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研究成果の概要（和文）：B型、C型肝炎ウイルス（HBV, HCV）の持続感染は本邦における肝硬変・肝癌等の大き
な要因であるが、その感染性の種特異性から解析が困難な問題があった。本研究ではヒトiPS細胞から肝細胞を
誘導し、HBV感染解析系を構築する目的で、1. HBV感染受容体の高発現型ヒト肝細胞の作製、2. 肝細胞の高機能
化を担う遺伝子のスクリーニング、といった研究を行った。その結果、Ntcpを強制発現したヒトiPS細胞由来肝
細胞で効率的にHBVが感染・増幅することやKLF15が肝細胞の高機能化に重要なことなどを見出している。

研究成果の概要（英文）：Chronic infection of hepatitis B virus (HBV, HCV) is a major cause of 
cirrhosis, liver cancer etc in Japan. However, it was difficult to analyze because of  the species 
specificity of its infectivity. In this study, for the purpose of deriving hepatocytes from human 
iPS cells and constructing an HBV infection analysis system, 1) preparation of highly expressed 
human hepatocytes of HBV receptors, 2) genes responsible for high function of hepatocytes Screening,
 etc. were conducted. As a result, it has been found that HBV is efficiently infected / amplified in
 human iPS cell-derived hepatocytes overexpressing Ntcp, and that KLF 15 is important for enhancing 
hepatocyte function.

研究分野： 肝細胞生物学

キーワード： ヒトiPS細胞
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 
本邦において、B 型、C 型肝炎ウイルス

（HBV, HCV）の持続感染に起因する慢性
肝炎は、肝硬変・肝癌の最大の原因となっ
ている。ウイルスの種特異性（ヒト選択性）
によりマウス、ラットといった簡便な実験
動物による研究が困難なことから、HBV
および HCV ゲノムの複製に必要な部分で
構成されたレプリコンRNA や JFH-1 等の
特定のウイルス株とヒト肝癌細胞株等を組
み合わせることで、ウイルスの複製機構の
解析・インターフェロン等への反応性の研
究が行われている（Wakita, et al., 2005 な
ど）。肝炎ウイルスに幅広い感染能力のある
正常ヒト肝細胞としては、現在では脳死等
の移植ドナー肝臓の残肝部分から得られた
肝細胞等が利用できるのみで、安定かつ大
量のヒト肝細胞の供給が今後の研究の進展
に必須である。 
 多能性幹細胞（ES, iPS 細胞）は、多様
な臓器・組織の機能細胞への多分化能と高
い増殖性を持ち、再生医療等の重要なソー
スである。ヒト多能性幹細胞から成熟肝細
胞の分化誘導では、Fibroblast growth 
factor (FGF)や Hepatocyte Growth factor 
(HGF)といった肝発生に重要なサイトカイ
ンを連続的に添加するプロトコルが報告さ
れており、申請者らが幼弱肝細胞の成熟促
進因子として以前同定したオンコスタチン
M （Kamiya et al., 1999）も、ヒト ES, iPS
細胞からの成熟肝細胞分化誘導に利用され、
薬 物 代 謝 酵 素 チ ト ク ロ ー ム P450
（CYP450）や各アミノ酸代謝酵素などの
成熟肝特異的遺伝子の発現に寄与している
（Si-Tayeb K et al., 2010, Inamura et al., 
2011 など）。しかし、成熟肝細胞は in vivo
での高い再生能力に比べて in vitro では限
定された増殖能力しか持たないことから、
大量のヒト肝細胞を iPS 細胞から得るには
様々なコスト面・技術面の問題点がある。 
 
２．研究の目的 
 
B 型、C 型肝炎ウイルス（HBV, HCV）の
持続感染は本邦における肝硬変・肝癌等の
致死的肝疾患の最大の要因となっている。
直接作用型抗ウイルス薬（DAA）の登場に
より HCV 治療の成績が急激に改善され、
ほぼ寛解が見込める状況であるのに対し、
HBV はリバビリン等を用いたウイルス増
殖抑制の状況でも発癌が見られるなど、未

だ重要な課題となっている。ウイルスのヒ
ト選択性から、感染関与遺伝子を改変した
動物モデル等での HBV の感染実験は困難
であり、HBV ウイルス感染の分子機構の
解明の障害となっていた。申請者らは、ヒ
ト iPS 細胞から肝幹・前駆細胞、そして成
熟肝細胞を誘導する培養系を独自に開発し
ている。また最近、トランスポゾンやゲノ
ム上の任意の配列を切断できるゲノム編集
酵素を用いたヒト iPS 細胞等の遺伝子改変
法が報告され、申請者らも特定の遺伝子を
ノックアウトしたヒト iPS 細胞由来肝幹・
前駆細胞の作製に成功している。 
 そこで本研究では、高機能なヒト iPS 細
胞由来肝細胞を作製し、HBV 感染・解析
系の構築を行う。 
 
３．研究の方法 
 
申請者は、ヒト iPS 細胞をサイトカイン

処理により肝臓系細胞へと分化誘導したの
ちに肝幹細胞マーカー特異的抗体による純
化法とフィーダー細胞を用いた培養法によ
り、長期増殖可能な肝幹・前駆細胞様の細
胞を得ることに成功している。本研究では、
このヒト iPS 細胞由来肝幹・前駆細胞を大
量に培養した後に、肝炎ウイルス感染可能
な高機能な成熟肝細胞へと分化誘導するこ
とで、感染実験に適したヒト肝細胞を大
量・簡便に得る系を構築する。 
近年、HBV ウイルスの感染に必要な受容

体としてNtcpやASGPRが関与することが報
告された。そこで、本研究ではトランスポ
ゾン遺伝子導入などの方法を用いて、Ntcp
強制発現ヒト肝細胞を iPS 細胞から樹立し、
HBV 感染に用いることを行った。 
また、ヒト肝細胞の成熟過程で HBV の感

染性が変化するか解析するとともに、より
高機能な肝細胞をヒト iPS 細胞から分化誘
導する系の構築を進めた。 
 
４．研究成果 
 
ヒト iPS細胞に Piggybac トランスポゾンを用
いて、薬物誘導性NtcpおよびASGPR発現カ
セットを導入した。この細胞を用いて、肝細胞
系への分化誘導を行い、肝前駆細胞画分を
フローサイトメーターを用いて分取・フィーダ
ー細胞上で培養した。この細胞は通常の細胞
と同様に長期増殖が可能な一方で、ドキシサ
イクリン刺激によってNtcpおよびASGPRの発
現誘導が可能である。そこで、HepG2.2.15.7



細胞を用いて採取した HBV をこの細胞に
感染させた結果、Ntcp の発現誘導によって
HBV 感染が誘導され、HBV cccDNA など
が検出された。興味深いことに、この細胞
にインターフェロンや tenofovir を投与す
ることでウイルス増殖の抑制が可能であり、
この培養系が HBV の抗ウイルス薬などの
スクリーニングに使用可能と考えられた。
今後、iPS 細胞にゲノム編集等を行うこと
で、ウイルスの感染を抑制できるような遺
伝子の探索を目指す。 
また、HBV 感染と肝細胞の成熟化の関

連性を解析する目的で、肝機能を制御する
転写因子群の網羅的解析を行った。マウス
胎仔肝前駆細胞および成体肝細胞を分離・
純化し、マイクロアレイを用いて肝発生過
程で発現が変化する転写調節因子のスクリ
ーニングを行った。得られた候補遺伝子群
をマウス胎仔肝前駆細胞に遺伝子導入し、
肝機能遺伝子の発現を解析した結果、
Kruppel 型転写調節因子ファミリーに属す
る KLF15 を遺伝子導入することで、複数
の肝機能遺伝子の発現を誘導できることを
見出した（図１）。そこで、次にヒト iPS
細胞由来肝前駆細胞で同様の実験を行った。 
ヒト iPS 細胞をサイトカインの連続添加

により肝細胞系へと分化誘導した後にラミ
ニン上で継代培養することで持続増殖可能
な肝前駆細胞が得られる。このヒト iPS 細
胞由来肝前駆細胞に KLF15 をレトロウイ

ルスを用いて遺伝子導入し、成熟肝細胞と
しての機能遺伝子の発現変化などを解析し
た。その結果、KLF15 によって種々の肝機
能遺伝子の発現や薬物代謝活性が誘導され
ることを見出した。さらに一部の肝機能遺
伝子のプロモーター活性を KLF15 が上昇
させることを見出している。 
そこで、Ntcp 発現と KLF15 との関連を

解析した結果、KLF15 によって Ntcp が誘
導されることを見出している。今後、この
ような高機能ヒト肝細胞における HBV の
感染実験・解析等を行う予定である。 
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