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研究成果の概要（和文）：これまでに、我々はマウス中腎由来培養細胞株 M15 細胞との共培養系

を用いて、ES 細胞から消化器官（膵臓、肝臓）細胞の分化誘導方法を開発し、分化に関わる因

子を明らかにした。今回の研究では、M15 細胞を用いてマウス ES 細胞から内胚葉細胞を効率的

に分化させた後に小腸分化を促進する液性因子を添加することで、小腸前駆細胞を効率よく分

化誘導することにも成功した。更に、M15 細胞上で分化を進めることで、すべての小腸細胞が

分化誘導可能であることも確認している。本方法は、マウス ES 細胞のみならずヒト iPS 細胞に

も応用可能であることも併せて確認した。 

 
研究成果の概要（英文）：The efficient differentiation of mouse or human ES cells into mature 
cell types of the intestine remains a major challenge. Using the in vitro differentiation 
procedure of pluripotent stem cells into definitive endoderm we established previously, 
we found that simultaneous application of two specific growth factors efficiently induced 
intestinal differentiation. All four intestinal differentiated cell types, namely the 
absorptive enterocytes and three types of secretory cells (goblet cells, enteroendocrine 
cells, Paneth cells) were efficiently differentiated among mouse and human ES 
cell-derived intestinal epithelium cells.  
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１．研究開始当初の背景 
新薬開発において薬剤の吸収および代謝

について迅速かつ大規模に調べるハイスル
ープット評価系は必須となっている。現在、
小腸での薬物透過吸収測定法としては、ヒト
腸管透過吸収をよく反映すると言われてい
るヒト結腸ガン由来上皮細胞株 Caco-2 細胞

が汎用されている。近年、小腸の上皮細胞に
も薬物代謝酵素 CYP3A4 が多く存在し、薬物
の代謝に関与していることが明らかになっ
たが、Caco2 細胞おいては、発現量が極端に
低いことが報告されている。また、ヒト小腸
に発現している他の酵素に関しても存在は
するものの、そのアイソザイムや発現量が大

機関番号：１７４０１ 

研究種目：若手研究（Ｂ） 

研究期間：２００９～２０１０   

課題番号：２１７９０６７１ 

研究課題名（和文） ES および iPS 細胞由来の小腸モデル細胞の作成 

                     

研究課題名（英文） Establishment of intestinal differentiation method from ES/iPS cells 

 

研究代表者 

白木 伸明（SHIRAKI NOBUAKI） 

熊本大学・発生医学研究所・助教 

 研究者番号：７０４４８５２０ 
 



 

 

きく異なることがわかっている。 
 
２．研究の目的 
本研究では、ES 細胞および iPS 細胞から正

常発生に沿った形で小腸細胞を効率よく分
化誘導する方法を確立し、小腸における薬物
動態予測のためのモデル細胞を作成するこ
とを目的とする。 
 

３．研究の方法 
（１）マウス ES 細胞から胚性内胚葉を介し
た小腸系譜への分化誘導法の確立 
 分化には、小腸も含めた内胚葉組織への分
化誘導能を持った M15細胞との共培養系を用
いた（Shiraki et al,. 2008a）。まずは、正
常発生において小腸および内胚葉への分化
を制御することが報告されている因子につ
いて、添加時期・濃度および組み合わせをこ
れまでの知見を元に検討した。TGFβ・FGF・
Wnt・Notch・レチノイン酸のシグナルを想定
し、液性因子およびシグナルの阻害薬を添加
して、分化に与える影響を評価した。評価は、
RT-PCR 解析・抗体染色・細胞内フローサイト
メトリー解析を併用して行った。 
 
（２）ヒト iPS 細胞から小腸への分化誘導法
の確立 
 マウス ES 細胞で得られた知見を元に、ヒ
ト iPS 株（201B7）から小腸への効率的な分
化誘導方法を構築する。インビトロでの評価
は、マウス ES 細胞を用いた場合と同様の方
法で行った。 
 
４．研究成果 
平成 21 年度は、マウス ES 細胞を支持細胞

である M15 細胞を共培養することにより、効
率よく分化誘導できる方法の開発を行った。
その結果、Cdx2 陽性の小腸細胞への分化を促
進する液性因子を 2種類同定することに成功
した（図１）。更に、M15 細胞上で分化を進め
ることで、すべての小腸細胞が分化誘導可能
であることも確認している。（図２）。さらに、
液性因子の分化に与える影響をより詳細に
解析するために、分化誘導した内胚葉細胞を
セルソーターを用いて分離した後に再度腸
への分化誘導を行う系を構築した。 

 

 

平成 22 年度は、マウス ES 細胞から得られ
た知見を参考にしながら、ヒト iPS 細胞から
小腸組織への分化誘導方法の開発を行った。
ヒト iPS 細胞においても M15 細胞は内胚葉組
織への分化誘導に有用であることが分かっ
ており、小腸も同様に M15 の系を用いて、小
腸分化誘導を行った。評価は、RT-PCR, 抗体
染色、免疫染色等を用いて行った。解析の結
果、M15 細胞上で分化を進めることで、効率
よく小腸前駆細胞を分化誘導することに成
功し、長期培養により、吸収腸細胞・杯細胞・
パネート細胞および腸管内分泌細胞といっ
た、すべての小腸細胞が分化誘導可能である
ことも確認した（大垣ら、投稿準備中）。  
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