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要約 
 

緒⾔ 
 

肝臓は，糖や脂質，薬物などの代謝に関わる中⼼的臓器であり，その機能の多くは
肝実質細胞（以下，肝細胞）が担っている。新規薬物の探索や薬物の毒性試験などの
創薬研究の分野において，肝臓を⽣体外で再現した肝臓モデルが求められている。従
来から肝臓モデルの構築に⽤いられてきたヒト初代培養肝細胞は，慢性的な供給不⾜
や機能を維持したままの継代培養が困難といった課題が挙げられる。そこで近年，ES

細胞や iPS 細胞などから肝細胞を分化誘導する試みが⾏われている。しかしながら，
未だヒト初代培養肝細胞と同等な機能を有する分化誘導肝細胞は得られていない。 

脂質の代謝は肝細胞が担う重要な機能の⼀つである。脂質代謝のバランスが崩れ，
⾎液中の脂質が増減した状態を脂質異常症という。脂質異常症は，動脈硬化を引き起
こし，⼼筋梗塞や脳梗塞などの⾎管系疾患のリスク要因となる。⾎液中において中性
脂肪 (TG) およびコレステロールなどの脂質は，親⽔性のアポリポタンパク質および
リン脂質に包まれたリポタンパク質として存在する。リポタンパク質は，⼩腸上⽪細
胞および肝細胞において合成され，粒⼦の⼤きさや密度の違いにより，カイロミクロ
ン (CM) ，超低密度リポタンパク質 (VLDL) ，低密度リポタンパク質 (LDL) ，⾼密
度リポタンパク質 (HDL) の主要 4 分画に分類される。肝細胞で合成される VLDL お
よび LDL はそれぞれ，肝臓から末梢組織への TG およびコレステロールの輸送に関与
し，HDL は末梢組織から肝臓へのコレステロールの逆転送に関与する。肝細胞はその
発⽣過程においてリポタンパク質産⽣能を獲得するが，その分⼦機構について未だ不
明な点が多い。そこで本研究では，肝細胞の形成過程におけるリポタンパク質産⽣能
の獲得機構の解明を⽬的として⾏った。まず始めに，由来の異なる種々のヒト培養肝
細胞株において，既知の肝細胞分化マーカー遺伝⼦の mRNA 発現解析およびそれぞれ
のヒト培養肝細胞株が産⽣するリポタンパク質の詳細な解析を⾏い，肝細胞の分化段
階とリポタンパク質産⽣能の関連性を検証した（第 3 章）。次に，肝細胞への分化を誘
導する転写因⼦の強制発現が，幹細胞から肝細胞への分化とリポタンパク質産⽣に及
ぼす影響について検証した（第 4 章）。 

 

 
実験 1：分化段階の異なるヒト培養肝細胞株におけるリポタンパク質の解析 
 

 ヒト肝臓株化細胞株である HepG2 細胞において，酪酸ナトリウムによる分化誘導処
理は，肝特異的転写因⼦遺伝⼦群および脂質代謝関連遺伝⼦群の発現を亢進させるこ
とから，肝細胞の分化とリポタンパク質産⽣を含む脂質代謝に関連が予測された。そ
こではじめに，由来の異なる種々のヒト培養肝細胞株を既知の肝細胞分化マーカー遺
伝⼦の mRNA 発現パターンに従って分類し，それぞれの分化段階を評価した。次に，
ヒト培養肝細胞株が産⽣するリポタンパク質を詳細に解析し，肝細胞の分化段階とリ
ポタンパク質産⽣能の関連を検証した。 
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【⽅法】 

 

リアルタイム RT-PCR 法により，ヒト培養肝細胞株（HLE 細胞，HLF 細胞，HepG2

細胞，HuH-7 細胞および HepaRG 細胞）およびヒト初代培養肝細胞（HC 細胞）にお
ける肝細胞分化マーカー遺伝⼦群の mRNA 発現解析を⾏った。次に，肝細胞分化マー
カー遺伝⼦の mRNA 発現パターンの類似性に基づいたクラスター解析を⾏い，それぞ
れの肝細胞を分類した。さらに，LipoSEARCH 法により，各肝細胞の培養上清に含ま
れるリポタンパク質を詳細に解析した。また，リアルタイム RT-PCR 法により，脂質
代謝関連遺伝⼦群の mRNA 発現解析を⾏った。 

 

【結果および考察】 

 

HLE 細胞および HLF 細胞における肝特異的転写因⼦ HNF4および HNF1，⾎清タ
ンパク質 ALB および Tf の mRNA 発現量は，他の培養肝細胞株と⽐較して著しく低い
ことが明らかとなった。また，HepaRG 細胞および HC 細胞における薬物代謝酵素遺
伝⼦ CYP2C9 および CYP3A4 の mRNA 発現量は，他の培養肝細胞株と⽐較して有意に
⾼いことが明らかとなった。さらに，これらの mRNA 発現パターンの類似性に基づい
たクラスター解析によって，これらの培養肝細胞株は 3 つのグループ，低分化型 (HLE, 

HLF)，中分化型 (HepG2, HuH-7)，⾼分化型 (HepaRG, HC) に分類された。 

それぞれの培養上清に含まれるリポタンパク質を解析した結果，中分化型 (HepG2, 

HuH-7) および⾼分化型 (HepaRG, HC) では，すべてのリポタンパク質，すなわち
VLDL,  LDL および HDL 画分においてピークが検出されたことにより，これらのリ
ポタンパク質を産⽣することが判明した。さらに，これらが産⽣するリポタンパク質
画分の割合を検証したところ，⾼分化型では VLDL 画分の割合が多かったことから，
VLDL サイズのリポタンパク質を主に産⽣することが明らかとなった。⼀⽅，中分化
型では，LDL 画分の割合が多く，LDL サイズのリポタンパク質を主に産⽣することが
明らかとなった。このことから，⾼分化型 (HepaRG, HC) と中分化型 (HepG2, HuH-7) 

では産⽣するリポタンパク質の粒⼦サイズに違いがあることが判明した。また，低分
化型の培養上清からはいずれのリポタンパク質画分においてもピークが検出されなか
った。さらに，低分化型における脂質代謝関連遺伝⼦群の mRNA 発現量は，中分化型
および⾼分化型と⽐較して低く，特にリポタンパク質の形成に関わる遺伝⼦群の
mRNA 発現量が著しく低かった。このことから，低分化型 (HLE, HLF) では，リポタ
ンパク質が形成されていないと考えられる。以上の結果から，肝細胞はその分化段階
によりリポタンパク質の産⽣能および性状に違いがあること明らかとなり，リポタン
パク質の解析が肝細胞の分化段階を判断する新たな分化マーカーになることが⽰唆さ
れた。 
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実験 2：肝細胞核因⼦の強制発現がリポタンパク質産⽣に与える影響 
 

肝細胞での VLDL の合成には，ApoB100（アポリポタンパク質 B100）および MTP

（ミクロソームトリグリセリド輸送タンパク質）の発現が必須である。これらの発現
は，肝細胞への分化に深く関与する HNF（肝細胞核因⼦）群の制御下にあることが報
告されている。しかしながら，HNF 群が誘導する肝細胞への分化とリポタンパク質産
⽣の関連について着眼した研究はこれまで⾏われていない。そこで，ヒト間葉系幹細
胞株 UE7T-13 細胞において HNF 群を強制発現させることにより，HNF 群が肝細胞へ
の分化およびリポタンパク質産⽣に与える影響について検証した。 

 

【⽅法】 

 

肝細胞核因⼦である FOXA2，HNF4および HNF1をそれぞれ単独で強制発現させ
たUE7T-13細胞およびHNF4/HNF1を同時に強制発現させたUE7T-13細胞を樹⽴し，
細胞の形態変化について検証した。またリアルタイム RT-PCR 法により，それぞれの
細胞における肝細胞分化マーカー遺伝⼦群（AFP および ALB）および薬物代謝酵素遺
伝⼦ (CYP) 群の mRNA 発現を検証した。さらに，細胞内および培養上清に含まれる
脂質の定量，加えてウエスタンブロット法およびリアルタイム RT-PCR 法により，脂
質代謝関連遺伝⼦群の発現解析を⾏った。 

 

【結果および考察】 

 

HNF4および HNF1の発現により，細胞の形態が紡錘状から敷⽯状に変化し，AFP
の mRNA 発現が誘導された。HNF1の発現は，他の HNF 群の発現よりも CYP 群の
mRNA 発現を強く誘導した。これらのことから，HNF1の発現が，肝細胞への分化に
与える影響が⼤きいことが⽰唆された。さらに，HNF4/HNF1の同時発現は，敷⽯状
への細胞形態の変化や AFP の mRNA 発現誘導に加え，ALB の mRNA 発現を誘導し，
CYP 群の mRNA 発現をさらに強く誘導した。これらのことから，HNF4/HNF1の同
時発現は HNF の単独発現よりも，より強く肝細胞への分化を誘導すると考えられた。
HNF1の単独発現および HNF4/HNF1の同時発現は，細胞内への脂質蓄積量を増加
させたが，培養上清における脂質量に影響はみられなかった。これらのことから，い
ずれの HNF を発現させてもリポタンパク質産⽣能の獲得には⾄らないものの，
HNF4/HNF1の同時発現によって HepG2 細胞と同等の脂質蓄積能を獲得することが
⽰唆された。 

HNF4および HNF1の単独発現はそれぞれ， ApoB100 および MTP の mRNA 発現
量を増加させた。しかし，ApoB100 および MTP タンパク質の発現を誘導するに⾄ら
なかった。⼀⽅，HNF4/HNF1の同時発現は，ApoB100 および MTP の mRNA 発現を
共に増加させ，ApoB100 タンパク質の発現誘導には⾄らなかったものの，MTP タンパ
ク質の発現を誘導した。これらの結果から，リポタンパク質産⽣能の獲得には，
HNF4/HNF1の同時発現による MTP タンパク質の発現誘導に加え，さらなる肝細胞
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への分化関連遺伝⼦の導⼊などによる，ApoB100 タンパク質の発現誘導が必要である
ことが⽰唆された。 


総括 
 

本研究の結果から，分化段階が異なる肝細胞において，リポタンパク質（VLDL，
LDL ないしは HDL）の産⽣能，および産⽣されるリポタンパク質の性状に差異がある
ことを⾒出し，肝細胞が産⽣するリポタンパク質の解析が肝細胞の分化段階を判断す
る新たな分化マーカーになることを提⽰した。また，ヒト間葉系幹細胞株 UE7T-13 細
胞における HNF4/HNF1の同時発現は，肝細胞への分化を強く誘導し，細胞内への
脂質の蓄積を促進することを⾒出した。さらに，HNF4/HNF1の同時発現により，
MTP タンパク質の発現が誘導されることを明らかにした。しかしながら，
HNF4/HNF1の同時発現のみでは，⼗分な ApoB100 タンパク質の発現誘導には⾄ら
なかったことにより，リポタンパク質産⽣能の獲得にはさらなる ApoB100 タンパク質
の発現誘導が必要であると考えられる。以上のように，ヒト肝細胞の形成過程におけ
るリポタンパク質産⽣の獲得機構に関する新たな知⾒が⽰された。 
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第 1 章 序論 
 

1. 肝臓を構成する細胞群 
 

肝臓は，右上腹部に位置する⼈体内で最⼤の臓器であり，エネルギーの代謝や貯蔵，
有害物質の解毒，胆汁の⽣成・分泌など多岐にわたる⽣理的機能を有し，⽣体内代謝
の中⼼的な役割を担っている。肝臓は，肝実質細胞（以下，肝細胞）および胆管上⽪
細胞に加え，クッパー細胞，肝星細胞，類洞内⽪細胞などの多くの細胞から構成され
る（図 1）。このうち肝臓全細胞中の 60–70％を占める肝細胞は，単核もしくは 2 核細
胞として存在し，糖や脂質，薬物の代謝や胆汁の⽣成など，主要な肝機能の多くを担
っている。そのため，肝細胞は肝機能の研究において極めて重要な細胞といえる。 

 

 

図 1．肝臓を構成する細胞群 

 

 

2. 肝臓の発⽣過程 
 

マウスにおける肝臓の発⽣（図 2）は，胎⽣ 8 ⽇頃に前腸内胚葉が⼼臓中胚葉から
分泌される線維芽細胞増殖因⼦ (FGF: fibroblast growth factor)，横中隔間充織から分泌
される⾻形成タンパク質 (BMP: bone morphogenetic protein) などの増殖因⼦の刺激を
受け，胎⽣ 8.5–9.5 ⽇頃に肝芽細胞が形成されることで開始する [1, 2]。その後，肝芽
細胞は，横中隔間充織や周りの内⽪細胞から分泌される肝細胞増殖因⼦ (HGF: 

hepatocyte growth factor, [3, 4]) や肝芽細胞⾃⾝から分泌されるオンコスタチン M 

(OSM: oncostatin M, [5, 6]) などのシグナルを受け，胎⽣ 13.5–17.5 ⽇頃にかけて肝細胞
への分化が進⾏する [7, 8]。 
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図 2．マウスにおける肝発⽣ 

 

 

3. 多能性幹細胞からの肝細胞様細胞の分化誘導 
 

新規薬物の探索や薬物の毒性試験といった創薬研究の分野において，肝臓を in vitro
で再現した肝臓モデルが求められている [9]。肝臓モデルの構築には正常かつ成熟した
肝細胞が必要である。従来から肝臓モデルの構築に⽤いられているヒト初代培養肝細
胞は，慢性的な供給不⾜に加え，⻑期培養による機能低下が課題として挙げられる。
また，癌細胞などの株化肝細胞やラットなどの実験動物由来の肝細胞は，癌化や種差
などに起因する正常肝細胞との機能の違いが問題となる [10]。そのため，肝臓モデル
の構築には，正常な肝機能を有する細胞の安定的な供給が望まれている。 

近年，ES 細胞（胚性幹細胞, [11, 12]）や iPS 細胞（⼈⼯多能性幹細胞, [13, 14]）とい
った多能性を有する幹細胞から分化誘導により肝細胞様細胞を作出する研究が数多く
⾏われている [8, 15, 16]。幹細胞からの肝細胞様細胞の分化誘導（図 3）は，発⽣過程
における肝臓形成を模した形で幹細胞を段階的に肝細胞へと分化誘導することにより
⾏われている [17, 18]。すなわち，未分化細胞である幹細胞を Activin A などを添加す
ることで内胚葉系細胞に分化させた後，FGF，BMP，HGF などを添加し，肝芽細胞へ
分化させる [19–21]。さらに，OSM やデキサメタゾン (Dex: dexamethasone) などを添
加することによって肝細胞の成熟化を促す [8, 16]。 
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図 3．液性因⼦による幹細胞からの肝細胞様細胞の分化誘導法（例） [15] 

 

 

このような段階的な液性因⼦の添加による分化誘導法のほかに，肝細胞への分化に
寄与する転写因⼦をコードする遺伝⼦を導⼊する，遺伝⼦導⼊法による分化誘導も報
告されている [22–24]。肝細胞核因⼦ (HNF: hepatocyte nuclear factor) 群は，前腸内胚
葉からの肝臓形成や肝機能の獲得・維持に広く関与する転写因⼦として知られている 

[25]。さらに，ジンクフィンガー型転写因⼦ GATA4，GATA6 [26, 27]，ホメオボックス
型転写因⼦ HEX [28, 29] および塩基性ロイシンジッパー型転写因⼦ C/EBP，
C/EBP30, 31などが肝臓の発⽣に関与する転写因⼦群として報告されている。 

 

 

4. 分化誘導肝細胞における肝機能の評価 
 

幹細胞由来の分化誘導肝細胞は，肝特異的転写因⼦である HNF 群や⾎清タンパク質
である-フェトプロテイン，トランスフェリンなど肝細胞において特異的に発現して
いる遺伝⼦またはタンパク質の発現解析，さらにアルブミンの分泌能やグリコーゲン
蓄積能，薬物代謝能など肝細胞が有する⽣理的機能を調べることで評価される [25, 32]。
しかしながら，これらは肝細胞が有する特徴的な機能の⼀部に重点を置いて評価して
いるに過ぎず，未だすべての機能において正常肝細胞と同等な分化誘導肝細胞の取得
には⾄っていない。そのため，正常肝細胞と同等な分化誘導肝細胞を作製するために
は，脂質代謝能や胆汁酸合成能など，他の肝機能を評価することも求められる。 
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5. 肝臓におけるリポタンパク質の代謝と脂質異常症 
 

⾷事から摂取または肝細胞で合成される中性脂肪 (TG: triglyceride) やコレステロー
ルなどの脂質は，⽣体内でエネルギーや細胞の構成成分，ステロイドホルモンなどの
原料として利⽤される。しかし，これらの脂質は，そのままの状態では⽔に溶けるこ
とができないため，⾎液を介して脂質を吸収部位や合成部位から使⽤部位へ運搬する
ために特別な輸送体が必要となる。そこで脂質は，肝細胞内で界⾯活性を持つアポリ
ポタンパク質やリン脂質と結合し，複合体粒⼦であるリポタンパク質を形成する 

（図 4, [33]）。リポタンパク質の表⾯には，親⽔性のアポリポタンパク質やリン脂質，
遊離コレステロールが並び，内側に存在する疎⽔性の TG やコレステロールエステル
を包んでいる。リポタンパク質は⼩腸上⽪細胞および肝細胞において合成され，粒⼦
の⼤きさや密度の違いにより，カイロミクロン (CM: chylomicron)，超低密度リポタン
パク質 (VLDL: very low density lipoprotein)，低密度リポタンパク質 (LDL: low density 

lipoprotein)，⾼密度リポタンパク質 (HDL: high density lipoprotein) の主要 4 分画に分類
される（図 5, [33]）。 

 

 

 
図 4．リポタンパク質の構造 

 

 

 

図 5．リポタンパク質の分類 
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肝細胞で合成される VLDL および LDL はそれぞれ，肝臓から末梢組織への TG およ
びコレステロールの輸送に関与し [34, 35]，HDL は末梢組織から肝臓へのコレステロ
ールの逆転送系に関与する（図 6, [36]）。 

VLDL の合成は，肝細胞の⼩胞体内においてミクロソームトリグリセリド輸送タン
パク質 (MTP: microsomal triglyceride transfer protein) により，TG やコレステロールエス
テルなどを含んだ粒⼦とアポリポタンパク質 B100 (ApoB100: apolipoprotein B100) と
の会合が触媒されることにより，pre-VLDL が合成されることで始まる（図 7，[37‒40]）。
その後 pre-VLDL は，Sar1/COPII ⼩胞を介してゴルジ体へ輸送され，ゴルジ体内でさ
らに脂質が付加され VLDL となり肝細胞外へ分泌される（図 7）。⾎中に分泌された
VLDL は，⾎管内⽪細胞表⾯に存在するリポタンパク質リパーゼ (LPL: lipoprotein 

lipase, [41]) によって含有する TG の分解を受けながら末梢組織へ TG を輸送する 

（図 6）。TG を放出し，⼩型化した VLDL は，肝性トリグリセリドリパーゼ (HTGL: 

hepatic triglyceride lipase, [42]) によって，さらに含有する TG の分解を受けることで
LDL へと変換される [43]。そして LDL は，末梢組織細胞の LDL 受容体に結合し，代
謝されることで末梢組織へコレステロールを輸送する（図 6，[44]）。 

また，肝細胞ではアポリポタンパク質 AI (ApoAI: apolipoprotein AI) を主要な構成因
⼦として HDL が合成される [45]。HDL はレシチンコレステロールアシルトランスフ
ェラーゼ (LCAT: lecithin cholesterol acyl transferase, [46]) によって，末梢組織の細胞表⾯
に存在する遊離コレステロールをエステル化することで，末梢組織から余分なコレス
テロールを回収する。HDL に含まれるコレステロールエステルは，コレステロールエ
ステル転送タンパク質 (CETP: cholesterol ester transfer protein, [47]) によって VLDL や
LDL に含まれるTG と相互の受け渡しが⾏われる。その後，HDL は肝臓に取り込まれ，
代謝される（図 6）。 
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図 6．⽣体におけるリポタンパク質の代謝 
TG: 中性脂肪，C: コレステロール，CE: コレステロールエステル， 
CM: カイロミクロン，VLDL: 超低密度リポタンパク質， 
LDL: 低密度リポタンパク質，HDL: ⾼密度リポタンパク質， 
ApoAI: アポリポタンパク質 AI，ApoB48: アポリポタンパク質 B48， 
ApoB100: アポリポタンパク質 B100，ApoCII: アポリポタンパク質 CII， 
ApoE: アポリポタンパク質 E，LPL: リポタンパク質リパーゼ， 
HTGL: 肝性トリグリセリドリパーゼ， 
CETP: コレステリルエステル転送タンパク質， 
LCAT: レシチンコレステロールアシル基転移酵素 
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図 7．肝細胞におけるVLDLの産⽣ 

VLDL: 超低密度リポタンパク質，ApoB100: アポリポタンパク質 B100， 
MTP: ミクロソームトリグリセリド輸送タンパク質， 
Sar1: secretion-associated and Ras-related protein 1， 
COPII: コートタンパク質複合体 II， 
ERK2: extracellular signal-regulated kinase 2 
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カロリーや動物性脂肪の過剰摂取，過労や運動不⾜といった⽣活習慣の乱れにより，
⾎液中に存在するリポタンパク質のバランスが崩れ，⾎液中の脂質量が⼤きく増減し
た状態のことを脂質異常症という（表 1）。脂質異常の態様の違いから 3 種類に分けら
れる脂質異常症は，動脈硬化を引き起こし，脳梗塞や⼼筋梗塞などの⾎管系疾患につ
ながるリスク要因となる。 

 

表 1．脂質異常症の診断基準 (⾎清脂質値：空腹時採⾎) 
⾼ LDL コレステロール⾎症 LDL コレステロール 140 mg/dL 以上 
低 HDL コレステロール⾎症 HDL コレステロール 40 mg/dL 未満 
⾼ TG ⾎症 TG 150 mg/dL 以上 

⽇本動脈硬化学会「動脈硬化性疾患予防ガイドライン 2007 年版」 
 

これまで脂質異常症の診断には，リポタンパク質に含まれる TG やコレステロール
量が指標として使われてきた。近年，LDL よりも粒⼦サイズが⼩さい，small, dense LDL

が動脈硬化を特に強く引き起こすことが報告されており [48]，従来から⾏われてきた
脂質の定量法に加え，リポタンパク質粒⼦サイズの測定も重要性を増している。つま
り，脂質異常症の診断や予防には，TG やコレステロールなどの脂質の定量に加え，リ
ポタンパク質の粒⼦サイズおよび分布のバランスなど，⾎液中に存在するリポタンパ
ク質を包括的に解析することが求められる。 

 

 

6. LipoSEARCH 法によるリポタンパク質の解析 
 

リポタンパク質に含まれる脂質の定量は，まずリポタンパク質を密度や粒⼦サイズ
に従って分画し，分画したそれぞれのリポタンパク質に含まれる TG およびコレステ
ロール量を測定することで⾏われる。リポタンパク質を分画する標準的な⽅法として，
リポタンパク質の密度の違いにより分離する超遠⼼分離法 [49] が挙げられるが，測定
に使⽤する検体量の多さや測定時間の⻑さなどから⽇常的な解析には適さない。また
簡便な⽅法として，リポタンパク質の電荷の違いにより分離する電気泳動法，酵素反
応による酵素法などがあるが，いずれも分離精度が⼗分ではない。 

岡崎らが開発した LipoSEARCH 法 （図 8，株式会社スカイライト・バイオテック，
[50–53]）は，検体中に含まれるリポタンパク質をゲル濾過 HPLC により粒⼦サイズに
従って迅速かつ⾼精度に分画し，分画したリポタンパク質に含まれる TG およびコレ
ステロール量を定量する技術である。すなわち，ゲル濾過 HPLC により粒⼦サイズの
⼤きい順に溶出したリポタンパク質は， TG 検出経路とコレステロール検出経路に分
岐し，それぞれの経路上で測定試薬の酵素反応を受け，オンラインでクロマトグラム
として検出される（図 9）。さらに，取得したクロマトグラムデータを解析することに
より，検体中に含まれるリポタンパク質の脂質含量，粒⼦数および粒⼦サイズを分析
することができる。そのため LipoSEARCH 法では，検体中に含まれるリポタンパク質
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を包括的に捉えたデータである，リポタンパク質プロファイルの取得が可能である。 

 

 

図 8．LipoSEARCH法 測定システム（ゲルろ過HPLC法） 
 

 

 

図 9．LipoSEARCH法によるリポタンパク質のクロマトグラムデータ（例：ヒト⾎清） 
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これまでに畠ら（秋⽥県総合⾷品研究センター）は，および独⾃のリポタンパク質
解析法であるLipoSEARCH法およびリポタンパク質を産⽣することが知られているヒ
ト肝癌由来細胞株 HepG2 細胞 [54, 55] を⽤いて，脂質異常改善効果を有する⽣理活性
物質の探索･評価を⾏う新規のシステムを構築した [56]。本システムでは，コレステロ
ールの合成を阻害するスタチンを添加した HepG2 細胞の培養上清において，リポタン
パク質中のコレステロール量が減少し，TG およびコレステロールの合成を阻害するフ
ェノフィブラートを添加した HepG2 細胞の培養上清おいて，リポタンパク質中の TG

およびコレステロール量が共に減少するという各薬剤の特⻑を捉えた結果が得られた
（図 10，[56]）。また，畠らは本システムを⽤いて，ジュンサイに脂質代謝改善効果が
認められることを⾒出した（図 11, [57]）。これらのことから，LipoSEARCH 法はリポ
タンパク質の詳細な解析に適していることが⽰された。 

 

 

 
図 10．脂質代謝改善薬がHepG2細胞のリポタンパク質産⽣に与える影響 [56] 

A. コントロール，B. シンバスタチン (5 M) 添加培養， 
C. フェノフィブラート (200 M) 添加培養 
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図 11．ジュンサイエタノールエキスがHepG2細胞のリポタンパク質産⽣に与える 

影響 [57] 
A. コントロール，B. オレイン酸ナトリウム (0.75 mM) 添加培養， 
C. オレイン酸ナトリウム (0.75 mM) + ジュンサイエタノールエキス  

(100 g/ml) 添加培養 
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7. 本研究の概要 
 

リポタンパク質産⽣能は，成熟した肝細胞が有する代表的な⽣理的機能の⼀つであ
り，肝細胞はその発⽣過程においてリポタンパク質産⽣能を獲得する。しかしながら，
その分⼦機構について未だ不明な点が多く，また肝細胞の分化とリポタンパク質産⽣
に着⽬した報告は少ない。そこで本研究では，肝細胞の形成過程におけるリポタンパ
ク質産⽣能の獲得機構を明らかにすることを⽬的として⾏った。 

第 3 章では，由来の異なる種々のヒト培養肝細胞株において，既知の肝細胞分化マ
ーカー遺伝⼦の mRNA 発現解析を⾏った。そして，肝細胞分化マーカー遺伝⼦の
mRNA 発現パターンの類似性に基づいたクラスター解析により，それぞれの肝細胞株
を分類し，分化段階を判断した。さらに，LipoSEARCH 法により，それぞれのヒト肝
細胞株の培養上清に含まれるリポタンパク質を詳細に解析し，肝細胞の分化段階とリ
ポタンパク質産⽣能の関連性を検証した。 

次に第 4 章 実験 1 では，ヒト間葉系幹細胞株 UE7T-13 細胞において肝細胞核因⼦ 

(HNF) 群である FOXA2，HNF4および HNF1をそれぞれ強制発現させた細胞株を樹
⽴し，肝細胞分化マーカー遺伝⼦および脂質代謝関連遺伝⼦の mRNA 発現解析，さら
に細胞内および培養上清に含まれる脂質量を定量した。第 4 章 実験 2 では，実験 1 で
リポタンパク質産⽣への関与が⽰唆された HNF4および HNF1を同時に強制発現さ
せた UE7T-13 細胞を樹⽴し，実験 1 と同様に，肝細胞分化マーカー遺伝⼦および脂質
代謝関連遺伝⼦の mRNA 発現解析，さらに細胞内および培養上清に含まれる脂質量を
定量し，肝細胞への分化を誘導する HNF 群の発現による，幹細胞から肝細胞への分化
とリポタンパク質産⽣に与える影響について検証した。
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第 2 章 
 
 

各実験に共通した材料および⽅法
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第 2 章 各実験に共通した材料および⽅法 
 
(1) ⼤腸菌の培養 

 
本研究では JM109（タカラバイオ），Stellar™ Competent Cells（タカラバイオ）およ

び NEB Stable Competent E. coli (High Efficiency，New England Biolabs Japan Inc. ) の 3 種
の⼤腸菌株を適宜実験に応じて⽤いた。各⼤腸菌株は LB 寒天培地上でコロニーを⽣
育させ，液体培養はLB 培養液で⾏った。JM109 およびStellar™ Competent Cells は37℃，
NEB Stable Competent E. coli は 30℃で培養した。また必要に応じて，アンピシリンナト
リウム（Amp, 終濃度 100 g/ml）を添加した。 

 

(2) 組換え DNA 操作 
  
 遺伝⼦組換えプラスミド DNA の構築に⽤いる挿⼊ DNA 断⽚の増幅には KOD -Plus- 

Neo（東洋紡）を⽤いた。制限酵素の反応条件は添付の説明書に従い⾏った。制限酵
素処理後のプラスミド DNA はアガロース電気泳動に供し，DNA 断⽚の分離・精製を
⾏った。アガロースゲルは⽬的 DNA 断⽚の⼤きさに応じて Agarose S（ニッポンジー
ン）を 1 x TAE buffer に溶解して作製した。プラスミド DNA は，T4 DNA ligase (Promega) 

によるライゲーション反応または In-Fusion HD Cloning Kit（タカラバイオ）による
In-Fusion 反応（表 5）により調製した。⽬的に応じた⼤腸菌株を形質転換し，Mini Prep

法（表 2）により遺伝⼦組換えプラスミド DNA を保持した形質転換⼤腸菌のスクリー
ニングを⾏った。 
 

(3) 遺伝⼦導⼊⽤プラスミド DNA の調製 
 
 ヒト細胞への遺伝⼦導⼊プラスミド DNA は，Wizard® SV Gel and PCR clean-Up 

system（Promega, 表 4）を使⽤して精製した。 
 

(4) 実験に⽤いたヒト細胞とヒト細胞株，およびその培養⽅法 
 

1) ヒト細胞およびヒト細胞株 

本研究には次の初代培養細胞（1 種）および細胞株（6 種）を使⽤した。 

 

1. ヒト肝癌由来細胞株 HLE 細胞 

 HLE 細胞はヒト肝癌由来の樹⽴細胞株であり [58]，JBRC 細胞バンクより⼊
⼿したものを⽤いた。 

 

2. ヒト肝癌由来細胞株 HLF 細胞 

 HLF 細胞はヒト肝癌由来の樹⽴細胞株であり [58]，JBRC 細胞バンクより⼊
⼿したものを⽤いた。 
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3. ヒト肝芽腫由来細胞株 HepG2 細胞 

 HepG2 細胞はヒト肝芽腫由来の樹⽴細胞株 [54] であり，ヒト肝臓の代替モ
デルとして⽤いられている [59–63]。理研バイオリソースセンターから⼊⼿し
たものを⽤いた。 

 

4. ヒト肝癌由来細胞株 HuH-7 細胞 

 HuH-7 細胞はヒト肝癌由来の樹⽴細胞株であり [64]，理研バイオリソースセ
ンターから⼊⼿したものを⽤いた。 

 

5. ヒト肝腫瘍由来細胞株 HepaRG 細胞 

 HepaRG 細胞はヒト肝腫瘍由来の樹⽴細胞株であり [65]，分化誘導によりヒ
ト肝細胞様の形態を呈するため，薬物動態研究や毒性研究などに⽤いられる 

[66–68]。Thermo Fisher Scientific から購⼊したものを⽤いた。 

 

6. ヒト初代培養肝細胞 (Lot. HU4175) 

 ヒト初代培養肝細胞は in vivo の肝臓と同等な機能を有しており，薬物動態研
究や毒性試験によく⽤いられる。Thermo Fisher Scientific から購⼊したものを⽤
いた。Lot. HU4175 は，3 歳⽩⼈男性由来の細胞である。 

 

7. ヒト⾻髄由来間葉系幹細胞株 UE7T-13 細胞 

 UE7T-13 細胞はヒト⾻髄由来の間葉系幹細胞にヒトテロメア逆転写酵素 

(hTERT: human telomerase reverse transcriptase) 遺伝⼦およびヒトパピローマウ
イルス (HPV: human papillomavirus) E7遺伝⼦を導⼊して樹⽴された不死化細胞
株であるが，間葉系幹細胞が有する多分化能を保持している [69]。間葉系幹細
胞は，間葉系に属する⾻芽細胞，脂肪細胞，筋細胞および軟⾻細胞などへの分
化能に加え，神経細胞や肝細胞への分化能を有することが報告されている [70–

74]。理研バイオリソースセンターから⼊⼿したものを⽤いた。 

 

2) ヒト細胞の凍結融解と培養⽅法 

 ヒト細胞の凍結融解は表 8 に⽰す通りに⾏った。解凍した細胞は，1 週間，継代培
養した後に実験に⽤いた。 

 

3) 細胞の培養⽅法 

1. HLE 細胞，HLF 細胞，HepG2 細胞，HuH-7 細胞および UE7T-13 細胞の培養⽅
法 

 HLE 細胞，HLF 細胞，HepG2 細胞，HuH-7 細胞および UE7T-13 細胞の培養
には，Dulbecco's modified Eagle’s medium（以下 DMEM, ナカライテスク）に，
ウシ胎児⾎清（fetal bovine serum，以下 FBS, ⾮働化処理済，終濃度 10 %，
BioWest）， ペニシリン−ストレプトマイシン混合溶液（ペニシリン G 終濃度
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100 U/ml，ストレプトマイシン終濃度 100 g/ml）を無菌的に添加した培地を⽤
い，37℃，5% CO2 条件下で培養した。 

 

2. HepaRG 細胞 

 HepaRG 細胞の培養には，Williamsʼ Medium E（以下 WM, Thermo Fisher 

Scientific）に，HepaRG Maintenance/Metabolism Medium supplement (Thermo Fisher 

Scientific)，ペニシリン−ストレプトマイシン混合溶液（ペニシリン G 終濃度
100 U/ml，ストレプトマイシン終濃度 100 g/ml）を無菌的に添加した培地を⽤
い，37℃，5% CO2 条件下で培養した。 

 

3. ヒト初代培養肝細胞 

 ヒト初代培養肝細胞には，WM (Thermo Fisher Scientific) に，Hepatocyte 

Maintenance Supplement (Thermo Fisher Scientific) ，FBS（⾮働化処理済，終濃度
10%, BioWest），ペニシリン−ストレプトマイシン混合溶液（ペニシリン G 終濃
度 100 U/ml，ストレプトマイシン終濃度 100 g/ml）を無菌的に添加した培地を
⽤い，37℃，5% CO2 条件下で培養した。 

 

(5) 培養細胞からの RNA 抽出と精製および cDNA 合成 
 

RNA の抽出および精製には，QuickGene RNA cultured cell kit S（倉敷紡績）および
DNase I (Promega) を⽤いた（表 13）。逆転写反応による cDNA の合成には，
PrimeScript™ RT reagent Kit（Perfect Real Time，タカラバイオ）を⽤いた（表 14）。 

 

(6) PCR 法 
 

RT-PCR の際には，Ex Taq polymerase（タカラバイオ）を⽤いて増幅反応を⾏った。 

遺伝⼦組換えプラスミド DNA の構築の際の挿⼊ DNA 断⽚の増幅には KOD -Plus- 

Neo（東洋紡）を⽤いて⾏った。 

 本研究で使⽤した PCR ⽤プライマーおよび RT-PCR ⽤プライマーは表 16，表 19

に⽰した。また，PCR 反応の条件は表 3 および表 15 に⽰した。 

 

(7) リアルタイム PCR 法 
 リアルタイムPCR 反応はSYBR® Premix Ex Taq™ II (Tli RNaseH Plus)（タカラバイオ）
および Chromo 4 (Bio-Rad) を⽤いて⾏った。反応条件はリアルタイム PCR 実験ガイド 
実践編：SYBR Green I による RT-PCR（タカラバイオ）に従った。得られたデータの
解析には，リアルタイム PCR 解析⽤ソフト Opticon Monitor 3 (Bio-Rad) を⽤いた。 
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(8) 統計処理 
 
 それぞれの実験は独⽴した実験として，3 回以上の試⾏を実施した。実験結果は平
均値±標準誤差で⽰した。統計処理は SPSS PASW Statistics 18.0（⽇本 IBM）を使⽤し， 

Scheffe 法にて多重⽐較検定を⾏い，すべての検定において有意⽔準は 5％とした。ま
たクラスター解析には，Ward 法を⽤いた。 
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表 2. Miniprep 法によるプラスミド DNA の抽出 
 
○ 使⽤する機器・試薬類 

 Solution I  

(50 mM glucose, 1 M Tris-HCl (pH 8.0,  

10 mM EDTA)) 

 TE (10 mM Tris-HCl pH 8.0, 1 mM EDTA) 

 2-propanol 

 70% ethanol 

 Solution II 

(0.2 N NaOH, 1% SDS) 

 RNase A (10 mg/ml) 

 プラスミドDNAの確認に適した制限酵素 

 Solution III 

(3 M potassium acetate, 2 M acetic acid) 

 

 

○ 操作⼿順 

↓E. coli を適当な抗⽣物質を含む LB 培地 (1 ml) にて培養 (18 hr) する 

↓培養液を 1.5 ml tube に移す 

↓遠⼼分離 (15,000 rpm, 1 min) する 

↓上清を除去する 

↓菌体のペレットに Solution I (100 l) を添加し，vortex を⽤いて菌体を懸濁する 

↓Solution II (200 l) を添加し，tube を上下反転させ，溶菌させる 

↓r/t で 5 min 放置する 

↓Solution III (150 l) を添加し，vortex を⽤いて懸濁する 

↓遠⼼分離 (15,000 rpm, 5 min) する 

↓上清を新しい 1.5 ml tube に移す 

↓2-Propanol (400 l) を添加し，vortex を⽤いて懸濁する 

↓遠⼼分離 (15,000 rpm, 10 min) する 

↓上清を除去し，70% ethanol (400 l) を添加する 

↓15,000 rpm, 5 min 

↓上清を除去し，ペレットを乾燥させる 

↓ペレットを TE (containing 10 g/ml RNase A, 100 l) に溶解させる 

 

○ 制限酵素による切断パターンの検証 

 プラスミド DNA 2.0 l 

 10 x buffer 1.0 l 

 Distilled water X l 

 制限酵素 Y l (up to 1 l) 

Total 10 l 

↓37℃，1 hr 

↓全量電気泳動に供し，切断パターンを確認する 
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表 3. KOD -Plus- Neo による PCR 増幅 
 

○ 使⽤する機器・試薬類 

 KOD -Plus- Neo（東洋紡） 

 サーマルサイクラー（TaKaRa PCR Thermal cycler Dice, タカラバイオ） 

 

○ 操作⼿順 

↓反応液を調製する 

 10 x PCR Buffer for KOD -Plus- Neo 5 l 1 x 

 2 mM dNTPs 5l 0.2 mM each（終濃度） 

 25 mM MgSO4 3 l 1.5 mM（終濃度） 

 Primer F (10 M) 1.5 l 0.3 M（終濃度） 

 Primer R (10 M) 1.5l 0.3 M（終濃度） 

 Template DNA X l Plasmid DNA (–50 ng/50 l) 

 KOD -Plus- Neo (1 U / l) 1l 1 U / 50 l（終濃度） 

 Autoclaved, distilled water up to 50l  

Total 50l  

 

↓反応液を 0.2 ml tube または 8 連 tube に分注し，サーマルサイクラーで反応させる 

2 ステップ※   

 Predenature 94℃, 2 min  

 Denature 98℃, 10 sec 25–45 

 Extension 68℃, 30 sec/kb cycles 

※反応条件は適宜調整する 

↓反応終了後，反応液（2 l）を⽤いてアガロース電気泳動を⾏い，⽬的 DNA の増幅を確
認する 
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表 4. Wizard® SV Gel and PCR clean-Up system による DNA の精製 
 

Wizard® SV Gel and PCR clean-Up system (Promega) 

○ 使⽤する機器・試薬類 

 Wizard® SV Minicolumns 

 Membrane Binding Solution (4.5 M guanidine isothiocyanate, 0.5 M potassium acetate) 

 Membrane Wash Solution (10 mM potassium acetate, 80% ethanol, 16.7 M EDTA pH 8.0) 

 Nuclease-Free Water 

 分光光度計 (NanoDrop 1000, Thermo Fisher Scientific) 

 ヒートブロック（FG-01N, ⽇本ジェネティクス）※ゲルからの精製時のみ 

 

○ 操作⼿順 

ゲルスライスの溶解 

↓アガロースゲルから⽬的 DNA 断⽚を切り出し，重量を測定する 

↓Membrane Binding Solution をアガロースゲル 10 mg につき 10 l 添加し，vortex する 

↓50–65℃で 10 min インキュベートし，ゲルスライスを完全に溶解する 

 

プラスミド DNA および PCR 産物の処理 

↓プラスミド DNA または PCR 反応液に等量の Membrane Binding Solution を加える 

 

遠⼼分離による精製 

↓Collection tube に SV Minicolum を挿⼊し，調製したゲル溶解液，プラスミド DNA または
PCR 産物を添加後， 1 min，r/t で静置する 

↓遠⼼分離 (16,000 x g，1 min) し，Collection tube 内の液体を除去する 

↓Membrane Wash Solution (700 l) を添加する 

↓遠⼼分離 (16,000 x g，1 min) し，Collection tube 内の液体を除去する 

↓Membrane Wash Solution (500 l) を添加する 

↓遠⼼分離 (16,000 x g，5 min) し，Collection tube 内の液体を除去する 

↓SV Minicolumn を新しい 1.5 ml tube に移し，Nuclease-Free Water (20–50 l) を添加する 

↓r/t で 1 min 静置する 

↓遠⼼分離 (16,000 x g，1 min) し，DNA 溶液を回収する 

 

DNA の定量 

↓2 l のサンプルを⽤いて NanoDrop により DNA の濃度を定量する 

↓以降の実験に合わせて，適宜終濃度を調整する 
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表 5. In-Fusion クローニングを⽤いたプラスミド DNA の構築 
 

○ 使⽤する機器・試薬類 

 In-Fusion® HD Cloning Kit (Clontech) 

 StellarTM Competent Cells (Clontech) 

 サーマルサイクラー（TaKaRa PCR Thermal cycler Dice, タカラバイオ） 

 分光光度計 (NanoDrop 1000, Thermo Fisher Scientific) 

 ヒートブロック（FG-01N, ⽇本ジェネティクス） 

 

○ 操作⼿順 

線状化ベクターの調製 

↓使⽤するベクターとクローニング部位を決定し，制限酵素処理によりベクターを線状化
する 

 

インサート DNA の調製 

↓インサート DNA の PCR 増幅のための In-Fusion Primer を設計する 

※In-Fusion Primer は使⽤する線状化ベクターの末端配列に相同な 15 塩基を，配列特異
的プライマーの 5’ 末端に付与する形で作製する 

参考 URL：https://www.takara-bio.co.jp/infusion_primer/infusion_primer_form.php 

↓インサート DNA を PCR 増幅する 

↓PCR 産物を全量電気泳動し，Wizard® SV Gel and PCR clean-Up system によりインサート
DNA を精製する 

 

In-Fusion Cloning 反応 

↓線状化ベクターおよびインサート DNA の DNA 濃度を測定する 

↓0.2 ml tube に In-Fusion Cloning 反応液を調製する 

 5 x In-Fusion HD Enzyme Premix 1 l 

 線状化ベクター x l 

 精製済インサート DNA y l 

 Distilled water up to 5 l 

Total 5 l 

※線状化ベクター：精製済インサート DNA＝1 : 2–8（モル⽐） 

↓サーマルサイクラーにて 50℃，15 min の In-Fusion 反応を⾏う 

↓In-Fusion 反応液全量を⽤いて，⼤腸菌を形質転換し，⽬的プラスミド DNA を増幅させ
る 
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表 6. Dulbecco's Modified Eagle's Medium (DMEM, ナカライテスク) の組成 
 

 mg/L   mg/L 

Inorganic Salts   Vitamines  

 CaCl2･2H2O 265.00   Choline chloride 4.00 

 Fe(NO3)3･9H2O 0.10   Folic acid 4.00 

 MgSO4 97.67   myo-inositol 7.20 

 KCl 400.00   Nicotinamide 4.00 

 NaCl 6400.00   D-Pantothenic acid calcium salt 4.00 

 NaH2PO4 109.00   Pyridoxine･HCl 4.00 

 NaHCO3 109.00   Vitamin B1･HCl 4.00 

Amino Acids    Vitamin B2 0.40 

 L-Arginine･HCl 84.00    

 L-Cystine･2HCl 62.60  Others  

 L-Glutamine 584.00   D-Glucose 1000.00 

 Glycine 30.00   Phenol red 14.93 

 L-Histidine･HCl･H2O 42.00   Sodium pyruvate 110.00 

 L-Isoleucine 105.00    

 L-Lysine･HCl 146.00    

 L-Methionine 30.00    

 L-Phenylalanine 66.00    

 L-Serine 42.00    

 L-Threonine 95.00    

 L-Tryptophan 16.00    

 L-Tyrosine･2Na･2H2O 104.00    

 L-Valine 94.00    

 

＊⽤時，必要に応じて FBS（⾮働化処理済，終濃度 10%），ペニシリン−ストレプトマイ
シン混合溶液（ペニシリン G 終濃度 100 U/ml，ストレプトマイシン終濃度 100 g/ml）
を添加する 

＊オレイン酸添加培養時には，ウシ⾎清由来アルブミン（脂肪酸不含），ペニシリン−スト
レプトマイシン混合溶液（ペニシリン G 終濃度 100 U/ml，ストレプトマイシン終濃度
100 g/ml）を添加（終濃度 1%）し，ろ過滅菌する 
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表 7. Williams' Medium E (WM, Thermo Fisher Scientific) の組成 
 

 mg/L   mg/L 

Amino Acids    Pyridoxal hydrochloride 1.0 

 Glycine 50.0   Riboflavin 0.1 

 L-Alanine 90.0   Thiamine hydrochloride 1.0 

 L-Arginine 50.0   Vitamin A (acetate) 0.1 

 L-Asparagine･H2O 20.0   Vitamin B12 0.2 

 L-Asparagine Acid 30.0   -Tocopherol phos. Na salt 0.01 

 L-Cysteine 40.0   myo-Inositol 2.0 

 L-Cysteine･2H2O 26.07  Inorganic Salts  

 L-Glutamic Acid 50.0   CaCl2 200.0 

 L-Histidine 15.0   CuSO4･5H2O 1.0 x 10-4 

 L-Isoleucine 50.0   Fe(NO3)3･9H2O 1.0 x 10-4 

 L-Lysine･HCl 87.46   MgSO4 97.67 

 L-Methionine 15.0   MnCl2･4H2O 1.0 x 10-4 

 L-Phenylalanine 25.0   KCl 400.0 

 L-Proline 30.0   NaHCO3 2200.0 

 L-Serine 10.0   NaCl 6800.0 

 L-Threonine 40.0   NaH2PO4 140.0 

 L-Tryptophan 10.0   ZnSO4･7H2O 2.0 x 10-4 

 L-Tyrosine･2Na･2H2O 50.65  Others  

 L-Valine 50.0   D-Glucose 2000.0 

Vitamines    Glutathione 0.05 

 Ascorbic Acid 2.0   Methyl linoleate 0.03 

 Biotine 0.5   Phenol red 10.0 

 Choline chloride 1.5   Sodium pyruvate 25.0 

 D-Calcium pantothenate 1.0    

 Ergocalciferol 0.1    

 Folic Acid 1.0    

 Menadione sodium bisulfate 0.01    

 Niaciamide 1.0    

 

＊HepaRG 細胞の培養時には，HepaRG maintenance/metabolism Medium supplement (Thermo 

Fisher Scientific)，ペニシリン−ストレプトマイシン混合溶液（ペニシリン G 終濃度 100 

U/ml，ストレプトマイシン終濃度 100 g/ml）を添加する 

＊ヒト初代培養肝細胞の培養時時には，Hepatocyte Maintenance Supplement (Thermo Fisher 

Scientific)，FBS（⾮働化処理済，終濃度 10%），ペニシリン−ストレプトマイシン混合溶
液（ペニシリン G 終濃度 100 U/ml，ストレプトマイシン終濃度 100 g/ml）を添加する 
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表 8. 哺乳動物細胞の凍結・融解 
 

○ 使⽤する機器・試薬類 

 CELLBANKER 1plus（⽇本全薬⼯業） 

 セラムチューブ（住友ベークライト） 

 -80℃ ディープフリーザー 

 

○ 凍結⼿順 

↓細胞の培養液を除去し， PBS (-) で細胞を洗浄する 

↓0.05% Trypsin/0.02% EDTA 溶液で処理し，細胞を剥離させる 

↓10% FBS 含有 DMEM で細胞を 15 ml tube に収集する 

↓遠⼼分離 (1,000 rpm，5 min) し，上清を除去する 

↓収集した細胞に終濃度 1.0 x 106–2.0 x 106 cells/ml となるように適量のセルバンカーを加
え，穏やかにピペッティングする 

↓充分混合させた細胞懸濁液をセラムチューブに 1 ml ずつ分注し，細胞名，細胞数，継代
数および⽇付を記⼊する 

↓セラムチューブを-80℃ディープフリーザーで凍結保存する 

 

○ 解凍⼿順 

↓-80 ℃ディープフリーザーから取り出し，37℃恒温槽で融解する 

↓培養細胞を完全融解の⼿前で，10% FBS 含有 DMEM 9 ml を⼊れた 15 ml tube に加える 

↓遠⼼分離 (1,000 rpm，5 min) し，上清を除去する 

↓10% FBS 含有 DMEM で細胞を穏やかに懸濁し，懸濁液を培養シャーレに移す 

↓シャーレを上下，左右に揺らし，細胞が均⼀になるようにする 

↓5–10 min 程度静置した後，37℃，5% CO2 インキュベーターで培養を開始する 
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表 9. オレイン酸含有培地での細胞培養 
 

○ 0.75 mM オレイン酸ナトリウム含有 DMEM (Phenol red-free) の培養液組成 

 DMEM with sodium pyruvate,  

without L-Gln and phenol red, liquid（ナカライテスク） 500 ml 

 

 200 mM L-Glutamine 溶液（ナカライテスク） 10 ml 4 mM（終濃度） 

 Albumin, from bovine serum, fatty acid-free (Wako) 5 g 1%（終濃度） 

BSA 溶解後，0.45 m フィルターでろ過滅菌 

 75 mM Sodium oleate 5 ml 0.75 mM（終濃度） 

Sodium oleate (Wako) 1.14 g を超純⽔ 5 ml に溶解後， 

0.45 m フィルターでろ過滅菌する 

 

○ 操作⼿順 

↓10 cm dish などで継代培養した細胞の培養液を除去し，PBS (-)で細胞を洗浄する 

↓0.05% Trypsin/0.02% EDTA 溶液で処理し，細胞を剥離させる 

↓10% FBS 含有 DMEM で細胞を 15 ml tube に収集する 

↓遠⼼分離 (1,000 rpm，5 min) し，上清を除去する 

↓10% FBS 含有 DMEM で細胞を再懸濁し，細胞数をカウントする 

↓0.5 x 105 cells/ml の濃度密度で細胞懸濁液を調製し，24-well cell culture plate に 1ml ずつ添
加する 

↓5–10 min 静置した後，37℃，5% CO2 インキュベーターで 2 ⽇間培養する 

↓細胞の培養液を除去し，PBS (-)で洗浄する 

↓0.75 mM Sodium oleate 含有 DMEM (phenol red-free) を 500 l 添加する 

↓37℃，5% CO2 インキュベーターで 2 ⽇間培養する 
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表 10. Oil Red O 染⾊ 
 

○ 使⽤する機器・試薬類 

 10% Formalin 溶液 

 60% Isopropanol 

 Oil Red O 溶液 

Oil Red O (Wako) 150 mg を isopropanol 100 ml に溶解する 

 60% Oil Red O 溶液 

Oil Red O 溶液を蒸留⽔で 60%に希釈する  

※沈殿が⽣じるため，使⽤時に調製し，濾紙でろ過して使⽤する 

 

○ 操作⼿順 24 well plate 

↓細胞の培養液を除去し， PBS (-) で細胞を洗浄する 

↓10% Formalin 溶液を 300 l 添加する 

↓10 min 静置し，細胞を固定する 

↓超純⽔で洗浄する 

↓60% Isopropanol を 300 l 添加し，1 min 静置する 

↓60% Oil Red O 溶液を 300 l 添加し，15 min 静置する 

↓60% Isopropanol を 300 l 添加し，洗浄する 

↓超純⽔を 300 l 添加し，鏡検する 
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表 11. 細胞内および培養液中の中性脂肪およびコレステロールの定量 
 

○ 使⽤する機器・試薬類 

 10% FBS 含有 DMEM 

 0.75 mM オレイン酸ナトリウム含有 DMEM (phenol red-free) 

 24-well および 96-well cell culture plate 

 コレステスト®TG（積和メディカル） 

 コレステスト®CHO（積和メディカル） 

 凍結乾燥機 FDU-1110（東京理化器械） 

 ⾓型ドライチャンバー DRC-1000（東京理化器械） 

 マイクロプレートリーダー SpectraMax® M5（モレキュラーデバイス） 

 

○ 操作⼿順 

細胞内中性脂肪およびコレステロールの定量 

↓細胞の培養液を除去し， PBS (-)で細胞を洗浄する 

↓PBS (-)をできるだけ取り除き，細胞を凍結する (-20℃，4 hr) 

↓TG 酵素液①または CHO 酵素液①を 120 l 添加し，細胞を溶解する 

↓細胞溶解液を 1.5 ml チューブに回収し，インキュベートする (37℃, 1 hr) 

↓遠⼼分離 (15,000 rpm，10 min) し，上清を回収する 

↓回収した細胞溶解液と等量の超純⽔を加え， 96-well plate に 120 l 分注する 

↓TG 酵素液②または CHO 酵素液②を 40 l 添加し，5 min 静置する 

↓マイクロプレートリーダーで，550 nm の吸光度を測定する 

 

培養液中の中性脂肪およびコレステロールの定量 

↓細胞培養液（0.75 mM sodium oleate 含有 DMEM (phenol red-free)）を 1.5 ml tube に収集す
る 

↓遠⼼分離 (15,000 rpm，10 min) し，上清を回収，凍結する 

↓20℃に設定した⾓型ドライチャンバー内に凍結した細胞培養液を⼊れ，凍結乾燥機にて
細胞培養液を 6 hr 凍結乾燥する 

↓TG 酵素液①または CHO 酵素液①を 120 l 添加し，凍結乾燥物を完全に溶解する 

↓インキュベート (37℃, 1 hr) 後，96-well plate に 120 l 分注する 

↓TG 酵素液②または CHO 酵素液②を 40 l 添加し，5 min 静置する 

↓マイクロプレートリーダーで，550 nm の吸光度を測定する 

 

検量線の作成と中性脂肪およびコレステロール量の算出 

↓中性脂肪およびコレステロール濃度が既知の⾎清を適宜希釈する 

↓TG 酵素液①および②，CHO 酵素液①および②を⽤いて各濃度での 550 nm の吸光度を
マイクロプレートリーダーで測定し，検量線を作成する 

↓得られた検量線から，細胞内および培養液中の中性脂肪およびコレステロール量を算出
し，事前に計数した細胞数を⽤いて，”g/106 cells” で表記する 
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表 12. リポフェクション法による遺伝⼦導⼊と遺伝⼦安定発現株の樹⽴ 
 

○ 使⽤する機器・試薬類 

 遺伝⼦導⼊⽤ Opti-MEM® (Thermo Fisher Scientific) 

 ViafectTM transfection Reagent (Promega) 

 6-well cell culture plate 

 6 cm dish 

 Antibiotics 

 

○ 操作⼿順 

前培養 

↓10 cm dish などで継代培養した細胞の培養液を除去し， PBS (-)で細胞を洗浄する 

↓0.05% Trypsin/0.02% EDTA 溶液で処理し，細胞を剥離させる 

↓10% FBS 含有 DMEM で細胞を 15 ml tube などに収集する 

↓遠⼼分離 (1,000 rpm，5 min) し，上清を除去する 

↓10% FBS 含有 DMEM で細胞を再懸濁し，細胞数をカウントする 

↓適当な濃度 (3.0 x 105 cells/well)となるように細胞懸濁液を調製し，6-well dish には播種す
る 

↓37℃，5% CO2 で 16–20 hr 培養する 

 

リポフェクション法による遺伝⼦導⼊ 

↓Opti-MEM（無⾎清，120 l）にプラスミド DNA 溶液 (3.0 g) を加える 

↓ViafectTM (12 l) を加え，vortex する 

↓r/t で 5 min 静置する 

↓DNA/ViafectTM 混合液を細胞へ添加する 

↓37℃，5% CO2 で培養する (16–20 hr)  

（必要に応じて培養開始後 4–6 hr 程度で培養液を交換する） 

 

遺伝⼦安定発現株の樹⽴ 

↓遺伝⼦導⼊した細胞の培養液を除去し，PBS (-)で細胞を洗浄する 

↓0.05% Trypsin/0.02% EDTA 溶液で処理し，細胞を剥離させる 

↓10% FBS 含有 DMEM で細胞を 15 ml tube などに収集する 

↓遠⼼分離 (1,000 rpm，5 min) し，上清を除去する 

↓10% FBS 含有 DMEM で細胞を再懸濁し，細胞数をカウントする 

↓適当な濃度となるように細胞懸濁液を調製し，6-well dish には播種する 

↓37℃，5% CO2 で 16–20 hr 培養後，適当な抗⽣物質を含んだ培養液に交換する 

↓培地交換をしながら 2 週間ほど培養を継続し，抗⽣物質耐性のコロニーを取得する 

 
  



40 
 

表 13. QuickGene RNA cultured cell kit S による全 RNA の抽出 
 

○ 使⽤する機器・試薬類 

 QuickGene RNA cultured cell kit S（倉敷紡績） 

 QuickGene-Mini80（倉敷紡績） 

 RQ1 RNase-Free DNase (Promega) 

 2- Mercaptoethanol 

 Ethanol 

 分光光度計 (NanoDrop 1000, Thermo Fisher Scientific) 

 

○ 操作⼿順 

ライセートの作製 

↓遺伝⼦導⼊した細胞の培養液を除去し，PBS (-)で細胞を洗浄する 

↓1% 2-ME を加えた LRC (lysis buffer) を細胞に添加し，細胞を溶解する 

（細胞数上限 1 x 106 cells，1 サンプルあたり LRC 520 l 使⽤する） 

↓細胞溶解液を 1.5 ml tube に回収する 

↓Vortex (1min) し，spin down する 

↓Ethanol (100 l) 添加する 

↓Vortex (5–15 sec) し，spin down する 

↓Ethanol (180 l) 添加する 

↓Vortex し，spin down する 

 

QuickGene-Mini80 による全 RNA の抽出 

↓調製したライセートをカートリッジに全量添加し，加圧する 

↓WRC (wash buffer, 500 l) を添加し，加圧する 

（WRC は初期使⽤時に ethanol (90 ml) を添加し，調製する） 

↓カートリッジ内のフィルターに DNase 溶液を 40 l 添加する 

DNase 溶液/sample   

 1 U/l DNase I 20 l 20 U（終濃度） 

 10 x Reaction Buffer 4 l  

 Nuclease-free water 16 l  

Total 40 l  

↓r/t で 5 min 静置する 

↓WRC (wash buffer, 500 l) 添加し，加圧する 

↓上記を繰り返す 

↓カートリッジホルダを回収位置へ移動する 

↓CRC (elution buffer, 30–50 l) を添加し，加圧する 

↓分光光度計 (NanoDrop 1000) で全 RNA の濃度を測定する 
  



41 
 

表 14. PrimeScript™ RT reagent Kit (Perfect Real Time) による cDNA の合成 
 

○ 使⽤する機器・試薬類 

 PrimeScript™ RT reagent Kit（Perfect Real Time，タカラバイオ） 

 サーマルサイクラー (TaKaRa PCR Thermal cycler Dice) 

 

○ 操作⼿順 

↓逆転写反応液を調製する 

 5 x PrimeScript Buffer (for RT-PCR) 2 l  

 PrimeScript RT Enzyme Mix I 0.5 l  

 Oligo dT Primer (50 M) 0.5 l 25 pmol（終濃度） 

 Random 6 mers (100 M) 0.5 l 50 pmol（終濃度） 

 全 RNA (0.5 g) X l  

 RNase free dH2O up to 10 l  

Total 10 l  

（必要に応じて反応液をスケールアップする） 

↓サーマルサイクラーにて逆転写反応を⾏う 

37℃，15 min 

85℃，5 sec 

4℃，hold 
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表 15. リアルタイム PCR による mRNA の発現解析 
 

○ 使⽤する機器・試薬類 

 SYBR® Premix Ex Taq™ II (Tli RNaseH Plus)（タカラバイオ） 

 Chromo 4 (Bio-Rad) 

 

○ 操作⼿順 

↓反応液を調製する 

 SYBR® Premix Ex Taq™ II (Tli RNaseH Plus) (2 x) 12.5 l 1x 

 Primer F (10 M) 1 l 0.4 M（終濃度） 

 Primer R (10 M) 1 l 0.4 M（終濃度） 

 Template cDNA（RT 反応液） 2.0 l  

 dH2O 8.5 l  

Total 25 l  

 

↓サーマルサイクラーにて反応を⾏う 

 Step 1 95℃, 30 sec  

 Step 2 95℃, 5 sec 
40 cycles 

 60℃, 30 sec  

 Step 3 Melt Curve  

 

↓データ解析ソフト Opticon Monitor 3 (Bio-Rad) を⽤いて，データ解析を⾏う 
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表 16. リアルタイム RT-PCR に⽤いたプライマー 
 

増幅遺伝⼦ プライマー配列 

FOXA2 5’- CACCACTACGCCTTCAACC -3’ 

 5’- GGTAGTAGGAGGTATCTGCGG -3’ 

HNF4 5’- GCCTACCTCAAAGCCATCAT -3’ 

 5’- GACCCTCCCAGCAGCATCTC -3’ 

HNF1 5’- GTGTCTACAACTGGTTTGCC -3’ 

 5’- TGTAGACACTGTCACTAAGG -3’ 

AFP 5’- ACATCCTCAGCTTGCTGTCTCAGTA -3’ 

 5’- CTTTGCCAATGCTTGGCTCTC -3’ 

ALB 5’- ACTGCATTGCCGAAGTGGA -3’ 

 5’- GCAGCACGACAGAGTAATCAGGA -3’ 

Tf 5’- ATGTGGCCTTTGTCAAGCACTC -3’ 

 5’- AGCAGCTCATACTGGTCCCTGTC -3’ 

CYP3A4 5’- CCAAGCTATGCTCTTCACCG -3’ 

 5’- TCAGGCTCCACTTACGGTGC -3’ 

CYP2B6 5’- ATGGGGCACTGAAAAAGACTGA -3’ 

 5’- AGAGGCGGGGACACTGAATGAC -3’ 

CYP2C9 5’- CCTCTGGGGCATTATCCATC -3’ 

 5’- ATATTTGCACAGTGAAACATAGGA -3’ 

SREBP-1c 5’- GGCTCCTGCCTACAGCTTCT -3’ 

 5’- CAGCCAGTGGATCACCACA -3’ 

SCD 5’- TGAACAGTGCTGCCCACCTC -3’ 

 5’- CGGCCATGCAATCAATGAAG -3’ 

FAS 5’- CAGCAGTTCACGGACATGGAG -3’ 

 5’- CGGCACGCAGCTTGTAGTAGA -3’ 

DGAT1 5’- GGCCTTCTTCCACGAGTACC -3’ 

 5’- GGCCTCATAGTTGAGCACG -3’ 

DGAT2 5’- AGTGGCAATGCTATCATCAT -3’ 

 5’- GAGGCCTCGACCATGGAAGAT -3’ 

SREBP-2 5’- CTATGGAGCAGCCTCAACGTCA -3’ 

 5’- CCGTAGCGACAGTAGCAGGTCA -3’ 

HMGCS-1 5’- GTATGCCCTGGTAGTTGCAGGAG -3’ 

 5’- TGTTGCATATGTGTCCCACGAA -3’ 

ApoAI 5’- TGTGTACGTGGATGTGCTCAAAGA -3’ 

 5’- GTCACGCTGTCCCAGTTGTCA -3’ 

ApoB100 5’- TCGCCTGCCAAACTGCTTC -3’ 

 5’- CATTGGTGCCTGTGTTCCATTC -3’ 
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MTP 5’- TCTCTACTCGGGTTCTGGCATTCTA -3’ 

 5’- GCTGCGATTAAGGCTTCCAGTC -3’ 

GAPDH 5’- GCACCGTCAAGGCTGAGAAC -3’ 

 5’- TGGTGAAGACGCCAGTGGA -3’ 
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表 17. SDS-ポリアクリルアミドゲル電気泳動 
 

○ 使⽤する機器・試薬類 

 ミニプロティアン Tetra レディーゲルセル (Bio-Rad) 

 ミニプロティアン TGX ゲル (Bio-Rad) 

 パワーサプライ（パワーステーション 1000VC，ATTO） 

 M-PER® Mammalian Protein Extraction Reagent (Thermo Fisher Scientific) 

 プロテアーゼ阻害剤カクテル（ナカライテスク） 

 Quick Start™ Bradford Protein Assay (Bio-Rad) 

 Pierce™ Bovine Serum Albumin Standard Pre-Diluted Set (Thermo Fisher Scientific) 

 マイクロプレートリーダー SpectraMax® M5（モレキュラーデバイス） 

 NuPAGE® LDS Sample Buffer (Thermo Fisher Scientific) 

 Running Buffer 

 分⼦量マーカー 

 

○ 操作⼿順 

サンプルの作製 

↓細胞の培養液を取り除き， PBS (-)で細胞を洗浄する 

↓プロテアーゼ阻害剤を加えたM-PER Reagent (Thermo Fisher Scientific) を細胞に添加する 

Plate Size/Surface Area M-PER Reagent Volume 

100 mm 500–1000 l 

60 mm 250–500 l 

6-well plate 200–400 l/well 

24-well plate 100–200 l/well 

96-well plate 50–100 l/well 

↓5 分間穏やかに振盪する 

↓細胞溶解液を 1.5 ml tube に回収する 

↓遠⼼分離 (14,000 x g，10 min) する 

↓上清を新しい 1.5 ml tube に移す 

 

タンパク質の定量 

↓スタンダード (1.25–10 g/ml) およびサンプル（200 倍希釈）を調製する 

↓スタンダードまたはサンプルを 96-well plate に 150 l ずつ添加する 

↓1 x dye reagent 150 l を添加し，混合する 

↓r/t で 5 min 静置する 

↓マイクロプレートリーダーで，595 nm の吸光度を測定する 

↓検量線を作成し，サンプルのタンパク質濃度を算出する 

↓Sample buffer を⽤いて 15 g/well となるようにサンプルを調整する 
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SDS-PAGE 

↓ミニプロティアン Tetra レディーゲルセルにミニプロティアン TGX ゲルをセットする 

↓泳動槽に running buffer を⼊れる 

10 x running buffer   

 Tris(hydroxymethyl)aminomethane 30.3 g 0.25 M（終濃度） 

 Glycine 144 g 1.92 M（終濃度） 

 SDS 10 g 1% (w/v)（終濃度） 

 Distilled water up to 1 L  

Total 1 L  

※使⽤時に 10 倍希釈して⽤いる 

↓サンプルを熱処理 (70℃，10 min) する 

↓サンプルおよび分⼦量マーカーを注意深くウェルに⼊れる 

↓電極をつなぎ，電気泳動 (200 V，30 min) を⾏う 
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表 18. ウエスタンブロット解析 
 

○ 使⽤する機器・試薬類 

 セミドライブロッティング装置（ホライズブロット, ATTO） 

 パワーサプライ（パワーステーション 1000VC，ATTO） 

 ブロッティング⽤ PVDF 膜 (Clear Blot Membrane-P, ATTO) 

 ブロッティング⽤ろ紙 (Absorbent Paper, ATTO) 

 卓上⼩型振とう機 (TAITEC) 

 ライトキャプチャ (ATTO) 

 Transfer buffer A 

 Transfer buffer B 

 Transfer buffer C 

 TBS-T 

 Blocking buffer（Block One, ナカライテスク） 

 Primary antibody 

ヤギ抗 FOXA2 抗体（Santa Cruz Biotechnology，5% Block One にて 3,000 倍に希釈） 

ヤギ抗 HNF4抗体（Santa Cruz Biotechnology，5% Block One にて 5,000 倍に希釈） 

ヤギ抗 HNF1抗体（Santa Cruz Biotechnology，5% Block One にて 8,000 倍に希釈） 

ヤギ抗 ApoB100 抗体（Santa Cruz Biotechnology，5% Block One にて 3,000 倍に希釈） 

ヤギ抗 MTP 抗体（Santa Cruz Biotechnology，5% Block One にて 3,000 倍に希釈） 

ウサギ抗-actin 抗体（IMGENEX，5% Block One にて 3,000 倍に希釈） 

 Secondary antibody 

HRP (horseradish peroxidase) 標識 anti-goat-IgG 抗体 

（Santa Cruz Biotechnology，5% Block One にて 30,000 倍に希釈） 

HRP (horseradish peroxidase) 標識 anti-rabbit-IgG 抗体 

（Santa Cruz Biotechnology，5% Block One にて 30,000 倍に希釈） 

 ECL Prime Western Blotting Detection Reagent (GE Healthcare Bio-Sciences) 
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○ 操作⼿順 

Buffer 類の調製 

Transfer buffer A   

 Tris(hydroxymethyl)aminomethane 36.3 g 300 mM（終濃度） 

 Methanol 50 ml 5% (v/v) （終濃度） 

 Distilled water up to 1 L  

Total 1L  

 

Transfer buffer B   

 Tris(hydroxymethyl)aminomethane 3 g 25 mM（終濃度） 

 Methanol 50 ml 5% (v/v) （終濃度） 

 Distilled water up to 1 L  

Total 1 L  

 

Transfer buffer C   

 Tris(hydroxymethyl)aminomethane 3 g 25 mM（終濃度） 

 6-Aminohexanoic acid 5.2 g 40 mM（終濃度） 

 Methanol 50 ml 5% (v/v) （終濃度） 

 Distilled water up to 1 L  

Total   

 

10 x TBS   

 Tris(hydroxymethyl)aminomethane 30.3 g 250 mM（終濃度） 

 NaCl 87.7 g 1.5 M（終濃度） 

 HCl 適量 pH 7.4 に調整 

 Distilled water up to 1L  

Total 1 L  

 

1 x TBS-T   

 10 x TBS 100 ml 25 mM Tris-HCl（終濃度）， 

0.15 M NaCl（終濃度），pH 7.4 

 Tween-20 1 ml 0.1% (v/v) （終濃度） 

 Distilled water up to 1 L  

Total 1 L  
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PVDF 膜の湿潤化 

↓PVDF 膜をメタノールに浸漬後，transfer buffer B に移す 

↓15 min 以上振盪し，なじませる 

 

ろ紙の湿潤化 

↓ろ紙を transfer buffer A: 2 枚，transfer buffer B: 1 枚，transfer buffer C: 3 枚ずつ転写バッフ
ァーに浸す 

 

ゲルの取り出し 

↓泳動終了したゲルをプレートから外し，不要部分を切り取った後，transfer buffer B に浸
漬する 

※ゲルの⼤きさが変わることがあるので，15 min 未満にする 

 

Electrotransfer 

↓ブロッティング装置の陽極板の上に，transfer buffer A に浸したろ紙 2 枚，次に transfer 

buffer B 液に浸したろ紙 1 枚を重ねる 

↓PVDF メンブレンを重ねる 

↓ゲルをメンブレンに気泡が⼊らないように重ねる 

↓Transfer buffer C に浸したろ紙 3 枚を重ね，ローラーで気泡を抜く 

↓ブロッティング装置の陰極側で蓋をし，トランスファー (2 mA/cm2，30 min) を⾏う 

↓ブロッティング終了後，PVDF メンブレンを取り出し，TBS-T で浸透しながら洗浄  

(5 min) する 

 

Immunodetection 

↓メンブレンを blocking buffer に浸し (30 min)，ブロッキングを⾏う 

↓TBS-T で洗浄 (5 min) する 

↓⼀次抗体反応（r/t , 1 hr または 4℃, O/N）を⾏う 

↓⼀次抗体溶液を捨て，TBS-T ですすぐ ※3 回繰り返す 

↓TBS-T で振盪・洗浄 (5 min) する ※3 回繰り返す 

↓⼆次抗体反応 (r/t , 1 hr) を⾏う 

↓⼆次抗体溶液を捨て，TBS-T ですすぐ ※3 回繰り返す 

↓TBS-T で振盪・洗浄 (5 min) する ※3 回繰り返す 

↓ECL prime 処理 (r/t , 5 min) を⾏う 

↓ライトキャプチャを⽤いて化学発光を検出する 

↓データ解析ソフト CS Analyzer 3.0 (ATTO) を⽤いて，データ解析を⾏う 
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第 3 章 
 
 

分化段階の異なるヒト培養肝細胞株における 
 

リポタンパク質産⽣の解析
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第 3 章 分化段階の異なるヒト培養肝細胞株における 
リポタンパク質産⽣の解析 

 
緒⾔ 

 
1) 多能性幹細胞からの肝細胞様細胞の分化誘導 

 
新規薬物の探索や薬物の毒性試験といった創薬研究において，⽣体内組織である肝

臓を in vitro で再現した肝臓モデルが求められている [9]。肝臓モデルの構築には正常
かつ成熟した肝細胞が必要である。従来から肝臓モデルの構築に⽤いられるヒト初代
培養肝細胞は，慢性的な供給不⾜に加え，⻑期培養による機能低下が課題である。ま
た，癌細胞などの株化肝細胞やラットなどの実験動物由来の肝細胞は，癌化や種差な
どに起因する正常肝細胞との機能の違いが問題となる [10]。そのため，肝臓モデルの
構築には，正常な機能を有する細胞の安定的な供給が望まれている。 

近年，ES 細胞（胚性幹細胞）や iPS 細胞（⼈⼯多能性幹細胞）といった多能性を有
する幹細胞から分化誘導により肝細胞様細胞を作出する研究が数多く⾏われている 

[8, 15, 16]。幹細胞からの肝細胞様細胞の分化誘導は，発⽣過程における肝臓形成を模
した形で⾏われ，液性因⼦ [17–21] や遺伝⼦導⼊ [22–24] により幹細胞を段階的に肝
細胞へと分化誘導する。幹細胞由来の分化誘導肝細胞は，肝特異的転写因⼦である
HNF 群や⾎清タンパク質である-フェトプロテイン (AFP: -fetoprotein)，トランスフ
ェリン (Tf: transferrin) など肝細胞において特異的に発現している遺伝⼦またはタン
パク質の発現解析，さらにアルブミン (ALB: albumin) の分泌能やグリコーゲン蓄積能，
薬物代謝能など肝細胞が有する⽣理的機能を調べることで評価される [25, 32]。また，
中性脂肪 (TG) やコレステロールの合成およびリポタンパク質の産⽣なども肝細胞が
有する代表的な機能の⼀つであるが，これらの脂質代謝能を指標に，分化誘導肝細胞
の評価を⾏っている報告は少ない。 

 

 
2) 肝臓における脂質代謝とリポタンパク質 

 
肝臓は脂質の代謝において中⼼的な役割を担う臓器である。肝細胞では，⾎液を介

して TG やコレステロールなどの脂質を末梢組織に届けるため，リポタンパク質を合
成・分泌する [33]。リポタンパク質の表⾯には，親⽔性のアポリポタンパク質やリン
脂質，遊離コレステロールが並び，内側に存在する疎⽔性の TG やコレステロールエ
ステルを包んでいる。リポタンパク質は粒⼦の⼤きさ，⽐重の違いにより，カイロミ
クロン (CM)，超低密度リポタンパク質 (VLDL)，低密度リポタンパク質 (LDL)，⾼
密度リポタンパク質 (HDL) の主要 4 分画に分類される（図 5）。肝細胞で合成される
VLDL および LDL はそれぞれ，肝臓から末梢組織への TG およびコレステロールへの
輸送に関与し [34, 35]，HDL は末梢組織から肝臓へのコレステロールの逆転送系に関
与する（図 6, [36]）。 
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⾎液中のリポタンパク質のバランスが崩れた状態のことを脂質異常症といい，脂質
異常の態様の違いから，3 種類に分類される（表 1）。これまで脂質異常症の診断には，
⾎液中のリポタンパク質に含まれる TG やコレステロールの含量が指標として使われ
てきたが，LDL よりも粒⼦サイズが⼩さい，small, dense LDL が動脈硬化を特に強く引
き起こす [48] ことが報告されており，従来からの脂質の定量法に加え，リポタンパク
質粒⼦サイズの測定も重要性を増している。つまり，脂質異常症の予防や診断には，
リポタンパク質に含まれる TG やコレステロールなどの脂質量，リポタンパク質の粒
⼦サイズおよび分布のバランスなど，リポタンパク質を包括的に解析することが求め
られる。 

 

 
3) 肝細胞の分化と脂質代謝 

 
肝細胞における VLDL の合成は，ミクロソームトリグリセリド輸送タンパク質 

(MTP: microsomal triglyceride transfer protein ) が，脂質とアポリポタンパク質 B100 

(ApoB100: apolipoprotein B100) の会合を触媒することによって始まる（図 7，[37–40]）。
肝細胞は，その発⽣過程においてリポタンパク質産⽣能を獲得するが，その分⼦機構
については未だ不明な点が多く，肝細胞の分化とリポタンパク質産⽣能の獲得におけ
る関連性について詳細な解析は⾏われていない。 

酪酸ナトリウムはヒストン脱アセチル化酵素の阻害剤の⼀つとして知られ，⾼濃度
では細胞増殖の停⽌やアポトーシスを誘導するが，低濃度では様々な細胞の分化を誘
導する働きを有することが知られている [75–77]。酪酸ナトリウム (1 mM) で処理し
た HepG2 細胞は，ALB や尿素の産⽣量が向上するなど，肝機能が賦活化されること
が報告されている [78]。そのため酪酸ナトリウムは，HepG2 細胞において分化を進⾏
させ，成熟を促すと考えられる。また畠らは，酪酸ナトリウム (1–2 mM) による分化
誘導処理が，HepG2 細胞の脂質代謝に与える影響を検討したところ，酪酸ナトリウム
の濃度依存的に HepG2 細胞が産⽣するリポタンパク質量，特に VLDL および LDL 量
が増加することが判明した（図 12，[79]）。同様に，既知の肝細胞分化マーカーおよび
脂質合成やリポタンパク質産⽣に関与する遺伝⼦群の mRNA 発現量も酪酸ナトリウ
ムの濃度依存的に増加した（図 13，[79]）。以上の結果から，HepG2 細胞において，肝
細胞分化マーカー遺伝⼦の mRNA 発現量とリポタンパク質の産⽣量に関係性が認め
られたことにより，肝細胞の分化とリポタンパク質産⽣に関連があると考えられた。 
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そこで第 3 章では，肝細胞の分化とリポタンパク質産⽣の関連を明らかにするため
以下の実験を⾏った。はじめに，由来の異なる種々のヒト培養肝細胞株において，リ
アルタイム RT-PCR 法により既知の肝細胞分化マーカー遺伝⼦の mRNA 発現量を定量
した。そして，mRNA の発現パターンの類似性に基づいたクラスター解析を⾏い，各
肝細胞を分類した。次に， LipoSEARCH 法により，各肝細胞の培養上清に含まれるリ
ポタンパク質を詳細に解析した。さらに，リアルタイム RT-PCR 法により，各肝細胞
における脂質代謝関連遺伝⼦群の mRNA 発現解析を⾏った。 
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図 12．酪酸ナトリウム処理がHepG2細胞の産⽣するリポタンパク質に与える影響 
[79] 
A. 中性脂肪量，B. コレステロール量， 
C. 総中性脂肪量に対する各リポタンパク質画分に含まれる中性脂肪の割合 
D. 総コレステロール量に対する各リポタンパク質画分に含まれる 

コレステロールの割合 
n=3, *p<0.05 vs. 0 mM. 
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図 13．酪酸ナトリウム処理によるHepG2細胞の肝細胞分化マーカー遺伝⼦群 
および脂質代謝関連遺伝⼦群のmRNA発現量の変化 [79] 
A. ⾎清タンパク質遺伝⼦群 ALB: アルブミン，Tf: トランスフェリン 
B. 薬物代謝酵素遺伝⼦群 CYP1A1, CYP3A4 
C. リポタンパク質代謝関連遺伝⼦群 

ApoAI: アポリポタンパク質 AI， 
ApoB100: アポリポタンパク質 B100， 
MTP: ミクロソームトリグリセリド輸送タンパク質， 
LDLR: 低密度リポタンパク質受容体 

n=4, *p<0.05 vs 0 mM, **p<0.01 vs 0mM. 
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図 13．つづき 
D. 中性脂肪合成関連遺伝⼦群 

SREBP-1c: ステロール調節エレメント結合タンパク質 1c， 
FAS: 脂肪酸合成酵素， 
SCD: ステアロイル CoA 不飽和化酵素 

E. コレステロール合成関連遺伝⼦群 
SREBP-2: ステロール調節エレメント結合タンパク質 2， 
HMGCS 1: ヒドロキシメチルグルタリル CoA 合成酵素 1， 
SQS: スクアレン合成酵素 

n=4, *p<0.05, **p<0.01 
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材料および⽅法 
 

1) ヒト由来肝細胞の培養 
 
 本実験には，ヒト培養肝細胞株 5 種（HLE 細胞，HLF 細胞，HepG2 細胞，HuH-7

細胞および HepaRG 細胞），ヒト初代培養肝細胞 1 種（HC 細胞: Primary Hepatocyte）
の計 6 種を⽤いた。HLE 細胞，HLF 細胞，HepG2 細胞および HuH-7 細胞の培養には
10% FBS 含有 DMEM（表 6），HepaRG 細胞の培養には HepaRG Maintenance/Metabolism 

Medium supplement 含有 WE（表 7），HC 細胞の培養には 10% FBS および Hepatocyte 

Maintenance Supplements 含有 WE（表 7）を⽤い，37℃，5 % CO2 条件下で培養した。 

 
2) 肝細胞分化マーカーおよび脂質代謝関連遺伝⼦群の発現解析 

 
HLE 細胞，HLF 細胞，HepG2 細胞，HuH-7 細胞，HepaRG 細胞および HC 細胞の各

細胞を，所定の培地を⽤いて 24-well plate に播種 (1.0 x 105 cells/well･1 ml) し，培養し
た（2 ⽇間，37℃，5% CO2）。 

次に各細胞を PBS (-) で 2 回洗浄した後，LRC (520 l, lysis buffer)に溶解し，全 RNA

を抽出した（表 13）。各細胞の全 RNA を⽤いて cDNA を合成し（表 14），リアルタイ
ム RT-PCR 解析を⾏った（表 15）。なお，各遺伝⼦の mRNA 発現量は，ハウスキーピ
ング遺伝⼦である GAPDH の mRNA 発現量で補正し，HepG2 細胞の mRNA 発現量を
基準として⽰した。クラスター解析（Ward 法）は，PASW Statistics 18（⽇本 IBM）を
⽤いて⾏った。 

 

3) 肝細胞培養上清のリポタンパク質プロファイルに関する解析 
 

2) と同様に， HLE 細胞，HLF 細胞，HepG2 細胞，HuH-7 細胞，HepaRG 細胞およ
び HC 細胞について，所定の培地を⽤いて 24 well plate に 1ml ずつ播種  

(1.0 x 105 cells/well･1 ml) し，培養した（2 ⽇間，37℃，5% CO2）。 

次に，細胞を PBS (-) で 2 回洗浄した後，1% ウシ⾎清アルブミン（脂肪酸不含）含
有 DMEM（0.5 ml，フェノールレッド不含，表 9）に交換し，さらに培養（2 ⽇間，37℃，
5% CO2）した。培養終了後，細胞培養液を遠⼼分離 (10,000 rpm/min, 5 min) し，上清
を回収した。同時に，トリパンブルー⾊素排除法により⽣細胞数を計数した。 

培養上清中に含まれるリポタンパク質プロファイルの解析には，LipoSEARCH 法 

（図 8）を⽤いた。すなわち，培養上清 (80 l) に含まれるリポタンパク質をゲル濾過
HPLC により粒⼦サイズに従って分離し，酵素反応後，吸光度 (550 nm) を測定するこ
とにより，各リポタンパク質画分に含まれる TG およびコレステロールを定量した。 
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結果 
 

1) 肝細胞分化マーカー遺伝⼦群の発現解析 
 

ヒト培養肝細胞株から調製した全 RNA を試料として，リアルタイム RT-PCR 解析を
⾏い，肝細胞分化マーカー遺伝⼦群の発現解析を⾏った。その結果，HLE 細胞および
HLF 細胞において肝細胞分化マーカー遺伝⼦の mRNA 発現量が他の肝細胞と⽐較し
て顕著に低かった（図 14A）。特に初期肝細胞マーカー遺伝⼦である ALB および Tf，
肝芽細胞マーカー遺伝⼦である HNF4の mRNA 発現量は HepG2 細胞と⽐較して，
1/104 から 1/106 倍以下と極めて低いことが判明した（図 14A）。また HepaRG 細胞およ
び HC 細胞において，成熟肝細胞で発現し主要な薬物代謝酵素遺伝⼦である CYP2C9
および CYP3A4 の mRNA 発現量は， HepG2 細胞と⽐較して，有意に⾼かった（図 14B）。
これらの肝細胞特異的な遺伝⼦群のmRNA 発現量を⽤いてクラスター解析（Ward 法） 

を⾏い，肝細胞マーカー遺伝⼦の mRNA 発現パターンの類似性に基づいたグループ形
成を⾏った。その結果，低分化型（HLE 細胞，HLF 細胞），中分化型（HepG2 細胞，
HuH-7 細胞），⾼分化型（HepaRG 細胞，HC 細胞）からなるグループに分類された 

（図 15）。 
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図 14．ヒト培養肝細胞株における肝細胞分化マーカー遺伝⼦群 (A) および 
薬物代謝酵素遺伝⼦群 (B) のmRNA発現（リアルタイムRT-PCR解析） 

   各 mRNA 発現量は，ハウスキーピング遺伝⼦ GAPDH の mRNA 発現量で 
補正した。 
HLE: HLE 細胞，HLF: HLF 細胞，HepG2: HepG2 細胞，HuH-7: HuH-7 細胞，
HepaRG: HepaRG 細胞，HC: ヒト初代培養肝細胞 
n=3, 異なる⽂字間 (a, b, c) で有意差あり (p<0.05) 
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図 15．肝細胞分化マーカー遺伝⼦群および薬物代謝酵素遺伝⼦群の 
mRNA発現パターンに基づいたクラスター解析（Ward法） 
HLE: HLE 細胞，HLF: HLF 細胞，HepG2: HepG2 細胞，HuH-7: HuH-7 細胞，
HepaRG: HepaRG 細胞，HC: ヒト初代培養肝細胞 
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2) ヒト培養肝細胞株の培養上清に含まれるリポタンパク質プロファイルの解析 
  

LipoSEARCH 法により，ヒト培養肝細胞株の培養上清に含まれるリポタンパク質の
プロファイルを解析した。その結果， 中分化型（HepG2 細胞および HuH-7 細胞）お
よび⾼分化型（HepaRG および HC 細胞）の培養上清では，肝細胞が産⽣するすべて
のリポタンパク質画分（VLDL，LDL および HDL）においてピークが検出された 

（図 16）。そのため，これらの肝細胞はリポタンパク質を産⽣することが明らかとな
った。さらに，各リポタンパク質画分における脂質量を定量および⽐較した結果，⾼
分化型では，VLDL 画分において多くの脂質が検出されたことから，⾼分化型の産⽣
するリポタンパク質の粒⼦径は VLDL サイズのものが多いことが明らかとなった。⼀
⽅，中分化型では，LDL 画分において多くの脂質が検出されたことから，中分化型の
産⽣するリポタンパク質の粒⼦径は LDL サイズのものが多いことが明らかとなった
（図 16, 17）。これに対し，低分化型（HLE 細胞および HLF 細胞）は，いずれのリポ
タンパク質画分においてもピークは検出されなかった（図 16）ことから，低分化型は
リポタンパク質を産⽣しないことが判明した。 
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図 16．ヒト培養肝細胞株の培養上清におけるリポタンパク質プロファイル 
A. HLE 細胞，B. HLF 細胞，C. HepG2 細胞，D. HuH-7 細胞， 
E. HepaRG 細胞，F. HC 細胞（ヒト初代培養肝細胞） 
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図 17．ヒト培養肝細胞株が産⽣するリポタンパク質画分に含まれる脂質量 (A, B) と 
総脂質量に対する各リポタンパク質画分に含まれる脂質量の割合 (C, D) 
A. 中性脂肪量，B. コレステロール量， 
C. 各リポタンパク質画分に含まれる中性脂肪量の割合， 
D. 各リポタンパク質画分に含まれるコレステロールの割合 
HLE: HLE 細胞，HLF: HLF 細胞，HepG2: HepG2 細胞，HuH-7: HuH-7 細胞， 
HepaRG: HepaRG 細胞，HC: ヒト初代培養肝細胞 
n=3, 異なる⽂字間 (a, b, c) で有意差あり (p<0.05) 

 
 

 

 

 

 
  



64 
 

3) 脂質合成およびリポタンパク質合成関連遺伝⼦群の発現解析 
 
 ヒト培養肝細胞株から調製した全RNAを試料に，リアルタイムRT-PCR解析を⾏い，
脂質代謝関連遺伝⼦群の発現解析を⾏った。その結果，低分化型において，TG の合成
に関与する SCD 遺伝⼦およびその転写を正に制御する SREBP-1c 遺伝⼦，並びにコレ
ステロールの合成に関与する HMGCS 1 およびその転写を正に制御する SERBP-2 遺伝
⼦の mRNA 発現量は，中分化型および⾼分化型と⽐較して，同程度もしくは 1/10 倍
以下と低かった（図 18A）。さらに，低分化型において，HDL の主要な構成因⼦であ
る ApoAI，VLDL の主要な構成因⼦である ApoB100 および VLDL の合成に関与する
MTP の mRNA 発現量は，中分化型，⾼分化型と⽐較して，1/104–1/106 倍以下と極めて
低く，ほとんど発現していないことが判明した（図 18B）。 
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図 18．ヒト培養肝細胞株における脂質合成関連遺伝⼦群 (A) および 
リポタンパク質合成関連遺伝⼦群 (B) のmRNA発現（リアルタイムRT-PCR） 
各 mRNA 発現量は，ハウスキーピング遺伝⼦ GAPDH の mRNA 発現量で 
補正した。 
HLE: HLE 細胞，HLF: HLF 細胞，HepG2: HepG2 細胞，HuH-7: HuH-7 細胞， 
HepaRG: HepaRG 細胞，HC: HC 細胞（ヒト初代培養肝細胞） 
n=3, 異なる⽂字間 (a, b, c, d) で有意差あり (p<0.05)  
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考察 
 

肝細胞マーカー遺伝⼦群の mRNA 発現パターンに基づくクラスター解析により，低
分化型グループに分類された HLE 細胞および HLF 細胞は，VLDL，LDL および HDL

のリポタンパク質を産⽣しなかった（図 16, 17）。HLE 細胞および HLF 細胞がリポタ
ンパク質を産⽣しなかったのは，中分化型に分類された HepG2 細胞および HuH-7 細
胞や⾼分化型に分類された HepaRG 細胞および HC 細胞と⽐較して，脂質代謝遺伝⼦
群，特にリポタンパク質合成に関与する遺伝⼦群（ApoAI, ApoB100 および MTP）の
mRNA 発現量が極めて低いためと考えられる（図 18）。 

中分化型に分類された HepG2 細胞および HuH-7 細胞は，⾼分化型に分類された
HepaRG 細胞および HC 細胞と⽐較して，薬物代謝酵素遺伝⼦群である CYP2C9 およ
び CYP3A4 の mRNA 発現量が低かった（図 14）。これは，HepG2 細胞や HuH-7 細胞な
どのヒト肝癌由来肝細胞株は，継代培養が可能であるものの，癌化により CYP 遺伝⼦
の発現が著しく低いこと [80, 81] に起因すると考えられる。 

⾼分化型に分類された HepaRG 細胞および HC 細胞は VLDL 画分のリポタンパク質
を多く産⽣した（図 16E, F）が，中分化型に分類された HepG2 細胞および HuH-7 細胞
は LDL 画分に分画されるリポタンパク質を多く産⽣した（図 16C, D）。このことから，
HepG2 細胞および HuH-7 細胞が産⽣するリポタンパク質は，HepaRG 細胞および HC

細胞が産⽣するリポタンパク質と⽐較して，粒⼦サイズの⼩さいものが多いことが明
らかとなった。 

肝細胞において VLDL は， 2 段階の反応を経て形成される [82]。すなわち，MTP

が ApoB100 と脂質の会合を触媒し，pre-VLDL が形成された後， pre-VLDL がゴルジ
体へ輸送され，phospholipase D1 や ERK2 (extracellular signal-regulated kinase 2) の作⽤に
よって，さらに TG を取り込み，⼤型化することで成熟型 VLDL となる。中分化型に
分類された HepG2 細胞および HuH-7 細胞と⾼分化型に分類された HepaRG 細胞およ
びHC細胞の間でApoB100およびMTPのmRNA発現量に⼤きな差はなかった（図18B）。
したがって，HepG2 細胞と HuH-7 細胞では，pre-VLDL の形成ではなく，pre-VLDL へ
の TG の取り込みによる VLDL の成熟化（リポタンパク質の⼤型化）が進⾏せず，粒
⼦サイズの⼩さいリポタンパク質が多く産⽣されたと考えられる。  

以上に⽰した第 3 章の結果から，肝細胞は分化段階によりリポタンパク質の産⽣能
および性状に違いがあることが⽰され，肝細胞の分化とリポタンパク質産⽣に関連性
が認められた。そのため，肝細胞が産⽣するリポタンパク質の詳細な解析は，肝細胞
の分化段階を判断する新たな分化マーカーになり得ることが⽰された。 
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第 4 章 
 
 

肝細胞核因⼦の強制発現がリポタンパク質産⽣に与える影響
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第 4 章 肝細胞核因⼦の強制発現がリポタンパク質産⽣に与える影響 
 

実験1 肝細胞核因⼦ FOXA2, HNF4および HNF1の単独強制発現が 
ヒト⾻髄由来間葉系幹細胞株 UE7T-13 細胞の肝細胞への分化および 
リポタンパク質産⽣に与える影響 
 

緒⾔ 
 

1) 肝臓の発⽣過程 
 

マウスにおける肝臓の発⽣（図 2）は，前腸内胚葉が⼼臓中胚葉から分泌される線
維芽細胞増殖因⼦ (FGF) や横中隔間充織から分泌される⾻形成タンパク質 (BMP) 

などの増殖因⼦の刺激を受け，胎⽣ 8.5–9.5 ⽇頃に肝芽細胞が形成されることで開始す
る [1, 2]。その後，肝芽細胞は，横中隔間充織や周りの内⽪細胞から分泌される肝細胞
増殖因⼦（HGF, [3, 4] ）や肝芽細胞⾃⾝から分泌されるオンコスタチン M（OSM, [5, 6]）
などのシグナルを受け，胎⽣ 13.5–17.5 ⽇頃にかけて肝細胞への分化が進⾏する [7, 8]。
肝臓は，肝細胞（肝実質細胞）と胆管上⽪細胞に加え，類洞内⽪細胞，肝星細胞，ク
ッパー細胞などの多くの細胞から構成される（図 1）が，このうち各種代謝や解毒，
胆汁の⽣成などの主要な肝機能の多くは肝細胞が担っている。したがって，肝細胞は
肝機能の研究において極めて重要な細胞といえる。 

 

 
2) 肝臓の発⽣を制御する転写因⼦群 

 
 肝細胞核因⼦ (HNF) 群は，前腸内胚葉からの肝臓形成や肝機能の獲得・維持に関
与する転写因⼦として知られている [25]。HNF3としても知られ，フォークヘッドド
メインを有する FOXA2 (forkhead box protein A2) は，内胚葉系譜への分化を制御してお
り，肝臓の発⽣段階において最も初期に発現し，肝臓の初期形態形成に深く関与する 

[83]。核内受容体である HNF4は，肝芽細胞から肝細胞への分化に加え，肝細胞が有
する多くの機能の獲得・維持に関与する [84, 85]。ホメオボックスドメインを有する
HNF1は成熟肝細胞で発現し，肝細胞が担う種々の代謝に広く関与する [86]。これら
の転写因⼦に加え，ジンクフィンガー型転写因⼦ GATA4，GATA6 [26, 27]，ホメオボ
ックス型転写因⼦ HEX [28, 29] および塩基性ロイシンジッパー型転写因⼦ C/EBP，
C/EBP30, 31などの転写因⼦群が肝臓の発⽣過程で発現することにより肝臓が形成
される。 

 

 
3) 液性因⼦および遺伝⼦導⼊を⽤いた幹細胞から肝細胞への分化誘導法 

 
 液性因⼦による幹細胞から肝細胞への分化誘導法（図 3）は，発⽣過程における肝
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臓形成を模した形で幹細胞を段階的に肝細胞へと分化・成熟させる [17, 18]。すなわち，
未分化細胞である幹細胞にActivin Aなどを添加することで内胚葉系細胞へ分化させた
後，FGF，BMP，HGF などを添加し，肝芽細胞へ分化を促す [19–21]。さらに，OSM

やデキサメタゾン (Dex) などを添加することによって肝細胞の成熟を促す [8, 16]。こ
のような液性因⼦を⽤いた分化誘導法によって得られた分化誘導肝細胞は，グリコー
ゲンの蓄積能やアルブミン (ALB) の分泌能，薬物代謝酵素 (CYP) 活性などの機能を
有する [8, 16] が，機能レベルでヒト初代培養肝細胞と同⼀までには⾄らず，また分化
誘導効率も低いことが課題であった。そこで近年，液性因⼦に加え，肝細胞への分化
に関与する転写因⼦をコードする遺伝⼦を導⼊することにより，⾼効率で分化誘導肝
細胞を作製する分化誘導法が報告された [22‒24]。遺伝⼦導⼊法によって得られた分化
誘導肝細胞は，ヒト初代培養肝細胞と同等の ALB 分泌能や薬物代謝酵素活性など有す
る [22‒24]。しかしながら，従来から⾏われている分化誘導肝細胞の評価は，肝細胞が
有する特徴的な機能の⼀部に重点を置いているに過ぎず，分化誘導肝細胞において肝
細胞が有する脂質代謝能や胆汁酸合成能などの評価は未だなされていない。そのため，
すべての機能レベルで正常肝細胞と同等な分化誘導肝細胞の作製には⾄っていない。 

 肝細胞への分化誘導の材料となる幹細胞には，多能性を有する ES 細胞 [11, 12] や
iPS 細胞 [13, 14] に加え，多分化能を有する体性幹細胞 [87] が⽤いられている。体性
幹細胞の⼀種である間葉系幹細胞 (MSCs : Mesenchymal Stem Cells) は，中胚葉性組織
（間葉）に由来する体性幹細胞であり，⾃⼰複製能と⾻芽細胞や筋⾁細胞，脂肪細胞
などの間葉系組織への多分化能を有する [70–72, 88]。さらに MSCs は，外胚葉由来の
神経細胞 [73] や内胚葉由来の肝臓 [74] への分化能も保持していることが報告され，
ES･iPS 細胞と共に，再⽣医療への応⽤が⼤きく期待されている細胞種である。ヒト⾻
髄由来間葉系幹細胞株 UE7T-13 細胞は，ヒトテロメラーゼ逆転写酵素 (hTERT) 遺伝
⼦およびヒトパピローマウイルス (HPV) E7 を導⼊した不死化細胞株でありながら，
間葉系幹細胞としての多分化能を保持した株化細胞である [69]。UE7T-13 細胞は，肝
臓の初期形態形成に関与する FOXA2 を発現させることで，初期の肝細胞様細胞を分
化誘導できる [89] こと，また肝臓の発⽣に深く関与する HNF4を発現させることで，
アルブミンおよび尿素分泌能を有する肝細胞様細胞を分化誘導できる [90] ことが報
告されている。 

 

 
4) 肝細胞における VLDL の産⽣ 

 
肝細胞では，⾎中のグルコースや遊離脂肪酸，各種代謝の中間体であるアセチル CoA

から中性脂肪 (TG) やコレステロールが合成される。TG はエネルギー源として，コレ
ステロールはホルモンや胆汁酸の原料，細胞膜の構成成分として利⽤される。これら
の脂質を末梢組織に運ぶため，肝細胞では超低密度リポタンパク質 (VLDL) が合成さ
れる（図 6, 7）。すなわち VLDL は，⼩胞体内腔に存在するミクロソームトリグリセリ
ド輸送タンパク質 (MTP) が VLDL の構成成分であるアポリポタンパク質 B100 

(ApoB100) と TG やコレステロールを含んだ粒⼦との会合を触媒することによって産
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⽣される [37–40]。VLDL の産⽣に重要な役割を担う ApoB100 および MTP は，それぞ
れ肝細胞への分化に関与する HNF 群の制御下にあることが報告されている [85, 91, 

92]。しかしながら，同じく HNF 群が制御する肝細胞への分化とリポタンパク質産⽣
の関係について着眼した研究はこれまで⾏われていない。 

 

 

そこで第 4 章 実験 1 では，肝細胞への分化に深く関与し，それぞれ発現時期が異な
る 3 種の HNF 群，すなわち FOXA2，HNF4および HNF1を強制的に発現させた
UE7T-13 細胞をそれぞれ樹⽴し，これらの HNF が肝細胞への分化およびリポタンパク
質産⽣に与える影響について検証した。  
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材料および⽅法 
 

1) HNF 強制発現ベクターの構築 
 

3 種の HNF 強制発現ベクター，pMN1/FOXA2, pMN1/HNF4および pMN1/HNF1  

(図 19) の構築を⾏った。まず， FOXA2 (NM_153675) のコード DNA 配列の 5’末端側
に Xba I 認識配列および Kozak 配列 [93] を，3’末端側に BamH I 認識配列を付与した
DNA 配列を化学合成により作製した（ジェンスクリプトジャパン）。作製した DNA

断⽚を哺乳動物⽤発現ベクターpMN1Pur [94] のマルチクローニングサイト 

 (Xba I-BamH I) に組込み， FOXA2 強制発現ベクター (pMN1/FOXA2) を構築した。
なお，pMN1Pur は，哺乳動物において強⼒な活性を⽰す CAG プロモーター [95]，IRES 

(internal ribosomal entry site) およびピューロマイシン耐性遺伝⼦を有するジシストロ
ニック mRNA 発現ベクターである。HNF4 (NM_000457) および HNF1 (NM_00545) 

についても同様に操作を⾏い，HNF4強制発現ベクター (pMN1/HNF4，および
HNF1強制発現ベクター (pMN1/HNF1を構築した（図 19）。 

 

 
図 19．FOXA2強制発現ベクター (pMN1/FOXA2)，HNF4強制発現ベクター 

(pMN1/HNF4) およびHNF1強制発現ベクター (pMN1/HNF1) の構造 
   それぞれの HNF タンパク質コード領域の 5’末端側には，Kozak 配列 

(GCCGCCACC) を付与した。 
 

  



72 
 

2) HNF 強制発現ベクター導⼊細胞の樹⽴ 
 

3 種の HNF 強制発現ベクター（pMN1/FOXA2, pMN1/HNF4, pMN1/HNF1図 19）
およびコントロールベクター (pMN1Pur) をヒト⾻髄由来間葉系幹細胞株 UE7T-13 細
胞にそれぞれリポフェクション法により遺伝⼦導⼊した（表 12）。まず，UE7T-13 細
胞を 6-well dish に播種 (3 x 105 cells/well) し，培養 (16 hr, 37℃，5% CO2) した。次に，
それぞれの HNF 群強制発現ベクター，またはコントロールベクター (3 g) および遺
伝⼦導⼊試薬 Viafect (12 l) を添加した⾎清⾮添加培養液 Opti-MEM (120 l) を
UE7T-13 細胞へそれぞれ添加した。培養 (24 hr，37℃，5% CO2) を継続した後，6 cm dish

に細胞を再播種し (2 x 105 cells/ dish)，ピューロマイシン（終濃度 0.3 g/ml）を添加し
た 10% FBS 含有 DMEM で培養（2 週間）することにより，ベクターが安定的に導⼊
された細胞を選択した。 

 

3) HNF 群の発現解析 
 

それぞれの HNF の発現をリアルタイム RT-PCR 解析（表 15）およびウエスタンブ
ロット解析（表 18）を⽤いて検証した。24-well cell culture plate において 90% コンフ
ルエントまで培養したそれぞれの HNF 強制発現ベクター導⼊細胞を 1% 2-ME を添加
した LRC（520 l, 表 13）に溶解し，リアルタイム RT-PCR 解析の試料とした。同様
に，24-well cell culture plateにおいて90% コンフルエントまで培養したそれぞれのHNF

強制発現ベクター導⼊細胞を冷 PBS (-) (500 l) で 2 回洗浄した後，プロテアーゼ阻害
剤を添加した M-PER Reagent（150 l, 表 17）に溶解し，ウエスタンブロット解析の試
料とした (15 g protein/lane)。なお，HepG2 細胞についても同様の操作を⾏い実験のポ
ジティブコントロールとした。 

 

4) HNF 強制発現ベクター導⼊細胞の形態変化 
 

それぞれの HNF 強制発現ベクター導⼊細胞の細胞形態を⾼密度培養条件下および
低密度培養条件下で鏡検した。 

 
5) 肝細胞分化マーカー遺伝⼦の mRNA 発現解析 

 
それぞれの肝細胞分化マーカーの発現をリアルタイム RT-PCR 解析（表 15）を⽤い

て検証した。24-well culture plate において 90% コンフルエントまで培養した HNF 強制
発現ベクター導⼊細胞を 1% 2-ME を添加 LRC（520 l, 表 13）に溶解し，リアルタイ
ム RT-PCR 解析の試料とした。肝細胞分化マーカー遺伝⼦として，-フェトプロテイ
ン (AFP)，アルブミン (ALB) および薬物代謝酵素 (CYP) 遺伝⼦群 (CYP3A4, CYP2B6
および CYP2C9) を⽤いた。これら遺伝⼦の発現は，HNF 群の制御下にあることが報
告されている [25, 96–99]。なお，HepG2 細胞についても同様の操作を⾏い実験のポジ
ティブコントロールとした。 
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6) HNF 強制発現ベクター導⼊細胞の脂質蓄積の検証 
 

オレイン酸を添加した培養液（表 9）でそれぞれの HNF 強制発現ベクター導⼊細胞
を培養し，細胞内への脂質の蓄積を Oil Red O 染⾊（表 10）を⽤いて検証した。24-well 

cell culture plate に HNF 強制発現ベクター導⼊細胞を播種 (0.5 x 105 cells/well) し，培
養した（2 ⽇間，37℃，5% CO2）。 PBS (-) で 2 回洗浄し，オレイン酸ナトリウム (0.75 

mM) を添加した DMEM (Phenol red-free, 500 l) により培養（2 ⽇間，37℃，5% CO2）
した。培養終了後，PBS (-) で細胞を洗浄し，Oil Red O 染⾊を⾏った。なお，HepG2

細胞についても同様の操作を⾏い実験のポジティブコントロールとした。 
 

7) HNF 強制発現ベクター導⼊細胞の細胞内および培養上清に含まれる中性脂肪およびコ
レステロールの定量 
 

オレイン酸を添加した培養液（表 9）でそれぞれの HNF 強制発現ベクター導⼊細胞
を培養し，細胞内に蓄積した TG およびコレステロール（表 11），培養上清に含まれる
TG およびコレステロール（表 11）を定量した。24-well cell culture plate に HNF 強制発
現ベクター導⼊細胞を播種 (0.5 x 105 cells/well) し，培養（2 ⽇間，37℃，5% CO2）し
た。 PBS (-) で 2 回洗浄し，オレイン酸ナトリウム (0.75 mM) を添加した DMEM 

(Phenol red-free, 500 l) により培養（2 ⽇間，37℃，5% CO2）した。 

 

 細胞内の中性脂肪およびコレステロールの定量 

培養終了後，PBS (-) で細胞を洗浄し，細胞を凍結した (-20℃, 4 hr)。TG 酵素液
①または CHO 酵素液② (120 l) を添加し，細胞を溶解した。細胞溶解液をイン
キュベート (37℃, 1 hr) し，等量の超純⽔を加えた後，96-well plate に分注 (120 l) 

した。TG 酵素液②または CHO 酵素液② (40 l) を添加し，吸光度 (550 nm) を測
定した。 

 

 培養上清に含まれる中性脂肪およびコレステロールの定量 

培養終了後，細胞培養液を遠⼼分離 (15,000 rpm, 5 min) し，上清を回収した。上
清を凍結乾燥したのち， TG 酵素液①または CHO 酵素液② (120 l) を添加し，
凍結乾燥物を溶解した。溶解液をインキュベート (37℃, 1 hr) し， 96-well plate

に分注 (120 l) した。TG 酵素液②または CHO 酵素液② (40 l) を添加し，吸光
度 (550 nm) を測定した。 

 

中性脂肪およびコレステロール濃度が既知の⾎清を⽤いて検量線を作成し，あらか
じめ計数した細胞数を⽤いて中性脂肪量およびコレステロール量を補正した。なお，
HepG2 細胞についても同様の操作を⾏い実験のポジティブコントロールとした。 
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8) HNF 強制発現ベクター導⼊細胞の ApoB100 および MTP の発現解析 
 

VLDL の産⽣に関与する ApoB100 および MTP の発現をリアルタイム RT-PCR 解析
（表 15）およびウエスタンブロット解析（表 18）を⽤いて検証した。24-well cell culture 

plate でオレイン酸添加培養液を⽤いて培養したそれぞれの HNF 強制発現ベクター導
⼊細胞を 1% 2-ME を添加した LRC（520 l, 表 13）に溶解し，リアルタイム RT-PCR

解析の試料とした。同様に，24-well cell culture plate でオレイン酸添加培養液を⽤いて
培養したぞれぞれの HNF 強制発現ベクター導⼊細胞を冷 PBS (-) (500 l) で 2 回洗浄
した後，プロテアーゼ阻害剤を添加した M-PER Reagent（150 l, 表 17）に溶解し，ウ
エスタンブロット解析の試料とした (15 g protein/lane)。なお，HepG2 細胞についても
同様の操作を⾏い実験のポジティブコントロールとした。 
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結果 
 

1) HNF 単独強制発現ベクター導⼊細胞の樹⽴と HNF 群の発現解析  
 

リアルタイム RT-PCR 解析およびウエスタンブロット解析により，HNF 遺伝⼦を導
⼊した UE7T-13 細胞において，FOXA2，HNF4および HNF1がそれぞれ強制発現さ
れていることを確認した（図 20, 21）。次に，単独強制発現させた HNF が他の内在性
HNF 群の発現を誘導するか検討したところ，FOXA2 の単独強制発現では， 内在性
HNF4および HNF1の発現を顕著に誘導することはなかった（図 20, 21）。同様に，
HNF4および HNF1の単独強制発現についても他の内在性 HNF 群の発現を顕著に誘
導することはなかった（図 20, 21）。 
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図 20．HNF単独強制発現ベクター導⼊細胞における FOXA2 (A)，HNF4(B)  
およびHNF1(C) 遺伝⼦のmRNA発現（リアルタイムRT-PCR解析）
各 mRNA 発現量は，ハウスキーピング遺伝⼦ GAPDH の mRNA 発現量で 
補正した。 
UE7T-13: UE7T-13 細胞，E-1, E-3: pMN1Pur 導⼊細胞， 
F2-1, F2-4: pMN1/FOXA2 導⼊細胞，H4-1, H4-3: pMN1/HNF4導⼊細胞， 
H1-1, H1-3: pMN1/HNF1導⼊細胞，HepG2: HepG2 細胞 
n=3, 異符号間 (a, b, c) で有意差あり (p<0.05)，N.D.: not detected. 
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図 21．HNF単独強制発現ベクター導⼊細胞における 
FOXA2，HNF4およびHNF1タンパク質の発現（ウエスタンブロット解析）
下の数字は，-ACTIN により補正した強度⽐を⽰す。 
UE7T-13: UE7T-13 細胞，E-1, E-3: pMN1Pur 導⼊細胞， 
F2-1, F2-4: pMN1/FOXA2 導⼊細胞，H4-1, H4-3: pMN1/HNF4導⼊細胞， 
H1-1, H1-3: pMN1/HNF1導⼊細胞，HepG2: HepG2 細胞 
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2) HNF 強制発現ベクター導⼊細胞の形態変化 
間葉系由来の細胞である UE7T-13 細胞の細胞形態は紡錘状を⽰す。コントロールベ

クター導⼊細胞および FOXA2 強制発現ベクター導⼊細胞の細胞形態は，UE7T-13 細
胞と同様に紡錘状を⽰した (図 22)。⼀⽅，HNF4強制発現ベクター導⼊細胞 (H4-1, 

H4-3) および HNF1強制発現ベクター導⼊細胞の細胞形態は紡錘状か
ら，上⽪細胞の特徴である敷⽯状に変化した。 

 
図 22．HNF単独強制発現ベクター導⼊細胞における細胞形態

A. ⾼密度培養，B. 低密度培養 
UE7T-13: UE7T-13 細胞，HepG2: HepG2 細胞 
E-1, E-3: pMN1Pur 導⼊細胞，F2-1, F2-4: pMN1/FOXA2 導⼊細胞， 
H4-1, H4-3: pMN1/HNF4導⼊細胞，H1-1, H1-3: pMN1/HNF1導⼊細胞， 
Scale bar：100 m 
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3) HNF 単独強制発現ベクター導⼊細胞における肝細胞マーカー遺伝⼦群の発現解析 
 

HNF 単独強制発現ベクター導⼊細胞から調製した全 RNA を試料に，リアルタイム
RT-PCR 解析を⾏い，肝細胞分化マーカー遺伝⼦群の発現解析を⾏った。代表的な初期
肝細胞マーカー遺伝⼦である AFP の mRNA 発現量は，UE7T-13 細胞に対して，FOXA2

強制発現ベクター導⼊細胞では 1.2–1.9 倍，HNF4強制発現ベクター導⼊細胞では 18–

19 倍，HNF1強制発現ベクター導⼊細胞では 10–35 倍にそれぞれ増加することが判明
した（図 23A）。しかしながら，HepG2 細胞に対しては，いずれの HNF 強制発現ベク
ター導⼊細胞においても 1.0 x 10-5 倍以下であった。同様に ALB の mRNA 発現量は，
UE7T-13 細胞に対して，AFP の発現量が 35 倍に増加した HNF1強制発現ベクター導
⼊細胞 (H1-1) において 2.1 倍に増加したが，他の HNF 強制発現ベクター導⼊細胞に
おいては顕著な発現量の増加は⾒られなかった（図 23B）。また HepG2 細胞に対して
は，いずれの HNF 強制発現ベクター導⼊細胞も 1.0 x 10-5 倍以下であった 

（図 23）。 
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図 23．HNF単独強制発現ベクター導⼊細胞における 
肝細胞分化マーカー遺伝⼦群のmRNA発現（リアルタイムRT-PCR解析） 
A. AFP: -fetoprotein, B. ALB: Albumin 
各 mRNA 発現量は，ハウスキーピング遺伝⼦ GAPDH の mRNA 発現量で 
補正した。 
UE7T-13: UE7T-13 細胞，E-1, E-3: pMN1Pur 導⼊細胞， 
F2-1, F2-4: pMN1/FOXA2 導⼊細胞，H4-1, H4-3: pMN1/HNF4導⼊細胞， 
H1-1, H1-3: pMN1/HNF1導⼊細胞，HepG2: HepG2 細胞 
n=3, 異符号間 (a, b, c) で有意差あり（p<0.05，HepG2 細胞を除く）， 
N.D.: not detected. 
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次に，CYP 遺伝⼦群の mRNA 発現量を⽐較した。CYP3A4 の mRNA 発現量は，
UE7T-13 細胞に対して，FOXA2 強制発現ベクター導⼊細胞では 5.7–10 倍，HNF4強
制発現ベクター導⼊細胞では 10–12 倍，HNF1強制発現ベクター導⼊細胞では 

3.9 x 102‒6.2 x 102 倍にそれぞれ増加した（図 24A）。CYP2B6 の mRNA 発現量は，HNF1
強制発現ベクター導⼊細胞のみ 3.4–3.8 倍に増加した（図 24B）。CYP2C9 の mRNA 発
現量は，FOXA2 強制発現ベクター導⼊細胞では 1.4–1.7 倍，HNF4強制発現ベクター
導⼊細胞では 1.7–1.9 倍，HNF1強制発現ベクター導⼊細胞では 56–1.1 x 102 倍にそれ
ぞれ増加した（図 24C）。それぞれの HNF 強制発現ベクター導⼊細胞の CYP 遺伝⼦群
の mRNA 発現量を HepG2 細胞と⽐較したところ，CYP3A4 の mRNA 発現量はいずれ
の HNF 強制発現ベクター導⼊細胞においても 1/3 倍以下であったが，HNF1強制発現
ベクター導⼊細胞において CYP2B6 の mRNA 発現量は 1.7–1.9 倍，CYP2C9 の mRNA

発現量は 16–36 倍，それぞれ HepG2 細胞よりも⾼いことが判明した（図 24）。 
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図 24．HNF単独強制発現ベクター導⼊細胞における 
薬物代謝酵素遺伝⼦群のmRNA発現 (リアルタイムRT-PCR解析)  
A. CYP3A4, B. CYP2B6, C. CYP2C9 
各 mRNA 発現量は，ハウスキーピング遺伝⼦ GAPDH の mRNA 発現量で 
補正した。 
UE7T-13: UE7T-13 細胞，E-1, E-3: pMN1Pur 導⼊細胞， 
F2-1, F2-4: pMN1/FOXA2 導⼊細胞，H4-1, H4-3: pMN1/HNF4導⼊細胞， 
H1-1, H1-3: pMN1/HNF1導⼊細胞，HepG2: HepG2 細胞 
n=3, 異なる異符号間 (a, b) で有意差あり（p<0.05，HepG2 細胞を除く） 
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4) HNF 単独強制発現ベクター導⼊細胞における脂質蓄積の検証 
 

Oil Red O は細胞内の脂肪滴を⾚く染⾊する。そこで，オレイン酸添加培養後，それ
ぞれの HNF 強制発現ベクター導⼊細胞に存在する脂肪滴を Oil Red O 染⾊により可視
化し，鏡検した（図 25）。その結果，UE7T-13 細胞では脂肪滴は検出されなかったが，
HNF1強制発現ベクター導⼊細胞 (H1-1, H1-3) では HepG2 細胞と同様に，明確な脂
肪滴が細胞内に多く検出された。 

 

 

 

図 25．HNF単独強制発現ベクター導⼊細胞におけるOil Red O染⾊
UE7T-13: UE7T-13 細胞，HepG2: HepG2 細胞， 
E-1, E-3: pMN1Pur 導⼊細胞，F2-1, F2-4: pMN1/FOXA2 導⼊細胞， 
H4-1, H4-3: pMN1/HNF4導⼊細胞，H1-1, H1-3: pMN1/HNF1導⼊細胞， 
Scale bar: 100 m. 
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5) HNF 単独強制発現ベクター導⼊細胞における細胞内および培養上清に含まれる 
中性脂肪およびコレステロールの定量 
 

オレイン酸添加培養後，HNF 単独強制発現ベクター導⼊細胞の細胞内および培養上
清に含まれる TG およびコレステロールを定量した。 

 

 TG 量 

 細胞内の TG 量は，UE7T-13 細胞に対して，FOXA2 強制発現ベクター導⼊細胞
では 0.65–1.1 倍であったのに対し，HNF4強制発現ベクター導⼊細胞では 

1.0–1.6 倍，HNF1強制発現ベクター導⼊細胞では 1.9–2.3 倍にそれぞれ増加した
（図 26A）。しかしながら，HepG2 細胞との⽐較では， FOXA2 強制発現ベクター
導⼊細胞では 16–29%， HNF4強制発現ベクター導⼊細胞では 25–40%，HNF1
強制発現ベクター導⼊細胞では 47–58%であり，いずれも HepG2 細胞の細胞内 TG

蓄積量に及ばなかった（図 26A）。また培養上清に含まれる TG 量は，UE7T-13 細
胞に対して，FOXA2 強制発現ベクター導⼊細胞では 0.51–0.87 倍，HNF4強制発
現ベクター導⼊細胞では 0.51–2.5 倍，HNF1強制発現ベクター導⼊細胞では 

1.2–2.1 倍であったが，いずれも HepG2 細胞の培養上清に含まれる TG 量の 

1.4–5.5%程度であった（図 26B）。そのため，細胞内および培養上清に含まれる TG

の総量は，HepG2 細胞に対して，FOXA2 強制発現ベクター導⼊細胞では 13–22%，
HNF4強制発現ベクター導⼊細胞では 20–31%，HNF1強制発現ベクター導⼊細
胞では 36–45%であった（図 26C）。 
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図 26．HNF単独強制発現ベクター導⼊細胞における中性脂肪の定量

A. 細胞内，B, 培養上清，C. 総量（細胞内+培養上清） 
E-1, E-3: pMN1Pur 導⼊細胞，F2-1, F2-4: pMN1/FOXA2 導⼊細胞， 
H4-1, H4-3: pMN1/HNF4導⼊細胞，H1-1, H1-3: pMN1/HNF1導⼊細胞 
n=3, 異なる異符号間 (a, b, c, d) で有意差あり (p<0.05)  
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 コレステロール量 

 細胞内のコレステロール量は，UE7T-13 細胞に対して， FOXA2 強制発現ベク
ター導⼊細胞では 0.88–1.1 倍であったのに対し，HNF4強制発現ベクター導⼊細
胞では 1.1–1.5 倍，HNF1強制発現ベクター導⼊細胞では 1.6–2.0 倍にそれぞれ増
加した（図 27A）。しかしながら，HepG2 細胞との⽐較では，FOXA2 強制発現ベ
クター導⼊細胞では 41–51%，HNF4強制発現ベクター導⼊細胞では 41–50%，
HNF1強制発現ベクター導⼊細胞では 71–95%であり，いずれも HepG2 細胞の細
胞内コレステロール蓄積量に及ばなかった（図 27A）。 培養上清に含まれるコレ
ステロール量は，野⽣型株 UE7T-13 細胞に対して，FOXA2 強制発現ベクター導⼊
細胞では 1.0–1.6 倍，HNF4強制発現ベクター導⼊細胞では 1.0–1.3 倍，HNF1強
制発現ベクター導⼊細胞では 2.5–3.0 倍であったが，いずれも HepG2 細胞の培養
上清に含まれるコレステロール量の 4.5–14%程度であった（図 27B）。そのため，
細胞内および培養上清に含まれるコレステロール量の合計は，HepG2 細胞に対し
て，FOXA2 強制発現ベクター導⼊細胞では 22–29%，HNF4強制発現ベクター導
⼊細胞では 27–41%，HNF1強制発現ベクター導⼊細胞では 39–53%であった 

（図 27C）。 
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図 27．HNF単独強制発現ベクター導⼊細胞におけるコレステロールの定量
A. 細胞内，B, 培養上清，C. 総量（細胞内+培養上清） 
E-1, E-3: pMN1Pur 導⼊細胞，F2-1, F2-4: pMN1/FOXA2 導⼊細胞， 
H4-1, H4-3: pMN1/HNF4導⼊細胞，H1-1, H1-3: pMN1/HNF1導⼊細胞 
n=3, 異なる異符号間 (a, b, c) で有意差あり (p<0.05) 
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6) HNF 単独強制発現ベクター導⼊細胞における ApoB100 および MTP の発現解析 
 

HNF 単独強制発現ベクター導⼊細胞から調製した全 RNA を試料に，リアルタイム
RT-PCR 解析を⾏い，ApoB100 および MTP 遺伝⼦の発現解析を⾏った。その結果，
ApoB100 の mRNA 発現量は，UE7T-13 細胞に対して，FOXA2 強制発現ベクター導⼊
細胞では明確な変化はなかったが，HNF4強制発現ベクター導⼊細胞では 24–50 倍，
HNF1強制発現ベクター導⼊細胞で 2.0–2.3 倍にそれぞれ増加した（図 28A）。また
MTP の mRNA 発現量は，UE7T-13 細胞に対して，FOXA2 強制発現ベクター導⼊細胞
では 1.0–3.7 倍，HNF4強制発現ベクター導⼊細胞では 3.7–7.0 倍，HNF1強制発現ベ
クター導⼊細胞で 35–48 倍にそれぞれ増加した（図 28B）。しかしながら，HepG2 細胞
と⽐較では，いずれの HNF 強制発現ベクター導⼊細胞においても，ApoB100 の mRNA

発現量は 1.0 x 10-5 倍以下，MTP の mRNA 発現量は 1.0 x 10-2 倍以下だった（図 28）。 
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図 28．HNF単独強制発現ベクター導⼊細胞におけるApoB100 (A)  
およびMTP (B) 遺伝⼦のmRNA発現（リアルタイムRT-PCR解析） 
各 mRNA 発現量は，ハウスキーピング遺伝⼦ GAPDH の mRNA 発現量で 
補正した。 
UE7T-13: UE7T-13 細胞，E-1, E-3: pMN1Pur 導⼊細胞， 
F2-1, F2-4: pMN1/FOXA2 導⼊細胞，H4-1, H4-3: pMN1/HNF4導⼊細胞， 
H1-1, H1-3: pMN1/HNF1導⼊細胞，HepG2: HepG2 細胞 
n=3，異なる異符号間(a, b, c) で有意差あり（p<0.05, HepG2 細胞を除く） 
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続いて，HNF 単独強制発現ベクター導⼊細胞から調製した細胞溶解液および細胞上
清を試料に，ウエスタンブロット解析を⾏い，ApoB100 および MTP タンパク質の発
現解析を⾏った。その結果，ApoB100 はいずれの HNF 強制発現ベクター導⼊細胞の
溶解液および培養上清からも ApoB100 タンパク質は検出されず（図 29A, B），同様に
いずれの HNF 強制発現ベクター導⼊細胞の溶解液からも MTP タンパク質は検出され
なかった（図 29A）。 

 

 

 

図 29．HNF単独強制発現ベクター導⼊細胞におけるApoB100および 
MTPタンパク質の発現（ウエスタンブロット解析） 
A. 細胞溶解液，B. 培養上清 
E-1, E-3: pMN1Pur 導⼊細胞，F2-1, F2-4: pMN1/FOXA2 導⼊細胞， 
H4-1, H4-3: pMN1/HNF4導⼊細胞，H1-1, H1-3: pMN1/HNF1導⼊細胞， 
HepG2: HepG2 細胞 
-ACTIN は図 13 に⽰した。 
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考察 
 

間葉系幹細胞は，種々の液性因⼦を添加し，培養を⾏うことで，肝細胞様の細胞に
分化する [100, 101]。ヒト⾻髄由来間葉系幹細胞株 UE7T-13 細胞は，IV 型コラーゲン
をコートした culture dish を⽤い， aFGF (acidic fibroblast growth factor)，bFGF (basic 

fibroblast growth factor) および HGF の添加条件下で，21 ⽇間培養することにより，ア
ルブミン分泌能や尿素合成能などの肝機能を有する細胞に分化すること [102]，また，
UE7T-13 細胞における FOXA2 の強制発現は，AFP や ALB などの肝細胞分化マーカー
遺伝⼦の mRNA 発現量を増加させ，さらに bFGF を添加することで，これらの mRNA

発現量をより⼤きく増加させる [89] ことが報告されている。本研究において，
UE7T-13 細胞における FOXA2 の強制発現は，AFP の mRNA 発現量を増加させたが，
その程度は HNF4や HNF1の強制発現と⽐較し，低かった（図 23）。そのため，FOXA2

による肝細胞への分化誘導には，bFGF などの液性因⼦による刺激も必要であると考え
られる。 

また，肝細胞への分化には HNF 群を含めた複数の転写因⼦が関与する。これらの転
写因⼦は，互いの発現を制御し，複雑な発現調節のネットワークを形成していること
が知られている [25, 103]。本実験で樹⽴した FOXA2，HNF4および HNF1をそれぞ
れ強制発現させた UE7T-13 細胞において，HNF の単独強制発現だけでは，他の内在性
HNF 群の発現が誘導されることはなかった（図 20, 21）。このことから，FOXA2，HNF4
および HNF1，それぞれの単独強制発現のみでは，肝細胞の分化に関与する転写因⼦
の調節ネットワークを駆動させるには不⼗分であることが⽰された。 

UE7T-13 細胞において，FOXA2，HNF4および HNF1，それぞれの単独強制発現
により，AFP および CYP 群の mRNA 発現量が増加した（図 23, 24）ことから，それぞ
れの HNF は，UE7T-13 細胞の肝細胞への分化に寄与することが明らかとなった。樹⽴
した HNF 強制発現ベクター導⼊細胞の中で，HNF1強制発現ベクター導⼊細胞が最
も種々の肝細胞分化マーカー遺伝⼦の発現量が⾼かった（図 23, 24）。また HepG2 細
胞との⽐較では，HNF1強制発現ベクター導⼊細胞の AFP，ALB および CYP3A4 の
mRNA 発現量は低かったものの，CYP2B6 および CYP2C9 の mRNA 発現量は⾼かった
（図 24）。さらに，HNF1強制発現ベクター導⼊細胞の細胞形態は，UE7T-13 細胞が
⽰す紡錘状から上⽪細胞の特徴である敷⽯状へと変化した（図 22）。以上の結果から，
HepG2 細胞と⽐較し未熟ではあるが，HNF1強制発現ベクター導⼊細胞が最も肝細胞
様の特徴を有していると考えられた。 

オレイン酸は HepG2 細胞において細胞内への TG の蓄積およびリポタンパク質の分
泌を促進する [104, 105]。Oil Red O 染⾊の結果から，HNF1強制発現ベクター導⼊細
胞は，オレイン酸添加培養により細胞内において明確な脂肪滴の存在が認められた 

（図 25）。また，HNF1強制発現ベクター導⼊細胞は，UE7T-13 細胞やコントロール
ベクター導⼊細胞，および他の HNF 強制発現ベクター導⼊細胞と⽐較して，細胞内の
TG およびコレステロールの蓄積量が増加していることが判明した（図 26, 27）。しか
しながら，HNF1強制発現ベクター導⼊細胞における細胞内の TG およびコレステロ
ールの蓄積量は，HepG2 細胞内の TG およびコレステロールの蓄積量に及ばなかった
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（図 26, 27）。また HepG2 細胞の培養上清と⽐較して，いずれの HNF 強制発現ベクタ
ー導⼊細胞の培養上清からもわずかな量の TG およびコレステロール量しか検出され
ないことが明らかとなった（図 26, 27）。以上の結果から，細胞内の TG およびコレス
テロール蓄積量が増加した HNF1強制発現ベクター導⼊細胞においても，リポタンパ
ク質はほとんど産⽣されていないと考えられる。 

VLDL の合成には ApoB100 および MTP の発現が必須であり [34, 38]，それらの発現
はそれぞれ HNF4，HNF1によって正の制御を受けることが報告されている [85, 92, 

106, 107]。UE7T-13 細胞と⽐較し，HNF4強制発現ベクター導⼊細胞では ApoB100 の
mRNA 発現量が増加し，HNF1強制発現ベクター導⼊細胞では MTP の mRNA 発現量
が顕著に増加した（図 28）。しかしながら，それらの発現量はいずれも HepG2 細胞と
⽐較して低かった（図 28）。また，いずれの HNF 強制発現ベクター導⼊細胞の溶解液
においても，ApoB100 および MTP タンパク質は検出されず，また ApoB100 タンパク
質はいずれの培養上清においても検出されなかった（図 29）。これらのことから，
UE7T-13 細胞において，HNF1の強制発現は細胞内へ TG の蓄積を促進するが，HNF4
または HNF1の単独発現だけでは，リポタンパク質の産⽣を促すために必要な
ApoB100 および MTP の発現を誘導するには不⼗分であると考えられる。 
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実験2 肝細胞核因⼦ HNF4および HNF1の同時発現が 
ヒト⾻髄由来間葉系幹細胞株 UE7T-13 細胞の肝細胞への分化 
およびリポタンパク質産⽣に与える影響 
 

緒⾔ 
 

第 4 章 実験 1 より，肝細胞核因⼦ FOXA2，HNF4および HNF1，それぞれの単独
強制発現がヒト⾻髄由来間葉系幹細胞株 UE7T-13 細胞に与える影響ついて以下のこと
が明らかとなった。 

1. FOXA2，HNF4および HNF1，各因⼦の単独強制発現は，UE7T-13 細胞におい
て，肝細胞分化マーカーである APF 遺伝⼦や CYP 遺伝⼦群の発現量を増加させる 

2. HNF4および HNF1の強制発現は，UE7T-13 細胞の形態を紡錘状から敷⽯状へと
変化させる 

3. HNF1の強制発現は，TG およびコレステロールの細胞内蓄積を促進させる 

4. HNF4の強制発現は ApoB100 の mRNA 発現量を増加させ，HNF1の強制発現は
MTP の mRNA 発現量を増加させる 

5. FOXA2，HNF4および HNF1のいずれを単独で強制発現させても，リポタンパ
ク質の産⽣に必要な⼗分量の ApoB100 および MTP タンパク質を発現させるまで
には⾄らない 

 

肝細胞における VLDL の産⽣には，VLDL の構成アポリポタンパク質である
ApoB100，およびApoB100と脂質との会合を触媒するMTPの発現が必須である [108]。
また，ApoB および MTP を発現していない細胞において，遺伝⼦導⼊により ApoB お
よび MTP を同時に発現させることで，ApoB を含んだ粒⼦の分泌を引き起こすことが
報告されている [109, 110]。さらに ApoB は，MTP の⾮存在下では速やかに分解され
る [111, 112] ことから，MTP は ApoB100 への脂質の輸送のみならず，ApoB100 の安
定化に寄与すると考えられる。以上のことから，肝細胞におけるリポタンパク質の産
⽣には，⼗分量の ApoB100 および MTP の発現が必要であると考えられる。 

そこで第 4 章 実験 2 では，ApoB100 の mRNA 発現を誘導した HNF4および MTP
の mRNA 発現を誘導した HNF1を同時に発現する UE7T-13 細胞を樹⽴し，
HNF4/HNF1の同時発現がリポタンパク質産⽣に与える影響について検証するとと
もに，肝細胞への分化に与える影響についても合わせて検証した。 
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材料および⽅法 
 

1) HNF4/HNF1同時発現ベクターの構築 
 

HNF4/HNF1同時発現ベクター（pMN1/HNF4-T2A-HNF1, 図 30）の構築を⾏っ
た。まず， pMN1/HNF4および pMN1/HNF1より，HNF4および HNF1のコード
DNA 配列を PCR によりそれぞれ増幅した。増幅した 2 つのコード DNA を⾃⼰開裂
2A ペプチド配列コード DNA [113] で連結することにより，HNF4-T2A-HNF1配列コ
ード DNA を作製した。作製したコード DNA を哺乳動物⽤発現ベクターpMN1Pur [94] 

のマルチクローニングサイト (Xba I-BamH I) に組込み，pMN1/HNF4-T2A-HNF1を
構築した。 

 
図 30．HNF4およびHNF1同時発現ベクター (pMN1/HNF4-T2A-HNF1) の 

構造 
   HNF4タンパク質コード領域の 5’末端側には，Kozak 配列 (GCCGCCACC) を

付与した。 
T2A：⾃⼰開裂型 2A ペプチド配列コード DNA 

 
 
表 19．HNF4HNF1同時発現ベクター (pMN1/HNF4-T2A-HNF1) の 

構築に⽤いたプライマー 
    

増幅断⽚ プライマー配列 

HNF4-T2A 
5ʼ- ATAGGGCGAATCTAGAGCCGCCACCATGCGACT -3ʼ 
5ʼ- ACCGCATGTTAGCAGACTTCCTCTGCCCTCTCC 

GCTTCCGATAACTTCCTGCTTGGTGATGG -3ʼ 

T2A-HNF1 
5ʼ- CTGCTAACATGCGGTGACGTCGAGGAGAAT 

CCTGGACCTATGGTTTCTAAACTGAGCCAGCT -3ʼ 
5ʼ- ATTCGATGGGGGATCCGATGCGGCCGCTTACTG -3ʼ 

下線部に Kozak 配列を⽰す 
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2) HNF4/HNF1同時発現ベクター導⼊細胞の樹⽴ 
 

HNF4/HNF1同時発現ベクター（pMN1/HNF4-T2A-HNF1, 図 30）をヒト⾻髄由
来間葉系幹細胞株UE7T-13細胞にリポフェクション法により遺伝⼦導⼊した（表12）。
まず，UE7T-13 細胞を 6-well dish に播種 (3 x 105 cells/well) し，培養 (16 hr，37℃，5% 

CO2) した。次に，HNF4/HNF1同時発現ベクター (3.0 g) および遺伝⼦導⼊試薬
Viafect (12 l) を添加した⾎清⾮添加培養液 Opti-MEM (50 l) を UE7T-13 細胞へそれ
ぞれ添加した。培養 (24 hr，37℃，5% CO2) を継続した後，6 cm dish に細胞を播種し
直し (2 x 105 cells/dish)，ピューロマイシン（終濃度 0.3 g/ml）を添加した 10% FBS 含
有 DMEM で培養（2 週間）することによりベクターが安定的に導⼊された細胞を選択
した。 

 

3) HNF 群の発現検証 
 

HNF4および HNF1の発現をリアルタイム RT-PCR 解析（表 15）およびウエスタ
ンブロット解析（表 18）を⽤いて検証した。24-well cell culture plate において 90% コ
ンフルエントまで培養した HNF4/HNF1同時発現ベクター導⼊細胞を 1% 2-ME を添
加した LRC（520 l, 表 13）に溶解し，リアルタイム RT-PCR 解析の試料とした。同
様に，24-well cell culture plate において 90% コンフルエントまで培養した
HNF4/HNF1同時発現ベクター導⼊細胞を冷 PBS (-) (500 l) で 2 回洗浄した後，プ
ロテアーゼ阻害剤を添加した M-PER Reagent（150 l, 表 17）に溶解し，ウエスタンブ
ロット解析の試料とした (15 g protein/lane)。なお，HepG2 細胞についても同様の操作
を⾏い実験のポジティブコントロールとした。 

 

4) HNF4/HNF1同時発現ベクター導⼊細胞の形態変化 
 

HNF4/HNF1同時発現ベクター導⼊細胞の細胞形態を⾼密度培養条件下および低
密度培養条件下で鏡検した。 

 
5) 肝細胞分化マーカー遺伝⼦群の mRNA 発現検証 

 
肝細胞分化マーカーの発現をリアルタイム RT-PCR 解析（表 15）を⽤いて検証した。

24-well culture plate において 90% コンフルエントまで培養した HNF4/HNF1同時発
現ベクター導⼊細胞を 1% 2-ME を添加 LRC（520 l, 表 13）に溶解し，リアルタイム
RT-PCR 解析の試料とした。肝細胞分化マーカー遺伝⼦として，AFP，ALB および CYP
遺伝⼦群（CYP3A4, CYP2B6 および CYP2C9）を⽤いた。なお，HepG2 細胞についても
同様の操作を⾏い実験のポジティブコントロールとした。 

 
  



96 
 

6) HNF4/HNF1同時発現ベクター導⼊細胞の脂質蓄積の検証 
 

オレイン酸を添加した培養液（表 9）で HNF4/HNF1同時発現ベクター導⼊細胞を
培養し，細胞内への脂質の蓄積を Oil Red O 染⾊（表 10）を⽤いて検証した。24-well  

culture plate に HNF4/HNF1同時発現ベクター導⼊細胞を播種 (0.5 x 105 cells/well) 

し，培養（2 ⽇間，37℃，5% CO2）した。 PBS (-) で 2 回洗浄し，オレイン酸ナトリ
ウム (0.75 mM) を添加した DMEM (Phenol red-free, 500 l) により培養（2 ⽇間，37℃，
5% CO2）した。培養終了後，PBS (-) で細胞を洗浄し，Oil Red O 染⾊を⾏った。なお，
HepG2 細胞についても同様の操作を⾏い実験のポジティブコントロールとした。 
 

7) HNF4/HNF1同時発現ベクター導⼊細胞の細胞内および培養上清に含まれる 
中性脂肪およびコレステロールの定量 
 

オレイン酸を添加した培養液（表 9）で HNF4/HNF1同時発現ベクター導⼊細胞を
培養し，細胞内に蓄積した TG およびコレステロール（表 11），培養上清の TG および
コレステロール（表 11）を定量した。24-well culture plate に HNF4/HNF1同時発現
ベクター導⼊細胞を播種 (0.5 x 105 cells/well) し，培養（2 ⽇間，37℃，5% CO2）した。 

PBS (-) で 2 回洗浄し，オレイン酸ナトリウム (0.75 mM) を添加した DMEM (Phenol 

red-free, 500 l) により培養 (2 ⽇間，37℃，5% CO2)した。 

 

 細胞内の中性脂肪およびコレステロールの定量 

培養終了後，PBS (-) で細胞を洗浄し，細胞を凍結した (-20℃, 4 hr)。TG 酵素液
①または CHO 酵素液② (120 l) を添加し，細胞を溶解した。細胞溶解液をイン
キュベート (37℃, 1 hr) し，等量の超純⽔を加えた後，96-well plate に分注 (120 l) 

した。TG 酵素液②または CHO 酵素液② (40 l) を添加し，吸光度 (550 nm) を測
定した。 

 

 培養上清の中性脂肪およびコレステロールの定量 

培養終了後，細胞培養液を遠⼼分離 (15,000 rpm, 5 min) し，上清を回収した。上
清を凍結乾燥したのち， TG 酵素液①または CHO 酵素液② (120 l) を添加し，
凍結乾燥物を溶解した。溶解液をインキュベート (1 hr, 37℃) し， 96-well plate に
分注 (120 l) した。TG 酵素液②または CHO 酵素液② (40 l) を添加し，吸光度 

(550 nm) を測定した。 

 

中性脂肪およびコレステロール濃度が既知の⾎清を⽤いて検量線を作成し，あらか
じめ計数した細胞数を⽤いて中性脂肪量およびコレステロール量を補正した。なお，
HepG2 細胞についても同様の操作を⾏い実験のポジティブコントロールとした。 
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8) HNF4/HNF1同時発現ベクター導⼊細胞の脂質代謝関連遺伝⼦群の発現解析 
 

VLDL の産⽣に関与する ApoB100 および MTP の発現をリアルタイム RT-PCR 解析
（表 15）およびウエスタンブロット解析（表 18）を⽤いて検証した。24-well cell culture 

plate においてオレイン酸添加培養液を⽤いて培養した HNF4/HNF1同時発現ベクタ
ー導⼊細胞を 1% 2-ME を添加 LRC（520 l, 表 13）に溶解し，リアルタイム RT-PCR

解析の試料とした。また，脂質合成関連遺伝⼦群として，TG 合成に関与する FAS (fatty 

acid synthase) 遺伝⼦，DGAT1 (diglyceride acyltransferase 1) および DGAT2 遺伝⼦，コ
レステロール合成に関与する HMGCS 1 (3-hydroxy-3-methylglutaryl-CoA synthase 1) 遺
伝⼦についても合わせてリアルタイム RT-PCR 解析を⾏った。同様に，24-well cell 

culture plate においてオレイン酸添加培養液を⽤いて培養した HNF4/HNF1同時発現
ベクター導⼊細胞を冷 PBS (-) (500 l) で 2 回洗浄した後，プロテアーゼ阻害剤を添加
した M-PER Reagent（150 l, 表 17）に溶解し，ウエスタンブロット解析の試料とした 

(15 g protein/lane)。なお，HepG2 細胞についても同様の操作を⾏い実験のポジティブ
コントロールとした。 
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結果 
 

1) HNF4/HNF1同時発現ベクター導⼊細胞の樹⽴と HNF 群の発現解析 
 

リアルタイム RT-PCR 解析およびウエスタンブロット解析により，HNF4/HNF1
同時発現ベクターを導⼊した UE7T-13 細胞において，HNF4および HNF1が共に強
制発現されていることを確認した（図 31,32）。次に，同時に強制発現させた HNF4お
よび HNF1が内在性 FOXA2 の発現を誘導するか検討したところ，HNF4および
HNF1の同時発現により，内在性 FOXA2 の発現が誘導されることはなかった 

（図 31A, 32）。 
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図 31．HNF4/HNF1同時発現ベクター導⼊細胞における FOXA2 (A)，HNF4(B) 
およびHNF1(C) 遺伝⼦のmRNA発現（リアルタイムRT-PCR解析）
各 mRNA 発現量は，ハウスキーピング遺伝⼦ GAPDH の mRNA 発現量で 
補正した。 
UE7T-13: UE7T-13 細胞，E-1, E-3: pMN1Pur 導⼊細胞， 
H4-1, H4-3: pMN1/HNF4導⼊細胞，H1-1, H1-3: pMN1/HNF1導⼊細胞，
H4H1-1, H4H1-5: pMN1/HNF4-T2A-HNF1導⼊細胞，HepG2: HepG2 細胞 
n=3, 異なる異符号間 (a, b, c) で有意差あり (p<0.05)， N.D.: not detected. 
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図 32．HNF4/HNF1同時発現ベクター導⼊細胞における FOXA2，HNF4
およびHNF1タンパク質の発現（ウエスタンブロット解析）
下の数字は，-ACTIN により補正した強度⽐を⽰す。 
UE7T-13: UE7T-13 細胞，E-1, E-3: pMN1Pur 導⼊細胞， 
H4-1, H4-3: pMN1/HNF4導⼊細胞，H1-1, H1-3: pMN1/HNF1導⼊細胞， 
H4H1-1, H4H1-5: pMN1/HNF4-T2A-HNF1導⼊細胞，HepG2: HepG2 細胞 
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2) HNF4/HNF1同時発現ベクター導⼊細胞の形態変化 
 

HNF4およびHNF1の同時強制発現ベクター導⼊細胞の形態は，
HNF4単独強制発現ベクター導⼊細胞 (H4-1, H4-3) および HNF1単独強制発現ベク
ター導⼊細胞 (H1-1, H1-3) と同様，紡錘状から上⽪細胞の特徴である敷⽯状に変化し
た（図 33）。 

 

 

 
図 33．HNF4/HNF1同時発現ベクター導⼊細胞における細胞形態

A. ⾼密度培養，B. 低密度培養 
UE7T-13: UE7T-13 細胞，HepG2: HepG2 細胞，E-1, E-3: pMN1Pur 導⼊細胞， 
H4-1, H4-3: pMN1/HNF4導⼊細胞，H1-1, H1-3: pMN1/HNF1導⼊細胞， 
H4H1-1, H4H1-5: pMN1/HNF4-T2A-HNF1導⼊細胞 
Scale bar: 100 m. 
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3) HNF4/HNF1同時発現ベクター導⼊細胞の肝細胞マーカー遺伝⼦群の発現解析 
 

HNF4/HNF1同時発現ベクター導⼊細胞において，肝細胞マーカー遺伝⼦である
AFP の mRNA 発現量は，野⽣型株 UE7T-13 細胞に対して 6.9 x 102–1.0 x 103 倍に⼤き
く増加した。さらに，ALB の mRNA 発現量も 9.8–52 倍に増加し，いずれもそれぞれ
の単独発現よりも顕著に増加することが判明した（図 34）。しかしながら，HepG2 細
胞における AFP および ALB の mRNA 発現量には及ばず， AFP では 1.0 x 10-3 倍以下，
ALB では 1.0 x 10-4 倍以下であった。 

 

図 34．HNF4/HNF1同時発現ベクター導⼊細胞における肝細胞分化マーカー 
遺伝⼦群のmRNA発現（リアルタイムRT-PCR解析） 
A. AFP: -fetoprotein, B. ALB: Albumin 
各 mRNA 発現量は，ハウスキーピング遺伝⼦ GAPDH の mRNA 発現量で 
補正した。 
UE7T-13: UE7T-13 細胞，E-1, E-3: pMN1Pur 導⼊細胞， 
H4-1, H4-3: pMN1/HNF4導⼊細胞，H1-1, H1-3: pMN1/HNF1導⼊細胞， 
H4H1-1, H4H1-5: pMN1/HNF4-T2A-HNF1導⼊細胞，HepG2: HepG2 細胞， 
n=3, 異なる異符号間 (a, b) で有意差あり (p<0.05, HepG2 細胞を除く) ， 
N.D.: not detected.  



103 
 

次に，CYP 群の mRNA 発現量を⽐較した。HNF4/HNF1同時発現ベクター導⼊細
胞における CYP3A4 の mRNA 発現量は，UE7T-13 細胞に対して，6.7 x 102–8.7 x 102 倍
に，CYP2B6 の mRNA 発現量は 6.2–34 倍に，CYP2C9 の mRNA 発現量は 

4.0 x 103–1.1 x 105 倍にそれぞれ⼤きく増加した（図 35）。また，HNF4/HNF1同時発
現ベクター導⼊細胞のCYP 遺伝⼦群の mRNA 発現量は，HepG2 細胞に対して，CYP3A4
の mRNA 発現量は 1/2–1/3 倍程度であったが，CYP2B6 の mRNA 発現量は 3.0–16 倍，
CYP2C9のmRNA発現量は1.1 x 103–3.4 x 103倍，それぞれ顕著に⾼いことが判明した。 
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図 35．HNF4/HNF1同時発現ベクター導⼊細胞における 
薬物代謝酵素遺伝⼦群のmRNA発現（リアルタイムRT-PCR解析） 
A. CYP3A4, B. CYP2B6, C. CYP2C9 
各 mRNA 発現量は，ハウスキーピング遺伝⼦ GAPDH の mRNA 発現量で 
補正した。 
UE7T-13: UE7T-13 細胞，E-1, E-3: pMN1Pur 導⼊細胞， 
H4-1, H4-3: pMN1/HNF4導⼊細胞，H1-1, H1-3: pMN1/HNF1導⼊細胞， 
H4H1-1, H4H1-5: pMN1/HNF4-T2A-HNF1導⼊細胞，HepG2: HepG2 細胞， 
n=3, 異なる異符号間 (a, b, c) で有意差あり (p<0.05, HepG2 細胞を除く) ， 
N.D.: not detected. 
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4) HNF4/HNF1同時発現ベクター導⼊細胞の脂質蓄積の検証 
 

オレイン酸添加培養後，それぞれの HNF4/HNF1同時発現ベクター導⼊細胞に存
在する脂肪滴を Oil Red O 染⾊により可視化し，鏡検した。その結果，HNF4/HNF1
同時発現ベクター導⼊細胞 (H4H1-1, H4H1-5) において，それぞれの単独発現ベクタ
ー導⼊細胞（H4-1, H4-3 および H1-1, H1-3）よりも多くの脂肪滴が細胞内で検出され
た（図 36）。 

 

 

 

図 36．HNF4/HNF1同時発現ベクター導⼊細胞におけるOil Red O染⾊
UE7T-13: UE7T-13 細胞，HepG2: HepG2 細胞，E-1, E-3: pMN1Pur 導⼊細胞， 
H4-1, H4-3: pMN1/ HNF4導⼊細胞，H1-1, H1-3: pMN1/HNF1導⼊細胞， 
H4H1-1, H4H1-5: pMN1/HNF4-T2A-HNF1導⼊細胞， 
Scale bar: 100 m. 
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5) HNF4/HNF1同時発現ベクター導⼊細胞の細胞内および培養上清に含まれる中性脂
肪およびコレステロールの定量 
 

オレイン酸添加培養後，HNF4/HNF1同時発現ベクター導⼊細胞の細胞内および培
養上清に含まれる TG およびコレステロールを定量した。 

 

 TG 量 

 HNF4/HNF1同時発現ベクター導⼊細胞の細胞内の TG 量は，野⽣型株 UE7T-13

細胞に対して 3.7–3.8 倍，有意に増加し， HepG2 細胞との⽐較でも，93–94%とほ
ぼ同等量であった（図 37A）。しかしながら，培養上清に含まれる TG 量は，野⽣型
株 UE7T-13 細胞に対して，1.4–3.3 倍に増加していたが，HepG2 細胞との⽐較では
2.3–5.5%であった（図 37B）。そのため，細胞内および培養上清に含まれる TG 量の
合計は，HepG2 細胞に対して 71–73 %であった（図 37C）。 
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図 37．HNF4/HNF1同時発現ベクター導⼊細胞における中性脂肪の定量
A. 細胞内，B, 培養上清，C. 総量 (細胞内+培養上清) 
UE7T-13: UE7T-13 細胞，E-1, E-3: pMN1Pur 導⼊細胞， 
H4-1, H4-3: pMN1/HNF4導⼊細胞，H1-1, H1-3: pMN1/HNF1導⼊細胞， 
H4H1-1, H4H1-5: pMN1/HNF4-T2A-HNF1導⼊細胞，HepG2: HepG2 細胞， 
n=3, 異なる⽂字間 (a, b, c, d) で有意差あり（p<0.05, HepG2 細胞を除く） 

 
  



108 
 

 コレステロール量 

 HNF4/HNF1同時発現ベクター導⼊細胞の細胞内のコレステロール量は，
UE7T-13 細胞に対して，2.3–2.5 倍に増加し，HepG2 細胞との⽐較でも 1.1–1.2 倍に
増加した（図 38A）。また，培養上清に含まれるコレステロール量は，UE7T-13 細
胞に対して，2.3–2.8 倍に増加していたが，HepG2 細胞との⽐較では 11–13 %であっ
た（図 38B）。そのため，細胞内および培養上清に含まれるコレステロール量の合
計は，HepG2 細胞に対して 58–61 %であった（図 38C）。 
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図 38．HNF4/HNF1同時発現ベクター導⼊細胞におけるコレステロールの定量
A. 細胞内，B, 培養上清，C. 総量 (細胞内+培養上清) 
UE7T-13: UE7T-13 細胞，E-1, E-3: pMN1Pur 導⼊細胞， 
H4-1, H4-3: pMN1/HNF4導⼊細胞，H1-1, H1-3: pMN1/HNF1導⼊細胞， 
H4H1-1, H4H1-5: pMN1/HNF4-T2A-HNF1導⼊細胞，HepG2: HepG2 細胞， 
n=3, 異なる異符号間 (a, b, c, d) で有意差あり (p<0.05) 
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6) HNF4/HNF1同時発現ベクター導⼊細胞の脂質代謝関連遺伝⼦群の発現解析 
 

HNF4/HNF1同時発現ベクター導⼊細胞から調製した全 RNA を試料に，リアルタ
イム RT-PCR 解析を⾏い，ApoB100 および MTP 遺伝⼦の発現解析を⾏った。その結果，
HNF4/HNF1同時発現ベクター導⼊細胞はUE7T-13 細胞に対して，ApoB100 のmRNA

発現量が 64–3.1 x 102 倍に，MTP の mRNA 発現量が 53–81 倍にそれぞれ増加した 

（図 39）。しかしながら，HepG2 細胞との⽐較では，ApoB100 の mRNA 発現量は 

1.0 x 10-3 倍以下，MTP の mRNA 発現量は 1.0 x 10-2 倍以下であった（図 39）。 

 

 

図 39．HNF4/HNF1同時発現ベクター導⼊細胞におけるApoB100 (A) および 
MTP (B) 遺伝⼦のmRNA発現（リアルタイムRT-PCR解析） 
各 mRNA 発現量は，ハウスキーピング遺伝⼦ GAPDH の mRNA 発現量で 
補正した。 
UE7T-13: UE7T-13 細胞，E-1, E-3: pMN1Pur 導⼊細胞， 
H4-1, H4-3: pMN1/HNF4導⼊細胞，H1-1, H1-3: pMN1/HNF1導⼊細胞， 
H4H1-1, H4H1-5: pMN1/HNF4-T2A-HNF1導⼊細胞，HepG2: HepG2 細胞 
n=3, 異なる異符号間 (a, b, c) で有意差あり (p<0.05) 
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次に，HNF4/HNF1同時発現ベクター導⼊細胞から調製した細胞溶解液および細胞
上清を試料に，ウエスタンブロット解析を⾏い，ApoB100 および MTP タンパク質の
発現解析を⾏った。その結果，HNF4/HNF1同時発現ベクター導⼊細胞の細胞内およ
び培養液中から ApoB100 タンパク質は検出されなかった（図 40A, B）。しかしながら，
HepG2 細胞と⽐較するとわずかではあるが，細胞内から MTP タンパク質が検出され
た（図 40A）。 

 

図 40．HNF4/HNF1同時発現ベクター導⼊細胞におけるApoB100および 
MTPタンパク質の発現（ウエスタンブロット解析）
A. 細胞溶解液，B. 培養上清 
下の数字は，-ACTIN により補正した強度⽐を⽰す。 
UE7T-13: UE7T-13 細胞，E-1, E-3: pMN1Pur 導⼊細胞， 
H4-1, H4-3: pMN1/HNF4導⼊細胞，H1-1, H1-3: pMN1/HNF1導⼊細胞， 
H4H1-1, H4H1-5: pMN1/HNF4-T2A-HNF1導⼊細胞，HepG2: HepG2 細胞 
-ACTIN は図 32 に⽰した。 
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さらに，脂質代謝関連遺伝⼦群の mRNA 発現解析を⾏った結果，それぞれの細胞間
で FAS，HMGCS 1 および DGAT1 の mRNA 発現量に⼤きな変化は⾒られなかった 

（図 41A, B, C）。しかしながら，HNF4/HNF1同時発現ベクター導⼊細胞における
DGAT2 の mRNA 発現量は， UE7T-13 細胞や HNF4および HNF1単独強制発現ベク
ター導⼊細胞に対して，2.2–2.9 倍有意に増加した（図 41D）。 

 

図 41．HNF4/HNF1同時発現ベクター導⼊細胞における脂質合成関連遺伝⼦群の 
mRNA発現 (リアルタイムRT-PCR解析)  
A. FAS, B. HMGCS 1 
各 mRNA 発現量は，ハウスキーピング遺伝⼦ GAPDH の mRNA 発現量で 
補正した。 
UE7T-13: UE7T-13 細胞，E-1, E-3: pMN1Pur 導⼊細胞， 
H4-1, H4-3: pMN1/HNF4導⼊細胞，H1-1, H1-3: pMN1/HNF1導⼊細胞 
H4H1-1, H4H1-5: pMN1/HNF4-T2A-HNF1導⼊細胞，HepG2: HepG2 細胞 
n=3, 異なる異符号間 (a, b) で有意差あり (p<0.05) 
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図 41．つづき  
C. DGAT1, D. DGAT2 
各 mRNA 発現量は，ハウスキーピング遺伝⼦ GAPDH の mRNA 発現量で 
補正した。 
UE7T-13: UE7T-13 細胞，E-1, E-3: pMN1Pur 導⼊細胞， 
H4-1, H4-3: pMN1/HNF4導⼊細胞，H1-1, H1-3: pMN1/HNF1導⼊細胞， 
H4H1-1, H4H1-5: pMN1/HNF4-T2A-HNF1導⼊細胞，HepG2: HepG2 細胞 
n=3, 異なる異符号間 (a, b) で有意差あり (p<0.05) 
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考察 
 

UE7T-13 細胞において，実験 1 で明らかとなった HNF4または HNF1の強制発現
によっても内在性 FOXA2 の発現は誘導されないことに加え，HNF4および HNF1の
同時発現によっても内在性 FOXA2 の発現が誘導されないことが明らかとなった。肝
臓の発⽣過程において，FOXA2 は内胚葉への分化に関与しており，肝細胞への分化お
よび肝機能の獲得・維持に関与する HNF4および HNF1よりも発現の時期が早い 

[114]。また，FOXA2 の発現は，FOXA2 ⾃⾝または HNF6 によって制御されているこ
と [115, 116]，HNF4および HNF1は互いの発現を調節し合うことが報告されている 

[117, 118]。そのため UE7T-13 細胞における HNF4/HNF1の同時発現により，FOXA2

の発現誘導が⾒られなかったのは，FOXA2 が HNF4および HNF1による発現調節の
ネットワークとは異なる発現調節を受けているためと考えられる。 

HNF4/HNF1を同時に強制発現させた UE7T-13 細胞の細胞形態は，HNF4および
HNF1単独強制発現ベクター導⼊細胞と同様に，上⽪細胞の特徴である敷⽯状に変化
した（図 33）。また HepG2 細胞と⽐較して低いながらも，HNF4/HNF1同時発現ベ
クター導⼊細胞における肝細胞分化マーカー遺伝⼦ AFP，ALB の mRNA 発現量は，そ
れぞれの単独強制発現ベクター導⼊細胞に⽐べ，明確に増加した（図 34）。さらに CYP
群の mRNA 発現量も明確に増加し，CYP2B6 および CYP2C9 の mRNA 発現量は HepG2

細胞よりも⾼かった（図 35）。以上の結果は，HNF4および HNF1の同時発現は，
HNF4または HNF1の単独強制発現よりも肝細胞への分化を強く誘導することを⽰
している。 

オレイン酸の添加培養後に細胞内の TG およびコレステロール量を測定した結果，
HNF4/HNF1同時発現ベクター導⼊細胞は HepG2 細胞と同程度の TG およびコレス
テロールを細胞内に蓄積することが判明した（図 37A, 38A）。しかしながら，HNF4
および HNF1の単独強制発現ベクター導⼊細胞と同様に，HepG2 細胞と⽐較して，
HNF4/HNF1同時発現ベクター導⼊細胞の培養上清から検出される TG およびコレ
ステロール量は僅かであった（図 37B, 38B）。また，ApoB100 の mRNA 発現量の増加
は⾒られた（図 39A）ものの，細胞内および培養上清から ApoB100 タンパク質は検出
されなかった（図 40）ことから，HNF4/HNF1同時発現ベクター導⼊細胞において
もリポタンパク質はほとんど産⽣されなかったと考えられる。しかしながら，
HNF4/HNF1同時発現ベクター導⼊細胞において MTP の mRNA 発現量が増加し 

（図 39B），HepG2 細胞と⽐較するとわずかではあるが，MTP タンパク質の発現が検
出された（図 40A）。以上の結果から，リポタンパク質の産⽣にはさらなる ApoB100

の発現誘導が必要であると考えられる。 

HNF4/HNF1同時発現ベクター導⼊細胞において，脂質合成に関与する FAS，
HMGCS 1 の mRNA 発現量は，UE7T-13 細胞と⽐較して⼤きな変化は⾒られなかった
（図 41）。そのため，HNF4/HNF1同時発現ベクター導⼊細胞において細胞内に蓄積
した脂質（特に TG）は，de novo 合成によるものではなく，培養液に添加したオレイ
ン酸由来であると考えられる。オレイン酸などの遊離脂肪酸は，肝細胞に取り込まれ
た後，グルコース代謝で⽣成されるグリセロール 3-リン酸とエステル結合し，TG が
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合成される。DGAT は TG 合成の最終反応であるジアシルグリセロール (DAG : 

diacylglycerol) から TG の合成を触媒する酵素であり，2 種類のアイソフォーム DGAT1

および DGAT2 が存在する [119, 120]。DGAT1 は⼩胞体内での TG 合成に関与し，VLDL

の分泌を促進するが，DGAT2 は細胞内での TG 合成に関与し，細胞内への TG の蓄積
を促進する [121]。HNF4/HNF1同時発現ベクター導⼊細胞において，DGAT1 の
mRNA 発現量に⼤きな変化は⾒られなかったが，DGAT2 の mRNA 発現量は UE7T-13

細胞や各 HNF 単独強制発現ベクター導⼊細胞に⽐べ，2.2–2.9 倍，有意に増加してい
た（図 41C, D）。以上の結果から，UE7T-13 細胞における HNF4および HNF1の同時
発現は，DGAT2 の発現誘導を介して，細胞内への TG の蓄積を促進したと考えられる
（図 42）。 

 

 

 
図 42．考察：HNF4およびHNF1の同時発現によるDGAT2の発現誘導を介した 

細胞内への中性脂肪蓄積量の増加
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第 5 章 総括 
 

1. 分化誘導肝細胞の創出と肝機能の評価 
 

肝臓は，エネルギーの代謝や貯蔵，有害物質の解毒，胆汁の⽣成・分泌など多岐に
わたる機能を有し，⽣体内代謝の中⼼的な役割を担っている。これら肝機能の⼤部分
は，肝臓全細胞の 60–70 %を占める肝実質細胞（以下，肝細胞）が担っている。 

新規薬物の探索や薬物の毒性試験といった創薬研究において，肝臓を in vitro で再現
した肝臓モデルの構築が求められている。この肝臓モデルに⽤いる細胞は，ヒト初代
培養肝細胞が最適ではあるが，慢性的な供給不⾜や継代培養が困難といった課題があ
る。近年，この課題を解決するため，成熟した肝細胞を，ES 細胞（胚性幹細胞）や iPS

細胞（⼈⼯多能性幹細胞）といった多能性を有する幹細胞から分化誘導によって作出
する研究が数多く⾏われている [8, 15, 16]。幹細胞からの肝細胞への分化誘導は，発⽣
過程における肝臓形成を模した形で⾏われる。すなわち，肝細胞への分化に関与する
液性因⼦，さらには肝臓発⽣過程に重要な役割を果たしている遺伝⼦を順次各分化段
階で発現させることによって⾏われる。このような分化誘導法により創出された肝細
胞様細胞の評価は，肝細胞で特異的に発現している遺伝⼦またはタンパク質の発現や
肝細胞が有する⽣理的な機能を調べることで⾏われる。しかしながら，既存の分化マ
ーカーは肝細胞が有する特徴の⼀部を評価しているに過ぎず，未だヒト正常肝細胞と
すべての機能において同等な分化誘導肝細胞は得られていない。 

 
2. 肝臓におけるリポタンパク質代謝 

 
肝細胞では，中性脂肪 (TG) やコレステロールなどの脂質を末梢組織の細胞に届け

るために，超低密度リポタンパク質 (VLDL) が合成される。VLDL は，ミクロソーム
トリグリセリド輸送タンパク質 (MTP) の作⽤により，脂質とアポリポタンパク質
B100 (ApoB100) が会合することによって形成される（図 7）。肝細胞が有する代表的
な機能の⼀つであるリポタンパク質産⽣能は，肝細胞の形成過程で獲得される。しか
し，肝細胞の形成過程におけるリポタンパク質産⽣能の獲得機構について詳細な解析
は⾏われておらず，未だ不明な点が多い。これまでに，ヒト肝癌由来細胞株 HepG2 細
胞において，酪酸ナトリウム (1–2 mM) による分化誘導処理が，肝特異的転写因⼦遺
伝⼦群および脂質代謝関連遺伝⼦群の発現を亢進させること，さらに HepG2 細胞の産
⽣するリポタンパク質量に影響を与えることが報告されている（図 13 , [79]）。そのた
め，肝細胞の分化とリポタンパク質産⽣を含む脂質代謝には関連が予測された。 
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3. 分化段階の異なる種々のヒト培養肝細胞株におけるリポタンパク質の解析（第 3 章） 
 

第 3 章では，肝細胞の分化段階とリポタンパク質産⽣の関連を明らかにすることを
⽬的とした。はじめに，既知の肝細胞分化マーカー遺伝⼦の mRNA 発現解析（図 14）
および分化マーカー遺伝⼦の mRNA 発現パターンの類似性に基づいたクラスター解
析により，由来の異なる 6 種のヒト培養肝細胞株を，低分化型（HLE 細胞，HLF 細胞），
中分化型（HepG2 細胞，HuH-7 細胞）および⾼分化型（HepaRG 細胞，HC 細胞）にそ
れぞれ分類した（図 15）。 

次に，LipoSEARCH 法により，それぞれの培養上清に含まれるリポタンパク質の解
析を⾏った。その結果，1．中分化型および⾼分化型はリポタンパク質を産⽣する 

（図 16），2．中分化型は低密度リポタンパク質 (LDL) サイズ，⾼分化型は VLDL サ
イズのリポタンパク質をそれぞれ主に産⽣する（図 16, 17）ことが明らかとなった。
LDL は，VLDL よりも粒⼦サイズが⼩さい。そのため，この結果は，中分化型の産⽣
するリポタンパク質の粒⼦サイズが，⾼分化型と⽐較して⼩さいことを⽰している。
肝細胞において VLDL は，MTP が触媒する脂質と ApoB100 との会合による pre-VLDL

の形成，および pre-VLDL への TG の取り込みによる VLDL の成熟化（粒⼦サイズの
⼤型化）という 2 段階の反応を経て形成される [82]。脂質代謝関連遺伝⼦群の mRNA

発現解析により，中分化型および⾼分化型において，脂質合成およびリポタンパク質
の形成に関わる遺伝⼦群の mRNA 発現量に⼤きな差は⾒られなかった（図 18）。その
ため，中分化型では pre-VLDL への TG の取り込みによる VLDL の成熟化が進⾏せず，
粒⼦サイズの⼩さいリポタンパク質が多く産⽣されたと考えられる。 

また，3．低分化型はリポタンパク質を産⽣しないことが明らかとなった。さらに，
脂質代謝関連遺伝⼦群の mRNA 発現解析により，低分化型ではリポタンパク質の形成
に関与するアポリポタンパク質 AI (ApoAI)，ApoB100 およびミクロソームトリグリセ
リド輸送タンパク質 (MTP) 遺伝⼦の mRNA 発現量が著しく低いことが明らかとなっ
た（図 18B）。これらのことから，低分化型では，リポタンパク質の形成に関与する遺
伝⼦群の発現低下によって，リポタンパク質が産⽣されないと考えられる。 

 

以上の結果から，肝細胞はその分化段階によりリポタンパク質の産⽣能および性状
に違いがあることが明らかとなった。そのため，リポタンパク質の詳細な解析は，肝
細胞の分化段階を判断する新たな分化マーカーになると考えられる（図 43）。 
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図 43．考察：ヒト肝細胞におけるリポタンパク質産⽣能を指標にした分化段階の評価 
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4. 肝細胞核因⼦の強制発現がリポタンパク質産⽣に与える影響（第 4 章） 
 

第 3 章において，肝細胞は，その分化段階によってリポタンパク質の産⽣能および
性状に違いがあることが明らかとなった。しかしながら，肝細胞がその形成過程にお
いてどのようにリポタンパク質産⽣能を獲得するのかは依然として不明である。 

肝細胞核因⼦ (HNF) 群は，肝臓形成や肝機能の獲得・維持に関与する転写因⼦と
して知られている [25]。HNF3としても知られる FOXA2 は，内胚葉系譜への分化を
制御しており，肝臓の発⽣段階において最も初期に発現し，肝臓の初期形態形成に深
く関与する [83]。HNF4は，肝芽細胞から肝細胞への分化に加え，肝細胞が有する多
くの機能の獲得・維持に関与する [84, 85]。HNF1は成熟肝細胞で発現し，肝細胞が
担う種々の代謝に広く関与する。またこれらの HNF は VLDL の形成に必須な ApoB100

および MTP の発現を制御することも知られている [84, 91, 92]。そこで第 4 章では，
HNF の発現がヒト間葉系幹細胞において，肝細胞への分化およびリポタンパク質産⽣
能の獲得に与える影響について検証した。 

第 4 章 実験 1 では，はじめに，肝臓の発⽣段階において発現時期が異なる 3 つの
HNF である，FOXA2，HNF4および HNF1がヒト間葉系幹細胞株 UE7T-13 細胞にお
ける肝細胞への分化に与える影響を詳細に検証した。肝細胞分化マーカー遺伝⼦群お
よび薬物代謝酵素 (CYP) 遺伝⼦群の mRNA 発現解析の結果，HNF1の強制発現は
FOXA2 および HNF4の強制発現と⽐較して，-フェトプロテイン (APF) や CYP3A4，
CYP2C9 の mRNA 発現量を増加させた（図 23, 24）。このことから，HNF1の強制発現
が，最も肝細胞への分化に影響を与えると考えられる。次に，それぞれの HNF の発現
がリポタンパク質の産⽣に与える影響について検証した。HNF1の強制発現によって，
細胞内への TG およびコレステロールの蓄積量が亢進した（図 26A, 27A）。しかしなが
ら，いずれの HNF を強制発現させても，培養上清から検出される TG およびコレステ
ロール量はわずかであった（図 26B, 27B）。また，ApoB100 および MTP の発現解析の
結果，ApoB100 および MTP mRNA 発現は，それぞれ HNF4および HNF1の発現によ
り誘導された（図 28）⼀⽅，ApoB100 および MTP タンパク質の発現を誘導するまで
には達しないことが明らかとなった（図 29）。これらのことから，いずれの HNF を単
独で強制発現させても，VLDL の形成に不可⽋である ApoB100 および MTP 両⽅の発
現を⼗分に誘導できず，その結果，リポタンパク質産⽣能の獲得には⾄らなかったと
考えられる（図 44）。 
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図 44. 考察：HNF単独強制発現が肝細胞への分化とリポタンパク質産⽣に与える影響 
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続いて第 4 章 実験 2 では，ApoB100 mRNA 発現量を上昇させた HNF4，および
MTP mRNA 発現量を上昇させた HNF1を UE7T-13 細胞に共に導⼊することで，
HNF4/HNF1の同時発現がヒト間葉系幹細胞おける肝細胞への分化とリポタンパク
質産⽣に与える影響について詳細に検証した。HNF4/HNF1の同時発現は，AFP に
加え，アルブミン (ALB) mRNA 発現量を増加させた（図 34）。加えて，CYP3A4，CYP2B6
および CYP2C9 mRNA 発現量も⼤きく増加させた（図 35）。そのため， UE7T-13 細胞
において，HNF4/HNF1の同時発現は，それぞれの単独発現よりも肝細胞への分化を
さらに強く促進させると考えられる。 

次に，HNF4/HNF1の同時発現によるリポタンパク質産⽣に与える影響について検
証した。HNF4/HNF1の同時発現は細胞内への脂質蓄積量を HepG2 細胞と同程度ま
で亢進させた（図 37A，38A）。そして脂質合成遺伝⼦の mRNA 発現解析から，
HNF4/HNF1の同時発現は DGAT2 mRNA 発現を誘導することが明らかとなった 

 (図 41D) 。DGAT2 は TG 合成の最終反応を触媒し，細胞内への TG の蓄積を促進す
ることから，HNF4/HNF1の同時発現は DGAT2 の発現誘導を介して，細胞内への
TG の蓄積を促進したと考えられる（図 42）。⼀⽅，HNF4/HNF1の同時発現によっ
てもそれぞれの単独発現と同様に，培養上清から検出される TG およびコレステロー
ル量はわずかであった（図 37B, 38B）。また，ApoB100 および MTP の発現解析の結果，
HNF4/HNF1の同時発現は，ApoB100 および MTP mRNA 発現量を共に増加させ 

（図 39），さらに依然として ApoB100 タンパク質の発現誘導には⾄らなかったものの，
MTP タンパク質の発現を誘導することが明らかとなった（図 40）。リポタンパク質の
産⽣には，ApoB100 および MTP の発現が不可⽋であり，リポタンパク質を産⽣しな
いヒト⼦宮頸がん由来細胞株 HeLa 細胞において，ApoB53（ApoB100 の N 末側 53%）
および MTP を同時に強制発現させることで，ApoB53 を含んだ粒⼦が細胞外に分泌さ
れることが報告されている [109]。これらのことから，リポタンパク質産⽣能の獲得に
は，HNF4/HNF1の同時発現による MTP の発現誘導に加えて，他の肝細胞への分化
関連遺伝⼦の導⼊などによる，さらなる ApoB100 の発現誘導が必要であることが⽰唆
された（図 45）。 
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図 45．考察：HNF4/HNF1の同時発現が 
肝細胞への分化とリポタンパク質産⽣に与える影響 
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以上のように本研究により，分化段階の異なる肝細胞におけるリポタンパク質の産
⽣能，および産⽣されるリポタンパク質の性状に差異があることを⾒出した。すなわ
ち，肝細胞の産⽣するリポタンパク質の解析は，肝細胞の分化段階を判断する新たな
分化マーカーになることを提⽰した（図 43）。ヒト間葉系幹細胞において，肝芽細胞
のマーカー遺伝⼦である HNF4の強制発現は ApoB100 mRNA の発現を，肝細胞のマ
ーカー遺伝⼦であるHNF1の強制発現はMTP mRNA の発現をそれぞれ誘導し（図44），
さらに HNF4/HNF1の同時発現は ApoB100 および MTP mRNA の発現を共に誘導す
ることを明らかにした（図 45）。これらのことから，肝細胞はリポタンパク質産⽣能
を分化過程の後期において段階的に獲得すると考えられる（図 46）。また
HNF4/HNF1の同時発現は肝細胞への分化を強く誘導し，細胞内への脂質の蓄積を促
すこと，さらに MTP タンパク質の発現を誘導することを明らかにした（図 45）。これ
らの結果は，肝細胞の形成過程におけるリポタンパク質産⽣機能の獲得に関して新た
な知⾒を供するものである。 

 

 

図 46．考察：肝細胞のリポタンパク質産⽣能獲得機構 
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5. 今後の展望 
 

近年，iPS 細胞 [13, 14] に代表されるように，いくつかの転写因⼦を組み合わせる
ことで細胞の分化をコントロールする研究が数多く報告されている [122–124]。肝臓の
組織形成において，肝細胞への分化に重要な転写因⼦が数多く報告され，肝細胞への
分化を誘導する転写因⼦の組み合わせも報告され始めてはいる [24, 125, 126] が，未だ
すべての肝機能を有する分化誘導肝細胞は得られていない。 

肝細胞における VLDL の形成には ApoB100 および MTP の発現が必須である。本研
究により，ヒト間葉系幹細胞において HNF4および HNF1を同時に発現させること
により，MTP タンパク質の発現を誘導できることが⽰された。しかしながら，ApoB100

タンパク質の発現を誘導するまでには⾄らず，今後はいかに ApoB100 の発現を誘導す
ることができるかが課題となる。ApoB100 の発現は，本研究で⽤いた HNF4および
HNF1以外にも C/EBPの制御下にあることが報告されている [127]。本研究により
UE7T-13 細胞において，HNF4および HNF1の同時発現は，C/EBPの mRNA 発現量
に影響を与えない（図 47）ことが⽰されており，ApoB100 の発現誘導には，HNF4
およびHNF1に加えて，C/EBPの発現も有⼒な⼿段と考える。また，本研究でApoB100
の mRNA 発現を誘導した HNF4には，PGC-1 や GRIP-1，SRC-1 といったコアクティ
ベーターが存在する。HNF4はこれらと相互作⽤することで，種々の HNF4標的遺伝
⼦の転写活性化を促すことが報告されている [128–130] ことから，これらのコアクチ
ベーターの存在によって，HNF4による ApoB100 の発現誘導がさらに促進されると考
えられる。また，ApoB や MTP の発現は，インスリンや IL-6 などの⽣体内代謝に関与
する多くのホルモンやサイトカインの影響を受けることが報告されており [3, 131, 

132]，これら液性因⼦の存在は ApoB100 や MTP の発現亢進に⾮常に重要であると考
えられる。 

以上の知⾒を踏まえ，今後は HNF4および HNF1に続く転写因⼦の組み合わせや
培養時における様々な液性因⼦（HGF やインスリンなど）の組み合わせなどについて
詳細に検討することにより，肝細胞への分化過程におけるリポタンパク質産⽣能の獲
得機構について明らかにする予定である（図 48）。 
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図 47．HNF4/HNF1同時発現ベクター導⼊細胞における 
C/EBP遺伝⼦のmRNA発現（リアルタイムRT-PCR解析） 
各 mRNA 発現量は，ハウスキーピング遺伝⼦ GAPDH の mRNA 発現量で 
補正した。 
UE7T-13: UE7T-13 細胞，E-1, E-3: pMN1Pur 導⼊細胞， 
H4-1, H4-3: pMN1/HNF4導⼊細胞，H1-1, H1-3: pMN1/HNF1導⼊細胞， 
H4H1-1, H4H1-5: pMN1/HNF4-T2A-HNF1導⼊細胞，HepG2: HepG2 細胞 
n=3, 異なる異符号間 (a, b) で有意差あり (p<0.05) 
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図 48．今後の展望：リポタンパク質産⽣能を獲得した分化誘導肝細胞の創出 
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