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研究成果の概要（和文）：本研究では、「ダイレクトリプログラミング」によって作製されたiHep細胞の機能的
成熟誘導とその分子機構の解明を目指して研究を行った。その結果、細胞凝集塊形成によるHippoシグナルの活
性化、並びにHnf1αを筆頭とする肝細胞分化関連転写因子の活性化が、iHep細胞の成熟化を強く促進することを
見出した。また、肝細胞へのダイレクトリプログラミング技術をがん治療に応用できないかと考え、肝細胞分化
誘導因子セットをヒトの肝がん細胞に導入した。その結果、肝がん細胞の長期的な増殖阻害やがん形質の消失、
並びに肝細胞分化マーカーの発現上昇が認められ、肝がんの治療や制御に有効であることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：In our previous study, we succeeded in direct reprogramming of mouse 
fibroblasts into hepatocyte-like cells using a set of defined transcription factors (TFs). These 
induced hepatocyte-like (iHep) cells have hepatocyte-specific properties in vitro and in vivo. 
However, the hepatic functions of iHep cells were insufficient compared with those of primary 
hepatocytes. Thus, in this study, we sought to induce functional differentiation of iHep cells, and 
found that cell-aggregate formation can rapidly induce hepatic maturation of iHep cells through 
activation of Hippo signaling. Thus, iHep cell aggregates may provide insights into potential 
therapies for liver diseases. Moreover, we also found that combinatorial transduction of three TFs 
stably suppressed cancer-specific phenotypes of hepatocellular carcinoma (HCC) cells and induced the
 expression of hepatocyte marker genes. Thus, it is suggested that direct reprogramming technology 
can develop to an effective therapeutic strategy for HCC.

研究分野：発生生物学、再生医学、腫瘍生物学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
iHep細胞の機能的成熟誘導法の開発やその分子機構の解明は、iHep細胞を用いた肝疾患患者に対する新しい移植
医療の実現や、個人レベルで薬剤の効果や毒性を評価できる次世代型検査システムの構築に大きく貢献すると考
えられる。また、本研究において肝細胞へのダイレクトリプログラミング技術ががん治療に応用可能なことが実
証されたことから、ダイレクトリプログラミング技術を利用した肝がん細胞の肝細胞化が、肝がんの治療や制御
を担う新しい治療法として発展することが期待される。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 肝臓を構成する肝細胞は移植医療や創薬研究において利用価値の高い細胞だが、生体組織か
ら採取できる細胞数には限界があり、培養下での増殖や維持も難しい。この問題に対し、我々
は、マウスの線維芽細胞に 2 種類の転写因子を導入することで、肝細胞の性質をもった細胞
（induced hepatocyte-like cells: iHep 細胞）を作製することに成功した。iHep 細胞の作製に
見られるように、細胞の周辺環境や遺伝子発現パターンに人為的操作を加えることで、その細
胞がおかれた分化状態を強制的に変更して全く別の性質をもった細胞を生み出すことを「ダイ
レクトリプログラミング」と呼び、次世代の医療を担う革新的技術の 1 つとして注目されてい
る。ダイレクトリプログラミングによって作製される iHep 細胞は極めて有望な細胞といえる
が、iHep 細胞はその特徴として未熟な性質を有し、培養下において増殖能が高く、必要な細胞
数を確保できる反面、肝機能レベルが生体肝臓の肝細胞よりも低いことが問題である。そのた
め、iHep 細胞を真に医療現場で利用するためには、iHep 細胞の二次的な分化誘導、すなわち
肝細胞としての機能的成熟を誘導する必要がある。 
 
２．研究の目的 
 iHep 細胞の機能的成熟を誘導する方法を開発するとともにその分子機構を解明し、肝疾患患
者に対する新しい移植医療の実現や、個人レベルで薬剤の効果や毒性を評価できるシステムの
構築に貢献する。 
 
３．研究の方法 
 iHep 細胞は、移植後に肝臓組織を形成し、肝機能レベルが著しく上昇する。そのため、iHep
細胞は、肝細胞と同じく、肝臓組織を形成することによって機能的成熟に達するのではないか
と考えられた。そこで本研究では、マウス iHep 細胞を低接着性培養ディッシュ内で浮遊培養
させ、疑似肝臓組織として細胞凝集塊を形成させることにより、iHep 細胞の機能的成熟誘導を
試みた。また、凝集塊形成と iHep 細胞の機能的成熟をつなぐ分子機構にも着目し、その解明
を目指して研究を行った。さらに本研究では、マウス iHep 細胞で得られた研究成果をシーム
レスにヒト iHep 細胞にも適用し、実際の医療応用を見据えたヒト iHep 細胞の凝集塊形成と機
能的成熟誘導も試みた。 
 
４．研究成果 
 マウス iHep 細胞を用いて、その機能的成熟誘導と分子機構の解析を進めた結果、細胞凝集
塊形成による Hippo シグナルの活性化、並びに Hnf1α を筆頭とする肝細胞分化関連転写因子
の活性化が、iHep 細胞の
成熟化を強く促進するこ
とを見出した（Yamamoto 
et al., Cell Rep., 2018）
（図1）。また、マウス iHep
細胞において確立した機
能的成熟誘導法は、ヒト
iHep 細胞の機能的成熟誘
導においても有用である
ことが判明した（Inada et al., 論文リバイス中）。さらに本研究では、iHep 細胞の発展的研究
として、肝細胞へのダイレクトリプログラミング技術をがん治療に応用できないかと考え、こ
れまでの研究で重要性が明らかになった肝細胞分化誘導因子セット（HNF4A、FOXA3、
HNF1A）をヒトの肝がん細胞に導入した。その結果、肝がん細胞の長期的な増殖阻害やがん
形質の消失、並びに肝細胞分化マーカーの発現上昇が認められた（Takashima et al., Cancer 
Sci., 2018）。このことから、ダイレクトリプログラミング技術を利用した肝がん細胞の肝細胞
化が、肝がんの治療や制御に有効であることが示唆された。 
 
５．主な発表論文等 
〔雑誌論文〕（計 10 件） 
1. *Takashima Y., *Horisawa K., *Udono M., Ohkawa Y., Suzuki A. Prolonged inhibition of 

hepatocellular carcinoma cell proliferation by combinatorial expression of defined 
transcription factors. Cancer Sci 109, 3543-3553, 2018. (* Co-first author) 

2. Yamamoto J., Udono M., Miura S., Sekiya S., Suzuki A. Cell aggregation culture induces 
functional differentiation of induced hepatocyte-like cells through activation of Hippo 
signaling. Cell Rep 25, 183-198, 2018. 

3. Miura S. and Suzuki A. Brief summary of the current protocols for generating intestinal 
organoids. Dev Growth Differ 60, 387-392, 2018. 

 
図 1．細胞凝集塊形成による iHep 細胞の機能的成熟誘導 
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