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研究成果の概要（和文）：本研究では、肝幹細胞の安全な再生医療への応用を目標に、初めに
形質転換（がん化）した肝幹細胞を識別するための３つの評価法を確立した。次にこの評価法
を用いて、肝幹細胞の大量培養に最適な培養担体について検討し、ハイドロキシアパタイト多
孔質担体が適当であり、この担体の孔のサイズや凹凸が、細胞のがん化の抑制や肝機能発現に
重要であることを見出した。さらに、培養した肝幹細胞の中から、独自に開発したハイブリッ
ドリポソームを用いて、がん化した肝幹細胞を選択的に除去する培養法の開発に成功した。 
 
 
研究成果の概要（英文）：The aim of this research is to develop a new culture process to 
prevent an oncogenic transformation of hepatic stem cells for their safety application to 
regenerative medicine. First, we established three estimation methods for the oncogenic 
transformation of the stem cells. Second, we found that the porous hydroxyapatite culture 
carrier was suitable for mass culture of the stem cells, and the pore size and raggedness of 
the surface were important to prevent the oncogenic transformation and enhance the 
hepatic activity of the stem cells. Third, we succeeded in the selective elimination of 
transformed cells in the cultivated stem cells by using hybrid liposomes, which originally 
developed in our research. 
 
 
 
交付決定額 
                               （金額単位：円） 

 直接経費 間接経費 合 計 
２００７年度 1,400,000 420,000 1,820,000 

２００８年度 1,100,000 330,000 1,430,000 

２００９年度 900,000 270,000 1,170,000 

年度  

  年度  

総 計 3,400,000 1,020,000 4,420,000 

 
 
研究分野：工学 
科研費の分科・細目：プロセス工学・生物機能・バイオプロセス 
キーワード：再生医療、幹細胞、がん化、形質転換、培養担体、ハイドロキシアパタイト、ハ

イブリッドリポソーム 
 



 
 

 
１．研究開始当初の背景 

21 世紀の新しい医療として、近年再生医療
の実現が期待されている。再生医療では、幹
細胞を生体外で必要な量までに増殖させて
から、細胞移植の方法で不全臓器の治療に用
いられるが、もし増殖させた幹細胞が形質転
換していたら、生体に移植した後に異常増殖
してがん化するリスクがある。これまで、こ
の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、この幹細胞の形質
転換(がん化)の防止とリスク評価に関して
はあまり検討が行われてこなかった。ところ
が最近、白血病などの治療のために移植した
骨髄や臍帯血の細胞が移植患者の体内でが
ん化した例が国内で報告 (2004 年 4 月 25 日
共同通信) されるとともに、腫瘍原性のない
ES 細胞や iPS 細胞の樹立に向けた試みも始
まっている（奥田、生化学、78:433,2006）。
しかし、これらの取組みは、幹細胞のがん化
に関わる遺伝子の同定とそれを欠損させる
研究がほとんどで、培養工学的観点の研究は
非常に少ないのが現状である。 

 
２．研究の目的 

上述したように、幹細胞に限らず、初代
細胞は、増殖培養中に細胞が形質転換を起
こし、性状が変化することは、しばしば見
られる現象である。特に、幹細胞の場合、
形質転換してがん化する可能性のある細胞
が１個でも混入した場合、細胞移植後に体
内で腫瘍ができる可能性がる。そこで本研
究は、培養工学的観点から幹細胞の形質転
換を防止するための新規培養プロセスの構
築を目指す。主に次の３点を研究目的とし
た。 
(1) 形質転換した幹細胞を識別するため

の評価法の確立 
(2) 幹細胞の形質転換を抑制し、分化誘導

にも有効な培養担体についての検討 
(3) 正常な幹細胞とがん化した幹細胞を

識別し、選択的にがん化した幹細胞を
排除するための培養方法の開発 

  
３．研究の方法 

幹細胞としては、研究代表者らが、独自
に開発した培養法によって、ヒト胎児肝細
胞より誘導した肝芽細胞（肝幹細胞の一種）
を用いた。上記３点の研究目的に対して、
各々次のような手法で研究を行った。 
(1) 肝幹細胞の形質転換の評価法としては、

腫瘍マーカーである PIVKA-Ⅱの細胞
当りの分泌速度、in situ ハイブリダイ
ゼーション法によるがん遺伝子（c-fos）
の発現検出、軟寒天コロニー形成法によ
る形質転換細胞数の評価の３種類で行 

 

った。 
(2) ハイドロキシアパタイトを主原料とし

する多孔質担体を独自に作製し、その孔
径を種々変化させて、形質転換と細胞機
能の発現に与える影響を検討した。 

(3) 研究分担者の上岡教授らが開発したハ
イブリッドリポソームは、正常細胞には
作用せず、がん細胞にだけ選択的に融合
蓄積して、アポトーシス細胞死を引き起
こす副作用の無い制がん剤である。本研
究では、このハイブリッドリポソームが
がん化した細胞にのみ作用する性質を
利用して、正常な幹細胞の中に存在する
形質転換（がん化）した細胞を選択的に
排除することを試みた。 

 
４．研究成果 
再生医療では、ES細胞やiPS細胞、体性幹

細胞などの利用が注目されているが、これら
の細胞が培養中に、形質転換(がん化)を引き起
こすリスクが指摘されている。これを防ぐた
めには、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。そこで本研究課題
では、研究代表者らが、独自に誘導培養法を
確立した肝幹細胞を用いて、次の３点に焦点
を絞り、重点的に研究を行った。 
(1) 形質転換した肝幹細胞を識別するための

評価法の確立 
肝がん腫瘍マーカーで、臨床で用いら

れているPIVKA-Ⅱ（異常プロトロンビン
）検査法を、細胞培養液で測定できるよ
うに改良を行った。これによって、形質
転換の程度を定量的に評価できるように
なった。また、肝がんにおけるがん遺伝
子(c-fos)のin situハイブリダイゼーシ
ョン法を確立し、形質転換した正常ヒト
肝芽細胞の可視化を可能にした。さらに
、軟寒天コロニー形成法を用いて、これ
らの形質転換細胞数の増減を定量的に評
価できるようにした。また、これらの手
法を用いて同時に肝幹細胞の形質転換の
評価を行ったところ、同様な傾向が得ら
れることを確認した。 

(2) 肝幹細胞の形質転換を抑制し、分化誘導
にも有効な培養担体についての検討 

   肝幹細胞を大量に培養するには、高密
度培養のための担体が必要となる。そこ
で初めに、種々の材質の市販の培養担体
を用い、肝幹細胞の機能発現と形質転換
に与える担体の影響を検討した。その結
果、機能発現にはハイドロキシアパタイ
トが良好で、また担体表面の凹凸が肝芽
細胞のがん化（形質転換）に影響してい
ることを示唆する結果を得た。 

   そこで、次に、ハイドロキシアパタイ
トを主原料とした独自の担体を制作し、
その孔径や凹凸が、肝幹細胞に与える影



響について検討した。その結果、特に細
孔径分布の中で、直径約１μmのマイクロ
孔が肝幹細胞のがん化防止と機能発現に
重要であることを見出した。 

(3) 正常な幹細胞とがん化した幹細胞を識別
し、選択的にがん化した幹細胞を排除す
るための培養方法の開発 

   これまでに研究分担者の上岡教授は、
正常細胞とがん細胞を識別して、がん細
胞だけにアポトーシスを誘導するハイブ
リッドリポソームを開発し、現在新しい
がん治療薬として臨床応用を進めている
。このハイブリッドリポソームを肝幹細
胞の培養液に添加し、形質転換（がん化
）した肝幹細胞のアポトーシス細胞死誘
導について検討を行った結果、細胞増殖
の定常期に、0.3mMのハイブリッドリポソ
ームを96時間処理することで、肝がん腫
瘍マーカーのPIVKA-Ⅱ産出速度を減少さ
せ、軟寒天法によるコロニー形成率をほ
ぼゼロにできることを確認した。また、
その再現性も得られた。 

以上の結果から、肝幹細胞を大量に培養す
るために、以下のような新規培養プロセスが
考えられる。すなわち、培養担体としては、
ハイドロキシアパタイトを材料とした直径約
１μmのマイクロ孔を有する多孔質担体を用
い、培養液には、ハイブリッドリポソームを
添加した培養液を用いることで、肝幹細胞の
形質転換を防止しつつ、かつ肝機能発現を向
上できるものと思われる。このハイブリッド
リポソームの利用によって、形質転換細胞の
積極的除去が可能となり、将来の、幹細胞の
品質保持のためにも、重要な培養プロセスに
なるものと期待される。 
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