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研究成果の概要（和文）：肝障害は、肝臓がびまん性に障害を受けるものと、不均一に障害を受けるもの、の２
種に大別される。肝障害にzone特異性が生じる原因は、肝細胞がzoneに応じた特異な機能を有することにある
が、肝障害研究に使用される既存のヒト肝細胞モデルはzone特異的な機能を持たない。そこで、zone特異的機能
を有するヒトiPS細胞由来肝細胞の作製を試みた。肝臓を構成する細胞が織りなすネットワークを手掛かりに
zone特異的肝細胞を作製した。その結果、Wnt7Bがzone3肝細胞、WIF-1がzone1肝細胞形成に重要であることを見
出した。本研究成果により、zone特異的機能を有する肝細胞を作製可能となった。

研究成果の概要（英文）：The function of hepatocytes largely depends on their position in the liver 
lobule. Although the method of differentiating hepatocytes from human pluripotent stem cells has 
been largely improved over the past decade, there remains no technique for generating 
hepatocyte-like cells (HLCs) with zone-specific hepatic properties. In this study, we searched for 
the factors that promote acquisition of zone-specific properties of HLCs. Here, we identified that 
WNT7B and WNT8B play important roles in achieving perivenous zone-specific characteristics, such as 
the enhancement of glutamine secretion, citric acid cycle, cytochrome P450 (CYP) 1A2 metabolism, and
 CYP1A2 induction capacities. We also found that WNT inhibitory factor (WIF-1) was necessary for 
achieving periportal zone-specific characteristics, such as the enhancement of urea secretion and 
gluconeogenesis capacities. Therefore, WNT signal modulators conferred zone-specific hepatic 
properties onto HLCs.
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研究成果の学術的意義や社会的意義
医薬品の毒性判明による市場撤退・開発中止のうち、多くの事例で肝障害が認められることから、肝障害の高精
度な予測技術は不可欠である。しかし、多くの肝障害にzone特異性が見られるものの、既存の創薬ではzone特異
的なヒト肝細胞モデルが存在しないため、zonation情報を考慮した毒性予測試験が実施できなかった。本研究成
果を応用することにより、肝臓を構成する肝細胞の不均一性を加味した医薬品の安全性試験を初めて実施できる
可能性があり、従来の創薬プロセスを大きく進歩させる潜在性を有する。



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

肝臓は糖新生や異物代謝（薬物代謝を含む）、血漿蛋白質合成などの様々な機能を有しており、
生命活動における「肝」の臓器として働く。そのため、肝障害の予防法や治療技術がヒトの健
康維持には不可欠である。肝障害は、①肝臓がびまん性に障害を受けるものと、②不均一に障
害を受けるもの、の２種類に大別される。②の例として、門脈域に位置する zone1 肝細胞が障
害を受けるウイルス性肝炎、中心静脈域に位置する zone3 肝細胞が障害を受ける非アルコール
性脂肪性肝炎・薬物誘発性肝障害などの数多くの不均一な肝障害、すなわち、『zone 特異的な
肝障害』がある。zone 特異的な肝障害が生じる原因は、肝細胞が zone に応じた特異な機能を
有していることにあるが、肝障害研究に使用される既存のヒト肝細胞モデルは zone 特異的な機
能を有していない。そのため、現行の創薬技術では、肝臓の不均一性を加味した肝障害の予防
法や治療技術の開発が実施できない。そのため、zone特異的な機能を有する肝細胞の作製技術
の開発が期待されている。なお、肝機能には種差があるためヒト細胞を用いたモデル構築が不
可欠である。 

 

２．研究の目的 

研究代表者らはこれまでに、ヒト多能性幹細胞（ヒト ES 細胞）やヒト人工多能性幹細胞（ヒ
ト iPS 細胞）から肝細胞への分化誘導技術の開発を行い、ヒト初代培養肝細胞に匹敵する機能
を有するヒト ES/iPS 細胞由来肝細胞の作製に成功した。しかし、ヒト初代培養肝細胞もヒト
ES/iPS 細胞由来肝細胞も zone 特異的機能を有していない。そこで本研究では、zone 特異的機
能を有するヒト ES/iPS細胞由来肝細胞の作製法の開発に挑戦する。現時点では、肝臓の zonation

形成機構はほとんど明らかになっていないが、本研究では肝臓を構成する種々の細胞が織りな
す相互ネットワークを手掛かりに zone特異的肝細胞の作製を目指した。本研究で作製した zone

特異的肝細胞を用いて、これまでの技術では不可能だった「肝臓の不均一性を加味した肝障害
研究」を実現し、肝障害の新規予防法や治療技術の開発を試みた。 

 

３．研究の方法 

本研究は以下の４ステップで行った。 

① zonation 形成因子候補の探索：門脈周囲に存在する胆管上皮細胞からの距離に応じて肝細
胞の zone が決まっていることに着目し、胆管上皮細胞から産生される液性因子等の中から、
zonation形成に関与する因子を探索した。 

② 候補因子の機能確認：ヒト ES/iPS 細胞由来肝細胞に対して候補因子を作用/阻害すること
により、実際に zonation 形成に関与するかどうか検証した。 

③ zone 特異的肝細胞の作出：同定した zonation 形成因子を駆使して zone 特異的肝細胞を作
製した。 

④ 創薬への応用： zone 特異的肝細胞を用いて zone 特異的肝障害を再現できるか検証した。
再現できた場合、zone1 肝細胞と zone3 肝細胞の比較解析を通して、zone 特異的肝障害の
原因を追究し、新規創薬標的因子の探索を行った。 

 

４．研究成果 

これまでに、研究代表者らは、ヒト iPS 細胞由来肝細胞を肝細胞の培養上清を用いて培養す
ることにより zone3 肝細胞、胆管上皮細胞の培養上清を用いて培養することにより zone1 肝細
胞を作製できることを見出していた。平成 29年度は、胆管上皮細胞および肝細胞の培養上清に
含まれる液性因子等の中から、zonation 形成に関わる因子の同定を試みた。胆管上皮細胞およ
び肝細胞において、肝臓の zonation形成に関与すると言われている Wnt シグナルに関連する因
子の発現プロファイルを取得し、zonation 形成因子の絞り込みを実施した。その結果、胆管上
皮細胞および肝細胞において Wnt7B と Wnt8B が高発現しており、胆管上皮細胞のみで WNT 

inhibitory factor 1（WIF-1）が高発現していることを見出した。また、ヒト肝臓の生検サンプル
を用いた免疫染色実験を実施したところ、胆管上皮細胞が WIF-1 を高発現していることが確認
できた。 

次に、Wnt7B と Wnt8B、WIF-1 が、肝細胞の zone 特異的機能の獲得に関与するかどうか調
べた。Wnt7B と Wnt8B、WIF-1 をノックダウンした胆管上皮細胞および肝細胞の培養上清を用
いてヒト iPS細胞由来肝細胞の培養を行い、zone 特異的肝機能を解析した。その結果、肝細胞
における Wnt7B と Wnt8B をノックダウンすることにより、zone3 特異的機能が消失すること、
胆管上皮細胞における WIF-1 をノックダウンすることにより、zone1 特異的機能が消失するこ
とを確認した。以上のことから、肝細胞が産生する Wnt7B と Wnt8B が zone3 肝細胞形成に関
与し、胆管上皮細胞が産生する WIF-1 が zone1 肝細胞形成に関与することが示唆された。これ
らの研究成果は、論文公表済みである（Mitani S., Takayama K., et al. Human ESC/iPSC-Derived 

Hepatocyte-like Cells Achieve Zone-Specific Hepatic Properties by Modulation of WNT Signaling. 

Molecular Therapy, 2017 Jun 7;25(6):1420-1433.）。 

平成 29年度までに、肝細胞同士の相互作用解析により Wnt7B および Wnt8B が zone3 肝細胞
の形成に関与し、肝細胞―胆管上皮細胞間の相互作用解析により WIF-1 が zone1 肝細胞の形成
に関与することを見出した。平成 30 年度は、Wnt7B や Wnt8B、WIF-1 を過剰発現することに
より、さらに zone 特異性を高めた肝細胞の作製を実施した。ヒト ES/iPS細胞由来肝細胞の zone



特異的肝機能獲得に関与する Wnt シグナル関連因子は培養液中で不安定である。そのため、本
研究では、zonation 形成因子を搭載したファイバー改変型アデノウイルスベクターの作製を行
い、zonation形成因子をヒト ES/iPS細胞由来肝細胞に遺伝子導入する実験を行った。その結果、
Wnt7B あるいは Wnt8B を過剰発現することにより薬物代謝能などの zone 3 機能が向上し、
WIF-1 を過剰発現することにより、尿素産生能などの zone 1 機能が向上した。続いて、zone特
異的ヒト ES/iPS 細胞由来肝細胞を用いて、zone 特異的な肝障害を予測できるか検討した。薬物
代謝能が向上している zone 1 および zone 3 ヒト ES/iPS 細胞由来肝細胞に対して、アセトアミ
ノフェンを作用させたが、細胞生存率に顕著な差が認められなかった。現在、アセトアミノフ
ェンの代謝物の量を測定することにより、細胞生存率に差が生じなかった原因を究明中である。 
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