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研究成果の概要（和文）：肝臓は肝細胞、星細胞、類洞内皮細胞等によって構成され、恒常性維持に寄与する。
病因によらず慢性的肝障害は線維化を引き起こし、しばしば肝硬変や肝がんに至る。我々はこれまで、ヒト肝臓
モデルに応用可能な星細胞や類洞内皮細胞をiPS細胞から樹立してきた。本研究ではiPS細胞からマクロファージ
を作製した。分化16日でCD45、CD14共陽性細胞を確認した。CD14陽性細胞はM-CSFにより、マクロファージへ分
化した。これらの細胞はM1誘導、M2誘導が可能であった。共培養系において、iPS細胞由来マクロファージの線
維化促進作用を評価したところ、マクロファージとの共培養系において星細胞活性化が促進された。

研究成果の概要（英文）： The liver is a central organ for metabolism and homeostasis, and consists 
of parenchymal hepatocytes and non-parenchymal cells, such as hepatic stellate cells (HSCs) and 
liver sinusoidal endothelial cells (LSECs). Regardless of etiology, chronic liver injury induces 
fibrosis that often proceeds to cirrhosis and cancer. We have already established a protocol to 
generate HSCs and LSECs from iPSCs, which can be used to develop human liver model. In this study, 
we generated macrophages from iPSCs using the 2D culture method previously reported, with minor 
modifications. iPSC-derived CD45+CD14+ cells were found after 16 days of differentiation. CD14+ 
cells were induced into macrophages (M0) by M-CSF stimulation. These cells were polarized to the M1 
or M2 state by LPS and IFNg, or IL4. We evaluated the ability of iPSC-derived macrophages to promote
 fibrosis in a co-culture system. HSC activation was observed by co-culture with iPSC-derived 
macrophages.  

研究分野：細胞生物学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
現在開発中の肝疾患治療薬の多くは主に肝細胞を対象としており、線維化の主体である星細胞を対象としていな
い。各種の肝構成細胞を用いたin vitro肝炎モデルが開発されれば、肝細胞への障害を起点として誘導される星
細胞の活性化を定量的に評価するスクリーニング系を開発することが可能である。よって、本研究は肝細胞のみ
を標的とした従来の薬剤探索法のブレークスルーとなることが期待でき、肝細胞と星細胞の両方を標的とした新
たな肝疾患治療薬の開発に貢献することができる。

※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 
肝細胞は種々の薬物代謝酵素を発現し、肝機能の中心を担うことから、近年、創薬研究や再生医
療研究への応用を目的として、ヒト iPS 細胞から肝細胞を誘導する試みが活発に行われている。
我々はヒト iPS 細胞から肝細胞を誘導するにあたり、肝細胞と胆管上皮細胞への二分化能を有す
る肝前駆細胞に着目し、肝前駆細胞マーカーとして Carboxypeptidase M (CPM)を同定し、その発
現を指標に iPS 細胞から肝前駆細胞の分離と増幅培養系の樹立に成功している。これにより、ヒ
ト iPS 細胞から低コストかつ効率的に肝細胞を誘導することが可能となった（Kido et al. Stem Cell 
Reports 2015）。しかし、CPM 陽性肝前駆細胞から誘導した肝細胞は、従来法で誘導したヒト iPS
細胞由来の肝細胞と比較して、アルブミン産生能や薬物代謝酵素活性が上昇していたが、生体内
の成熟肝細胞には及ばなかった。生体の肝発生過程において、肝前駆細胞は各種の非実質細胞と
三次元的に相互作用し、肝細胞へ分化・成熟することから、我々は、培養系における肝細胞の高
機能化には、非実質細胞との三次元的な組織化が重要であると考え、ヒト iPS 細胞から類洞内皮
細胞や星細胞といった非実質細胞を樹立した。さらに、各種の肝構成細胞を使用した二次元共培
養系において非実質細胞が肝前駆細胞の増殖や肝細胞への分化・成熟を促進することを明らか
にしてきた（Koui et al. Stem Cell Reports 2017, Kido and Koui., Methods Mol Biol, 2019, 特許「肝細
胞及び肝非実質細胞、並びにそれらの調製方法」）。従って、肝構成細胞を用いた共培養系の樹立
により、ヒト iPS 細胞から肝組織モデルの構築が可能となりつつあるが、肝疾患の予防・診断・
治療薬の開発に有用な肝炎モデルの構築には至っていない。 
 
２．研究の目的 
肝臓は、肝機能の本質を担う実質細胞（肝細胞）と非実質細胞（類洞内皮細胞、星細胞、クッパ
ー細胞等）から構成され、生体の恒常性維持に寄与する臓器である。種々の肝炎ウイルスの感染
やアルコールの乱用等の病因によらず、肝炎は慢性化すると星細胞は活性化し、コラーゲン等の
線維を産生することで、肝硬変へと進行し、やがて肝がんへと至る。この過程において、肝特有
のマクロファージの一種であるクッパー細胞は、肝細胞への障害に応答し、星細胞を刺激し、活
性化させる司令塔としての役割を担い、肝炎の進行を制御している。従って、肝疾患の予防・診
断・治療薬の開発には、in vitro 肝炎モデルが必要であり、開発が進められている。我々はこれま
でに、ヒト iPS 細胞から肝細胞、類洞内皮細胞、星細胞の作製に成功している。しかしながら、
iPS細胞からマクロファージやクッパー細胞といった免疫細胞を作製した報告は少ない。そこで、
本研究ではヒト iPS 細胞からマクロファージあるいはクッパー細胞の分化誘導系を樹立し、既に
我々が樹立に成功している肝構成細胞と組み合わせることで、in vitro 肝炎モデルの構築を行う
ことを目的とする。 
 
３．研究の方法 
クッパー細胞は、肝特有のマクロファージの一種であり、その分化過程は未だ不明な点が多く残
されている。これまでに報告されている iPS 細胞からマクロファージの分化誘導系をもとに、マ
クロファージの分化誘導を試みる。誘導したマクロファージの機能、分化能について、特異的な
細胞膜表面抗原、サイトカインの発現を指標に評価する。 
誘導したヒト iPS 細胞由来マクロファージと、マウス由来肝構成細胞あるいはこれまでに作製に
成功しているヒト iPS 細胞由来の肝細胞、類洞内皮細胞、星細胞との共培養系を樹立し、肝組織
モデルを作製する。作製した肝組織モデルに、LPS、四塩化炭素やアセトアミノフェンといった
肝障害物質を添加し肝細胞を障害する。肝障害に応答し活性化するマクロファージから産生さ
れる炎症性サイトカインを定量し、in vitro 肝炎モデルとして確立する。また、星細胞の線維化マ
ーカーの発現を解析することで、肝細胞の障害、マクロファージの応答、星細胞の活性化を再現
可能な培養系の樹立を試みる。 
 
４．研究成果 
(1) iPS 細胞からマクロファージ分化誘導 
マクロファージは中胚葉由来の細胞である。ヒト iPS 細胞から中内胚葉細胞を誘導するため、フ
ィーダーフリー培養系で増幅したヒト iPS 細胞を回収、分散し、培養系に各種サイトカイン、イ
ンヒビターを
添加し、マク
ロファージへ
分化誘導した
（図 1）。 
 
 
 



 

 

 
分化の進行を確認するため、
培養 5日目、培養 16日目でフ
ローサイトメトリー解析を行
った。その結果、培養 5日目に
は CD73-CD34+造血内皮細胞
様細胞を確認でき、培養 16日
目で CD45+CD14+単球様細胞
の出現が認められた（図 2）。
今回、皮膚線維芽細胞由来と
造血幹細胞由来ヒト iPS 細胞
を用いたが、造血幹細胞由来
ヒト iPS 細胞で分化誘導効率
は高かった。 
 
 
 
(2) iPS 細胞由来マクロファージの機能、分化能解析 
CD14+細胞は自動磁気細胞分離装置で分離でき、凍結保存可能であることを確認した。iPS 細胞
由来マクロファージの機能と分化能を解析するため、CD14+細胞を回収し、血清でコートしたデ
ィッシュに播種後、M-CSF添加培地で 4日間培養し、M0期に誘導した。M0期まで誘導後、LPS
と IFNg による M1期誘導あるいは IL4 による M2期誘導を試みた。その結果、M0期および M2
期の細胞は、M1期の細胞と比較して AcLDL取り込み能が高いことが示された（図 3）。また、
M1 期に誘導した際に、CD80 の高い発現を確認できた（図 4）。遺伝子発現解析では、M1期の細
胞で IL1b, TNFa の発現誘導、M2期の細胞で PDGFb の発現誘導が認められた（図 5）。以上のこ
とから、誘導シグナルによって M1期あるいは M2期に分化する M0 期のマクロファージを得る
ことができた。 

 
(3) ACTA2-Fluc/AAVS1-RlucレポーターiPS 細胞の樹立 
星細胞の活性化を定量的に評価するため、ACTA2-Fluc/AAVS1-RlucレポーターiPS 細胞を樹立し
た。我々がこれまでに開発に成功している ACTA2-RFPレポーターiPS 細胞由来の静止期星細胞
を用いた評価系は、RFP の蛍光を指標とした共焦点顕微鏡による解析であるため、ウェルごとに
焦点深度を正しく補正する必要や、生細胞数での標準化の必要があり、オルガノイドに応用する
には測定時間や精度に課題があった。そこで本研究では、星細胞の活性化を簡便かつ正確に評価
するため、Firefly と Renilla 二種の Luciferase レポーターを用いて、星細胞活性化遺伝子である
ACTA2 の発現量と生細胞数を同時に定量できる系を開発した。まず、Crispr-Cas9システムを用
いて、ヒト iPS 細胞の ACTA2遺伝子ストップコドン直前に 2Aペプチドと Firefly luciferase を導



 

 

入した。Firefly luciferase の強度は ACTA2 の発現量と細胞数に依存するので、細胞数を補正する
内部コントロールとしては Renilla luciferase を用いた。具体的には、ヒトゲノム上の安全領域と
して知られる AAVS1座位に hEF1aプロモーター下で Renilla luciferase を発現するコンストラク
トを Crispr-Cas9 を用いて導入した。この iPS 細胞から静止期星細胞を分化誘導し、肝構成細胞
を用いた共培養系に使用することで、2 つの Luciferase遺伝子の発現強度の比により星細胞の活
性化を定量的に評価することを可能にした。 
 
(4) 肝細胞障害による星細胞活性化評価 
マウス肝前駆細胞、胆管上皮細胞、ACTA2-Fluc/AAVS1-RlucレポーターiPS 細胞由来の星細胞を
用いて肝オルガノイドを作製した。この培養系において、iPS 細胞由来マクロファージの有無に
よる線維化促進作用を Luciferase によって評価した。共培養開始後、2週間経過したところで LPS
を添加した。2 日後に Luciferase assay を行ったところ、マクロファージの有無に関わらず
Luciferase 活性が上昇していたが、マクロファージ存在下において、LPS 刺激による有意な
Luciferase 活性の上昇が確認できた。 
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