが必須であるが、本因子
は胆管上皮細胞の分化過程では発現抑制さ
れることで胆管形成遺伝子 Hnf6 や Hnf1b を
高発現し腺管構造を発生することが知られ
て い る （ Yamasaki et al., Development 
133:4233-4243, 2006）。 
 申請者らは、これまでマウス、サル及びヒ
ト ES 細胞の肝細胞への分化と薬物動態試験
への応用に関する研究を行い、十分な技術と
肝細胞への分化手法を確立してきた。国内外
の研究とこれまでの申請者の研究成果を踏
まえて、ヒト iPS 細胞より分化した肝細胞を
薬物動態試験に応用する上で解決すべき問
題点が 3つ挙げられる。 
(1)申請者も同様であるが、アルファフェト

プロテイン等未熟な肝細胞に発現する遺
伝子が高発現しており、十分成熟した肝細
胞に分化していないことが示唆される
（ Agarwal et al., Stem Cells 26: 
1117-1127, 2008; Hay et al., Stem Cells 
26: 894-902, 2008.）。 

(2)薬物動態や薬物性肝障害の研究を行うた
めには、薬物本体あるいは代謝物を排泄す
る胆管上皮細胞を肝細胞と同時に分化さ
せ、生体に近い組織を構成することが重要
と考えられるが、分化の方向性が両細胞で

異なるため同時に分化させる研究はほと
んど行われていない。 

(3)ヒト多能性幹細胞研究は未分化の維持に
特殊な技術の習得が必要な上に、肝細胞の
分化には 30 日程度日数が必要なため、ヒ
ト初代肝細胞のように容易に使用するこ
とが困難である。 

 したがって、上記の問題点を解決すること
がヒト iPS細胞を創薬研究の薬物動態試験に
使用ためには重要である。 
 
２．研究の目的 
 ヒト iPS細胞を成熟した肝細胞及び胆管上
皮細胞に分化し、創薬研究における探索動態
試験に利用可能なモデル系を構築すること
を目的とする。 
(1)ヒト iPS 細胞を成熟した肝細胞及び胆管

上皮細胞に効率良く分化する系を確立し、
薬物動態学的評価を行う。 

(2)ヒト iPS 細胞由来肝細胞及び胆管上皮細
胞を立体培養することで、成体により近い
組織を構成できるか組織工学的な検討を
行うとともに、薬物動態モデル系の構築を
試みる。 

(3)分化の段階で凍結保存し、再度培養する
ことで分化が継続可能な条件を開発する。 

(4)薬物代謝酵素の遺伝子多型を持つヒト細
胞より iPS 細胞を樹立し、分化した系を用
いて薬物動態解析を行い、多型の影響を検
証する。 

 
３．研究の方法 
 培養ディッシュに対し、ヒト iPS 細胞の未
分化コロニーの占める割合が約 70%になった
時点でヒト iPS細胞の肝細胞あるいは腸管上
皮細胞への分化を開始した。まず、アクチビ
ン Aにて内胚葉に分化させた。次に、DMSO に
て肝芽細胞に分化させた。最後に、肝細胞増
殖因子（HGF）、オンコスタチン M、デキサメ
タゾンを含む培地で培養することで肝細胞
へ分化させた。腸管上皮細胞への分化は、肝
細胞と同様にアクチビン Aにて内胚葉分化し、
次に線維芽細胞増殖因子 2（FGF2）にて腸管
幹細胞に分化した。最終的には、上皮細胞増
殖因子（EGF）にて腸管上皮細胞に分化させ
た。低分子化合物は、培地に添加した。薬物
代謝酵素の誘導剤処理は回収前 48 時間培養
することで行った。また、酵素活性は基質を
培地に添加後、基質に含まれる代謝物を
LC-MS/MS にて解析することで測定した。mRNA
の発現は、リアルタイム PCR法にて解析した。 
 
４．研究成果 
 ヒト iPS細胞から肝細胞への分化誘導に増
殖因子等の液性因子が用いられているが、不
安定であるため取り扱いが困難な上に非常
に高価である。また、核内転写因子の遺伝子



 

 

導入法も報告されているが組換え遺伝子の
取り扱いの問題がある。本研究は、安価で取
り扱いの容易な低分子化合物がヒト iPS細胞
から肝細胞及び腸管上皮細胞への分化誘導
に与える影響を明らかにすることを目的と
した。肝細胞への分化誘導は、iPS 細胞をア
クチビン A処理することで内胚葉に、続いて
DMSO にて肝芽細胞に分化させ、OSM、DEX、HGF
によって成熟させる方法にて行った。腸管上
皮細胞は、アクチビン A処理で内胚葉に、続
いて FGF2 にて腸管系譜細胞に分化させ、EGF
によって腸管上皮細胞に分化誘導した。また、
分化の際に低分子化合物を添加し、肝細胞及
び腸管上皮幹細胞への分化に及ぼす影響に
ついて検討した。 
 肝細胞への分化後の細胞において、形態学
的に特徴的な多核の細胞が観察され、肝細胞
マーカーの発現が認められた。また、ALB、
PXR、CYP2C9、CYP2C19、CYP3A4 及び UGT1A1
に関して、これらの mRNA 発現は低分子化合
物 Aの添加により増加した。CYP3A4 のリファ
ンピシンによる誘導は低分子化合物 Aを添加
することで、さらに増加した。また、ALB 免
疫蛍光染色を行ったところ、ほぼ全ての細胞
で陽性を示した。腸管上皮細胞への分化にお
いては、マーカーである sucrase-isomaltase
の陽性細胞が腸管特異的なペプチドトラン
スポーター機能を有していることを明らか
にした。また、低分子化合物 B及び Cを分化
の過程で処理することにより、腸管上皮幹細
胞マーカーの LGR5 及び EphB2 の発現上昇が
認められた。以上の結果より、本研究で用い
た低分子化合物はヒト iPS細胞からの肝細胞
あるいは腸管上皮細胞への分化を促進する
ことが明らかとなった。 
 当初の計画では、C/EBPαの遺伝子発現量
が調節可能なヒト iPS 細胞（Tet-On 及び
Tet-Off 細胞）をクローン化することで、肝
実質細胞と胆管上皮細胞に分化するとして
いた。しかし、研究を開始後遺伝子導入より
もより有効な手段として肝実質細胞への分
化を促進する低分子化合物を見出すことが
できた。胆管上皮細胞への分化に関しては検
討はできなかったが、創薬研究の薬物動態試
験において重要な腸管上皮細胞への分化法
を開発することができた。これらの方法は、
分化における低コスト化にも大きな意味が
あると共に、再生医療においても極めて大き
な意味を持つものと思われる。 
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