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研究成果の概要（和文）：本研究では，ヒト iPS細胞から肝細胞を効率よく分化誘導させる
ことを目指し，ヒト iPS細胞から肝細胞へ分化誘導に，肝非実質細胞をフィーダー細胞と
して利用することを検討した。Duncan らの方法を base に，iPS 細胞，endoderm から

hepatoblasts への誘導に，MEF，ヒト肝星細胞細胞株 LX2，ラット初代培養肝星細胞を
フィーダー細胞として実験を行ったところ，コントロールと比較してフィーダー細胞を利

用すると肝細胞への分化誘導を促進させる傾向が認められたが，有意差を持って星細胞が

特に有用であるという結果には現在至っていない。今後のさらなる検討が必要である。 
 
 
研究成果の概要（英文）：Induced pluripotent stem (iPS) cells have remarkable potential 
of differentiating into various cell lineages, including hepatocytes. Hepatocytes 
induced from iPS cells are expected to have medical applications such as biomedical 
research, drug study and regenerative medicine. In this study, we tried to induce 
hepatocyte-like cells from human iPS cells by using hepatic stellate cells as feeder cells, 
and analyze expression level of Oct3/4, GATA4, alpha-fetoprotein and albumin to 
compare their properties of differentiation into hepatocytes. 
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１．研究開始当初の背景 
我々はこれまで肝非実質細胞（肝星細胞，

類洞内皮細胞，クッパー細胞）分離法を確

立し，この分離培養細胞を用いて特に肝星

細胞に関連しての肝臓の再生，組織修復に

関連する各種分子動態の解析をおこなって

き た 。 (Am J pathol, 1998, 
153:1695-1700, J Clin Invest, 2001, 
108:1369-1378, J Biol Chem, 2002, 
277:19206-19212)  また，星細胞の活性化
の制御による肝線維化，肝硬変の治療を開

発することを目標に，実験的に，血管内皮

細胞増殖抑制剤，TNP-470が肝星細胞の活
性化を抑制すること（Hepatology . 2000, 
32:980-989）や膵炎の治療薬として使用さ
れているセリンプロテアーゼインヒビター

が TGF-b の発現および活性を抑制するこ
と で ， 肝 線 維 化 を 抑 制 す る こ と

(Gastroenterology .2001,120:1784-180
0)，さらに，組み換えアデノウイルスベク
ターを用いてコラーゲンプロモーターによ

る細胞特異的遺伝子制御により肝線維化を

抑 制 す る こ と (Gastroenterology  
2005,129:259-268, GUT 2007,56:396-404, 
GUT 2007,56:706-714)を明らかにしてき
た。これら肝星細胞研究を背景として，本

研究では，肝臓の臓器形成過程で肝非実質

細胞との細胞間相互作用により肝実質細胞

の分化誘導が促進されるという仮定のもと

に，胎生期以降のマウス肝より星細胞を分

離し，ヒト iPS細胞からの肝実質細胞への
誘導に利用し，新たな肝実質細胞誘導法を

開発するすることを目標に研究を進める。 
 
２．研究の目的 
ヒト iPS細胞は，多分化能を有した細胞

であり，再生医療や臨床試験に応用可能な

細胞である。この iPS細胞を神経細胞や心
筋細胞へ分化させる研究は進んでいるが，

内胚葉系の細胞に分化させることはいまだ

困難であるため，効率的な分化誘導方法の

確立が望まれている。本研究では，ヒト iPS
細胞から肝細胞を効率よく分化誘導させる

ことを目指す。肝細胞は薬物代謝において

重要な役割を果たすため，ヒト iPS細胞か
ら肝細胞を効率よく分化誘導させることが

可能になれば，薬物応答実験などに利用可

能となる。現在，ヒト iPS細胞から肝細胞
へ分化させることに成功した例がいくつか

報告されているが，これらの報告されてい

る方法で分化誘導したとしても，必ずしも

良い結果が得られるわけではなく，さらな

る分化誘導方法の改善が望まれている。 
本研究では，ヒト iPS細胞を肝細胞へと効
率よく分化させるために，サイトカイン等

刺激に加え，肝臓の非実質細胞，その中で

も特に肝星細胞を利用して，新たな肝実質

細胞誘導法を開発することを目的とする。 
 
３．研究の方法 
MitomycinC処理を施したMEFを gelatinで

コートした 12-well plate，24-well plate，

8-well plate に播種した。翌日，その MEF

上に適切な数のヒト iPS 細胞を播種し，ヒ

ト ES 細胞用培地（1% non-essential amino 

acid，200mM L-glutamine，20% KSR，0.1M 

2-mercaptoethanal，bFGF（5ng/ml）を含む

DMEM-F12培地）で7日間培養した。その後，

B27 supplement を含む RPMI に 100ng/ml の

activin A を添加し 5 日間培養を行い，ヒ

ト iPS 細胞から内胚葉系細胞への分化誘導

を行った。次に，低酸素条件下（4%O2）で

BMP-4（20ng/ml），bFGF（10ng/ml）を添加

して 5 日間培養を行った後，HGF（20ng/ml）

を添加してさらに 5 日間培養を行い，肝芽

細胞への分化誘導を促した。そして，成熟

肝細胞への分化誘導として酸素条件を元に

戻し（20% O2），培地を Hepatocyte Culture 

Medium（EGF を除き，ascorbic acid、BSA-FAF，

hydrocortisone，transferrin，insulin，

GA-1000 を含む HBM 培地）に交換して

OncostatinM（20ng/ml）を添加し 5 日間培

養を行った。RT-PCR 法及び Western blot

法による様々な肝細胞マーカー遺伝子の発

現やタンパク質発現を指標に肝細胞系譜へ

の分化誘導を検討した。上記の培養法を基

準として，endodermから hepatoblastsへ
の 誘 に お い て hematopoietically 
expressed homeobox (HHEX)を温度感受
性センダイウイルスベクターを用いて

endoderm に強制発現させ，肝細胞への分

化誘導効率を検討した。さらに，肝非実質

細胞に着目し、それらをフィーダー細胞と

して利用することを検討し， iPS 細胞，
endoderm から hepatoblasts への誘導に，
MEF，ヒト肝星細胞細胞株 LX2，ラット
初代培養肝星細胞をフィーダー細胞として

実験を行った。 



 

 

４．研究成果 

ヒト iPS 細胞（未分化状態）、分化誘導を開

始して 15 日目（HGF（20ng/ml）を添加した

5 日後）の細胞及び分化誘導を開始して 20

日目（OncostatinM（20ng/ml）を添加した

5 日後）の細胞を用いた RT-PCR 法により肝

細胞マーカー遺伝子の発現を比較すること

で、ヒト iPS 細胞から肝細胞系譜への分化

段階の評価を行った。その結果、内胚葉系

細胞マーカー遺伝子の Sox17、Pdx1、肝芽

細胞マーカー遺伝子の Afp は、分化誘導開

始 15 日目、20 日目に発現し、Afp では分化

誘導に伴い遺伝子発現量が増加していた。

また、成熟肝細胞マーカー遺伝子の Alb は、

分化誘導開始 20 日目で強い発現が確認さ

れた。未分化マーカー遺伝子である Nanog

は、分化誘導を開始してからも発現が確認

され、薬物代謝系マーカーCyp7a1、Cyp3a1

の遺伝子発現は確認されなかった。Western 

blot 法により、内胚葉系細胞マーカー

FOXA2、肝芽細胞マーカーAFP，HNF4αタン

パク質は，分化誘導開始 15 日目に発現が確

認され，分化誘導開始 20 日目には成熟肝細

胞マーカーALB，胆管上皮細胞マーカーCK18

タンパク質の発現が確認された。また，肝

芽細胞マーカーAFP や成熟肝細胞マーカー

ALB は分化誘導に伴いタンパク質発現量が

増加していた。以上の結果より，ヒト iPS

細胞が内胚葉，肝芽細胞を経て肝実質細胞

へと分化誘導していることが明らかになっ

た。また，HHEXを温度感受性センダイウ
イルスベクターを用いて endodermに強制
発現させた実験では，３５度の細胞培養で

endodermに HHEXは、強制発現され，３
７度の細胞培養では，HHEXが強制発現さ
れないことを確認した。また，hepatoblasts
誘導後には，温度感受性により３７度の細

胞培養で HHEX の発現を停止させること
も 確 認 で き た 。 こ の 手 法 に よ り ，

hepatoblasts への細胞分化誘導において，
hepatoblasts の分化マ ーカーで ある
HNF3betaの発現を有意に増強させること
が可能となった。最終的な Albumin の産
生能が有意に上昇する結果には至らなかっ

た。 
iPS細胞，endodermから hepatoblastsへ
の誘導に，MEF，ヒト肝星細胞細胞株 LX2，
ラット初代培養肝星細胞をフィーダー細胞

として実験を行ったところ，コントロール

と比較してフィーダー細胞を利用すると肝

細胞への分化誘導を促進させる傾向が認め

られたが，その中で星細胞が特に有用であ

るという結果には現在至っていない。 
SV40Tg マウス胎児肝からの細胞分離は、
マウスの自然交配が困難なため、SV40Tg
ラット胎児肝からの非実質細胞分離を試み

ている。 
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