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研究成果の概要（和文）：小腸絨毛上皮モデルの構築を目的として、Transwellシステムに流路を作製し、
Caco-2細胞の灌流培養を試みた。タイトジャンクション指標となるTEERは、通常の培養条件下に比べ顕著に高い
値を示し、灌流培養法による細胞形態変化が示唆された。一方、MUCおよびCYP3A4のmRNA発現に低下傾向が示さ
れたことから、より妥当な細胞モデルの獲得が必要と考えられた。そこでCYP3A4安定発現系の作成を試みた結
果、顕著なCYP3A4発現/活性が確認された。本細胞の灌流培養による機能形態変化が期待されることから、今
後、小腸絨毛上皮モデルの構築と活用を目指した発展的な研究が期待される。

研究成果の概要（英文）：To develop intestinal villus model, a flow channel was built in the 
Transwell system, and Caco-2 cells was cultured under steady flow conditions. As a result, this 
culture method markedly increased TEER, which shows well-formed tight junctions compared to general 
culture conditions, suggesting an alteration of cellular morphology. On the other hand, mRNA 
expressions of MUC and CYP3A4 was decreased, and it was considered necessary to obtain alternative 
cell models. Therefore, next, we tried to establish a CYP3A4 stable expression system. Consequently,
 remarkable CYP3A4 expression and activity were confirmed in the cells.  Change in this cellular 
morphology is expected by means of cell culture method with steady flow conditions.  Furthermore, it
 is expected that this methodology contributes to improve the prediction efficiency of in vivo 
intestinal drug absorption.

研究分野：薬物動態学

キーワード： 消化管吸収　経口吸収　消化管　細胞培養　小腸モデル　代謝酵素　トランスポーター

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
現在、医薬品開発の効率化を目的として、培養細胞や人工脂質膜を用いたin vitroでの薬物吸収性評価法が広く
適用されている。しかし、いずれの評価系も実際の小腸における構造や環境を簡略化したシステムとして確立さ
れているため、高精度な薬物吸収性予測を行うことは困難である。したがって、本研究の成果および展開とし
て、よりリアルな小腸モデルの獲得が実現すれば、絨毛構造などに依存した機能性タンパク質発現、粘液分泌お
よび有効表面積などを考慮できる高精度な薬物吸収性予測が可能となる。本細胞培養モデルの構築は、医薬品開
発に大きく貢献することが期待されることから、本研究がもたらす成果の意義は極めて大きい。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
培養細胞を用いた in vitro での薬物吸収性評価法は、実験動物を用いた手法に比べ種差などの

問題を克服できる上、迅速かつ簡便な評価が可能である。そのため、医薬品開発での積極的な
導入が試みられてきた。しかし、そのような評価系は、実際の小腸における組織構造や生理環
境の影響を簡略化し、迅速性と簡便性を優先させた単純なシステムとして確立されているため、
高精度な薬物吸収性予測を行うことは事実上不可能となる。したがって、将来的に極めて有望
な候補化合物に対して、粗雑あるいは不適切な評価を与える可能性もあり、今後はより高精度
な吸収性予測システムの構築が望まれる。 

現在、薬物の消化管吸収性の in vitro 評価法として、ヒト大腸がん由来 Caco-2 細胞や人工脂
質膜 PAMPA が多くの製薬企業で導入されている。Caco-2 細胞は、通常の培養法によって小腸
上皮細胞と同様の単層膜構造を形成し、細胞膜表面には微絨毛が高密度に発現する。しかしな
がら、(1) 代謝酵素やトランスポーターの分子種や発現量がヒト消化管膜と一致しない、(2) 細
胞間隙経路を介した透過性がヒト消化管膜と異なる、(3) 粘液産生機能がヒト消化管膜と異な
る、(4) 細胞の分化·成熟に伴って透過性がバラつくなど、in vivo における吸収性との相関を図
る上での問題点も多い。 特に、(5) その平坦な単層膜構造が実際の消化管上皮の絨毛構造と大
きく異なっている点は、現行の in vitro 実験系が抱える最大の問題点であり、(1)-(4)の全現象も
本論点に起因している可能性は高い。実際に、研究代表者はこれまでに、Caco-2 細胞の分化と
共に各種機能性タンパク質発現が変動することを報告している。したがって、平坦な上皮構造
をとる現行の in vitro 評価システムを改善し、絨毛構造と分化·成熟過程を再現できるよりリア
ルな小腸絨毛上皮モデルを構築できれば、高精度な薬物吸収性予測が可能になると期待できる。
そこで本研究では、近年注目されている灌流培養法を応用して、絨毛構造と分化·成熟機能を備
えた新しい in vitro 小腸絨毛上皮モデルの構築を試み、さらにその薬物吸収性予測システムへの
導入に対する可能性を検討することで、医薬品開発への大きな貢献が可能になると確信し、本
検証への着想に至った。 
 
２．研究の目的 

現在、医薬品開発の効率化を目的として、培養細胞や人工脂質膜を用いた in vitro での薬物吸
収性評価法が広く適用されている。しかし、いずれの評価系についても、実際の小腸における
絨毛上皮構造や生理環境の影響を簡略化し、迅速性と簡便性を優先させた単純なシステムとし
て確立されているため、高精度な薬物吸収性予測を行うことは事実上不可能となる。したがっ
て、将来的に極めて有望な候補化合物に対し、粗雑あるいは不適切な吸収性評価を与える可能
性もあり、今後はより高精度な吸収性予測システムの構築が望まれる。そこで本研究では、絨
毛構造と分化·成熟機能を備えた新しい in vitro 小腸絨毛上皮モデルを構築し、それを用いた高
精度な薬物吸収性予測システムの開発を試みる。 
 
３．研究の方法 
本研究では、種々検討から培養細胞株や初代培養細胞を用いた「灌流培養法」を確立し、「小

腸絨毛上皮モデルの構築」を試みる。さらに、本構築細胞と各種モデル薬物を用いた薬物動態
学的検討から「新しい in vitro 薬物吸収性予測システムの開発」を試みる。具体的には、下記に
示した計画（概要）で進めた。 
(1) 灌流培養デバイスの作製 

灌流培養法を確立するにあたっては、その後の in vitro 薬物吸収性予測システムの構築を考
慮した上で、特殊な培養デバイスを作製する必要がある。そこでまず、多孔性メンブレン 
(polyethylene terephthalate (PET)あるいは polytetrafluoroethylene (PTFE))を有した従来型の
Transwell Insert (12 well)システムを基盤にし、basal 側に血管を模倣した流路 (血管模擬)を
作製して、その流路に培養液を灌流して細胞培養 (すなわち、灌流培地条件下にて細胞培
養)を行った。 

(2) 灌流培養法の確立 
モデル細胞として Caco-2 細胞を用い、最適な培養条件を選定した。すなわち、① 12 well 
Transwell Inseart 上に細胞を播種した。② 培養初期は、細胞接着の安定化を考慮し流路を
止め通常の滞留培地条件下で培養した。③ シリンジポンプを用いて流路から定常流の灌
流培養を行った。④ 一定期間培養後 (5-21 日間)、種々検討を行った。 

(3) 絨毛上皮細胞モデルの精査 
灌流培養による細胞形態変化を観察した。すなわち、① 絨毛構造を倒立顕微鏡にて観察
した。② 分化·成熟過程に依存したタイトジャンクションの状態を電気抵抗値測定により
評価した。③ 機能性タンパク質 (CYP3A4、P-gp、MUC など)発現をを PCR 法などにより
確認した。 

(4) 機能性タンパク質の発現/活性評価に基づく最適な小腸モデル細胞の選定 
小腸絨毛上皮モデルの構築にあたっては、最も情報量の多い小腸モデル細胞の一つである
Caco-2 細胞を中心に検討を行ったが、Caco-2 細胞については CYP3A4 をはじめとした重
要代謝酵素の発現が著しく低下していることが既に報告されており、薬物の吸収性評価に
あたって致命的な問題となる可能性がある。Caco-2 細胞を用いた灌流培養法により得られ
る小腸絨毛上皮モデルで CYP3A4 の誘導発現が観察されることも期待できるが、ここでは、



そのバックアップあるいはより妥当なモデル細胞を獲得することを目的として、いくつか
のモデル細胞候補を検索、構築した。 

(5) In vitro 薬物吸収性予測システムの確立 
種々モデル薬物を対象に、モデル細胞の妥当性評価を行った。すなわち、① Caco-2 細胞
を用いた現行型 in vitro 評価システムおよび小腸ミクロソームを用いた代謝活性試験によ
り、各モデル薬物の膜透過性、代謝活性ならびに種々薬物動態学的パラメータを概算した。
② 選定した細胞モデルを用い、モデル薬物の膜透過性、代謝活性ならびに種々薬物動態
学的パラメータを概算した。③ ①と②の結果に基づいて、ヒト吸収性などの臨床データ
と十分に定量比較することで、本研究で構築した細胞モデルによる in vitro 薬物吸収性予測
の優位性ならびに有益性を精査した。 

 
４．研究成果 

灌流培養法を確立するにあたっては、その後の in vitro 薬物吸収性予測システムの構築を考慮

した上で、特殊な培養デバイスを作製する必要があった。そこでまず、Transwell の basal 側に

回転子を導入したシステムとして予備検討を行ったところ、回転動作に伴う過剰な加温により、

培地に想定外の熱が加わり、適切な細胞培養環境を得ることが困難となることが明らかとなっ

た。そこで、今回、計画当初より目指していた灌流培養法を直接試みることにした。すなわち、

従来型の Transwell システムの basal 側に流路を作製し、培養液を灌流することで、モデル細胞

の物理的刺激環境下での培養を試みた。本検討に用いるモデル細胞としては、最も汎用性の高

いヒト大腸がん由来の Caco-2 細胞を選定した。連続培養の可能性と培養環境の妥当性を検証す

るために、細胞膜抵抗 (transepithelial electrical resistance (TEER))に基づくタイトジャンクション

(細胞間隙)形成の評価・検討を行ったところ、

灌流培養 (dynamic)条件下における Caco-2 細

胞の TEER は、培養期間に伴い高値を示し、

十分なタイトジャンクション形成が確認さ

れた (Fig. 1)。一方、興味深いことに、通常

の培養条件下 (灌流を伴わない静置 (static)
条件下)に比べて顕著に高い TEER を示した

ことから、灌流培養が細胞形態に影響を及ぼ

している可能性が推察された (Fig. 1)。また、

倒立顕微鏡下で観察される細胞状態におい

ても、灌流培養下のそれは通常培養下に比べ

明らかな差異を認めた。 
一方、種々機能性タンパク質の発現評価を行ったところ、MUC および CYP3A4 の mRNA 発

現に低下傾向が示された (Fig. 2)。ヒトの小腸上皮細胞には、主に CYP3A4 が高発現している

ことが明らかになっているが、Caco-2 細胞

については CYP3A4 をはじめとした重要

代謝酵素の発現が著しく低下しているこ

とが既に報告されている。したがって、薬

物の吸収性評価にあたっては、CYP3A4 の

発現が重要な課題となるため、灌流培養法

により得られる Caco-2 細胞の形態変化が、

小腸絨毛上皮モデルとして CYP3A4 誘導

に繋がることを期待したが、本結果に伴い、

培養条件の改善、あるいはより妥当なモデ

ル細胞を獲得する必要性が考えられた。そ

こで、より妥当なモデル細胞を獲得するこ

とを目的として、次に、CYP3A4 の安定発

現を期待する CYP3A4 発現系(MDCKII/ 
CYP3A4 細胞)の作成を試みた。 
まず、MDCKII 細胞にヒト CYP3A4 遺伝

子を導入し、geneticin (G418)抵抗性の細胞

を選択することで、MDCKII/CYP3A4 を構

築した。次に、MDCKII/Mock 細胞を用い、

4 種の CYP3A4 基質 (midazolam [MDZ]、
testosterone [TST] 、 diltiazem [DTZ] 、

erythromycin [ERY])の膜透過性を評価した

ところ、ERY ＜ DTZ ＜ TST ＜ MDZ と

なった。さらに、MDCKII/CYP3A4 細胞に



おける各薬物の細胞抽出率を算出したところ、MDZ ＜ DTZ ＜ TST ＜ ERYとなった。一方、

肝ミクロソームを用いた代謝試験から得られた固有クリアランスは、ERY ＜ DTZ ＜ TST ＜ 
MDZ となった。すなわち、TST および DTZ は両パラメータ間で相関性が観察された一方で、

MDZ および ERY 間においては明らかな矛盾が示された。ここで、MDCKII/CYP3A4 細胞から

得られる抽出率は、実際の in vivo 小腸代謝を反映した「代謝過程と膜透過過程を含むハイブリ

ッドパラメータ」と考えることができる。したがって、両薬物の膜透過性を考慮すると、本矛

盾は薬物の小腸代謝に及ぼす膜透過過程の影響を反映した結果と考えられる。以上より、

MDCKII/CYP3A4 細胞が代謝過程と膜透過過程を考慮した合理的な小腸モデルとなる可能性が

示唆された。 
薬物の bioavailability を適切に予測するためには、消化管からの吸収率 (Fa)、消化管での代謝

回避率 (Fg)、肝臓での代謝回避率 (Fh)を分離評価する必要がある。現在、肝臓における代謝活

性については、肝ミクロソームを用いた in vitro 代謝試験から比較的簡単に推定することができ

る。一方、小腸における初回通過代謝は上皮細胞透過過程で起こるためその考察は非常に複雑

になる。したがって、薬物の膜透過性の違いに起因した消化管代謝活性を定量的に評価できる

本細胞の獲得は、今後、灌流培養により新しい in vitro 小腸絨毛上皮モデルの構築ならびに薬物

吸収性予測システムの確立を試みる本研究の展開に大きく貢献できるものと期待される。 
以上、本研究においては、灌流培養環境条件下における細胞の形態変化は観察されたものの、

タンパク質発現などに大きな変化を観察することはできず、特に小腸モデルとして重要な機能

性タンパク質発現となるCYP3A4の有意な発現あるいは発現誘導を認めることができなかった。

一方、新たに構築した MDCKII/CYP3A4 細胞が、代謝過程と膜透過過程を考慮した合理的な小

腸モデルとなる可能性が示唆された。今後は、本細胞を用い、灌流速度の影響などを考慮した

より詳細かつ実用的な検討に発展させる予定である。本研究の成果はこれまでにない新しい小

腸モデルを提唱する可能性を示唆するものであり、今後期待されるその展開は、高精度な薬物

吸収性予測システムの提供を可能にし、新規医薬品開発にはもちろんのこと、薬物間相互作用

の予測など医薬品の適正使用に対しても貢献できると期待される。 
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