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研究成果の概要（和文）：本研究では、ヒトiPS細胞から作製した腸管細胞の単離および維持培養が可能である
ことが示された。単離した細胞は腸管幹細胞に似た細胞であり、腸管上皮細胞へ分化する能力を有していた。維
持培養を行った細胞は、一定期間培養を続けても幹細胞性が維持されていた。維持培養した細胞を腸管上皮細胞
に分化させると、腸管マーカーや薬物代謝酵素、薬物トランスポーターの発現が認められた。また、この細胞は
薬物代謝酵素活性や薬物トランスポーターによる輸送活性を有していた。本研究における結果は、ヒトiPS細胞
由来腸管上皮細胞を創薬研究で利用するにあたって、基盤となる有用な技術であると考えられる。

研究成果の概要（英文）：This study indicated to be possible to isolate and maintain human iPS 
cell-derived intestinal cells. The isolated cells were intestinal stem cell-like cells and had a 
capacity of differentiation to the enterocytes. The maintained cells remained having a stemness 
after a certain period of a maintenance culture. When the maintained cells were differentiated to 
the enterocytes, the cells had pharmocokinetic functions such as CYP3A4 activity, CYP3A4 
inducibility, and transporter activities of efflux transporters. It was thought that these results 
could be useful technical information to use of human iPS cell-derived enterocytes in drug 
development studies.

研究分野：薬物動態学
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１．研究開始当初の背景 
 経口投与された医薬品はまず小腸を通って
生体内に入るが、小腸には多くの薬物トラン
スポーターや薬物代謝酵素が発現しており、
これらが医薬品の生体内への吸収量を決定す
る要因の一つとして重要である。したがって、
医薬品の吸収や代謝に対する消化管の寄与を
医薬品開発の早期の段階から明らかにするこ
とがますます重要になってきている。現在そ
の評価には、実験動物や、Caco-2細胞、ヒト
小腸ミクロソームなどが用いられている。し
かし、これらの評価系には様々な問題もある
ことから、ヒト小腸における代謝を含めた吸
収過程を正確に予測することは難しい。した
がって、本来ならば初代ヒト小腸上皮細胞を
用いることが望ましいが、これは入手自体が
ほぼ不可能である。つまり、現在ヒトの小腸
における薬物の吸収および代謝を総合的に評
価可能な適切なモデル系はなく、その構築が
一刻も早く望まれている。 
 我々は創薬研究への応用を目指し、ヒトiPS 
細胞から腸管上皮細胞への分化誘導に関する
研究を進めている。現在までに、薬物代謝酵
素活性、薬物トラスポーター活性および
CYP3A4応答性を有するヒトiPS細胞由来腸管
上皮細胞の作製に成功している。また、ヒト
iPS細胞から腸管上皮細胞への分化促進、薬物
動態学的な機能の獲得に有用な低分子化合物
を複数見出している。しかし、薬物動態試験
をはじめとする創薬研究で利用するにあたっ
ては、この機能的な細胞をより高純度に得る
ことが必要であると考え、本研究を開始した。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、消化管の新規薬物動態評価系
の構築を目指し、より高純度のヒト iPS細胞
由来腸管上皮細胞を得ることを目的として
研究を行った。 
 
３．研究の方法 
（1）ヒト iPS細胞から腸管上皮細胞への分化 
 ヒト iPS細胞株は国立成育医療研究センタ
ー研究所の梅澤博士よりご供与頂いたもの
を使用した。ヒト iPS細胞から腸管上皮細胞
への分化は、これまでに我々が確立した方法
を基本として行った。具体的には、まずヒト
iPS細胞をアクチビン Aによって内胚葉へ分
化させた。その後、線維芽細胞増殖因子 2
（FGF2）によって、腸管幹細胞へ誘導した。
その後、上皮成長因子（EGF）および我々が
見出した分化促進因子を用いることによっ
て最終的に腸管上皮細胞へ分化させた。 
 
（2）ヒト iPS細胞由来腸管上皮細胞の単離 
 ヒト iPS細胞から腸管上皮細胞への分化の
途中で細胞の単離を行った。単離後、上記（1）
の方法によりさらに分化誘導を継続した。ま
た、単離後、その細胞の維持培養も行った。
これらの各段階において細胞を回収し、マー
カー遺伝子の発現を解析した。 

 
（3）遺伝子発現解析 
 細胞を回収して RNA の抽出を行った。そ
の後、腸管幹細胞や腸管上皮細胞のマーカー
遺伝子、薬物トランスポーターおよび薬物代
謝酵素の発現をリアルタイム PCR 法により
測定した。 
 
（4）CYP3A4誘導実験 
 分化終了 48 時間前より 1α,25-ジヒドロキ
シビタミン D3 を処理し、処理後の細胞を遺
伝子発現解析および薬物代謝実験に用いた。 
 
（5）CYP3A4代謝実験 
 分化終了後、CYP3A4の基質であるミダゾ
ラムを含む培地でインキュベートした。所定
の時間経過後、内部標準物質を含むアセトニ
トリルによって反応を停止させた。代謝物の
定量は UPLC–MS/MS法により行った。 
 
（5）双方向性膜透過試験 
 トランスウェル上にヒト iPS細胞由来腸管
上皮細胞を播種し、排出トランスポーターで
ある P-gpもしくは BCRPの基質を添加した。
必要に応じて阻害剤も添加した。所定の時間
経過後、レシーバー側の薬物濃度を定量し、
見かけの膜透過係数を算出した。 
 
４．研究成果 
 ヒト iPS細胞細胞から腸管上皮細胞への分
化の途中で単離を行った細胞は、腸管幹細胞
マーカーである LGR5 や EphB2、CD133、
SOX9 の発現が非単離群と比較して高かった。
また、単離した細胞を引き続き腸管上皮細胞
への分化プロトコールに沿って分化させる
と 、 腸 管 上 皮 細 胞 マ ー カ ー で あ る
sucrase–isomaltase、villin、排出トランスポー
ターである BCRPの発現が認められた。これ
らの発現レベルは非単離群と比較して有意
に高かった。したがって、単離した細胞は腸
管幹細胞もしくは前駆細胞様の細胞である
ことが示唆された。 
 次に、ヒト iPS細胞由来腸管細胞の維持培
養も行った。さまざまな培養条件の検討を行
うことで、最も適した条件を見出すことがで
きた。この方法にて培養した細胞は、CDX2、
LGR5、EphB2、SOX9、Ki67などの腸管マー
カー、腸管幹細胞マーカーおよび細胞増殖マ
ーカーの発現が継代を繰り返しても維持さ
れていた。また、維持培養培地から分化培地
に切り替え、腸管上皮細胞へ分化させると、
腸管細胞マーカーや薬物代謝酵素、薬物トラ
ンスポーターの発現が認められた。さらに、
CYP3A4活性や CYP3A4誘導能、排出トラン
スポーターを介した輸送能も有していた。こ
のことから、ヒト iPS細胞由来腸管細胞は維
持培養が可能であることが示唆された。これ
については、特許出願をしている。 
 本研究において、ヒト iPS細胞から作製し
た腸管細胞の単離および維持培養の可能性



が示された。これらの結果は、ヒト iPS細胞
由来腸管上皮細胞を創薬研究で用いるにあ
たって、基盤となる有用な技術であると考え
られる。 
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