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II. 成果の概要（総括研究報告） 
 

 研究開発代表者らは、マウスの皮膚から抽出した線維芽細胞に Hnf4αと Foxa（Foxa1、Foxa2、
Foxa3 のいずれかひとつ）という肝細胞分化に関連した 2 つの転写因子を導入することで、線維芽

細胞を肝細胞の性質を有する iHep 細胞（induced hepatocyte-like cells）へ直接転換させることに

成功した（Sekiya and Suzuki, Nature, 2011）。そこで本研究では、線維芽細胞から肝細胞（iHep 細

胞）への直接的な運命転換（ダイレクトリプログラミング）をエピゲノム情報の再構成として捉え、

細胞のエピゲノム情報に立脚した細胞運命転換の制御メカニズム解明を目指して研究を行った。研

究全体における具体的な目標は、「① iHep 誘導因子のゲノム上結合位置の同定」、「② iHep 誘導因

子のエピゲノム機能解析」、「③ ヒト iHep 細胞の作製と、エピゲノムの知見に基づく新しい iHep 細

胞作製法の開発」である。①と②を合わせたものが「細胞運命転換のエピゲノム解析」、③が「ヒト

肝細胞誘導法の開発」であり、本研究は 2 つの大きな柱から成り立っている。研究遂行上の各グル

ープの役割としては、細胞の作製や解析などのウェットな実験全般と解析データの取りまとめを研

究開発代表者の鈴木グループが、次世代シークエンサーを用いた解析を研究開発分担者の大川グル

ープが、ゲノム・エピゲノムデータの大規模解析を研究開発分担者の長﨑グループがそれぞれ行い、

得られた結果をチーム全体で統合し、議論しながら協力して研究を遂行した。 
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 「① iHep 誘導因子のゲノム上結合位置の同定」では、iHep 細胞の作製に必要な Hnf4αと Foxa
という転写因子すべてにおけるゲノム上の結合位置を同定し、iHep 誘導因子のゲノム上配置図を作

成した。また、各因子のゲノム上配置図を比較することにより、それぞれの因子が担う役割の共通点

や相違点を明らかにした。加えて、iHep 細胞誘導が生じる初期過程における導入因子のゲノム上の

結合位置についても解析を行い、iHep 細胞の誘導過程における導入因子の動態変化も明らかにした。

「② iHep 誘導因子のエピゲノム機能解析」では、iHep 細胞のトランスクリプトーム解析からリプ

ログラミングの精度を評価可能な遺伝子を複数同定し、それらを指標とすることで良質な iHep 細胞

を選別できるようになった。そして、これら良質な iHep 細胞を用いてエピゲノム解析を行い、トラ

ンスクリプトーム解析の結果と併せて解析することで、iHep 細胞誘導における遺伝子発現変化とヒ

ストン修飾パターン変化の関係を明らかにした。最終的には、①と②のデータを統合的に解析するこ

とにより、iHep 誘導因子によるエピゲノム情報の再構成について、iHep 誘導因子のゲノム上への結

合から始まるエピジェネティックな変化が転写の活性化や抑制につながる一連の現象を分子レベル

で明らかにし、精緻なダイレクトリプログラミングのメカニズムを解明することに成功した。また、

「③ ヒト iHep 細胞の作製と、エピゲノムの知見に基づく新しい iHep 細胞作製法の開発」では、導

入因子の再スクリーニングや培養方法の改良などを行いながら粘り強く実験を続けた。その結果、生

体由来の肝細胞に近い性質をもち、臨床応用に不可欠な培養下での増殖や維持、凍結保存が可能な

iHep 細胞をヒトの体細胞から作製することに成功した。一方、本研究では、ヒト iHep 細胞の作製

とその医療・創薬への応用を目指して研究を進めてきたが、そもそも iHep 細胞が肝細胞の代わりに

薬剤反応性試験で利用できるのか、iHep 細胞への誘導にはどれくらいの時間がかかるのかなど、将

来の医療応用を見据えた上で疑問が残っていた。そこで、マウスの iHep 細胞を用いてこれらの疑問

点について検証を行った。その結果、iHep 細胞は肝細胞と同様に中性脂肪の合成や蓄積と分泌が可

能であり、既知の脂肪酸合成阻害薬にも反応できることが示された。また、iHep 細胞の作製過程を

詳細に解析した結果、線維芽細胞に iHep 誘導因子を導入後、わずか 48 時間で iHep 細胞が出現し、

増殖を開始することが明らかとなった。以上の結果は、実際の医療応用を考えた場合、iHep 細胞を

短期間のうちに用意し、治療や検査に利用できる可能性を示唆している。 
 
     We have identified specific combinations of transcription factors that can directly convert 
mouse fibroblasts into cells that closely resemble hepatocytes in vitro. We designated these cells 
induced hepatocyte-like (iHep) cells. Based on this finding, we next aimed to elucidate molecular 
mechanisms underlying conversion of fibroblasts to iHep cells and induce iHep cells from human 
fibroblasts. Knowledge obtained from this study may lead us to not only discover new principles 
linking the role of transcription factors to epigenome reconstruction but also develop innovative 
approaches to treatment of liver diseases. 
     In this study, we conducted chromatin immunoprecipitation coupled with high-throughput 
sequencing to identify genome-wide binding regions of transcription factors that can induce iHep 
cells from fibroblasts and generate high-resolution profiles of histone modifications during 
induction of iHep cells. By combining these data with the iHep cells transcriptome data, we finally 
elucidated molecular mechanisms underlying conversion of fibroblasts to iHep cells and 
developed such new knowledge to generation of human iHep cells. In order to evaluate the 
potential utility of iHep cells, we also examined whether iHep cells possess the potential for lipid 
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metabolism, similar to hepatocytes. Our data showed that iHep cells were capable of synthesizing 
lipids from a cis-unsaturated fatty acid, a trans-unsaturated fatty acid, and a saturated fatty acid, 
accumulating the synthesized lipids in cellular vesicles, and secreting the lipids into the culture 
medium. Moreover, the lipid synthesis in iHep cells was significantly inhibited in cultures with 
lipid metabolism improvers. Meanwhile, in the analysis of the early stage of fibroblast conversion 
into iHep cells, we found that the conversion into iHep cells began within 48 hours after 
introduction of the transgenes into fibroblasts, and the number of iHep cells increased gradually 
as the culture progressed. Both the lipid metabolic capability in iHep cells and the rapid cell-fate 
conversion of fibroblasts into iHep cells are two pieces of evidence suggesting the utility of iHep 
cells for clinical applications and screening of drugs for patients with liver diseases, as an 
alternative to hepatocytes. 
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