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研究成果の概要（和文）：Activin Aを主体とするiPS細胞のfeeder-free培地を開発した。肝細胞に特異的な転写因子C
/EBP alpha, GATA4, HEX, FoxA2をiPS細胞に導入して培地にOncostatin M, EGF, RAを導入すると肝芽細胞に分化する
ことを見いだした。ブドウ糖、アルギニンを除きガラクトース、オルニチンを添加した培地をiPS細胞とヒト初代培養
肝細胞の共培養に添加すると、3日でiPS細胞が死滅し肝細胞のみを選択することが可能な培地(hepatocyte selection 
medium)を開発した。

研究成果の概要（英文）：A medium with Activin A was developed for feeder-free culture of iPS cells. iPS ce
lls differentiated to hepatoblasts from iPS cells transfected with C/EBP alpha, GATA4, HEX, and FoxA2 in a
 medium with Oncostatin M, EGF, and RA. Hepatocyte selection medium was developed without glucose or argin
ine, supplemented with galactose and ornithine. When HSM was added to co-culture of iPS cells and human pr
imary hepatocytes, iPS cells died and hepatocytes survived. Hepatocytes were successfully purified. 
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１．研究開始当初の背景 
①. 肝不全は機能する肝細胞が極度に減少

する致命的な病態である。iPS 細胞は多
彩な細胞に分化する能力を有する。iPS
細胞から肝細胞を製造して肝不全症例
に移植することができれば、根本的な治
療法になる。 

②. iPS 細胞は通常マウス線維芽細胞をフ
ィーダー細胞として培養する。しかし移
植するには異種タンパクへの曝露は好
ましくない。そこで無フィーダー培地を
開発する必要がある。 

③. iPS 細胞から肝細胞を分化誘導した場
合、iPS 細胞が残存した状態で移植する
と発癌の危険がある。したがって残存す
る iPS 細胞を消去する方法を開発する
必要がある。 

④. ブドウ糖、アルギニンは細胞の生存に必
須なので両者を培地から除くと細胞は
死滅する。しかし肝細胞は糖新生、尿素
サイクルに関連する一連の酵素群が発
現しているのでガラクトース、オルニチ
ンを添加すると生存することが期待さ
れる。 

 
２．研究の目的 
iPS 細胞の無フィーダー培地を開発する。iPS
細胞から肝細胞を製造する方法を開発する。
iPS 細胞を肝細胞へ分化誘導する方法を開発
する。iPS 細胞と初代培養肝細胞の共培養か
ら iPS細胞を死滅させ肝細胞のみを選択する
培地を開発する。 
 
３．研究の方法 
①. マウス embyonic stem cells は Activin 

A にて内胚葉へ分化する。そこで iPS 細
胞に Activin A を添加したところ、未分
化能を維持することを偶然見いだした。
そこで Activin A に small molecules
を添加して iPS 細胞を継代培養し、未分
化能を解析した。 

②. 肝細胞に特異的な転写因子 C/EBP alpha, 
GATA4, HEX, FoxA2 を iPS 細胞に導入し
た。培地に種々の増殖因子を添加して培
養し7日後RNAを抽出して肝細胞に特異
的な遺伝子の発現を解析した。 

③. PS 細胞から肝細胞への分化誘導は現状
では困難なので肝細胞のモデルとして
初代培養肝細胞と iPS 細胞の共培養に
ブドウ糖とアルギニンを除き、ガラクト
ースとオルニチンを添加した培地
(hepatocyte selection medium, HSM)
で培養した。 

 
４．研究成果 
①. Activin A、CHIR99021 を添加すると 12 

passage まで継代が可能であり、未分化
能を維持することが確認された。iPS 細
胞の無フィーダー培地が開発された。 

②. iPS 細胞に C/EBP alpha, GATA4, HEX, 

FoxA2 を導入し、培地に Oncostatin M, 
epidermal growth factor, retinoic 
acid を添加すると肝芽細胞に分化する
ことが確認された。 

③. iPS 細胞と初代培養肝細胞の共培養に
HSMを添加すると3日でiPS細胞は死滅
し肝細胞が生存することを確認した。 
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