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研究成果の概要（和文）：　ヒトiPS細胞から腸管上皮細胞への分化誘導において、低分子化合物により腸管マ
ーカーや薬物動態因子のmRNA発現レベルが上昇した。一方、腸管オルガノイドでは高分子化合物により腸管マー
カーや薬物動態因子も高いmRNA発現あるいは活性を示した。以上の結果より、これら化合物は分化誘導において
機能の向上に寄与することが示唆された。腸管オルガノイドは、抗がん剤5-FUによる濃度依存的な細胞毒性が観
察され、毒性評価系として有用だと考えられた。一方、炎症性サイトカインや再生腸上皮幹細胞マーカーのmRNA
発現量は増加した。
　以上の結果から、これらの発現変動は細胞毒性マーカーとして有望であることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：　In the differentiation of human iPS cells into enterocytes, the mRNA 
expression levels of intestinal markers and pharmacokinetic-related factors were increased by 
addition of small molecule compounds. On the other hand, these mRNA expression levels were increased
 by high molecule compounds. These results suggested that these compounds contribute obtain of 
intestinal functions. 
　Intestinal organoids were useful as a toxicity evaluation system, because dose-dependent 
cytotoxicity was observed by an anti-cancer drug 5-FU. The mRNA expression of inflammatory cytokines
 and markers of regenerative intestinal epithelial stem cells was increased by 5-FU. These results 
suggested that these expression changes are promising as cytotoxic markers.

研究分野： 薬物代謝学
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１．研究開始当初の背景 
 医薬品開発の初期段階で副作用を予測する
ことは非常に重要である。医薬品による消化
管障害には便秘、消化性潰瘍、麻痺性イレウ
ス、下痢等がある。医薬品開発においてヒト
正常細胞あるいは組織を用いた毒性試験が望
ましいが、腸管の入手は不可能である。その
ため、医薬品開発における in vitro 評価系とし
て結腸がん細胞株であるCaco-2細胞が汎用さ
れている。しかし、抗がん剤による消化管障
害は、腸管幹細胞に対する毒性が原因だと考
えられているため、腸管幹細胞を含まない
Caco-2 細胞による評価系では消化管障害を正
確に反映できない。 
近年、消化管組織に近い 3 次元構造を有す

る腸管オルガノイドが新規 in vitro評価系とし
て注目されている。また、腸管オルガノイド
は腸管幹細胞を含む複数の細胞種で構成され
ていることから、抗がん剤による消化管障害
を正確に評価できると考えた。 
 
２．研究の目的 
 本研究においては、以下の事を目的とした。
ヒト人工多能性幹細胞（iPS 細胞）からより機
能的な腸管上皮細胞を効率的に分化誘導する
方法を確立する。また、ヒト及びカニクイザ
ル iPS 細胞より３次元組織構造体（腸管オル
ガノイド）を作製、クリプトや絨毛など腸管
特有の組織学的構造及び腸管の機能について
解析を行う。さらに、ヒト iPS 細胞由来腸管
上皮細胞及び腸管オルガノイドを用いて、消
化管毒性が知られている薬物の毒性試験を行
い、モデルとしての評価・検証と毒性発現の
機構解析を行う。また、粘膜障害を引き起こ
すとして知られている炎症性腸疾患の病態を
in vitro 評価系として反映できるか検証を行う。 
 
３．研究の方法 
① ヒト iPS細胞から腸管上皮細胞への分化誘
導：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。申請者らのヒト iPS 細胞分化誘
導法に従い行い、改良の検討は、分化の最終
段階で腸管上皮細胞への分化が促進される条
件について行った。培地に分化誘導及び機能
獲得を促進することを明らかにしている低分
子化合物を添加し、その影響について検討を
行った。 
 
② ヒト及びカニクイザル iPS細胞から腸管オ
ルガノイドの作製：ヒト iPS 細胞からのオル
ガノイド作製は、腸管上皮幹細胞に分化後、
EGF、NOGGIN、R-spondin 1 と共にマトリゲ
ル存在下で３次元培養（オルガイド培養）す
る際に、先の低分子化合物を添加培養するこ
とでオルガイド形成条件を検索した。また、

高分子化合物添加の影響について検討した。 
 
③ 分化誘導した腸管細胞の機能解析：小腸に
発現する主要な薬物代謝酵素や薬物トランス
ポーターの基質薬物を用いて、その代謝活性
や輸送活性の評価を行った。 
 
④ オルガノイドの構造解析：オルガノイドが
生体の腸管の構造を有しているか電子顕微鏡
観察及び凍結切片を作成して組織染色及び免
疫染色し光学顕微鏡観察を行った。また、オ
ルガノイド中に薬物等が吸収されるかについ
て、蛍光プローブ薬物を用いて評価した。 
 
⑤ 5-フルオロウラシル（5-FU）による消化管
毒性の評価：ヒト腸管オルガノイドの培地に
5-FU を添加し、培養した。培養後、毒性バイ
オマーカー候補として LGR-5、EGF、TGF-α、
Dll4、WNT-3 など、幹細胞維持に必須因子の
発現変動を解析、細胞毒性と比較した。 
 
⑥ TNF-α添加による粘膜障害の評価 
分化誘導終了後、TNF-α を培地中に添加する
ことで、その粘膜障害を遺伝子発現解析及び
免疫蛍光染色、FD-4 を用いた透過試験により
評価した。必要に応じて TNF-αの特異的抗体
であるインフリキシマブを添加した。 
 
 
４．研究成果 
1）低分子化合物 X を用いた腸管上皮細胞へ
の分化と腸管マーカー及び薬物代謝酵素の
mRNA 発現に対する効果 
 分化開始後 8 日目以降に低分子化合物 X を
添加することで、各種腸管マーカーの遺伝子
発現レベルの有意な上昇が認められた。低分
子化合物 X の腸管マーカー発現に対する効果
は、従来の方法と比較していずれも増加した。 
特に、CYP3A4 及び SGLT1 の発現レベルが有
意に上昇した。したがって、低分子化合物 A
はヒト iPS 細胞から腸管上皮細胞への分化促
進に寄与していることが示唆された。 
 
2) ヒト及びカニクイザル iPS 細胞から腸管オ
ルガノイドの作製とその機能解析 
 ヒト及びカニクイザル共に低分子化合物を
添加することで、腸管での主要な薬物代謝酵
素であるヒト CYP3A4/カニクイザル CYP3A8
が約 2,000 倍上昇するなど、多くの薬物動態
関連遺伝子の発現が上昇した。また、腸管を
構成している細胞のマーカー遺伝子の発現は
低分子化合物非添加群に比べ、同程度もしく
はそれ以上であった。さらに、これら遺伝子
発現レベルは、ヒト成人小腸またはカニクイ
ザル小腸へとより近づいた。また、免疫蛍光
染色によりカニクイザル小腸組織と比較して、



ヒト及びカニクイザル iPS 細胞由来腸管オル
ガノイドでも腸管を構成している様々な細胞
の存在が確認された。また、電子顕微鏡の観
察からタイトジャンクション及び微絨毛の形
成が認められた。さらに、基質であるローダ
ミン 123 の腸管オルガノイド内への排出が認
められ、その排出方向の輸送は P-gp の特異的
阻害剤であるベラパミルにより顕著に抑制さ
れた。作製した腸管オルガノイドでは、
CYP3A4 の代謝活性を有しており、リファン
ピシン及び活性型ビタミン D3 の添加により、
有意に CYP3A4 の mRNA 発現、代謝活性が誘
導された。以上の結果から、ヒト及びカニク
イザル iPS 細胞から薬物動態学的機能を有す
る腸管オルガノイドの新規分化誘導法の開発
に成功した。 
 
3) 高分子化合物 Y を用いた腸管上皮細胞へ
の分化と腸管マーカー及び薬物代謝酵素の
mRNA 発現に対する効果 
 高分子化合物 Y の添加により、従来法と比
べ CYP3A4や SLC15A1/PEPT1、ABCB1/MDR1
等のトランスポーターの発現が上昇した。ま
た、腸管を構成する細胞マーカーの Villin（吸
収上皮細胞）、sucrase-isomaltase（上皮細胞の
刷子縁）、MUC2（杯細胞）、LGR5（腸管幹細
胞）もコントロール群と同程度もしくはそれ
以上の mRNA 発現を示した。さらに、CYP3A4
活性や ABCB1/MDR1、ABCG2/BCRP の輸送
活性も有意に高い値を示した。 
 
 これらの結果は、低分子化合物 X や高分子
化合物 Y は分化誘導において機能の向上に寄
与することが示唆された。 
 
4) 5-フルオロウラシル（5-FU）による消化管
毒性の評価 
 作製したヒト iPS 細胞由来腸管オルガノ

イドに 5-FU を 96 時間添加したところ、濃度
依存的な細胞毒性が観察された。また、Caco-2
細胞と比較して、腸管オルガノイドの IC50 値
が低濃度であったことから、腸管オルガノイ
ドでは 5-FU に対する感受性が Caco-2 細胞に
比べて高いことが示唆された。胞マーカーで
ある LGR5 や CD44、増殖細胞マーカーである
Ki67、腸管上皮細胞マーカーである villin、間
葉系細胞マーカーである vimentinのmRNA発
現量が低下した。一方で、炎症性サイトカイ
ンである TNF-α や IL-1β、再生腸上皮幹細胞
マーカーである OLFM4 の mRNA 発現量は増
加した。さらに、5-FU の活性化に関与する酵
素であるオロテートホスホリボシルトランス
フェラーゼの阻害剤であるオキソン酸カリウ
ムを添加することによって、これらの遺伝子
発現量の変動が抑制された。また、Ki67 と
Caspase-3 の免疫蛍光染色の結果から、5-FU

添加群では、Ki67 陽性細胞の数は減少する傾
向が見られたが、Caspase-3 陽性細胞の数は増
加する傾向が見られた。以上の結果から、ヒ
ト iPS 細胞由来腸管オルガノイドを用いるこ
とで、抗がん剤による消化管毒性、特に腸管
幹細胞に対する毒性の評価が可能であると考
えられる。 

 
5) 粘膜障害のモデル化の検討 
 腸管での粘膜障害の一つとしてクローン病
や潰瘍性大腸炎が知られている。これら病態
の主要な原因は、炎症性サイトカインである
TNF-α の関与が示唆されている。そこで、申
請者らは、作製した腸管オルガノイドに
TNF-α を添加することで、炎症性腸疾患の病
態を反映できるか検証した。腸管オルガノイ
ドに TNF-αを添加することで、吸収上皮細胞
マーカーである villin、杯細胞マーカーである
MUC2、便の水分調節に関わる AQP3 の遺伝
子発現が減少した。一方、TNF-α の抗体薬で
あるインフリキシマブの添加によりその発現
変動は抑制された。なお、その他の腸管を構
成する細胞のマーカー遺伝子の発現に変動は
なかった。炎症性マーカーである TNF-α や
IL-1β、再生腸上皮幹細胞マーカーである
OLFM4 の遺伝子発現は TNF-α 添加により増
加し、インフリキシマブを添加することでそ
の発現変動は抑制された。免疫蛍光染色にて、
上皮細胞の障害を確認したところ、タイトジ
ャンクションタンパク質である ZO-1 や
occludin の構造が崩れていることが確認され
た。また、アポトーシスマーカーである
caspase-3陽性細胞はTNF-αを添加することで
増加し、腸管オルガノイドの管腔内にアポト
ーシスを起こした細胞が脱落している様子も
観察された。さらに、非吸収性マーカーであ
る FD-4 の透過試験を行ったところ、EGTA 処
理群同様 TNF-α添加群では腸管オルガノイド
内への FD-4 の透過が確認されたが、インフリ
キシマブ添加群で、その透過は認められなか
った。以上の結果から、我々が作製した腸管
オルガノイドは炎症性腸疾患の病態の一つで
ある粘膜障害を反映でき、現在の治療薬の一
つであるインフリキシマブの効果を評価でき
ることが示唆された。 
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