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研究成果の概要（和文）：薬物性肝障害は様々な薬剤で発症することがある病態で、肝不全に至る例もあり、基
礎疾患の治療の妨げとなる。本研究では、ヒトiPS細胞から高機能で適切な細胞極性を持つ肝細胞を誘導し、肝
毒性評価系を構築した。肝機能を特に細胞極性を誘導する因子としてKLF15を発見し、KLF15の強制発現により、
肝臓の代謝酵素（TAT、CPS1、CYP）の発現を強く誘導できた。さらに、3次元培養により薬物トランスポーター
（MRP3、OATP1A2、OATP1B1、OATP1B3）の発現を大きく増加させた。このiPS細胞を用いた技術はDILI予測システ
ムの基盤となる。

研究成果の概要（英文）：Drug-induced liver injury (DILI) is a condition that can be induced by 
various drugs, leading to liver failure and hindering the treatment of underlying diseases. In this 
study, we induced high-functioning hepatocytes with appropriate cellular polarity from human induced
 pluripotent stem (iPS) cells and developed a system for hepatotoxicity assessment. We identified 
KLF15 as a factor capable of inducing liver function and cellular polarity. Forced expression of 
KLF15 significantly increased the expression of liver metabolic enzymes (TAT, CPS1, CYP). 
Additionally, differentiation induction in 3D culture using extracellular matrix significantly 
increased the expression of drug transporters (MRP3, OATP1A2, OATP1B1, OATP1B3). This iPS cell-based
 technology contributes to the development of a system capable of predicting DILI.

研究分野：消化器内科学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究は、薬物性肝障害の予測と評価のための技術基盤を目的とする。高機能な肝細胞をヒトiPS細胞から誘導
し、肝毒性評価システムを構築することで、医薬品開発の初期段階でのDILIリスクをより正確に予測可能とな
る。本研究では、ヒトiPS細胞へのKLF15の強制発現により、肝細胞の機能的成熟を促進する新たなアプローチを
示した。この技術は、医薬品開発や再生医療や肝疾患の治療にも応用可能であると考えられる。

※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 
 薬物性肝障害（drug-induce liver injury; DILI）は様々な薬剤で発症し得る病態で、肝不全な
どを誘発し基礎疾患の治療の妨げになる。また医薬品開発中断の主要因の一つであり、in vitro
で DILI発症を正確に予測できれば医薬品開発のための費用は大幅に削減される。肝臓は類洞や
毛細胆管を介した物質輸送と代謝の場であり、肝細胞が類洞に面した basolateral側と毛細胆管
に面した apical 側の細胞極性を有することが薬物代謝において必須の条件である。このような
極性環境を再現した培養系の構築が求められている。 
 
２．研究の目的 
細胞には極性があり、Apical側の細胞膜は毛細胆管を形成し、Basolateral側の類洞血管との
指向性輸送を制御している。このような極性化や特定のトランスポーターの局在は、肝細胞の機
能の成熟化と考えられている。胆汁うっ滞型の DILIは、薬物によるトランスポーターの活性阻
害により発症し、細胞膜上に存在する様々な薬物・胆汁酸トランスポーターの発現量や局在など
によって制御されている。ヒト臨床研究を行う前段階で外来薬物の肝障害活性を判別する目的
で、ヒト肝培養細胞や初代肝細胞培養系等を用いた薬物動態・肝毒性解析が用いられている。し
かし、ヒト肝培養細胞では薬物代謝酵素や薬物・胆汁酸トランスポーターの発現が低く、生体内
の肝細胞の薬物代謝経路を十分に反映していない、またヒト初代肝細胞は移植ドナー肝臓の一
部から採取するなど量が限られている、といった問題点がある。そこで、肝細胞の機能に加えて
トランスポーターの極性などを再現できる系の開発が求められている。 
また、薬物代謝においては代謝酵素の発現量の違いなど、個人差が大きいことが分かっている。
個体差を反映した DILI評価系の確立するため、ヒト iPS細胞由来肝細胞を用いて、極性を有す
る培養系の確立､及び DILI予測可能なシステムの構築を目的とする。 
 
 
３．研究の方法 
 
ヒトiPS細胞を肝前駆細胞への分化
は 、 Cellartis iPS Cell to 
Hepatocyte Differentiation System
（タカラバイオ）を使用した。また、
肝前駆細胞はラミニン511上で長期培
養維持し、ヒト iPS 細胞由来肝前駆細
胞にレトロウイルスベクターを用い
て KLF15 を過剰発現させ、解析を行っ
た。 
また、ヒト iPS 細胞由来肝前駆細胞を細胞外マトリクス重層培養で分化させた後に低吸着培
養皿上で 3 次元培養し凝集体を形成させることで、各種薬物トランスポーターの発現を解析し
た。 
 
４．研究成果 
 
(1)KLF15 による肝機能の成熟化 
 
KLF15 をレトロウイルスベクターを用
い て 過 剰 発 現 さ せ 、 Hepatocyte 
Maturation Medium（3AB, タカラバイオ）
で肝成熟を誘導した。肝細胞マーカー遺伝
子であるALBおよびHNF4αのmRNAの発現
は、KLF15 の過剰発現の有無にかかわら
ず、肝成熟化よって顕著に誘導された。 
次に、TAT、CPS1、CYP1A2、および CYP2E1
の発現を分析した。KLF15 の過剰発現と肝
成熟化により、肝細胞マーカーの発現がよ
り高く誘導された。特に、TAT および
CYP1A2 の発現は、肝成熟化単独と比較し
て KLF15 を誘導すること顕著に増加した。
したがって、これらの遺伝子は KLF15 によ
ってより効率的に調節される可能性があ
る。これらの結果は、KLF15 がヒト肝細胞の分化誘導において重要な役割を果たすことを明らか



にした。 
 
(2)KLF15 の肝成熟のメカニズム 
  
KLF15を過剰発現したヒトiPS由来肝前駆細胞の細胞増殖能をKi67の発現によって定量した。
KLF15 はヒト iPS 由来肝前駆細胞の増殖を抑制した。細胞周期を制御する Cdk 阻害剤の発現変化
を解析すると、KLF15 を過剰発現した肝芽細胞では、p57cdkn1c の発現が増加していた。KLF15 に
よる前駆細胞の高い増殖能の抑制は、細胞の分化を誘導する重要な因子である可能性が示唆さ
れた。 
 

 

 
 
 
 
(3)3次元培養による肝トランスポーターの発現
上昇 
 
肝毒性に影響を与える種々の薬物・胆汁酸ト
ランスポーターの一部は、ヒト肝癌細胞株HepG2
ではほとんど発現が見られない。 
ヒト iPS 細胞由来肝前駆細胞を肝細胞系への
成熟分化誘導（iPS-Hep）によりトランスポータ
ーの発現が大きく上昇した。 
さらに、細胞外マトリクスを用いて 3 次元培
養（iPS-Hep-Sp）を行うことで、肝トランスポー
ターの発現を強く誘導することが可能であっ
た。一方で、Ntcp などヒト初代肝細胞に比較し
低発現のトランスポーターも存在した。 
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