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研究成果の概要（和文）：本研究は、iPS 細胞を用いて肝細胞分化における HGF の作用機序を詳

細に解析することにより、未だ十分に解明されていない肝細胞分化誘導メカニズムを解明する

ことを目的とした。本研究で、iPS 細胞の作製方法により分化誘導した細胞の性質に違いが認

められること、またミトコンドリア機能が iPS 細胞の分化や細胞のリプログラミングに関わっ

ていることを見出した。 
 
研究成果の概要（英文）：The purpose of this study is to elucidate the mechanisms for 
HGF-promoted hepatic differentiation from iPS cells which are still unknown. In this study, 
we found that (1) the characters of differentiated cells from iPS cells may change 
according to the generation procedures of iPS cells, and (2) mitochondrial functions were 
associated with the feature of differentiated cells and cellular reprogramming. 
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１．研究開始当初の背景 
2007 年に京都大学の山中らのグループに

よるヒト iPS 細胞（induced pluripotent stem 

cells; 誘 導 多 能 性 幹 細 胞 ） の 樹 立

（Takahashi K et al., Cell, 2007）が報告

され、iPS 細胞を用いた再生医療が実現され

ることに大きな期待が集まった。これまでに

胚性幹細胞（embryonic stem cell；ES 細胞）

を用いた肝細胞分化の研究は多くなされて

おり、例えばマウス ES 細胞から分化誘導し

た肝細胞を治療に用い、肝疾患モデルマウス

の生存率を改善した報告がなされている

（Ishii T et al, Stem Cells, 2007）。また、

ヒト ES 細胞でも in vitro で肝細胞へ分化誘
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導した報告はなされているが、その数は少な

い。これまでの ES 細胞から肝細胞への分化

誘導では Activin A、FGF や HGF（hepatocyte 

growth factor；肝細胞増殖因子）といった

複数の因子を組み合わせた多段階の誘導法

がとられている。中でも HGF は、これらの多

くの研究で共通して用いられる増殖因子で

ある。 

 HGF は最も強力な肝再生因子として Gohda

＆Tsubouchi らにより発見された増殖因子で

ある（Gohda E et al, J Clin Invest, 1988）。

一方、HGF ノックアウトマウスでは肝発生が

傷害されて胎生致死になることや ES 細胞か

ら肝細胞への分化には HGFが必要であること

も明らかにされており、これらの事実は HGF

が肝細胞への分化において極めて重要な役

割を果たしていることを示している。しかし

HGF の肝細胞分化の作用機序はまだほとんど

解明されていない。そこで、iPS 細胞を用い

て肝細胞分化における HGFの作用機序を詳細

に解析することにより、肝細胞分化において

重要な新規因子の発見、さらにはそれらの因

子を利用したより効率的な肝細胞への分化

誘導法の確立につなげることができるので

はないかと考え、本研究の着想に至った。 

２．研究の目的 
本研究では、i) ES 細胞で行われてきたい

くつかの肝細胞分化誘導法を参考にして、

iPS 細胞を肝細胞に分化させる。そして、ii)

プロテオーム解析や DNAマイクロアレイなど

の網羅的な解析手法を用いて HGF の作用に関

連した因子を絞り込み、肝細胞分化に必須の

新規因子を同定することを目的とする。また、

iii) 上記の解析により同定した因子、すな

わち肝細胞分化において重要と考えられる

タンパク質あるいは遺伝子を導入または誘

導することにより、肝細胞分化が誘導される

かどうかを検証する。これにより、肝細胞分

化に必要な新規因子の同定と効率的な肝細

胞分化誘導法の確立を目指す。 

３．研究の方法 
(1) iPS 細胞を肝細胞に分化させる。 

これまで、in vitro で ES 細胞から肝細胞

への分化には、activin A、oncostatin M あ

るいは BMP-4 といった分化誘導因子や FGF 

(fibroblast growth factor)、HGF などの増

殖因子を用いた、複数のステップを経た段階

的な誘導方法がとられている（Teratani T et 

al, Hepatology, 2005、他多数）。このよう

ないくつかの報告を参考に、iPS 細胞を肝細

胞へ分化誘導する。肝細胞の指標としては、

-fetoprotein など既知の肝細胞マーカー発

現に加え、アルブミン合成能、アンモニア除

去能およびシトクロム P450 発現などを用い

る。 

ヒト iPS 細胞についても、Cai らの方法（Cai 

J et al, Hepatology, 2007）など、ES 細胞

での報告を参考にして分化方法の検討を行

う。 

(2) プロテオーム解析及びマイクロアレイ

解析により iPS細胞の肝細胞分化誘導に関わ

る因子を探索する。 

プロテオーム解析は主に 2次元電気泳動法を

用いる。肝細胞への分化過程において HGF に

より発現が変動するタンパク質の発現パタ

ーンを調べる。異なる分化誘導法での誘導過

程において、HGF により変動するタンパク質

の発現パターンを比較し、共通して HGF によ

り発現が増加／減少するものを抽出する。こ

の方法で、肝細胞分化でより重要な因子を絞

り込む。また、iPS 細胞の肝細胞分化誘導に

関わる因子の絞り込みと機能解析を行う。 

プロテオーム解析で抽出した同定因子の機

能を siRNA や抗体を用いて検証し、肝細胞分

化に必要な因子であるかどうかを検証する。 

プロテオーム解析により抽出した同定因子



が真に肝細胞分化に関連する因子であるこ

とがわかれば、i) これらの遺伝子を iPS 細

胞に導入し発現させる方法、ii) 薬剤などに

より誘導させる方法の 2つの方法により肝細

胞に分化させることができるかどうか検証

する。 

 

４．研究成果 

 (1) HGFによる肝細胞分化誘導メカニズムの

解析 

①iPS 細胞を利用して肝細胞分化誘導メカニ

ズムを解明することを目的に、4 種類（レト

ロウイルスベクターで作製したもの 2種類及

びプラスミドベクターで作製したもの 2 種

類）のマウス iPS 細胞を用いて、ES 細胞で行

われてきた胚葉体形成を介した肝細胞分化

誘導法を検討した。しかし、検討の過程で用

いた 4種類の iPS 細胞は細胞株間の性質の差

が大きく、特に、同じ分化誘導法を用いても

分化誘導の最初のステップである胚葉体形

成能や誘導される細胞の形態が iPS細胞の作

製方法により異なることが分かった。 

②分化誘導メカニズムの解析あるいは細胞

移植への応用を考える上で、このような細胞

株間の性質の差を十分に理解することは極

めて重要な課題であると考え、まず cDNA マ

イクロアレイを用いて 4種類の iPS 細胞の胚

葉体形成により変動する遺伝子を比較した。

その結果、いくつかのプロテアーゼまたはプ

ロテアーゼインヒビター遺伝子の発現パタ

ーンが、胚葉体により大きく異なることが分

かった。これら同定した遺伝子はヒストン H3

のプロセシングに関与する可能性があり、こ

のことは、iPS 細胞の作製方法による細胞株

間の性質・形態の差にヒストンのプロセシン

グが関わっていると考えられた。 

③また、これらマウス iPS 細胞を肝細胞へ分

化誘導させたところ、プラスミドベクターで

作製した iPS 細胞ではレトロウイルスベクタ

ーのものと比べて分化した肝細胞様細胞

（PAS 染色陽性、ICG 染色陽性細胞）で非常

に多くの脂肪滴が認められた。このことから

細胞内でのミトコンドリア機能や脂質代謝

が iPS 細胞の性質や分化経路に深く関わって

いることが示唆された。 

 

(2) iPS 細胞分化誘導におけるミトコンドリ

ア機能の影響についての検討 

①平成 22年 10月より熊本大学発生医学研究

所に移動し、ヒト iPS 細胞を用いた研究を開

始した。前年度までのマウス iPS 細胞を用い

た研究から、細胞内での脂質代謝をはじめと

するエネルギー代謝の違いが iPS 細胞の性質

や分化経路に深く関わっていることが分か

ってきた。また近年、iPS 細胞の分化や細胞

のリプログラミングの過程に細胞内のエネ

ルギー生産機構であるミトコンドリアの機

能や代謝が深く関与していることを示唆す

る報告もなされている。そこで、種々の線維

芽細胞からヒト iPS 細胞を作製し、ミトコン

ドリア機能と iPS細胞の分化との関連につい

て検討を行った。またミトコンドリア機能異

常のモデル細胞として、ミトコンドリア病患

者由来の線維芽細胞から iPS 細胞を樹立し、

リプログラミング過程あるいは三胚葉への

分化経路におけるミトコンドリア機能の変

化についても同時に検討した。 

①健常者由来 iPS 細胞として 201B7 細胞を用

い、Ethidium Bromide によりミトコンドリア

DNA を除去した iPS 細胞（ρ0-iPS 細胞）を

作製を試みた。その結果、Ethidium Bromide

添加により iPS 細胞でのミトコンドリア DNA

は顕著に減少しρ0 になったと考えられたが、

この iPS細胞は継代すると死滅してしまい維

持培養することができなかった。従ってミト

コンドリア機能を完全に抑制することで分



化誘導を行うのは困難と考えられた。 

②次にミトコンドリア病患者由来線維芽細

胞から iPS を誘導し、分化に及ぼす影響につ

いて検討した。変異部位の異なるミトコンド

リア病患者由来線維芽細胞から SeVベクター

を用いた方法で iPS 誘導を行ったところ、一

部の症例で iPSの樹立効率が健常者に比べて

顕著に低下していることが分かった。このこ

とはミトコンドリア機能の低下が細胞のリ

プログラミングを阻害していることを示唆

しており、今後さらに詳細な検討が必要であ

ると考えられた。 
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