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研究成果の概要（和文）：臍帯由来血管内皮細胞および間葉系細胞のシングルセルレベルでの網羅的遺伝子発現
情報を取得すると共に、iPS細胞由来肝芽内の血管内皮細胞、間葉系細胞についての解析を実施した。取得した
発現情報からそれぞれの細胞集団において発現する遺伝子を抽出した。さらに、iPSC肝芽において細胞間相互作
用による細胞分化に関与するを明らかにした。また、それぞれの細胞集団におけるヘテロジェネイティを解析し
た。これらの知見は、ヒトiPS肝芽の製造過程での品質評価において有用な情報となるなど、今後のiPSC肝芽の
品質および安全性向上に向け有用な知見が得られた。

研究成果の概要（英文）：Comprehensive gene expression analysis was performed on human umbilical 
cord-derived vascular endothelial cells and human bone marrow mesenchymal cells at the single cell 
level. Gene expression data on vascular endothelial cells and mesenchymal cells in the iPSC- liver 
bud was also obtained. Genes expressed in each cell population were analyzed. Furthermore, it was 
revealed that genes involved in cell-cell interaction in iPSC liver bud. We also analyzed 
heterogeneity in each cell population. These findings are useful information for quality evaluation 
in the process of manufacturing human iPSC- liver bud, and for future improvement of iPSC- liver bud
 quality and safety.

研究分野：幹細胞生物学
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１．研究開始当初の背景 
 再生医療応用への期待から iPS 細胞から機

能的な細胞へ分化誘導するための研究は世

界的に競争が激化している。しかしながら多く

の研究はある特定の 1 種類の機能細胞を分

化誘導する研究であ。我々は、世界で初めて、

ヒト iPS細胞から肝臓の基となる3次元組織(肝

芽)を in vitro 培養条件下で創出することに成

功した(Nature 2013, Nat Protoc. 2014)。本技

術はヒト iPS 細胞を用いてヒトの立体臓器を in 

vitro において人為的に構成することを可能に

するという、これまでに成しえていなかったヒュ

ーマンバイオロジーを解析するための糸口と

なる基盤技術である。一方、細胞加工製品を

もちいた医療である再生医療、特に iPS 細胞

を用いた再生医療においては化合物医薬品

とは異なり、決して均一ではなく、常に変わりう

る状態にある細胞をいかに一定の品質を保っ

て製造し、品質を逸脱した細胞をいかに検出

するかということが、極めて重要な課題であ

る。 

 
２．研究の目的 
 本技術を用いた再生医療応用へむけ大きな

課題となるのが、iPS 細胞由来肝細胞と共培

養する血管内皮細胞及び間葉系細胞のヘテ

ロジェネイティである。すなわち、再生医療応

用へ向けた必須の解決課題は移植細胞の品

質と安全性であり、品質評価法および安全性

の評価法の確立が極めて重要である。品質評

価・安全性評価を実施する上で、評価指標の

確立および評価手法そのものとしても、遺伝

子発現情報は極めて重要である。但し、これ

までの細胞集団全体を対象とした“バルク”の

解析ではヘテロな細胞集団の遺伝子発現を

正確に把握することは不可能であった。そこ

で、本研究では立体臓器創出技術による再

生医療応用へ向けた必須の基盤情報を取得

するという目的に加え、ヒトの立体臓器におけ

るヘテロジェネイティや細胞間相互作用の解

明を目的とした。 

 
３．研究の方法 
正常ヒト血管内皮細胞（HUVEC: PromoCell社）

およびヒト骨髄由来間葉系幹細胞（MSC: 

PromoCell 社 ） をそれぞれ、 EGM (EGM 

BulletKitt, Lonza 社 ) 、 MSCGM(MSCGM 

BulletKit, Lonza 社)を用いて培養した。iPS

細胞はｍTeSR1(STEMCELL Technologies 社)

あるいは StemFit AK02N(味の素社)を用いて

Matrigel(Corning 社 ) あ る い は

iMatrix-511(ニッピ社)上で培養した。肝細

胞への分化誘導は ActivinA、Wnt3A 存在下で

6 日間分化誘導し胚体内胚葉(DE)とし、更に

DMSO、2-mercaptoethanol 存在下で肝内胚葉

細胞(HE)を得た。iPSC 肝芽は iPSC-HE と

HUVEC および MSC を共培養することにより作

製した。また、iPS 細胞より血管内皮細胞

(iPSC-EC)および間葉系細胞(iPSC-MC)を分

化誘導することですべての細胞材料を iPSC

より分化誘導したAll-iPSC肝芽も作製した。

培養した細胞あるいは肝芽を酵素処理によ

り、シングルセルレバルにバラバラにし、マ

イクロフルイディックス（C1, Fluidigm 社）

を用いて、シングルセルを取得、逆転写、増

幅を行い次世代シークエンサー(HiSeq2500, 

Illumina 社)によりシークエンスデータを取

得した。データ解析は主に Rを用いた。 

 

４．研究成果 

 臍帯由来血管内皮細胞および間葉系細胞

を平面培養し、シングルセルレベルでの網羅

的遺伝子発現情報を取得すると共に、iPS 細

胞由来肝芽内の血管内皮細胞、間葉系細胞に

ついてシングルセルレベルでの網羅的遺伝

子発現解析を実施した。取得した発現情報か

らそれぞれの細胞集団において発現する遺

伝子を抽出した。さらに、iPSC 肝芽における

細胞間相互作用によって発現が変動する遺

伝子を抽出すると共に、リガンド−受容体関係

にある遺伝子の発現の組み合わせを解析す

ることにより、細胞間相互作用に関わると考え

られる遺伝子の抽出を実施した。抽出した細

胞間相互作用に関わると考えられる候補遺伝

子については阻害剤および siRNA によるノッ

クダウンにより実際に iPSC 肝芽において細胞

間相互作用による細胞分化に関与するを明ら

かにした(Nature 2017; Cell Reports 2017)。 

 また、それぞれの細胞集団におけるヘテロ

ジェネイティを解析したところその程度は様々

であり(図１および図２）、ほぼ全ての細胞で発

現が見られる遺伝子が有る一方で、ある遺伝

子では発現が高い細胞から低い細胞まで存

在するなど一口にヘテロジェネイティといって

も単純に複数の細胞集団があるというよりもそ

れぞれの細胞のバラツキも存在することが明



らかとなった。これらの知見は、ヒト iPS 肝芽の

製造過程での品質評価において有用な情報

となるばかりでなく、分化細胞に存在する未分

化 iPSCのマーカー抽出など、今後の iPSC肝

芽の品質および安全性向上に向け有用な知

見となると期待される。 
 
 

図１. 血管内皮細胞の解析 

※１つのドットが１つの細胞を表す 

 
 

図２. 間葉系細胞の解析 

※１つのドットが１つの細胞を表す 
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