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研究成果の概要（和文）：ヒトiPS細胞を、無血清培地下で均一な肝前駆細胞へと効率的に分化誘導を行うこと
に成功した。この肝前駆細胞は、さらに成熟した肝細胞への分化が可能であった。さらに、このヒトiPS細胞由
来肝前駆細胞を単細胞として冷凍保存する技術を工夫することで、解凍後の細胞生存率が大幅に向上した。この
方法を応用して、polyvinyl alcoholにて細胞を包埋冷凍することによるバイオ人工肝の作成を行った。このバ
イオ人工肝を解凍ゲル化した際の死細胞を減少させることに成功し、移植実験への応用が可能となった。

研究成果の概要（英文）：We have succeeded in the highly efficient differentiation of human 
pluripotent stem cells to the hepatic progenitor cells under the chemically defined condition, which
 were able to differentiate to the mature hepatocytes. Moreover, freezing them as dissociated cells 
made the cell viability after thawing improved substantially. This technique was applied to making 
bioartificial liver, which had the hepatic progenitor cells in freezed polyvinyl alcohol. The 
bioartifical liver therefore could have the more viable cells, and the application to the 
transplantation experiment was made possible.

研究分野： 再生医学
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１．研究開始当初の背景 
急性肝不全は、代謝障害による血液凝固障害
や脳症を発症し、高率に死に至る広範肝細胞
壊死の状態である。ウイルス感染や薬剤、自
己免疫性肝炎等がその原因となる。現在、肝
臓移植がその根治療法として確立している
が、脳死ドナー不足は深刻で、特に日本では
生体肝移植に頼るところが大きい（1, 2）。一
方、肝細胞移植は、代謝性肝疾患だけでなく
急性肝不全に対する有効な治療法として、そ
の有効性が報告されている。患者への負担が
少なく、繰り返しの移植も可能である一方、
大量のドナー細胞獲得の必要性とヒト肝細
胞の限定的な増殖能により、長期にわたって
移植細胞が機能することは稀とされ、現時点
では広く普及するに至っていない（3, 4）。 
細胞をカプセル化することは、移植細胞を移
植部位にとどめ置き分散することを防ぐと
同時に、その回収を容易にし、宿主免疫系か
らの隔離効果も期待される。我々のグループ
はバイオ人工膵作製のための膵島細胞塊の
カプセル化技術を開発考案し、これまで改良
を重ねてきた。basic fibroblast growth factor 
(bFGF)を用いた血管新生誘導デバイスの応
用により皮下移植に成功（5, 6）し、さらに
その強力な免疫隔離作用を応用して異種膵
島移植の成功を報告した（7, 8）。近年はより
安定した強固なデバイスの開発を目指して
polyvinyl alcohol (PVA)溶液の凍結・解凍に
よるゲル化を用いたシート型のバイオ人工
膵の開発に取り組み、その効果を報告してい
る（9, 10）。 
embryonic stem cell (ESC)及び induced 
pluripotent stem cell (iPSC)は、in vitro で
無限に増殖することができ、全ての種類の体
細胞へと分化することが可能な、魅力的な
donor source となる可能性を秘めた細胞で
ある（11, 12）。ESC 及び iPSC を in vitro で
肝細胞へと分化誘導する技術は、ここ数年で
著しく進歩し、機能的にも優れた成熟肝細胞
の誘導精製が報告されている（13, 14）。 
ヒト iPSC を臨床応用する上で最も大きな障
壁の一つが、移植細胞の腫瘍化である。ヒト
iPSC 由来細胞をカプセル化し、レシピエン
ト体内で安定して局所にとどめおくことは、
細胞の transformation による局所浸潤・遠
隔転移を防ぎ、またグラフト機能不全時には
容易にカプセル化細胞塊を摘出することが
でき、大変有用である。 
 
２．研究の目的 
ヒト iPSCを sourceとして肝前駆細胞を分化
誘導した後、マクロカプセル化を行ってバイ
オ人工肝を作製する。in vitro でバイオ人工
肝の機能評価を行う。 
 
３．研究の方法 
（1） ヒト iPSC の培養 
ヒト iPSC (HPS0014 RIKEN 2F)を matrigel 
coating dish 上で、NutriStem 培地を用いて

feeder free culture で継代する。 
（2）ヒト iPSC の肝前駆細胞への分化誘導 
matrigel coating 48 well plate に 0.5×
105/well で細胞播種し、播種翌日から以下の
schedule にて肝前駆細胞への分化誘導開始。 

① Day 0-1: CHIR99021 3μM 
    Day 0-4: Activin A 50 ng/ml 

② Day 4-8 BMP4 20 ng/ml 
③ Day 8-20: HGF 20 ng/ml 

（3）ヒト iPSC 由来肝前駆細胞の評価 
分化誘導開始後 10・15・20 日目で細胞を回
収し、RT-PCR・免疫細胞染色・フローサイト
メトリィにて遺伝子及びタンパク発現を評
価する。 
（4）ヒト iPSC 由来肝前駆細胞の凍結保存と
バイオ人工肝の作成 
ヒト iPSC由来肝前駆細胞を Stem CellBanker
（Takara Bio Inc.）を用いて凍結保存し、
解凍後に細胞 viability を評価する。また、
PVA溶液にヒトiPSC由来肝前駆細胞を包埋し
凍結後再解凍しゲルを補強してバイオ人工
肝を作製し、その viability を評価する。 
 
４．研究成果 
（1）ヒト iPSC から肝前駆細胞への分化誘導 
上記プロトコールにて、feeder free culture 
condition から高効率に安定して肝前駆細胞
の分化誘導が可能であった。分化誘導開始後
10 日目には、フローサイトメトリーにて約
70%が HNF4a (+) AFP (+)の肝前駆細胞への分
化を示していた（Figure 1）。また、分化誘
導開始後 20 日目には、免疫細胞染色にてア
ルブミンの発現が確認された（Figure 2）。 
（2）ヒト iPSC 由来肝前駆細胞の凍結保存 
上記プロトコールにて、分化誘導 20 日目の
肝前駆細胞を、slow cooling 法にて凍結保
存した。解凍播種後接着した細胞の免疫細
胞染色では、HNF4a 陽性細胞は減少して
いた。PVA 溶液にヒト iPSC 由来肝前駆細
胞を包埋し凍結保存後再解凍しゲル化させ
バイオ人工肝を作製した。当初解凍ゲル化
したバイオ人工肝内には多くの死細胞を認
めたが、十分に細胞を単離し ROCK 阻害剤
を併用することで、死細胞は劇的に減少し
た。さらに作製したバイオ人工肝による急
性肝不全の治療効果を検討するため、現在
移植実験の準備中である。 



 
 
Figure 1 分化誘導 10 日目の HNF4a(+)AFP(+)
細胞 
 

 
 
Figure 2 A)分化誘導 15 日目の光学顕微鏡像 
         B)A の抗 HNF4a 抗体染色像 
         C)分化誘導20日目の光学顕微鏡像 
         D)C の抗アルブミン抗体染色像 
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