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研究成果の概要（和文）：現在のヒト消化管吸収率の予測は、動物実験における種差の問題や、不死化細胞とヒ
ト小腸細胞の代謝酵素・トランスポーターの遺伝子発現の差異の問題から、予測性は必ずしも良好とはいえな
い。本研究では、新規実験系として、ヒト手術残余検体の利活用を着想した。その結果、複数の代謝酵素・トラ
ンスポーターの発現量・機能が比較的維持されていた。またCYP3A基質薬物の消化管代謝回避率をin vitro実験
の結果から良好に予測できた。また、消化管のトランスポーターの偏在に由来する物質吸収の領域差や転写誘導
の観察にも用いうることを確認し、薬物の消化管吸収特性を把握するのに適した新規実験系となりうることが示
唆された。

研究成果の概要（英文）：The prediction of intestinal absorption of drugs in humans does not always 
work well at the moment due to the large species differences in animal experiments and the 
differences in gene expression of metabolic enzymes and transporters between immortalized cells (e.
g. Caco-2 cells) and human intact small intestine. In this study, we proposed the utilization of 
human surgical specimens as a novel experimental system for the prediction of drug intestinal 
absorption. The expression levels and functions of several metabolic enzymes and transporters were 
relatively maintained. A good prediction of the in vivo fraction of CYP3A substrate drugs which do 
not undergo intestinal absorption from the results of our experimental system can be realized. Our 
system can also be used to observe the regional differences in the absorption of compounds due to 
the uneven distribution of enzymes and transporters in the intestinal tract and induction of enzymes
 and transporters via transcriptional factors.

研究分野： 分子薬物動態学、生物薬剤学

キーワード： 消化管吸収　crypt　ヒト新鮮消化管　経細胞輸送　Ussing chamber　代謝酵素　トランスポーター　バ
イオアベイラビリティ

  １版
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研究成果の学術的意義や社会的意義
経口薬の開発において、前臨床段階におけるヒト消化管吸収の定量的予測は重要な因子の一つである。しかしな
がら、これまでの手法では代謝酵素・トランスポーターの基質薬物に関しては予測性が良好ではない。本実験系
は、ヒト消化管の吸収特性をよりよく再現可能な状況になっていることが見えてきた。よって最終的に我々の実
験系は既存の実験系と置換しうるものであり、広く創薬現場における消化管吸収の予見性を高めるツールとして
応用可能であると考えている。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
 経口投与は、利便性の高さから、医薬品の投与ルートとして臨床上最も汎用されている。経口
投与可能な医薬品の開発においては、前臨床データに基づくヒト消化管吸収率の定量的予測が
必須項目の一つとなる。しかしながら、動物 in vivo 実験に基づく予測においては、これまでの
報告を見ても、一部の化合物でヒトと動物の間で消化管吸収率には大きな種差が認められるこ
とが報告されている。その原因として、消化管に発現する異物解毒系分子である代謝酵素やトラ
ンスポーターの分子種の対応関係の不一致や発現量の大きな差が想定されているが、未だ全て
の原因が解明されているわけではない。一方で、創薬プロセスにおける in vitro 実験系としては、
大腸がん由来不死化細胞株である Caco-2 細胞の細胞単層を介した経細胞輸送における透過性を
指標として、ヒト消化管吸収率に理論式を用いて変換する方法が最も汎用されている。しかしな
がら、代謝酵素やトランスポーターの発現量については、ヒト小腸と Caco-2 細胞の間では、多
くのものが異なっていることが知られており、これらの基質薬物については、Caco-2 細胞の経
細胞輸送から予測された吸収率は実際のヒト消化管吸収率とは合致しないことも指摘されてき
ている。このような現状の中で、ヒト消化管吸収率の予測およびヒトにおける消化管吸収に干渉
する分子の相対的な重要性をより精緻に定量的に把握するためには、新たな実験系の導入が必
要であると考えられた。 
 これまで研究代表者は、ヒト凍結肝細胞を用いたトランスポーターを介する肝取り込みを示
す薬物の肝クリアランスの予測研究に従事してきており、ヒト検体を用いることで飛躍的にヒ
ト in vivo における体内動態の予測性が向上することを経験してきており、ヒト消化管において
も同様に、ヒト小腸検体を用いた実験系の構築が解決策になるのではないかと着想した。そこで
本研究では、ヒト小腸検体を直接用いて透過性を測定する Ussing chamber 法の活用、並びに crypt
由来消化管幹細胞から分化させた小腸吸収上皮細胞における経細胞輸送実験の活用を新たに提
案し、実際にこれらの系を用いて様々な特性を有する医薬品の消化管吸収率の予測精度をどの
程度向上させられるかについて検討を行った。 
 
２．研究の目的 
 これまで創薬の前臨床段階において用いられてきた予測ツールがいずれも代謝酵素・トラン
スポーター等異物解毒系分子の基質となる薬物においては必ずしも有効に機能していない可能
性があるとする過去の報告を受け、新たな実験系としてヒト手術残余検体を有効活用した消化
管吸収予測法の確立を目指す。 
 また、本実験系の特質といえる、①動物種によらず、ほぼ同様の培養条件で crypt 由来消化管
幹細胞を継代培養可能である点、②crypt 由来小腸幹細胞から分化させた吸収上皮細胞の遺伝子
発現プロファイルが、crypt 採取部位のものと類似する性質を有している点、を考慮すると、従
来の実験系では検証することが困難であった、消化管吸収の種差や部位差に関してアプローチ
できる可能性が考えられ、本実験系でしかできない実験についても併せて検討を進めることを
目的として本研究を遂行することとした。 
 
３．研究の方法 
（１）ヒト新鮮消化管検体を用いた Ussing chamber 法による薬物の透過性の予測 
 筑波大学附属病院消化器外科において患者の書面同意が得られたヒト手術残余検体を、でき
る限り阻血時間が最小限になるように配慮して採取された新鮮消化管検体を用いて、筋層剥離
を速やかに実施した後に、Ussing chamber のチャンバー間に組織断片を挟んだ後、両チャンバー
に HBSS (Hanks’ balanced salt solution)に酸素バブリングを行い、薬物を片方のチャンバーに添加
して、一定時間経過後、反対側のチャンバーの薬物濃度を LC-MS/MS によって定量し透過量を
見積もった。 
 
（２）ヒト手術残余検体より調製した crypt 由来小腸幹細胞の 3D 培養系の確立、分化小腸吸収
上皮細胞の単層の構築 
 筑波大学附属病院消化器外科において患者の書面同意が得られたヒト手術残余検体を、でき
る限り阻血時間が最小限になるように配慮して採取された新鮮消化管検体を用いた。消化管検
体より筋層剥離、villi の除去を可能な限り行った後、コラゲナーゼを酵素として用いて一定時間
incubation することで crypt 部位を含む intestinal unit を単離する。次に、セルストレーナーや遠心
を用いて精製した後、マトリゲル中に包埋して 3D 培養を実施する。培地としては、未分化性を
維持するために必要な Wnt3a, R-spondin 3, Noggin (WRN)を安定発現する細胞株 L-WRN 細胞の
馴化培地を 50%にして、さらにアノイキス防止として ROCK 阻害薬である Y-27632 および TGF-
阻害薬である SB431542 を加えた培地で培養を行った。大体１週間に１度ほど、小腸幹細胞の
スフェロイドを継代、拡大培養した。 
 実際の実験においては、スフェロイドを TrypLE express を酵素として細胞を単離し、マトリゲ
ルコーティングした通常の培養プレートもしくは culture insert 上に播種した。その状態で一定期
間培養した後、培地より WRN３因子を抜いた、もしくは割合を低減させた培地に置換すること



で、吸収上皮細胞への分化を促した。大体培地置換より１週間程度の細胞を用いて、輸送・代謝
実験に供した。動物由来細胞についても、細胞ソースが異なる以外には、上記とほぼ同様のプロ
トコールで調製を行った。 
 経細胞輸送実験については、basal, apical どちらかに薬物を添加して、反対のコンパートメン
トへの薬物の移動を経時的に測定した。定量は、LC-MS/MS を用いて行った。 

 
 
（３）ヒト/動物 crypt 由来分化小腸吸収上皮細胞を用いた消化管吸収の部位差に関する検討 
 上記（２）と同じことを、ヒトの場合は、小腸上部（空腸上部）・下部（回腸末端部）の２部
位について、また動物の場合は、小腸の中で４部位について、crypt 由来小腸幹細胞を培養でき
る条件を確立した。それらの細胞を用いて、未分化細胞、分化後の細胞および crypt を単離した
残余の消化管検体それぞれについて、mRNA を調製して定量した。さらに、分化させた小腸吸収
上皮細胞を用いて、化合物の輸送実験を実施した。対象としては、消化管上部に偏在する葉酸ト
ランスポーターPCFT (proton-coupled folate transporter)（基質：methotrexate）および、消化管下部
に偏在する胆汁酸トランスポーターASBT  (apical sodium bile acid transporter)（基質：taurocholate）
を選択した。 
 
（４）ヒト crypt 由来分化小腸吸収上皮細胞を用いた代謝酵素の転写誘導に関する検討 
 （２）で調製したヒト crypt 由来分化小腸吸収上皮細胞および Caco-2 細胞に対して、一定期間
リファンピシンを暴露し、その後に細胞より mRNA を調製、もしくは細胞に CYP3A の典型基
質である midazolam を一定時間暴露して、代謝物 1’-OH midazolam の経時的な生成を LC-MS/MS
を用いて定量を実施した。併せて、Caco-2 細胞でも確認できる VDR を介した転写誘導も観察す
べく、活性型ビタミン D3 を暴露した後の誘導効果も検討した。 
 
４．研究成果 
（１）ヒト新鮮消化管検体を用いた Ussing chamber 法による薬物の透過性の予測 
 本実験系を用いて、複数のドナー由来の消化管上部・下部検体を用いた薬物の透過性試験を実
施した。その結果、消化管の管腔側に発現する排出トランスポーターである P-glycoprotein (P-gp)
や breast cancer resistance protein (BCRP)の基質薬物については、basal から apical 方向への薬物の
チャンバー間輸送が、P-gp, BCRP 阻害薬である PSC833, Ko143 の共存下において有意に低下す
ることが確認された。一方で、これらの基質にならない propranolol（主に受動拡散による経細胞
輸送）や lucifer yellow（主に細胞間隙輸送）については、阻害薬の有無に関わらず輸送は変動し
なかったことから、排出トランスポーターの機能が本実験系で維持されていることが示唆され
た。また、管腔側の取り込みトランスポーターPCFT、peptide transporter 1 (PEPT1)、核酸トラン
スポーター(CNTs, ENTs)それぞれの典型基質である methotrexate、cefadroxil、ribavirin の apical か
ら basal 方向への薬物のチャンバー間輸送については、それぞれの選択的阻害薬の共存下で輸送
の低下が見られることが確認されており、取り込みトランスポーターの機能も維持されている
ことが確認された。また、ドナーが異なる検体を用いても、上記の実験結果は維持されることも
確認された。 
 さらに、トランスポーター基質薬物や受動拡散のみで膜透過すると考えられる薬物をそれぞ
れ複数含む化合物セットについて、本実験系で吸収方向（apical 側から basal 側方向）の透過性
を定量化し、その値を基にヒト消化管吸収率と対応付ける理論曲線を描くことでヒトにおける
消化管吸収を予測することを試みたところ、薬物の多くについて、そのデータが理論曲線上に配
置されたことから、トランスポーターの機能を含む消化管吸収の予測が包括的に可能になって
いることが示唆される結果を得た。また、特に取り込みトランスポーターの基質薬物について、
阻害薬と併用時の透過性も併せてプロットしたところ、透過性が理論曲線から大幅に減少する
方向に配置されることが確認されており、これら薬物はヒトにおける消化管吸収過程にもトラ
ンスポーターの役割が大きく関与していることが示唆された。 
但し一方で、本実験系において、消化管検体を取得後、4 時間氷冷 buffer 中で保存した後に同



様の試験を行ったところ、取得後速やかに実験した結果と比較したところ、PEPT1, PCFT の機能
が約半分に低下する一方で、傍細胞輸送される lucifer yellow の透過性が増加することが見出さ
れており、本実験系で薬物の透過性試験を実施する際の留意事項として、極めて新鮮度の高い摘
出間もない検体を使わないと、 一部のトランスポーター機能が速やかに低下する傾向があるこ
とも明らかとなった。 
 
（２）ヒト手術残余検体および動物組織検体より調製した crypt 由来小腸幹細胞の 3D 培養系の
確立、分化小腸吸収上皮細胞の単層の透過性試験によるヒト消化管吸収予測 
 動物およびヒト消化管検体より crypt 領域を単離し、消化管幹細胞をゲル内 3D 培養すること
で継代・拡大培養可能な実験系を構築し、さらに培地中に含まれる、未分化性を維持する因子
(Wnt3a, R-spondin 3, Noggin)の含有率を下げるだけで、容易に分化吸収上皮細胞の 2D 培養系（通
常の培養皿/culture insert）に展開する方法論を確立した。形成された単層の TEER（経常皮膜抵
抗）や、代謝酵素・トランスポーターの mRNA 発現量は、いずれも分化培地に切り替えて後、
１週間後くらいから安定的にヒト小腸と比較的類似した性質を示すことを見出した。その中に

は、従来消化管吸収評価のための in vitro 実験系と
して汎用されてきていた Caco-2 細胞が有していな
い機能（例えば、CYP3A を介した代謝）も本実験
系が十分に有していることが確認された。このよう
な性質は、マウス由来細胞でもヒト由来細胞でも同
様の傾向が見られることを確認している。さらに、
ヒト消化管細胞を用いて、CYP3A による代謝を受
ける複数の薬物のヒト消化管代謝回避率(Fg)を in 
vitro 実験系における apical から basal 方向への輸送
活性を基に予測を行えるよう、新たに簡単な数理モ
デルに基づいた数式を提案し、２つの異なる方法に
より Fg 値の予測を試みたところ、かなり良好な予
測結果を得ることに成功した。このことから、本研
究で構築した新規実験系が、ヒト消化管吸収の定量
的予測に用いうる可能性を示唆する基礎データを
とることができた。 

 
（３）ヒト/動物 crypt 由来分化小腸吸収上皮細胞を用いた消化管吸収の部位差に関する検討 
 消化管吸収の種差・部位差の検討を進めるべく、マウス、イヌ、サルについても消化管上部か
ら下部に至るまで複数部位での crypt 由来消化管幹細胞株の樹立に成功した。 
特にマウスおよびヒト由来細胞を用いて、消化管上部と下部に偏在することが知られている

代謝酵素・トランスポーターが、それぞれの部位から採取した crypt 由来の分化細胞において発
現の多寡が保持されていることが確認したところ、そのようになっていることを確認した。さら
に、消化管上部・下部に偏在するトランスポーターPCFT, ASBT の発現を確認したところ、3D 培
養された小腸幹細胞の状態（分化前）では、共に mRNA 発現が確認されなかったものの、分化
細胞においては、PCFT は上部でのみ、ASBT は下部でのみ優位な遺伝子発現が確認された。ま
た、輸送機能としての部位差を確認すべく、PCFT, ASBT 各選択的基質である methotrexate, 
taurocholate の輸送を測定したところ、それぞれトランスポーター遺伝子の発現がある部位の分
化細胞のみにおいて有意な取り込みが観察された。この結果より、本実験系は、in vitro 実験系
で初めてヒトにおける消化管吸収の部位差を検討できるものとなっていることが確認された。 

 
（４）ヒト crypt 由来分化小腸吸収上皮細胞を用いた代謝酵素の転写誘導に関する検討 
旧来の消化管吸収実験系である Caco-2 細胞においては、核内転写因子 PXR を介した異物解毒

系分子の転写誘導が観察できないという欠点があり、その原因が PXR の発現量が消化管と比較
して極めて低いこととされてきた。我々自身もその事象を確認している。一方で、今回構築した
新規実験系では、PXR の mRNA 発現量がヒト小腸に匹敵するくらいの発現を示すことが分かっ
た。そこで、臨床上でも薬物間相互作用における誘導薬として問題となっているリファンピシン
による PXR を介した CYP3A の転写誘導が本実験系においても観察可能であるかを検証したと
ころ、CYP3A4 の mRNA 発現および CYP3A 基質の midazolam の代謝活性の上昇が我々の実験系
は確認できた。また、その上昇率については、これまでリファンピシンを CYP3A 基質と併用し
て実施した臨床試験における血中濃度上昇の割合と比較的合致する値を得ることができた。さ
らに、PXR を介した他の代謝酵素やトランスポーターの発現上昇についても観察することがで
きた。従って、本実験系は、創薬におけるヒト消化管吸収特性を予測するにあたって、旧来の実
験系に置き換わる優位性を有することを確認することができた。 
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