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研究成果の概要（和文）：　経口摂取された医薬品や機能性食品の効果や安全性は消化管からの吸収に依存する
ため，培養細胞を用いた消化管透過吸収試験の結果が評価において重要な材料となっている。しかし，現在の吸
収透過試験系は単一種の上皮細胞による単層培養系が用いられており，生体の消化管上皮層が多様な上皮細胞か
ら構成されていることや，筋線維芽細胞が上皮細胞直下に足場として配列し上皮細胞の機能を制御していること
が考慮されていない。本プロジェクトでは，生体環境に近い物質透過吸収試験系を確立することで，薬や機能性
食品の有効性や安全性がより反映されたあらたな評価方法を提供することを最終目的として研究を行った。

研究成果の概要（英文）：As for the medical supplies and the effect and the safety of functional 
foods done ingestion of, the result of the digestive organs transmission absorption examination that
 I used a cultured cell for becomes important materials in evaluation to depend on the absorption 
from digestive organs. However, single-layered culture system by single epithelium cell is used for 
the current absorption transmission examination system. That a cortex consisting of various 
epithelium cells in the digestive organs of the living body and myofibroblast cell arrange it right 
under an epithelium cell are not considered.
I this project, I establish the material transmission absorption examination system that is almost 
living body environment. And I offer the new evaluation method how medicine and the effectiveness 
and the safety of functional foods were reflected more.
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１．研究開始当初の背景 
 経口摂取された医薬品や機能性食品の効
果や安全性は消化管からの吸収に依存する
ため，培養細胞を用いた消化管透過吸収試験
の結果が評価において重要な材料となって
いる。 
しかし，現在の吸収透過試験系は単一種の
上皮細胞による単層培養系が用いられてお
り，生体の消化管上皮層が多様な上皮細胞か
ら構成されていることや，筋線維芽細胞が上
皮細胞直下に足場として配列し上皮細胞の
機能を制御していることが考慮されていな
いのが現状である。 
 
２．研究の目的 
本研究は，消化管の上皮細胞層と筋線維芽

細胞層からなる腸上皮２層モデルの作出に
よる新たな薬物透過吸収試験系の確立する
ことを目的としている。 
本プロジェクトにより，生体内の環境に近

い物質透過吸収試験系を確立することがで
きれば，様々な薬や機能性食品の有効性や安
全性がより反映されたあらたな評価方法を
提供することが可能となる。 
また，本プロジェクトにより，3 次元培養

オルガノイドを用いた研究体制の確立もさ
れることにより，上皮細胞と筋線維芽細胞な
どの相互関係も明らかにすることで，生理的
のみならず，ガンなどの病態における消化管
微小環境の解明も行う。 
 
３．研究の方法 
（1）IESC の効率的分化誘導法の確立 
マウス結腸から単離した上皮幹細胞（IESC）
を用いて，３次元培養で報告されている培地，
血清，各種発生シグナルを担う因子等により
刺激を行い，効率的に分化・増殖させる培養
条件を検討する。具体的検討条件は以下のと
おりである。 
① 適正培地組成（DEME，DMEM/F12 など） 
② 血清成分と濃度（FBS，マウス血清など） 
③ 各種発生シグナルの刺激薬・阻害薬の必
要性（WntシグナルやNotchシグナル活性化，
BMP シグナル阻害など） 
④ 足場の必要性（collagen，laminin など） 
 
（2）IESC 由来上皮細胞単層モデルの作成 
IESC より分化誘導した上皮細胞を用いて
IESC 由来上皮細胞（IESCepi）単層モデルを
作成し，現在の物質吸収透過性試験に汎用さ
れるヒト結腸上皮由来 Caco-2 細胞およびイ
ヌ腎上皮由来 MDCK 細胞を用いた既存モデル
との比較を行う。 
① ルシファーイエロー透過性試験により
物質透過性を検討 
②グルコース吸収試験により物質の吸収性
を検討 
③ 経上皮電気抵抗試験により細胞間密着
結合について検討 
④ 免疫蛍光染色により細胞間接着を確認 

⑤様々な細胞膜トランスポーターの免疫染
色およびウェスタンブロットによるその発
現・局在を確認。 
 
（3）IESC 由来上皮細胞-IMF2 層モデルの作
成 
IMF株化細胞と前年度作成のIESCepi単層モ
デルを用いて，IESCepi -IMF２層モデルを確
立する。具体的には，培養 IMF 上に IESCepi
を重層培養し，IESCepi-IMF の２層構造を構
築して，生体の上皮細胞-IMF 微小環境との比
較を行う。 
①電子顕微鏡により細胞および細胞間の微
細構造を解析する。 
②中和抗体を用いて細胞間接着におけるβ
1 およびβ4 integrin 等の関与を検討する。 
 
（4）IESC 由来上皮細胞-IMF２層モデルによ
る透過吸収試験系の作成 
IESCepi-IMF２層モデルを用いて，IESCepi や
Caco-2 細胞を用いた単層培養細胞モデルと，
ルシファーイエロー試験により物質透過性
を，グルコース吸収試験により物質の吸収へ
の影響を，経上皮電気抵抗の測定により細胞
間接着の変化について比較。 
 
（5）3次元オルガノイド（3次元組織構造体）
の利用 
マウス小腸上皮細胞を用いて，オルガノイド
の作成。さらに，IMF とマウス結腸株化上皮
細胞による２層培養モデルを作成し，上皮細
胞と筋線維芽細胞を用いた物質透過吸収試
験系の作成 
 
４．研究成果 
平成２７年度は IESC を用いた上皮細胞単

層モデルの作成をめざして，IESC の効率的分
化誘導法の確立と IESC 由来上皮細胞単層モ
デルの作成のために，腸筋線維芽細胞（IMF）
と腸上皮細胞の混合型 3次元組織構造体（オ
ルガノイド）作成の検討を行った。その結果，
消化管上皮オルガノイドに IMF を加え，特殊
調整した培地，血清，各種因子等により刺激
を行い，効率的に分化・増殖させる培養条件
を見つけ出し，マウスのみならずヒト消化管
からも各種細胞が混在する3次元培養モデル
を確立することができた。 
 平成 28 年度は，マウス小腸および大腸の
オルガノイド作成に成功したことから，ヒト
大腸組織のオルガノイド作成を行い，特殊調
整した培地，血清，各種因子等により刺激を
行い，効率的に分化・増殖させる培養条件を
見つけ出した。また，ヒト結腸癌組織を用い
たオルガノイドの作成にも成功し，汎用性の
高い実験主義であることを確認した。現在は，
これらの知見を元に，上皮幹細胞の効率的分
化誘導法の確立と，上皮幹細胞由来単層モデ
ルの作成を行っている。 
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