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研究成果の概要（和文）：再生医療では、細胞培養の過程で未分化細胞や形質転換細胞が存在した場合、細胞を
生体内に移植後に異常増殖して腫瘍形成（がん化）のリスクが生じる。そのため、腫瘍原性幹細胞を排除する方
法の確立は、安全な再生医療ためには必要不可欠である。これまでに正常胎児肝細胞を酪酸ナトリウム(SB)処理
することで肝芽細胞へ誘導が可能であり、その培養過程で腫瘍原性肝幹細胞の出現が確認されている。本研究で
は正常細胞に影響を与えず、がん細胞へ特異的に細胞死を起こすハイブリッドリポソーム(HL)を用いて、肝芽細
胞中に出現する腫瘍原性肝幹細胞を選択的に排除することが分かった。今後、再生医療の分野への貢献が期待で
きると考える。

研究成果の概要（英文）：It is very important to eliminate the tumorigenic stem cells selectively 
included in iPS cells, ES cells and somatic stem cells for regenerative medicine, because the 
tumorigenic stem cells have a risk of tumorigenesis after the cell transplantation. The tumorigenic 
stem cells has been appeared in the hepatoblasts, a kind of hepatic stem cells, which induced from 
the normal human fetal hepatocytes by treatment with sodium butyrate (SB). Hybrid liposomes (HL) 
selectively accumulated to membranes of tumor cells and have high inhibitory effects on the growth 
of tumor cells. Therefore, we investigated the application of HL to selective elimination of the 
tumorigenic stem cells in the human hepatoblasts. The results suggest that the tumorigenic hepatic 
stem cells could be eliminated by the treatment with HL. In future, HL treatment of the stem cells 
would be a useful culture method for quality control of the stem cells to reduce a risk of 
tumorigenesis after the cell transplantation.

研究分野：医用生体工学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
これまで、幹細胞の培養研究は主に幹細胞の分化能力の維持に焦点が絞られ、幹細胞の形質転換（がん化）防止
とリスク評価に関してはほとんど検討が行われてこなかった。そこで、本研究課題では、肝幹細胞の一種である
肝芽細胞を用いて、ナノ粒子であるHLによる細胞レベルでの悪性形質転換（がん化）の防止についての研究成果
を得ることができた。本研究成果により、幹細胞を安全に培養できる新しい培養プロセスが構築できるものと期
待される。今後、iPSやES細胞、他の体性幹細胞に対する再生医療に向けた応用が予想される。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

近年、人工多能性幹細胞（iPS 細胞）や胚性幹細胞（ES 細胞）などの万能細胞（体性幹細胞）

の研究によって注目を集めている再生医療では、幹細胞を生体外で増殖させた後に、体内への

細胞移植によって治療を行うことが考えられている。しかし、この際、もし未分化な細胞や、

形質転換（がん化）を引き起こした細胞が混入した場合、細胞移植した後に、生体内で異常増

殖して腫瘍を形成するリスクがある。これを未然に防ぐためには、正常幹細胞と形質転換幹細

胞を識別して、形質転換幹細胞を選択的に排除する方法の開発が必要である。 

松下らは、これまでに、肝幹細胞の一種である肝芽細胞が含まれるヒト胎児肝（Hc）細胞を

三次元的に集塊化（スフェロイド形成化）させることで、肝特異的機能の発現（再分化）を制

御できることを示し、人工肝臓作成への基礎研究を進めてきた（Matsushita et al., 

Cytotechnology 42, 57(2003)；Matsushita et al., J. Oral. Tissue. Engin. 4, 25 (2006)）。

さらに、未分化の細胞集団である Hc細胞から、肝芽細胞を効率よく誘導する条件の検討を行っ

てきた（Kiyota et al., Biol. Pharm. Bull., 30, 2308 (2007)）。その結果、酪酸ナトリウム

(SB)処理することで、肝芽細胞が誘導されることを発見した。しかし、その際、SB 濃度依存的

に、肝腫瘍マーカーである異常プロトロンビン(PIVKA-Ⅱ)の分泌量の増大が認められ、形質転

換の可能性が示唆された。この肝幹細胞の形質転換 (がん化) を防ぐ方法の開発が急務であっ

た。 

一方、上岡らは世界に先駆け 1985 年にベシクル分子とミセル分子から成る人工細胞膜（ハイ

ブリッドリポソーム：HL）を創製し(Ueoka et al., J. Am. Chem. Soc.,107, 2185 (1985))、

抗がん剤を含まない HL 自身ががん細胞膜に特異的に蓄積した後（図 1）、アポトーシス誘導型

の細胞死を示すことを発見した (Matsumoto et al., Int. J. Cancer, 115, 377 (2005))。さ

らに、動物実験レベルでは顕著な延命効果を報告し、臨床応用ではリンパ腫瘍の患者への高い

安全性、延命効果及び腫瘍縮小効果を得ており、すでに国内で十数例の臨床試験が実施されて

いる(Ueoka et al., Curr. Pharm. Des., 17, 1709 (2011))。 

 
２．研究の目的 

先行研究として、Hc 細胞の SB 処理によって、肝芽細胞を誘導する際に出現する形質転換細

胞は、がん遺伝子である c-fos mRNA を発現し、さらに、腫瘍原性の指標である軟寒天中のコロ

ニー形成する性質を有していることが示された（Oshikata et al., 薬学雑誌, 131,757(2011))。

興味深いことに、この肝芽細胞の誘導時に、0.33mM の HL を 96 時間処理することで、コロニー

形成数が有意に低下することを報告しており、HLによる形質転換細胞の除去の可能性が示唆さ

れた。そこで、本研究では、HL の処理条件の最適化や形質転換肝幹細胞の除去の機構を in vitro

で検討した。 

 
３．研究の方法 

(１) HL の調製 

HL (DMPC/10 mol% C12(EO)23) は、リン脂質として、ジミリストイルホスファチジルコリン 

(DMPC) 及びミセル分子として、ポリオキシエチレンアルキルエーテル (C12(EO)23 ) を秤量し、

5%グルコース溶液中で超音波照射を行い、孔径 0.22µmフィルターで濾過滅菌したものを用い

た。 

(２)使用した細胞 

細胞は、DSファーマバイオメディカル(株)より購入した、正常ヒト胎児肝細胞(Hc 細胞)を

8継代(Hc8P)まで培養して実験に用いた。これを 1mM 酪酸ナトリウム(Sodium Butyrate: SB)



を用いて肝芽細胞へ誘導を行った。 

(３) in vitro での肝芽細胞誘導および HLによる形質転換肝幹細胞除去とその機構の解明 

① HL の細胞増殖抑制試験  

ヒト胎児由来肝（Hc）細胞に対する HL の細胞増殖への影響をトリパンブルー染色剤を用いた

色素排除法および酵素活性測定法（WST-8 アッセイ法）により検討した。 

② 肝芽細胞誘導率の解析（フローサイトメトリー） 

酪酸ナトリウム（SB）1 mM をヒト胎児由来肝（Hc）細胞に 8日間処理することで肝幹細胞の

一種である肝芽細胞を誘導することを報告している（Biol. Pharm. Bull., 30, 2308 (2007)）。

そこで、Hc 細胞に含まれる肝芽細胞の割合を、肝芽細胞マーカーである EpCAM および ICAM の

抗体を用いた蛍光免疫染色により、陽性細胞を指標としたフローサイトメトリーを行った。 

③ 形質転換細胞の評価（軟寒天コロニー形成法など） 

形質転換の評価法として、がん化細胞の特徴の一つである足場非依存的な増殖能を指標とし

た軟寒天コロニー形成法を既存論文に従い実施する（薬学雑誌, 131,757(2011)）。軟寒天培地

中のコロニーの観察は、Calcein-AM により生細胞を染色し、imageJ による画像解析を行った。

画像解析を用いたコロニー計数では、コロニーの定義(5700 µm2以上)を満たすものを計数した。 

 
４．研究成果 

(１)SB 処理による肝芽細胞への誘導 

SB 処理した Hc細胞に対する肝芽細胞への誘導確認を行うため、肝芽細胞マーカーとして、

EpCAM および ICAM のフローサイトメトリー解析を行った。その結果、EpCAM および ICAM が陽性

を示す細胞の割合は、１mM SB で Hc 細胞を処理すると、SB未処理と比べ、約 18倍増加し、肝

幹細胞の一種である肝芽細胞への誘導を示した。 

(２）SB及び HL 処理が Hc細胞の細胞増殖に与える影響 

SB 処理により肝芽細胞へ誘導すると、細胞数は、未処理 (Control)と比べて約半分になった。

さらに、HL処理することで細胞数は減少する傾向を示した。 

(３）HL処理による腫瘍原性肝幹細胞の排除  

① 軟寒天コロニー形成試験 

HL の腫瘍原性肝幹細胞の排除について、軟寒天コロニー形成     

法により評価した。結果を図１に示す。SB 処理した Hc 細胞（SB）

は、SB 未処理の Hc 細胞（Cont.）と比べ、コロニー数が有意に増

大し、造腫瘍性が認められた。HL は、SB 処理した Hc 細胞に対し

て、コロニー数を顕著に抑制した。特に 1.0 mM HL で 48 時間前処

理した条件ではコロニー数が 0個であった。このことから、HLは、

SB 処理により誘導された腫瘍原性肝幹細胞を排除する効果がある

ことが示された。さらに、HL 処理後の生存細胞を継代培養した後、

腫瘍原性について評価したところ、SB 処理した Hc 細胞と比べ、

コロニー数が有意に抑制され、HL の腫瘍原性細胞の除去効果が

継代培養後も維持されていることを示している。 

② 細胞表面ビメンチン(Cell-Surface Vimentin：CSV)の発現 

近年、がん細胞と細胞表面ビメンチン（CSV）の発現レベルの関係性が報告されている。そこ

で、腫瘍原性の評価法として、細胞表面ビメンチン(CSV)のフローサイトメトリー解析を行った。

その結果、SB処理した Hc細胞の CSV の発現は、SB未処理の Control と比べ有意に増加し、腫

図１HL の腫瘍原性肝幹

細胞の排除 



瘍原性肝幹細胞の出現が示された。さらに、HLは、SB 処理した Hc細胞（腫瘍原性肝幹細胞）

に対して、CSV の発現率を有意に抑制した。この結果からも、HLの腫瘍原性肝幹細胞の除去効

果が示された。 

(４) HL の肝機能(CYP3A4 活性)に与える影響 

HL 処理後の生存細胞を継代培養した後、肝機能（CYP3A4 活性）について評価したところ、SB

処理した Hc 細胞と比べ、CYP3A4 活性が増加する傾向を示し、肝機能には影響しないことが示

された。 

(５)腫瘍原性肝幹細胞の排除機構の解明  

①蛍光脂質含有 HL の腫瘍原性肝細胞への融合蓄積 

これまでの研究により、HLは正常細胞とがん細胞の膜流動性の違いを認識し、大きな膜流動

性をもつがん細胞膜に選択的に融合・蓄積することでアポトーシス誘導型の細胞死を起こすこ

とが判明している。本研究では、正常細胞である Hc（正常肝臓細胞）に対して、SB を処理する

ことで、腫瘍原性肝幹細胞（悪性形質転換細胞）が出現することから、HLが正常肝臓細胞と悪

性形質転換した細胞の識別が可能かどうかを検討した。そこで蛍光脂質含有 HL(HL/NBDPC)を用

い、SB処理した Hc 細胞（腫瘍原性肝幹細胞）と未処理の Hc細胞（Control）への蛍光蓄積に

ついて、フローサイトメトリー解析を行った。蛍光脂質含有 HLの蛍光蓄積は、Control ではほ

とんど蓄積が起きなかったことに対して、SB処理した Hc 細胞では、細胞あたりの蛍光強度が

顕著に強くなっており、Control と比較して 8倍以上の蛍光蓄積を示した。HLは、正常肝臓細

胞と比べ、腫瘍原性肝幹細胞に選択的に蓄積しやすいことが明らかとなった。 

②腫瘍原性肝幹細胞の細胞膜流動性 

SB 処理した Hc細胞の細胞膜流動性は、Control(SB 未処理)と比較して、有意に増大すること

が示された。さらに、SB処理による細胞膜流動性を示す P値は、先行研究で示された肝臓がん

細胞(HepG2)と近い値を示しており、SB処理した細胞膜流動性へ変化することが示された。こ

れらの結果は、HL による形質転換細胞（腫瘍原性肝幹細胞）の排除機構には、膜流動性が関与

する可能性が示された。HLは、正常肝臓細胞と比べ、細胞膜流動性がより高い腫瘍原性肝幹細

胞に、選択的に蓄積し、形質転換細胞の細胞増殖を抑制したものと考える。 

(６) まとめ 

本研究は、再生医療における腫瘍原性幹細胞(幹細胞の腫瘍化)を排除するために、種々のが

ん細胞に対して顕著な増殖抑制効果を示す HL を用いて検討した。注目すべき知見として、(a)SB

処理によりEpCAMおよびICAM陽性を示す細胞が増大することから肝芽細胞へ誘導された。(b)HL

処理により軟寒天培地中で増殖可能な腫瘍原性肝幹細胞が排除され、特に HL 1.0 mM で 48 時間

処理すると完全に排除が可能であることが分かった。(c)HL 処理後の細胞を継代し、SB処理を

再度行っても腫瘍原性肝幹細胞の再出現を抑制可能であることが明らかとなった。(d)HL 処理

した細胞を継代して、肝機能(CYP3A4 活性)を評価したところ、肝機能には影響しないことが示

された。(e)HL が腫瘍原性肝幹細胞を排除するメカニズムは、SB処理による細胞膜流動性の増

大に起因する可能性が示された。以上の結果より、HLは正常な機能を有する肝幹細胞を残存さ

せ、腫瘍原性肝幹細胞を選択的に排除できるナノ医療素材であることが示唆された。今後、iPS

や ES 細胞、他の体性幹細胞に対する形質転換の防止への展開が予想され、再生医療の分野への

貢献が期待できると考える。 
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