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研究成果の概要（和文）：本研究では、創薬応用できる高機能（高い薬物代謝酵素活性を有する）かつ高純度な
肝細胞をヒトES/iPS細胞から分化誘導することを目的とする。そのためには、肝細胞への分化誘導技術を改良す
るだけでなく、純度を高めるための技術開発が必須である。本研究では、ヒトES/iPS細胞由来肝細胞を肝実質細
胞あるいは胆管上皮細胞の培養上清を用いて培養することにより、その機能を向上できることを確認した。ま
た、代表的な薬物代謝酵素であるシトクロムP450（CYP）3A4を発現するヒトES/iPS細胞由来肝細胞を薬剤選択に
より濃縮可能なヒトES/iPS細胞株を作製する実験も行っている。

研究成果の概要（英文）：In this study, we aimed to establish an efficient differentiation method for
 highly functioning hepatocyte-like cells from human ES/iPS cells. First, we attempted to improve 
the hepatocyte differentiation method. Next, we developed a method to concentrate the highly 
functioning hepatocyte-like cells. The hepatic functions of human ES/iPS cell-derived 
hepatocyte-like cells were enhanced by culturing with conditioned medium of hepatocytes and 
cholangiocytes. In future, our group is going to establish the genetically engineered human ES/iPS 
cells, which carry puromycin resistant cassette under the CYP3A4. 

研究分野： 医療系薬学
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１．研究開始当初の背景 
肝毒性は薬物の開発中止や市場撤退とな

る主たる原因のひとつである。肝毒性を創薬
の初期段階において予測するため、現在、多
くの製薬企業ではヒト初代培養肝細胞が使
用されているが、ヒト初代培養肝細胞は非常
に高価であり、ドナー間のバラつきが大きい
ため、創薬スクリーニングには適していない。
そこで、ほぼ無限の増殖能を持つヒト ES/iPS
細胞からヒト初代培養肝細胞と同程度の機
能を有する肝細胞を効率良く作製できれば、
創薬における非常に貴重な細胞源になりう
ると期待されている。しかしながら、現行の
分化誘導法で作製したヒト ES/iPS 細胞由来
肝細胞は、ヒト初代培養肝細胞と比較して
cytochrome P450（CYP）活性が劣っており、
成人型肝細胞よりも胎児型肝細胞に近い表
現型を有しているという課題が複数のグル
ープから報告されている（Baxter et al., J 
Hepatol., 2015; Mann et al., Expert Opin 
Drug Metab Toxicol., 2015）。また、ヒト
ES/iPS 細胞由来肝細胞はヘテロな細胞集団
であることが指摘されており（Baxter et al., 
J Hepatol., 2015）、申請者らも分化誘導し
た細胞は CYP を発現する肝細胞、CYP をほと
んど発現しない肝前駆細胞、胆管上皮細胞を
含むヘテロな細胞集団であることを確認し
ている（図 1）。純度の高いヒト ES/iPS 細胞
由来肝細胞を調製するために、これまでに肝
細胞特異的表面抗原を用いたソーティング
が試みられてきたが（Vosough et al., Stem 
Cell Dev., 2013）、肝細胞は剥離・継代によ
りその肝機能が著しく低下するため、ソート
後に肝細胞を播種し、種々の試験に応用する
ことは難しい。このように、申請者を含む国
内・国外の多くの研究者が肝細胞分化誘導技
術の改良に取り組んできたが、CYP をヒト初
代培養肝細胞と同程度発現する高純度なヒ
ト ES/iPS 細胞由来肝細胞の作製に成功した
例はない。ヒト ES/iPS 細胞由来肝細胞を用
いて、正確かつ再現性のある創薬試験を実現
するためには、ヒト ES/iPS 細胞由来肝細胞
のさらなる成熟度と純度を向上させるため
の技術開発が必須である。 
 
２．研究の目的 

そこで本研究では、ヒト ES/iPS 細胞由来
肝細胞を種々の細胞と共培養することによ
り、CYP 活性を含む各種肝機能を向上させる
ことを第一の目標とした。肝細胞は生体内で
は多くの同種細胞や他種細胞と隣接してお
り、その恒常性維持に不可欠な相互ネットワ
ークを構築している。そのため、ヒト ES/iPS
細胞由来肝細胞の肝機能を最大限高めるた
めには、出来る限り生体内の肝細胞の環境を
in vitro で模倣することが必要だと考えた。
肝細胞の周囲には、同種細胞の他に胆管上皮
細胞、類洞内皮細胞、星細胞等の細胞が局在
しているため、これらの細胞をヒト ES/iPS
細胞由来肝細胞と共培養することによって、

ヒト ES/iPS 細胞由来肝細胞の肝機能の向上
を目指した。 

次に、薬物代謝において最も重要な CYPで
ある CYP3A4 を発現するヒト ES/iPS細胞由来
肝細胞を薬剤選択により濃縮し、高純度かつ
均質なヒト ES/iPS 細胞由来肝細胞を作製す
ることを第二の目標とした。CRISPR や TALEN
システムを用いた相同組換えにより、CYP3A4
遺伝子下流にネオマイシン（Neo）耐性遺伝
子をノックインしたヒト ES/iPS 細胞株
（CYP3A4-NeoR-ES/iPS 細胞株）を作出する。
樹立した細胞株を肝細胞へと分化誘導した
のち、G418 作用により CYP3A4 発現細胞のみ
を濃縮し、高純度なヒト ES/iPS 細胞由来肝
細胞の作製を試みる。 
 
３．研究の方法 

本研究では、ヒト初代培養肝細胞とほぼ同
レベルの CYP3A4 活性を有する高純度なヒト
ES/iPS 細胞由来肝細胞を作製するために、分
化誘導法の改良と高機能肝細胞の濃縮とい
う 2つのアプローチを組み合わせて研究を遂
行した。 
●平成 27年度は、ヒト ES/iPS 細胞由来肝細
胞を種々の細胞株と共培養し、薬物代謝酵素
CYP3A4 の活性を最も向上できる細胞株「Z」
を探索した。また、CYP3A4-NeoR-ES/iPS 細胞
株を作製するために必要なプラスミドを構
築した。 
●平成 28 年度は、肝実質細胞あるいは非実
質細胞の細胞株による肝成熟化効果をより
詳細に検討するため、薬物誘導能、肝トラン
スポーター機能の解析などを実施した。また、
平成 27年度に作製したプラスミドを用いて、
CYP3A4-NeoR-ES/iPS 細胞株の樹立を試みた。 
 
４．研究成果 
１）共培養によるヒト ES/iPS 細胞由来肝細
胞の成熟化 

ヒト ES/iPS 細胞由来肝細胞の成熟化を目
指し、様々な肝非実質細胞（肝実質細胞も検
討する）の培養上清を用いた検討を実施した。
肝細胞の培養上清を用いることで、ヒト
ES/iPS 細胞由来肝細胞のグルタミン産生能
や cytochrome P450 1A2 (CYP1A2)活性が向上
することを確認した。また、胆管上皮細胞の
培養上清を用いることで、ヒト ES/iPS 細胞
由来肝細胞の尿素合成能が向上することを
確認した。以上のことから、肝細胞あるいは
胆管上皮細胞の培養上清を用いることで、ヒ
ト ES/iPS 細胞由来肝細胞の成熟化が促進で
きる可能性が示唆された （ Mitani and 
Takayama et al., Mol Ther, in press）。 
２）CYP3A4 発現ヒト ES/iPS 細胞由来肝細胞
の濃縮 

CYP3A4 を強く発現するヒト ES/iPS 細胞由
来肝細胞を濃縮することを目指し、CYP3A4 遺
伝子直下にネオマイシン耐性遺伝子をノッ
クインしたヒト ES/iPS細胞の作製を試みた。
相同組換え効率を上昇させるために、ドナー



プラスミドの両アームの中央部分にて DNA二
本鎖を切断できる CRISPR/Cas9 システムや
RAD51 遺伝子発現プラスミド、バルプロ酸を
使用した。現時点では、CYP3A4-NeoR-ES/iPS
細胞株は未取得であるが、樹立でき次第、未
分化能および肝細胞への分化能を検証する。
そののち、CYP3A4 高発現肝細胞の濃縮にも着
手する。 
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