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1．はじめに

　医薬品候補化合物の開発中止原因の一つとして毒
性の判明がある1)．その中でも，肝臓において薬物
が代謝されることにより生じる肝毒性は主要な有害
事象である2)．したがって，正常肝細胞を用いて将
来起こりえる高い潜在的毒性発現を研究開発の初期
段階に予測できれば，より安全性の高い医薬品を効
率良く開発することができる．このような薬物の
in vitro毒性評価系構築への安定した肝細胞の供給
源として，ヒトES/iPS細胞から分化誘導した肝細
胞の利用が期待される．しかしながら，ヒト
ES/iPS 細胞から肝細胞への分化誘導効率は低く，
in vitro毒性評価系へヒトES/iPS細胞由来肝細胞を
応用するうえでの課題は多い．本稿では，in vitro 
毒性評価系の構築のために，ヒトES/iPS細胞由来
肝細胞を利用するメリットや分化誘導技術開発の現
状と問題点に関して概説するとともに，我々が開発
を進めている遺伝子導入技術を利用したヒト
ES/iPS細胞から肝細胞への高効率分化誘導法につ
いて紹介したい．

2．ヒトES/iPS細胞由来肝細胞を利用するメリ

　ット

　現行の薬物毒性評価系では，主にモデル動物やヒ
ト初代培養肝細胞が使用されている．しかしながら，
動物実験には「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る（表
1）3)．また，ヒト初代培養肝細胞を用いた薬物毒性
評価系は，上述した「種差の壁」の克服は見込める
が，細胞自体が高価であり，かつロット差が極めて
大きいために，安定的な in vitro毒性評価を行うこ
とは困難である．一方，無限に増殖可能なヒト
ES/iPS細胞から肝細胞を安定的かつ大量に供給す
ることができれば，実用性の高い in vitro毒性評価
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図2．機能遺伝子の導入による分化誘導効率の向上
　　　適切な分化状態の細胞に効率良くかつ一過性に機能
　　　遺伝子を発現させることにより，目的の機能細胞を
　　　効率良く分化誘導することが期待できる．

図1．肝細胞への分化モデル図4)，5)

　　　ES/iPS細胞から肝細胞までの各分化段階は以下のマ
　　　ーカー遺伝子の発現によって特徴づけられる．
　　　未分化マーカー :OCT3/4，中内胚葉マーカー :FOXA2，
　　　T:内胚葉マーカー :SOX17，FOXA2，肝幹前駆細胞マ
　　　ーカー :AFP，HEX，幹細胞マーカー :Albumin，CYPs，
　　　HNF4A．これまでに，各分化段階に応じて Activin，
　　　FGF，BMP，HGF，OSM等の液性因子を添加するこ
　　　とにより，肝分化が促進されることが報告されている
　　　（文献4，5参照）．

表1．各種毒性評価系のメリット・デメリット3)
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系の構築が可能となる．さらに，将来的には個人の
体細胞から樹立されるヒト iPS細胞由来の肝細胞を
用いることにより，個人間の性別・病態等を反映し
た質の高い in vitro毒性評価系の構築，すなわちテ
ーラーメイド医療の実現も期待できる．

3．ヒトES/iPS細胞から肝細胞への分化誘導の

　現状と問題点

　ヒトES/iPS細胞は中内胚葉，内胚葉，肝幹前駆
細胞等を経由して薬物代謝能を有した肝細胞へと分
化することが知られている（図１）4)，5)．これまで
の研究により，ヒトES/iPS細胞から中内胚葉や内
胚葉への分化にはActivin Aなどが，内胚葉から肝
幹前駆細胞への分化には骨形成蛋白質BMP4 （bone 
morphogenetic protein 4）などが，肝細胞の成熟化
にはオンコスタチンM（OSM）などがそれぞれ有
効であることがわかっている．しかしながら，培養
液中にこれらの液性因子を添加する従来の分化誘導
法は長期の培養期間を必要とし，分化誘導効率も低
く，得られた肝細胞の薬物代謝酵素活性も低いこと
が課題となっている．

4．アデノウイルスベクターを用いた遺伝子導入

　によるヒトES/iPS細胞から肝細胞への分化誘

　導

　分化効率を改善する手段の一つとして，ベクター
を用いて細胞分化に関与する転写因子をコードする
遺伝子を導入する方法が考えられる．しかしながら，
細胞分化を促進する転写因子の中には，分化段階や
細胞種が異なると逆に分化を抑制するものもある6)，

7)．したがって，遺伝子導入により分化誘導を促進
させるには，適切な分化状態の細胞に効率良く遺伝
子導入可能で，かつ導入する遺伝子の発現も一過性
である必要がある．以上のような用件を満たすベク
ターとしてアデノウイルス（Ad）ベクターがあげ
られる．Adベクターを用いれば，様々な細胞に効
率良く機能遺伝子を発現させることが可能であり，
その発現も一過性である8)．したがって，発生を模
倣するように，適切な分化状態の細胞に意図するタ
イミングで機能遺伝子を発現させることが可能であ
り，細胞分化の方向付けを行うには最適なベクター
である（図2）．
　当研究室では既に，ヒトES/ iPS 細胞から各分化
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段階にある細胞にAdベクターを用いて種々の遺伝
子を導入することにより，従来法と比較し肝細胞へ
の分化誘導効率を飛躍的に向上させることに成功し
ている 9)，10)．具体的には，ヒトES/iPS 細胞由来
の中内胚葉に対してSOX17，内胚葉に対してHEX，
肝幹前駆細胞に対してはHNF4Aといった機能遺伝
子を導入することにより、肝細胞への各分化段階で
の分化効率を高め，わずか培養20日目にして十分
な薬物代謝能を有した機能性肝細胞を分化誘導でき
ることを見出している．得られた肝細胞はヒト初代
培養肝細胞に匹敵する量の各種チトクロームP450 
薬物代謝酵素を発現していた．例えば，肝臓におけ
る主要な薬物代謝酵素の一つであるCYP3A4 の代
謝活性はヒト初代培養肝細胞と同等であり，薬物に
よる酵素誘導もみとめられた．したがって，従来法
で課題とされていた分化効率・培養日数・機能のい
ずれもが，本分化誘導法により顕著に改善され，in

vitro 薬物毒性評価系にも応用可能なヒトES/iPS細
胞由来肝細胞のための分化誘導系の基礎を構築でき
たといえる．

5．おわりに

　Adベクターを用いて，細胞分化の適切な時期に
機能遺伝子を導入することにより，ヒトES/iPS細
胞からヒト初代培養肝細胞に類似した肝細胞を分化
誘導できる可能性が提示された．しかしながら，一
部のP450薬物代謝酵素の発現量はヒト初代培養肝

細胞と比較して未だに低いものであることから，生
体の薬物代謝を反映した in vitro毒性評価系構築の
実現化には課題が残されている．分化誘導した肝細
胞の機能向上・成熟化を促す方法としては，Adベ
クターを用いてさらなる分化関連遺伝子を導入する
こと，あるいは，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などが考えられる．今後，
ヒトES/iPS細胞から肝細胞への分化誘導法の開発
を通じて，質の高い in vitro毒性評価系構築の一刻
も早い実現化が期待される．
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