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研究成果の概要（和文）：研究代表者らは、ヒトiPS細胞から病態を再現しうる新たな肝疾患病態解析モデルを
構築することを目的に研究を行った。先天性肝線維症のモデルとして、ゲノム編集により疾患型ヒトiPS細胞を
作成し、これを胆管細胞に誘導して解析した。その結果、IL-8とCTGFとが本疾患の病態形成に重要な分子である
ことが示された。 またヒトiPS細胞から、新規のヒトiPS由来肝星細胞の誘導系を開発した。誘導したiPS由来肝
星細胞はLHX2遺伝子を強く発現させると、肝前駆細胞のアルブミン発現を約100倍上昇させるなど肝前駆細胞の
成熟化をさらに強く促進した。 このように肝疾患モデルから病態解明を進め、治療標的の探索を行った。

研究成果の概要（英文）：Aim of this research project was to develop novel disease models that can 
mimic the pathophysiology of several liver diseases using human induced pluripotent stem cells (iPS 
cells). We established the original human iPS cell lines as a model of congenital hepatic fibrosis 
using genome-editing technology. Analysis of the iPS cell-derived cholangiocytic organoids revealed 
that interleukin-8 and CTGF are responsible for the pathogenesis of congenital hepatic fibrosis. We 
developed an original method for differentiation of human iPS cells into hepatic stellate-like cells
 (iPS-HSCs). Hepatocytic maturation in iPS-derived hepatic progenitor cells, such as their capacity 
for albumin production, was significantly increased in direct co-culture with iPS-HSCs 
overexpressing LHX2. Our research indicates that studies using genetically edited iPS-derived 
hepatic cells will be of value for research into pathophysiology of liver diseases.

研究分野： 消化器内科学

キーワード： ヒトiPS細胞　肝前駆細胞　再生医学　ゲノム編集　肝星細胞
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では、研究グループで独自に先天性肝線維症モデルとなるヒトiPS細胞培養系を開発した。研究結果で
は、本症でみられる胆管形成の異常と進行性の肝線維化の分子病態の一部が解明され、治療標的の提案がなされ
た。本疾患は肝移植を要することもある難治性疾患であり、その新規治療開発への応用が期待される結果だっ
た。本成果は、国際的評価の高い専門医学誌への掲載、学会学術賞の受賞、各種メディア記事への掲載など、極
めて高く評価された。また、ヒトiPS由来肝星細胞の誘導法の開発も、肝硬変を治療するための画期的創薬研究
への基盤技術となることが期待され、今後の波及効果が高い研究として学会学術賞の受賞し、高く評価された。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
本邦では、肝癌を含めた慢性肝疾患によって、年間約 40,000 人以上が死亡し、その死因は終末
像としての肝不全が大半を占めている。近年、C型慢性肝疾患に対する抗ウイルス療法の飛躍的
な進歩により、代償性肝硬変を含めた多くの患者でウイルス排除が可能となった一方で、ウイ
ルスが排除された後にも依然として肝線維化は残存し、特に線維化進展例では肝細胞癌発生率
が有意に高いこともこれまでの研究で示されている(Asahina et al, Hepatology, 2013)。 
・ 加えて、本邦では非アルコール性脂肪性肝炎(NASH)の疾病比率が高まっているが、NASH の線
維化進行に対する有効な薬物治療の開発は未だ途上である。今後、国民食生活の変化と 10-20
年後におこる高度高齢化社会の成立に比例して、NASH 患者数は欧米並みに増加し 100 万人が罹
患するとの推測もある。このような背景より、本邦の肝臓医療において、慢性肝疾患での線維
化進展阻止・改善にむけた治療の開発、発癌リスクを評価した上での個別化医療に向けた研究、
さらに稀少疾患として病態解明が進まなかった疾患の研究の重要性が、これまで以上に、ます
ます高まるものと予測される。 
上記のような研究を進める上で、ヒト iPS 細胞を利用した研究の重要性と利便性が近年高くな
っている。ヒト iPS 細胞を利用することで、血液細胞を用いればあらゆる個人からの細胞樹立
が可能であり、様々な遺伝的背景を有する細胞株が入手可能であること、細胞株としての品質
管理の方法が標準化されつつあること、株化できるため、近年確立された Crispr/Cas9 系を用
いたゲノム編集技術を利用した、遺伝子改変・遺伝子強制発現が可能であること、などが大き
な利点となり、病態解明研究に優位性を発揮しうると考えられるためである。ヒト iPS 細胞の
肝臓系譜への分化・誘導技術は、発生過程を再現する形で構築され始め、肝細胞と類似の形質
を再現できること、肝細胞・胆管細胞の２方向性分化が可能で増殖性が高い肝前駆細胞レベル
までは分化誘導して株化することが可能であることが連携研究者らにより報告されている
(Yanagida & Kamiya et al, PLoS One, 2013)が、初代培養肝細胞の成熟化レベルまで標準的に
分化誘導する技術は完全には確立されていないと考えられる。そして、肝細胞のみを誘導する
培養系では、病態を再現・解析するには一定の限界があり、やはり他の肝臓構成細胞、例えば
星細胞・内皮細胞・胆管細胞との共培養系で評価できることが望ましいと考えられる。 
これまで、当研究グループは、肝前駆細胞の増殖・分化を制御する分子機構の解析、線維化形
成機構の解明を中心として研究を進め、これらを基盤としてヒト iPS 細胞培養系を用いた肝疾
患病態モデルの作成に着手してきた。直近では、ヒト iPS 細胞由来肝前駆細胞を用いた新規の
B型肝炎ウイルス感染培養系を構築し、これが従来の肝癌細胞株と比べて、生体に近い状態で自
然免疫応答と抗ウイルス薬反応が解析できる感染培養系であることを報告した(Kaneko & 
Kakinuma et al. Sci Rep, 2016)。同様に、肝疾患の病態再現を考える上では、胆管上皮細胞
の存在も重要な因子となるが、ヒト iPS 細胞の胆管細胞系譜への分化誘導に関しても、新規に
独自の培養系を構築してきた。 
我々はヒト iPS 細胞培養系を用いる肝疾患病態モデルの一例として、稀少疾患である先天性肝
線維症に着目していた。本疾患の原因遺伝子である PKHD1 遺伝子をゲノム編集によって人為的
に欠損せしめた iPS 細胞を樹立し、胆管上皮細胞を分化誘導すると、preliminary data として、
健常群と比較して異常に増殖が亢進した胆管上皮細胞が誘導されることが示された。この培養
系でみられた表現型は本疾患にみられる拡張した胆管の異常な増生（ductal plate 
malformation）を模倣していると考えられた。稀少疾患研究で患者臨床検体を用いて検討する
ことは様々な困難を伴うが、ヒト iPS 細胞培養系を用いる本解析手法は他の病態モデルにも応
用が充分に可能であった。 
さらに我々はヒト iPS 細胞培養系を用いる肝疾患病態モデルの創成に必要な、肝特異的間葉系
細胞（星細胞）を誘導する技術の開発を進めてきた。これまでの検討で、独自の方法でヒト iPS
細胞から誘導した間葉系細胞は、星細胞に類似した遺伝子発現プロファイルを呈し、脂肪滴の
貯留が見られること、さらに本細胞を肝前駆細胞と共培養するとアルブミン発現レベルを押し
上げ、星細胞機能を調節しうる因子の強制発現により相乗的に押し上げる可能性が示された。 
このように、肝前駆細胞の分化機構の知見を基盤にヒト iPS 細胞培養系を用いた肝疾患病態モ
デルの開発は着実に進んでいるものの、肝細胞成熟化のレベル、間葉系細胞の分化誘導法など
は、未だ病態解析に用いるには十分ではない点も残されており、さらにヒト肝疾患を再現し、創
薬研究の基盤モデルとして用いるのには、改善すべき点が残されている。 
 
 
２．研究の目的 
このような背景及び我々が確立してきた学術・技術基盤に基づいて、研究代表者・分担者らは、
本研究計画において以下の目的を設定した。 
最初に、(1)単一遺伝子の異常が線維化を惹起しうる疾患をターゲットとして、ゲノム編集によ
り標的遺伝子を改変したヒト iPS 細胞から肝前駆細胞を分化誘導し、病態を再現しうる新たな
肝疾患病態解析モデルを構築する。(2) ヒト iPS 細胞由来肝間葉系細胞（星細胞）の分化誘導



 

 

法を確立し、標的遺伝子の修飾により肝星細胞としての誘導効率化を目指す。次にこれらを基
盤として、(3) ヒト iPS 細胞由来肝前駆細胞・間葉系細胞の新規共培養系確立により、肝組織
を一部模倣しうる培養体<iPS-derived Liver Organoid>を作成し、炎症刺激、脂肪化、肝炎ウ
イルス感染による変化を解析する。(4)これらの知見が臨床検体を用いた解析において、実際の
疾患と同様の挙動を示すことを検証する。これらの研究を通じて、ヒト iPS 細胞培養系を用い
た肝疾患病態モデルを創成し、抗肝線維化療法開発への治療標的の探索と開発へ向けた学術･技
術的な基盤形成に貢献すること、ヒト iPS 細胞の新たな研究応用性を開発することを本計画の
目的とした。 
 
 
３．研究の方法 
(1) ゲノム編集により標的遺伝子を改変したヒトiPS細胞から肝前駆細胞への分化誘導  
担当:柿沼・紙谷(連携研究者), 研究協力者:角田知之 (東京医歯大・大学院生) 
最初に、単一遺伝子の異常が線維化を惹起しうる疾患をターゲットとして、先天性肝線維症（CHF）
を選択した。先天性肝線維症の責任遺伝子であるPKHD1を欠損するiPS細胞を樹立し、肝細胞及び
胆管細胞を分化誘導し、形質を解析する。 
形質を解析する過程で、whole transcriptome解析とcytokine array解析等を用いて網羅的に変
動分子を抽出する。その結果に基づき、強制発現あるいは阻害剤添加により分子生物学的手法か
ら検証実験を行う。また順調に進行しない場合はwhole transcriptome解析の結果を利用して、
標的分子の候補を抽出し、他の分子による形質変化を確認する方向に変えてゆく。その形質がin 
vivoでも再現されるかを検証するため、nude mouseあるいはNOD/SCID mouseへの腎皮膜下移植
を行い、同様の形質が維持されるかを検証する。 
 
(2) ヒトiPS細胞由来肝間葉系細胞(星細胞)の分化誘導法の確立と標的遺伝子の修飾による肝間
葉系細胞誘導の効率化  

担当:柿沼・朝比奈・紙谷、研究協力者:三好正人(東京医歯大・大学院生) 
(1)と並行して、星細胞類似の細胞をヒト iPS 細胞から誘導する研究を進める。Preliminary な
検討で、独自の方法で考案し、ヒト iPS 細胞から誘導した間葉系細胞は、星細胞に類似した形
態を呈し、脂肪滴の貯留が見られることが示された。しかし現在の誘導法では FACS を用いて純
化しないとheterogenousな細胞集団であり、継代を繰り返すと形質転換してしまう欠点がある。 
そこで、星細胞の静止期維持に重要な役割を有するLHX2、星細胞分化に重要であるWT1等の転写
因子をPiggyBac Transposon系を利用して本細胞へ、テトラサイクリン誘導性に強制発現する細
胞を構築する。並行してヒト肝星細胞株を用いて同様の検証を行うことで、細胞株との形質の差
異を明らかにし、whole transcriptome解析とcytokine array解析より変動分子を抽出、shRNA発
現あるいは阻害剤添加により分子生物学的手法から検証実験を行う。LHX2、WT1のみで十分な結
果が出ない場合には、whole transcriptome解析の結果を利用して他の候補因子の強制発現に切
り替えて進行させる。 
 
(3) <iPS-derived Liver Organoid> の作成 
担当:柿沼・紙谷・朝比奈・渡辺、研究協力者: 佐藤綾子 (東京医歯大・大学院生)、三好正人 
前記のように作成したヒト iPS 細胞由来肝前駆細胞あるいは成熟化肝細胞とヒト iPS 細胞由来
肝間葉系細胞を共培養し、肝組織を模倣しうる培養体の構築を進める。初期は２種の培養とす
るが、前記で誘導した胆管細胞系譜の細胞、既報に基づいて誘導可能な内皮細胞も用いて、他細
胞種を用いた共培養を計画している。作成した Organoidの機能判定として、マウスの腎被膜下
移植により生着すること、部分肝切除後に細胞増殖がみられることを確認する。 
肝前駆細胞と間葉系細胞でのそれぞれの遺伝子変動を網羅的に解析し、(1)(2)の解析で得られ
た結果とも統合的に解析し、治療標的の候補分子を抽出する。そしてこれらの解析による知見
が、肝生検組織・患者血清でも同じ発現動態を呈するかを検証する。 
 
 
４．研究成果 
(1) CHFモデルとして、ゲノム編集によりPKHD1を改変したヒトiPS細胞から胆管細胞への分化誘
導と機能解析 

先天性肝線維症は、PKHD1 (Polycystic Kidney and Hepatic Disease 1)を責任遺伝子とする遺
伝性肝疾患であり、進行性の肝線維化と細胆管の増生とを特徴とする。進行例では、小児期に
肝不全を呈して肝移植が必要となる場合もある。本症では、炎症細胞の浸潤が乏しく、肝星細
胞の活性化が乏しいこと、門脈域周囲にのみ広範な線維化が生じることから、通常の慢性肝炎
に伴う肝硬変とは異なる線維化の病態があると考えられる。本症は、胎生期の胆管原器に異常
を生じるductal plate malformationに起因することが示唆されているが、その病態には多くの
不明点が残されている。そこで我々は、本症を模倣したiPS細胞培養系を構築することで、疾患
モデルとして標的分子を探索できないかと考えた。すなわち、疾患型ヒトiPS細胞株から胆管細
胞系譜へ分化誘導し、本症で見られる特異な肝線維化のメカニズムを解明することを試みた。 



 

 

健常者由来ヒトiPS細胞株に対してCRISPR/Cas9法を用いて、完全欠損させたPKHD1-KO iPS細胞
株、及び非特異的挿入変異を考慮したコントロールとしてヘテロ欠損株（PKHD1-Hetero iPS）
を樹立した。これらのiPS細胞株を、連携研究者の既報 (Yanagida et al, PLoS One, 2013)に
従い、in vitro で肝芽細胞系譜に分化誘導して株化し、胆管細胞系譜への分化誘導を行い、そ
の形質を解析した。胆管細胞系譜への分化誘導により球形培養体が誘導された。これは細胞極
性をもった一層のCK7陽性細胞から構成され、胆管細胞関連分子の発現が亢進していることか
ら、胆管細胞の形質を呈するcholangiocytic cysts (CCs)であることが示された。PKHD1-KO 
CCsではPKHD1遺伝子がコードするFibrocystinの発現が欠損しており、走査型電子顕微鏡による
解析では、PKHD1-KO CCsでは一次繊毛の短縮と変形とが認められた。さらに、PKHD1-KO CCsで
は、PKHD1-Hetero CCsに比べて大型のcystが有意に多く形成され、細胞増殖が亢進しているこ
とが明らかになった。 
変動因子をみると、PKHD1-KO CCsにおいてインターロイキン（IL）-8の発現が顕著に亢進して
いた。IL-8産生は蛋白レベルでもPKHD1-KO CCで有意に亢進していることを確認したため、IL-8
の関与を検証したところ、PKHD1-KO CCsに対してIL-8受容体拮抗剤を添加すると細胞増殖が抑
制され、逆にPKHD1-Hetero CCsではIL-8の添加により細胞増殖が促進した。このことから、CHF
型胆管細胞では、IL-8依存的にCCsの細胞増殖亢進がみられることが明確に示された。 
次に、線維化に関与する分子を解析すると、PKHD1-KO CCsでは対照と比較してCTGF（結合組織
成長因子）の産生が亢進していた。PKHD1-KO CCsにIL-8受容体拮抗剤を添加するとCTGFの産生
が抑制され、Hetero CCsへのIL-8添加ではCTGFの産生上昇が認められたことから、PKHD1-KO 
CCs におけるCTGF産生もIL-8依存的であることが示された。 
IL-8およびCTGFの産生がPKHD1-KO CCsで亢進する機序を検討したところ、PKHD1-KO CCsでは
Hetero CCsに比べてERKを含めたMAPキナーゼ経路の活性化が認められた。PKHD1-KO CCsに対し
て選択的MEK/ERK経路阻害剤を添加すると、IL-8およびCTGFの産生とCC形成が有意に抑制され
た。これらのことから、PKHD1-KO CCsでは自律的なERK経路の活性化がIL-8やCTGFの産生亢進を
誘導することが示された。 
最後に検証解析として、先天性肝線維症症例の血清及び肝生検検体を用いて解析を行った。CHF
症例の血清中IL-8は全例で対照群（同年齢小児のC型慢性肝炎症例）に比して高値であった。定
量的PCRを用いた肝組織中の遺伝子発現比較では、CHF症例において肝組織中のIL-8およびCTGF
の発現が、C型慢性肝炎例と比較して有意に亢進していた(Tsunoda & Kakinuma et al, J 
Hepatol, 2019)。 
CHFにおいてはIL-8およびCTGFの産生亢進が病態形成に重要であることが示された。さらに、
IL-8シグナルの抑制により、異常な胆管形成と線維化の進展とを抑制できる可能性が示され
た。 

 
 

(2) ヒトiPS細胞由来肝間葉系細胞(星細胞)の分化誘導法の確立と標的遺伝子の修飾による肝間
葉系細胞誘導の効率化  

我々はiPS-HSCsを誘導する独自の系の構築を試みた。ヒト肝星細胞の発生に関しては未だ不明
な点が多く残されているが、マウスでの研究では一定の知見があり、中胚葉系譜、横隔間充
織、中皮細胞を経て発生することが報告されている。 
そこでヒトiPS細胞から中胚葉系譜への分化誘導に関する報告を基盤として、4つの因子（FGF-
2、BMP-4、Activin A、GSK3b-inhibitor）を選択して誘導系を構築した。誘導した細胞は肝星
細胞に発現するALCAM、NGFR、HGF、PPARgといった遺伝子群を発現すること、ビタミンA貯蔵能
があること、TGF-b1による活性化能を呈することから、肝星細胞と類似した形質を示すことが
示され、既報でみられるようなiPS由来肝星細胞 (iPS-HSCs)であると考え、以下の検討を行っ
た。 
iPS-HSCsの機能的評価として、iPS-HPCsと共培養することで、iPS-HPCsの形質変化が誘導され
るかについて検討した。iPS-HPCsとiPS-HSCsとを接触共培養したところ、iPS-HPCsにおけるア
ルブミン発現は、共培養により有意に顕著な発現亢進を認め、iPS-HPCsの肝成熟化を促進する
効果を示した。 
転写因子LHX2（LIM homeobox 2）は、マウスでは肝星細胞の活性化を抑制することが報告さ
れ、LHX2欠損マウスの肝臓では、胎生期から線維化が進展し、肝発育不全や造血障害により胎
生致死に至る[13]。しかしながら、ヒト肝星細胞におけるLHX2の機能は未だ不明であり、今回
誘導したiPS-HSCsを用いて、LHX2のヒト肝星細胞における機能解析を行った。 
Doxycycline依存的にLHX2強制発現を誘導可能なヒトiPS細胞株(iLHX2)を作製した。このiLHX2
から肝星細胞に誘導して作製したiLHX2-HSCsとiPS-HPCsとを接触共培養し解析を行ったとこ
ろ、LHX2を強制発現したiLHX2-HSCsと共培養を行ったiPS-HPCsは、対照のDoxycycline非添加群
に比べてα-fetoprotein、Albumin、アポ蛋白等の発現が有意に上昇しており、さらに培養上清
中のAlbumin産生量も有意に増加し、肝細胞としての機能成熟化が促進されていることが示され
た。 
最後にLHX2発現増強iPS-HSCsによる機能成熟化促進のメカニズムについて解析した。非接触共
培養系では、接触共培養で得られたLHX2の肝成熟化促進効果は認められなかったことから液性



 

 

因子の関与は否定的だった。網羅的発現解析では、肝臓の細胞外マトリクスとして重要な構成
成分であるコラーゲン、ラミニンの発現プロファイルがLHX2強制発現によって様々な変化をし
ていた。したがって、iPS-HSCsではLHX2発現を増強することで細胞外マトリクスの発現プロフ
ァイルが変化し、その変化がiPS-HPCsの肝細胞としての成熟化促進に重要であることが示唆さ
れ、iPS-HSCsにおけるLHX2の機能が本研究によって初めて示された (Miyoshi & Kakinuma et 
al, Sci Rep, 2019)。 
 
 
(3) iPS-derived Liver Organoidの作成への試み 
作成したヒトiPS細胞由来肝前駆細胞あるいは成熟化肝細胞とヒトiPS細胞由来肝間葉系細胞を共
培養し、肝組織を模倣しうる培養体の構築を進めた。そのためにヒトiPS細胞由来肝前駆細胞あ
るいは成熟化肝細胞を用いた３次元培養系の樹立に着手した。ヒトiPS細胞由来肝前駆細胞をヒ
ト胎児肝細胞由来オルガノイドで報告された既報の方法（Hu et al, Cell, 2018）に従って３次
元培養を行うと、その殆どが胆管細胞系譜の形質として増殖していた。従って、今後はiPS-HSCs
などの間葉系細胞の補助も得ながら、肝細胞形質を維持したままの培養系を構築することを目的
に研究を進めた。 
肝細胞と併存する胆管形成の調節においても、肝前駆細胞とその微小環境、特に肝間葉系細胞と
の細胞間相互作用が重要と考えられるが、本研究では肝間葉系細胞から分泌される液性因子とし
てVasoactive intestinal peptide (VIP)の重要性に着目した。ヒトiPS由来胆管細胞ではVIP受
容体(VIPR)の発現を認め、iPS由来胆管細胞の管腔形成はVIPの添加によって有意に促進された。
VIPRをknock downするとVIPによる管腔形成の促進効果は阻害された。VIPによる胆管管腔形成促
進機構を解析したところ、胆管細胞におけるtight junctionの形成促進によることが示された
(Sato & Kakinuma et al, Hepatol Commun, 2020)。 
これらの結果に基づいて、今後の計画では、肝細胞オルガノイドの樹立と、星細胞との共培養系
の確立を目指し、さらなる検討を行う必要があると考えられた。 
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