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研究成果の概要（和文）：本研究では、ヒトiPS細胞から腸管オルガノイドを作製し、これを二次元的に培養す
ることで陰窩絨毛様構造を有したままで培養可能な方法を開発することができた。また、この細胞を用いること
で消化管の粘膜障害が評価できる可能性が示唆される予備的な知見を得ることができた。さらに、ヒトiPS細胞
から内胚葉への効率的な分化誘導法を開発や、上記の二次元化腸管オルガノイドを比較的長期間形態を維持した
まま培養する方法も開発することができた。

研究成果の概要（英文）：In this study, we generated the intestinal organoids from human iPS cells 
and were able to develop the method in which the cells were able to be cultured with maintaining 
crypt-villus structures by the two-dimensional culture of the intestinal organoids. We could obtain 
preliminary findings to be suggested that the intestinal mucosal damage could be able to be 
evaluated by using the two-dimensional cultured cells. Additionally, we were able to develop the 
differentiation method into the endodermal cells from human iPS cells efficiently and the culture 
method in which the two-dimensional intestinal organoids can be cultured for a relatively long term 
with keeping crypt-villus structures.

研究分野： 医療系薬学

キーワード： 消化管　粘膜障害　iPS細胞
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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細胞から腸管上皮細胞および腸管オルガノイドを作製し、疾患や医薬品によるの消化管傷害
を評価可能なin vitroモデル系を構築することを目的として研究を進めた。その結果、ヒトiPS細胞由来腸管細
胞が消化管の粘膜障害を評価するためのin vitroモデル系としての応用の可能性を示唆することができた。した
がって、本研究では創薬研究等での利用に向けて有用な知見を得ることができたと考えられた。

※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、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
 炎症性腸疾患など消化管粘膜が傷害される疾患のメカニズム解明やそれに対する医薬品
開発においては適切なモデル系が必要である。また、医薬品の安全性という観点から消化管
に対する毒性の評価も重要である。しかしながら、現在消化管の粘膜傷害を正確に評価可能
な in vitro モデル系の構築が一刻も早く待ち望まれているが、そのための適切なモデル系が
ないことが大きな課題となっている。その理由としては、実験動物とヒトとの種差、細胞株
と初代細胞との違い、評価に使える初代細胞（または組織）の入手のしにくさなどがある。
また近年は動物実験の代替となる評価系の開発も求められている。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、我々がこれまでに確立してきた分化誘導技術を基盤として、ヒト iPS 細胞か
ら腸管上皮細胞および腸管組織様の 3 次元構造体（腸管オルガノイド）を作製し、疾患や医
薬品によるの消化管傷害を評価可能な in vitro モデル系を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。腸管オルガノイドへの分化は、内胚葉から中後腸へ分化し、スフェロイドを形成さ
せた後、分化誘導因子を加えることで腸管オルガノイドを作製した。また、この作製した腸
管オルガノイドをシングルセル化してセルカルチャーインサート上に播種することで、二
次元的に培養した（二次元化腸管オルガノイド）。 
（2）腸管上皮細胞および腸管オルガノイドの特性解析 
 遺伝子発現解析は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、
薬物代謝酵素などをリアルタイム PCR 法により測定することで行った。薬物動態学的機能
解析は薬物代謝酵素またはトランスポーターの基質薬物を用いて、これらの代謝活性また
は輸送活性により評価した。バリア機能の評価は経上皮電気抵抗値（TEER 値）の測定また
はルシファーイエローの見かけの膜透過係数の算出により行った。 
 
４．研究成果 
（1）内胚葉への効率的な分化誘導法の開発 
 ヒト iPS 細胞から内胚葉へ効率よく分化誘導を進めるために、分化誘導期間および分化誘
導因子の検討を行った。その結果、分化誘導期間を 7 日間に行い、さらに分化誘導因子とし
てアクチビン A に加え、CHIR99021、PI-103、FGF2 を添加することで、未分化マーカーで
ある OCT4 の有意な発現低下および内胚葉マーカーである SOX1、GATA4、FOXA1 の有意
な発現上昇が認められた。また、この方法で作製した内胚葉細胞は腸管上皮細胞への分化が
可能であり、分化させた腸管上皮細胞は CYP3A4 の代謝活性、P-gp の排出輸送活性を有し
ており、安定した TEER 値の推移も示した。したがって、腸管細胞のような内胚葉系の細胞
の分化誘導において本方法が有用であることが示唆された。 
（2）二次元化腸管オルガノイドの作製法の開発 
 腸管オルガノイドはさまざまな細胞を含み腸管様の構造を示す。しかし三次元構造体で
あることから定量的な評価や操作性に課題がある。そこで、二次元化腸管オルガノイドを陰
窩-絨毛様構造を有したまま培養可能な条件の検討を行った。その結果、条件を最適化する
ことによって吸収上皮細胞や杯細胞、内分泌細胞、腸管幹細胞など腸管を構成するさまざま
な細胞のマーカー遺伝子の発現が認められた。また、顕微鏡下で観察を行うと陰窩絨毛様の
構造が認められた。また、さらに改良を行うことによって、比較的長期間培養が可能な培養
条件を見出すことができた。これまでの方法で長期間の培養を行った際は、培養期間が長く
なるにつれた TEER 値の急激な上昇が認められた。しかし、この方法では TEER 値が比較
的安定したまま培養することが可能であった。これらの開発した方法は密度の高い陰窩絨
毛様構造を有した二次元化腸管オルガノイドの培養を可能とした。また、長期間維持したま
までの培養も可能であることが示唆されたことから、長期間の化合物の曝露等による粘膜



障害の評価にもこの二次元化腸管オルガノイドが利用できることが示唆された。 
（3）腸管上皮細胞の機能向上に向けた検討 
 ヒト iPS 細胞由来腸管上皮細胞の機能の向上を目的として、従来の分化誘導法の改良を行
った。その結果、新規法で作製した腸管上皮細胞は CYP3A4 などの薬物代謝酵素の遺伝子
発現および活性の上昇が認められた。このことから、これまでよりも高い機能を有する腸管
上皮細胞の作製が可能であることが示唆された。 
（4）消化管障害の評価 
 ヒト iPS 細胞から分化誘導した腸管オルガノイドが消化管障害の評価モデルとしての利
用可能かどうかを探るため検討を行った。まず、三次元構造体の腸管オルガノイドをセルカ
ルチャーインサート上の播種し、二次元的に培養したまま陰窩絨毛様構造を有した状態で
培養した。これに消化管障害を引き起こすことが知られている化合物を処理すると、顕微鏡
観察下で形態学的に細胞への障害が認められた。また、細胞間隙経路を透過するマーカー化
合物であるルシファーイエローの見かけの膜透過係数の上昇や、さまざまな腸管細胞関連
の遺伝子発現の低下もみとめられた。これらのことから、ヒト iPS 細胞由来の二次元化腸管
オルガノイドは化合物や医薬品による消化管障害を評価可能なモデル系となり得ることが
示唆された。また、免疫が関与する消化管障害の評価モデルとしての利用の可能性も探るた
めの検討も行った。しかしながら免疫系の細胞株との共培養を行ったが消化管のバリア機
能の指標となる TEER 値に有意な変化は認められなかった。したがって、免疫が関連する評
価モデルとしての利用に向けては条件の最適化などの検討が今後さらに必要であると考え
られた。 
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