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研究要旨：スクリーニングに用いる感染細胞の利用については、これまでの研究からヒ

ト初代肝細胞に対する HBV 感染が認められているので、この系を用いて評価を行いつつ、

既に樹立されている肝細胞の培養条件を検討し、落谷らは独自に開発した YPAC などの

因子（インヒビターカクテル）を用いた感染効率の高い細胞株を得る事、あるいは肝幹

細胞や成体幹細胞からの肝細胞分化技術を駆使するなどして感染効率の高い培養細胞

の獲得をおこなう。平成２５年度の成果は以下の通りである： (1) 最終分化を遂げた

成熟肝細胞から，小分子シグナル阻害剤刺激下で，増殖能および成熟肝細胞・胆管上皮

細胞への分化能を持つ肝幹細胞様細胞を誘導した。 (2)  形態的、機能的にも肝細胞様

の細胞を分化誘導する事に成功、HBV の受容体とされる NTCP も分化誘導前に比較して

４０倍以上、mRNA 発現量が増大していた 

 

 
  
 
Ａ．研究目的 
抗ウイルス薬開発のスクリーニングに用
いる感染細胞の利用については、これまで
の研究からヒト初代肝細胞に対する HBV
感染が認められているので、この系を用い
て評価を行いつつ、既に樹立されている肝
細胞の培養条件を検討し、分担研究者らは
独自に開発した YPAC などのインヒビター
（低分子化合物）を用いた感染効率の高い
細胞株を得る事、あるいは肝幹細胞や成体
幹細胞からの肝細胞分化技術を駆使する
などして感染効率の高い培養細胞の獲得
をおこなう。 
 
Ｂ．研究方法 

HBV 感染過程を再現するために最適かつ

安定な肝細胞の培養系が確立されていな

い。分担研究者（落谷）が独自に発見し

た４種のシグナル伝達阻害剤カクテルで

ある YPAC（PNAS, 2010）を応用する事で、

初期感染過程を標的とした新規治療薬の

開発に有用な細胞系を提供する。具体的

には，この４種類の低分子化合物の組み

合わせを変える事で，最も効率的に，ヒ

ト肝細胞の長期機能維持培養を可能にす

るインヒビターカクテルを同定する。さ

らに、エピジェネティクス制御因子によ

るヒト肝細胞誘導を試みる。 
 

（倫理面への配慮） 

本研究で使用する細胞は，いずれもインフ

ォームドコンセントのもとに倫理審査を

得て採取され，市販されているヒト肝細胞

であるため、倫理的な問題点はない。 

ラットの肝細胞に関しては，所内の動物倫

理委員会の承認を得て，動物愛護に基づく

実験を実施する。 

 

Ｃ．研究結果 

1) ４種のシグナル伝達阻害剤カクテル



                 

である

加し，その細胞増殖，肝細胞様形態の維

持を観察した結果，

培養１４日後には９７％が細胞老化用の

形態を示して死滅したのに対し、

理群では，正常な染色体数

７０％の肝細胞が正常な肝細胞様の形態

と生存率を保っており、

示唆された。

2)YPAC

となる

間に渡って維持されていた

図１ 

３）さらに、図１に示す様に、小分子阻害

剤の組み合わせで誘導された細胞は，肝幹

細胞の性質を持ち，最適な環境下で、成熟

肝細胞と胆管細胞の二方向性分化能を示

した。

４）本年度の成果として、

が、エピゲノムの制御を介して、肝細胞の

成熟 化を 担 う 事 が 明 ら か と なっ た

(Hepatology, 2013)

エピジェネティクス制御因子

る事で、肝細胞がん

の性質

した（図２）。
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であるYPACをラット初代培養肝細胞に添

加し，その細胞増殖，肝細胞様形態の維

持を観察した結果，

培養１４日後には９７％が細胞老化用の

形態を示して死滅したのに対し、

理群では，正常な染色体数

７０％の肝細胞が正常な肝細胞様の形態

と生存率を保っており、

示唆された。 

2)YPAC 処理によって，成熟肝細胞の指標

となる microRNA122

間に渡って維持されていた

 

３）さらに、図１に示す様に、小分子阻害

剤の組み合わせで誘導された細胞は，肝幹

細胞の性質を持ち，最適な環境下で、成熟

肝細胞と胆管細胞の二方向性分化能を示

した。 

４）本年度の成果として、

が、エピゲノムの制御を介して、肝細胞の

成熟 化を 担 う 事 が 明 ら か と なっ た

(Hepatology, 2013)

エピジェネティクス制御因子

る事で、肝細胞がん

の性質を有する細胞を

した（図２）。 

 

                 

をラット初代培養肝細胞に添

加し，その細胞増殖，肝細胞様形態の維

持を観察した結果，YPAC 未処理の細胞は

培養１４日後には９７％が細胞老化用の

形態を示して死滅したのに対し、

理群では，正常な染色体数を保ちながら、

７０％の肝細胞が正常な肝細胞様の形態

と生存率を保っており、YPAC

処理によって，成熟肝細胞の指標

microRNA122 の発現も、培養１４日

間に渡って維持されていた。

３）さらに、図１に示す様に、小分子阻害

剤の組み合わせで誘導された細胞は，肝幹

細胞の性質を持ち，最適な環境下で、成熟

肝細胞と胆管細胞の二方向性分化能を示

４）本年度の成果として、

が、エピゲノムの制御を介して、肝細胞の

成熟 化を担 う 事 が 明 ら か と なっ た

(Hepatology, 2013)。この成果をもとに，

エピジェネティクス制御因子

る事で、肝細胞がん HepG2 から

有する細胞を誘導する事に成功

 

                 

をラット初代培養肝細胞に添

加し，その細胞増殖，肝細胞様形態の維

未処理の細胞は

培養１４日後には９７％が細胞老化用の

形態を示して死滅したのに対し、YPAC

を保ちながら、

７０％の肝細胞が正常な肝細胞様の形態

YPAC の有効性が

処理によって，成熟肝細胞の指標

の発現も、培養１４日

。 

３）さらに、図１に示す様に、小分子阻害

剤の組み合わせで誘導された細胞は，肝幹

細胞の性質を持ち，最適な環境下で、成熟

肝細胞と胆管細胞の二方向性分化能を示

４）本年度の成果として、microRNA148a

が、エピゲノムの制御を介して、肝細胞の

成熟 化を 担 う 事 が 明 ら か と なっ た

。この成果をもとに，

エピジェネティクス制御因子 X を導入す

から成熟肝細胞

する事に成功
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D.  

(1) 

に加えて，インヒビターの組み合わせが，

ラット肝幹細胞様に細胞を誘導できる事

が明らかとなった。

(2) 

入する事で、肝細胞がん

肝細胞

が可能な事が判明した。この細胞をうま

く利用する事で，

続感染を再現できる

ャンスが生まれた。

 

E．結論

インヒビターによる遺伝子発現変化の誘

導が，肝細胞の分化機能維持や長期培養に

貢献する可能性が明らかとなった。

エピジェネティクス制御因子

胞を正常な肝細胞様細胞にリプログラミ

ング可能な事も明らかになった事は大き

な成果である。

 

Ｆ．健康危険情報

特に無し．

 
Ｇ．研究発表

1. 論文発表

                 

D.  考察 

 YPAC の肝細胞形態・機能維持の能力

に加えて，インヒビターの組み合わせが，

ラット肝幹細胞様に細胞を誘導できる事

が明らかとなった。

 エピジェネティクス制御因子

入する事で、肝細胞がん

肝細胞の性質を

が可能な事が判明した。この細胞をうま

く利用する事で，

続感染を再現できる

ャンスが生まれた。

．結論 

インヒビターによる遺伝子発現変化の誘

導が，肝細胞の分化機能維持や長期培養に

貢献する可能性が明らかとなった。

エピジェネティクス制御因子

胞を正常な肝細胞様細胞にリプログラミ

ング可能な事も明らかになった事は大き

な成果である。

Ｆ．健康危険情報

特に無し． 

Ｇ．研究発表 

論文発表 
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