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第一章 序論 
 

 肝臓[1]-[3] 

 

肝臓は 1 ~ 1.5 kg ほどの重量であり、体重の約 50 分の 1 を占める人体におけ

る最大の臓器であり、かつ最大の腺でもある。また、肝臓は生体における化学工

場と例えられるように、生命維持に欠かせない多くの機能を担っている。1.1.1 で

は肝臓の構造、1.1.2 では肝臓の機能、1.1.3 では肝疾患について述べる。 

 

1.1.1 肝臓の構造 

 

肝臓は、臓器としての機能を営むのに必要な最小の単位である肝小葉が 50 万

個ほど集まって構成されている。肝小葉は直径 1 ~ 2 mm 程の六角柱の形態をな

しており、その中心部を貫く中心静脈の周りに約 50 万個の肝実質細胞 (肝細胞) 

が放射状に配列した構造を有している (Fig. 1)。したがって、肝臓は約 2,500 億

個の肝細胞から構成されている。肝臓は肝細胞の他、類洞の壁をつくる細胞群 

(クッパー細胞、星細胞、類洞内皮細胞およびピット細胞)、毛細血管、胆管壁を

つくる細胞群 (細胆管、肝内胆管、肝外胆管および胆嚢)、静動脈、リンパ管、グ

リソン鞘の結合織および神経によってつくられている (Table 1)。しかし、肝臓

を構成する細胞の約 7 割は肝細胞であり、残りの 3 割は肝非実質細胞と呼ばれ、

それぞれ独自の機能を有しているものの、肝臓における代表的な肝機能は、その

ほとんどが肝細胞によって発揮されている。 
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Fig. 1 Liver structure. 

 

Table 1. Cells and functions of the liver. 

 

 



  第一章 序論 

3 

 

1.1.2 肝臓の機能 

 

肝臓には、判明しているだけで 500 以上の働きがあるが、それらは 4 つの機

能に大別される。第一の代謝機能には、糖、脂質、アミノ酸、タンパク、核酸と

いった物質の代謝が含まれる。門脈からきたそれらの物質を取り込んで、血糖、

リポタンパクあるいは血漿タンパクといった形で血中に送り出している。また、

その他の臓器の代謝にも重要なビタミンやホルモンなども代謝し、活性化また

は不活性化している。第二の機能は、内因性あるいは外因性の物質を解毒し、排

泄する機能である。薬物などを水酸化反応やグルクロン酸抱合、グリシン抱合な

どによって、極性を高めて水溶性の高い状態に変え、血中あるいは胆汁中に排泄

する。胆汁を生成し、腸管に送ることが第三の機能である。第四には、造血や血

液凝固に必要な因子の生成および排出、また血液の循環調節の機能も果たして

いる。このように肝臓は、肝臓のみならずその他の臓器、筋肉、神経、消化器、

呼吸器などの維持にも重要なはたらきを担っている。 

 

(1) 代謝機能 

 

まず、肝臓は糖質代謝を担っている。肝臓では、門脈を介して入ってくる食事

のブドウ糖や筋肉の運動によって生じたピルビン酸、乳酸、グリセリン、ある種

のアミノ酸まで利用してグリコーゲンの形で貯えることができる。必要に応じ

てこれらをブドウ糖、さらにピルビン酸を経て炭酸ガスと水に燃焼し、生体のエ

ネルギーにかえる。この糖の取り込み利用と生成放出のバランスは、インスリン

とグルカゴンによって調節されている。 

アミノ酸の大部分は肝臓に取り込まれ、粗面小胞体のリボソームによって、肝

臓自体のタンパクおよび血中に放出される血漿タンパクの合成が行われる。こ

のタンパクの約半分は酵素タンパクであり、生物の代謝を迅速かつ円滑に行う
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ために必要となる。また、血清中のタンパクの大部分は肝臓で生成されているた

め、その他の臓器の維持にも関与している。重要な血漿タンパクの一つであるア

ルブミンも肝臓で産生される。アルブミンは、血管内の水分を保持し血液を正常

に循環させるための浸透圧の維持と、体内のいろいろな物と結合しこれを目的

地に運ぶ運搬作用を有する。 

 血中の脂質は、ごく一部分を占める脂肪酸を除いてほとんどが肝臓でリポタ

ンパクとして合成され、血中に放出されたものである。また脂肪組織から動員さ

れた脂肪酸も、各組織でエネルギー源として利用される以外は肝臓に取り込ま

れ、そのうちの一部は酸化され、またケトン体を生成するが、大部分は再びトリ

グリセリドその他に利用され、肝臓からリポタンパクとして放出される。  

 

(2) 解毒機能 

 

肝細胞における酸化・還元反応は、上清、ミトコンドリア、ミクロソームで行

われているが、そのうち肝ミクロソーム局在の酵素が薬物代謝酵素と総称され

る。これらの酵素はシトクロム P450 と NADPH-シトクロム C レダクターゼから

なり、その反応には NADPH と酵素が必要である。薬物の酸化反応にはアルキル

側鎖の酸化、芳香環の水酸化、非芳香環の水酸化、n-アルキル化合物の脱アルキ

ル化などの反応があり、還元反応にはニトロ基の還元、アゾ基の還元などの反応

がある。また、この酵素系は外因性の物質のみでなく、内因性のステロイドホル

モンなどの代謝にも関与しており、種々の薬物によってその活性が促進または

阻害される。 

生体内にとりこまれたエタノールの 90%以上が肝臓で代謝される。肝細胞の

上清分画にあるアルコール脱水素酵素によってエタノールはアセトアルデヒド

へと酸化され、アセトアルデヒド脱水素酵素を介してアセチル CoA へ、さらに

酢酸を経て炭酸ガスと水になるか、クエン酸回路に入って脂肪酸その他の物質
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に転換される。また、他の経路として、ミクロソームにある MEOS (microsomal 

ethanol oxidizing system) やカタラーゼによる酸化が存在する。 

 

(3) 排泄機能 

 

胆汁とは胆汁色素 (ビリルビン)、胆汁酸、コレステロールを主成分とする、肝

臓から十二指腸に排出される液体である。ビリルビンはヘモグロビン、シトクロ

ム、カタラーゼなどに含まれる、補欠分子族ヘムの代謝産物である。ビリルビン

は主に血漿アルブミンと結合することで可溶化され、血液中を運ばれる。胆汁は

腸管内を循環し、脂肪の消化吸収や脂溶性ビタミンの吸収といった役割を担っ

ており、その一部は便として排泄される。 

 

(4) 循環血液量の調節および水、電解質代謝機能 

 

肝臓は体内血液の約 1/3、一時的には 1/2 までも貯えることができ、体内の血

液循環量を調節するために重要なはたらきをもっている。また、鉄をもった末梢

血管の拡張因子の生成や、下垂体の利尿抑制物質の抑制による、体内水分代謝も

行っている。 

 

1.1.3 肝疾患 

 

肝臓は臓器の中で唯一、再生能を有しており、正常な肝臓であれば 7 割を切

除しても、半年ほどでほとんどもとの状態に戻る。そのため肝臓は沈黙の臓器と

言われ、ある程度病気が進行しないと自覚症状が出ないため、病気が見つかった

時点ではかなり病状が進行しており、完治が難しいことが多い。また、上述のよ

うに、肝臓は生命維持に欠かせない数多くの機能を担っているため、肝疾患が多
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臓器にも影響を及ぼし、様々な障害を併発する可能性もある。ここでは、代表的

な肝疾患である脂肪肝、肝炎、肝硬変、肝がんについて述べる。 

 

(1) 脂肪肝 

 

脂肪肝とは、中性脂肪が肝臓に多く蓄積し、肝細胞の 30%以上が脂肪化した

状態を示す。脂肪肝は、飲酒によるアルコール性脂肪肝と、肥満、糖尿病、高脂

血症などのメタボリックシンドロームとの関連性が高いと言われている非アル

コール性脂肪肝 (nonalcoholic fatty liver disease; NAFLD) に大別される。肝臓に

脂肪が蓄積する一般的な原因は、遊離脂肪酸 (free fatty acid; FFA) の肝臓への運

搬量の増加、肝臓での脂肪酸の合成量の増加、FFA の酸化の低下、超低密度リポ

タンパク質 (very-low-density lipoprotein; VLDL) の合成または分泌の低下などで

ある[4]。NAFLD の有病率は、米国では 20%程度、全世界では 11.5%から 46%程

度、メタボリックシンドローム患者では 80%と推定される[5],[6]。通常は自覚症

状がなく、症状がある場合でも、非特異的な体質的なものや右上腹部の不快感な

どにとどまり、他の目的で行われた画像診断において偶発的に診断されること

が主である。血糖値と脂質のコントロールを含む、生活習慣の改善と体重減少が

治療の柱となり、著しい肥満のある患者には、胃バイパス術やその他の減量のた

めの外科的治療法が施される場合がある。また、3 ~ 5%の減量によって、脂肪症

を改善可能であることが証明されている[8]。90%前後の患者は、そのまま脂肪肝

の状態で推移するが、10％前後の患者は、肝炎が持続し徐々に線維化が進行する、

非アルコール性脂肪肝炎 (nonalcoholic steatohepatitis; NASH) と呼ばれる状態へ

と進行する。現在、FDA  (米国食品医薬品局) で承認された NASH の治療薬は

なく、NASH が改善しなければ、肝硬変や肝がんへと進行していく。 
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(2) 肝炎 

 

肝炎は、アルコールの大量摂取、自己免疫、薬物、毒素など様々な原因で起こ

る肝臓の炎症と定義されており、最も頻繁に起こる肝炎の原因はウイルス感染

によるものである。肝臓の炎症が 6 ヶ月未満の場合は急性肝炎と呼ばれ、6 ヶ月

以上続く場合は慢性肝炎と呼ばれる。急性肝炎は、通常は自然治癒するが、病因

によっては劇症肝炎を引き起こすことがある。一方、慢性肝炎は、肝線維症、肝

硬変、肝細胞がん、門脈圧亢進症などの肝障害を引き起こし、 肝移植を必要と

する場合がある[9]。ウイルス性肝炎は、A 型肝炎、B 型肝炎、C 型肝炎が多く、

D 型肝炎と E 型肝炎は遭遇する頻度は低い[10]。世界保健機関 (WHO) の推計に

よると、2015 年には 130 万人が肝炎により死亡しており、世界の 3 人に 1 人が

B 型肝炎ウイルスまたは C 型肝炎ウイルスに感染した経験があると言われてい

る。B 型肝炎ウイルスは 20 億人、C 型肝炎ウイルスは 1 億 8500 万人、E 型肝炎

ウイルスは 2000 万人の感染が報告されている[11],[12]。 

 

(3) 肝硬変 

 

肝臓は、ウイルス感染、毒素、遺伝性疾患、自己免疫疾患など、さまざまな要

因で長期にわたる傷害を受けると、肝組織の大部分が線維化し、機能が失われて

肝硬変が発症する。先進国では、C 型肝炎ウイルス (hepatitis C virus; HCV)、ア

ルコール性肝疾患、NASH が最も一般的な肝硬変の原因であり、発展途上国で

は、B 型肝炎ウイルス (HBV) と HCV が最も一般的な原因である。肝硬変の世

界的な有病率は不明だが、米国では 0.15% ~ 0.27%と推定されている[13]。肝硬

変により肝機能が悪化し、アルブミンを合成できなくなると、血中アルブミン濃

度が低下し浸透圧も低下、血管の内側から外側に水分が漏れ、足のむくみや腹水

といった症状が現れる。また、不要物の代謝機能が低下すると、アンモニア濃度
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が上昇し、肝性脳症を引き起こす。肝の線維化を治療する根本的な治療法はない

ため、慢性肝疾患の予防および肝障害が見つかった際にそれ以上病状が進行し

ないよう原因に応じた対応をする必要がある。 

 

(4) 肝がん 

 

肝臓に発生するがんを肝がんと呼び、その 95%は肝細胞がんで、4%が肝内胆

管がん、残りは混合型肝がん、胆管嚢胞腺がん、肝芽腫等の、まれながん種であ

る。また、肝細胞がんの多くは B 型および C 型の慢性ウイルス性肝炎や肝硬変

から発症する。慢性肝炎に加えて、D 型肝炎ウイルス (HDV) の重複感染、飲酒、

喫煙など、他の関連する危険因子がある場合、肝臓がんのリスクが高くなる可能

性がある[14],[15]。肝細胞がんは、世界で 5 番目に多いがんであり、がんによる

死亡者数では 2 位を占めている。男性および女性での発生率はそれぞれ 10 万人

あたり 11.5 人および 3.9 人となっており、年間 3.1%の発生率の増加が報告され

ている。また、肝細胞がんの死亡率は、男性では年間 2.8%、女性では年間 3.4%

増加している。 

 ほとんどの患者で唯一証明されている治癒方法は、切除または移植だが、

ほとんどの患者は手術の対象にならない。肝細胞がんのステージが早期の患者

は切除対象であり、切除によって無再発生存率は 40%、5 年全生存率は 90%とな

る。移植には、腫瘍の大きさ、数、侵襲状況等の基準があり、さらに緊急性の高

い患者から臓器が提供され、肝移植により、無再発生存率は 80%、4 年全生存率

は 75%となる。移植までの期間が数ヶ月に及ぶことも多く、つなぎの治療 (肝動

脈化学塞栓術、ラジオ波焼灼療法、肝部分切除、抗がん剤治療など) が行われる。 
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 肝細細胞の利用 

 

1.1 で述べたように肝臓は人体において重要な役割を担っている。そのため肝

細胞は幅広い分野への利用が検討されている。1.2.1 では肝細胞移植、1.2.2 では

バイオ人工肝臓、1.2.3 では肝毒性・薬物動態評価系、1.2.4 では肝炎ウイルス感

染モデルへの肝細胞の利用について紹介する。 

 

1.2.1 肝細胞移植 

 

末期の肝疾患治療法としての肝移植の成功により、肝移植は重症肝疾患に対

する標準的治療として普及した。そのため、利用可能なドナー臓器の供給を上回

る需要が続いている。一方 1992 年、肝機能を担う肝細胞を移植することによっ

て肝不全を補う、肝細胞移植が世界で初めて実施された[16]。以来、臨床的に肝

細胞移植が行われてきたものの、一時的な肝機能の改善にとどまり、肝移植への

橋渡し程度の効果しか得られていない[17]。しかし、これまでの肝細胞移植の臨

床例の多くは、肝移植適応外となったレシピエントあるいはグラフトを利用し

て行われたものである。 

 

1.2.2 バイオ人工肝臓 

 

重篤な肝疾患に対する唯一の根治治療は肝臓移植のみであるが、ドナー不足の

問題は世界的に深刻であり、移植医療の恩恵を受けられない患者が多数存在す

る。そこで、肝細胞を担体に組込んでモジュール化したバイオ人工肝臓 (bio 

artificial liver; BAL) が期待されている。BAL は、患者の血液を装置内に導き、充

填した肝細胞の代謝能を利用して血液中の毒素の除去および肝細胞が合成する

凝固因子などの生理活性物質の供給を行うシステムである。生体由来の細胞を
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用いることにより、人工材料のみでは実現が困難である強力な肝機能補助を行

い、生体肝臓の再生を促し、自己再生させることが期待される。これまでにアメ

リカやイタリア、オランダ、中国などのグループから、主にブタ肝細胞を用いた

BAL の試験的臨床適用が報告されているが、肝移植までの橋渡しとしての利用

にとどまる[18]-[21]。 

 

1.2.3 肝毒性・薬物動態評価系 

 

創薬プロセスの途中で開発が中止になる場合や、医薬品として市場に出たも

のの撤退する場合があるため、医薬品の開発には長期にわたる研究と莫大な費

用が必要となる[22]-[24]。開発中止、販売中止に至る原因として最も多いものが

薬物性肝障害 (drug-induced liver injury; DILI)である[25]。95%以上の薬物は肝臓

で代謝されるため、薬剤によっては肝毒性を示す可能性がある。したがって製薬

企業にとって、新薬開発の初期段階での毒性試験システムの開発が求められる。

創薬の前臨床段階では、齧歯類や非齧歯類を用いた投与毒性試験で安全性評価

が行われているが、ヒトと動物モデルの間には種の違いによる毒性結果の不一

致が生じる[26]。そこで、毒性試験に用いることができる、低コストで品質の安

定したヒト肝細胞モデルの開発が求められている。 

 

1.2.4 肝炎ウイルスモデル 

 

ウイルス性肝炎は、急性肝炎および慢性肝炎の両方を引き起こす可能性があ

り、繊維化、肝硬変、肝細胞がんを含む肝疾患の主要な原因になっている[27],[28]。

疾患の進行を防ぐためには、早期診断、早期治療が不可欠である。近年、HCV の

基礎研究の成果により、C 型肝炎の治療が飛躍的に進歩しているにも関わらず、

他のウイルスによる肝臓の病因の根本的な分子・細胞メカニズムへの理解は十



  第一章 序論 

11 

 

分ではない。肝炎ウイルスに対する新規の特効薬の開発のために、ミディアム/

ハイスループットな薬剤スクリーニングに使用できる生理学的に最適な細胞培

養モデルの開発が求められている。 

 

 機能的肝細胞源の研究 

 

1.2 で述べたように、肝細胞は様々な分野への利用が検討されているが、品質

が安定した高機能な細胞を安価に供給することは難しい。本節では、機能的肝細

胞源候補とそれに関する研究を紹介する。 

 

1.3.1 初代肝細胞利用 

 

肝細胞研究に用いる細胞源として第一に、ヒト肝臓組織からコラゲナーゼを

用いて分離した、初代ヒト肝細胞 (primary human hepatocyte; PHH) が考えられ

る。分離直後の PHH は、肝細胞としての機能をほぼ全て有しているが、通常の

培養液で培養すると、その機能は時間と共に急速に失われ、また細胞は増殖する

ことができない。国内では制度上、生体の余剰肝からしか健常肝細胞がとれず、

余剰肝としてとれる組織量は少なく、辺縁の組織であることが多いため細胞採

取効率が悪い。このように、ドナーが限られている上に、ドナー間での肝機能に

大きな差がある。また、肝細胞は凍結保存が難しく、凍結融解による損傷を受け

やすいという特徴がある[29]。 

 肝細胞の機能を長持ちさせるために、初代肝細胞の標準的な培養方法に対

して、多くの改変がなされてきた。例えば、コラーゲンタイプⅠ/Ⅳ、フィブロネ

クチン、または他の細胞外マトリックス (ECM) でコーティングされたプレート

での細胞培養や[30],[31]、Ⅰ型コラーゲンおよびマトリゲルの 2 層の間での培養

が検討された[32]-[34]。しかし、これらの改変は、シトクロム P450 活性を向上
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させ、PHH の機能的寿命をある程度延伸させたものの、肝臓の重要な機能を全

て再現することはできなかった。また、肝実質細胞とマウス胚性繊維芽細胞との

共培培養や[35]、肝実質細胞と肝星細胞やクッパー細胞といった肝非実質細胞と

の共培養[36]-[38]、さらに実質細胞および非実質細胞を含む 3 次元肝臓共培養リ

アクターなど[39]-[42]、より複雑なヒト肝臓システムが開発された。 

 上述のように、PHH の肝機能と生存率は向上したものの、様々な用途に用

いるための機能的な PHH を長期的に増殖・維持することは依然として困難であ

る。近年、複数のグループが PHH から増殖能力のある肝前駆細胞様細胞へのリ

プログラミングを報告した[43]-[45]。これらの手法によって肝前駆細胞へと誘導

後、増殖された細胞は、再び代謝機能を有する肝細胞に戻すことができる。しか

し、小分子やサプリメント、成長因子などの添加が必須であり、また肝前駆細胞

様細胞を経由するため、高肝機能細胞取得まで時間とコストがかかる。さらに、

使用する初代肝細胞のロットによる肝機能のばらつきが生じる。 

 

1.3.2 ヘパトーマ細胞 

 

ヘパトーマ細胞 (肝がん由来株化細胞) は、肝がんの組織から樹立された細胞

株であり、元の肝細胞の表現型をある程度保持したまま、生体外で無限に増殖す

ることができる。代表的なヒトヘパトーマ細胞である HepG2 細胞は、他の株化

細胞と同様に簡易な培養環境の下で無限に増殖し、α-フェトプロテイン、アルブ

ミン、トランスフェリン、α1-アンチトリプシン、シトクロム P450 などの肝細胞

に特異的なタンパク質を発現する[46]。しかし、その正常肝細胞と異なる細胞内

シグナル伝達と代謝活動は、ウイルスと細胞の自然免疫の相互作用や、細胞の増

殖、代謝、アポトーシス経路への影響を調査する上での障害となっている。さら

に、シトクロム P450 をはじめとする第 I 相、第 II 相、第 III 相の薬物代謝酵素

などの様々な機能的酵素の活性レベルが低く、多くの肝臓特異的機能を欠いて
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いるため、抗ウイルス剤の相互作用や代謝の評価には適していない[47]-[49]。こ

のように、通常のヘパトーマ細胞株では、様々な肝細胞研究に用いる際に発揮す

る能力に限りがある。そのため、遺伝子改変や培養方法の改変によって、HepG2

細胞の限られた肝機能を拡張し、機能的肝細胞源として利用するための研究が

盛んに行われている。 

 アンモニア除去に関連している酵素であるグルタミン合成酵素を導入し、

HepG2 細胞にアンモニア除去能を付与した報告がある[50]。この細胞を用いて

BAL を構築し、虚血性肝不全のブタに適用したところ、ブタ肝細胞の 15%のア

ンモニア除去活性を示し、野生型 HepG2 細胞からなる BAL を適用した群と比

較して生存期間が有意に延長された[51]。また、オルニチンカルバミルトランス

フェラーゼとアルギナーゼ 1 という 2 つの尿素サイクル関連酵素を HepG2 細胞

へと組み込むことで、尿素サイクルの機能回復を促し、アンモニア除去能を回復

させた報告がある[52]。この報告では、アルギン酸カプセル化した HepG2 細胞

を流動床式バイオリアクターに充填するという培養方法の工夫によって、ビリ

ルビン抱合、CYP450 1A 活性といった解毒機能が確認された。しかし、どちら

の研究においても、遺伝子改変によって向上した肝機能は、アンモニア代謝とい

う特定の肝機能に限られている。 

 HepG2 細胞は、薬剤スクリーニングのためのハイスループットな肝毒性試

験にも利用されている[53]。マイクロ流体バイオリアクター装置内で直接書き込

み式バイオプリンティングによって作製された肝スフェロイドを用いた、肝臓

オンチッププラットフォームが開発された[54]。この系においてHepG2細胞は、

アセトアミノフェンを添加した培養液では、6 日間にわたって代謝活性が著しく

低下し、細胞密度、活性、バイオマーカー産生量の低下も認められ、動物および

in vitro モデルで報告されているアセトアミノフェンによる肝毒性と同様の結果

を示した。 

 ヒト胆汁酸トランスポーター (Na+/taurocholate cotransporting polypeptide; 
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NTCP) が HBV 感染に対する肝臓特異的受容体として報告され[55]、NTCP を過

剰発現させた HepG2 細胞が HBV 研究に用いられている[56],[57]。NTCP 導入

HepG2 細胞株は、3%のジメチルスルホキシドで細胞を前処理することで、HBV

の感染が促進され、約 50%の細胞が HBV に感染した。また、HBV の感染は、抗

HBV 表面タンパク質中和抗体、NTCP トランスポーター活性を阻害することが

知られている化合物、シクロスポリン A およびその誘導体によって阻止された。

さらに、化学物質のスクリーニングにより、コレステロールの酸化誘導体である

オキシステロールが HBV 感染の阻害剤として同定された。このように HepG2 細

胞株は、HBV 感染の阻害剤を同定するだけでなく、HBV 感染の分子メカニズム

を解析するためのツールとしての実績もある。 

 

1.3.3 iPS 細胞由来肝細胞様細胞 

 

 人工多能性幹細胞 (induced pluripotent stem cell; iPS 細胞) は、2006 年に京都大

学の山中教授より報告された、マウス体細胞に 4 つの転写因子 (Oct3/4，Sox2，

c-Myc，Klf4) を導入することで、様々な組織や臓器の細胞に分化する能力とほ

ぼ無限に増殖する能力をもつ細胞である[58]。また、2007 年にはヒト iPS 細胞の

作製も可能となった。[59]現在までに様々な細胞への分化誘導が研究されており、

肝細胞様細胞への分化も多くのグループによって実現されている[60]-[66]。iPS

細胞由来肝細胞様細胞は、薬物毒性評価や肝疾患モデル研究に用いられている

[67]-[71]。 

 iPS 細胞由来の 3 つの前駆細胞集団 (肝内胚葉、内皮、中隔間葉) を用いて、

再現性の高い方法で効率的に肝芽を作製できる、オムニウェルアレイ培養プラ

ットフォームが報告された[72]。標準的な治療規模が患者 1 人あたり 109個以上

の肝細胞が必要であり[73],[74]、小児患者においては 108 個以上の細胞を移植す

ることで臨床効果が得られているなか[75]、この研究では 108個以上の肝芽の作
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製に成功している。しかし、iPS 細胞は、未分化状態を保つために塩基性線維芽

細胞増殖因子 (basic fibroblast growth factor; bFGF) を含んだ特別な培養環境を必

要とし、未分化維持にかかるコストは高価となる。また、これらの細胞の未分化

状態は細胞の密集度など様々な要因に左右されるため、培養スケールが大きく

なるほど細胞の品質を保つことが難しくなる。さらに、機能的な細胞へ変化する

まである程度長期間の培養が必要であり、分化誘導のためにはサイトカインや

専用の培地といった高価な因子が必要となる。これらの理由から、iPS 細胞由来

肝細胞様細胞の利用は、依然として多くの課題が存在する。 

 

1.3.4 繊維芽細胞からのダイレクトリプログラミング 

 

 系統特異的な転写因子の過剰発現は、細胞の運命を変えるために広く用いら

れており[76],[77]、マウスの繊維芽細胞にいくつかの転写因子を導入することに

よって直接肝細胞系譜に変換することに成功している[78],[79]。2014 年には、ヒ

ト繊維芽細胞およびヒト間葉系幹細胞へと 3 種類の肝特異的転写因子 (liver-

enriched transcription factor; LETF) を導入することによる直接的な肝細胞誘導が

報告された[80]。この細胞は、成熟した肝機能、特に CYP 酵素活性と薬物の胆

道排泄を示した。また、フマリルアセトアセテートヒドロラーゼ欠損による代謝

性肝疾患やコンカナバリン A 誘発性の急性肝不全に対して、治療効果を示した。 

 

 合成生物学 

 

 個々の細胞は、相互に連結した様々な生体ネットワークを形成し、重要な生物

学的プロセスを動的に制御し、貴重な生体分子を生産することで、生存を保って

いる。したがって、バクテリアから哺乳類の特殊な細胞に至るまで、それぞれの

細胞には、特定の制御を行う独創的な生物学的パーツが備わっている。合成生物
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学は、個々の細胞の有する複雑な制御能力を利用して、バイオテクノロジーや治

療に大きな影響を与える細胞や分子の操作を制御することを目的としている。

合成生物学では、工学的なアプローチにより、さまざまな生物種から得られた特

定の機能を持つ生体分子の特性を明らかにし、カタログ化することで、普遍的な

ツールボックスを作製する。このツールボックスをカスタマイズして、多成分の

回路を作ることができる[81],[82]。 

 合成生物学的手法によって細胞を高機能化する際、多くの場合は任意のタイ

ミングで遺伝子発現することが求められる。例えば、合成回路の構築には正確な

遺伝子発現が必要であり、人工的な細胞工場の構築には中心的な代謝経路の転

写制御が必要であり、新しい細胞治療薬には安全性を高めるために遺伝子プロ

グラムの誘導制御を利用することができる。したがって、多くの研究者が、細胞

が有する多様な環境ストレスへの応答や、特定の生理機能を実行するための複

雑なプロセスを利用した遺伝子発現制御系の構築を目指してきた。本節では、合

成生物学分野において利用されている、遺伝子発現制御システムについて紹介

する。 

 

1.4.1 Tet 転写活性化システム 

 

 テトラサイクリン (Tet) を用いた遺伝子発現制御系は、in vitro および in vivo

での遺伝子発現を制御するために広く用いられている[83]。このシステムでは、

大腸菌由来の Tet リプレッサータンパク質 (TetR) またはその逆変異型 (rTetR) 

と単純ヘルペスウイルス由来の転写活性化ドメイン (VP16) を融合させた、テ

トラサイクリン制御性転写活性化因子 (Tet-regulated transcriptional activator; tTA) 

または逆テトラサイクリン制御性転写活性化因子 (rtTA) という人工転写活性

化因子を細胞内で発現させる。同時に、標的遺伝子の上流には、TetR 応答性エ

レメント  (tetR-response element; TRE) と最小サイトメガロウイルス 
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(cytomegalovirus; CMV) プロモーター領域 (PCMVmin) からなる合成プロモーター

を配置し、tTA または rtTA が TRE 配列に結合することで標的遺伝子の発現を高

レベルで誘導する。その際、rtTA は Tet やその類似体であるドキシサイクリン 

(doxycycline; Dox) 存在下のみで TRE 配列と結合することができ、tTA は Tet や

Dox の非存在下でのみ TRE 配列と結合することができる。したがって、Tet 転写

活性化システムにおいては Dox という誘導薬剤の有無によって目的遺伝子の発

現を制御することができる。 

 

Fig. 2 Tet transcription activation system. GOI, gene of interest. 
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1.4.2  熱応答遺伝子発現システム 

 

 1970 年代半ばに、熱刺激によって誘導されてくる、熱ショックタンパク質 

(heat shock protein; HSP) が同定され、この反応を熱ショック応答 (heat shock 

response) と呼んでいる。後の研究で熱ショック応答は熱刺激だけでなく、エタ

ノール、ヒ素、カドミウムなどの化学的ストレス、Ｘ線や紫外線、浸透圧などの

物理的ストレス、過酸化水素などの酸化的ストレスなどによっても誘導される

ことがわかってきた[84]。また、HSP は熱刺激などによるタンパク質の変性の防

護、またはすでに変性してしまったタンパク質の修復または分解を担う、分子シ

ャペロンの一群であることが報告されている[85]。HSP の発現は、活性化した熱

ショック転写因子 (heat shock transcription factor-1; HSF-1) が HSP プロモーター

配列中に存在する熱ショック転写要素 (heat-shock element; HSE) に結合するこ

とによって開始される[86],[87]。ストレス下にない細胞内では、HSF は HSP と

結合し単量体として細胞質に存在している[88]。ここに熱刺激が加わると、HSP

はタンパク質保護のために HSF から離れ、HSF は三量体を形成し活性型となり、

核内に移行して HSE に結合する[89]。これにより HSP の転写が活性化され、細

胞内の HSP が豊富になり、変性したタンパク質の修復が終了すると、再び HSF

は HSP と結合し不活性化され、HSP の転写が抑制される。ヒト HSP70B’プロモ

ーターは、加温をスイッチとして遺伝子発現を厳密に制御可能であることから

in vitro および in vivo において幅広く用いられている。 
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Fig. 3 Heat shock response. 

 

1.4.3 光応答遺伝子発現システム 

 

 フィトクロムは植物や細菌、シアノバクテリアに存在する光を感知するタン

パクであり、不活性な Pr 状態で合成され、光を吸収すると活性な Pfr 構造に変

換される。Pfr は、遠赤外光を吸収するか、温度に依存する熱緩和によって不活

性化され、明所では両形態が常に存在し、暗所ではすべてのフィトクロムが Pr

に戻る。フィトクロムは二量体として作用し、Pr-Pr、Pfr-Pr、Pfr-Pfr の形態をと

り得る[90]。こうした光受容タンパクとそのシグナル伝達成分は合成生物学に用

いられており、光を正確に当てたり消したりすることで、細胞の反応を空間的・

時間的に制御することができる。また、このようなシステムは、通常、内在性の

制御システムと直交しているため、望ましくないシグナル伝達の相互作用を避

けることができ、シアノバクテリアの光受容体を用いた光遺伝学的システムは、

プラスミド、染色体組み込みツール、プロモーター、低分子 RNA 制御因子、

CRISPR 干渉システム、レポーターなどに利用されている[91],[92]。例えば大腸

菌では、Cph1 の光感知領域を大腸菌のセンサーである EnvZ のキナーゼドメイ
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ンに結合させることで、赤色および遠赤色の光で応答制御因子 OmpR の活性を

制御することができた[93]。また哺乳類細胞では、色光によるフィトクロム感光

領域のホモ二量化を利用して、ヒト胚性腎臓細胞において受容体チロシンキナ

ーゼや MAPK-ERK 経路を活性化させることができた[94]。 

 化学合成細菌のフィトクロム (バクテリオフィトクロム) もまた、哺乳類での

オプトジェネティクスに利用されている[95]。哺乳類細胞は、主要なシアノバク

テリアの発色団であるフィコシアノビリンは産生せず、バクテリオフィトクロ

ムの発色団であるビリベルジン IXα を産生するためである。また、バクテリオ

フィトクロムは近赤外光を感知するが、シアノバクテリアのフィトクロムファ

ミリーは感知できない。組織に存在するヘムなどの内因性発色団は、赤色光をよ

く吸収するが、近赤外光は吸収しないため、バクテリオフィトクロムが好んで用

いられる。 

 

1.4.4 細胞間コミュニケーションシステム 

 

 バクテリアは、大規模な細胞集団の中で運動や遺伝子発現などの活動を同期

させ、集団全体の行動を適応させている[96],[97]。また人体の細胞は、免疫系や

内分泌系などの特殊な細胞が、シグナル分子を介して伝達し、重要な生物学的プ

ロセスを制御している。このように細胞間シグナルによって調整された特定の

タスクを実行する特殊な細胞が自然に存在することから、合成多細胞集合体の

設計が盛んに行われている。 

 Weber らは、哺乳類細胞における最初の細胞間コミュニケーションシステムを

構築した[98]。送信側の細胞は、マウス由来のアルコール脱水素酵素 (alcohol 

dehydrogenase; ADH) を発現し、エタノールをアセトアルデヒドに変換するよう

設計された。受信側の細胞には、Aspergillus nidulans 由来の遺伝子成分を用いた

アセトアルデヒド誘導制御システムを組み込み、アセトアルデヒドを受信する
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と遺伝子が発現するようにした。これらの細胞をマウスに移植すると、飲料水か

ら供給されたエタノールは、送信側の細胞でアセトアルデヒドに変換されて受

信側の細胞に送られ、遺伝子発現の引き金となった。また Bacchus らは、L-トリ

プトファンに反応する細胞間コミュニケーションシステムを構築した[99]。この

システムでは、送信側の細胞ではトリプトファン合成酵素 (tryptophan synthase; 

TrpB) が発現されており、補給されたインドールを L-トリプトファンに変換す

る。受信側の細胞は、Chlamydia trachomatis 由来の遺伝子成分をもとに構築した

L-トリプトファン誘導性制御システムを介して、目的の遺伝子を発現させた。 

 

1.4.5 細胞種特異的遺伝子発現システム 

 

 遺伝子発現の制御を生体内での治療に用いる際には、治療薬の作用をがん細

胞に部分的に限定する必要がある。そのために、複数のがん特異的バイオマーカ

ーの検知やプロモーター、マイクロ RNA (miRNA) の活性、mRNA、タンパク質

レベルなど、最大 2 つの組織特異的シグナルを組み合わせ、細胞の状態を検出

し、治療行為を正確に制御する必要がある。 

 Xie らは、細胞内で一過性に発現した 6 種類の内因性 miRNA の発現プロファ

イルが、子宮頸がん細胞株 HeLa に特徴的な所定の参照プロファイルと一致する

かどうかを判断し、一致すると、その細胞は HeLa と同定され、アポトーシスが

引き起こされるシステムを構築した[100]。HeLa 参照プロファイルは、HeLa 細

胞が高レベルに発現するマーカー (HeLa-high) セットおよびその逆 (HeLa-low) 

で構成される。HeLa-high マーカーセンサーは、マーカーが HeLa 細胞内でその

レベル以上に存在する場合にのみ出力発現を許可するだけでなく、マーカーの

レベルが低い場合には効率的に出力を抑制される。このデザインは、siRNA 標的

の転写型 Lac repressor (LacⅠ) と、LacI 制御のプロモーターCAGop (LacO サイト

を持つイントロンに続く CAG プロモーター) からなる、モジュールに基づいて
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いる[101]。LacI を制御するために rtTA を導入し、フィードフォワードループの

中でmiRNAを用いてリプレッサーとアクチベーターの両方を標的とした。また、

完全に相補的な標的部位の 4つのリピートを出力の 3’-UTRに融合させることで

HeLa-low マーカーセンサーは実現された。複数の HeLa-high センサーは、同じ

出力を並行して調節することで統合されるため、CAGOP からの出力発現を可能

にするには、すべての HeLa-high マーカーが同時に存在しなければならない。 

 

 本研究の背景と目的 

 

上述したように、肝臓は、人体における最大の臓器であり、糖質、脂質、タン

パク質の代謝と貯蔵、薬物の解毒、胆汁の合成など生命維持に欠かせない多くの

機能を有する。そのため、長期に及ぶ慢性肝不全や劇症肝炎などの急性の肝不全

によって肝臓の機能に重度の障害が及ぶと、生体はその機能を維持できなくな

り、非常に危険な状態に陥る。現在、多くの肝疾患患者が存在するが、重篤な肝

不全に対する根本的で効果的な治療法は生体肝移植のみである。しかし、供給を

超える需要が続いており、世界規模で慢性的なドナー不足が問題となっている。

肝細胞は、移植やバイオ人工肝臓への利用などによって直接的に肝疾患を治療

することや、肝毒性・薬物動態評価系や肝疾患モデルの構築による治療薬の開発

といった間接的にも貢献することが期待されている。しかし、最も理想的な肝機

能を有する PHH は、生体の余剰肝からしか取得することができず、その量は限

られている。また、生体外における初代ヒト肝細胞の増殖や機能維持が研究され

ているが、ドナーの不足を覆せるほどの成果は得られていない。増殖能力が高く、

培養が容易であるヒトヘパトーマ細胞の高肝機能化が研究されているが、発揮

される機能は一部の肝機能のみに限定されている。多くのグループが iPS 細胞

の肝細胞様細胞への分化誘導に成功しているが、細胞の大量培養時や肝細胞へ

の分化誘導時にかかるコストの高さ、品質管理の難しさ、そして要する時間の長
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さなど、実用化への課題は多い。 

 我々の研究室においては、マウスヘパトーマ細胞に 8 つの LETF 遺伝子 

(HNF-1α、HNF-1β、HNF-3β、HNF-4α、HNF-6、C/EBP-α、C/EBP-β、C/EBP-γ) を

導入して、過剰発現させることで、高い肝機能を発揮する細胞株 (Hepa/8F5) が

樹立されている[102]。LETF は、肝臓で高度に発現している転写因子であり、互

いに転写ネットワークを形成し、肝機能や肝細胞の表現型に関連する様々な遺

伝子の発現を制御している[103]。そのため、 LETF の過剰発現によって誘導さ

れる肝機能は多岐にわたる[104]。また、導入した LETF の過剰発現は、薬剤添加

によって制御されており、任意のタイミングで誘導できるため、細胞を大量に増

殖させた後に高肝機能化することが可能である。しかし、誘導された肝機能を持

続するためには誘導薬剤を培地中に添加し続ける必要があり、これはバイオ人

工肝臓や肝毒性・薬物動態評価系等に用いる際にあまり好ましくない。本研究で

は、まず、遺伝子改変によって Hepa/8F5 細胞の肝機能誘導スイッチを薬剤誘導

型から温熱誘導型へと変更することを目的とした。次に、この高肝機能誘導型マ

ウスヘパトーマ細胞株樹立に関する知見を活かし、高肝機能誘導型ヒトヘパト

ーマ細胞株の樹立を目指した。 

 

Fig. 4 Strategy for the development of hepatoma cells with inducible high liver function. 
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 本研究の方針 

 

本研究では、まず、加温をスイッチとする遺伝子発現システムを構築し、

Hepa/8F5 細胞へと導入した。遺伝子導入バルク細胞へと様々な条件で加温を与

え、生細胞数および誘導される CYP3A4 活性を測定することで、遺伝子発現シ

ステムの評価および加温条件の検討を行った。次に、遺伝子導入バルク細胞から

クローン細胞を取得し、加温によって高い肝機能を安定的に発現する細胞株を

樹立した。最も高い CYP3A4 活性を発現した細胞株に対して、アルブミン分泌

能、アンモニア除去能、CYP3A4 活性といった肝機能を経時的に測定した。さら

に、細胞増殖を抑制する薬剤であるマイトマイシンＣを添加することで、加温に

よって誘導される肝機能を持続できるか調べた。 

 次に、高肝機能誘導型ヒトヘパトーマ細胞を作製するために、人工転写因

子によって発現が制御可能な LETF 遺伝子導入ベクターを構築した。構築した

ベクターを用いて、我々の研究室で以前に開発した遺伝子改変ヒトヘパトーマ

胞株 (HepG2-HSP)に遺伝子導入を行った。HepG2-HSP 細胞には、温熱誘導型遺

伝子発現システムが導入されており、加温に応じて人工転写因子および緑色蛍

光タンパク質 (Enhanced green fluorescent protein; EGFP) を持続的に高発現する

[105]。LETF 発現誘導の最適条件を決定するために、HepG2-HSP 細胞を様々な

条件で加温し、生細胞数および EGFP 蛍光を観察した。次に、決定した条件で遺

伝子導入バルク細胞に加温を与え、ヒトヘパトーマ細胞においてもマウスヘパ

トーマ細胞と同種の 8 つの LETF 過剰発現によって、高肝機能を誘導可能か確

認した。また、遺伝子導入バルク細胞からクローン細胞を取得後、最も高いアル

ブミン分泌能を示した細胞株を選抜し、アルブミン分泌能、アンモニア除去能、

CYP3A4 活性を経時的に測定した。続いて、加温によって誘導される EGFP 蛍光

強度を利用して、肝機能が高い細胞を分取できるか検討した。さらに、細胞凝集

塊 (スフェロイド) を形成し三次元的に培養し、誘導される肝機能および持続期
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間への影響を評価した。最後に、網羅的転写産物解析を行い、樹立した細胞株が

加温による LETF 過剰発現によって、様々な肝機能関連遺伝子がどの程度向上

しているか調べた。 

 

 本論文の構成 

 

第 1 章では、まず肝臓について概説するとともに本研究の関連分野の既往の

研究について紹介し、次いで、本研究の背景および目的を説明し、最後に、目的

を達成するための方針について示した。 

 

 第 2 章では、まず、加温をスイッチとして目的の遺伝子を発現する温熱誘

導型遺伝子発現システムを構築した。構築したシステムを、以前開発した薬剤添

加に応じて高肝機能を誘導可能なマウスヘパトーマ細胞株へと導入することで、

加温によって高肝機能を誘導可能なマウスヘパトーマ細胞株を作製し、その特

性評価を行った。 

 

 第 3 章では、高肝機能誘導型マウスヘパトーマ細胞株の樹立に関する知見

に基づいて、加温によって高肝機能を誘導可能なヒトヘパトーマ細胞の開発に

取り組んだ。以前に開発した加温に応じて人工転写活性化因子を持続的に発現

するヒトヘパトーマ細胞に、肝特異的転写因子遺伝子を導入することで達成し

た。また、スフェロイド培養を行うことで、この細胞株の肝機能発現をさらに向

上させることが可能であるかについて検討した。さらに、網羅的な転写産物解析

によって、様々な肝細胞研究への利用可能性を示した。 

 

 第 4 章では、本論文の総括を行うとともに、本研究の成果に基づいた今後

の展望について述べた。 
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第二章 加温によって高肝機能を誘導可能な
マウスヘパトーマ細胞の開発 

 

 緒言 

 

Hepa/8F5 細胞では、恒常的に発現している転写活性化因子 rtTA と TRE 配列

が結合することで、LETF 遺伝子の転写が始まり、肝機能が誘導される (Fig. 5)。

rtTA が TRE 配列に結合するためには Dox が必要であるため、Hepa/8F5 細胞の

肝機能を持続させるためには、継続的な誘導薬剤 Dox の添加が必要である。し

かし、Hepa/8F5 細胞をバイオ人工肝臓や肝毒性・薬物動態評価系等に適用する

際に、Dox は妨げと成り得る。そこで本章では、薬剤添加によって高肝機能を発

現する Hepa/8F5 細胞を、加温によって高肝機能を誘導できるように遺伝子改変

を試み、作製した細胞株の機能評価に関する成果を示す。加温を遺伝子発現のス

イッチとするために、すでに幅広く用いられている HSP プロモーターを利用し

た。本研究で用いる HSP70B’プロモーターは加温に厳密に応答するプロモータ

ーであるが、一方で CMV などの構成的に下流の遺伝子発現を誘導するウイルス

プロモーターと比較して、その発現量が低いという欠点を有する。我々の研究室

では、TRE 配列と最小 CMV プロモーターを結合させた TRE/PCMVminと HSP70B’

プロモーターを組み合わせることで、転写増幅を伴う合成プロモーターを開発

している[106]。TRE/PCMVminは、tTA によって活性化され、標的遺伝子の発現を

高レベルで誘導する。 
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Fig. 5 Schematic diagram for liver-enriched transcription factors (LETFs) overexpression 

of Hepa/8F5 cells. EGFP, enhanced green fluorescent protein; PCMV, CMVpromoter; rtTA, 

reverse tetracycline-responsive transactivator; TRE, tetracycline-responsive element 

sequence. 

 

 本章の目的 

 

本章では、Hepa/8F5 細胞を遺伝子改変することで、加温によって高肝機能を

誘導可能とすることを目的とした。まず、加温を遺伝子発現のスイッチとするた

めに、TRE/PCMVminと HSP70B’プロモーターを組み合わせた、転写増幅を伴う合

成プロモーターを構築し、Hepa/8F5 細胞へと導入した。次に、遺伝子導入バル

ク細胞を様々な条件で加温し、生細胞数と CYP3A4 活性のバランスを考慮して

最適な加温条件を決定した。続いて、遺伝子導入バルク細胞から限界希釈法によ

ってクローン細胞を取得し、決定した条件で加温を与え、最も高い CYP3A4 活

性を示すクローン細胞を選抜した。さらに、選抜したクローン細胞を加温し、細

胞形態の観察および生細胞数、アルブミン分泌能、アンモニア除去能、CYP3A4
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活性を経時的に測定した。機能性肝細胞をバイオ人工肝臓や肝毒性・薬物動態評

価系へと用いる際、誘導された肝機能を長期間持続することが重要となる。その

ため、肝機能が誘導されていない細胞の増殖を抑制することで肝機能を持続で

きるかどうか調べるために、マイトマイシン C を添加して培養を行った。 

本研究では、3 つの肝機能を測定した。アルブミンは、血液中に 100 種類以上

存在しているタンパクのうち最も多い 60%を占めるタンパクであり、主に肝臓

で産生される。そのはたらきは、血液中の水分をとどめて血管内の浸透圧を維持

したり、血管内の物質の運搬や保持をしたりすることである。そのため、血液中

のアルブミン量が低下すると、血管の外に水分が漏れ出て、全身のむくみ、腹水

や胸水などの症状を引き起こす。アンモニアは、体内でグルタミンやアミノ酸の

代謝等によって産生され、肝臓で尿素に変換され、体外へと排泄される。肝機能

が低下し、血液中のアンモニア濃度が上昇すると、高アンモニア血症、肝性脳症

を引き起こす。CYP3A4 はシトクロム 450 の一種であり、人体に存在する生体異

物を代謝する主要な酵素の一つである。 

 

 実験方法 

 

(1) 遺伝子発現システムの設計 

 

本研究で設計した温熱誘導型遺伝子発現システムでは、まず、加温をスイッチ

として HSP プロモーターが活性化され tTA が発現する。発現した tTA が下流の

TRE/PCMVminプロモーターを活性化すると、新たに tTA が発現する。これによっ

て、tTA 発現のポジティブフィードバックループが成立し、tTA が持続的に大量

生産される。この tTA が Hepa/8F5 細胞に導入されている LETF 遺伝子上流の

TRE/PCMVmin プロモーターを活性化すると、LETF が過剰発現し、肝機能が向上

する (Fig. 6)。また、遺伝子導入細胞の選抜のために、ピューロマイシン耐性遺
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伝子を組み込んでいる。 

 

Fig. 6 Schematic diagram of the heat-inducible expression of liver-enriched transcription 

factor genes mediated by an artificial transactivator with transcriptional amplification. 

PHSP, HSP70B' promoter; tTA, tetracycline transactivator; TRE, Tet-responsive element 

sequence; PCMVmin, CMV minimum promoter; PEF1α, EF1α promoter; PuroR, Puromycin 

resistance gene; LETF, liver-enriched transcription factor gene. 

 

(2) トランスポゾンベクターの作製 

 

 PB/PHSP-tTA-TRE-tTA-PEF1α-PuroRのコンストラクトとその作製手順を Fig. 7 に

示す。まず、pUC57/PHSP-tTA-TRE-tTA (Genewiz) を SpeⅠと EcoRⅤ、PB513B-1 

(System Biosciences) を SpeⅠと NruⅠによってそれぞれ制限酵素処理し、目的遺伝

子断片を回収し、CIAP 処理 (DNA5’末端の脱リン酸化処理) を行った。得られ

た 2 断片を用いてライゲーション反応を行い、PB/PHSP-tTA-TRE-tTA-PEF1α-PuroR

を作製した。 
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Fig. 7 Flowchart for the construction of PB/PHSP-tTA-TRE-tTA-PEF1α-PuroR. 

 

(3) マウスヘパトーマ細胞の培養 

 

遺伝子組換えマウスヘパトーマ細胞を 10%牛胎児血清および 0.1 mg/mL スト

レプトマイシン硫酸塩 (Fujifilm Wako Pure Chemical)、100 U/mL ベンジルペニシ

リンカリウム  (Fujifilm Wako Pure Chemical) を添加した Dulbecco’s modified 

Eagle’s medium high glucose (DMEM、Sigma-Aldrich) を用いて、37°C、5%CO2イ

ンキュベーター内で培養した。 

 

(4) 遺伝子導入および株構築 

 

 Hepa/8F5 細胞を 6 well plate (Thermo Fisher Scientific) に 8.4 × 105 cells/well で播

種し、翌日に pCMV/transposase (大坪大征氏より供与) および PB/PHSP-tTA-TRE-

tTA-PEF1α-PuroR を Lipofectamine3000 (Invitrogen) を用いて、共導入した。遺伝
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子導入 48 時間後に 100 mm dish (Thermo Fisher Scientific) に 8.8 × 103 cells 播種

し、翌日から 10 日間、遺伝子導入細胞選抜のために 10 mg/mL ピューロマイシ

ン (Thermo Fisher Scientific) 含有培地を用いて培養した。形成されたコロニーを

単離し、遺伝子導入細胞株を取得した。 

 

(5) 加温条件の検討 

 

 遺伝子導入バルク細胞を 24 well plate (Thermo Fisher Scientific) に 2.0 × 104 

cells/well で播種した。翌日 (Day 0) に、24 well plate の内部に水が入らないよう

ビニールテープで密封し、41°C、43°C、45°C となった恒温水中にプレートを 0.5、

1、1.5 時間沈めることで加温した。加温後、プレートを 37°C、5%CO2インキュ

ベーター内へと直ちに戻した。偶数日に培地交換を行い、5 日目にトリパンブル

ー色素排除法による細胞計数および CYP3A4 活性測定を行った。 

 

(6) 細胞形態の観察 

 

 遺伝子導入マウスヘパトーマ細胞を 6 well plateに 1.0 × 105 cells/wellで播種し、

0.1 µg/mL Dox  (Sigma-Aldrich) の存在下、非存在下で培養した。加温ありの条

件においては、播種翌日 (Day 0) に細胞を 43°C の恒温槽に 1 時間沈めた。培地

は 1 日おきに交換した。Day 5 に細胞を 4%パラホルムアルデヒド (奈良病理研

究所) で 15 分間固定し、0.1% Triton X-100 (Fujifilm Wako Pure Chemical) を含む

リン酸緩衝生理食塩水 (PBS) で 10 分間透過処理した。次に 4’,6-diamidino-2-

phenylindole (DAPI, Invitrogen) を加え 15 分間インキュベートし、PBS で 3 回洗

浄した後、BZ-X810 蛍光顕微鏡 (Keyence) を用いて細胞を観察した。 
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(7) 肝機能の測定 

 

 遺伝子導入マウスヘパトーマ細胞を 24 well plate に 2.0 × 104 cells/well で播種

し、0.1 µg/mL Dox  (Sigma-Aldrich) の存在下、非存在下で培養した。加温あり

の条件においては、播種翌日 (Day 0) に細胞を 43°C の恒温槽に 1 時間沈めた。

Day 0,2,4,6,8 に培地交換を行い、Day 5,7,9 の時点で培養培地上清を回収し、−80°C

で保存して解析に用いた。24 時間内に細胞が分泌したアルブミン量を、培養上

清より Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) 法で測定した。測定は Mouse 

Albumin ELISA Quantitation Set (Bethyl) を用い、製品プロトコールに基づいて行

った。Coating antibody (goat anti-mouse albumin) は、0.1 M 炭酸ナトリウムと 0.1 

M 炭酸水素ナトリウムを 8:17 の比で混合したバッファー (pH 9.6) により、100

倍に希釈して用いた。プレートは 96 well ELISA plate (AGC Techno Glass) を用い

た。洗浄は 0.05 % Tween 20 (Fujifilm Wako Pure Chemical) 含有 PBS (PBS-T) を用

い、ImmunoWash (Bio-rad) を使用して 3 回ずつ行った。ブロッキング処理には、

スキムミルク粉末 (Fujifilm Wako Pure Chemical) を PBS-T に溶かした 2%スキム

ミルク溶液を用いた。HRP detection antibody (goat anti-mouse albumin-HRP 

conjugate) は PBS-T で 35,000 倍に希釈して使用した。酵素反応の基質には、o-

フェニレンジアミン (Fujifilm Wako Pure Chemical) を用い、過酸化水素 (Fujifilm 

Wako Pure Chemical) を触媒として酵素反応を進行させた。酵素反応の停止には

8M 硫酸を用い、吸光度は 490 nm の波長で測定した。 

 アンモニア除去能測定においては、Day 5,7,9 の時点で 2 mM NH4Cl (Fujifilm 

Wako Pure Chemical) を含む新鮮な培地 (500 μL/well) に交換し、さらに 6 時間培

養した上清を回収した。培地中のアンモニア濃度は、アンモニアテストワコー 

(Fujifilm Wako Pure Chemical) を用いて、製品プロトコールにしたがって測定し

た。 

CYP3A4活性測定においては、Day 5,7,9の時点で 3.0 μM Luciferin-IPA (Promega) 
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含有培地 (300 μL/well) に交換し、さらに 1 時間培養した培養液を回収した。ル

シフェラーゼ (Luciferin Detection Reagent，Promega) を添加して CYP3A4 酵素が

生成したルシフェリンと反応させ、Glo-max Luminometer (Promega) を用いて発

光強度を測定した。 

 

(8) マイトマイシン C 処理実験 

 

 上記肝機能測定実験における Day 6 に、10 µg/mL マイトマイシン C (Nacalai 

Tesque) 含有培地にて細胞を 2 時間インキュベート後、新鮮な培地に交換した。

Day 9 に生細胞数およびアルブミン分泌能、CYP3A4 活性を測定した。 

 

 結果と考察 

 

(1) 加温条件の検討 

 

 まず、肝機能誘導のための加温条件を決定するために、遺伝子導入バルク細胞

に対して 41°C、43°C、45°C で 0.5、1、1.5 時間加温を与えた。Fig. 8A および 8B

は、それぞれ加温 5 日後の生細胞数および CYP3A4 活性を示している。41°C で

の加温においては、加温時間に関わらず細胞生存率に大きな影響を与えなかっ

たが、45°C で 30 分加温すると細胞生存率が低下し、1 時間以上の加温では細胞

死が生じた。CYP3A4 活性は、43°C での加温において有意に向上し、特に 1 時

間の加温では約 48 倍向上した。したがって、肝機能誘導の条件を 43°C で 1 時

間の加温に決定した。 
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Fig. 8 Determination of optimum heat-shock conditions. Cells were cultured at 37°C 

(control) or exposed to heat-shock at 41, 43 or 45°C for 0.5, 1 or 1.5 h. Five days after 

heat-shock, (A) the number of viable cells and (B) cytochrome P450 activity were 

measured for each condition. Data are presented as means ± standard deviations (n = 3). 

*P < 0.05, **P < 0.01 vs. control by the Student’s t-test. C, control; N.D., not detected. 

 

(2) 高肝機能誘導株の選抜 

 

次に、遺伝子導入バルク細胞から単離したクローン細胞に加温を与え、5 日後

に細胞数と CYP3A4 活性を測定した (Fig. 9)。多くのクローンで細胞増殖の抑制

およびCYP3A4活性の向上が見られ、向上の程度はクローン間で異なっていた。

これは、トランスポゾンベクターが細胞のゲノムにランダムに導入遺伝子を組

み込むためであり、遺伝子導入バルク細胞には、加温に対する導入遺伝子の発現

挙動が異なる様々な細胞が混在していたと考えられる。したがって、遺伝子導入

バルク細胞からクローン細胞を樹立することで、CYP3A4 活性が特に向上した

クローン#13 を取得することができ、この細胞を Hepa/HS と名付け、以降の実験

に用いた。 
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Fig. 9 The viability and cytochrome P450 activity of transduced clones with heat-shock. 

(A) The number of viable cells and (B) cytochrome P450 activity were measured on day 

5 after heat-shock. “Bulk” represents the transduced cell pool before cloning. RLU, 

relative light units. 
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(3) 細胞形態および増殖性の観察 

 

 次に、Hepa/8F5 細胞および Hepa/HS 細胞の加温および Dox の有無による細胞

形態および増殖性を観察した (Fig. 10 and 11)。通常の条件では、Hepa/8F5 細胞

と Hepa/HS 細胞は旺盛に増殖し、培養 5 日目には 100%コンフルエントに達し、

この時の細胞数はそれぞれ約 8 × 105 cells/well、約 1.4 × 106 cells/well であった。

この細胞数の違いは、細胞の大きさが異なることに起因する。43°C で 1 時間加

温した Hepa/8F5 細胞は、細胞の形態に変化はなく、7 日目には 100%コンフルエ

ントに達し、依然として増殖性を維持していた。一方、Hepa/HS 細胞は、加温に

より増殖が抑制され、培養初代肝細胞で報告されているように、細胞サイズの増

大や二核細胞の出現が観察された[107]。これらの結果から、加温によって

Hepa/HS 細胞では LETF の過剰発現が誘導され、細胞増殖の抑制や肝細胞様への

形態変化が生じることが明らかになった。 
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Fig. 10 Microscopy images showing the morphology of Hepa/8F5 and Hepa/HS cells. 

Bright-field (upper) and fluorescence (lower) micrographs cells after 5 days of culture 

with no treatment (HS[−]/Dox[−]), with heat-shock (HS[+]/Dox[−]) or with the addition 

of doxycycline (HS[−]/Dox[+]). Expression of enhanced green fluorescent protein, which 

indicates the shapes of cells, and 4′,6-diamidino-2-phenylindole (DAPI) staining (blue) 

were merged in fluorescence micrographs. Scale bars = 100 µm. HS, heat-shock; Dox, 

doxycycline. 
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Fig. 11 Graphs of the total numbers of cells on days 5, 7 and 9 of culture with no treatment 

(circles), heat-shock (squares) or doxycycline addition (triangles). Data are presented as 

means ± standard deviations (n = 3). *P < 0.05, **P < 0.01 vs. untreated by Student’s t-

test. HS, heat-shock; Dox, doxycycline. 

 

(4) 肝機能の測定 

 

次に、Hepa/8F5 細胞および Hepa/HS 細胞の加温および Dox の有無による肝機

能を測定した。Hepa/8F5 細胞では、Dox 添加によってアルブミン分泌能および

アンモニア除去能、CYP3A4 活性が向上したが、加温による影響は見られなかっ

た。一方、Hepa/HS 細胞では、Dox 添加だけでなく加温によってもこれらの肝機

能が向上した (Fig. 12)。また、Hepa/8F5 細胞では、通常の培養条件および加温

条件においては、アミノ酸代謝に起因すると考えられるアンモニアの産生が見

られた。これらの結果から、Hepa/HS 細胞では、温熱誘導型遺伝子発現システム

の導入によって、加温によっても Dox 添加と同様に LETF を過剰発現させ、高

肝機能を誘導可能であることがわかった。 
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Fig. 12 Liver function analyses of Hepa/8F5 and Hepa/HS cells. (A) The albumin 

secretion rate, (B) the ammonia removal rate and (C) cytochrome P450 activity were 

measured on days 5, 7 and 9 of culture for untreated (circles), heat treated (squares) or 

doxycycline exposed cells (triangles). Data are presented as means ± standard deviations 

(n = 3). *P < 0.05, **P < 0.01 vs. untreated by Student’s t-test. 
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(5) マイトマイシン C 処理による肝機能の維持 

 

 Hepa/HS 細胞において、加温によって誘導された肝機能は、培養 9 日目には低

下が見られた。そこで、培養 6 日目にマイトマイシン C 処理を開始して細胞増

殖を抑制した。その結果、アルブミン分泌能と CYP3A4 活性レベルを 9 日間維

持することができた (Fig. 13)。この結果から、加温による tTA 転写のポジティ

ブフィードバックループが十分ではなく、増殖状態から肝機能発現状態へと切

り替わっていない一部の細胞が徐々に増殖し、全体として肝機能が低下してい

ることが示唆された。また、加温による tTA ポジティブフィードバックループ

が十分に誘導された細胞は、9 日目においても肝機能を維持していることがわか

った。 

 

Fig. 13 The effect of mitomycin C treatment on heat-induced liver function of Hepa/HS 

cells in prolonged culture. (A) The number of cells, (B) the albumin secretion rate and 

(C) cytochrome P450 activity were measured on day 9 of culture with (MC[+]) or without 

(MC[−]) mitomycin C treatment. Data are presented as means ± standard deviations (n = 

3). *P < 0.05, **P < 0.01 vs. untreated by Student’s t-test. MC, mitomycin C; RLU, 

relative light units. 

 

 本章のまとめ 

 

 本章では、温熱誘導型遺伝子発現システムを構築し、Hepa/8F5 細胞へと導入
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した。最初に、遺伝子導入バルク細胞を用いて、加温による肝機能誘導確認およ

び加温条件検討を行った。その結果、構築したシステムが期待通りにはたらき、

遺伝子導入バルク細胞は加温に応じて CYP3A4 活性が向上した。43°C での 1 時

間の加温によって最も高い CYP3A4 活性が誘導され、加温なしと比較して約 48

倍向上した。次に、遺伝子導入バルク細胞からクローン細胞を樹立した。その結

果クローン#13 (Hepa/HS 細胞) は、加温に応じて細胞増殖が抑制され、肝細胞様

形態へと変化し、アルブミン分泌能、アンモニア除去能、CYP3A4 活性が顕著に

向上した。誘導された肝機能は 9 日目において低下が観察されたが、マイトマ

イシン C 処理により細胞増殖を抑制したところ、9 日目においても機能を維持

することができた。したがって、加温による tTA ポジティブフィードバックル

ープが十分に誘導された細胞は、9 日目においても肝機能を維持していることが

わかった。Hepa/HS 細胞は通常の培養条件で容易に増殖し、高価なサイトカイン

や低分子薬剤の添加を必要とせず、一度の加温によって高い肝機能を誘導し、持

続することが可能である。したがって、マウス由来細胞であるため、その機能の

一部がヒト細胞と異なることが考えられるものの、BAL システムや肝毒性・薬

物動態評価系への利用が期待できる。 
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第三章 加温によって高肝機能を誘導可能な
ヒトヘパトーマ細胞の開発 

 

3.1 緒言 

 

本論文では、第二章において加温によって高肝機能を誘導可能なマウスヘパ

トーマ細胞株を樹立した。しかし、ヒト細胞と動物細胞の間には種の違いによる、

異種免疫反応やタンパク質型の違い、薬物毒性結果の不一致などが存在する。そ

のため、肝細胞をバイオ人工肝臓や肝毒性・薬物動態評価系、肝疾患モデルへと

利用する際には、ヒト由来細胞を用いる方が望ましい。本章では、様々な肝細胞

研究において一般的に使用されているヒトヘパトーマ細胞である HepG2 細胞を、

遺伝子改変によって高肝機能化することを試みた。ヘパトーマ細胞の肝機能を

向上させるための方法としては、高肝機能誘導型マウスヘパトーマ細胞での実

績がある 8 種類の LETF 遺伝子 (HNF-1α、HNF-1β、HNF-3β、HNF-4α、HNF-6、

C/EBP-α、C/EBP-β、C/EBP-γ) のヒト型を使用した。肝臓では肝特異的転写因子

が高度に発現され、互いに転写ネットワークを形成しつつ、肝機能に関連する

様々な遺伝子発現を調節し、肝細胞表現型を作り上げている。中でも、これら 8

種類の LETF は相互作用の上流に位置しているため、これらの因子の過剰発現

により、ヒト細胞においても肝機能を全体的に向上させることが期待できる。ま

た、LETF 遺伝子の発現制御にもマウスヘパトーマ細胞に用いた、TRE/PCMVminと

HSP70B’プロモーターを組み合わせた、転写増幅を伴う合成プロモーターを採用

した。我々の研究室では以前に、温熱誘導型合成プロモーターを導入したヒトヘ

パトーマ (HepG2-HSP) 細胞を開発している[105]。 
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3.2 肝特異的転写因子遺伝子導入細胞株の構築と肝機能

評価 

 

3.2.1 本節の目的 

 

本節では、HepG2-HSP 細胞へと LETF 遺伝子を導入することで、加温に応じ

て高肝機能を誘導可能なヒトヘパトーマ細胞を樹立することを目的とした。

HepG2-HSP 細胞は、加温に応じて人工転写因子および EGFP を持続的に高発現

する (Fig. 14A)。まず、LETF 遺伝子の入っていない HepG2-HSP 細胞を用いて加

温条件の検討を行った。次に、LETF 遺伝子発現を加温によって制御するために、

TRE/PCMVmin制御下に LETF 遺伝子が存在する 2 つのトランスポゾンベクターを

構築し、HepG2-HSP 細胞へと導入した (Fig. 14B)。続いて遺伝子導入バルク細胞

に対して加温を与え、ヒトヘパトーマ細胞における 8 種類の LETF 遺伝子の過

剰発現による影響を評価した。また、遺伝子導入細胞からクローン細胞を取得し、

最も高いアルブミン分泌能が発揮されるクローンを樹立した。さらに、選抜した

クローン細胞を加温し、細胞形態の観察および生細胞数、アルブミン分泌能、ア

ンモニア除去能、CYP3A4 活性を経時的に測定した。最後に EGFP 蛍光強度を利

用して、高肝機能発現細胞を分取し、肝機能測定を行った。 
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Fig. 14 (A) Schematic diagram of heat-inducible expression with transcriptional 

amplification. (B) Construction of transposon vectors for LETFs introduction. Each 

LETF gene is linked by a 2A peptide sequence and is co-expressed by a single promoter. 

To select the transduced cells, the two vectors include a puromycin resistance (PuroR) 

gene and a blasticidin resistance (BlaR) gene under the control of the elongation factor 1 

alpha (EF1α) promoter, respectively. HNF, hepatocyte nuclear factor; C/EBP, 

CCAAT/enhancer binding protein. 

 

3.2.2 実験方法 

 

(1) 加温条件の検討 

 

 HepG2-HSP 細胞を collagen-coated 24-well plate (AGC Techno Glass) に 4.0 × 104 

cells/well で播種した。翌日 (Day 0) に、24 well plate の内部に水が入らないよう

ビニールテープで密封し、41°C、42°C、43°C、44°C となった恒温水中にプレー

トを 0.5、1、2 時間沈めることで加温した。加温後、プレートを 37°C、5%CO2

インキュベーター内へと直ちに戻した。偶数日に培地交換を行い、5 日目に生細

胞数および EGFP 陽性細胞の割合を測定した。生細胞数はトリパンブルー色素

排除法によりカウントし、EGFP 発現量はセルソーターSH800 (Sony) を用いて
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測定した。 

 

(2) トランスポゾンベクターの作製 

 

 tTA を介した 8 つの LETF 遺伝子の発現系の導入には、PiggyBac トランスポゾ

ンをベースとした 2 つのトランスポゾンベクター (PB/TRE-hHNF1α-hHNF3β-

hCEBPα-hCEBPβ-hCEBPγ-PEF1α-PuroR および PB/TRE-hHNF1β-hHNF4α-hHNF6-

PEF1α-BlaR) を用いた。各 LETF 遺伝子は 2A ペプチド配列で連結されており、単

一のプロモーターで発現している。また、2 つのベクターにはそれぞれ、EF1α プ

ロモーター制御下にピューロマイシン耐性遺伝子とブラストサイジン耐性遺伝

子あり、遺伝子導入細胞を選抜することができる。2 つのトランスポゾンベクタ

ーの作製法を以下に示す。 

 

<PB/TRE-hHNF1α-hHNF3β-hCEBPα-hCEBPβ-hCEBPγ-PEF1α-PuroRの作製> 

 PB/TRE-hHNF1α-hHNF3β-hCEBPα-hCEBPβ-hCEBPγ-PEF1α-PuroR のコンストラ

クトとその作製手順を Fig. 15 に示す。まず、目的遺伝子配列の格端に制限酵素

認識サイトを付加したプラスミドDNAの合成を pUC57/TRE-hHNF1αはGenewiz

に、 pMA-T/hCEBPα-hCEBPβ-hCEBPγ-PEF1α-PuroR および pMA-T/hHNF3β は

Invitrogen に委託した。PB/PHSP-tTA-TRE-tTA-PEF1α-PuroR および pMA-T/hCEBPα-

hCEBPβ-hCEBPγ-PEF1α-PuroRを制限酵素 SpeⅠおよび NheⅠによって切断し、2 つの

DNA 断片を回収した。以上の 2 断片を LigaFast™ Rapid DNA Ligation System 

(Promega) 用いてライゲーション反応を行い、組み換え中途産物 PB/hCEBPα-

hCEBPβ-hCEBPγ-PEF1α-PuroR を作製した。次に、PB/hCEBPα-hCEBPβ-hCEBPγ-

PEF1α-PuroRおよび pMA-T/hHNF3βを制限酵素BglⅡおよびEcoRⅠを用いて切断し、

目的 DNA 断片を回収した。以上の 2 断片を用いてライゲーション反応を行い、

組み換え中途産物 PB/hHNF3β-hCEBPα-hCEBPβ-hCEBPγ-PEF1α-PuroRを作製した。
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続いて、PB/hHNF3β-hCEBPα-hCEBPβ-hCEBPγ-PEF1α-PuroRを制限酵素 SpeⅠおよび

BglⅡによって切断し、同様に pUC57/TRE-hHNF1α を制限酵素 SpeⅠおよび BamHⅠ

によって切断した。得られた 2 つの DNA 断片を用いてライゲーション反応を行

い、PB/TRE-hHNF1α-hHNF3β-hCEBPα-hCEBPβ-hCEBPγ-PEF1α-PuroR を作製した。

作製した PB/TRE-hHNF1α-hHNF3β-hCEBPα-hCEBPβ-hCEBPγ-PEF1α-PuroR は、

QIAfilter Plasmid Midi Kit (Qiagen) を用いたカラム抽出により精製した。 
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Fig. 15 Flowchart for the construction of PB/TRE-hHNF1α-hHNF3β-hCEBPα-hCEBPβ-

hCEBPγ-PEF1α-PuroR. 
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< PB/TRE-hHNF1β-hHNF4α-hHNF6-PEF1α-BlaRの作製> 

PB/TRE-hHNF1β-hHNF4α-hHNF6-PEF1α-BlaR のコンストラクトとその作製手順

を Fig. 16 に示す。まず、目的遺伝子配列の格端に制限酵素認識サイトを付加し

たプラスミドDNA、pMK-RQ-Bb/hHNF6-PEF1α-BlaRおよび pMK-RQ-Bb/hHNF4α、

pMA-T/hHNF1β の合成を Invitrogen に委託した。PB/PHSP-tTA-TRE-tTA-PEF1α-PuroR

および pMK-RQ-Bb/hHNF6-PEF1α-BlaR を制限酵素 XbaⅠおよび HpaⅠによって切断

し目的 DNA 断片を回収した。以上の 2 断片を用いてライゲーション反応を行

い、組み換え中途産物 PB/PHSP-hHNF6-PEF1α-BlaR を作製した。次に、PB/PHSP-

hHNF6-PEF1α-BlaRおよび pMK-RQ-Bb/hHNF4α を制限酵素 BglⅡおよび EcoRⅠを用

いて切断し、2 つの DNA 断片を回収した。以上の 2 断片を用いてライゲーショ

ン反応を行い、組み換え中途産物 PB/PHSP-hHNF4α-hHNF6-PEF1α-BlaRを作製した。

次いで、PB/PHSP-hHNF4α-hHNF6-PEF1α-BlaRを制限酵素 XbaⅠおよび BglⅡによって

切断し、同様に pMA-T/hHNF1β を制限酵素 XbaⅠおよび BamHⅠによって切断し、

2つのDNA断片を回収した。以上の 2断片を用いてライゲーション反応を行い、

組み換え中途産物 PB/PHSP-hHNF1β-hHNF4α-hHNF6-PEF1α-BlaR を作製した。続い

て、PB/PHSP-hHNF1β-hHNF4α-hHNF6-PEF1α-BlaRおよび pUC57/TRE-hHNF1α を制

限酵素 SpeⅠおよび XbaⅠによって切断し、目的 DNA 断片を取得した。以上の 2 断

片を用いてライゲーション反応を行い、PB/TRE-hHNF1β-hHNF4α-hHNF6-PEF1α-

BlaRを作製した。作製した PB/TRE-hHNF1β-hHNF4α-hHNF6-PEF1α-BlaRは、カラ

ム抽出により精製した。 
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Fig. 16 Flowchart for the construction of PB/TRE-hHNF1β-hHNF4α-hHNF6-PEF1α-BlaR. 
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(3) ヒトヘパトーマ細胞の培養 

 

 遺伝子組換えヒトヘパトーマ細胞を 10%牛胎児血清および 0.1 mg/mL ストレ

プトマイシン硫酸塩、100 U/mL ベンジルペニシリンカリウムを添加した DMEM 

high glucose を用いて、37°C、5%CO2インキュベーター内で培養した。培養基材

には collagen-coated dishes (AGC Techno Glass) を用いた。 

 

(4) 遺伝子導入および株構築 

 

 HepG2-HSP 細胞を collagen-coated 6-well plate (AGC Techno Glass) に 4.0 × 105 

cells/well で播種した。翌日、pCMV/transposase および 2 つのトランスポゾンベ

クターPB/TRE-hHNF1α-hHNF3β-hCEBPα-hCEBPβ-hCEBPγ-PEF1α-PuroR、PB/TRE-

hHNF1β-hHNF4α-hHNF6-PEF1α-BlaRを Lipofectamine3000 を用いて導入した。6 時

間後に新鮮な培地へと交換した。遺伝子導入バルク細胞を取得するために、トラ

ンスフェクション 2日後から 12日間、10 μg/mLピューロマイシンおよび 5 μg/mL

ブラストサイジン (Thermo Fisher Scientific) 含有培地にて培養した。遺伝子導入

バルク細胞から限界希釈法によって、クローン細胞を樹立した。 

 

(5) 細胞形態の観察 

 

 ヒトヘパトーマ細胞を collagen-coated 24-well plate に 4.0 × 104 cells/well で播種

した。翌日 (Day 0) に細胞を 43°C で 30 分間加温後、培地交換を行った。Day 3

において、4%パラホルムアルデヒドを用いて細胞を固定化し、0.1% Triton X-100

を含む PBS を用いて透過処理を行った。1%ウシ血清アルブミン (Fujifilm Wako 

Pure Chemical) 含有 PBSを用いてブロッキングした。次に、細胞をHuman albumin 

Antibody affinity purified (Bethyl) 含有 PBS でインキュベートし、次いで rabbit 
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anti-goat IgG-R with rhodamine (sc-3945; Santa Cruz Biotechnology) 含有 PBS でイ

ンキュベートした。細胞核を DAPI で染色し、BZ-X810 蛍光顕微鏡を用いて細胞

を観察した。 

 

(6) EGFP 高発現細胞の分取 

 

 遺伝子改変ヒトヘパトーマ細胞を collagen-coated 100 mm dish (AGC Techno 

Glass) に細胞を播種し、細胞密度が 80％コンフルエントに達した時点で細胞を

43°C で 30 分間加温した。翌日 (Day 0)、EGFP の蛍光強度が高い細胞集団をセ

ルソーターを用いて分取した。 

 

(7) 肝機能の測定 

 

 ヒトヘパトーマ細胞を collagen-coated 24-well plate に 4.0 × 104 cells/well で播種

した。翌日 (Day 0) に細胞を 43°C で 30 分間加温した。EGFP 高発現細胞を分取

した条件においては、加温の翌日に、collagen-coated 24-well plate に 1.0 × 105 

cells/well で播種した (Day 0)。また、培地は偶数日に交換した。アルブミン分泌

能測定用の培養上清は、培地交換の 24 時間後に回収した。アンモニア除去能測

定用の培養上清は、回収の 24 時間前に 2 mM NH4Cl 含有培地 (500 μL/well) に

交換した。CYP3A4 活性測定用の培養上清は、回収の 1 時間前に 3.0 μM Luciferin-

IPA 含有培地 (300 μL/well) に交換した。これらのサンプルは−80°C で保存し、

2.3(7) と同様の手順で解析を行った。ただし、アルブミン ELISA の際、一次抗

体および二次抗体にはそれぞれ Coating antibody (goat anti-human albumin) および

HRP detection antibody (goat anti-human albumin-HRP conjugate) を用い、二次抗体

は 100,000 倍に希釈して使用した。 
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(8) ウエスタンブロッティング 

  

 HepG2/8F_HS 細胞を collagen-coated 100 mm dish に播種し、細胞が 80%コン

フルエントに達した時点において 43°C で 30 分間加温した。加温から 3 日後、

トリプシンを用いて細胞を剥離し、遠心分離にて回収した。1 mM の PMSF 

(Sigma-Aldrich) 含有 PBS に細胞を懸濁し、超音波で破砕した。細胞ライセート

をWes自動キャピラリーウエスタンブロッティング (ProteinSimple) にセットし

た。Mouse monoclonal anti-HNF-1α (sc-393668)、mouse monoclonal anti-HNF-1β (sc-

130407)、mouse monoclonal anti-HNF-3β (sc-101060)、mouse monoclonal anti-HNF-

4α (sc-374227)、mouse monoclonal anti-HNF-6 (sc-376167)、mouse monoclonal anti-

C/EBP-α (sc-166258)、mouse monoclonal anti-C/EBP-β (sc-7962)、 mouse monoclonal 

anti-C/EBP-γ (sc-517003) を Santa Cruz Biotechnology から購入し、一次抗体とし

て使用した。Anti-mouse secondary antibody (042-205; ProteinSimple) を二次抗体と

して用いた。 

 

3.2.3 結果と考察 

 

(1) 加温条件の検討 

 

最初に、tTA ポジティブフィードバックループ誘導のための加温条件を決定す

るために、HepG2-HSP 細胞を 41、42、43、44°C で 0.5、1、2 時間加温した。各

条件について、加温の 5 日後に生細胞数 (Fig. 17A) と EGFP 陽性細胞割合 (Fig. 

17B) を測定した。加温によって EGFP の発現が誘導され、42°C で 2 時間、43°C

で 1 または 2 時間、44°C で 0.5 時間の条件では、90%以上の細胞が EGFP 蛍光を

示した。44°C で 1 または 2 時間の条件では、細胞死が生じたため、細胞数と

EGFP 陽性細胞割合を測定できなかった。高い EGFP 陽性細胞率を示し、細胞増
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殖への影響が少ないことから、43°C での 30 分間の加温を最適条件に決定した。 

 

Fig. 17 Determination of optimal heat-shock (HS) conditions. Cells were consistently 

cultured at 37°C (control) or exposed to HS (41, 42, 43 or 44°C for 0.5, 1 or 2 h). Five 

days after HS, (A) the number of viable cells and (B) EGFP-positive cell rate were 

measured. Data are presented as means ± standard deviations (n = 3). *P < 0.05, **P < 

0.01 vs. control by the Student’s t-test. C, control; EGFP, enhanced green fluorescent 

protein; N.D., not detected. 

 

(2) 高肝機能誘導株の選抜 

 

 HepG2-HSP 細胞に PB/TRE-hHNF1α-hHNF3β-hCEBPα-hCEBPβ-hCEBPγ-PEF1α-

PuroR および PB/TRE-hHNF1β-hHNF4α-hHNF6-PEF1α-BlaR をトランスフェクショ

ンした後、ピューロマイシンとブラストサイジンを用いて遺伝子導入バルク細

胞を得た。LETF の過剰発現によって誘導される肝機能の発現を評価するために、

HepG2 および遺伝子導入バルク細胞を、加温ありまたはなしの条件で培養した。

細胞数およびアルブミン分泌能、アンモニア除去能、CYP3A4 活性を経時的に測

定した (Fig. 18)。HepG2 細胞は、加温の有無にかかわらず、測定した 3 つの機

能のいずれも見られなかった。一方、加温したバルク細胞では、ピーク時のアル

ブミン分泌能と CYP3A4 活性は、HepG2 細胞に比べてそれぞれ 17.7 倍、5.1 倍



 第三章 加温によって高肝機能を誘導可能なヒトヘパトーマ細胞の開発 

54 

 

向上した。しかし、加温したバルク細胞においてもアンモニア除去能は向上しな

かった。 

 

Fig. 18 Liver function analyses of HepG2 and genetically modified hepatoma bulk cells. 

(A) Number of cells, (B) albumin secretion rate, (C) ammonia removal rate and (D) P450 

activity were measured over time with HS[−] (open columns) or HS[+] (closed columns). 

Circles show HepG2 cells and squares show HepG2/8F_HS cells. Data are presented as 

means ± standard deviations (n = 3). *P < 0.05, **P < 0.01 vs. HS[−] by Student’s t-test. 

 

次に、遺伝子導入バルク細胞から限界希釈法によってクローン細胞を取得し、

加温ありまたはなしの条件で 5 日間培養した。その結果、ほとんどのクローン

細胞において細胞増殖の抑制およびアルブミン分泌能の向上が見られた (Fig. 
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19)。最もアルブミン分泌能が向上したクローン#29 を HepG2/8F_HS 細胞と名付

け、以降の実験に用いた。 

 

Fig. 19 Liver function analyses of genetically modified hepatoma clone cells. (A) Number 

of cells, (B) albumin secretion rate and (C) ammonia removal rate were measured with 

HS[−] (open columns) or HS[+] (closed columns) at day 5. 
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(3) HepG2/8F_HS 細胞の肝機能評価 

 

 HepG2細胞とHepG2/8F_HS細胞を、加温した場合と加温しない場合で培養し、

細胞の形態を観察した。HepG2 細胞では、加温の有無による違いは見られなか

った。一方、HepG2/8F_HS 細胞では、加温により増殖を抑制され、培養初代肝

細胞で報告されているように、細胞サイズが大きくなり、2 核細胞の出現が観察

された (Fig. 20)[107]。また、加温後の HepG2/8F_HS 細胞では、EGFP の蛍光が

観察され、導入した LETF 遺伝子が発現していることがわかった。さらに、肝機

能の指標としてアルブミンの発現を免疫細胞化学的に観察した。その結果、

HepG2細胞と加温していないHepG2/8F_HS細胞ではアルブミンの発現は見られ

なかったが、加温した HepG2/8F_HS 細胞では蛍光が観察された (Fig. 20)。また、

細胞数およびアルブミン分泌能、アンモニア除去能、CYP3A4 活性を経時的に測

定した。HepG2/8F_HS 細胞では、加温によって細胞増殖は抑制されたが、9 日目

に向けて細胞はわずかに増殖した (Fig. 21A)。また、加温した HepG2/8F_HS 細

胞では、アルブミン分泌能およびアンモニア除去能、CYP3A4 活性が顕著に向上

した (Fig. 21B-D)。誘発された肝機能は、3 日目にピークに達し、その後徐々に

低下したが、9 日目においても HepG2 細胞よりも高い値を維持した。 
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Fig. 20 Morphological analysis of HepG2/8F_HS cells with (HS[+]) or without (HS[−]) 

heat-shock. Phase contrast and fluorescence images of HepG2 and HepG2/8F_HS cells 

dyed with DAPI (blue), EGFP (green) and ALB (red). Scale bars = 50 µm. DAPI, 4’,6-

diamidino-2-phenylindole; EGFP, enhanced green fluorescent protein. 
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Fig. 21 Liver function analyses of HepG2 (circles) and HepG2/8F_HS (squares) cells 

with (HS[+]) or without (HS[−]) heat-shock. (A) Number of cells, (B) albumin secretion 

rate, (C) ammonia removal rate and (D) P450 activity were measured over time with 

HS[−] (open columns) or HS[+] (closed columns). Data are presented as means ± standard 

deviations (n = 3). *P < 0.05, **P < 0.01 vs. HS[−] by Student’s t-test.  

 

遺伝子導入バルク細胞は、加温に応じてアンモニアを産生したが、限界希釈法

によって樹立された HepG2/8F_HS 細胞はアンモニアを除去した (Fig. 18C and 

21C)。また、他のいくつかのクローン細胞においてアンモニア除去能を測定した

ところ、全てのクローン細胞が加温に応じてアンモニアを除去した (Fig. 22)。ト

ランスポゾンベクターは、目的遺伝子を DNA 上の TTAA サイトにランダムに組
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み込むため、遺伝子導入バルク細胞には様々な挙動を示す細胞が含まれている。

しかし、限界希釈法を経ることで、増殖性の高い細胞がスクリーニングされた結

果、得られたクローン細胞の特徴が似通った可能性がある。 

 

Fig. 22 Ammonia removal rate of genetically modified hepatoma clone cells. Cells were 

cultured with HS[−] (open columns) or HS[+] (closed columns). 

 

(4) EGFP 蛍光強度を利用した高肝機能細胞分取による肝機能維持 

 

 次に、HepG2/8F_HS 細胞の加温後の EGFP 発現細胞割合を経時的に測定した 

(Fig. 23)。加温 1 日後には 96.0%の細胞が EGFP 蛍光を示し、5 日目には EGFP 蛍

光強度がより向上した細胞集団と EGFP 蛍光強度の低い集団に分かれた。さら

に 9 日目には EGFP 蛍光強度の高い集団はその蛍光強度を維持しているものの、

EGFP 蛍光強度の低い集団の割合が増加した。また、培養皿上には局所的に細胞

密度の高い EGFP 陰性細胞の集団が観察された (Fig. 24)。そこで加温の翌日に

EGFP蛍光強度の高い細胞を分取して経時的に EGFP発現細胞割合および生細胞
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数、肝機能を測定した。EGFP 蛍光強度の高い細胞を分取すると、9 日目におい

ても分取なしに比べて高い EGFP 蛍光細胞割合を維持した (Fig. 23)。また GFP

蛍光強度の高い細胞は 9 日間培養しても増殖することはなかった (Fig. 24 and 

25A)。アルブミン分泌能は分取しない場合と比べてピーク時で 2.3 倍に向上し、

9 日目においても分取なしのピーク時と同等の機能を維持した (Fig. 25B)。アン

モニア除去能および CYP3A4 活性は分取なしと比較して最大値は有意に向上し

なかったものの、高いレベルを維持できる期間が延長された (Fig. 25C and D)。 

 HepG2/8F_HS 細胞における LETF 遺伝子発現は、加温をスイッチとする tTA

のポジティブフィードバックループによって制御されており、その発現は GFP

蛍光によってモニタリングすることができる。加温の翌日、GFP 蛍光強度の低

い細胞は、tTA ポジティブフィードバックループが十分に働いていないため、培

養日数の経過にしたがって、その発現は徐々に消失した。また、GFP 蛍光強度が

低いまたは GFP を全く発現していない細胞は LETF 遺伝子発現が十分でないた

め増殖した。一方、GFP 蛍光強度が高い細胞は tTA ポジティブフィードバック

ループにより GFP が蓄積されることで、培養日数の経過に従って蛍光強度は向

上した。これらの細胞は LETF 遺伝子の過剰発現により肝機能が増強されてお

り増殖しないため、肝機能が誘導されていない細胞の増殖に伴って割合が減少

した。したがって、培養 9 日目には加温によって誘導された肝機能の低下が見

られ (Fig. 21B-D)、GFP 蛍光強度の高い細胞を分取した場合には誘導した肝機能

を維持することができた (Fig. 25B-D)。 
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Fig. 23 Green fluorescence analysis of HepG2/8F_HS cells after heat-shock (HS) and 

sorting. Yellow and green indicate EGFP-negative or -positive cells, respectively, and the 

percentage of EGFP-positive cells is shown in the figure. Blue indicates the fraction that 

was isolated. EGFP, enhanced green fluorescent protein. 

 

 

Fig. 24 Microscopy images showing the EGFP expression of HepG2/8F_HS cells. Cells 

were cultured for 9 days after heat-shock with (Sort[+]) or without (Sort[−]) of sorting. 

Scale bars = 100 µm. EGFP, enhanced green fluorescent protein. 
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Fig. 25 Liver function analyses of HepG2/8F_HS cells after heat-shock (HS) and sorting. 

(A) Number of cells, (B) albumin secretion rate, (C) ammonia removal rate and (D) P450 

activity were measured over time with HS[−] (open columns) or HS[+] (closed columns). 

Data are presented as means ± standard deviations (n = 3). *P < 0.05, **P < 0.01 vs. 

HS[−] by Student’s t-test. EGFP, enhanced green fluorescent protein. 

 

 また、HepG2-HSP 細胞および 8 種の LETF 遺伝子を導入したバルク細胞、

HepG2/8F_HS 細胞に対して、加温ありまたはなし、Dox ありまたはなしの条件

で EGFP の FACS 解析を 9 日間行った (Fig. 26)。その結果、HepG2-HSP 細胞は、

加温によって約 96%の細胞の EGFP 発現が誘導された。3 日目には tTA ポジティ

ブフィードバック誘導の十分でない細胞の EGFP 蛍光が失われ、EGFP 発現細胞
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割合は約 89%となり、以降そのレベルを維持した。遺伝子導入バルク細胞は、加

温によって約 94%の細胞において EGFP 発現が誘導されたものの、その割合は

直ちに減少した。これは、LETF 遺伝子の導入に伴い、ポジティブフィードバッ

クが十分に機能している EGFP 陽性細胞は増殖が抑制され、ポジティブフィー

ドバックが機能していない EGFP 陰性細胞のみが増殖したためであると考えら

れる。HepG2/8F_HS 細胞は、加温によって約 96%の細胞が EGFP を発現し、多

くの細胞が 9 日目においても EGFP を高発現していたが、その割合はわずかに

減少した。これは tTAポジティブフィードバックの十分でない一部の細胞が徐々

に増殖したためだと考えられる。また、全ての細胞において Dox を添加するこ

とで、EGFP 発現が抑制され、Dox による tTA と TRE 配列との結合が阻害され

ることが確認できた。 
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Fig. 26 Green fluorescence analysis of HepG2, transgenic bulk and HepG2/8F_HS cells. 
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HepG2/8F_HS 細胞に対するウエスタンブロッティングによって、過剰発現さ

せた 8 種類の肝特異的転写の発現を確認した (Fig. 27)。肝特異的転写因子は親

細胞である HepG2 細胞でもわずかに発現しているため、加温なしでも発現して

いる因子が見られた。一方、加温ありの条件においては全ての因子の発現が確認

できた。 

 

Fig. 27 Western blot analysis of HepG2/8F_HS cells. 

 

3.2.4 本節のまとめ 

 

本節では、まず、HepG2-HSP 細胞へと様々な条件で加温を与え、加温条件の

検討を行った。その結果、43°C での 30 分間の加温により、細胞へダメージを与

えることなく、約 90%の細胞の EGFP 発現を誘導できた。次に、TRE/PCMVmin制

御下にある 8 つの LETF 遺伝子を構築し、HepG2-HSP 細胞へと導入した。遺伝

子導入バルク細胞を加温すると、肝機能が向上したため、ヒトヘパトーマ細胞に

おいても 8 種類の LETF の過剰発現が肝機能向上のために有効であることが確

認できた。また、遺伝子導入バルク細胞からクローン細胞を樹立し加温を与えた。
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その結果、クローン#29 (HepG2/8F_HS 細胞) は Hepa/HS 細胞と同様に、加温に

応じて細胞増殖が抑制され、肝細胞様形態へと変化し、アルブミン分泌能、アン

モニア除去能、CYP3A4 活性が顕著に向上した。誘導された肝機能は 3 日目をピ

ークに徐々に低下してしまったが、9 日目においても親細胞よりも高い機能を維

持した。また、EGFP 蛍光強度と肝機能には相関関係があり、EGFP 高発現細胞

を分取することによって、誘導された肝機能を 9 日間高いレベルで維持できる

ことを示した。HepG2/8F_HS 細胞は、遺伝子改変されたヘパトーマ細胞である

ため、特別な添加物を必要としないシンプルな培地で培養することができ、大量

の細胞を迅速かつ安価に得ることができる。また、一度の加温で肝機能を誘導す

ることができ、誘導後 3 日目には高い肝機能が発揮される。さらに、EGFP の発

現を利用した細胞の分取により、細胞を容易に高品質に揃えることが可能であ

り、誘導された肝機能も一定期間維持される。 

 

3.3 スフェロイド培養による高肝機能化 

 

 本節の目的 

 

PHH や Hepa/8F5 を含むヘパトーマ細胞、iPS 細胞由来肝細胞などにおいて、

スフェロイドと呼ばれる細胞凝集塊を形成させ、三次元的な培養を行うことで、

肝機能が向上され、持続期間が延伸されることがわかっている。本節では、

HepG2/8F_HS 細胞をスフェロイド培養することでさらに高肝機能化することを

目的とした。スフェロイドの形成には EZSPHERE SP 24 well plate (AGC Techno 

Glass) を用いた。EZSPHERE SP は、表面が低接着加工されており、1 well あた

りに約 470 個の微細 well があるため、簡単に均一なスフェロイドを作製するこ

とができる。まず、EZSPHERE へと細胞を播種しスフェロイドを形成させた後

に加温を与え、肝機能を誘導できるか調べた。次に、細胞に加温を与え肝機能を
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誘導後、セルソーターを用いて EGFP 高発現細胞のみを集めスフェロイドを形

成し、肝機能を測定した。 

 

 実験方法 

 

(1) スフェロイド形成→肝機能誘導実験 

 

 HepG2/8F_HS 細胞を EZSPHERE SP 24-well plate に 50, 100, 200 cells/microwell

で播種し (Day 0)、播種から 0, 24, 48 時間後に 43°C で 30 分間加温した。培地交

換は毎日行い、スフェロイドが微細ウェルから飛び出さないように、200 µL ず

つ 5 回に分けて丁寧に交換した。測定日の前日に細胞を回収し、300 rpm で 3 分

遠心し培地を一度完全に取り除いた。その後、細胞を新鮮な培地で優しく懸濁し

て超低接着 24 well plate (Corning) へと移した。24 時間後に培養上清を回収し、

トリパンブルー色素排除法による細胞計数を行った。回収した上清中の上清中

のアルブミン量を ELISA 法により測定した。 

 

(2) 肝機能誘導→スフェロイド形成実験 

 

 HepG2/8F_HS 細胞を collagen-coated 100 mm dish に細胞を播種し、細胞密度が

80％コンフルエントに達した時点で細胞を 43°C で 30 分間加温した。翌日 (Day 

0)、EGFP の蛍光強度が高い細胞集団をセルソーターを用いて分取した。分取し

た細胞を EZSPHERE SP 24-well plate に 50, 100 cells/microwell で播種した。培地

は一日おきにスフェロイドが微細ウェルから飛び出さないように、200 µL ずつ

5 回に分けて丁寧に交換した。以降 (1) と同様の手順で行った。 
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 結果と考察 

 

(1) スフェロイド形成→肝機能誘導実験 

 

 最初に、HepG2/8F_HS 細胞を EZSPHERE SP へと播種後に、加温を与えて肝

機能が誘導できるか検討した。どの条件においても加温を与えることでアルブ

ミン分泌能の向上が確認できたものの、そのレベルは単層培養と比較して有意

な差は見られなかった (Fig. 28)。 

 

Fig. 28 Albumin secretion rate of HepG2/8F_HS cells with (HS[+]) or without (HS[−]) 

heat-shock in spheroid. Cells were seeded at 50 cells/microwell (circles), 100 

cells/microwell (squares) or 200 cells/microwell (triangles). Data are presented as means 

± standard deviations (n = 3). *P < 0.05, **P < 0.01 vs. HS[−] by Student’s t-test. 

Abbreviations: EGFP, enhanced green fluorescent protein. 
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(2) 肝機能誘導→スフェロイド形成実験 

 

 そこで、加温を与えた翌日にセルソーターを用いて EGFP 高発現細胞のみを

分取して、スフェロイドを形成させた。培養翌日には直径約 100 µm の球状のス

フェロイドが形成された。加温なしでは徐々に細胞が増殖し、9 日目には直径約

200 µm 程度の大きさになった。一方で加温をした場合、細胞は増殖せず 9 日目

においてもスフェロイドの直径は 100 µm ほどにとどまった。また、生細胞数お

よびアルブミン分泌能、アンモニア除去能、CYP3A4 活性を経時的に測定した。

単層培養と同様に加温なしでは細胞が増殖し、加温ありでは細胞増殖が抑制さ

れていることが確認できた (Fig. 30A)。100 cells/microwell の条件では、培養後期

に多くの死細胞が観察された。アルブミン分泌能は、単層培養と比較してわずか

に向上し、誘導された機能は高いレベルで維持された (Fig. 30B)。また、アンモ

ニア除去能および CYP3A4 は 100 cells/microwell よりも 50 cells/microwell の方

が高く、単層培養のピーク時と比較してそれぞれ 2.1 倍、1.6 倍向上した (Fig. 

30C and D)。 

Fig. 29 Phase contrast and EGFP fluorescence (green) micrographs of HepG2/8F_HS 

cells with (HS[+]) or without (HS[−]) heat-shock in spheroid. Cells were seeded at 50 

cells/microwell and observed over time. Scale bars = 100 µm. EGFP, enhanced green 

fluorescent protein. 
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Fig. 30 Liver function analyses of HepG2/8F_HS cells with (HS[+]) or without (HS[−]) 

heat-shock in spheroid. (A) Number of cells, (B) albumin secretion rate, (C) ammonia 

removal rate and (D) P450 activity were measured over time with HS[−] (open columns) 

or HS[+] (closed columns). Cells were seeded at 50 cells/microwell (squares) or 100 

cells/microwell (circles). Data are presented as means ± standard deviations (n = 3). *P < 

0.05, **P < 0.01 vs. HS[−] by Student’s t-test. Abbreviations: EGFP, enhanced green 

fluorescent protein. 

 

 本節のまとめ 

 

本節では、肝機能の向上、維持を目的として HepG2/8F_HS 細胞のスフェロイ

ド培養を検討した。その結果、EZSPHERE SP プレートに播種した後で加温し肝
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機能誘導した場合は、単層培養と比較して十分な肝機能が発揮されなかった。一

方、加温を与え肝機能誘導後に、肝機能の高い細胞のみを分取してスフェロイド

を形成させた場合は、単細胞と比較して 3 つの肝機能が全て向上し、9 日後にも

高いレベルを維持していた。以前開発した Hepa/8F5 細胞においても似た傾向が

あり、スフェロイドを形成した後に誘導薬剤を添加しても十分な肝機能を誘導

することができなかった。これは、細胞と足場との接着環境による影響の可能性

があり、ゲルなどの足場を用いたスフェロイド培養によって改善される可能性

がある。HepG2/8F_HS 細胞の肝機能の改善のためにスフェロイド培養が有用で

あり、一定期間肝機能の高い状態を持続するため、バイオ人工肝臓や肝毒性・薬

物動態評価系等への利用が期待できる。 

 

3.4 網羅的な転写産物解析による特性評価 

 

3.4.1 本節の目的 

 

 本節では、網羅的な転写産物解析を行うことで、HepG2/8F_HS 細胞を特徴づ

けることを目指した。まず、HepG2 および HepG2/8F_HS 細胞の単層培養および

スフェロイド培養、加温ありまたはなしの条件において、DNA マイクロアレイ

を用いて全遺伝子発現解析を行った。次に、各条件における転写レベルを比較し、

変動遺伝子数をまとめ、変動遺伝子に対して Gene Ontology (GO) エンリッチメ

ント解析を行った。また、肝関連遺伝子リストを取得し、ヒートマップによって

遺伝子発現を比較した。さらに、肝機能関連遺伝子をピックアップし、各条件に

おける発現レベルを比較した。最後に、初代肝細胞の DNA マイクロアレイデー

タを取得し、加温した HepG2/8F_HS 細胞と比較した。 

 本節では、肝関連遺伝子として、血清タンパクであるアルブミン (ALB) とト

ランスサイレチン (TTR)、肝細胞特有な代謝酵素であるチロシンアミノトラン
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スフェラーゼ (TAT) とグルコース 6 リン酸 (G6P)、脂質であるアポリポタンパ

ク (ApoA1、ApoB)、肝細胞表面の膜タンパク (ASGPR1)、肝細胞で高発現な転

写因子 (GATA4、PPARα) などの遺伝子を比較した。また、尿素回路において重

要な役割を果たすカルバミルリン酸合成酵素 1 (CPS1)、オルニチントランスカ

ルバミラーゼ (OTC)、アルギニノコハク酸合成酵素 (ASS)、アルギナーゼ 1 

(ARG1) といった酵素を比較した。生体内の薬物代謝は、酸化・還元・加水分解

により薬物の水溶性を向上させる第一相反応 (変性)、グルクロン酸・硫酸・グリ

シンなどを抱合し極性をより高くする第２相反応 (抱合)、代謝物を肝細胞内か

ら胆汁中へ移行させる第３相反応 (排泄) に大別される。本節では最後に、第一

相 (CYP2C9、CYP2C19、CYP3A4、CYP3A5、CYP3A7)、第二相 (UGT1A6、GSTA2)、

第三相 (ABCB1、ABCC3、ABCC6、ABCG2、SLC22A1、SLC22A7、SLC22A9)の

薬物代謝に関わる酵素を比較した。 

 

3.4.2 実験方法 

 

(1) マイクロアレイ解析 

 

 ヘパトーマ細胞を collagen-coated 100 mm dish に細胞を播種し、細胞密度が

80％コンフルエントに達した時点で細胞を 43°C で 30 分間加温した。翌日、セ

ルソーターを用いて EGFP の蛍光強度が高い細胞集団を分取した。単層培養で

は、細胞を collagen-coated 24-well plate に 1.0 × 105 cells/well、スフェロイド培養

では EZSPHERE SP 24-well plate に 50 cells/microwell、の細胞数で加温ありまた

はなしの条件で播種した。5 日目に細胞を回収し、細胞ペレットとして凍結した。

マイクロアレイによる遺伝子発現解析は、株式会社セルイノベーターに委託し、

SurePrint G3 Human Gene Expression v3 8 × 60K Microarray Kit (Agilent, Santa Clara, 

CA)を用いて行った。 
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(2) GO エンリッチメント解析 

 

 HepG2 細胞と比較して発現が 2 倍以上向上した遺伝子を抽出して、g:Profiler 

を用いて GO エンリッチメント解析を行った。有意に濃縮された上位 5 個の GO: 

biological process (BP)、cellular component (CC)、 molecular function (MF) 用語を

グラフにした。 

 

3.4.3 結果と考察 

 

 DNA マイクロアレイを用いて、全遺伝子発現解析を行った。HepG2/8F_HS 細

胞は親である HepG2 細胞と比較して、解析したどの条件においても多くの遺伝

子発現が変化していた。特に単層培養での加温ありの条件においては、2 倍、5

倍、10 倍以上発現が変化した遺伝子がそれぞれ 1888 個、1756 個、1054 個見ら

れた (Table 2)。次に、HepG2 細胞と比較して加温ありの HepG2/8F_HS 細胞にお

いて発現が 2 倍以上向上した遺伝子に対して GO エンリッチメント解析を行っ

た (Fig. 31)。有意に濃縮された上位 5 個の GO: Biological Process 用語は、全て

代謝プロセスに関するものであった。次に、HepG2/8F_HS 細胞の加温なしの単

層培養に対して、各条件における 2 倍以上発現が変動した遺伝子数をまとめた 

(Fig. 32)。加温ありの単層培養と加温ありのスフェロイド培養では、570 の遺伝

子が共通していた。 

 

 

 

 

 

 



 第三章 加温によって高肝機能を誘導可能なヒトヘパトーマ細胞の開発 

74 

 

 

Table 2. Relative fold change in genes comparing HepG2/8F_HS to HepG2 cells. The 

total number of genes that showed fold increase or decrease in both monolayer and 

spheroid cultures with (HS[+]) or without (HS[−]) heat-shock is shown. 

 

 

Fig. 31 Gene ontology (GO) analysis of 1888 genes that were increased more than 2-fold 

in HepG2/8F_HS monolayer HS[+] compared to HepG2. The 5 most significantly (P < 

0.05) enriched GO terms in biological process (BP), cellular component (CC) and 

molecular function (MF) branches are presented. 
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Fig. 32 The Venn diagrams represent the number of genes from the DNA microarray 

analyses that changed in comparison with the HepG2/8F_HS monolayer HS[−] 

conditions. The left Venn diagram shows the genes that increased more than 2-fold 

compared to HepaG2/8F_HS monolayer HS[−] conditions. The right Venn diagram 

shows the genes that decreased more than 2-fold compared to HepaG2/8F_HS monolayer 

HS[−] conditions. 

  

次に、At least four-fold higher mRNA level in liver compared to any other tissues (The 

Human Protein ATLAS から取得) 遺伝子発現についてヒートマップを作成した 

(Fig. 33)。LETF 遺伝子の導入によって、加温を与えていない条件において多く

の肝関連遺伝子発現の向上が見られた。これは LETF 遺伝子のリーク発現によ

るものと考えられる。また、加温を与えた HepG2/8F_HS 細胞において、さらに

多くの肝関連遺伝子の発現が見られた。また、加温した HepG2/8F_HS 細胞にお

いて、多くの肝機能関連遺伝子 (Fig. 34A)、尿素回路関連遺伝子 (Fig. 34B)、薬

物代謝第一相、第二相、第三相反応に関わる多くの酵素遺伝子 (Fig. 34C) 発現

が向上していた。 
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Fig. 33 Heat map of liver-enriched genes. The left heat map shows HepG2 and 

HepG2/8F_HS cells with (HS[+]) or without (HS[−]) heat-shock in monolayer. The right 

heat map shows HepG2 and HepG2/8F_HS cells with (HS[+]) or without (HS[−]) heat-

shock in spheroid. 
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Fig. 34 Liver-enriched gene expression analysis of HepG2 and HepG2/8F_HS cells by 

DNA microarray. Relative gene expression of (A) liver function-related genes, (B) urea 

cycle enzyme genes and (C) drug metabolism response-related genes . The cells were 

cultured without HS (open columns) or with HS (closed columns). M, monolayer; S, 

spheroid. 

 

 また、National Center for Biotechnology Information Search database の Gene 

Expression Omnibus から初代ヒト肝細胞 HC5 のマイクロアレイ解析データ 

(GSM3963162) を取得し、HepG2 細胞と比較して 2 倍以上発現が高い遺伝子に

対して GO エンリッチメント解析を行った (Fig. 35)。その結果、有意に濃縮され
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た GO 用語上位 15 個のうち 10 個が加温を与えた HepG2/8F_HS 細胞において有

意に濃縮が確認された用語と共通していた。 

 

Fig. 35 Gene ontology (GO) analysis of genes that are higher than 2-fold in adult primary 

human hepatocytes (HC5) compared to HepG2. Gene expression date of HC5 cells 

(GSM3963162) was obtained from Gene Expression Omnibus of National Center for 

Biotechnology Information. The 5 most significantly (P < 0.05) enriched GO terms in 

biological process (BP), cellular component (CC) and molecular function (MF) branches 

are presented. 

 

3.4.4 本節のまとめ 

 

本節では、HepG2/8F_HS 細胞について網羅的転写産物解析を行った。その結

果、作製した HepG2/8F_HS 細胞は親細胞である HepG2 細胞とは遺伝子発現が

大きく異なり、加温することでさらに変化することが分かった。GO エンリッチ

メント解析によって、特に代謝プロセスに関する遺伝子発現が向上していた。ま
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た、初代肝細胞についても同様に HepG2 細胞と比較して発現が 2 倍以上高い遺

伝子に対して GO エンリッチメント解析を行った結果、有意に濃縮された GO 用

語上位 15 個のうち 10 個が HepG2/8F_HS 細胞と共通していた (Fig. 31 and 35)。

さらに、HepG2/8F_HS 細胞は加温することで、尿素経路関連酵素や薬物代謝関

連酵素を含む多くの肝関連遺伝子の発現が HepG2 細胞と比較して向上している

ことを示した。これらの結果から、HepG2/8F_HS 細胞は、一部の肝機能だけで

なく様々な肝機能を発現している機能的肝細胞へと変化したことが示唆された。 

 

3.5 本章のまとめ 

 

本章では、加温によってヒトヘパトーマ細胞の肝機能を誘導するために、以

前に開発した HepG2-HSP 細胞へと、tTA の制御下にある LETF 遺伝子を導入し

た。その結果、遺伝子導入細胞においては、加温に応じて発現する tTA によって

LETF 発現が誘導され、肝機能が向上した。加温条件は、HepG2-HSP 細胞に組み

込まれている EGFP 蛍光をもとに、43°C、30 分間に決定され、この条件におい

ては細胞に熱によるダメージを与えることなくほとんどの細胞の肝機能発現を

誘導することが可能であった。また、遺伝子導入細胞からクローン細胞を樹立す

ることで、加温をスイッチとして、アルブミン分泌能、アンモニア除去能、

CYP3A4 活性を顕著に向上する細胞株が樹立された。また、HepG2/8F_HS 細胞

は加温後、EGFP 蛍光強度の高い細胞を分取することで、誘導された肝機能を高

いレベルで持続させることができた。さらに、正常な肝機能を模倣するために三

次元培養を試みた。その結果、スフェロイド形成後に加温しても肝機能を十分に

発現することはできなかったものの、加温後肝機能の高い細胞を分取してスフ

ェロイドを形成することで、発現する肝機能は単層培養と比較して向上し、その

機能は 9 日間持続した。最後に、網羅的転写産物解析により、その他の肝機能の

発現可能性を調べた。その結果、薬物代謝関連酵素や尿素回路関連酵素といった
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肝機能関連遺伝子の向上が確認できた。また、GO エンリッチメント解析を行っ

たところ、HepG2 細胞と比較して顕著に濃縮が見られた GO 用語が、初代肝細

胞と類似していた。これらの結果から、HepG2/8F_HS 細胞は、バイオ人工肝臓

や肝毒性・薬物動態評価系、肝疾患モデルといった様々な研究における細胞源と

しての利用が期待できる。 
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第四章 総括 
 

4.1 本論文のまとめ 

 

本研究では、バイオ人工肝臓や肝毒性・薬物動態評価系、肝疾患モデルなど

の用途で供給が足りていない機能的肝細胞源を開発するために、遺伝子工学的

手法を用いてヘパトーマ細胞の改変を行い、高増殖状態から高肝機能発現状態

へと任意のタイミングで切り替えが可能な細胞株の開発に取り組んだ。まず、以

前に開発した薬剤誘導型マウスヘパトーマ細胞株を遺伝子改変によって、熱誘

導型へと改変することによって肝細胞研究への利便性を高めた。次に、高肝機能

誘導型マウスヘパトーマ細胞に使用した肝特異的転写因子遺伝子および HSP プ

ロモーターをヒトヘパトーマ細胞へと適用した。これにより樹立されたヒトヘ

パトーマ細胞株は、増殖性および機能性、品質の安定性といった面において、機

能的肝細胞源としての利点を示した。 

 

 第一章では、肝臓について概説し、本研究の関連分野の既往の研究を紹介

し、本研究の背景、目的、意義を示し、研究方針について説明した。 

 

 第二章では、薬剤添加によって高肝機能を発現するマウスヘパトーマ細胞

株を、加温によって高肝機能を誘導可能な細胞へと遺伝子改変を行った。

HSP70B’プロモーターと Tet 転写活性化システムを組み合わせることで、一度の

加温に応じて LETF を高レベルで発現し続けるシステムを構築した。これによ

り肝機能の維持に誘導薬剤を添加し続ける必要が無くなり、より汎用性の高い

細胞株となった。加温を与えると、細胞の形態が変化し、アルブミン分泌能、ア

ンモニア除去能、CYP3A4 活性といった肝機能の向上が確認できた。しかし、加

温によって肝機能が誘導される細胞は 100%ではなく、加温後は肝機能が誘導さ



  第四章 総括 

83 

 

れなかった細胞のみ増殖してしまうため、9 日目になると全体としての肝機能は

低下してしまった。細胞増殖を抑制するマイトマイシン C を添加し、肝機能が

誘導されていない細胞の増殖を抑えることで、誘導された肝機能を 9 日後にお

いても維持することができた。 

 

 第三章では、高肝機能誘導型マウスヘパトーマ細胞樹立に関する知見に基

づいて、加温によって高肝機能を誘導可能なヒトヘパトーマ細胞の開発に取り

組んだ。目的達成のために、以前開発された HepG2-HSP 細胞へと 8 種類の LETF

遺伝子を導入した。導入した LETF の発現は tTA によって誘導される。HepG2-

HSP 細胞は、HSP プロモーターと Tet 転写活性化システムを組み合わせること

で、一度の加温によって転写増幅を伴う tTA と EGFP の発現が誘導される。し

たがって、作製した細胞は加温を与えると、tTA および EGFP、LETF を大量に

発現し高肝機能化される。実際に条件検討によって決定した 43°C での 30 分間

の加温を与えると、HepG2/8F_HS 細胞は LETF の発現により増殖が抑制され、

アルブミン分泌能、アンモニア除去能、CYP3A4 活性が顕著に向上した。しかし、

温熱誘導型マウスヘパトーマ細胞と似たように誘導された肝機能は 3 日目をピ

ークに徐々に低下してしまった。ここで、上述したように、本細胞は LETF と共

に EGFP が発現しているため、EGFP 蛍光強度をもとに肝機能が持続する細胞を

分取することができた。これにより、誘導された肝機能を長期間維持できるだけ

ではなく、品質を肝機能の高い細胞に揃えることができるため、実験ロットによ

るばらつきを抑えることができ、肝毒性・薬物動態評価系などに用いる際に適正

な評価ができる。また、HepG2/8F_HS 細胞はスフェロイドを形成することで、

より高い機能を持続的に発揮した。さらに、網羅的転写産物解析によって、様々

な肝関連遺伝子発現の向上を示した。 
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4.2 今後の展望 

 

本研究では、通常培養条件下では旺盛に増殖し、熱刺激に応答して高肝機能を

誘導可能なヒトヘパトーマ細胞株 HepG2/8F_HS を樹立した。バイオ人工肝臓や

肝毒性・薬物動態評価系へと利用する候補となる細胞源には、効率的な細胞増殖

能力や安定的な品質が求められる。肝非実質細胞 (クッパー細胞、肝星細胞、肝

類洞内皮細胞など) との共培養やスフェロイドへの凝集などのアプローチによ

りヒト初代肝細胞の機能と生存率は向上したものの、機能的な初代肝細胞を長

期的に増殖・維持することは困難である[30]-[42]。近年、複数のグループがヒト

初代肝細胞から増殖能力のある肝前駆細胞様細胞へのリプログラミングを報告

した[43]-[45]。しかし、これらの方法では小分子やサプリメント、成長因子など

の添加が必須であり、また肝前駆細胞を経由するため高肝機能細胞取得まで時

間とコストがかかる。さらに、使用する初代肝細胞のロットによる肝機能のばら

つきが生じる。別の細胞源として iPS 細胞由来肝細胞が考えられる[60]-[66]。マ

イクロウェルプレートを用いたヒト iPS 細胞から大量の肝芽を効率的に作製す

る手法が開発されたものの[72]、iPS 細胞由来肝細胞の使用には依然として細胞

の分化のための時間やコスト、品質の不均一性などの問題がある。我々の

HepG2/8F_HS 細胞は、ヘパトーマ細胞 HepG2 を親細胞としており、特殊な添加

物を必要としない単純な培地で増殖するため、安価に迅速に大量の細胞を取得

することが可能である。また、肝機能を誘導するためには一度の熱処理で十分で

あり、誘導の 3 日後には高い肝機能が発揮される。さらに、GFP 発現を利用し

て細胞を分取することで、品質を安定させ、誘導された肝機能を一定期間維持で

きる。 

しかし、HepG2/8F_HS 細胞において誘導される肝機能発現レベルは、単離直

後の初代肝細胞と比較すると低く、今後、この細胞の肝機能発現レベルをさらに

向上させる必要がある。その手段としては、本研究で使用した 8 種類以外の肝
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特異的転写因子をさらに追加して遺伝子導入することが考えられる。本研究で

は、マウスヘパトーマ細胞の肝機能向上をもたらした 8 種類の肝特異的転写因

子を用いたが、これらの因子がヒトヘパトーマ細胞の肝機能向上に十分でない

可能性も考えられる。また、Hepa/8F5 細胞株樹立の知見から、より多くの肝特

異的転写因子を過剰に発現させ、それらの転写因子による相乗効果を引き起こ

すことが、さらなる肝機能向上に有効な手段であると考えられる。肝機能レベル

を向上させる手段として培地成分の変更も考えられる。本研究では、全ての細胞

の培養にヘパトーマ細胞培養培地である 10%FBS 含有 DMEM high glucose を用

いているが、初代肝細胞や HepaRG といった機能的肝細胞の培養には、ほとんど

の場合 Epidermal growth factor (EGF) や Hepatocyte growth factor (HGF) といった

成長因子やデキサメタゾンやヒドロコルチゾンといったグルココルチコイドな

どを添加している。また基礎培地も Williams’ E や DMEM/Ham’s F-12 などを用

いる場合が多い。さらに FBS には細胞増殖をサポートするのに必要とされる、

タンパク質、電解質、脂質、炭水化物、ホルモン、酵素、および他の不確定成分

など、1000 以上の成分が含まれており、細胞培養を容易にする反面、肝機能誘

導を阻害する成分が含まれている可能性もある。実際に初代肝細胞培養におい

ては FBS の添加を避け、インスリン、トランスフェリン、セレニウム、エタノ

ールアミンなどを添加している場合も多い。したがって、HepG2/8F_HS 細胞に

おいて、加温による肝機能誘導後からは初代肝細胞等で利用されている培地を

用いることで、肝機能が改善される可能性がある。 
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