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研究要旨 

iPS細胞の創薬への応用に関する研究が精力的に行われている中、iPS細胞及び iPS細胞
由来分化細胞に関する品質管理技術の確立が急務となっている。 
本分担研究の目的は、平成 23 年度までに構築したトキシコゲノミクスデータベースの情報
を活用し、当データベースに蓄積されたヒト初代培養肝細胞とhiPS由来肝細胞様細胞の薬剤
応答性トランスクリプトームデータをインフォマティクス手法で比較解析することにより、iPS細胞
及び iPS 細胞由来分化細胞の品質変動に関わる要因を明らかにすることである。 
本年度は、hiPS 由来肝細胞様細胞に係る一連の基礎データを取得するため、分担研究
者・櫻井により作製された hiPS由来肝細胞様細胞の品質評価を開始した。具体的には、作製
日の異なるhiPS由来肝細胞様細胞についてトランスクリプトームデータを取得し、分化誘導実
験の間でのデータ比較を行った（日間差の確認）。 
その結果、hiPS 由来肝細胞様細胞の誘導実験間での再現性は、ヒト凍結初代肝細胞の同
一ロット間での実験間再現性よりも低く、異なるロット間での再現性とは同等あるいはやや低い
結果が得られた。また、hiPS 由来肝細胞様細胞間の比較で、一部遺伝子に著しい発現値の
違いが認められたが、これら多くには分化度の差に起因する遺伝子の変動が含まれると考え
られた。 
今後、hiPS 由来肝細胞様細胞からの追加基礎データ及び薬剤応答性トランスクリプトーム
データ取得などを行い、品質評価系の確立を目指す。 
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A. 研究の目的 

iPS 細胞及び iPS 細胞由来分化細胞を創

薬に応用するためには、それら細胞の性状

を明らかにするとともに、安定した品質の確

保が不可欠となる。 

本研究事業は、iPS細胞の品質を変動させ

る要因を明らかにするとともに、実用化に向

けて開発が進んでいる培養技術の標準化を

目指している。この中で本分担研究は、平成

23年度までに構築したトキシコゲノミクスデー

タベースの情報を活用し、当データベースに

蓄積されたヒト初代培養肝細胞と hiPS 由来

肝細胞様細胞の薬剤応答性トランスクリプト

ームデータをインフォマティクス手法で比較

解析することにより、iPS細胞及び iPS細胞由
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来分化細胞の品質変動に関わる要因を明ら

かにすることを目的としている。トキシコゲノミ

クスデータベースには、医薬品を中心とした

約 170 種の化合物をヒト初代培養肝細胞に

曝露した際の遺伝子発現情報が蓄積されて

いる。データベース構築においてはヒト肝細

胞を用いているが、曝露した化合物の多くは

薬効メカニズムが知られた医薬品であること

から、単に肝毒性に関わる遺伝子発現変化

だけでなく、薬理作用に起因した変化も捉え

られる可能性がある。従って、先ずは肝細胞

の特性に着目した研究を進めるが、次の段

階では肝細胞で得られた知見の他臓器細胞

への応用についても検証を行う。 

 

B. 研究の方法 

（１）測定サンプル 

分担研究者・櫻井により作製された分化

誘導実験日の異なる3種のhiPS由来肝細

胞 様 細 胞 （ iPS-hepa1 、 iPS-hepa2 、

iPS-hepa3）から調製したサンプルを測定

に用いた。当サンプルは分化誘導開始 25

日目の細胞から抽出された total RNA で

あり、測定直前まで-80℃下で凍結保存さ

れていたサンプルである。 

 

（２）網羅的遺伝子発現測定 

測定はアフィメトリクス社のプロトコール

に従い GeneChip 3’IVT Plus Kit 及び

Human Genome U133 Plus 2.0 Array を用

いて行った。 total RNA 100 ng よ り

T7-oligo dT プライマーを用いて逆転写し、

一本鎖 cDNA を合成した。さらに T4 DNA 

polymeraseにより、二本鎖DNAを合成・精

製した。次に IVT 反応により標識化された

cRNA を合成・精製後、300-500bp となるよ

うに断片化し、ターゲット液とした。断片化

の前後で吸光度測定及びアガロースゲル

電気泳動を行い、純度及び分解の有無を

確認した。ターゲット液を Human Genome 

U133 Plus 2.0 Array に 45℃にて 18 時間

ハイブリダイゼーションし、バッファーによ

る洗浄後、phycoerythrin （PE）ラベルスト

レプトアビジンで染色し、専用スキャナー

にて発現データを得た。測定したデータは

MAS5 法 ・ メディアン値による global 

normalization により標準化した。 

 

（３）遺伝子発現データの解析 

遺伝子発現データの実験間再現性及

び変動は、スキャッタープロットにより検討

した。また、肝臓で選択的に発現している

遺伝子を抽出するため、先ず平成23年度

までに取得済みのラット組織別遺伝子発

現データより ROKU 法を用いてラット肝臓

に選択的に発現している遺伝子を抽出し、

続いてこれらの遺伝子の中で発現量の大

きい上位 50 遺伝子について NetAffy によ

りヒト遺伝子へオルソログ変換して肝臓選

択的発現遺伝子群とした。 

 

（倫理面への配慮） 

本年度、特に関連する事項はなかった。 

 

C. 研究結果 

異なる時期に実施された分化誘導実験に

おいて取得 された 3 種 のサンプル

（iPS-hepa1、iPS-hepa2、iPS-hepa3）につい

て、サンプル間の遺伝子発現レベルの相関

性をスキャッタープロットにより確認した(図 1)。
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その結果、 iPS-hepa1 と iPS-hepa2 間、

iPS-hepa1 と iPS-hepa3 の間では異なる遺伝

子発現を示す細胞集団（プロットの偏り）が認

められた。一方、iPS-hepa2と iPS-hepa3の間

には、大きなプロットの偏りは認められなかっ

た。 

iPS-hepa2と iPS-hepa3の間でのプロットの

収束性について、ヒト初代肝細胞のロット内

（2 ロット）及びロット間（3 ロット）での収束性と

比較したところ、ヒト初代肝細胞のロット内（図

2-1）での収束性よりも低く、ヒト初代肝細胞

のロット間(図 2-2)との比較では、ほぼ同等あ

るいはやや低い傾向が認められた。 

次に iPS-hepa1 と iPS-hepa2、iPS-hepa1 と

iPS-hepa3 の間で発現レベルに差を示した

遺伝子について解析を行った。肝臓に選択

的に発現している遺伝子の中から発現量の

大きい上位 50 遺伝子をスキャッタープロット

に重ねてプロットしたところ(図 3)、約半数が

iPS-hepa1 と 比 し て iPS-hepa2 及 び 

iPS-hepa3 において非常に高い発現値を示

していた。これらの遺伝子の中には肝実質細

胞で高発現を示すとしてよく知られているア

ルブミンやフィブリノーゲンなどが含まれてい

た。 

 

D. 考察 

異なる時期に実施された分化誘導実験

において取得された3種のhiPS由来肝細胞

様細胞（iPS-hepa1、iPS-hepa2、iPS-hepa3）

より抽出された total RNA サンプルについて、

サンプル間の遺伝子発現レベルの相関性を

スキャッタープロットにより確認したところ、

iPS-hepa1 と 比 し て iPS-hepa2 及 び

iPS-hepa3 で高い発現値を示す遺伝子集団

を見出した（図１）。この集団を除いた全体的

なスキャッタープロット及び iPS-hepa2 と 

iPS-hepa3 間のスキャッタープロットの分布と

の比較において、hiPS 由来肝細胞様細胞の

誘導実験間での再現性は、ヒト凍結初代肝

細胞の同一ロット間での実験間再現性よりも

低く、異なるロット間での再現性とは同等ある

いはやや低い結果となった（図 2）。これらの

結果は、改善の余地はあるものの、現状の分

化誘導法で得た hiPS 由来肝細胞様細胞に

おいても、ヒト凍結初代肝細胞に近い再現性

の下で実験が実施できる可能性を示してい

るものと考えられた。 

iPS-hepa1 と 比 し て iPS-hepa2 及び 

iPS-hepa3 で高い発現値を示す遺伝子集団

について解析したところ、ヒトアルブミン等の

肝実質細胞で高発現を示す遺伝子を多数

含んでいることが明らかとなった。分担研究

者・櫻井らにより測定されたアルブミン産生

量は、iPS-hepa1、iPS-hepa2、iPS-hepa3 で、

そ れ ぞ れ 9.24±1.04 、 15.23±2.19 、

13.9±0.92 (µg/ml/24hr/mg protein)であり、

iPS-hepa1 と 比 し て iPS-hepa2 及 び 

iPS-hepa3 において高いアルブミン産生量が

示されている。従って、スキャッタープロットで

示されたプロットの偏りは、肝実質細胞への

分化の程度の差、あるいは分化の異なる細

胞の混在等を示唆するものと考えられた。ま

た、本研究で設定した肝臓選択的発現遺伝

子群は、hiPS由来肝細胞様細胞の品質管理

に応用できる可能性があると考えられた。 

今後、分化誘導過程、特に hiPS 由来肝

細胞様細胞になる時期と設定されている分

化誘導開始 25 日目前後における経時的遺

伝子発現プロファイル等を確認することによ

り、スキャッタープロットで示されたプロットの
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偏りの原因を明らかにして行く予定である。 

 

E. 結論 

hiPS由来肝細胞様細胞に係る一連の基礎

データを取得するため、本年度は作製日の

異なる hiPS 由来肝細胞様細胞からトランスク

リプトームデータを取得し、分化誘導実験の

間でのデータ比較を行った（日間差の確認）。

その結果、hiPS 由来肝細胞様細胞の誘導実

験間での再現性は、ヒト凍結初代肝細胞の

同一ロット間での実験間再現性よりも低く、異

なるロット間での再現性とは同等あるいはや

や低い結果が得られた。また、hiPS 由来肝

細胞様細胞間の比較で、一部遺伝子に著し

い発現値の違いが認められたが、これら多く

には分化度の差に起因する遺伝子の変動が

含まれると考えられた。 
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図１ hiPS 由来肝細胞様細胞（3 ロット）間での遺伝子発現レベルの相関性 

 
 

 

図 2  ヒト初代肝細胞におけるロット内及びロット間でのプロットの収束性 

１） ロット内でのプロットの収束性（2 ロット） 

  

  

２） ロット間でのプロットの収束性（3 ロット） 
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図 3 hiPS 由来肝細胞様細胞のスキャッタープロットにおける肝臓選択的遺伝子の分布 

  

  

 


