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ヒト iPS細胞から分化誘導した肝細胞は，再生医療への応用のみならず，
創薬過程における毒性評価系や薬効評価系への応用が期待されている。
本稿では，著者らが研究開発を進めているヒト iPS細胞から肝細胞への
高効率分化誘導法，および創薬研究，特に医薬品開発研究における毒性
試験へのヒト iPS細胞由来分化誘導肝細胞の応用について，現状と課題，
可能性について解説する。

記載する）を用いたin vitro試験が行

われている。しかしながら，動物を用

いた試験には「種差の壁」の限界があ

り，ヒト特異的に発生しうる毒性を予

測することは困難であり，HepG2細胞

などのヒト肝がん細胞株はCYP活性が

極めて低く，CYPによる代謝に関連し

た毒性を評価できない。また，ヒト初

代培養肝細胞は培養後急速にCYPを

はじめとする薬物代謝酵素など

の活性低下がみられること，安

定供給や継続性の観点からその

利用には限界がある為（ヒト初

代培養肝細胞はin vitroでは増

殖しないため，同じロットの細

胞を用いた試験を安定に行うこ

とができない），より安定に使

用できるヒト由来の細胞系を用

いた肝毒性評価系の確立が望ま

れている。ヒトiPS（induced 

Pluripotent Stem）細胞から

分化誘導した肝細胞は，従来の

毒性）は，毒性が原因で生じる医薬品

候補化合物の開発中止の約2～3割を

占め，最も主要な原因の１つである。

現行の毒性試験では，主に齧
げっしるい

歯類を用

いたin vivo試験や，齧歯類由来の初

代培養肝細胞やHepG2細胞などのヒ

ト由来の肝がん細胞株，ヒト初代培養

（凍結）肝細胞（本稿では，ヒト凍結

肝細胞も含めてヒト初代培養肝細胞と

1　はじめに
　肝臓（肝細胞）は生体内外の物質の

代謝，解毒，排出などに関与する主要

な臓器（細胞）であり，体内に投与さ

れた医薬品は主に肝細胞でシトクロム

P450（CYP）などの薬物代謝酵素に

より代謝され，抱合系酵素により解毒

を受け，トランスポーターにより排出

される（図１）。薬物誘発性肝障害（肝

A

B

C

図１　肝臓における薬物代謝酵素とその機能
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毒性評価の問題点の克服が期待でき，

（大量生産できれば）比較的安価に，

同一ロットの細胞を安定供給できる可

能性を有するといった利点を有し，肝

毒性評価のための新しい細胞ソースと

して期待されている（図２）。本稿で

は，ヒトiPS細胞から肝細胞への分化

誘導法に関する技術開発と，毒性評価

系への応用の可能性について著者らの

成果を中心に紹介する。

2　ヒトiPS細胞から肝細胞への
分化誘導
　海外においては特に，ヒトES細胞

（Embryonic Stem Cells）から

肝細胞への分化誘導に関する研究が先

行して進められてきた。2005年，

D’Amourらが，アクチビンAがヒト

ES細胞から内胚葉への分化に有効で

あることを発表して以来1），それまで

中胚葉や外胚葉系列の細胞と比べて遅

れていた内胚葉系列への分化誘導研究

が急速に進んできた。なお，ヒトES

細胞とiPS細胞は共通の方法で分化誘

導できるため，本稿ではこれらを区別

せずに解説する。

　ヒトiPS細胞は中内胚葉，内胚葉，

肝幹前駆細胞を経由して成熟した肝

細胞へと分化することが知られており

（図３），それぞれの分化過程で，サ

イトカインや増殖因子，低分子化合物

などを，発生段階を模倣したように添

加していくことで，ヒトiPS細胞から

肝細胞へ分化誘導する方法が開発され

ている。ヒト（未分化）iPS細胞から

内胚葉への分化誘導ステップでは，ア

クチビンAがほぼ全てのプロトコール

で使われており，アクチビンAと同時

に作用させる形で，Wnt3a（あるいは

Wnt3aシグナルを刺激する化合物）

も用いられることが多い。内胚葉から

肝幹前駆細胞への分化過程ではFGF

（Fibroblast Growth Factor）シグ

ナルとBMP（Bone Morphogenetic 

Protein）シグナルが重要であること

が知られており，FGF4とBMP2の組

み合わせや2），FGF1/2/4とBMP2/4

の組み合わせ3）によって，内胚葉か

ら肝幹前駆細胞が分化誘導できるこ

とが報告されている。また，DMSO

（dimethyl sulfoxide）によるヒス

トンのアセチル化が有効であることも

報告されている4）。肝幹前駆細胞から

肝細胞への分化過程においては，HGF

（Hepatocyte Growth Factor）や

オンコスタチンM（OsM），デキサメ

タゾン（DEX）などを用いて分化誘導

する方法が一般的である5,6）。さらに

各分化ステップで，添加する液性因子

図3　液性因子と転写因子の導入の組み合わせによるヒトiPS細胞から肝細胞への高効率分化誘導
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ヒトiPS細胞をアクチビンAで培養することによって得られた培養2-3日目の中内胚葉に対してFOXA2発現アデノウイルスベクターを作用させた。
さらに，アクチビンAで3-4日間培養した後，培養6日目の内胚葉に対してFOXA2およびHNF1α発現アデノウイルスベクターを作用させた。BMP4
とFGF4を用いて3日間培養した後，培養9日目の肝幹前駆細胞に対してFOXA2およびHNF1α発現アデノウイルスベクターを作用させた。その後，
肝幹前駆細胞をHGF，オンコスタチンM（OsM），デキサメタゾン（DEX）を用いて11～16日間培養することによって（培養12日目にFOXA2
およびHNF1α発現アデノウイルスベクターをさらに作用），高い薬物代謝機能やアルブミン産生能等を有した肝細胞へ分化させることができる。

図2　ヒト初代培養（凍結）肝細胞を用いた
　　  毒性評価の問題点とヒトiPS細胞由来
　　  分化誘導肝細胞への期待
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に加え，基本培地や細胞外マトリック

ス（マトリゲルやⅠ型コラーゲン，ラ

ミニンが汎用される）の種類，血清や

フィーダー細胞の有無などが各プロト

コールで工夫されている。

3　高機能なヒトiPS細胞由来
分化誘導肝細胞の作製を目指し
た試み
　ヒトiPS細胞から分化誘導した肝細

胞を創薬の毒性試験に利用するために

は，薬物代謝酵素の活性がヒト初代培

養肝細胞に匹敵するレベルであること

が最重要事項となる。一方で，上述の

分化誘導法で作製されたヒトiPS細胞

由来分化誘導肝細胞は，薬物代謝酵素

の活性がヒト初代培養肝細胞と比較し

て依然として低いものであり，より一

層の技術開発が必要となっている。

　ヒトiPS細胞由来分化誘導肝細胞の

更なる機能向上を促す方法としては，

肝発生のメカニズム解明に関するより

一層の基礎研究の成果を，in vitroでの

分化誘導研究に応用することが最も有

効である。他の方法として，分化関連

遺伝子を導入することや，三次元培養

や支持細胞との共培養により肝機能を

高めること，肝細胞だけを純化・濃縮

していくこと，肝細胞分化に適したiPS

細胞を作製・選択すること，などが考

えられる。我々は，肝細胞分化に重要

な役割を果たす転写因子（FOXA2，

HNF1αなど）を，ヒトiPS細胞から肝

細胞への分化途中の細胞に，一過性に

高効率遺伝子導入が可能なアデノウイ

ルスベクターを用いて遺伝子導入する

ことによって，ヒトiPS細胞から肝細胞

への分化効率を高めることに成功した

（図３，４）7）。また，肝細胞は生体内

で肝細胞同士，あるいは他の細胞との

相互作用のもと機能を発揮していると

考えられ，そのような細胞同士の相互

作用を，三次元培養や，繊維芽細胞や

血管内皮細胞などとの共培養を行うこ

とでin vitroで一部模倣し，機能向上が

得られることが報告されている8,9）。

一方，iPS細胞は株間で分化指向性が

異なることが知られており，肝細胞分

化に適したヒトiPS細胞株を選択する

ことも重要である。さらには，細胞表

面マーカーを用いたソーティング，ある

いは特定の細胞外マトリックスへの接

着能など，何らかの方法を用いて，目

的の細胞を純化・濃縮させることも高

機能なヒトiPS細胞由来分化誘導肝細

胞の作製に極めて有効と考えられる。

4　ヒトiPS細胞由来分化誘導
肝細胞の毒性評価系への応用と
将来展望
　ヒトiPS細胞由来分化誘導肝細胞が

毒性試験に利用できるか否かの指標と

しては，薬物が薬物代謝酵素で代謝さ

れて生じる反応性代謝物による毒性を

検出できるかどうかがあげられる。

筆者らは，CYP3A4で代謝されるこ

とによって毒性を生じるAfl atoxin B1

や，CYP2C9で代謝されることによっ

て細胞障害性を示すBenzbromarone

を用いることで，ヒトiPS細胞由来分

化誘導肝細胞が反応性代謝物による

細胞毒性を検出可能なことを実証した

（図５）9）。本細胞が，毒性試験に使用

するための最低限の特性は保持してい

ると言える。

　興味深いことに，ヒトiPS細胞由

来分化誘導肝細胞は，iPS細胞の樹

立に使用された個人の遺伝的背景を

Albumin α-1-antitrypsin CYP3A4CYP2D6 CYP7A1

図4　ヒトiPS細胞由来分化誘導肝細胞

様々な肝細胞特異的マーカータンパク質の発現が陽性である。（文献7より転載）
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引き継ぎ，それぞれ個人差を反映し

た細胞になっていることを確認した

（図６）10）。例えば，CYP2D6の

poor metabolizer由来のヒトiPS細

胞（CYP2D6遺伝子座のSNPのた

めにCYP2D6タンパク質自体が産生

されない遺伝的背景を有したヒトiPS

細胞）やextensive metabolizer由

来のヒトiPS細胞（通常のCYP2D6

遺伝子座を有したヒトiPS細胞）か

ら肝細胞を分化誘導し，CYP2D6に

よる代謝によって毒性の有無が決ま

るdesipramineやperhexilineを作用

させると，その細胞毒性が，ヒト初

代培養肝細胞を用いた場合と同様に

CYP2D6活性の有無によって反映さ

れること確認した（図７）10）。このよ

うな特異な遺伝的背景を有した肝細胞

は，従来安定的に入手することが困難

であり，ヒト初代培養肝細胞を用いた

場合には，これらの肝細胞を用いた毒

性試験を実施することは不可能であっ

た。iPS細胞技術を利用することで，

これまで安定供給が困難であった特異

な薬物代謝酵素の遺伝子座を有した個

人由来の肝細胞の安定供給が可能とな

り，従来技術では解析が困難であった

毒性試験も可能になる道が開けてきた

と言える。
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図5　Afl atoxin B1，BenzbromaroneによるヒトiPS細胞由来分化誘導肝細胞の細胞毒性

それぞれCYP3A4，CYP2C9で代謝されることによって細胞障害性を示すAfl atoxin B1，BenzbromaroneをヒトiPS
細胞由来分化誘導肝細胞に作用させたところ，濃度依存的な細胞毒性を示した。ここに， CYP3A4，CYP2C9の阻害剤
（それぞれKetoconazole，Sulfaphenazole）を作用させたところ，細胞毒性が減弱し，本細胞を用いて薬物代謝酵素
によって代謝された代謝産物（反応性代謝物）による細胞毒性が検出可能なことが示唆された。（文献9より改変転載）

iPS

1. iPS
2. 

図6　ヒト初代培養肝細胞における薬物代謝能

薬物応答能の個人差がヒトiPS細胞由来分化誘導肝細胞においても確認できる。
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るのが現状である。また，ヒトiPS細胞

由来分化誘導肝細胞は，胎児型の薬物

代謝酵素として知られているCYP3A7
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同年4月　大阪大学大学院薬学研究科分子生物学・特任助教
同年11月　K-CONNEX研究者（京阪神次世代グローバル
　　　　　研究リーダー育成コンソーシアム）としても勤務
〈研究テーマ〉
ヒトiPS細胞由来内胚葉系細胞を用いた創薬・再生医療応用
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