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研究成果の概要（和文）：本研究では、ヒトiPS細胞から腸管上皮細胞の作製にあたり、有用な化合物を見出す
ことができた。この方法によって作製したヒトiPS細胞由来腸管上皮細胞は、薬物代謝活性、CYP3A4誘導能、薬
物トランスポーター活性、バリア機能を有していることが示された。また、医薬品の消化管吸収を定量的に予測
するための評価系として利用可能であることも示唆された。

研究成果の概要（英文）：We were able to find some useful small molecule compounds in the 
differentiation of human iPS cells to intestinal epithelial cells in this study. It was indicated 
that the human iPS cell-derived intestinal epithelial cells had drug metabolizing enzyme activities,
 CYP3A4 inducibility, drug transporter activities, and barrier functions. In addition, it was 
suggested that the cells would be available as an evaluation system to predict intestinal drug 
absorption quantitatively.

研究分野： 薬物動態学

キーワード： 小腸　薬物動態　iPS細胞

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では、ヒトiPS細胞から作製した腸管上皮細胞が医薬品の消化管吸収を定量的に評価できる系としての有
用性を示すことができた。現在、よりよい医薬品の消化管吸収予測系の開発が望まれていることから、本研究で
得られた成果はこの分野において有用であると考えられる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 医薬品の多くは経口的に投与され、消化管および肝臓を通過して、血中に移行することで薬効
を発現する。しかし、消化管には多くの薬物トランスポーターや薬物代謝酵素が存在し、これら
が医薬品の血中への吸収量を左右することで医薬品の効果や副作用に大きく寄与する。したが
って、医薬品開発時には医薬品候補化合物の消化管からの吸収および消化管における代謝（動態）
を定量的かつ正確に予測することが極めて重要である。現在、消化管における医薬品の動態の評
価には実験動物や Caco-2 細胞などが用いられている。しかし、実験動物とヒトとの間には種差
が存在することや、Caco-2 細胞はがん細胞株であることからヒトの正常小腸上皮細胞とは異な
る点が多い。したがって、これらの評価系を用いてヒト消化管における薬物動態を正確に予測す
ることは困難である。正確な予測のためには、ヒト初代小腸細胞を用いることが望ましいが、比
較的入手可能なヒト初代肝細胞とは異なり、小腸細胞は入手自体がほぼ不可能である。したがっ
て、消化管における薬物の医薬品の吸収を適切に予測可能な評価系の構築が望まれている。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、ヒト iPS 細胞から高機能な腸管上皮細胞を作製し、薬物の消化管吸収および相互
作用の新規予測モデル系として構築することを目的とする。 
 
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
よび複数の分化誘導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）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。 
（3）CYP3A4 誘導試験 
 分化終了前にリファンピシンまたは 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。 
（4）薬物代謝試験 
 分化終了後、培地を CYP および UGT の基質（カクテル基質）を含む反応液に置換してインキ
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 により行った。 
（5）薬物取り込み試験 
 分化終了後、培地を薬物トランスポーターの基質を含む取り込み溶液に置換してインキュベ
ートした。必要に応じて阻害剤も添加した。所定の時間経過後、取り込み溶液を除去した後、細
胞を洗浄し、細胞内に取り込まれた基質の量を測定した。 
（6）双方向性膜透過試験 
 セルカルチャーインサート上にヒト iPS 細胞由来腸管上皮細胞を播種した。Apical もしくは
basal 側を排出トランスポーターの基質を含む溶液に置換した。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。 
（7）薬物透過試験 
 セルカルチャーインサート上にヒト iPS 細胞由来腸管上皮細胞を播種した。Apical 側に薬物を
添加して、所定の時間経過後、basal 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において cAMP シグナルを活性化することによ
って分化が促進されることを見出した。このシグナル経路を活性化する低分子化合物を腸管上
皮細胞への分化の段階に用いることで、腸管マーカーや薬物トランスポーター、薬物代謝酵素の
遺伝子発現が有意に増加し、ヒト成人小腸と同等もしくはそれ以上の発現レベルを示した。薬物
動態学的機能としては、CYP や UGT、SULT による薬物代謝酵素活性を有してした。また、小腸
において主要な薬物代謝酵素である CYP3A4 の誘導能を評価したところ、1α,25-ジヒドロキシビ
タミン D3およびリファンピシンによって VDR および PXR を介した CYP3A4 の誘導が認められ
た。この誘導は遺伝子発現レベルだけでなく、代謝活性のレベルでも認められた。次に、小腸に
おける代表的な取り込みトランスポーターである PEPT1 および OATP の基質を用いて取り込み
試験を行ったところ、細胞内への基質の取り込みが認められ、この取り込みは阻害剤の添加によ
って著しく阻害されたことから、これら取り込みトランスポーターの活性も有していることが
示された。セルカルチャーインサート上でヒト iPS 細胞から腸管上皮細胞を分化誘導したとこ
ろ、タイトジャンクションマーカーである Occludin のタンパクが細胞間に発現してることが認
められ、また、バリア機能の指標となる TEER 値の経時的な上昇も認められた。この細胞で排出
トランスポーターである P-gp の基質を用いて双方向性の膜透過試験を行ったところ、排出方向
優位な輸送が認められ、この方向性の輸送は阻害剤の添加によって抑制された。以上の結果から、
本研究で作製したヒト iPS 細胞由来腸管上皮細胞は薬物代謝酵素活性、CYP3A4 誘導能、トラン



スポーターの輸送活性、バリア機能などを有していることが明らかとなり、医薬品の消化管吸収
を予測するための評価系として利用できる可能性が示された。そこで、この方法によって分化誘
導した腸管上皮細胞を用いて消化管の薬物吸収の予測が可能かどうかの検証を行った。その結
果、ヒト iPS 細胞由来腸管上皮細胞における薬物の見かけの膜透過係数（Papp）と吸収率（Fa）
の相関は、Caco-2 細胞よりも高い相関を示した。このことから、ヒト iPS 細胞由来腸管上皮細胞
は医薬品の消化管吸収率をより精度良く予測することができる系となり得ることが示唆された。
しかし、一部の薬物においては相関曲線から外れていたことから、この点は今後評価系としての
利用を考えていくうえで重要な課題であると考えられた。 
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