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要約 

 

医薬品のヒト経口吸収性評価への活用を目指したヒト iPS 細胞由来小腸

細胞作製に関する研究 

吉田  晋平  指導教員 粂 昭苑 

 

【第 1章：研究背景】  

経口医薬品が薬効を発揮するためには、吸収された後に循環血液を介して、標的部位に送

達される必要があるが、医薬品の吸収は主に小腸によって行われている。従って、小腸にお

いて効率良く吸収される医薬品を探索することが有用である。創薬で広く使用される in vitro

吸収評価モデルとして、人工リン脂質膜 (PAMPA) やヒト結腸癌由来 Caco-2細胞株が挙げら

れる。しかし、これら in vitro評価モデルは、医薬品の吸収を制御すると考えられる薬物代謝

酵素や薬物トランスポーターが発現していない、あるいはそれらの発現量がヒト小腸と異な

ることから、よりヒトの生理的条件に類似した in vitro モデルの開発が望まれている。 

多能性幹細胞であるヒト iPS 細胞は、3 胚葉由来の全ての細胞に分化できるポテンシャルを

有しており、近年の研究から、小腸細胞へと分化可能であることが明らかとなった。ヒト iPS

細胞からヒト成人小腸に類似した細胞が作製できれば、既存の評価系に代わる、新しい in vitro

吸収評価モデルが構築できると考えられる。そこで本研究では、ヒト iPS 細胞から小腸細胞

への分化誘導法、並びにヒト iPS細胞由来小腸細胞を用いた in vitro 吸収評価モデルの作製法

の確立を目指し、検討を行った。 

 

【検討内容】 

In vitro 条件下、ヒト iPS 細胞から目的とする組織細胞へと分化誘導するには、必要な分化

誘導因子を与える必要がある。これまでに、ヒト iPS 細胞から小腸細胞へと分化誘導する方

法として、マトリゲルを用いた 3次元培養による方法 1と 2次元培養下で分化誘導する方法 2

が報告されており、当研究室では 2次元培養下での小腸細胞への分化誘導に成功している。 

3次元培養法においては、3次元構造体のオルガノイドが形成されるため、このままの状態で

は機能的な解析や単層膜を用いた in vitro吸収評価が困難である。また、オルガノイドには小

腸細胞以外の細胞が含まれていることから、小腸細胞の純化法、並びに医薬品の吸収性評価

に対する有用性を見極めるための機能的な解析を行った。 

2次元培養法においては、小腸前駆細胞から小腸細胞へと成熟化させる方法の検討を行い、よ

りヒト成人小腸に類似した細胞への分化誘導を試みた。また、作製したヒト iPS 細胞由来小

腸細胞の機能的な解析も行った。 
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【結果及び考察】 

第 2章：3次元培養法を用いたヒト iPS細胞由来小腸細胞の作製 

まず、内胚葉への分化を促す activin A を添加した培地によりヒト iPS 細胞から内胚葉へと

分化させた後、内胚葉の後方化を促すと報告されている Wnt3a 及び FGF4 を添加した培地を

用いて小腸前駆細胞へと分化させた。その後、小腸前駆細胞から小腸細胞への成熟化を促す

と報告されている R-spondin1, noggin, EGF を加えた培地及びマトリゲルを用いた 3 次元培養

により、小腸オルガノイドを作製した。小腸オルガノイドは間質細胞を多く含んでいたこと

から、小腸細胞を純化する方法を検討し、上皮細胞特異的な表面抗原である CD326 (EpCAM) 

を指標とすることで、小腸細胞を高効率に純化できることを明らかにした。また、純化した

ヒト iPS 細胞由来小腸細胞について、薬物の吸収性を制御する機能の解析を行った結果、小

腸に発現する主な薬物代謝酵素であるチトクロム P450 3A (CYP3A) 及び 2J2 (CYP2J2) の活

性、並びに単層膜のタイトジャンクションの形成を確認した。 

第 3章：2次元培養法を用いたヒト iPS細胞由来小腸細胞の作製 

 高密度のコラーゲンで形成され、生体内の結合組織に近い構造を有する collagen vitrigel 

membrane (CVM) 上に、内胚葉あるいは小腸前駆細胞を播種し、CVM の成熟化に対する効果

を評価した。その結果、小腸マーカーの villin、薬物代謝酵素の CYP3A4, CYP2C9, CYP2C19、

薬物トランスポーターの P-gp, BCRP, PEPT1 の遺伝子発現量がヒト成人小腸に類似していた

ことから、CVM は機能的な小腸細胞への成熟化に有用と考えられた。また、成熟化を促す添

加因子を検討した結果、BIO, dimethyl sulfoxide, dexamethasone, 活性型 vitamin D3 を加えた培

地が有用であることを見出した。さらに、モデル薬物のヒト小腸吸収率と本細胞の単層膜透

過性には高い相関性が認められた。 

以上の結果から、3次元培養法によって作製したヒト iPS細胞由来小腸オルガノイド、2 次

元培養法によって作製したヒト iPS 細胞由来小腸細胞、それぞれがヒト経口吸収性を評価可

能な in vitro 吸収評価モデルとなることが期待される。 

 

【参考文献】 

1. Spence, J. R. et al. Directed differentiation of human pluripotent stem cells into intestinal tissue in 

vitro. Nature. 470, 105-109 (2011). 

2. Ogaki, S., Shiraki, N., Kume, K., and Kume, S. (2013). Wnt and Notch signals guide embryonic stem 

cell differentiation into the intestinal lineages. Stem Cell 31, 1086–1096. 

【研究発表】 
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Shinpei Yoshida, Takayuki Honjo, Keita Iino, Ryunosuke Ishibe, Sylvia Leo, Nobuaki Shiraki, Shoen 

Kume. et al. Generation of Human-Induced Pluripotent Stem Cell-Derived Functional Enterocyte-Like 

Cells for Pharmacokinetic Studies. Stem Cell Reports. 2021 Feb 9;16(2):295-308 
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第 1章                                                     

研究背景 

 

口から摂取した食品は、胃で消化された後に、脂質、ペプチド、イオン、水分として小腸か

ら吸収され、生命活動に必要な栄養として利用されているが、小腸では、これら必要な栄養

だけでなく経口で服用する医薬品の吸収も担っている (Figure 1-1)。医薬品の経口吸収性 (生

物学的利用率又はバイオアベイラビリティ) は、水への溶解性、小腸細胞における膜透過性 

(薬物トランスポーターによる膜輸送を含む) 及び代謝、肝細胞における代謝によって影響を

受けると考えられる。そのため、創薬においては、小腸細胞膜透過性が高く、また代謝され

にくい医薬品候補化合物 (以下、化合物) をスクリーニングすることが有用である。ラット、

イヌ、サルなどの非臨床安全性評価動物を用いた in vivo評価により経口吸収性を評価する方

法も用いられるが、必要な化合物量が多いこと、イヌやサルの in vivo 評価は高度な動物実験

技術が必要であること、スループット性が低いことから、化合物のスクリーニングには適し

ていない。In vivo評価のスループットを高める方法として、複数化合物を同時に投与し、1 度

の投与で複数化合物を評価するカセットドージング法も挙げられるが、薬物間相互作用の影

響が懸念される [1]。また、非臨床安全性動物とヒトでは生理的条件が大きく異なることから、

種差の懸念も大きい。 

そこで、スループット性に優れ、種差の懸念が低い in vitro吸収評価系として、人工膜透過

システムの Parallel Artificial Membrane Permeation Assay (PAMPA) [2][3] やヒト結腸癌由来細胞

株 Caco-2 細胞 [4][5][6] を用いた膜透過性評価が創薬において広く行われている。PAMPAは

ヒトの細胞膜を構成するリン脂質でコーティングされた膜であり、化合物の物理化学的性質

である親油性に依存したヒトの膜透過性は理論上評価できると考えられるが、小腸細胞間の

細胞間隙からの透過性、薬物トランスポーターによる薬物輸送、及び薬物代謝酵素による代

謝を含めた評価はできない。Caco-2 細胞は小腸に代表的な細胞間密着結合 (タイトジャンク

ション) によるバリア機能や微絨毛を有し、基質を能動的に輸送する排泄型 ATP-binding 

cassette (ABC) トランスポーターの P 糖タンパク質 (P-glycoprotein, P-gp)、乳癌耐性蛋白 
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(breast cancer resistance protein, BCRP) や取り込み型の solute carrier (SLC) トランスポーターで

あるペプチドトランスポーター1 (peptide transporter 1, PEPT1) が発現している。しかし一方で、

その発現量は小腸組織と異なること、特に薬物代謝酵素の発現量が低いことが報告されてい

る [7]。ヒト小腸において最も多く発現し、大部分の医薬品の代謝に関与する CYP (cytochrome 

P450) 3A  (内，CYP3A4が代表的な分子種) は、経口吸収性の評価において重要だが [8][9][10]、

Caco-2 細胞における CYP3A4 の発現量はヒト小腸よりも低く [7]、CYP3A4 代謝を含めた評

価はできないと考えられる。また、Caco-2 細胞の機能的特性は研究室間差があることも報告

されている [11]。以上のことから、よりヒト小腸の生理的条件に類似した in vitro 小腸モデル

の開発が望まれている。ヒトプライマリー小腸細胞 [12] の活用を考えた場合、大量かつ安定

的に入手することが困難であり、ヒトプライマリー小腸細胞を用いた事例も少ないために機

能的なプロファイルの情報が少ないといった課題が考えられる。 

多能性幹細胞であるヒト ES細胞 (human embryonic stem cell, hESCs)、人工誘発性多能性幹

細胞であるヒト iPS細胞 (human induced pluripotent stem cells, hiPSCs) [13] は未分化の状態で

増殖培養が可能で、3 胚葉由来のすべての細胞に分化できるポテンシャルを有しており、それ

ぞれの胚葉への分化に対応する誘導因子を曝露させることで特定の細胞へ分化させることが

可能であると考えられる。よって創薬においては、多能性幹細胞は、入手が困難なヒト細胞

の大量調製を可能とする創薬プラットフォームとして期待されている。当研究室を含む最近

の研究において、ヒト ES細胞あるいはヒト iPS細胞は内胚葉、また内胚葉由来の組織細胞で

ある膵臓細胞、肝細胞、小腸細胞へと分化可能であることが明らかになった [14][15][16][17]。 

小腸細胞は自己再生能を有する組織であり、これは小腸幹細胞によってもたらされている

と考えられる。小腸幹細胞は陰窩に局在し、吸収細胞や杯細胞、小腸分泌細胞、パネート細

胞などの分泌細胞へと分化する (Figure 1-2) [18][19][20]。小腸幹細胞の増殖や分化は、Notch

シグナル [21] やWnt シグナルレセプターleucine-rich orphan G-protein-coupled receptor (LGR5) 

とそのリガンドである R-spondin1との結合によるWnt/β-カテニンシグナルによって制御され

ていると考えられる [22]。また、小腸幹細胞の培養法の研究も進められており、マウス Lgr5
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陽性幹細胞は、epidermal growth factor (EGF)、noggin [bone morphogenetic protein (BMP) 阻害

剤]、R-spondin1を添加した培地で、ラミニン及びコラーゲンが豊富に含まれるマトリゲルに

よる 3次元培養下、オルガノイドを形成し長期間培養可能であることが見出されている [19]。

また、ヒト小腸や結腸のオルガノイド培養には、Wnt3a、EGF、noggin、R-spondin1、nicotinamide、

A-83-01 [transforming growth factor β (TGF-β) type I 受容体様キナーゼ阻害剤] の添加が有用で

あることが報告されている [23]。 

小腸幹細胞の 3 次元オルガノイド培養法は、ヒト iPS 細胞から小腸細胞への分化誘導にも

応用されている。TGF-β ファミリーである activin A を用い、転写因子群である SOX ファミ

リーに属する SOX17 や転写因子群である FOX サブファミリーに属する FOXA2 を発現する

内胚葉への分化誘導 [24]、内胚葉の後方化をサポートすると報告されている fibroblast growth 

factor-4 (FGF4) [25] と Wnt3aを用いた内胚葉から caudal-related homeobox transcription factor 2 

(CDX2) を発現する中/後腸 (小腸前駆細胞) へと分化誘導させた後に、小腸幹細胞のオルガ

ノイド培養システムにより小腸オルガノイドへと成熟化することが報告されている (Figure 

1-3) [26]。しかし、3次元構造体である小腸オルガノイドを用いた化合物の吸収評価はできな

いことから、創薬に活用するためには、2次元培養下に落とし込む必要がある。 

 ヒト iPS 細胞から小腸細胞への分化誘導検討では、上述した 3 次元オルガノイド培養に加

えて、2 次元培養下でも検討されている (Figure 1-3)。当研究室ではこれまでに、2 次元培養

下において、マウス ES細胞、ヒト ES細胞あるいはヒト iPS細胞から小腸細胞への分化誘導

に成功している [16][17]。Glycogen synthase kinase (GSK)-3β 阻害剤 (Wnt/β-カテニンシグナル

を活性化) の 6-bromoindirubin-3’-oxime (BIO), γ-secretase 阻害剤 (notch シグナルを抑制) の 

(3,5-difluorophenylacetyl)-L-alanyl-L-2-phenylglycine tert-butyl ester (DAPT) は、内胚葉から

CDX2陽性の小腸前駆細胞へと分化誘導し、さらには、吸収細胞、杯細胞、分泌細胞、パネー

ト細胞といった小腸細胞へと成熟化することを見出している [16]。他の研究グループからは、

アデノウイルスベクターを用いた FOXA2, CDX2 の遺伝子導入 [27][28]、DNA メチル化阻害

剤 5-aza-29-deoxycytidine によるエピジェネティクスの調節により吸収細胞へと分化誘導する
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方法 [29][30] が報告されている (Figure 1-3)。しかし、作製した小腸細胞の機能的解析が不十

分であること、吸収性を評価できる方法まで確立されていないこと、分化効率が不明瞭であ

ること、2度の遺伝子導入が必要のため細胞の作製が煩雑であることなど、創薬に活用する上

で課題がある。 

本研究では、創薬で活用する上での課題を払拭した、ヒト iPS 細胞から小腸細胞への分化

誘導法の確立を目指し、検討を行った。 

 

 

 

Figure 1-1: 経口医薬品の体内動態 (模式図) 
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Figure 1-2: 小腸の絨毛及び陰窩の構造と幹細胞の局在とその維持 (模式図) 

 

 

Figure 1-3: 他の研究チームによるヒト iPS 細胞から小腸細胞への分化誘導法 (概要図) 
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第 2章                                                      

3次元培養法を用いたヒト iPS細胞由来小腸細胞の作製 

 

ヒト iPS 細胞から目的とする組織細胞へと分化誘導するには、2 次元培養下あるいは 3 次

元培養下で、必要な分化誘導シグナルを加える方法が有用と考えられる。本章では、まず小

腸幹細胞の 3 次元オルガノイド培養法を用いた、ヒト iPS 細胞から小腸オルガノイドへの分

化誘導法 [26] を参考に、ヒト iPS細胞 (TkDA3-4) から小腸オルガノイドの作製を検討した。

具体的には、Nodal シグナルの活性化による内胚葉への分化誘導、Wnt シグナル及び FGF シ

グナルの付加による中腸/後腸 (小腸前駆細胞) への分化誘導、マトリゲルを用いた 3 次元培

養下でWntシグナルの活性，BMPシグナルの抑制，EGFの添加による小腸細胞への成熟化を

それぞれ段階的に検討した (Figure 2-1)。 

2 次元培養と異なり、3 次元培養下では、オルガノイドとして目的の細胞が得られるため、

そのままの状態では詳細な解析が困難である [26]。加えて、in vitro 経口吸収性評価は、2 次

元培養で作製した単層膜を用いて行うため [3][4][5]、オルガノイドとして評価に用いること

は困難である。そこで、酵素的及び機械的な処理によって、オルガノイドを単分散する方法

を検討した。また、ヒト iPS 細胞由来小腸オルガノイドは小腸細胞以外の細胞が含まれてい

ることから [26]、単分散後の細胞を用いて、小腸細胞を純化する方法を検討した。 

医薬品の経口吸収性は、小腸に発現している薬物代謝酵素による代謝、並びにタイトジャ

ンクションによるバリア機能によって影響を受けると考えられる。3 次元培養下で作製した

ヒト iPS 細胞由来小腸細胞について、これらの機能は明らかになっていないことから、それ

ぞれの機能的解析を実施した。薬物代謝酵素については、ヒト小腸に主に発現が認められる

CYP3A及びCYP2J2酵素 [8][31] について、典型的な基質に対する代謝反応により評価した。

また、タイトジャンクションによるバリア機能については、その指標として広く用いられて

いる、trans-epithelial electrical resistance (TEER)、細胞間隙透過マーカーの inulin 及び lucifer 

yellow の膜透過性、並びにタイトジャンクション構成タンパクの Occludin 及び ZO-1 の発現
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を解析することで評価した。 

 

 

Figure 2-1: ヒト iPS 細胞から小腸細胞への分化誘導検討 (模式図) 

 

 

実験材料及び方法： 

ヒト iPS細胞の維持培養法 

ヒト iPS 細胞株は東京大学医科学研究所の大津先生から提供いただいた TkDA3–4 株 [32] 

を使用した。ヒト iPS 細胞は、マイトマイシン C で増殖化を抑制させたマウス胎児繊維芽細

胞 (mouse embryonic fibroblasts, MEFs) をフィーダー細胞として培養を行った。DMEM/F12培

地 (Sigma-Aldrich, Saint Louis) に 100 U/mL penicillin (Thermo Fisher Scientific, Waltham), 100 

μg/mL streptomycin (Thermo Fisher Scientific, Waltham), 2 mM L-glutamine (Thermo Fisher Scientific, 

Waltham), 0.55 mM 2-mercaptoethanol (Thermo Fisher Scientific, Waltham), 20% (v/v) Knockout 

Serum Replacement (Thermo Fisher Scientific, Waltham), 5 ng/mL recombinant human basic fibroblast 
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growth factor (ReproCELL, Yokohama) をサプリメントとして添加した培地を維持培地として

使用した。MEFs は妊娠後 13.5 日齢のマウス胎児から調製した。ヒト iPS 細胞の継代は、ま

ずMEFsを CTK dissociation solution (ReproCELL, Yokohama) を用いて酵素的に除去し、残っ

たヒト iPS 細胞コロニーをセルスクレイパーで剥がし、機械的に小さなクランプにした後、

約 1/3量を予め MEFs を播種した 100 mmディッシュ上に播種する方法で行った。 

 

ヒト iPS細胞から内胚葉への分化誘導法 

CTK dissociation solutionを用いてMEFsのみを酵素的に除去した後、accutase (Innovative Cell 

Technologies, San Diego) を用いてヒト iPS細胞コロニーを単分散させた。単分散したヒト iPS

細胞を hES-qualified Matrigel (Corning, Corning) でコーティングした 24 well plate に 3 × 105 

cells/cm2 の細胞数で播種した。なお播種には、上記ヒト iPS 細胞維持培地に 10 µM Y27632 

(Wako, Tokyo) を添加した培地を用いた。播種翌日に約 9 割コンフルエントになった段階で、

内胚葉への分化誘導を開始した。培地を吸引除去後、D-PBSで 2回洗浄した後に、RPMI 1640 

media (Thermo Fisher Scientific, Waltham) に 100 ng/mL recombinant human/mouse/rat Activin A 

(R&D Systems, Minneapolis), 100 U/mL penicillin, 100 μg/mL streptomycin, fetal bovine serum 

(Equitech-bio, Kerrville, 誘導開始から 1日目: 0%, 1日目から 2日目: 0.2%, 2 日目から 3日目: 

2%) をサプリメントとして添加した培地を用いて 3 日間毎日培養交換しながら培養し、ヒト

iPS細胞から内胚葉へと分化誘導した。 

 

内胚葉から中腸/後腸 (小腸前駆細胞) への分化誘導法 

内胚葉への分化誘導後 (day 3, D3)、培地を吸引除去し、D-PBSで 2回洗浄した。RPMI 1640 

media に 100 U/mL penicillin and 100 µg/mL streptomycin, 500 ng/mL recombinant human FGF4 

(R&D Systems, Minneapolis), and 500 ng/mL recombinant human Wnt3A (R&D Systems, 

Minneapolis) をサプリメントとして添加した培地を用いて 4 日間毎日培地交換しながら培養

し、内胚葉から小腸前駆細胞へと分化誘導した。 
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小腸前駆細胞から小腸オルガノイドへの分化誘導法 

小腸前駆細胞へと分化誘導後 (day 7, D7)、培地を吸引除去し、D-PBSで 2回洗浄した。接

着細胞及びスフェロイドをセルスクレイパーで剥がし、500 ng/mL recombinant human R-

Spondin1 (R&D Systems, Minneapolis), 100 ng/mL recombinant human Noggin (R&D Systems, 

Minneapolis), 100 ng/mL recombinant human EGF (R&D Systems, Minneapolis) をサプリメントと

して加えた matrigelに包埋後、24 well plate あるいは 100 mmディッシュ上に播種した。37°C

インキュベーター内に静置し、matrigel が固まった後に advanced DMEM/F12 (Thermo Fisher 

Scientific, Waltham) に 2 mM L-glutamine, 15 mM HEPES (Thermo Fisher Scientific, Waltham), 2% 

(v/v) B27 supplement (Thermo Fisher Scientific, Waltham), 100 U/mL penicillin, 100 µg/mL 

streptomycin, or 2.5 µg/mL amphotericin B (infrequent) (Sigma-Aldrich, Saint Louis), 10 µM Y27632 

(Wako, Tokyo, 播種後 3 日間のみ) をサプリメントとして添加した培地を用いて 28 日以上培

養し、小腸前駆細胞から小腸オルガノイドへと分化誘導した。なお、培地交換は 3-4日間隔で

行った。 

 

小腸オルガノイドから小腸細胞の純化法 

セルスクレイパーで小腸オルガノイドをディッシュから剥がした後、2 mM EDTA (Thermo 

Fisher Scientific, Waltham), 1 mM dithiothreitol (Sigma-Aldrich, Saint Louis) を加えた D-PBSで回

収し、氷冷下で 30分間静置した。小腸オルガノイドを 18Gの針に通し、機械的に細かく分散

させた。上清を吸引除去後、3U Dispase (Roche Applied Science, Penzberg), 1% fetal bovine serum, 

10 μM Y-27632 を加えた DMEM (Thermo Fisher Scientific, Waltham) を添加し、37 °Cで 20分間

静置した後、23 G の針に通し、さらに機械的に分散させた。その後、70 µm cell-strainer に通

し、単分散させた細胞を調製した。細胞に human Fc receptors blocking reagent (BioLegend, San 

Diego or Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach) を加えた MACS用バッファー (0.5% bovine serum 

albumin + 0.1 mM EDTA in D-PBS) を添加し、氷冷下で 15分間反応させた。上清を吸引除去

後、human EpCAM antibody-coated microbeads (Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach) を加えた
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MACS 用バッファーを添加し、氷冷下で 15 分間反応させた。上清を吸引除去後、magnetic-

activated cell sorting system (MACS) を行い、ヒト iPS細胞由来小腸細胞を純化した。 

 

ヒト iPS細胞由来小腸細胞の培養法 

ヒト iPS細胞由来小腸細胞は、iMatrix (laminin511-E8, Nippi, Tokyo) でコーティングしたプ

レートあるいは Transwell inserts (Corning, Corning) に 1–3 × 105 cells/cm2 の細胞数で播種した。

Advanced DMEM/F12 に 2 mM L-glutamine, 15 mM HEPES, 2% B27 supplement, 1% (v/v) N2 

supplement (Thermo Fisher Scientific, Waltham), 100 U/mL penicillin, 100 μg/mL streptomycin, 1 mM 

N-acetylcysteine (Sigma-Aldrich, Saint Louis), or 2.5 μg/mL amphotericin B (infrequent) (Sigma-

Aldrich, Saint Louis), 10 nM human gastrin Ι (Peptide Institute, Osaka), 500 nM A-83-01 (Tocris 

Bioscience, Minneapolis), 10 μM Y27632 (播種日のみ), 500 ng/mL recombinant human R-Spondin1, 

100 ng/mL recombinant human Noggin, 100 ng/mL recombinant human EGF をサプリメントとして

加えた培地を用いた (長期培養時も同様の培地を使用)。長期培養時は、5,000-10,000 cells の

ヒト iPS細胞由来小腸細胞を Matrigelに包埋し、24 wellプレートあるいは 100 mm ディッシュ

に播種した。Matrigelが固まった後、培地を添加し、3-4日間隔で培地を交換した。 

 

RT-PCR法 

トータル RNA は RNeasy Mini Kit (QIAGEN, Hilden) あるいは PureLink RNA Mini Kit 

(Thermo Fisher Scientific, Waltham) により採取した。ヒト成人小腸 cDNAは human adult small 

intestines pooled from five donors Clontech (Mountain View) を使用した。逆転写反応は SuperScript 

III First-strand Synthesis SuperMix (Thermo Fisher Scientific, Waltham)を用いて行った。Real-time 

polymerase chain reaction (PCR) は、Power SYBR Green PCR Mater Mix, Taqman Gene Expression 

Master Mix (Thermo Fisher Scientific, Waltham) あるいは One Step TB Green PrimeScript PLUS RT-

PCR Kit (TAKARA BIO, Shiga) を用い、Applied Biosystems StepOne Plus real-time PCR systems, 

the Applied Biosystems 7900HT Fast Real Time PCR System あるいは Applied Biosystems 7500 Real 
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Time PCR System により行った。mRNA 遺伝子発現量はハウスキーピング遺伝子

glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH) により補正した。プライマーは以下の遺伝

子配列のものを使用した (Table 2)。 

 

 
Table 2: プライマーの遺伝子配列 

 

免疫染色法 

細胞固定は、Mildform 10 N (Wako, Tokyo) を室温で 30分間あるいは methanol を氷冷下で

15 分間インキュベートすることで行った。固定完了後、D-PBS で 2-3 回洗浄した。固定した

細胞は免疫染色を行うまで 4°C で保存した。染色前には、10% normal donkey serum (Jackson 

ImmunoResearch, West Grove), 0.1% Triton X-100を添加した D-PBSを添加し室温で 45分間静

置することで、透過処理及びブロッキング処理を行った。1次抗体反応は一晩 4°Cで行い、2

次抗体反応は 1時間室温で行った。また小腸オルガイドの固定は、Mildform 10Nを 4°Cで一

晩インキュベートすることで行った。その後、10–30% sucrose solution で 4 °Cで一晩インキュ

ベートした後、OCT compound (Sakura Finetek, Tokyo) に包埋し液体窒素にて凍結ブロックを

作製した。凍結したブロックは凍結切片作製まで−80 °Cで保管した。凍結切片はクライオス

タットを用いて 10 µmの厚さで作製し、スライドグラスに張り付けた。切片を張り付けたス

ライドグラスは免疫染色に用いるまで-20°C以下で保管した。凍結切片の免疫染色反応は上述

した方法と同様に行ったが、染色箱内で行った。1 次抗体は、goat anti-SOX17, 1:50 (R&D 

Systems, Minneapolis); goat anti-FOXA2, 1:50 (R&D Systems, Minneapolis); mouse anti-CDX2, ready 
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to use (BioGenex, San Ramon); goat anti-VILLIN, 1:50 (Santa Cruz Biotechnology, Dallas); rabbit anti-

MUC2, 1:100 (Santa Cruz, Dallas); rabbit anti-Lysozyme, ready to use (Diagnostic BioSystems, 

Pleasanton); goat anti-EpCAM, 1:20 (R&D Systems, Minneapolis); mouse anti-vimentin, 1:50 (Santa 

Cruz, Dallas); mouse anti-occludin, 1:250 (Thermo Fisher Scientific, Waltham); mouse anti-ZO-1, 

1:100 (Thermo Fisher Scientific, Waltham); mouse anti-OCCLUDIN, 1:250 (Thermo Fisher Scientific, 

Waltham); goat anti-EphB2, 1:40 (R&D Systems, Minneapolis) を使用し、2 次抗体は、donkey anti-

goat-Alexa Fluor 488, 1:500 (Thermo Fisher Scientific, Waltham); donkey anti-rabbit-Alexa Fluor 488, 

1:500 (Thermo Fisher Scientific, Waltham); donkey anti-mouse-Alexa Fluor 488, 1:500 (Thermo Fisher 

Scientific, Waltham); donkey anti-mouse-Alexa Fluor 555, 1:500 (Thermo Fisher Scientific, Waltham) 

を用いた。細胞核の染色は Hoechst33342 (Thermo Fisher Scientific, Waltham) を用いた。染色後

の画像解析は蛍光顕微鏡 BZ-9000 microscope (Keyence, Osaka) を用いた。 

 

代謝反応評価 

シトクロム P450 (CYP) の活性評価のため、CYP3A 及び CYP2J2 の典型的基質である

terfenadine (Sigma-Aldrich, Saint Louis) あるいは CYP3Aの典型的基質である midazolam (Wako, 

Tokyo) を用いた。基質濃度は、terfenadine, midazolam 共に 1 µM，反応バッファーは Krebs-

Henseleit buffer (pH 7.4) を用い、代謝反応は 37°C、90 分間で行った。長期培養における CYP

活性評価においては、基質濃度は terfenadineが 1 μM, midazolam が 20 μM、反応バッファーは

Krebs-Henseleit buffer (pH 7.4) あるいは 2 mM L-glutamine を添加した Williams medium E 

(Thermo Fisher Scientific, Waltham) を用い、代謝反応は 37 °C、90分間あるいは 120分間で行っ

た。また midazolam を用いた評価では、典型的な CYP3A 阻害剤である 10 μM ketoconazole 

(Sigma-Aldrich, Saint Louis) を添加しての検討も行った。細胞数は 1-2 × 106 cells/mL、アセト

ニトリルを添加し反応をストップさせた。 

Terfenadine の代謝物として、hydroxyl-terfenadine (Sigma-Aldrich, Saint Louis), midazolam の代

謝物として hydroxyl-midazolam (1’-OH midazolam, Sigma-Aldrich, Saint Louis) を LC/MS/MS 
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system, Waters ACQUITY UPLC (Waters Corporation, Milford), Waters Quattro Ultima mass 

spectrometer (Waters Corporation, Milford),  Nexera UHPLC (Shimadzu, Kyoto), Triple Quad 6500 

Plus system (AB SCIEX, Tokyo), Triple Quad 6500 system (AB SCIEX, Tokyo) により定量した。

フラグメントイオンは multiple reaction monitoring mode によりモニターした。Hydroxyl-

terfenadine の precursor ion は 40 Vの cone voltage、product ion は 30eVの collision energyによ

り生成した (m/z 488.30 → 452.20)。Hydroxyl-midazolamの precursor ionは 40Vあるいは 130V

の cone voltage、product ion は 20 eVの collision energy (m/z 342.00 → 324.10) あるいは 37 eV

の collision energy により生成した (m/z 341.55 → 202.79)。分析カラムは 1.7 um ACQUITY 

UPLC BEH C18, 2.1 × 100 mm (Waters Corporation, Milford) と CAPCELL PAK ADME, 2.1 × 50 

mm (OSAKA SODA, Osaka) を使用した。移動相は 0.1% ギ酸水溶液 (mobile phase A) と アセ

トニトトリル (mobile phase B)を使用し、流速は 0.5 あるいは 0.75 mL/min にした。グラジエ

ント比率は 10-95-95-10-10 (% of B) / 0-1-1.2-1.21- 1.5 (min) あるいは 30-40-40-95-95-30 (% of 

B) / 0-0.4-0.9-0.91-1.1-1.11 あるいは 0-0.4-0.7-0.71-0.9-0.91 (min) とした。なお、検量線は細胞

を用いて調製した。 

 

膜電気抵抗値 (trans-epithelial electrical resistance, TEER) の測定法 

ヒト iPS 細胞由来小腸細胞の単層膜のタイトジャンクションによるバリア機能の指標とし

て、TEERを評価した。TEERは Millicell-ERS (Merck Millipore, Darmstadt)を用いて測定した。 

 

Lucifer yellow及び inulinの膜透過性評価 

ヒト iPS 細胞由来小腸細胞の単層膜のタイトジャンクションによるバリア機能の指標とし

て、低膜透過性かつ細胞間隙透過マーカーである水溶性蛍光化合物 lucifer yellow (Wako, 

Tokyo) あるいは高分子量の[14C]-inulin (American Radiolabeled Chemicals Inc., Saint Louis) の

apical 側 to basal 側への膜透過性を評価した。 [14C]-inulin (2 μCi/mL) or lucifer yellow (100 

μg/mL) の濃度で 37°C、120分間インキュベートした。培養液を除去後、細胞を transport medium 
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(Hank’s balanced salt solution, pH 7.4) で 2 回 wash した後に、250 µL の[14C]-Inulin or lucifer 

yellow溶液を apical 側に 900 or 700 μLの transport medium を basal 側に添加することで評価を

開始した。120分間インキュベート後、basal側からサンプリングし、サンプル中放射能は Tri-

Carb 3100 (PerkinElmer, Waltham)、サンプル中の蛍光強度 (励起波長: 428 nm, 蛍光波長: 536 

nm) は multi-plate reader EnSpire (PerkinElmer, Waltham) を用いて測定した。 

 

Apparent permeability coefficient (Papp)の算出 

Pappは以下の式により算出した。 

 

𝑃𝑎𝑝𝑝 =
𝑑𝑄

𝑑𝑡
×

1

𝐴 × 𝐶0
 

dQ/dt = the amount of the compound permeated per unit of time、A = the surface area of insert membrane 

(0.33 cm2)、C0 = the initial compound concentration in the donor chamber 

 

統計解析 

データは例数 3以上、平均値 ± 標準誤差で示した。統計的有意性は、対応のない Student’s 

T検定 (両側検定) あるいは Two-way ANOVA Tukey's 多重比較検定で行い、p値 <0.05 の時

に有意差があるとした。 
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2.1 ヒト iPS細胞から小腸オルガノイドへの分化誘導検討 

2.1.1 ヒト iPS細胞から内胚葉への分化誘導検討 

 

 

以下に示した分化誘導手順 (Figure 2-2-A) により、ヒト iPS細胞 (TkDA3-4) から内胚葉へ

の分化誘導を検討した。まず、CTK dissociation solutionを用いて MEFsを除去し、accutase に

より iPS 細胞コロニーを単分散させた後、マトリゲルでコーティングしたプレートに播種し

た。播種翌日に約 90%コンフルエントとなった状態で、内胚葉への分化誘導を促す Nodal シ

グナルの活性化作用が報告されている activin A [24] を加えた培地を用いて 3 日間分化させ

た。その結果、細胞が大きく TkDA3-4とは明らかに異なる細胞形態を示した (Figure 2-2-B)。

Day 3 (D3) の細胞の遺伝子発現解析の結果、内胚葉マーカーである SOX17, FOXA2 の遺伝子

発現量がヒト iPS細胞に比べて有意に高かった (Figure 2-2-C)。また免疫細胞染色の結果、ほ

ぼ全ての細胞が SOX17 及び FOXA2 陽性であった (Figure 2-2-D)。以上の結果から、TkDA3-

4は activin Aによって、高効率に内胚葉へ分化したと考えられた。 
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(A)                                (B) 

     

(C) 

  

(D) 

  

Figure 2-2: Derivation of hiPSCs into definitive endoderm. (A) the procedure for differentiating hiPSCs 

into definitive endoderm (DE). (B) Bright field image in differentiated cells at day 3. (C) Definitive 

endoderm marker (SOX17 and FOXA2) gene expressions in differentiated cells at day 3. Data are 

presented as means ± S.D. Fold changes versus that of hiPSCs are shown (hiPSCs: n = 8, differentiated 

cells: n = 7). *p < 0.01. (D) Immuno-staining images of SOX17 and FOXA2 in differentiated cells at 

day 3. 
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2.1.2 内胚葉から中腸/後腸 (小腸前駆細胞) への分化誘導検討 

 

 

次に、以下に示した分化誘導手順 (Figure 2-3-A) により、内胚葉 (D3) から中腸/後腸 (小

腸前駆細胞) への分化誘導を検討した。小腸前駆細胞への分化誘導因子として報告されてい

る Wnt3a 及び FGF4 [25][26] を添加した培地で 4日間分化させた結果、細胞凝集塊を伴う細

胞形態を示した (Figure 2-3-B)。D7 の細胞の遺伝子発現解析の結果、小腸前駆細胞マーカー

である CDX2の遺伝子発現量が D3 の内胚葉に比べて有意に増加した (Figure 2-3-C)。また免

疫細胞染色の結果、大部分の細胞が CDX2陽性の細胞であった (Figure 2-3-D)。以上の結果か

ら、内胚葉は Wnt3a 及び FGF4 によって高効率で小腸前駆細胞 (D7) へ分化したと考えられ

た。なお、分化後の細胞の形態から、Wnt3a は GSK-3β 阻害剤 (Wnt/β-カテニンシグナルを活

性化) の CHIR99021 (3 µM) [33] に代替が可能であること、また FGF4の添加は必須ではない

ことを示唆する結果を得ている。Wnt シグナル単独でも内胚葉は CDX2 陽性の細胞へと分化

すること [26]、線維芽細胞のコンディションドメディウムと Wnt3aによって内胚葉の後方化

が促進されることが報告されている [34] ことから、わずかに含まれると推察される中胚葉由

来の間質細胞 (Figure 2-5-A) が小腸前駆細胞への分化をサポートしている可能性が考えられ

る。 
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(A)                                        (B) 

    

 

(C)                                      (D) 

     

Figure 2-3: Derivation of definitive endoderm into mid/hindgut (intestinal progenitor cell). (A) The 

procedure for differentiating definitive endoderm into intestinal progenitor cell. (B) Bright field image 

in the differentiated cells at day 7. (C) Intestinal progenitor cell marker CDX2 gene expression in 

differentiated cells at day 7. Data are presented as means ± S.D. Fold changes versus that of day 3 

definitive endoderm are shown (definitive endoderm at day 3: n = 7, differentiated cells: n = 7). *p < 

0.01. (D) Immuno-staining image of CDX2 in the differentiated cells at day 7.  
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2.1.3 小腸前駆細胞から小腸オルガノイドへの成熟化検討 

 

 

続いて、以下に示した分化誘導手順 (Figure 2-4-A) により、小腸前駆細胞 (D7) から小腸オ

ルガノイドへの成熟化を検討した。小腸細胞の維持培養に有用な因子 [23]、また小腸前駆細

胞から小腸オルガノイドへの成熟化に有用な因子として報告されている [26]、R-spondin1, 

noggin, EGF を培地に添加し 28 日以上培養した結果、オルガノイド及びスフェア (以下オル

ガノイド) の細胞形態を示した (Figure 2-4-B)。D35-D46 の細胞の遺伝子発現解析の結果、吸

収細胞マーカーである Villin, 杯細胞マーカーである MUC2 (MUCIN), パネート細胞マーカー

である LYZ (Lysozyme) の遺伝子発現量がD3の内胚葉に比べて有意に増加した (Figure 2-4-C)。

また、オルガノイドの凍結切片を用いた免疫細胞染色の結果、オルガノイドを形成している

細胞において Villin 及び Lysozyme陽性の細胞が認められたことから、小腸オルガノイドへと

成熟化したと考えられた (Figure 2-4-D)。なお、培養後の細胞の形態から、R-spondin1 は R-

spondin1 強制発現細胞のコンディションドメディウム [33]，noggin は BMP シグナル阻害剤

の LDN193189 (100 nM) によって代替可能であることを示唆する結果を得ている。 
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(C) 

 

(D) 

 

Figure 2-4: Derivation of intestinal progenitor cell into intestinal organoids. (A) The procedure for 

differentiating intestinal progenitor cell into intestinal organoids. (B) Representative bright field image 

in the differentiated into intestinal organoids at day 20 and 46 are presented. (C) Enterocyte marker 

VILLIN (VIL1) gene, goblet cell marker MUCIN (MUC2) gene, Paneth cell marker lysozyme (LYZ) gene 

expressions in differentiated cells at day 35–46. Data are presented as means ± S.D. Fold changes versus 

that of day 3 definitive endoderm are shown (definitive endoderm at day 3: n = 7, differentiated cells: n 

= 19). (D) Immuno-staining images of VILLIN and LYZ in the differentiated into intestinal organoids 

are presented. Arrows depict the corresponding regions positively stained with anti-LYZ antibody in 

both regions. Statistical significance was determined by two-tailed unpaired Student’s t-test. 
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また、明視野細胞像から小腸オルガノイドには小腸細胞以外の細胞が含まれると考えられ

た (Figure 3-B)。ヒト iPS 細胞から小腸オルガノイドへの分化誘導を報告した論文 [26] にお

いて、間質細胞が含まれることが示されている。免疫細胞染色の結果、作製した小腸オルガ

ノイドには Vimentin 陽性の間質細胞が含まれていることが示された (Figure 2-5-A)。この結果

から、小腸オルガノイドを単分散した細胞には小腸細胞以外に間質細胞が含まれていること

から、この細胞を用いて作製した単層膜では、タイトジャンクションによるバリア機能が確

認できず、細胞膜透過性による医薬品のヒト経口吸収性を評価できない可能性が考えられた。 

そこで、小腸細胞が上皮細胞であることを利用して、上皮細胞特異的に発現している表面

抗原 CD326 (EpCAM) [35][36] を指標に、小腸細胞を純化できないかと考えた。免疫細胞染色

の結果、小腸オルガイドのみ EpCAM を発現していることが確認できたことから (Figure 

2-5-B)、次に小腸細胞の純化法の検討を行った。 

 

(A)                                         (B) 

 

Figure 2-5: (A) Immuno-staining images of a mesenchymal cell marker VIMENTIN in intestinal 

organoids at day 42. (B) The immuno-staining images of EpCAM in intestinal organoids at day 42 are 

shown.  
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2.1.4 小腸オルガノイドから小腸細胞の純化法の検討 

 

 

小腸オルガノイドから小腸細胞を純化するため、小腸オルガノイドを単分散させた後に上

皮細胞マーカーである EpCAM を指標とした磁気細胞分離 (MACS) を行った (Figure 2-6, 

2-7-A)。MACS による EpCAM 陽性上皮細胞の純化を確認するため、MACS 実施前のヘテロ

な細胞、MACS実施後カラムにトラップされた細胞 (EpCAM抗体に磁気ビーズが付いている

ため、抗体に認識された細胞は磁石部分のカラムにトラップされる)、MACS実施後カラムに

トラップされなかった細胞について、それぞれフローサイトメトリーを行った。その結果、

EpCAM 陽性細胞の割合はそれぞれ 59.6%, 94.8%, 3.6%であり (Figure 2-7-B)、MACSによって

EpCAM 陽性の上皮細胞を高純度でソーティングできることが示された。 

 

 

 

Figure 2-6: MACSによるセルソーティング(模式図) 
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(A) 

 

 

(B) 

 

Figure 2-7: Purification of hiPSC-derived intestinal epithelial cells (IECs) from intestinal organoids. (A) 

A schematic drawing of the assay procedure. (B) The proportion of EpCAM+ cells in pre-separation 

cells before MACS, positive fraction after MACS, and negative fraction after MACS are analyzed by 

flow cytometry, respectively.  

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

29 
 

続いて、MACSによってヒト iPS細胞由来小腸細胞 (hiPSC-IECs) が純化されたことを確認

するため、EpCAM 陽性上皮細胞を laminin511-E8 fragment (iMatrix) でコーティングしたプ

レート上に播種した後に、免疫細胞染色を行った (Figure 2-8-A)。その結果、ほぼ全ての細胞

が吸収細胞マーカーVillin 陽性であったことから、小腸オルガノイドからソーティングした上

皮細胞は小腸細胞であると考えられた。また、Lysozyme 陽性のパネート細胞、MUC2陽性の

杯細胞、Chromogranin A (CHGA) 陽性の分泌細胞、EphB2 陽性の transient amplifying (TA) 細

胞が含まれていることも明らかになった (Figure 2-8-B)。以上の結果から、EpCAM を指標と

したMACSにより、小腸オルガノイドから小腸細胞を高効率に純化できると考えられた。ま

た、小腸幹細胞マーカーLGR5 及び小腸幹細胞から少し分化した TA 細胞マーカーEPHB2 

(EphB2) の遺伝子発現量はヒト成人小腸と同等レベルであったことから、小腸幹細胞が含ま

れている可能性が考えられる (Figure 2-8-B, 2-8-C)。 
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(A) 

 

(B) 

 

 

(C) 

 

Figure 2-8: (A) A schematic drawing of the assay procedure. (B) Immuno-staining images of VILLIN, 

LYZ, MUC2, CHGA, and EphB2 in EpCAM+ cells seeded on iMatrix coating culture 96 well plates. 

(C) Intestinal stem cell marker (LGR5) and transient amplifying (TA) cell maker (EPHB2) gene 

expressions in EpCAM+ cells. Data are presented as means ± S.D. (n = 3). 
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2.2 ヒト iPS細胞由来小腸細胞の機能的解析 

2.2.1 ヒト iPS細胞由来小腸細胞の薬物代謝酵素活性評価 

 

 

小腸オルガノイドから純化したヒト iPS 細胞由来小腸細胞が、医薬品のヒト経口吸収性の

評価に有用であること見極めるため、ヒト小腸に主に発現している薬物代謝酵素 CYP3A 及

び CYP2J2 [8][31] の活性を評価した (Figure 2-9-A)。 

小腸オルガノイドを単分散後、MACS 実施前のヘテロな細胞、MACS で純化したヒト iPS

細胞由来小腸細胞 (hiPSC-IECs)、MACS 実施後に磁気カラムにトラップされなかった細胞、

それぞれの細胞に対して CYP3A 及び 2J2 活性を評価した。典型的 CYP3A 及び CYP2J2 基質

である telfenadine、典型的 CYP3A基質である midazolam を用い、代謝反応後のそれぞれの主

代謝物 hydroxyl-terfenadine, hydroxyl-midazolam (1’-OH midazolam) の生成から活性を評価し

た。その結果、両基質共に MACSカラムにトラップされなかった細胞ではほとんど代謝され

ず、MACS 前のヘテロな細胞に比べて、純化したヒト iPS 細胞由来小腸細胞において有意に

多くの代謝物が生成された (Figure 2-9-B)。また、midazolam に比べて terfenadine の方がより

多くの代謝物が生成されたが、terfenadine は CYP3A及び CYP2J2 により代謝されたためと考

えられる (Figure 2-9-B)。以上の結果から、ヒト iPS 細胞由来小腸細胞は CYP3A 及び 2J2 酵

素活性を有することが示された。 
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(A) 

 

(B) 

 

Figure 2-9: Functional characterization of hiPSC-IECs. (A) A schematic drawing of the assay procedure. 

(B) Drug metabolizing enzyme activity in pre-separation cells before MACS, hiPSCs-IECs and negative 

fraction after MACS. Data are presented as means ± S.D. (n = 3, respectively). *p < 0.05, **p < 0.01 

versus pre-separation cells before MACS. Data are presented as means ± S.D. (n = 3). Statistical 

significance was determined by two-way ANOVA Tukey’s multiple comparisons test. 
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2.2.2 ヒト iPS細胞由来小腸細胞のバリア機能評価 

 

 

小腸オルガノイドから純化したヒト iPS 細胞由来小腸細胞が医薬品のヒト経口吸収性の評

価に有用であることを見極めるため、薬物代謝酵素の活性評価に続き、ヒト iPS 細胞由来小

腸細胞 (hiPSC-IECs) の単層膜のタイトジャンクションによるバリア機能を評価した (Figure 

2-10-A, 2-11-A)。 

ヒト iPS細胞由来小腸細胞を 1 あるいは 3×105 cells/cm2の細胞数で Transwell上に播種後、

12 日間あるいは 13 日間培養し作製した単層膜の TEER は、それぞれ 419 Ω × cm2、342 Ω × 

cm2 と高値を示した (Figure 2-10-B, 2-11-B)。一方で、MACS実施前のヘテロな細胞、MACS

実施後カラムにトラップされなかった細胞を Transwell 上に播種後、13 日間培養し作製した

単層膜の TEERは、それぞれ 65.6 Ω × cm2、43.3 Ω × cm2であり、細胞を播種していない時の

TEER (37.5 Ω × cm2) とほぼ同様に低値であった (Figure 2-11-B)。 

次に、ヒト iPS細胞由来小腸細胞を Transwell上に播種後 D13 における単層膜を用いて、細

胞間隙透過マーカーinulin 及び lucifer yellowの apical to basal (吸収方向) の膜透過性を評価し

た。その結果、 inulin の膜透過係数 Papp は 0.138 × 10-6 cm/sec、 lucifer yellow の Papp は  

0.624 × 10-6 cm/sec とそれぞれ低い膜透過性 [3][4] を示した (Figure 2-10-C, 2-11-C)。一方で、

MACS実施前のヘテロな細胞、MACS実施後カラムにトラップされなかった細胞を Transwell

上に播種後 D13 における単層膜における lucifer yellow の Pappは、それぞれ 13.8 × 10-6 cm/sec, 

23.3 × 10-6 cm/sec であり、細胞を播種していない時 lucifer yellowの Papp (40.9 × 10-6 cm/sec) と

ほぼ同様に高い値膜透過性を示した (Figure 2-11-C)。また、ヒト iPS細胞由来小腸細胞につい

て免疫細胞染色を行った結果、その細胞膜にはタイトジャンクションを構成するタンパクで

ある Occludin 及び ZO-1 [37] を発現していることが示された (Figure 2-10-D, 2-11-D)。 

以上の結果から、ヒト iPS 細胞由来小腸細胞はタイトジャンクションを形成し、小腸に特

徴的なバリア機能を有することが示された。 
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(A) 

 

(B)                                   (C) 

    

(D)                                  (E) 

           

Figure 2-10: Functional characterization of hiPSC-IECs. (A) A schematic drawing of the assay 

procedure. (B) The TEER values in the hiPSC-IECs at each culture day after seeding on iMatrix-coating 

Transwell inserts. Data are presented as means ± S.D. (n = 4). *p < 0.01. (C) The apparent permeability 

coefficient (Papp) of paracellular marker inulin in hiPSC-IEC monolayer after seeding on iMatrix-coating 

Transwell inserts. Data are presented as means ± S.D. (n = 3). Permeation assay was conducted on day 

13 after seeding. (D) Immunostaining image of Occludin in hiPSC-IEC monolayer after seeding on 

iMatrix-coating culture plates at day 6. (E) Tight-junction maker (OCLN and ZO-1) gene expressions in 

hiPSC-IECs (n = 3). 



 

 

35 
 

(A) 

 

 

(B) 

 

 

(C) 

 

 

 

hiPSCs
Midgut/hindgut

cells

Intestinal

organoids

57 days, 3次元培養

dissociation

MACS (purification of hiPSC-IECs

→seeding on iMatrix coating plate or transwell

→TEER measurement, lucifer yellow permeability, 

Immuno-staining

0

100

200

300

400

500

600

0 2 4 6 8 10 12 14

T
E
E
R
 (
Ω
 

cm
2
)

culture period (day)

hiPSC-IECs
No cell (filter membrane)
EpCAM negative cells
Pre-separation cells

**

*



 

 

36 
 

(D)                                

  

Figure 2-11: Functional characterization of hiPSC-IECs. (A) A schematic drawing of the assay 

procedure. (B) TEER values in the filter membrane without cells, EpCAM negative cells (negative 

fraction after MACS), pre-separation cells, and hiPSC-IECs at each culture day after seeding on iMatrix 

coating Transwell inserts. Data are presented as means ± S.D. (n = 4). *p < 0.01 versus the pre-separation 

cells. (C) The apparent permeability coefficient (Papp) of a paracellular marker lucifer yellow in the filter 

membrane without cells, EpCAM negative cells, the pre-separation cells, and hiPSC-IECs at day 13 

post-seeding on iMatrix coating Transwell inserts. Data are presented as means ± S.D. (n = 4). *p < 0.01. 

(D) Immunostaining image of ZO-1 in hiPSC-IEC monolayer after seeding on a culture plate at day 4. 

Statistical significance was determined by two-way ANOVA Tukey’s multiple comparisons test.  

Figure 2-11 was using the hiPSC-IECs differentiated under a modified protocol, in which part of 

recombinant proteins (Wnt3a, noggin) are replaced with small molecular compounds (3 µM CHIR99021, 

100 nM LDN193189) and excluded (FGF4).  
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2.2.3 ヒト iPS細胞由来小腸細胞の長期培養の検討 

 

 

化合物のヒト経口吸収性評価の時期から逆算して、ヒト iPS 細胞から小腸細胞を準備する

ことは、使い勝手が悪い。そこで、ヒト iPS細胞由来小腸細胞の長期培養の検討を行った。 

培地には、ヒト小腸細胞や結腸細胞の培養に有用と報告されている因子 (N-acetylcysteine, 

human gastrin Ι, A-83-01, R-spondin1, noggin, EGF) [23] をサプリメントとして加えた培地を用

いた (Figure 2-12-A)。その結果、ヒト iPS 細胞由来小腸細胞をマトリゲルに包埋した 3 次元

培養により、8週間のオルガノイド培養が可能であった (Figure 2-12-B)。次に、8週間の培養

後、CYP3A 及び 2J2 酵素の典型的基質である terfenadine、CYP3A 酵素の典型的基質である

midazolam に対する代謝反応を評価した結果、それぞれの酸化代謝物 (hydroxyl-terfenadine, 

hydroxyl-midazolam) の生成が確認された (Figure 2-12-C, D)。Terfenadineは長期培養前とほぼ

同程度の代謝物量が確認され、midazolam は評価濃度を 20倍、また評価細胞数を 2倍に上げ

たことで長期培養前よりも代謝物の生成量は上がったものの、評価濃度及び細胞数で補正し

た場合では約半分の代謝物量であった (Figure 7-B, 10-C, D)。また、CYP3A選択的な阻害剤で

ある ketoconazole (10 µM) を加えた時の midazolam の代謝物量は control に比べて有意に低下

した (Figure 2-12-D)。 

続いて、8 週間培養後のヒト iPS 細胞由来小腸細胞について免疫細胞染色を行った結果、8

週間培養後においてもタイトジャンクション構成タンパク Occludin 及び ZO-1 の発現が確認

された (Figure 2-12-E)。 

以上の結果から、ヒト iPS 細胞由来小腸細胞は、小腸に特徴的な機能である薬物代謝活性

及びタイトジャンクションによるバリア機能が維持された状態で、8 週間の長期培養が可能

であることが示唆された。 
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(E) 

 

Figure 2-12: Development of long-term culture method of hiPSCs-IECs. (A) A schematic procedure 

for long-term culture of hiPSCs-IECs. (B) Bright field images of hiPSC-IECs on days 0, 4, 13 and 54 

after purification are shown. (C) Drug metabolizing enzyme activity for terfenadine in 8 weeks-

cultured iPSC-IECs. Data are presented as means ± S.D. (n = 3). (D) Drug metabolic activity for 

midazolam in 8 weeks-cultured iPSC-IECs. Data are presented as means ± S.D. (n = 3). *p < 0.01 

versus the reaction with 10 μM ketoconazole. (E) Immuno-staining images of Occludin and ZO-1 in 

8 weeks-cultured hiPSC-IEC monolayer after seeding on iMatrix coating culture plates. Statistical 

analysis was determined by two-tailed unpaired Student’s t-test. 
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2.3 小括 

 

本章では、まずヒト iPS 細胞として TkDA3-4 を用い、3 次元培養によるヒト iPS 細胞から

小腸オルガノイドへの分化誘導を検討した。多能性幹細胞から目的の組織細胞へと分化させ

る場合、生体における分化、例えば小腸細胞においては内部細胞塊から 3 胚葉の内の内胚葉

への分化、内胚葉の後方化を促し中腸/後腸 (小腸前駆細胞) への分化、小腸前駆細胞から小

腸細胞への成熟化といった過程が想定される [26]。TGF-βファミリーである activin AはNodal

シグナルを活性化し、多能性幹細胞から内胚葉への分化を促す作用が報告されていることか

ら [24]、ヒト iPS細胞を 100 ng/mLの activin Aを添加した培地で 3日間分化させた。その結

果、内胚葉マーカーSOX17 及び FOXA2 を発現する内胚葉への分化を確認した。次に、Wnt3a 

[26][34]、FGF4 [25][26] は内胚葉の後方化 (小腸前駆細胞への分化) を促す作用が報告されて

いることから、内胚葉を 500 ng/mL の Wnt3a と 500 ng/mL の FGF4 を添加した培地で 4 日間

分化させた。その結果、小腸前駆細胞マーカーCDX2 を発現する小腸前駆細胞への分化を確

認した。小腸幹細胞マーカーLGR5 のリガンドで小腸幹細胞の維持に重要な Wnt シグナルを

活性化する R-spondin1、小腸陰窩の維持に重要な BMPシグナル阻害作用を示す noggin、小腸

幹細胞の増殖に重要な EGF を添加した培地、並びに小腸基底膜に含まれるラミニン及びコ

ラーゲンが豊富なマトリゲルを用いた 3 次元培養法は、マウスやヒトの小腸幹細胞の培養 

[19][20][23] や CDX2陽性の小腸前駆細胞から小腸細胞への成熟化 [26] に有用であることが

報告されている。そこで、小腸前駆細胞をマトリゲルに包埋し、500 ng/mL の R-spondin1、100 

ng/mL の noggin、100 ng/mL の EGF を添加した培地で 28 日以上培養することで、吸収細胞 

(Villin)、杯細胞 (Mucin)、分泌細胞 (Chromogranin A)、パネート細胞 (Lysozyme)、分化が少し

進んだ TA 細胞 (EphB2) などの各種小腸細胞で構成される小腸オルガノイドへの成熟化を確

認した。 

作製したヒト iPS 細胞由来小腸オルガノイドについて、免疫細胞染色を行った結果、小腸

オルガノイドには Vimentin 陽性の間質細胞が多く含まれており、これは中胚葉由来の間質細

胞と推察された [26]。この間質細胞は、内胚葉の後方化及び小腸幹細胞の維持に重要と考え
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られる [26][34]。一方で、医薬品のヒト経口吸収性の評価において必須である、単層膜のタイ

トジャンクションによるバリア機能に対しては負の影響が考えられるため、次に、小腸オル

ガノイドから小腸細胞を純化する方法を検討した。小腸細胞は上皮細胞であることから、上

皮細胞特異的に発現する表面抗原 EpCAM (CD326) [35][36] を指標に、小腸オルガノイドを単

分散した細胞を用いてMACSを行った。その結果、MACS前は EpCAM陽性細胞の割合が約

60%であったのに対し、MACS によって回収した細胞では EpCAM 陽性細胞の割合が約 95%

と大きく向上した。この結果から、MACSにより高効率に EpCAM 陽性の上皮細胞をソーティ

ングできることが分かった。また、純化した EpCAM 陽性の上皮細胞について免疫細胞染色

を行った結果、大部分が Villin 陽性の吸収細胞であったことから、ヒト iPS細胞由来小腸オル

ガノイドから小腸細胞を高効率に純化できることが分かった。MACS 前の小腸細胞と間質細

胞が含まれるヘテロな細胞で作製した単層膜では、細胞が播種されていない時と同様に、

TEERが低く、lucifer yellow の透過性が高かったことから、ヒト iPS細胞由来小腸オルガノイ

ドを用いてヒト経口吸収性の in vitro 評価モデルを作製するには、小腸細胞を純化する必要が

あると考えられた。 

 医薬品のヒト経口吸収性を評価する上で、小腸からの吸収性を制御している、薬物代謝活

性並びにタイトジャンクションによるバリア機能を有していることは重要である。そこで、

ヒト iPS 細胞由来小腸細胞におけるこれらの機能を評価した。ヒト小腸における主な薬物代

謝酵素である CYP3A 及び CYP2J2 酵素の基質薬物である terfenadine、CYP3A の基質薬物で

ある midazolam に対する代謝反応を評価した結果、それぞれの酸化代謝物の生成が確認され

たことから、ヒト iPS細胞由来小腸細胞は CYP3A及び CYP2J2 酵素活性を有していると考え

られた。また、ヒト iPS細胞由来小腸細胞を Transwell に播種し作製した単層膜を用いて、タ

イトジャンクションの指標として広く用いられている TEER、細胞間隙マーカーinulin 及び

lucifer yellowの膜透過性、タイトジャンクション構成タンパク質である Occludin及び ZO-1 の

発現を評価した。その結果、Transwell 播種後 D12-D13 における TEERは約 400 Ω × cm2 と高

い TEER を示した。また、Transwell 播種後 D13 における Inulin、lucifer yellow の膜透過係数
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Papp はそれぞれ 0.138 × 10-6 cm/sec、0.624 × 10-6 cm/sec と低い膜透過性を示した [3][4]。さら

に、細胞膜において Occludin 及び ZO-1 の発現が確認されたことから、ヒト iPS 細胞由来小

腸細胞はタイトジャンクションを形成し、小腸に特徴的なバリア機能を有していると考えら

れた。 

以上の結果から、3次元培養によって分化誘導し、作製したヒト iPS細胞由来小腸細胞は医

薬品のヒトにおける経口吸収性を評価するための新規 in vitro小腸モデルとして有用と考えら

れる。なお、経口吸収性を制御する機能として、薬物の経細胞輸送に関与する薬物トランス

ポーター (P-gp, BCRP, PEPT1) 活性も挙げられるが [38]、他の研究において、本細胞はこれ

ら薬物トランスポーターによる輸送活性を有していることを確認している [39]。 

 創薬への活用を想定した場合、ヒト経口吸収性評価の時期から逆算して、ヒト iPS 細胞か

ら小腸細胞を準備することは、使い勝手が悪い。長期間培養が可能であれば、評価時期とず

らした細胞の調製が可能となる。また、培養可能であれば得られる細胞数が増え、評価薬物

数を増やせる可能性もある。そこで本章の最後に、ヒト iPS 細胞由来小腸細胞の長期培養の

検討を行った。ヒト小腸及び結腸細胞の培養に有用と報告されているサプリメント  (N-

acetylcysteine, human gastrin Ι, A-83-01, R-spondin1, noggin, EGF) 並びにマトリゲルによる 3次

元培養 [20][23] を用いて長期培養を検討した結果、8 週間のオルガノイド培養が可能である

ことを確認した。また、terfenadine及び midazolam に対する代謝反応を評価した結果、8週間

培養後においても長期培養前と同程度の CYP3A及び CYP2J2 活性があると考えられた。さら

に、8 週間培養後の小腸細胞の細胞膜においてもタイトジャンクション構成タンパクの

Occludin 及び ZO-1の発現を確認した。以上の結果から、ヒト iPS細胞由来小腸細胞は長期間

の培養が可能であることが示唆された。 
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第 3章                           

2次元培養法を用いたヒト iPS細胞由来小腸細胞の作製 

 

第 2章において、3 次元培養法を用いた分化誘導により、ヒト iPS細胞 (TkDA3-4) から小

腸オルガノイドへの分化を確認できた。また、小腸オルガノイドから純化したヒト iPS 細胞

由来小腸細胞の機能解析を行った結果、小腸に主な薬物代謝酵素である CYP3A及び CYP2J2

酵素の活性を有し、本小腸細胞の単層膜はタイトジャンクションによるバリア機能を有する

ことが確認できたことから、医薬品のヒト経口吸収性を評価する in vitro小腸モデルとして有

用と考えられた。しかし一方で、高価なサプリメントを長期間使用すること、3次元培養を行

うために培養操作が煩雑であること、分化誘導期間が 35日以上かつ膜透過性評価までおよそ

10 日間要することなど、創薬への活用を考慮した場合に、改善が期待される点も見受けられ

る。また、他の研究グループから報告されている 2 次元培養での分化誘導法においては、機

能的解析が不十分であること、分化効率が不明瞭であること、2度の遺伝子導入を行うことか

ら分化誘導操作が煩雑なことなど、創薬に活用する上で課題があると考えられる。 

当研究グループではこれまでに、ヒト iPS 細胞の維持培地からメチオニンを一過性に除去

することで分化誘導効率を向上できること [40]、M15 フィーダー細胞を用いることで内胚葉

への分化効率を向上できること [41]、BIO (Wntシグナルの活性化) と DAPT (notch シグナル

の抑制) による内胚葉から小腸前駆細胞への分化誘導並びに小腸細胞への成熟化効果 

[16][17]、Collagen Vitrigel Membrane (CVM) による前駆細胞の成熟化をサポートする効果 [15] 

を見出している。そこで、これら知見を活用し、創薬で活用する上での課題を解決しうる、

短い分化誘導期間、並びに簡便な培養操作でのヒト iPS 細胞由来小腸細胞への分化誘導法の

確立を目指し、検討を行った。 
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実験材料及び方法 

試薬 

Elacridar, verapamil, midazolamはWako Pure Chemical (Tokyo, Japan)、[3H]-digoxin, [3H]-prazosin, 

[3H]-propranolol, [3H]-mannitol は PerkinElmer Life Sciences (Boston, MA, USA)、 Digoxin, 

testosterone, ketoconazole, 6β-hydroxytestosterone, diclofenac, ranitidine, famotidine, sulpiride, 

nadolol, and sulfasalazine は Sigma-Aldrich (St. louis, MO, USA) 、 antipyrine, metoprolol, 

hydrochlorothiazide,  fexofenadine はWako Pure Chemical、Atenolol は LKT Laboratories (St. Paul, 

MN, USA)、acyclovir は Tokyo Chemical Industry (Tokyo, Japan) から購入し、使用した。 

 

Human iPS cell lines 

ヒト iPS細胞株は、ChiPS18 cells [42] (Takara Bio, Kusatsu, Japan), RPChiPS771 cells (ReproCell, 

Yokohama, Japan) を使用した。維持培地には AK02N StemFit media (Ajinomoto, Tokyo, Japan) 

を用い、Synthemax II (Corning, Corning, NY, USA) でコーティングしたディッシュ上に播種し

た。メチオニンを一過性に除去する場合は、Methionine-deprived KA01 培地 (Ajinomoto) を用

いた。 

 

ヒト iPS細胞から小腸細胞への分化誘導法 

予め 100 mmディッシュに mitomycin処置したM15フィーダー細胞を 5 × 106 cells/dishの細

胞数で播種しておき、その上にヒト iPS細胞を 5 × 105 cells/dishの細胞数で播種した。その後、

M1 培地  [DMEM (ThermoFisher, Waltham, MA, USA, 11995-073), 4,500 mg/L glucose, Non-

essential amino acids (NEAA; ThermoFisher, 11140050), L-glutamine (Gln; Nacalai Tesque, Kyoto, 

Japan, 16948-04), penicillin-streptomycin (PS; Nacalai Tesque, 26252-94), 0.1 mM β-mercaptoethanol 

(β-ME, Sigma-Aldrich), serum-free B27 supplement (ThermoFisher, 17504044), 100 ng/mL 

recombinant human activin A (Cell Guidance Systems, Cambridge, UK, GFH6) with 3 µM CHIR99021 

(Wako) for 1 day, without CHIR99021 for another 2 days] を用いて 3日間培養 (day 3, D3) するこ
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とで、内胚葉へと分化誘導を行った。内胚葉を単分散後、プレートに播種して引き続き分化

誘導を継続、あるいは 2.0×106 cells/mlの細胞濃度で Bambanker hRM (NIPPON Genetics, Tokyo, 

Japan, CS-07-001) あるいは STEM-CELLBANKER (Takara Bio, Kusatsu, Japan, CB045) を用いて

液体窒素下で凍結保存した。 

続いて、内胚葉を 24 well CVM inserts (ad-MED VitrigelTM2, Kanto Chemical Co., Inc.) 上に 8 × 

104 cells/well の細胞数で播種し、M2 培地 [DMEM (ThermoFisher, 11885-084, low glucose), 

supplemented with NEAA, L-Gln, PS, β-ME, 2000 mg/L D-Glucose, 10% KnockOut™ Serum 

Replacement (KSR; ThermoFisher, 10828028), 5 µM 6-Bromoindirubin-3'-oxime (BIO; WAKO, 029-

16241), 10 µM 3,5-difluorophenylacetyl)-L-alanyl-L-2-phenylglycine tert-butyl ester (DAPT; WAKO, 

049-33583)] で 12 日間培養 (D4-D15) することで小腸前駆細胞へと分化誘導を行った。その

後、M3-0培地 [Cellartis® Hepatocyte Maintenance Medium (Takara Bio, Y30051)]、又はM3-1 培

地 [William's E medium (ThermoFisher, A1217601) supplemented with L-Glu, HCM SingleQuots 

(without GA1000 and human Epithelial growth factor (EGF) (Lonza, Basel, Switzerland, CC-4182), PS 

(Nacalai tesque), 10 ng/ml recombinant human Hepatocyte growth factor (HGF; PeproTech, Rocky hill, 

NJ, USA, 100-39), 0.1 μM Dexamethasone (Sigma-Aldrich, D8893), 1.4 μM BIO and 1 μM 1α,25- 

dihydroxy vitamin D3 (calcitriol, 活性型 VD3; Wako, 034-24921)]、あるいはM3-2培地 [M3-1培

地から HGFを除き、0.5% dimethyl sulfoxide (DMSO; Sigma-Aldrich, D2650) を添加] を用いて

培養することで、小腸細胞への成熟化を行った。 

また別の方法として、内胚葉を iMatrix-551 silk (Matrixome, Osaka, Japan, 892-021) で 0.25 

µg/cm2 の濃度でコーティングした 100 mm ディッシュ上に 4 × 106 cells/dish の細胞数で播種

し、M2 培地を用いて 7 日間培養 (D4-D10) することで小腸前駆細胞への分化誘導を行った。

その後、小腸前駆細胞をカルチャープレートに播種して引き続き分化誘導を継続、あるいは

Bambanker hRM 又は STEM-CELLBANKERを用いて液体窒素下で凍結保存した。 

続いて、小腸前駆細胞を 24 well CVM insertsに 1.6 × 105 cells/well の細胞数で播種し、M2培

地 (播種後 2日間は 10 µM Y-27632 を添加) を用いて 5日間 (D11-D15)、以後はM3-1培地あ
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るいはM3-2培地を用いて培養することで、小腸細胞への成熟化を行った。なお、insert chamber 

(apical 側) には 200 μL、lower chamber (basolateral 側) には 500 μLの培地を添加し、2日間間

隔で培地を交換した。 

 

Caco-2細胞の培養法 

Caco-2 細胞は DMEM medium (low glucose) に 10% FBS をサプリメントとして加えた培地

を用いて培養した。単層膜のタイトジャンクションによるバリア機能を評価する際は、Caco-

2細胞を 24 well CVM inserts に 5.0 × 104 cells/well の細胞数で播種した。およそ播種 7日目に

は単層膜を形成した。  

 

免疫細胞染色操作 

4% paraformaldehyde (Nacalai Tesque) in PBS で細胞固定後、0.1% Triton X-100 (Nacalai Tesque)

で透過処理を行った。抗体は以下のものを使用した：anti-CDX2 (1:100, BioGenex, San Ramon, 

CA, MU392A-UC), anti-VILLIN (1:100, BD Transduction Laboratories, San Diego, 610359), Alexa 

568-conjugated, and Alexa 488-conjugated antibodies (1:1000, ThermoFisher)。 

 

Real-time PCR 

RNAは RNeasy micro-kitあるいは QIAzol (Qiagen, Hilden, Germany) を用いて抽出し、その

後 DNase (Qiagen) 処理を行った。逆転写反応は、PrimeScript™ RT Master Mix (Takara Bio) を

用いて行った。Real-time PCRは、TaqMan Primers and Probe あるいは SYBR Green を用いて、

StepOne Plus (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) により行った。β-ACTIN あるいは

GAPDHを内部標準とした。mRNA遺伝子発現量は、ヒト成人小腸 (ASI; ASI=1) に対する fold-

change で表記し、ヒト小腸 RNA は正常ヒト成人小腸 [Takara Bio, 63653, Lot No. 1012049A 

(Figure 3-1, 3-3-B-i), Lot. No. 1901903A (Figure 3-3-B-ii), 4, pooled from 5 male/female Caucasians 

ages ranged from 20 to 61]。なお、両ロットで遺伝子発現量に有意な差はないことを確認して
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いる。プライマーは以下の遺伝子配列及び IDのものを使用した (Table 3-1)。 

 

 
Table 3-1: プライマーの遺伝子配列及び Taqman primers and Probe ID 

 

TEER測定 

TEERはMillicell ERS-2 (Epithelial Volt-Ohm Meter, Millipore) を用いて測定した。 
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薬物トランスポーターによる輸送評価及び CYP3A活性評価 (Figure 3-2) 

P-gp及び BCRPによる輸送活性の評価については、Basal-to-Apical (B to A, 排泄方向) 及び

Apical-to-Basal (A to B, 吸収方向) 方向の膜透過性を評価することで行った。典型的 P-gp 基質

の[3H]-digoxin (0.1 µCi/3mL; 比放射能 26.3Ci/mmol) を用い、典型的 P-gp 阻害薬の verapamil 

(100 µM) の存在下及び非存在下での膜透過性を評価した。BCRP/P-gp活性の評価では、典型

的 BCRP/P-gp 基質の[3H]-prazosin (0.1 µCi/3mL; 比放射能 85.3Ci/mmol) を用い、典型的

BCRP/P-gp 阻害剤の elacridar (20 µM) の存在下及び非存在下での膜透過性を評価した。経細

胞透過性は、高膜透過性薬物の[3H]-propranolol (0.1 µCi/3mL; 比放射能 25.0Ci/mmol)、細胞間

隙の透過性は、水溶性低膜透過性化合物の[3H]-mannitol (0.1 µCi/3mL; 比放射能 24.7Ci/mmol) 

をそれぞれ用いて評価した。培地を吸引除去後、transport buffer (TB; 118 mM NaCl, 23.8 mM 

NaHCO3, 4.8 mM KCl, 1.0 mM KH2PO4, 1.2 mM MgSO4, 12.5 mM HEPES, 5 mM glucose and 1.5 

mM CaCl2, pH7.4) を添加し、37°Cで 10分間プレインキュベーションを行った。各種評価化

合物を加えた TB を添加することで、反応を開始した。Apical 側 (insert) には 200 µL、basal

側には 500 µL 添加した。反応時間は 30-120 分間、基質添加側とは逆側から所定の時間にサ

ンプリングし、その後サンプリングした量と等量の TBを添加した。すなわち、A to B方向の

膜透過性評価では、basal 側から 100 µL、B to A方向の膜透過性評価では、apical 側から 50 µL

サンプリングした。サンプリングした試料には CLEAR-SOL I (Nacalai Tesque) を添加し、液

体シンチレーションカウンタ (PerkinElmer) により放射能を測定した。また同様の操作によ

り CYP3A 代謝活性評価を行い、典型的 CYP3A 基質の midazolam (10 µM) と 37°C で 2 時間

反応させた後に、主代謝物である 1’-OH midazolam を LC-MS/MS (Shimadzu Prominence Ultra-

Fast Liquid Chromatography/ABSciex QTRAP 5500) を用いて定量した。 

 

アルカリフォスファターゼ (Alkaline phosphatase, ALP) 活性評価 

細胞を固定後、StemTAG Alkaline phosphatase staining and activity assay kit (Cell Biolabs, Inc, 

San Diego, CA, USA) を用いて ALP染色を行った。 
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薬物の膜透過性評価 

Transport bufferは Hanks' Balanced Salt Solutions (HBSS, ThermoFisher, 4025092) に 5% FBS を

添加したものを用いた。各薬物 (2 あるいは 5 µM) を加えた TB を添加することで反応を開

始した。膜透過性は 37°Cで 2 時間インキュベートすることで評価した。 

試料中化合物濃度は LC-MS/MS system: Nexera UHPLC (Shimadzu, Kyoto, LC instrument 1) and 

a Triple Quad 6500 Plus system (AB SCIEX, Tokyo, MS instrument 1) により測定した。HPLCカ

ラムは CAPCELL PAK ADME (2.1 mm I.D. × 50 mm, 3 mm, OSAKA SODA, Osaka, column 1) を

使用した。各化合物の LC-MS/MS による測定は以下の条件で実施し (Table 3-2)、イオンは

multiple reaction monitoring modes によりモニターした。 

 

 
Table 3-2: LC-MS/MS 測定の条件 
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Apparent permeability coefficient (Papp)の算出 

膜透過係数 Pappは以下の式により算出した。 

 

𝑃𝑎𝑝𝑝 =
𝑑𝑄

𝑑𝑡
×

1

𝐴 × 𝐶0
 

dQ/dt = the amount of the compound permeated per unit of time、A = the surface area of insert membrane 

(0.33 cm2)、C0 = the initial compound concentration in the donor chamber 

 

Papp とヒト小腸吸収率 Faとの相関性解析 

Papp とヒト小腸における吸収率 (fraction absorbed, Fa, %) の相関性は以下の式 [43] により

解析した。フィッティングは Phoenix WinNonlin (Ver. 8.1, Certara, L.P.) を用いた非線形最小二

乗法により行った。 

Fa = 100 × (1 − 𝑒𝑥𝑝(−𝛼 × 𝑃𝑎𝑝𝑝)) 

α: the scaling factor 

 

CYP3A代謝活性評価 (Figure 3-4) 

培地を吸引除去後、典型的 CYP3A基質の midazolam (20 µM) あるいは testosterone (50 µM) 

を添加したTBを添加することで反応を開始した。阻害剤を入れる際は、TB中に典型的CYP3A

阻害薬の ketoconazole (Sigma-Aldrich)を 0.5 あるいは 5 µM の濃度となるように添加した。

Apical には 200 µL、basalには 500 µL添加した。37°Cで 30-120 分間インキュベート後、apical, 

basal 両側からサンプリングし、LC-MS/MS による分析まで-80°C で保管し、試料中の 1’-OH 

midazolam あるいは 6β-OH testosterone を測定した。細胞のタンパク定量は、Pierce BCA protein 

assay kit (ThermoFisher) を用い、代謝クリアランスはタンパク量当たりで算出した。なお、反

応時間 30分で代謝反応がおよそ飽和していると考えられたため、代謝クリアランス算出時の

代謝速度は反応時間 30分値を用いて算出した。 
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蛍光化合物 Rhodamine 123の膜透過性評価 

Rhodamine 123 (10 µM; Dojindo, Kumamoto, Japan, R233) を P-gp基質プローブとして使用し、

P-gp 輸送活性を評価した。Rhodamine 123 の濃度は Luminometer (GloMax Microplate 

Luminometer, Promega) により測定した。Flux ratio は以下の式で算出した。 

 

Flux ratio =
𝑃𝑎𝑝𝑝,   𝐵 𝑡𝑜𝐴

𝑃𝑎𝑝𝑝,   𝐴 𝑡𝑜 𝐵
 

統計解析 

結果は平均値 ± 標準誤差で示した。有意差検定は Student’s t-tests あるいは ANOVA multiple 

comparisons tests によって行った。解析の結果、P 値が<0.05, <0.01, <0.001 となった場合に有

意差ありと判定した。 
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3.1 コラーゲンビトリゲル膜を用いた小腸細胞への成熟化検討 

 

当研究室で積み上げてきた知見を組み合わせることで、ヒト iPS 細胞から小腸細胞へのよ

り簡便な分化誘導法の検討を行った。具体的には、以下①～④の知見を用いた。①マウス中

腎細胞である M15 フィーダー細胞は多能性幹細胞から内胚葉への分化をサポートする [41]、

②iPS 細胞維持培地から一過性にメチオニンを除去することで内胚葉への分化を促進 [40]、

③Wnt シグナルを活性化する BIO と notch シグナルを抑制する DAPT による内胚葉から小腸

前駆細胞への分化誘導並びに小腸細胞への成熟化 [16][17]、④高密度のコラーゲンで形成さ

れ生体内の結合組織に近い構造を有する培養基材である Collagen vitrigel membrane (CVM) に

よる前駆細胞の成熟化を促進 [15] (Figure 3-1-A)。 

M15 フィーダー細胞、メチオニン除去培地及び activin Aを用いて分化させた内胚葉 (day 3, 

D3) を CVM 上に単分散播種後、BIO と DAPT を添加した M2 培地 (D4-D15) を用いて培養

した結果、D10 においてほぼすべての細胞が CDX2 を発現し、小腸前駆細胞への分化を確認

した (Figure 3-1-B)。D16 より M3-0 培地を用いて培養した結果、D30 において、小腸微絨毛

に発現する Villinが apical 側に高発現していることを確認した (Figure 3-1-C)。 

次に、培養日数毎に小腸マーカー、薬物トランスポーター、薬物代謝酵素それぞれの遺伝

子発現量解析をすることで、小腸前駆細胞から小腸細胞への成熟化の時期を見極める検討を

行った。小腸幹細胞マーカーLGR5 は D5 まで一過性に増加した後に減少した一方で、小腸

マーカーCDX2, Villin はそれぞれ D10, D21 において最大となった後も維持した。薬物トラン

スポーターATP-binding cassette family G member 2 (ABCG2, BCRP)、ATP-binding cassette family 

B member 1 (ABCB1, MDR1, P-gp)、solute carrier family 15 member 1 (SLC15A1, PEPT1) は D21

で最大となった後も維持した。薬物代謝酵素 CYP2C9, CYP2C19 は D21で最大となり、CYP3A4

は D30において最大となった後、それぞれ維持した (Figure 3-1-D)。また、小腸マーカー、薬

物トランスポーター、薬物代謝酵素それぞれの遺伝子発現量は、ヒト成人小腸に類似してい

た。以上の結果より、D21 にはヒト小腸に類似した小腸細胞へと成熟化したと考えられ、短

い分化期間、また CVM insert 上で誘導していることから再播種なしで小腸吸収性を評価する
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ことができる、簡便な分化誘導法を開発できたと結論付けた。 

続いて、本誘導法が他のヒト iPS細胞株 (ChiPS18 株) に応用可能であるかを評価した。具

体的には、RPChiPSS771 株及び ChiPS18 株を用いて 21 日間分化誘導して作製した小腸細胞、

培養 14 日目の Caco-2 細胞における遺伝子発現量を比較した。RPChiPSS771 株及び ChiPS18

株由来小腸細胞における小腸マーカー、薬物トランスポーター、薬物代謝酵素の遺伝子発現

量はヒト成人小腸に類似していたことから、本誘導法は他のヒト iPS 細胞株にも応用可能で

あると考えられた。一方で、ChiPS18 株由来小腸細胞に比べて、RPChiPS771 株由来小腸細胞

の方がヒト成人小腸の遺伝子発現量に類似していたことから、ヒト成人小腸には RPChiPS771

株由来小腸細胞がより類似している可能性が考えられた。また、薬物トランスポーター (P-gp, 

BCRP, PEPT1) 及び CYP3A4 の遺伝子発現量が Caco-2 細胞よりもヒト iPS 細胞由来小腸細胞

の方が高いことを確認した (Figure 3-1-E)。 

 

(A) 

 

(B)                                 (C) 
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(D) 
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(E) 

 

Figure 3-1. Collagen vitrigel membrane supports the differentiation of human iPSCs into intestinal cells 

expressing transporters and CYP enzymes. 

(A) A schematic drawing of the differentiation procedure of hiPSCs to derive intestinal differentiation. 

(B, C) Expression of an intestinal marker CDX2 (green) on day 10, an enterocyte marker VILLIN (red) 

expression is observed to localize in the apical side on day 30. I (green line) and II (red line) depict the 

cross-section along which the Z-stacks are compiled and showed in the box areas (C). (D) 

Time-dependent expressions of CDX2, VILLIN, LGR5 (an intestinal stem cell marker), ABCB1 

(transporter), ABCG2 (transporter), SLC15A1 (transporter), CYP2C9 (enzyme), CYP2C19 (enzyme), 
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and CYP3A4 (enzyme). (E) hiPSC-derived enterocyte-like cells expressed higher levels of CDX2, 

VILLIN, ABCB1, ABCG2, SLC15A1, CYP3A4 but lower levels of LGR5 compared to that of the Caco-2 

cells. Data are expressed as the mean ± S.D. (n=3; n, number of independent experiments). Relative 

values versus those of the adult intestine are shown. Differences between enterocyte-like cells derived 

from RPChiPS771 and ChiPS18 were analyzed by two-way ANOVA Tukey’s multiple comparisons test, 

significances are shown as *P < 0.05 or **P < 0.01. 
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3.2 ヒト iPS細胞由来小腸細胞の機能的解析 

 

第 1項において、排泄型薬物トランスポーターP-gp, BCRPについて、ヒト成人小腸に類似

の遺伝子発現量を確認したことから (Figure 3-1-E)、ヒト iPS細胞由来小腸細胞における P-gp, 

BCRPの輸送活性を評価した (Figure 3-2-A)。 

典型的 P-gp基質である[3H]-digoxinにおいて、basal-to-apical (B to A) の排泄方向への膜透過

性 Pappが apical-to basal (A to B) の吸収方向への Pappに比べて高く、digoxin の方向性輸送、す

なわち P-gp による排泄方向への輸送が確認できた (Figure 3-2-B)。また、P-gp の典型的阻害

剤である 100 µM verapamil 存在下において、B to A方向の Pappと A to B方向の Papp が同程度

であり、digoxinの方向性輸送の消失、すなわち阻害剤により P-gpによる輸送の減少が確認で

きた (Figure 3-2-B)。 

典型的 BCRP/P-gp基質である[3H]-prazosin において、B to A方向への Papp が A to B方向の

Pappに比べて高く、prazosin の方向性輸送、すなわち BCRP/P-gpによる排泄方向への輸送が確

認された (Figure 3-2-C)。また、BCRP/P-gpの典型的阻害剤である 20 µM elacridar 存在下にお

いて、B to A方向への Pappが減少した一方で、A to B方向への Pappは増加したことから、阻害

剤により BCRP/P-gpによる輸送の減少が確認できた。 

以上の結果から、ヒト iPS細胞由来小腸細胞は P-gp 及び BCRPによる排泄方向への薬物輸

送活性を有することが示された (Figure 3-2-B, C)。なお、高膜透過性で経細胞透過マーカーの

脂溶性薬物である[3H]-propranolol、また低膜透過性で細胞間隙透過マーカーの水溶性化合物で

ある[3H]-mannitol の A to B方向及び B to A方向の Pappは共にほぼ同様であり、また propranolol

の方が高い膜透過性を示した (Figure 3-2-D, E)。 

CYP3A4について、ヒト成人小腸に類似の遺伝子発現が認められたことから (Figure 3-1-E)、

典型的 CYP3A基質であるmidazolam (10 µM) を用いて、主酸化代謝物である 1’-OH midazolam

の生成から CYP3A活性を評価した [44]。その結果、1’-OH midazolam の生成が確認でき、生

成量から算出した代謝クリアランスは 463.8 pmol/hr/mg cellular protein であった (Figure 3-2-F)。

この結果から、ヒト iPS細胞由来小腸細胞は、CYP3A酵素活性を有することが示された。 
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(D)                             (E) 

   

(F) 

 

Figure 3-2. hiPSC-derived enterocyte like cells showed the functions of efflux transporters and high 

permeability for propranolol and low permeability for mannitol. (A) A schematic drawing of the 

experiment. (B, C) Transport activities of P-gp and BCRP were tested with their representative substrates 

and inhibitors. (B) Directional transcellular transport of digoxin (1.27 nM) in the absence (control) or 

presence of verapamil. (C) Directional transcellular transport of prazosin (0.391 nM) in the absence 

(control) or presence of elacridar. (D) The transport of propranolol (1.33 nM), which is mainly through 

the transcellular route by passive membrane permeation, was examined. (E) The transport of mannitol 

(1.35 nM), which is mainly through the paracellular route, was examined. Data are expressed as the 

mean ± S.D. (n=3). (F) CYP3A4 activity was examined to check the formation of 1’-OH midazolam 

(n=2). 
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3.3 生理的条件に類似した成熟化小腸細胞への分化誘導法の検討 

3.3.1 成熟化培地の検討 

 

これまでの検討から、BIO, DAPTを添加したM2培地で CVM上の DE 細胞 (D3) を D15 ま

で培養し、市販 M3-0 培地で D16 から培養することにより、D21 にはヒト成人小腸に類似し

た機能的な小腸細胞へと分化できることを確認している (Figure 3-1-D, 3-1-E, 3-2-B, 3-2-C, 

3-2-E)。一方で、市販 M3-0培地の組成は不明であり、小腸前駆細胞の成熟化に有用な因子の

解析が困難である。そこで、成熟化培地作製の検討を行った。成熟化を促す因子として、細

胞周期の調節により多能性幹細胞の分化を促進する dimethyl sulfoxide (DMSO) [17][45]、

glucocorticoid receptor 及び pregnane X receptorを介した P-gp の誘導作用や肝細胞の成熟化を

促す dexamethasone (Dex) [15][46][47]、胎児小腸の成熟化 [48] や CYP3A4 の誘導作用を示す

1α,25- dihydroxy vitamin D3 (VD3) [49]、肝細胞の成熟化を促す hepatocyte growth factor (HGF) 

[15] を用い、Dex/VD3/HGF を添加した M3-1培地、DMSO/Dex/VD3 を添加したM3-2培地に

ついて、小腸細胞への成熟化を検討した(Figure 3-3-A)。 

CVM 上に D3 から播種し M3-1 培地あるいは M3-2 培地で分化させた protocol (i) の細胞 

(D21, D23) について遺伝子発現解析を行った結果、小腸マーカー (CDX2, VILLIN)、薬物代謝

酵素及び薬物トランスポーター、それぞれについて、ヒト成人小腸に類似の遺伝子発現が確

認された (Figure 3-3-B, 左図)。また、CVM 上に D10から播種し M3-1培地あるいは M3-2 培

地で分化させた protocol (ii) の細胞 (D25) について遺伝子発現解析を行った結果、protocol (i) 

と同様に、小腸マーカー、薬物代謝酵素及び薬物トランスポーターそれぞれについて、ヒト

成人小腸に類似の遺伝子発現が確認されたことから (Figure 3-3-B, 右図)、M3-1、M3-2培地は

共に、小腸細胞へと成熟化可能な培地と考えられた。一方で、M3-2 培地で培養した細胞は、

M3-1培地で培養した細胞に比べて、protocol (i) では CYP3A4遺伝子、protocol (ii) では CDX2, 

VILLIN, CYP3A4 遺伝子の発現量が有意に高かったことから、M3-2 培地の方がより成熟化に

適した培地であると推察された (Figure 3-3-B)。 



 

 

61 
 

小腸細胞の成熟化の指標として、タイトジャンクションによるバリア機能も重要であるこ

とから、バリア機能の指標である TEER を測定した。M3-0, M3-1 あるいは M3-2 培地で分化

させた時のヒト iPS 細胞由来小腸細胞 (D30) における TEER は、それぞれ 554 Ω × cm2, 292 

Ω × cm2, 204 Ω × cm2であり、何れも高い TEERを示したことから、タイトジャンクションを

形成していると考えられた (Figure 3-3-C)。また、Caco-2細胞 (D21) の TEERは 885 Ω × cm2

と高い値であり、ヒト小腸 (in vitro) におけるTEER (約 100 Ω × cm2) に比べて高いことから、

Caco-2細胞単層膜の細胞間隙は、生理的条件とは異なると推察される [50][51][52]。 

さらに小腸細胞への成熟化指標の一つである alkaline phosphatase (ALP) 活性を評価した結

果 [23][33]、D30 において 70.3%が陽性であり、一部未成熟な細胞と ALP 活性を有する成熟

化細胞の不均一な細胞集団であることが示唆された (Figure 3-3-D)。 
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(C) 

     

(D) 

 

Figure 3-3. Alternative maturation procedure to generate hiPS-derived enterocyte-like cells 

(A) A schematic drawing of the experimental design. (B) The expression of differentiation markers, 

transporters, and metabolizing enzymes in RPChiPS771-derived enterocyte-like cells cultured under 

protocol (i) assayed on D21 or protocol (ii) assayed on D25 are shown. (C) TEER values of iPS-derived 

enterocyte-like cells cultured under protocol (ii) (left) or Caco-2 cells (right). (D) The alkaline 

phosphatase (ALP) staining was performed with RPChiPS771-derived enterocyte-like cells on D15 and 

D30. Data are expressed as the mean ± S.D. (n=3; n, independent experiments). Relative values versus 

those of the adult intestine are shown (B). Differences between groups were analyzed by Student’s t-test 

(B) or one-way ANOVA Tukey’s multiple comparisons test [B protocol (ii), C]. *p < 0.05, **p < 0.01. 

Scale bar: 100 µm. 

Caco-2



 

 

64 
 

3.3.2 成熟化に寄与する因子の解析 

前項で作製した成熟化培地 M3-2 を用いて、成熟化に有用な因子を解析した。M3-2 培地に

おける成熟化因子と考えられる DMSO, Dex, VD3 の内、1 つあるいは 2 つ除いた計 8 条件の

培地 (condition #1-8) について評価した (Figure 3-4-A)。 

典型的 P-gp 基質 rhodamine123 を用いて、8 条件で培養したそれぞれの細胞 (D23) での A 

to B 方向の膜透過性、B to A 方向の膜透過性をそれぞれ評価した。その結果、condition #3 

(DMSO/Dex) において、condition #1 (Dex), 5 (VD3) に比べて B to A 方向の膜透過性が有意に

高かったことから、P-gp の活性向上には DMSO が有用と考えられた。また、condition #6 

(DMSO/VD3), 7 (DMSO)、condition #5 (VD3) において、condition #1-4に比べて低い flux ratio 

(B to A/A to B) であったことから、P-gp の活性向上には Dex も有用であると考えられた 

(Figure 3-4-B)。一方で、condition #1 (Dex)、condition #2 (Dex/VD3) では A to B方向の膜透過

性、B to A 方向の膜透過性それぞれに差は認められなかったことから、VD3 による P-gp の活

性向上は確認できなかった。 

次に、condition #3 (Dex/DMSO), #4 (Dex/DMSO/VD3), #8 (Dex/DMSO/VD3 [D23-25]) の細胞

(D25) の遺伝子発現解析により VD3 の成熟化効果を評価した。VD3 を添加した condition #4, 

8 において、VD3 を添加していない condition #3に比べて、CYP3A4の遺伝子発現量が有意に

高かったことから、VD3 は CYP3A4 遺伝子の発現を誘導すると考えられた (Figure 3-4-C, 左

図)。また、condition #4, 8 は、condition #3 に比べて、小腸の成熟化マーカーALPI (intestinal 

alkaline phosphatase)、二次代謝酵素である UGT1A1 (UDP glucuronosyltransferase 1-1)、CYP2B6、

CYP3A7遺伝子の発現量が有意に高かった (Figure 3-4-C, 右図)。 

続いて、M3-2 培地を用いて作製したヒト iPS 細胞由来小腸細胞 (D30) について、典型的

CYP3A基質である testosterone (50 µM)、midazolam (20 µM) に対する代謝反応を評価した。そ

の結果、主酸化代謝物である 6β-OH testosterone、1’-OH midazolamが生成し、その代謝クリア

ランスはそれぞれ 0.6 nmol/hr/mg cellular protein (6β-OH testosterone)、3.7 nmol/hr/mg cellular 

protein (1’-OH midazolam)。また、典型的 CYP3A阻害剤である ketoconazole (0.5, 5 µM) 存在

下、両 CYP3A基質の代謝物が減少し、代謝反応の阻害が確認された (Figure 3-4-D)。 



 

 

65 
 

(A) 

 

 

 

(B) 

 

 

 

 

Assay for Rhodamine 123 permeability on D23.
Real time-PCR on D23-25.
CYP activity on D30.

M3-2 medium
B:       1.4 mM BIO
D:        0.5 %  DMSO
Dex:   0.1 mM Dex
VD:       1 mM VD3
VD48h: 1 mM VD48h

D0       3   5        10        15        20        25

RPChiPS771 

M2 M3-2 M2M1

iMatrixM15 On CVM

+ 
-
+ 
-

+ 
-
-
+

+ 
+
-
-

+   
-
+  
+

1   2   3  4  5   6  7  8 condition

+   
+
+  
-

+   
+
+  
+

+   
+
+  
-
+

+   
+
-
+

P-gp substrate

Rhodamine 123の輸送評価, D23



 

 

66 
 

(C) 

 

 

(D) 

 

CYP3A Substrate: Testosterone (50 mM), Midazolam (20 mM)

inhibitor: ketoconazole (0.5, 5 mM)

M3-2, D30 M3-2, D30
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Figure 3-4. Components for maturation into hiPSC-derived enterocyte like cells. 

(A) A schematic drawing of the experimental procedure for differentiating RPChiPS771 into enterocytes. 

Maturation was performed by culturing the cells in M3-2, under 8 conditions, either with a full set of 

factors or in the absence of 1 or 2 certain factors, as noted. (B) Differentiated cells were assayed for 

rhodamine 123 permeability. Directional transcellular transport of fluorescence derived from rhodamine 

123 (left panel: A to B; middle panel: B to A) or the flux ratio (right panel) are shown. (C) Gene 

expression levels of the markers upon maturation under three different conditions (condition #3, 4, 8). 

Time-dependent expressions of intestinal marker genes (LGR5 and CDX2), metabolic enzymes 

(UGT1A1, CYP2B6, CYP3A4, and CYP3A7), transporters (ABCB1, ABCG2, and SLC15A1), and a 

mature marker ALPI, during differentiation and with or without VD3. (D) CYP3A4 activity was 

examined, using testosterone (upper panel) or midazolam (lower panel) as substrates, and quantification 

of their metabolites was performed by LC-MS/MS. Ktz: ketoconazole (CYP3A inhibitor). Data are 

expressed as the mean ± S.D. (n=3-4; n, independent experiments). Relative values versus those of the 

adult intestine are shown. Differences versus controls or between groups were analyzed by one-way 

ANOVA Tukey’s multiple comparisons test (B, C); *p<0.05, **p<0.01. 
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3.4 ヒト小腸吸収性とヒト iPS細胞由来単層膜透過性の相関性解析 

 

ヒト小腸吸収率 Fa  (fraction absorbed, %) 既知の 15個のモデル薬物 [5][12][43][50][51] を

用いて、ヒト iPS 細胞由来小腸細胞 (D23, D30) の単膜透過性 (Papp) を評価した (Figure 

3-5-A)。モデル薬物は、ヒト Fa が ≥ 90%である testosterone, antipyrine, propranolol, metoprolol, 

diclofenac、ヒト Fa が < 90%かつ ≥ 30%である digoxin (P-gp基質), hydrochlorothiazide, atenolol, 

ranitidine (P-gp基質), famotidine (P-gp基質), sulpiride, nadolol、ヒト Faが < 30%である acyclovir, 

sulfasalazine (BCRP 基質), fexofenadine (P-gp 基質) を用いた。 

その結果、ヒト Fa が ≥ 90%のモデル薬物における Pappは、D23では 8.03‒48.4 × 10-6 cm/s、

D30 では 12.0‒41.9 × 10-6 cm/s、ヒト Fa が < 90%かつ ≥ 30%のモデル薬物における Pappは、D23

では 2.10‒ 6.15 × 10-6 cm/s、D30 では 5.18‒9.50 × 10-6 cm/s、ヒト Fa が < 30%のモデル薬物にお

ける Pappは、D23では 1.02‒ 3.62 × 10-6 cm/s、D30では 2.65‒10.0 × 10-6 cm/sであった。よって、

ヒト Fa が ≥ 90%で小腸における吸収率が高いモデル薬物の Pappは、ヒト Fa が < 30%で小腸

における吸収率が低いモデル薬物の Pappに比べて高く、ヒト Fa と関連していると考えられた 

(Figure 3-5-B)。そこで、ヒト iPS細胞由来小腸細胞における膜透過性 Pappとヒト Faの相関性

を解析した結果、シグモイド型の相関曲線が示され、決定係数 (R2) が D23で 0.749、D30 で

0.553 と高い相関性を示した (Figure 3-5-C)。 
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(B) 

 

(C) 

 

Figure 3-5. A good correlation of in vitro Papp in hiPSC-derived enterocyte-like cells with human Fa 

values of test drugs. (A) A schematic drawing of the experimental design. (B) RPChiPS771-derived 

enterocytes matured using M3-2 medium were used for evaluating the apparent permeability coefficient 

(Papp) of 15 test drugs on D23 or D30. Drugs with known human Fa values and the references used in 

this study are shown. Data are expressed as the mean ± S.D. (n=4; n, number of duplicates). (C) The 

mean values of Papp against human Fa of the drugs are plotted, which showed a good correlation and 

sigmoidal relationship with the coefficient of determination (R2) (D23: R2 = 0.749, D30: R2 = 0.553). 

R2 = 0.749

D23 D30

R2 = 0.553
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3.5 小括 

 

本章では、創薬への活用を見据えて、短い期間かつ培養操作が簡便であるヒト iPS 細胞由

来小腸細胞への分化誘導法の検討を行い、これまで当研究室で積み上げてきた研究成果を活

用した方法の構築を目指した。具体的には、M15 フィーダー細胞による内胚葉誘導のサポー

ト [41]、メチオニン除去による誘導効率の向上 (分化誘導の促進及び不要な未分化 iPS 細胞

の除去) [40]、BIO, DAPT を用いた小腸前駆細胞への分化誘導及び小腸細胞への成熟化 

[16][17]、CVM 膜及び市販 M3-0培地を用いた成熟化 [15] といった知見を活用した。その結

果、分化 10 日目 (day 10, D10) において CDX2 陽性の小腸前駆細胞への分化を確認し、D30

において Villin 陽性の吸収細胞を確認した。分化日数毎に遺伝子発現量を解析した結果、D21

において Villin、薬物トランスポーター (P-gp, BCRP, PEPT) 及び薬物代謝酵素 (CYP2C9, 

CYP2C19, CYP3A4) の遺伝子発現量がヒト小腸に類似したことから、D21 には小腸細胞へと

成熟化したと考えられた。 

次に、ヒト iPS 細胞由来小腸細胞について、小腸の主な薬物トランスポーターであり排泄

型トランスポーターの P-gp 及び BCRP の輸送活性と小腸の主な薬物代謝酵素である CYP3A

酵素活性を評価した。P-gp輸送活性評価では基質に digoxin, 阻害剤に verapamilを、BCRP/P-

gp 輸送評価では基質に prazosin, 阻害剤に elacridar を使用し、A to B (吸収方向) 及び B to A 

(排泄方向) の両方向の膜透過性の比較から活性を評価した。その結果、digoxin, prazosin共に

吸収方向に比べて排泄方向への膜透過性が高く、阻害剤存在下において吸収方向及び排泄方

向の膜透過性の差が消失あるいは減少したことから、ヒト iPS細胞由来小腸細胞は P-gp及び

BCRP輸送活性を有していると考えられた。また、CYP3A活性評価では基質として midazolam 

(10 µM) を用いて代謝反応を評価した結果、その酸化代謝物 1’-OH midazolam が生成した (代

謝クリアランスは 463.8 pmol/hr/mg cellular protein) ことから、ヒト iPS 細胞由来小腸細胞は

CYP3A活性を有することを確認できた。 

これまでの検討から、CDX2 陽性の小腸前駆細胞を市販M3-0培地により CVM 上で培養す

ることにより、D21 にはヒト成人小腸に類似した小腸細胞へと分化できることを確認した。
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しかし一方で、市販 M3-0 培地の組成は不明であり、小腸前駆細胞の成熟化に有用な因子の解

析が困難であるため、独自の成熟化培地の作製検討を行った。成熟化を促す因子として、細

胞周期の調節により多能性幹細胞の分化を促進する dimethyl sulfoxide (DMSO) [17][45]、

glucocorticoid receptor (GR) 及び pregnane X receptor (PXR) を介した P-gp の誘導作用や肝細胞

の成熟化を促す dexamethasone (Dex) [15][46][47]、胎児小腸の成熟化 [48] や CYP3A4 の誘導

作用を示す 1α,25- dihydroxy vitamin D3 (VD3) [49]、肝細胞の成熟化を促す hepatocyte growth 

factor (HGF) [15] を用い、Dex/VD3/HGF を添加した M3-1培地、DMSO/Dex/VD3 を添加した

M3-2 培地について、小腸細胞への成熟化を検討した。内胚葉 (D3) あるいは小腸前駆細胞 

(D10) を CVM 上に播種し、M3-1 培地あるいは M3-2 培地で分化させた細胞 (D21, D23 ある

いは D25) について遺伝子発現解析を行った結果、小腸マーカー (CDX2, VILLIN)、薬物代謝

酵素及び薬物トランスポーター、それぞれについてヒト成人小腸に類似の遺伝子発現が確認

されたことから、M3-1、M3-2培地は共に、小腸細胞へと成熟化可能な培地と考えられた。ま

た、M3-2培地で培養した細胞は、M3-1培地で培養した細胞に比べて、CYP3A4の遺伝子発現

量が有意に高かったことから、M3-2培地の方がより成熟化に適した培地であると推察された。

また、タイトジャンクションによるバリア機能の指標である TEERを測定した結果、M3-2培

地で分化させた時のヒト iPS 細胞由来小腸細胞 (D30) における TEER は 204 Ω × cm2であり

高い TEER 値を示したことから、タイトジャンクションを形成していると考えられた。さら

に小腸細胞の成熟化指標の一つである alkaline phosphatase (ALP) 活性を評価した結果 

[23][33]、D30において 70.3%が陽性であり、一部未成熟な細胞と ALP活性を有する成熟化細

胞の不均一な細胞集団であることが示唆された。 

M3-1及びM3-2培地は市販 M3-0培地と同様、小腸細胞の成熟化に有用であり、M3-2培地

の方が成熟化に適した培地と考えられたことから、続いて、M3-2培地を用いて小腸細胞への

成熟化に有用な因子について解析を行った。M3-2培地の内、多能性幹細胞の分化を促進する

DMSO、DR及び PXRを介して P-gpの誘導作用を示す Dex、胎児小腸の成熟化や CYP3A4の

誘導作用を示す VD3 が候補因子と推察されることから、DMSO, Dex, VD3 の内、1 つあるい
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は 2つ除いた計 8条件の培地 (condition #1-8) について評価した。まず、P-gp基質 rhodamine123

の吸収方向 (A to B) 及び排泄方向 (B to A) の透過性から、P-gp 活性を指標に成熟化作用を

検証した。Condition #3 (DMSO/Dex) において、condition #1 (Dex), #5 (VD3) に比べて排泄方

向の膜透過性が有意に高かったことから、P-gp の活性向上には DMSO が有用と考えられた。

また、condition #6 (DMSO/VD3)、#7 (DMSO)、#5 (VD3) において、condition #1-4に比べて低

い flux ratio (B to A/A to B) であったことから、P-gp の活性向上には Dexも有用であると考え

られた。次に、condition #3 (Dex/DMSO), #4 (Dex/DMSO/VD3), #8 (Dex/DMSO/VD3 [D23-25]) 

の細胞 (D25) の遺伝子発現解析により VD3 の成熟化作用を評価した。VD3 を添加した

condition #4, 8 において、VD3 を添加していない condition #3 に比べて、CYP3A4の遺伝子発

現量が有意に高かったことから、VD3は CYP3A4酵素活性の向上に有用と考えられた。また、

condition #4, 8 は、condition #3 に比べて、小腸の成熟化マーカーALPI (intestinal alkaline 

phosphatase)、二次代謝酵素である UGT1A1 (UDP glucuronosyltransferase 1-1)、CYP2B6、CYP3A7

遺伝子の発現量が有意に高かったことから、これら酵素活性の向上に対しても有用と考えら

れる。続いて、M3-2培地を用いて作製したヒト iPS細胞由来小腸細胞 (D30) について、典型

的 CYP3A基質である testosterone (50 µM)、midazolam (20 µM) に対する代謝反応を評価した。

その結果、主酸化代謝物である 6β-OH testosterone、1’-OH midazolam が生成し、その代謝クリ

アランスはそれぞれ 0.6 nmol/hr/mg cellular protein (6β-OH testosterone)、3.7 nmol/hr/mg cellular 

protein (1’-OH midazolam)。また、典型的 CYP3A阻害剤である ketoconazole (0.5, 5 µM) 存在

下、両 CYP3A基質の代謝物物が減少し、代謝反応の阻害が確認された。市販M3-0培地で作

製した小腸細胞における midazolamの代謝クリアランスは 463.8 pmol/hr/mg cellular protein で

あったが、基質濃度が半分、かつ反応時間も長く代謝反応が飽和している可能性もあるため、

それぞれの細胞の CYP3A活性に差があるとは考えていない。 

ヒト小腸吸収率 Fa  (fraction absorbed, %) 既知の 15個のモデル薬物 [5][12][43][50][51] を

用いて、ヒト iPS細胞由来小腸細胞 (D23, D30) の単膜透過性 (Papp) を評価し、ヒト Faとの

相関性を検証した。モデル薬物は、ヒト Fa が ≥ 90%である testosterone, antipyrine, propranolol, 
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metoprolol, diclofenac、ヒトFaが < 90%かつ ≥ 30%である digoxin (P-gp基質), hydrochlorothiazide, 

atenolol, ranitidine (P-gp基質), famotidine (P-gp基質), sulpiride, nadolol、ヒト Fa が < 30%である

acyclovir, sulfasalazine (BCRP 基質), fexofenadine (P-gp 基質) を用いた。その結果、ヒト Fa

が ≥ 90%のモデル薬物における Pappは、D23では 8.03‒48.4 × 10-6 cm/s、D30 では 12.0‒41.9 × 

10-6 cm/s、ヒト Fa が < 90%かつ ≥ 30%のモデル薬物における Pappは、D23では 2.10‒ 6.15 × 10-

6 cm/s、D30 では 5.18‒9.50 × 10-6 cm/s、ヒト Faが < 30%のモデル薬物における Pappは、D23 で

は 1.02‒ 3.62 × 10-6 cm/s、D30 では 2.65‒10.0 × 10-6 cm/sであり、ヒト Faが ≥ 90%で小腸にお

ける吸収率が高いモデル薬物の Pappは、ヒト Faが < 30%で小腸における吸収率が低いモデル

薬物の Pappに比べて高かった。また、ヒト iPS 細胞由来小腸細胞における膜透過性 Pappとヒ

ト Fa の相関性を解析した結果、シグモイドカーブの相関曲線が示され、決定係数 (R2) が D23

で 0.749、D30 で 0.553と高い相関性を示した。 

以上の結果から、本研究で作製したヒト iPS 細胞由来小腸細胞は、薬物トランスポーター

P-gp、BCRP の基質となる化合物も含め、そのヒト経口吸収性を予測可能な新規 in vitro 小腸

モデルとして有用と考えられる。 
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第 4章                                                     

総括 

 

医薬品は経口薬，注射薬、貼付薬、点眼薬、吸入薬、座薬など様々な方法で患部へと薬物を

送達し薬効を発揮するが、許容される化合物の物性の広さや薬を処方される患者の利便性を

考慮すると経口薬は最も選択されやすい製剤と考えられる。口から服用した医薬品は、小腸

において吸収された後に循環血液中あるいは全身の組織へ分布した後に薬効を示すことから、

創薬においてはヒト小腸で吸収される医薬品候補化合物を効率良くスクリーニングする必要

がある。経口吸収性の評価として、非臨床安全性動物を用いた in vivo 評価が挙げられるが、

ヒトと比べて生理的条件が大きく異なることから種差が懸念される。また、PAMPA や Caco-

2細胞を用いた in vitro膜透過性評価が挙げられるが、薬物代謝酵素や薬物トランスポーター

の発現量がヒト小腸と大きく異なることから、ヒト小腸吸収性の予測には課題がある。 

そこで本研究では、ヒト iPS細胞から小腸細胞への分化誘導法を検討し、作製したヒト iPS

細胞由来小腸細胞の機能的な解析を行うことで、新規 in vitro 小腸モデルとして、ヒト小腸吸

収性の予測に対する有用性について検討した。以下に本研究によって得られた知見を要約す

る。 

 

3次元培養を用いたヒト iPS細胞から小腸細胞への分化誘導検討 

生体における内部細胞塊から組織細胞へと分化する過程を模倣する、すなわち内胚葉、そ

の後内胚葉の後方化を促し、小腸細胞へと成熟化する方法により、ヒト iPS 細胞から小腸オ

ルガノイドへと分化することができた (Figure 4-1)。Vimentin 陽性の間質細胞が含まれる小腸

オルガノイドから、上皮細胞特異的な表面抗原である EpCAM を指標とした MACSにより、

小腸細胞を高効率にソーティングする手法を見出した。また、ヒト iPS 細胞由来小腸細胞を

純化したことで、タイトジャンクションによるバリア機能を有する単層膜を作製することが

でき、さらに小腸に主な薬物代謝酵素 CYP3A 及び CYP2J2 活性を有することを明らかにし
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た。以上のことから、3次元培養を用いて作製したヒト iPS細胞由来小腸細胞は、ヒト経口吸

収性を評価可能な新しい in vitro 小腸モデルとなることが期待される。 

 

 

Figure 4-1: 3次元培養法を用いたヒト iPS細胞由来小腸細胞の作製 (模式図) 

 

2次元培養を用いたヒト iPS細胞から小腸細胞への分化誘導検討 

当研究室において、これまでの研究から得られている知見を組み合わせることで、ヒト iPS

細胞からより簡便な小腸細胞への分化誘導法の検討を行った。まず、一過性にメチオニンを

除去した培地で培養することで分化を促したヒト iPS 細胞を用い、M15 フィーダー細胞上で

培養することで高効率に内胚葉へと分化させた。次に、生体内の微小環境に類似し分化をサ

ポートする培養基材である CVM 上に播種後、小腸前駆細胞への分化並びに小腸細胞への成

熟化作用を示す BIO, DAPT を添加した培地で培養することで、21日間の短い分化期間でヒト

iPS 細胞由来小腸細胞を得ることができた。続いて、小腸細胞への成熟化培地の検討の結果、

DMSO 及び Dex によって薬物トランスポーターである P-gp 活性が向上し、VD3 によって小

腸の主な薬物代謝酵素 CYP3A4の遺伝子発現量が有意に増加したことから、DMSO、Dex、VD3

は小腸細胞への成熟化に有用な因子であることが分かった (Figure 4-2)。さらに、ヒト iPS細

胞由来小腸細胞を用いて、ヒト小腸吸収率 Fa 既知のモデル薬物における膜透過性を評価した

結果、その膜透過性とヒト Fa には高い相関性があることを確認した。以上の結果から、より

簡便な分化誘導法を用いて作製したヒト iPS 細胞由来小腸細胞は、ヒト経口吸収性を評価可

能な新しい in vitro 小腸モデルとして有用と考えられた。 
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Figure 4-2: 2次元培養法を用いたヒト iPS細胞由来小腸細胞の作製 (模式図) 

 

本研究によって得られた知見により、3 次元培養によって作製したヒト iPS 細胞由来小腸

オルガノイド、2次元培養によって作製したヒト iPS細胞由来小腸細胞、それぞれがヒト経口

吸収性を評価可能な in vitro 小腸モデルとなることが期待される。3 次元培養は、2 次元培養

に比べて培養操作が煩雑かつ分化誘導期間が長いという側面はあるが、小腸オルガノイドを

用いた消化管毒性評価への活用も期待される [53][54]。2次元培養は、分化誘導期間が D21と

短く、また CVM insert上で分化させるため、細胞播種操作なしでそのまま吸収評価が可能な

ため、利便性に優れると考えられる。今後、in vitro 小腸モデルとして、創薬における薬物動

態研究ならびに毒性研究に広く使われることが期待される。 

 

なお、本研究の第 2 章である 3 次元培養法を用いたヒト iPS 細胞から小腸細胞への分化誘

導検討については、CiRA ISSCR international symposium (京都、2016) 及び第 48回日本毒性学

会学術年会ワークショップ (兵庫及びWeb 開催、2021) にて公表し、Scientific Reports (2020) 

にて掲載された。本研究の第 3 章である 2 次元培養法を用いたヒト iPS 細胞から小腸細胞へ

の分化誘導検討については、第 32 回日本動物実験代替法学会 (茨城、2019) 及び第 5 回トラ

ンスポーター研究会関東部会 (Web開催、2020) にて公表し、Stem Cell Reports (2021) にて掲

載された。 
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