
ヒトiPS細胞由来肝細胞

Application Note 2

Cellartis® Enhanced hiPS-HEPを用いた肝毒性機構研究のための
イメージングによるHigh Content Analysis（HCA） 

はじめに
Cellartis® Enhanced hiPS-HEPはヒト人工多能性幹細胞由来の均一な肝細胞で、凍結保存されたヒト肝細胞と同様の
機能的な薬物代謝酵素の発現がみられます。Application Note 2では、肝細胞の特徴をもつ有望な細胞源として、Cellartis®
Enhanced hiPS-HEPがイメージングによるハイコンテント解析（HCA）での利用に適していることを示します。

【方法】
細胞培養
ユーザーマニュアルに従って凍結品のCellartis® Enhanced 
hiPS-HEP (from ChiPS18) を融解し、96ウェルイメージン
グプレート（Nunc社 165305）に播種した。細胞の単層シートを
得るため、各ウェルには細胞を90,000～95,000個播いた。
一日おきに培地交換しながら、5日間培養した後、毒性試験を開
始した。

【結果】

毒性試験とHCA
Cellartis® Enhanced hiPS-HEPを、臨床的意義のある肝毒
性化合物（Amiodarone、Disulfiram、Nefazodone、および
Perhexiline）、非肝毒性化合物（Bosentan、Metformin、お
よびPioglitazone）に曝露した。DMSO 1%を含む暴露液中の
各化合物の濃度は、0.3、0.5、1、3、5、10、30、50、100、
300 µMと漸増させた。曝露24時間後、細胞を蛍光プローブで

染色（表3）し、固定化した。

続いてThermoFisher ArrayScan VTI high conｔent 

imagerを用いて各蛍光プローブによる標識結果を取り込み、

ThermoFisher BioApplication V4統合ソフトウェアで解析

した。各ウェルについて６画像を取り込み、化合物と暴露量の細

胞への影響を解析した。データは溶媒対照を100%とした割合

で示す（平均値±標準誤差、n＝6）。

図19. 播種5日後のCellartis Enhanced hiPS-HEPコントロール細胞のHCAモニター画像
HCAはCellartis Enhanced hiPS-HEP単層培養で容易に実施できた。
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表3.  蛍光プローブとモニター対象
Probe

Hoechst Nuclei counts

Lysosomal activity

Plasma membrane integrity

Mitochondrial membrane 
potential

LysoTracker Green

MitoTracker Orange

TOTO-3

Read-out

ヒトiPS細胞由来肝細胞 Application Note 1（続）

図16. Cellartis Enhanced hiPS-HEPにおけるCYP1A、CYP2C9、CYP3Aの免疫細胞化学染色像（融解～培養7日後）
対比染色： 核染色（DAPI）

図18. Cellartis Enhanced hiPS-HEP　5バッチのCYP活性測定（融解～培養6日後および11日後）
各バッチについてn=3で解析を行った。 各CYP活性値は平均値±標準誤差を示す。

図17. Cellartis Enhanced hiPS-HEP　5バッチの細胞形態観察（融解～培養6日後）

Cellartis® Enhanced hiPS-HEPについて、酵素活性測定、ウェスタンブロット、免疫細胞化学染色およびRT-qPCRの

各解析を実施し、代謝に関連する機能的なCYP酵素の発現を検出しました。

CYP活性レベルと細胞の均質性は各バッチ間で一貫性が見られました（肝細胞の純度は90%以上）。

Cellartis® Enhanced hiPS-HEPはヒト肝細胞のソースとして無限に活用でき、代謝関連酵素のCYP活性や、再現性の

ある解析プラットフォーム、同一の遺伝的背景をもつ材料の安定供給を必要とする場合に有用です。

スケールバー＝50 µm
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ヒトiPS細胞由来肝細胞 Application Note 2（続）

図20.  3、30、300 µMのAmiodarone曝露24時間後のCellartis Enhanced hiPS-HEPのHCAモニター画像
Amiodaroneはミトコンドリアの機能障害を誘発し、30 µMでミトコンドリア膜電位の過分極が認められた。最大曝露量（300 µM）では、細胞
毒性によりウェルから細胞の剥落が生じた。

図21.  非肝毒性または肝毒性が知られている化合物7種の曝露24時間後のCellartis Enhanced hiPS-HEPのHCA結果
非肝毒性化合物であるMetformin、Pioglitazone、BosentanはCellartis Enhanced hiPS-HEPで毒性を示さなかった。一方、肝毒性の
Amidarone、Nefazodone、およびPerhexilineは予測通りミトコンドリア膜電位に変化を与えた。Perhexilineは濃度依存的にリソソーム活性
の増大を誘導した。Nefazodoneは50 µM以上で沈殿粒子が認められたが、更に濃度が高くなると再び濃度依存的な影響が観察されるように
なった。Disulfiramはヒト初代肝細胞（PHH）で低毒性、HepG2細胞株では高毒性を示す薬物だが、Cellartis Enhanced hiPS-HEPに対して
はPHHと同様の低毒性を示した。

Cellartis® Enhanced hiPS-HEPは、イメージングを基にしたHCA法や、既知の肝毒性化合物への反応性確認、創薬初
期のin vitroでの細胞毒性スクリーニングで頻繁に実施されるエンドポイント測定法に適していることが示されました。

ヒトiPS細胞由来肝細胞

Cellartis® Enhanced hiPS-HEP  　
                  ～毒性評価のための新しい細胞モデル ～

はじめに
創薬には15年以上の歳月を要します。そのため、医薬品開発の後期に予期せぬ毒性を検出して新薬候補の開発を中止する
ことは、製薬業界では大きな損失となります。肝毒性は、開発後期に候補薬が消えていく主な要因のひとつです。
肝毒性に関する現在のモデルシステムと安全性評価は十分なものではなく、薬物試験のために改良された新たな細胞モデ
ルが必要とされています。
Cellartis® Enhanced hiPS-HEPは、ヒト人工多能性幹細胞（hiPSC）由来の肝細胞です。凍結保存されたヒト肝細胞と
同様の薬物代謝機能酵素が見られ、肝毒性評価の新たなモデルとして利用できる可能性があります。
Application Note 3では、Cellartis® Enhanced hiPS-HEPに対して臨床的に肝毒性が認められている薬物を曝露
し、WST-1アッセイを用いて細胞活性を測定しています。

Application Note 3

細胞培養
ユーザーマニュアルに従って凍結品のCellartis® Enhanced 
hiPS-HEP (from ChiPS18) を融解し、96ウェルプレートに
播種した。一日おきに培地交換しながら、11日間培養した後、毒
性試験を開始した。

毒性試験
臨床的に肝毒性が認められている化合物または非肝毒性化
合物（19ページ表4参照）を、最大濃度500 µMから2倍希釈系
列で6用量を設定し、Cellartis® Enhanced hiPS-HEPに曝
露した。

曝露24時間後、 Premix WST-1 Cell Proliferation Assay 
System（製品コード MK400）を用いてそれぞれ細胞活性を測
定した。陰性対照（各化合物の溶媒のみ）における細胞生存率を
もとに、用量反応曲線およびTC50（細胞の50%が死滅する毒
性濃度）を算出した。化合物および用量ごとに4つのウェルの平
均値（n＝4）をグラフに示した（平均値±標準誤差）。
また、Cellartis® Enhanced hiPS-HEPの3バッチについて
毒性試験を行い、再現性を確認した。

【結果】

図22.  構造類似体ペア（Pioglitazone / Troglitazone、Levofloxacin / Trovafloxacin）の用量反応曲線
各ペアのうち一方は肝毒性（TroglitazoneおよびTrovafloxacin）、他方は非肝毒性（PioglitazoneおよびLevofloxacin）である。
Cellartis Enhanced hiPS-HEPは肝毒性化合物のTroglitazoneおよびTrovafloxacinに対して感受性を示したが、非肝毒性の構造類
似体であるPioglitazoneおよびLevofloxacinでは影響を受けなかった（ｎ＝4、平均値±標準誤差）。
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