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１． は じ め に

肝臓の発生は，心臓に近接した前腸内胚葉が心臓や間質

組織からの刺激によって肝臓に特化することで始まる１）．

肝臓を構成する細胞には肝上皮細胞（肝細胞と胆管上皮細

胞）や血液細胞，血管内皮細胞，間葉系細胞など複数ある

が，そのうちの肝細胞と胆管上皮細胞だけが前腸内胚葉由

来であり，それらの起源は同一の細胞である．この細胞は

肝芽細胞（hepatoblast）と呼ばれ，肝臓の幹細胞（肝幹細

胞）として肝組織発生に欠かすことはできない．通常，肝

細胞は多くの転写因子の働きによって胎生期に肝芽細胞か

ら分化するのが普通だが，まれに，障害を受けた膵臓の外

分泌細胞や骨髄などに含まれる間葉系幹細胞から肝細胞が

分化することがある２，３）．また，骨髄移植後に血液細胞が肝

細胞と融合し，肝細胞として肝臓組織を構築することもあ

る４，５）．これらの事象は，肝細胞以外の細胞を肝細胞に変化

させる因子の存在を示唆しており，ある環境下ではそれら

の因子が活性化して肝細胞以外の細胞を肝細胞に変化させ

ていると考えられる．したがって，もし，このような肝細

胞の運命決定因子を同定することができれば，それらを

使って皮膚の線維芽細胞を肝細胞へと直接変化させること

が可能になるかもしれない．そこで筆者らは，これら肝細

胞の運命決定を担う特定因子を同定し，線維芽細胞から肝

細胞を直接作り出すことを試みた．

２． 肝組織発生を制御する転写因子

肝臓の発生や機能維持に必要な転写因子としては，肝細

胞核因子（hepatocyte nuclear factor：Hnf）がよく知られて

いる．その中でも，肝臓が前腸内胚葉から特化するとい

う，肝組織形成の最も初期の過程に必要とされるのが，

Foxa１（Hnf３α）と Foxa２（Hnf３β）である６）．これらに Foxa３
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（Hnf３γ）を加えた三つの Foxa転写因子は，共通する fork-

head／winged helixドメインにおいてアミノ酸レベルで

９０％以上のホモロジーをもつことから，それらの間には

機能相補性が予想される７）．また，別の肝細胞核因子の一

つ，Hnf４αについては，ノックアウトマウスが栄養外胚葉
の異常で発生初期に胎性致死となってしまうため，テトラ

プロイド（四倍体）凝集胚を用いた解析が行われた．その

結果，肝芽細胞そのものに異常は見られなかったが，肝芽

細胞からの肝細胞分化に重度の異常が認められた８）．また，

コンディショナルノックアウトマウスを用いた解析などに

より，Hnf４αは，Hnf１αを含む多くの標的遺伝子の発現制
御を介して，分化した肝細胞の機能維持や肝臓の組織形成

においても重要な役割を担っていることが明らかとなっ

た９～１１）．肝芽細胞からの肝細胞分化では，他に，塩基性ア

ミノ酸領域とロイシンジッパーを持った転写因子である

C／EBPα（CCAAT／enhancer binding protein α）が重要であ
る．C／EBPαの発現を抑制もしくは欠損させると，肝芽細
胞からの肝細胞分化が阻害され，胆管上皮細胞への分化が

促進される１２～１４）．また，肝細胞特異的に C ／EBPα を欠損
させたコンディショナルノックアウトマウスではグルコー

ス不耐性が認められることから，C／EBPαは肝細胞の機能
制御にも必要なことがわかる１５）．

Hnf６／Onecut-１（OC-１）と呼ばれるホメオドメイン型転

写因子のノックアウトマウスでは，Hnf１β の発現低下な
どを介し，胆嚢の欠如や肝外胆管及び肝内胆管の形成異常

が見られる．そのため，Hnf６／OC-１の機能欠損による胆

管上皮細胞の分化異常が示唆された．ところが，Hnf６／

OC-１のノックアウトマウスにおいても胆管上皮細胞の分

化は認められることから，Hnf６／OC-１は肝芽細胞から胆管

上皮細胞が分化する過程というよりはむしろ，分化した胆

管上皮細胞が胆管を形成する過程において重要なことがわ

かる１６）．前述した C ／EBPα のノックアウトマウスでは，
Hnf６／OC-１の発現上昇が認められることから，C／EBPα
による Hnf６／OC-１の負の制御が示唆された１４）．一方で，筆

者らが肝芽細胞特異的に C ／EBPα の機能抑制を行ったと
ころ，予想外にも，Hnf６／OC-１の発現が低下し，同時に

胆管上皮細胞への分化が促進された１３）．この結果は，肝芽

細胞においては C／EBPαが Hnf６／OC-１を正に制御するこ

とを意味している．ここで Hnf６／OC-１のノックアウトマ

ウスをよく見てみると，正常マウスに比べ，肝芽細胞から

分化する胆管上皮細胞の数が増加していることに気づ

く１６）．これらの結果は，肝芽細胞では C／EBPαが Hnf６／

OC-１を正に制御することで，胆管上皮細胞への分化を抑

制していることを示している．以上の結果から導き出され

た考えは以下のようになる．まず，C／EBPαの発現が低下
した肝芽細胞では Hnf６／OC-１の発現が低下し，胆管上皮

細胞への分化が方向づけられる．その後，胆管上皮細胞へ

と運命づけられた細胞では，何らかのシグナルにより

Hnf６／OC-１の発現が上昇し，胆管上皮細胞の成熟化や胆管

の組織形成が促進される．このように，Hnf６／OC-１は，発

現する細胞の分化レベルの違いでその機能や発現制御機構

が異なるものと推測される．

筆者らは，独自に開発した肝芽細胞の分離法とクローナ

ルな解析系（一つ一つの細胞を個別に解析する手法）を用

いて１７，１８），それまで全く知られていなかった肝芽細胞にお

ける T-box転写因子の役割について解析を行った．その結

果，１７個ある T-box転写因子の中で，Tbx３だけが肝芽細

胞で強く発現していることを見いだした．そこで次に，

Tbx３ノックアウトマウスの胎仔肝臓を用いて解析を行っ

たところ，Tbx３ノックアウトマウスの胎仔肝臓はとても

小さく，肝上皮細胞の増殖が強く抑制されていた．また，

肝細胞の数は激減していたが，胆管上皮細胞の数は相対的

に増加していた．そこで，これらの表現型が肝芽細胞の機

能異常によるものか否かを調べるべく，Tbx３ノックアウ

トマウスの胎仔肝臓から肝芽細胞を分離し，その増殖能と

分化能を解析した．その結果，Tbx３ノックアウトマウス

由来の肝芽細胞のコロニー形成能は著しく低下しており，

また，肝細胞へはほとんど分化せず，胆管上皮細胞へ優位

に分化した．さらに，Tbx３は p１９ARFの発現を抑制するこ

とで肝芽細胞の増殖と肝細胞への分化を促進し，逆に

Tbx３による p１９ARFの抑制が減少もしくは停止すると肝芽

細胞は増殖を止め胆管上皮細胞に分化することが判明し

た．以上の結果から，Tbx３は p１９ARFの抑制を介して肝芽

細胞の増殖と分化を制御することにより，肝臓の発生を進

める上で必須の役割を担っていることが明らかとなっ

た１９）．

隣接する心臓や間質組織の刺激により前腸内胚葉中に生

まれた肝芽細胞は，一時的に腸管様の円柱状構造を作り出

し，その構造が不完全な層状構造へと変化しながら間質組

織の中へ潜り込むように移動していく．ホメオドメイン型

転写因子の一つ，Hex のノックアウトマウスでは，肝芽細

胞が層状構造を作ることができないことから，Hexは肝芽

細胞の初期移動過程で重要な役割を担っていることがわか

る２０）．一方，別のホメオドメイン型転写因子，Prox１の

ノックアウトマウスでは，肝芽細胞による層状構造の形成

は認められるものの，E-カドヘリンの発現上昇などが原因

となって，間質組織への移動が阻害される２１）．また，前述

した Hnf６／OC-１と OC-２とのダブルノックアウトマウス

においても，細胞接着や細胞移動に関与する E-カドヘリ

ンやトロンボスポンジン-４などの発現異常により，層状

構造から先の移動が阻害される２２）．以上の結果から，肝芽

細胞による層状構造の形成には Hexが，層状構造から間

質組織への移動には Prox１，Hnf６／OC-１，OC-２が必要であ

ることがわかる．

〔生化学 第８４巻 第８号６７６



３． 肝細胞分化を誘導するマスター因子の同定と

iHep細胞の作製

ある細胞の分化を制御する転写因子は，それらの発現も

また別の転写因子によって制御されていることから，転写

制御のカスケードをさかのぼっていくと最上位の転写因子

にたどり着くと考えられる．これら最上位に座する転写因

子は，細胞運命のマスター因子と呼ばれ，それぞれの細胞

種に個別のマスター因子が存在すると考えられてきた．こ

の概念を後押しする研究の一つが，１９８７年に報告された

筋細胞のマスター因子，MyoDの発見である２３）．この研究

では，線維芽細胞にMyoDを発現させるだけで，線維芽

細胞に筋細胞の運命プログラムを誘導することができた．

そして，これを契機として，筋細胞以外の細胞でもマス

ター因子の探索が活発になっていった．ところが，各種そ

れぞれの細胞の分化に重要な転写因子が数多く発見された

にも関わらず，筋細胞分化におけるMyoDのようなマス

ター因子が同定されることはなかった．そのため，マス

ター因子の概念そのものにも疑問の目が向けられ，研究も

また下火になっていった．そんな中，線維芽細胞に Oct４，

Sox２，Klf４，c-Mycという四つの転写因子を発現させるこ

とで，線維芽細胞が人工多能性幹細胞（induced pluripotent

stem cell：iPS細胞）へと変化することが報告された２４）．再

生医療の実現に向けた潮流の中で iPS細胞が重要な位置を

占めることは言うまでもないが，同時に，iPS細胞の誕生

は，「細胞運命を規定するマスター因子は確かに存在する」

こと，そして「マスター因子は一つである必要はなく，複

数の因子がコアネットワークを形成することが重要であ

る」ことを示し，細胞の運命転換とマスター因子の概念に

大きな影響を与えた（図１）．そして，これを境にして，

神経や心筋，肝臓など，特有の機能をもった細胞の運命を

規定するマスター因子の探索が再燃したのである．その結

果として，最近では，特定の転写因子セ
�

ッ
�

ト
�

を利用した細

胞運命の直接的なリプログラミング（ダイレクトリプログ

ラミング）が多くの細胞種で可能になりつつある２５～２９）．

上述したように，肝臓の組織形成過程において肝細胞分

化に重要な転写因子は数多く発見された．しかしながら肝

細胞分化を誘導するマスター因子として機能するものは明

らかになっていなかった．そこで筆者らは，肝細胞分化の

マスター因子をスクリーニングするために，筆者らのこれ

までの研究や他の公開データから，肝臓の発生過程におい

て肝細胞の分化に関連する１２個の転写因子を抽出した．

レトロウイルスを用いてこれら１２因子を同時にマウス胎

仔線維芽細胞（MEF）に導入すると，肝細胞マーカーで

あるアルブミンや α-フェトプロテイン，及び，上皮細胞

マーカーである E-カドヘリンの発現が強く誘導された．

そこで次に，１２因子のうち必須の因子を抽出するために，

１２因子から１因子を除いたウイルスをそれぞれ用意して

解析を行った．その結果，Hnf４αを除いたときのみ，肝細
胞マーカーの発現誘導が強く阻害されることが判明した．

そこで，Hnf４αとその他の１因子，計２因子をMEFに導

入したところ，Hnf４α & Foxa１，Hnf４α & Foxa２，Hnf４α &

Foxa３の三つの組み合わせにおいてのみ肝細胞マーカーや

上皮細胞マーカーの発現が強く誘導された．さらに，これ

らの遺伝子セットを導入したMEFをコラーゲンや肝細胞

増殖因子とともに培養すると，およそ１ヶ月後にはMEF

が上皮様形態をもった細胞に変化することが明らかとなっ

た．筆者らは，これらの上皮様細胞を iHep細胞（induced

hepatocyte-like cell）と名づけた３０）．

MEFから作製された iHep細胞は，そのほとんどが E-カ

ドヘリン，アルブミンともに陽性であった．また，iHep

細胞はグリコーゲンの蓄積や低比重リポタンパク質（LDL）

の取り込み，アルブミンの分泌，アンモニア代謝と尿素合

成，シトクロム P４５０活性，インドシアニングリーンの取

り込みと排出，脂質代謝，薬物代謝などの肝細胞に特有の

機能を有しており，肝細胞と同様に細胞間をタイトジャン

クションで連結して毛細胆管を形成していた．さらに，

iHep細胞は肝機能を発揮する一連の酵素群をコードする

遺伝子も発現していた．一方，生体内における iHep細胞

の解析では，肝機能不全で死に至る高チロシン血症モデル

マウスの肝臓に iHep細胞を移植すると，肝細胞と同様に，

iHep細胞は損傷を受けた高チロシン血症モデルマウスの

肝臓組織を再構築し，肝機能を補助することで，マウスの

致死率を大幅に減少させることが可能であった．以上か

ら，iHep細胞は肝細胞のもつ形態的・機能的特徴を有す

る細胞であることが明らかとなった３０）．

そこで次に，筆者らは，iHep細胞を用いた治療モデル

の可能性を検証すべく，高チロシン血症モデルマウスの

MEFから作製した iHep細胞に対し，欠損遺伝子を導入し

図１ マスター因子を筆頭とした転写制御カスケードによる細
胞運命決定

複数のマスター因子（図中の星形）がコアネットワークを形成
して細胞運命を制御するモデルの概略図．
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て遺伝的な肝機能疾患の治療を行った．その後，これらの

細胞を高チロシン血症モデルマウスの肝臓に移植したとこ

ろ，移植した細胞は正常細胞と同じように損傷を受けた肝

臓組織を再構築可能なことが判明した．この結果は，遺伝

的な肝疾患をもつ患者自身の線維芽細胞を用いて iHep細

胞を作製し，生体外における遺伝子治療を経てから肝臓へ

移植することで，肝臓を機能的に再生させて治療すること

が可能な新しい治療モデルを提示しているといえる３０）．

筆者らは，MEFから iHep細胞を作製することに成功し

たことから，続いて，成体マウスの皮膚から抽出した線維

芽細胞（MDF）からも iHep細胞の作製を試みた．その結果，

MEFと同様に，MDFに対しても Hnf４αと Foxa（Foxa１，

Foxa２，Foxa３のいずれか一つ）を導入することで，培養

下において肝細胞の特徴を有し，高チロシン血症モデルマ

ウスの肝臓へ移植後に損傷を受けた肝臓組織を再構築する

ことが可能な iHep細胞を作製することができた．このこ

とから， iHep細胞は，マウス胎仔線維芽細胞だけでなく，

成体マウスの皮膚に由来する線維芽細胞からも同様に誘導

可能なことが明らかとなった３０）．

４． iHep細胞研究の今後の展開

筆者らは，たった二つの転写因子を線維芽細胞に発現さ

せるだけで，iPS細胞を経由することなく，線維芽細胞か

ら肝細胞の性質をもった細胞を直接作製することに成功し

た．これらの転写因子は肝細胞の運命を決定するマスター

因子と考えられ，肝細胞分化を促す複雑な転写因子ネット

ワークの根幹に位置するものと考えられる（図２）．二つ

の転写因子が細胞内でどのような変化を引き起こし，細胞

の運命転換を誘導して肝細胞を作り出すのか，そのメカニ

ズムは非常に興味深い．一方，筆者らの行った研究はヒト

iHep細胞の作製に向けた基盤科学となることは言うまで

もなく，ヒトで iHep細胞が作製されれば，肝疾患に対す

る細胞移植や人工肝臓への応用が期待できる．また，創薬

研究において，薬の効果や毒性を評価するためのツールと

して iHep細胞が利用される可能性も十分に考えられる．

線維芽細胞から iHep細胞を作製する研究については，

これまでに別のグループからも報告がなされている３１）．し

かしながら，興味深いことに，それぞれの研究を比較する

とその作製方法には大きな違いがあることがわかる．筆者

らは導入遺伝子の組み合わせとして Hnf４αと Foxaという

２因子を使用したが，別のグループでは Gata４，Hnf１α，
Foxa３という３因子を線維芽細胞に導入し，かつ，がん抑

制因子である p１９ARFの欠損もしくは発現抑制を行う必要が

あった．さらに，筆者らの方法で作製した iHep細胞は

９０％近くが肝細胞の特徴を示したのに対し，別グループ

の方法では２０％ほどしか肝細胞の特徴を示さなかった．

この違いは，恐らく導入因子の働きの違いによるものと考

えられる．今後，それぞれの方法で導入された因子が線維

芽細胞にもたらす影響について解析が進むことで，導入因

子の役割や作製された iHep細胞の差が明確になっていく

ものと思われる．ちなみに，iHep細胞だけでなく，線維

芽細胞から心筋細胞様の細胞（induced cardiomyocyte：iCM

細胞）を誘導する際にも用いられる Gata４は，転写因子の

機能に加えて標的遺伝子領域のエピジェネティックな制御

を担う因子でもある２８）．また，Hnf４αは，転写因子として
だけでなく，核内受容体としてもよく知られた因子であ

る．したがって，線維芽細胞に導入された因子は，転写因

子として機能することに加え，細胞の運命転換においてよ

図２ 肝細胞分化を誘導する三つのマスター因子セット
２種類の転写因子（Hnf４αと Foxa１，Foxa２，Foxa３のいずれか一つ）の三つの
組み合わせのそれぞれを線維芽細胞に発現させると，線維芽細胞から肝細胞
の性質をもった細胞（iHep細胞）を直接作製することができる．
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り広範な機能的役割を有することが予想される．いずれに

せよ，簡便な方法で皮膚の線維芽細胞から作製できる

iHep細胞は，ヒトに応用された場合，機能的な肝細胞と

してさまざまな医療応用が期待できる．
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