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研究成果の概要（和文）：ヒトiPS細胞の肝細胞分化誘導系から、肝前駆細胞に特異的なマーカーの発現を指標に細胞
を分取した。分取した細胞は高い増殖能を有し、アルファフェトプロテインやHNF4aを発現しており、肝前駆細胞の特
徴を有した。さらに、これらの細胞は増殖後、特定の培養条件下で培養することで、肝細胞様細胞と胆管上皮細胞様細
胞への二分化能を示した。以上より、本研究で樹立したヒトiPS細胞由来肝前駆細胞は、大量調製可能であり、肝細胞
と胆管上皮細胞のソースとして有用である事が示唆された。

研究成果の概要（英文）：After induction of hiPS cells to the hepatic lineage according to the published 
procedures, we enriched the cells expressing cell surface antigens expressed on liver progenitors by cell 
sorting using specific antibodies. Sorted cells exhibited a high proliferative potential. Those cells 
expressed immature hepatic genes, such as AFP and HNF4a. After expansion of those cells by serial 
passages, they were able to differentiate into either hepatocyte-like cells or cholangiocyte-like cells 
depending on the culture condition. These results suggest that self-renewable liver progenitors can be 
isolated from hiPS cells. They may be a useful source for producing a large amount of functional 
hepatocytes and cholangiocytes.
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１．研究開始当初の背景 
（1）肝臓は、代謝や血清タンパク質の産生
など多種多様な機能をもち生体の恒常性を
担う臓器である。肝細胞は、薬物代謝の中
心的な細胞であり、それに関わる多数の酵
素群（Cytochrome P450: CYP）を発現する。
生体において、肝細胞は極性を有し、細胞
膜上に多数の膜輸送タンパク質が適切に配
置されており、薬物の取り込み、代謝、排
泄を行っている。したがって、in vitro で
薬物の薬効や毒性を評価する上では、生体
肝細胞と遜色のない薬物代謝酵素群の発現
および薬物の肝細胞への取り込みと排泄機
構を持った細胞が必要である。 
 
（2）これまで、新規薬剤の薬効、毒性を評
価するため、初代肝細胞培養系が広く利用
されてきたが、生体から分離した肝細胞は
培養することで、その機能を急速に失うた
め、十分な機能と再現性のある in vitro
の薬物評価系はないのが現状である。そも
そも成熟したヒト肝細胞を大量に得ること
は不可能である。 
 
（3）近年、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。しかし、既報
の iPS 細胞由来肝細胞は、薬物代謝酵素発
現に関しては、成体の成熟肝細胞とは比較
にならない程の低レベルでしかなく、薬物
の取り込み、排泄に関与する各種膜輸送タ
ンパク質の局在、機能に関しても十分に再
現出来ていない。さらに、iPS 細胞からの
肝細胞分化の問題として、様々なサイトカ
インによる多段階かつ長期間の分化誘導を
必要とすること、また、全ての iPS 細胞を
均一に肝細胞に分化させることは困難であ
るといった問題がある。 
 
２．研究の目的 
本研究では、創薬研究に利用可能な高機能
性肝細胞を、ヒト iPS 細胞から大量に調製
するシステムの樹立を目指す。肝前駆細胞
は継代培養可能であるので、これをヒト
iPS 細胞から分化誘導して増幅し、それを
機能的な肝細胞へと分化誘導するシステム
の開発を行う。さらに、このヒト肝細胞を
マウスに移植し in vivo での機能を評価す
る。 
 
３．研究の方法 
（1）従来法に従い、ヒト iPS 細胞から多段
階的に分化誘導した培養系から肝前駆細胞
を純化する。ヒト iPS 細胞由来肝前駆細胞
の純化には、これまでに肝前駆細胞を濃縮
することが示されている細胞表面マーカー
の発現を指標に行う。次に、純化した肝前
駆細胞を維持・増幅する培養系を確立し、
増幅した肝前駆細胞から肝細胞への分化誘
導系を２次元および３次元培養法を用いて

最適化する。 
 
（2）肝前駆細胞の特徴解析のひとつとして、
胆管上皮細胞への分化能について解析する。
ヒトiPS細胞由来肝前駆細胞をマトリゲル／
コラーゲンゲル内で包埋培養し、分化が終了
した時点で、タンパク質、遺伝子レベルで胆
管上皮細胞への分化能について評価する。 
 
（3）マウス胎児肝臓から、肝類洞内皮細胞
や肝星細胞といった肝非実質細胞に特異的
な表面抗原の発現を指標にこれらの細胞を
分離する。分離後の濃縮率についてフローサ
イトメトリーによる解析を行い算出する。 
 
（4）分化誘導したヒト肝細胞とマウス肝臓
から分離した肝類洞内皮細胞、クッパー細
胞、肝星細胞との三次元培養法の樹立によ
る肝細胞の高機能化を試みる。誘導した肝
細胞について、各種の肝成熟マーカーやト
ランスポーターの発現について、タンパク
質あるいは遺伝子レベルで解析する。 
さらに、こうして作製した肝細胞を、肝障
害を与えた免疫不全マウスに、経脾的に移
植してヒト肝細胞キメラマウスの樹立を試
みる。移植後、ヒト肝細胞の置換率につい
て、ヒトアルファフェトプロテイン、ヒト
アルブミン、ヒトサイトケラチンを特異的
に認識する抗体を用いて、免疫組織化学的
に解析する。 
 
４．研究成果 
（1）EpCAM,DLK1 等の肝前駆細胞マーカーに
ついて、ヒト iPS 細胞由来肝前駆細胞の濃縮
に利用可能か検討を行った。ヒト iPS 細胞の
肝細胞分化誘導系から、肝前駆細胞に特異
的なマーカーの発現を指標に細胞を分取し
た。分取した細胞は、コロニーを形成し、
培養 7日で約 7倍に増殖した。また、継代
培養、凍結保存が可能であった。 
さらに、遺伝子、タンパク質レベルの解析
において、アルファフェトプロテイン、
HNF4a、PROX1、CD13、EpCAM 等を発現する
ことが明らかとなり、肝前駆細胞の特徴を
示した。これらのマーカー分子の発現は、
増殖後あるいは凍結保存後においても維持
された。 
 
（2）分取した細胞について、肝細胞および
胆管上皮細胞への二分化能を解析したとこ
ろ、平面培養系において、オンコスタチン
M 存在下では、二核を有する肝細胞様細胞
に分化した。本研究で作製したヒト iPS細
胞由来肝細胞は、従来法で作製したヒト
iPS 細胞由来肝細胞と比較し、高いアルブ
ミン産生能と薬物代謝酵素活性を示した。
特に、代表的な薬物代謝酵素の一つである
CYP3A4 活性を測定したところ、肝細胞へ分
化誘導してから二週間以上にわたり、高い



活性を維持することが明らかとなった。 
また、マトリゲル／コラーゲンゲル培養で
は数 100 ミクロン程度のシストを形成し、
胆管上皮細胞様細胞に分化した。分化誘導
後、肝前駆細胞のマーカーであるアルブミ
ンとアルファフェトプロテインの発現減少
が認められた一方、胆管上皮細胞のマーカ
ーであるサイトケラチン７の発現誘導が認
められた。 
以上より、本研究で樹立したヒト iPS 細胞
由来肝前駆細胞は大量調製可能であり、肝
細胞と胆管上皮細胞のソースとして有用で
ある可能性が示唆された。 
 
（3）妊娠 14 日目のマウス胎児肝臓から自
動磁気細胞分離装置を用いて、Stab2 と
p75NTRの発現を指標に、それぞれ肝類洞
内皮細胞と肝星細胞を同時に分取可能な条
件を決定した。フローサイトメトリー解析
の結果、分離後の肝非実質細胞の濃縮率は、
95%以上であり、肝類洞内皮細胞と肝星細
胞の細胞比は、約 7:3 であった。 
次に、本研究で樹立したヒト iPS細胞由来
肝前駆細胞と二次元および三次元的に共培
養系を作製した。三次元共培養系は、低接
着性マイクロウェルプレートを用いて作製
した。三次元培養系において、肝前駆細胞
の単独培養と比較し、肝非実質細胞を加え
た共培養系では効率的な組織化が認められ
た。また、遺伝子発現解析の結果、アルブ
ミン、G6PC、TAT、CYP3A4 をはじめと
する各種薬物代謝酵素群等の肝機能マーカ
ーおよび ABCC2、ABCC3、ABCB4 等の
トランスポーターは二次元培養系に比べ、
三次元培養系で高く発現し、肝非実質細胞
を加えた培養系で最も高い発現を示した。
以上のことから、マウス胎児由来肝非実質
細胞は、肝組織の構築に効果的であるだけ
でなく、肝細胞の成熟化を促進することが
明らかとなった。 
このように、本研究ではヒト iPS細胞か
ら高機能性の肝細胞を誘導することに成功
した。 
 
（4）最後に、誘導したヒト iPS 細胞由来
肝前駆細胞を免疫不全マウスに移植し、ヒ
ト肝細胞キメラマウスの樹立を試みた。マ
ウスは NOD/Scid 免疫不全マウスを用い、四
塩化炭素（20% CCl4/corn oil:1ml/kg）を
腹腔内に投与し肝障害を誘発した。肝障害
の程度は、四塩化炭素投与後、経時的に血
清中の ALT 値を測定し判断した。ALT 値の
上昇が認められた時点で、経脾的にヒト
iPS 細 胞 由 来 肝 前 駆 細 胞 （ 1x106 

cells/mouse）を移植した。移植後二日後に
おいて、免疫染色の結果、レシピエントマ
ウス肝臓内にヒトアルファフェトプロテイ
ンを発現する細胞が認められた。しかしな
がら、移植１週間後においては、マウス肝
細胞がヒト肝細胞で置換されている様子は

観察されなかった。 
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