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「人工多能性幹細胞（iPS 細胞）作製・制御等の医療基盤技術」 

 平成 22 年度採択研究代表者 

 

宮島 篤 

 

 

東京大学 分子細胞生物学研究所・教授 

 

肝分化指向性 iPS 細胞からの高機能性肝組織の構築 

 

 

§§§§１１１１．．．．研究実施体制研究実施体制研究実施体制研究実施体制    

（１）「宮島」グループ 

① 研究代表者：宮島 篤（東京大学 分子細胞生物学研究所、教授） 

② 研究項目 

・マウス肝臓から肝構成細胞の分離と肝組織の再構成 

・ヒト iPS 細胞などからの肝非実質細胞への分化 

 

（２）「酒井」グループ 

① 主たる共同研究者：酒井 康行（東京大学 生産技術研究所、教授） 

② 研究項目 

・成熟肝細胞における酸素透過マイクロウェルを用いた擬似三次元組織培養系の確立 

・構築された組織における機能マーカーの発現解析と主要肝機能評価 

 

（３）「落谷」グループ 

③ 主たる共同研究者：落谷 孝広（国立がん研究センター研究所 分子細胞治療研究分野、分

野長） 

④ 研究項目 

・ヘテロ三次元組織構築に必要な肝細胞を誘導するための技術確立 

    
    
§§§§２２２２．．．．研究実施内容研究実施内容研究実施内容研究実施内容    

(文中に番号がある場合は（３－１）に対応する) 

 

（宮島篤） 

本研究の目標は、無限増殖能を備えたiPS細胞から疾患メカニズムの解明や創薬研究などに利

用可能な成熟肝臓レベルで多様な機能を発現する肝組織をin vitroで再構築することである。成
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熟肝レベルの機能の指標として、代謝や解毒などの機能や肝特異的な転写因子群の発現などに

加えて、創薬研究への応用を考慮して細胞の増殖性も重点目標としている。本研究では、ヒトiPS

細胞から分化誘導した細胞を各種肝構成細胞との三次元共培養系に適用し、高機能肝組織の構

築を行う予定である。しかしながら、iPS細胞からの肝細胞分化における問題として、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う点がある。我々も、既報の方法によりヒトiPS細胞を段階的に肝

芽細胞に分化誘導すると、肝芽細胞特異的なタンパク質であるHNF4aやAFPの発現は一部の細

胞にのみ限局することを観察している。我々はこれまでにマウス胎児肝臓中には増殖性の肝芽細

胞が存在し、継代培養可能であることを示してきた。そこで、平成２３年度においては、ヒトiPS細胞

からの肝細胞分化誘導系の改善として、iPS細胞を肝芽細胞へといったん分化誘導し、それを純

化・増幅後に機能的肝細胞へと分化成熟させるという２段階の分化誘導法の確立を試みた。具体

的には、まず、iPS細胞を肝細胞へと分化誘導し、肝芽細胞の表面抗原の発現を指標に純化して、

肝細胞への分化能を維持したまま細胞を増幅する培養系を樹立した。樹立した肝芽細胞から分

化誘導した肝細胞は、ヒト肝ガン由来細胞株HepG2と比較し、高い薬物代謝酵素分子の発現を有

していた。また、肝臓細胞の分離に利用可能な細胞膜タンパク質の解析を行った

1,2,3)

。 

 平成２４年度においては、他グループと連携し、樹立したヒトiPS細胞由来肝芽細胞と各種肝非実

質細胞との三次元共培養系等に適用することで、高機能肝組織の構築を試みる。 

 

（酒井康行） 

 酸素透過性材料を用いる静置培養系にて、ラット肝細胞を用いて疑似三次元的共培養の確立と

評価を行い、iPS 誘導肝細胞に適用することで、創薬スクリーニングに使用可能な高機能培養系

の開発を目指す。昨年度までの研究で、ハニカム型マイクロウェル構造を持つ酸素透過培養用の

プレートおよび表面処理等に関する確立が終了したので、これを踏まえて平成 23 年度において

は、（１）成熟肝細胞における酸素透過マイクロウェルを用いた擬似三次元組織培養系の確立、

（２）構築された組織における機能マーカーの発現解析と主要肝機能評価についての検討を進め

た。 

 （１）および（２）について、高い肝機能発現が安定して得られた直径 200 µm のマイクロウェル構

造を持つポリジメチルシロキサン(PDMS)表面および平滑なPDMS表面を用いて、線維芽細胞やマ

ウス不死化類洞内皮細胞株と成熟ラット肝細胞の共培養を行った。重層化肝細胞を線維芽細胞

層でサンドイッチするタイプの共培養については、通常の飽和密度の 6 倍の面密度(6×10

5

 

cells/cm

2

)での播種が可能で、平均 3 層からなる重層化組織を形成し、タンパク・尿素合成能等の

機能レベルは通常の数倍に向上した

4)

。次に、同じ構造を持つ PDMS 培養表面を酸素非透過の

組織培養用プレートに置き、飽和細胞密度で培養したところ、細胞の死亡や肝細胞の顕著な凝集

剥離が見られた。一方、PDMS 表面を底面が PDMS で作られ下面の気相からの酸素直接供給が

可能な状況に置き、同様の培養を行うと、平滑な PDMS 表面では、播種した順序でほぼ完全な二

相重層化共培養が可能であった。またマイクロウェル構造でも、下部の肝細胞が凝集して半球状
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となりその表面を類洞内皮細胞が連続的に覆うという状況が実現した（論文作成中）。創薬スクリー

ニングで多用される簡便なサンドイッチコラーゲン培養に習い、上部の類洞内皮の代わりにマトリ

ゲルを培養液に添加したところ、極めて良好な微細胆管の形成が見られた。またタンパク合成能も

添加直後から速やかに上昇した。一方、類洞内皮を添加したところ、タンパク合成能の上昇はや

や遅いが最終的にはマトリゲル重層化と同程度となった。これはマトリックス物質の蓄積に時間が

かかるためと思われた。以上、平面またはマイクロ３Ｄ構造を付与した PDMS 表面を用い、下面か

ら細胞へと半ば直接的に酸素供給を行うことで、個々の細胞レベルでの完全共培養が実現できる

ことを明らかとした。また類洞内皮の代わりにマトリゲルを用いると同様の機能的効果が迅速に得

られることも明らかとした。 

 （２）については、さらに、生体肝小葉構造内で見られる機能学的 zonation―酸素が豊富な門脈

域（小葉外周部）で合成能が亢進し、酸素濃度が低くなる中心静脈部（小葉中心部）で解毒酵素

群の活性が亢進する―の再現の可能性を検証した。具体的には、平面型の PDMS 表面を用いて

マトリゲル重層化培養を行い、酸素濃度 5%及び 21％での機能的差異を検討した。その結果、通

常の組織培養用ディッシュでは解毒酵素群の活性は 21%で亢進したが、PDMS 培養では逆に 5％

濃度でより高い活性を得た。タンパク合成能に関しては、組織培養用ディッシュではやはり 21%濃

度が良好であったが、PDMS 培養では、解毒酵素活性とは逆に 21％で亢進を見た。このことは、

PDMS 培養を用いて細胞の酸素要求性を満たしつつ暴露濃度を生理学的レンジに正確に設定す

る（ほぼ完全に気相とのヘンリー平衡に持ち込める）ことで、培養系においても小葉内の機能学的

zonation の再現が可能であることを断片的ではあるが初めて示すことができた。 

 平成 24 年度においては、これらの成果の上に、ラット肝細胞においては、三次元化・共培養・暴

露酸素濃度を最終的に最適化し、定量的 PCR アレイを用いて生理学的酸素濃度での好気的呼

吸実現の肝代謝における意義を実証すると共に、これらの利点を活かし、他グループの研究で得

られる iPS 由来肝前駆細胞について、最終的な成熟化に関する検討を開始する。 

 

（落谷孝広） 

昨年度までの研究で、iPS 細胞の肝細胞への分化誘導の効率を高めるための方法として、肝細胞

の成熟化を促進する因子を複数同定した。正常の肝臓の発生と成熟過程に関与する小分子 RNA

である microRNA の候補や正常の肝臓を網羅的に解析したデータをもとに

5)

、未分化の肝細胞を

成熟化させる microRNA を検討した結果、microRNA-148a が未分化肝細胞の成熟を促進しうる事

を 明 ら か に し た 。 miR-148a は ア ル ブ ミ ン の 発 現 お よ び 成 熟 型 肝 臓 に 豊 富 に 存在する

microRNA122 の発現を誘導する事が出来た。平成２３年度は、この miR-148a の肝細胞成熟化の

メカニズム解明と薬物代謝関連の遺伝子発現に及ぼす影響を検討した結果、miR-148a は肝細胞

分化を制御する遺伝子群の DNA メチル化を制御する Dnmt1 遺伝子を標的とすることで一連の肝

細胞成熟化を促進する事を明らかにするとともに、CYP2C9 や CYP3A などのチトクローム遺伝子

の発現も４０％ほど増加させた（論文作成中）。したがって、本研究成果は肝臓に指向性の高い

iPS 細胞 

6) 

に対して、このような肝細胞の成熟に関与する小分子 RNA を導入する事で、肝細胞と
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しての機能を増強する可能性が強く示唆された。 
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（（（（３３３３－－－－１１１１））））    原著論文発表原著論文発表原著論文発表原著論文発表    
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（（（（３３３３－－－－２２２２））））    知財知財知財知財出願出願出願出願 

① 平成 23 年度特許出願件数（国内 0 件） 

② CREST 研究期間累積件数（国内 0 件） 


