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研究成果の概要（和文）：本研究では、ヒトiPS細胞の肝細胞への分化過程で発現が変動する細胞表面タンパク質につ
いて解析し、新規接着性材料を作製することを目的とした。従来の分化誘導法では、マウス肉腫由来のマトリゲルを接
着基質として用いていたが、まずは異種動物由来成分を含まない接着基質の開発を行った。細胞外マトリックスタンパ
ク質であるビトロネクチンの一部とIgGのFcドメインの融合タンパク質（R-Fc）を作製し、安定した分化誘導が可能な
接着基質として報告した。また、DNAアレイおよびqPCRにより分化誘導過程の細胞表面タンパク質を網羅的に解析し、
分化に伴って増強される数種類の遺伝子を同定した。

研究成果の概要（英文）：In this study, defined cell-recognizable materials have been developed for the 
differentiation of human iPS cells into hepatocyte-like cells. In most of protocols reported previously, 
Matrigel is used as a substrate for cell adhesion during differentiation. Matrigel is derived from mouse 
sarcoma, and the method using Matrigel is not a defined condition. First, a small fragment of vitronectin 
containing RGD sequence was fused with Fc domain of IgG (R-Fc) to establish a defined substrate. This 
protein supported both maintenance of the pluripotent state of iPS cells and differentiation into 
hepatocyte-like cells. Next, the patterns of cell-surface protein expression during differentiation were 
analyzed by DNA array and qPCR to design novel cell adhesive materials for differentiated cells, and 
specific genes were identified, which expression were up-regulated during differentiation of human iPS 
cells into hepatic lineage cells.

研究分野：細胞生物学
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１．研究開始当初の背景 
	
 ヒト ES/iPS 細胞から分化誘導した肝細胞
は、将来的な移植医療、代謝機能の解明、
Maturity	
 onset	
 diabetes	
 of	
 the	
 young	
 
(MODY)などの遺伝子疾患の治療法の探索、薬
物動態試験など様々な応用が期待されてい
る。これまで報告されている手法では、分化
した肝細胞様細胞の最終的な割合は多くて
も全体の約 80%程度であり、cytochrome	
 P450	
 
(CYP)ファミリーやトランスポーターなど肝
細胞特異的な遺伝子群の発現は生体由来肝
細胞と比較して非常に低いことが改善すべ
き点である。また、分化誘導の際の接着基質
としてマトリゲルが広く利用されているが、
マトリゲルはマウス肉腫由来であるため組
成が不明瞭で、さらに病原性物質の感染や免
疫原性などが問題とされている。そのため、
肝細胞の分化を促進あるいは肝細胞が選択
的に接着できる xeno-free の新規接着基質の
開発が必要とされていた。 
 
 
２．研究の目的 
	
 ヒト iPS 細胞の肝細胞への分化誘導法の改
善のために、分化過程で特異的に発現が誘導
される細胞表面タンパク質に着目し、分化途
中の細胞の選択的な接着、前駆細胞の維持と
更なる分化誘導が可能な培養系の構築を目
的とした。 
 
 
３．研究の方法 
	
 本研究では、研究目的の実現のために下記
の研究課題について検討を行った。	
 
	
 
(1)	
 新規接着基質の利用によるヒト iPS 細
胞維持と分化誘導の安定化	
 
	
 ヒト ES/iPS 細胞の維持と肝細胞への分化
誘導に広く用いられるマトリゲルの代替と
して新規接着基質の開発を行った。そのため
に、細胞外マトリックスの一種であるビトロ
ネクチンの細胞接着に関与する断片とマウ
ス IgG の Fc ドメインとの融合タンパク質を
作製し、大腸菌株である Rosetta-gami	
 B	
 
(DE3)	
 pLysS 株を用いて産生した。作製した
新規融合タンパク質（R-Fc）上でヒト iPS 細
胞の維持と肝細胞様細胞への分化誘導効率
について検討を行った。	
 
	
 
(2)	
 分化誘導の各過程で発現している表面
タンパク質の同定	
 
	
 ヒト iPS 細胞から肝細胞様細胞への分化誘
導を行い（Si-Tayeb	
 et	
 al.,	
 Hepatology,	
 
2010）、それぞれの分化過程の細胞（胚体内
胚葉、肝前駆細胞、肝細胞様細胞）で特異的
に発現している細胞表面タンパク質の同定
を行った。201B6 ヒト iPS 細胞株を用いて肝
細胞への分化誘導を行い、各分化段階の細胞
から total	
 RNA を回収した。回収した total	
 
RNA から cDNA を合成し、PrimerArray	
 Cell	
 

adhesion	
 molecules,	
 PrimerArray	
 
Cytokine-cytokine	
 receptor	
 interaction	
 
(TaKaRa)を用いて SYBR	
 Green 法による qPCR
解析を行った。また GeneChip	
 Human	
 Gene	
 2.0	
 
ST	
 Array	
 (Affymetrix)を用いて網羅的な解
析も行った。さらに、解析結果から発現に変
動が見られた遺伝子について、FAM プローブ
を用いた qPCR により遺伝子発現の変動を確
認した。解析には、3 回の独立した分化誘導
実験から回収した total	
 RNA を用いた。また
比較として、ヒト成人正常組織由来トータル
RNA およびヒト胎児正常組織由来トータル
RNA（BioChain）を用いた。タンパク質レベ
ルでの発現を確認するために、分化誘導した
細胞を蛍光標識抗体で染色して解析した。	
 
	
 
(3)	
 分化過程で特異的に発現しているレセ
プターに対する固定化リガンドの作製	
 
	
 既報から肝前駆細胞で発現が確認されて
いるEPCAMとDLK1のcDNAをクローニングし、
IgG	
 Fc ドメインの cDNA を組み込んだ発現ベ
クター（Nagaoka	
 et	
 al.,	
 Protein	
 Eng.,	
 2003）
に導入した。精製の容易さや純度の高さ、配
向固定や共固定が可能である事から、これま
での研究で用いて来た IgG の Fc ドメインと
の融合タンパク質を用いた。固定化リガンド
の産生は、ヒト胎児腎臓由来細胞株である
HEK293 細胞を用いた。	
 	
 
	
 
(4)	
 作製した固定化リガンドの機能評価	
 
	
 作製した固定化リガンドを、96-well プレ
ートに添加して吸着固定し、分化段階の細胞
（胚体内胚葉、肝前駆細胞、肝細胞様細胞）
および肝癌細胞株である HepG2 細胞を播種し、
接着性と分化誘導能について検討した。	
 
	
 
	
 
４．研究成果	
 
(1)	
 新規接着基質の利用によるヒト iPS 細
胞維持と分化誘導の安定化	
 
	
 マトリゲルに代わるヒト iPS 細胞の接着基
質はこれまでに多数報告されておいるが、そ
の多くが細胞外マトリックスを用いたもの
である。その中で、ビトロネクチン
（vitronectin:	
 VTN）は比較的低分子の 1本
鎖のタンパク質であり、組換えタンパク質と
して産生することが容易である。VTN の N 末
端側には細胞接着分子であるインテグリン
に認識されるアミノ酸配列（RGD 配列）を持
ち、C 末端側にはヘパリン結合ドメインが存
在する。細胞接着には RGD 配列が最小限の認
識配列であるため、RGD 配列を含む VTN	
 
fragment と Fc ドメインの融合タンパク質を
作製し、ヒト iPS 細胞を安定に維持できる培
養法として確立した。	
 
	
 RGD 配列のみを含む短いペプチド断片と Fc
の融合タンパク質である R-Fc、N 末端と C 末
端を除いた断片と Fc の融合タンパク質であ
る NC-Fc を作製した。VTN は比較的低分子で
あり糖鎖修飾の影響がほとんどないことか



 

 

ら大腸菌（Rosetta-gami	
 B 株）による発現系
を用いた。作製した組換えタンパク質への接
着は固定化濃度依存的であり、また RGD 配列
を介した接着であることが確認された。さら
に、コロニーを形成して増殖する様子が観察
された。	
 
	
 作製した VTN と Fc の融合タンパク質上で
継代を繰り返したヒト iPS 細胞は未分化な状
態を維持できることを確認した。また、R-Fc
上で継代培養したヒト iPS 細胞を SCID マウ
スの背中の皮下に移植し、14 週間後に組織を
摘出したところ、三胚葉由来の組織に分化で
きることを確認し、R-Fc は未分化性および多
能性の維持が可能な接着基質であることが
示された。	
 
	
 次に、作製した R-Fc および NC-Fc 上での
分化誘導を試みた。全長の VTN 上で分化誘導
した場合、分化誘導の過程で細胞が剥がれる
現象が観察されており、その理由として、細
胞外マトリックスを分解する酵素である
matrix	
 metalloproteinase（MMP）の発現が
誘導されることが示された。今回作製した
R-Fc は MMP 認識配列を含まないため、分化誘
導過程での細胞の解離を抑制できることが
期待された。	
 
	
 R-FcおよびNC-Fcを固定化した表面上でヒ
ト iPS 細胞から肝細胞への分化誘導を行った
ところ、MMP 認識配列を含む NC-Fc 上では全
長の VTN と同様に分化誘導 10 日後にはほと
んどの細胞が解離してしまった。それに対し
て、R-Fc を用いることで安定に分化誘導が可
能であることが示された。さらに、肝細胞様
細胞への分化誘導を行ったところ、肝細胞特
異的な遺伝子発現が確認され、また肝細胞の
指標である low-density	
 lipoprotein	
 (LDL)
および indocyanine	
 green	
 (ICG)の取り込み
が観察できた。さらに、R-Fc 上で分化誘導し
たヒト iPS 細胞の遺伝子発現パターンは、マ
トリゲル上で分化誘導したヒト iPS 細胞の発
現パターンと類似していることから、マトリ
ゲルに代わる接着基質として利用できるこ
とが示された。	
 
	
 以上の結果より、vitronectin の接着ドメ
インを元に新規に作製した Fc 融合タンパク
質である R-Fc は、ヒト iPS 細胞の未分化性・
多能性維持から、肝細胞への分化誘導まで利
用可能な接着基質であることが示された。	
 
	
 
(2)	
 ヒト iPS 細胞から肝細胞へ分化誘導する
細胞表面タンパク質の解析	
 
	
 ヒト iPS 細胞の分化誘導に用いる新規接着
基質の開発のために、ヒト iPS 細胞から肝細
胞への分化過程で発現が変動する細胞表面
タンパク質について解析を行い、新規接着基
質としての候補分子の選定を行った。	
 
	
 PrimerArrayで解析できる88種類の遺伝子
の中で、ヒト胎児肝組織およびヒト成人肝組
織で発現が高く、分化誘導の 10 日前後から
発現が増強するものを選んだ。Cell	
 adhesion	
 
molecules では、ITGA4、CD34、SELPLG、CDH5、

CD58、VCAM1 の発現に変化が見られたが、大
きな発現の変動は確認されなかった。さらに、
変動の見られた遺伝子群は造血系の細胞に
強く発現が見られるタンパク質であり、上皮
系の肝細胞の選択には不適である可能性が
示唆された。また、 Cytokine-cytokine	
 
receptor	
 interactionにおいても候補分子を
絞ったが、いずれも造血系あるいは多様な細
胞で発現が見られるタンパク質であった。発
現に変動が見られた細胞接着分子（ITGA4、
CD34、SELPLG、CDH5、CD58、VCAM1）につい
て分化誘導 20 日目の細胞の免疫染色を行っ
たところ、肝細胞のマーカーである HNF4A と
VCAM1（CD106）の共局在が観察された（図 1）。
また、GeneChip を用いた解析の結果を FAM プ
ローブによる qPCR により検証し、発現が増
強される細胞表面タンパク質の候補が選別
できた。	
 

(3)	
 分化過程で特異的に発現しているレセ
プターに対する固定化リガンドの作製	
 
	
 細胞表面タンパク質の発現解析の検討と
並行して、肝前駆細胞で発現が誘導されるこ
とが知られている EPCAM と DLK1 について、
接着基質としての応用性を検討した。	
 
	
 ヒト胎児肝組織の total	
 RNA から合成した
cDNA を鋳型に、hEPCAM および hDLK1 の細胞
外ドメインをクローニングし、変異型マウス
IgG1 の Fc ドメイン（Nagaoka	
 M	
 et	
 al.,	
 
Protein	
 Eng.,	
 2003）を組み込んである哺乳
動物細胞発現ベクターに導入した。HEK293T
細胞に導入した後、培養上清から hEPCAM-Fc
および hDLK1-Fc を精製した。	
 
	
 
(4)	
 作製した固定化リガンドの機能評価	
 
	
 作製した hEPCAM-Fc および hDLK1-Fc の接
着活性を確認するために、分化誘導 10 日目
のヒト iPS 細胞および HepG2 細胞を播種した
が、特異的な接着性および細胞増殖は確認さ

図 1 肝細胞へ分化誘導したヒト iPS 細胞の
VCAM1（CD106）と HNF4A の共局在 

 



 

 

れなかった。	
 
	
 EPCAM はホモフィリック、DLK1 はホモ／ヘ
テロフィリックな相互作用を行うことが知
られているが、固定化することで認識性が変
化した可能性や、相互作用が弱く安定な接着
を維持することができない可能性が考えら
れる。	
 
	
 
	
 今後は、作製した hEPCAM-Fc および
hDLF1-Fc のより詳細な活性評価を行うとと
もに、選定した細胞表面タンパク質と相互作
用する新規接着基質の作製を進める。	
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