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研究成果の概要（和文）：　ヒト人工多能性幹細胞（iPS細胞）は、再生医療のみならず薬物動態試験や毒性試
験など、創薬研究への利用も期待されている。本研究において、三次元スフェロイド培養法は薬物代謝酵素の遺
伝子発現および活性を上昇させることから、ヒトiPS細胞由来肝細胞の機能を亢進させることを明らかにした。
また、低分子化合物PD98059、5-aza-2-deoxycytidineおよびA-83-01は、ヒトiPS細胞からの薬物動態学的機能を
有する腸管上皮細胞への分化に有効であることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：　Human induced pluripotent stem (iPS) cells are expected to be applicable 
not only in regenerative medicine but also in drug development such as pharmacokinetic and 
toxicokinetic studies. In this study, the differentiation in 3D sphere culture was increased the 
gene expressions or the activity of drug metabolizing enzymes and improved the function of human iPS
 cell-derived hepatocytes.　The small-molecule compounds, PD98059, 5-aza-2-deoxycytidine and 
A-83-01, were effective in generating pharmacokinetically functional enterocytes from human iPS 
cells. MEK, DNMT, and TGF-β inhibitors can be used to promote the differentiation of human iPS 
cells into pharmacokinetically functional enterocytes.

研究分野： 幹細胞生物学
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１．研究開始当初の背景 
 ヒト iPS 細胞は、再生医療と共に創薬研究
への利用が期待されている。現在まで、iPS
細胞の肝細胞への分化誘導にサイトカイン
類の液性因子を用いる方法が多数報告され
ている。申請者らは低分子化合物の添加によ
り、最低限の液性因子の添加で肝細胞マーカ
ーや薬物代謝酵素の顕著な発現量増加及び
代謝酵素の誘導など、ヒト凍結肝細胞とほぼ
同等の機能を獲得することを明らかにした。
しかし、申請者も含め、肝細胞分化研究に共
通で最大の問題は、iPS 細胞由来肝細胞が胎
児様の性質を有していることである。一方、
iPS 細胞から腸管組織への分化に関する知見
は肝細胞と比較すると非常に乏しい。申請者
らは、ヒト iPS 細胞を薬物代謝活性及び誘導
性を有する腸管上皮細胞に分化する方法を
確立した。しかし、分化効率がまだ低く、細
胞形態や細胞膜透過性評価がこれからなど、
実用化にはまだ解決すべき課題が残されて
いる。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、ヒト iPS 細胞より薬物代謝能
及び薬物輸送能を有し、薬物動態試験に利用
可能な肝細胞および腸管上皮細胞を効率よ
く、かつ選択的に分化誘導する方法を確立す
る。また、これらを組み合わせて吸収と小腸
初回通過代謝を考慮した初回通過効果を予
測するモデル系を構築することを目的とし
た。 
 
３．研究の方法 
細胞：国立成育医療研究センターの梅澤博士
らにより樹立されたヒト iPS 細胞（Windy）
を用いた。 
 
スフェロイド（細胞塊）での浮遊培養による
三次元培養による肝細胞への分化：ヒト iPS
細胞株 Windy を用い、分化誘導は既存の報告
（標準プロトコル）に従い 25 日間かけて肝
細胞へ分化させた。浮遊培養（3D 群）は分
化誘導の途中からポリマーFP001、FP002 お
よび FP003（日産化学工業）を添加した分化
培地を用いて行い、コントロールとして同様
のポリマー含有培地を用いて平面培養にて
分化誘導を行った（2D 群）。 
 
腸管上皮細胞への分化誘導：ヒト iPS 細胞を
activin A により内胚葉へ、FGF2 により小腸
幹細胞へ分化させた。その後、EGF と低分子
化合物を組み合わせて培養することで小腸
上皮細胞へと分化させた。 
 
４．研究成果 
（1）ヒト iPS 細胞から肝細胞への分化 
 分化誘導 12 日目において細胞を剥離し、
FP001を0.015%添加した分化培地を用いて浮
遊培養による分化誘導を行った。その結果、
肝細胞特異的な遺伝子の発現が経時的に上

昇し、肝細胞に分化したことが認められた。
しかし、得られるスフェロイドの数が少なく、
大きさが不均一であったことから、より効率
良く均一なスフェロイドを得る方法が必要
であると考えられた。 
 そこで、スフェロイド形成培養容器である
EZSPHERE に 1,000 cells/スフェロイドとなる
ように播種し、スフェロイドを形成させた後、
浮遊培養にて肝細胞へ分化させた。その結果、
直径 100–200 μm のスフェロイドを得ること
ができたが、ポリマーの濃度や浮遊培養開始
時期を検討しても、2D 群と比較して 3D 群に
おける分化の向上は認められなかった。原因
として、スフェロイドのサイズが大きく、分
化誘導に必要な因子がスフェロイドの中ま
で到達していないことが考えられた。そのた
め、スフェロイド周囲の細胞は分化効率が向
上していても、中心部の細胞は分化誘導が向
上していないのではないかと考えられた。 
 より小さなスフェロイドにするため、スフ
ェロイド形成ウェルがより小さく数の多い
Elplasiaに 50 cells/スフェロイドとなるように
細胞を播種した結果、直径 50–100 μm のスフ
ェロイドを得ることができた。その後、FP001
を含めた 3 種類のポリマーを用いて浮遊培養
による分化誘導を行ったところ、いずれのポ
リマーにおいてもCYP3A4の遺伝子発現量が
標準プロトコル群と比較して有意に上昇し
た。このことから、浮遊培養が肝細胞への分
化誘導に効果的であることが示唆された。一
方、スフェロイドを小さくしたため、スフェ
ロイドの回収が困難となり、FP001 では分化
終了時に得られたスフェロイドの数が大幅
に減少した。そこで、回収が行いやすかった
ポリマーFP003 にてさらに評価を行った。
FP003 の添加濃度の検討を行ったところ、添
加濃度に依らず様々な薬物動態関連遺伝子
の発現が平面培養と比較して浮遊培養によ
り上昇した。また、CYP1A2 活性についても
浮遊培養において平面培養よりも有意な上
昇が認められた。 
 
（2）ヒト iPS 細胞から腸管上皮細胞への分化 
 小腸上皮細胞マーカーである sucrase– 
isomaltase の mRNA 発現量は、複数の低分子
化合物（PD98059、 5-aza-2’-deoxycytidine お
よび A-83-01）の添加により、コントロール
群と比較して顕著に上昇した。また、主要な
薬物代謝酵素である CYP1A 、CYP2C9、
CYP2C19、CYP3A4、UGT および SULT の活
性が認められた。さらに、CYP3A4 mRNA の
発現は、1α,25-dihydroxyvitamin D3により顕著
に誘導された。その結果、小腸における薬物
動態の予測に有用である可能性が示唆され
た。 
① ヒト iPS 細胞から腸管上皮細胞への分
化に対する MEK、 DNMT および TGF-β 阻害
の効果 PD98059、 5-aza-2’-deoxycytidine お
よび A-83-01 の主要な作用である MEK、 
DNMT および TGF-β 阻害作用を有する化合



物を用いてヒト iPS 細胞から腸管上皮細胞へ
の分化に対する影響を評価した。低分子化合
物添加群は非添加群と比較して小腸幹細胞
マーカーである leucine-rich repeat containing 
G-protein-coupled receptor 5（LGR5）の発現は
減少した。一方、腸管上皮細胞特異的マーカ
ーである sucrase–isomaltaseの発現は同等もし
くはそれ以上に増加した。小腸に発現するペ
プチドトランスポーター（solute carrier family 
15 member 1/peptide transporter 1 
（SLC15A1/PEPT1））と主要な薬物代謝酵素
であるCYP3A4の発現は低分子化合物添加群
において概ね増加した。そこで、MEK、 
DNMT、 および TGF-β 阻害剤の中でも腸管
への分化により効果が認められた MEK 
inhibitor II、 zebularine および GW788388 を
選び、それら 3 化合物の組み合わせが分化に
与える効果について検討した。その結果、
MEK inhibitor II 、  zebularine お よ び 
GW788388 の組み合わせにおいても、
PD98059 、  5-aza-2’-deoxycytidine お よ び 
A-83-01 の組み合わせと同様の分化促進効果
が認められた。これらの結果より、MEK、 
DNMT および TGF-β の阻害は、ヒト iPS 細胞
から腸管上皮細胞への分化を促進させるこ
とが示唆された。 
 そこで、作製したヒト iPS 細胞由来腸管上
皮細胞の薬物動態学的機能についても解析
を行った。その結果、低分子化合物を用いて
分化させた群で、CYP1A1/2、2B6、2C9、2C19、
2D6、UGT および SULT の代謝活性が認めら
れた。特に、CYP1A1/2 と CYP2B6 の活性は
MEK inhibitor II 、  zebularine お よ び 
GW788388 を添加することによって有意に上
昇した。また、小腸において最も重要な薬物
代謝酵素である CYP3A4 について mRNA の
発現、代謝活性および誘導能について検討を
行った。CYP3A4 mRNA 発現は 低分子化合
物の添加によって 4.1 倍から 6.0 倍まで増加
した。また、低分子化合物を添加した群にお
いて 1α,25-dihydroxyvitamin D3 の添加によっ
てmRNA発現は 6.4倍から 31.9倍の誘導が認
められた。CYP3A4/5 の活性も低分子化合物
の添加によって上昇した。さらに、それらの
活性は 1α,25-dihydroxyvitamin D3 の添加によ
って約 3 倍誘導された。これらの結果より、
MEK、 DNMTおよびTGF-βの阻害はヒト iPS
細胞から腸管上皮細胞への分化促進および
薬物代謝酵素活性や薬物応答性など薬物動
態に関連する機能の獲得に効果的であるこ
とが示唆された。 
 
②ヒト iPS 細胞由来腸管上皮細胞における
薬物の輸送能および膜透過性の評価 PEPT1
の基質である glycylsarcosin を用いて取り込
み試験を行ったところ、時間依存的な取り込
み量の増加が認められた。また、PEPT1 の阻
害剤として知られる ibuprofen の添加および
取り込み温度を 4℃に低下させることによっ
て、その取り込み量は有意に減少した。次に、

P-gp とならんで重要な排出トランスポータ
ーのひとつである BCRP の機能評価を行った。
この評価を行うにあたっては、ヒト iPS 細胞
由来腸管上皮細胞がタイトジャンクション
を形成し、また極性を有している必要がある。
そこで、ヒト iPS 細胞由来腸管上皮細胞を
Transwell 上に播種し、タイトジャンクション
形成の評価の指標である経上皮電気抵抗
（TEER）値の測定を行った。その結果、
Transwell 上に細胞を播種後、TEER 値は経時
的に上昇し、播種後 10 日目には約 100 Ω×cm2

でプラトーに達した。また、免疫蛍光染色を
行ったところ、腸管上皮マーカーである villin
は apical 側に、Na+,K+-ATPase は basal 側に発
現していることが確認された。これらの結果
より、ヒト iPS 細胞由来腸管上皮細胞はタイ
トジャンクションを形成し、極性も有してい
ることが示唆され、排出トランスポーターの
評価に用いることが可能であると考えられ
た。そこで、BCRP の基質である Hoechst33342
を用いて輸送実験を行ったところ、apical 側
から basal 側への、および basal 側から apical
側への見かけの膜透過係数（Papp） 値はそれ
ぞ れ 3.3 ± 1.1 お よ び  50.0 ± 8.0 
（×10-6cm/sec）であった。これより算出した
efflux ratio （ER）は 15.1 となり、排出方向
優位な輸送が認められた。また、BCRP の阻
害剤である Ko143 を添加することによって
apical側からbasal側への 輸送は増加し、basal
側から apical 側への輸送は減少した。その結
果、ER は 2.9 に低下した。さらに、免疫蛍光
染色により、BCRP は apical 側に局在するこ
とが確認された。したがって、これらの結果
から、ヒト iPS 細胞由来腸管上皮細胞は方向
性を持った BCRP 活性を有しており、PEPT1
のような取り込みトランスポーターだけで
なく、排出トランスポーターの評価も可能で
あることが示唆された。 
 最後に、Faが異なる 5 つの化合物を用いて
膜透過試験を行った。その結果、それぞれの
化合物について算出されたPappとFaの間には
良好な相関が認められた。（P<0.01、R=0.99）。
したがって、ヒト iPS 細胞由来腸管上皮細胞
を用いてヒト消化管における Fa を予測でき
る可能性が示唆された。 
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