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研究成果の概要（和文）： 本研究では、培養細胞等の生体構成成分を用いて三次元腸管粘膜再構築の基礎モデルを作
製し、腸管吸収性の異なる物質やオリゴ核酸分子をモデル医薬品とした再構築モデルの基礎的評価を行った。ヒトにお
ける薬物吸収予測・動態評価における評価系としての動物モデルの代替法としても、また動物実験では得難い詳細な作
用機構の解析を行う上でも、本研究で得られた再構築基礎モデルは重要であるが、今後さらに継続して、現基礎モデル
の改良を行い、核酸製剤や新規薬剤のデリバリーシステム開発に役立てたい所存である。

研究成果の概要（英文）： In this study, the basic model of 3 dimensional intestinal tract and mucosa was 
reconstituted in vitro using several biological materials. The model was also examined by the 
oligonucleotide medicine or materials which had different molecular sizes. This basic model was important 
for the substitutional assay system of animal experimental models which predict drug absorption and 
pharmacokinetics and for the precise analysis where in vivo analysis could not achieve.

研究分野： 薬剤学
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１．研究開始当初の背景 

 ３次元細胞培養法による生体再構築モデ

ルの作製は、様々な医療分野での応用が期待

されることから、再生医療分野において、iPS

細胞の研究開発とともに、非常に盛んに開発

が行われている。中でも、腸管粘膜層や、血

液脳関門(BBB) の再構築モデルの作製は、薬

物動態学や動物代替法開発の観点からも、重

要課題の一つであった。 

in vitro における腸管モデルとして、Caco-

２細胞（ヒト大腸癌細胞）の単層培養モデル

が汎用されている。Caco-2 細胞は培養が比較

的容易であり、長期培養により、腸管上皮様

に分化することによるものであるが、このモ

デル上においては、大腸腸管上皮組織層のみ

しか再現できておらず、粘液分泌細胞である

Goblet 細胞による粘液層やリンパ管・血管の

脈管系などの重要な機構を反映することが

不可能であった。 

近年、大阪大学大学院工学研究科 明石満

教授らのグループにより、細胞集積法により

簡便に短期間で細胞を積層させて、３次元生

体再構築モデルを作製する系が開発され、皮

膚モデルが作製されており（Asano Y. et al 

Microscopy, 2014）、異なる臓器のさらなる開

発が期待される所である。 

 一方、近年、siRNA やアンチセンスヌクレ

オチド等の低分子オリゴ核酸を用いた核酸

医薬品に対する期待が高まっている。核酸医

薬品は、RNA 干渉メカニズムにより、対象

とする疾患に関係する遺伝子や蛋白質を直

接標的とし制御するため、高い効果が期待さ

れる。しかしながら、核酸自体は体内で易分

解性であり、一般的にはベクター等のキャリ

アーを必要とし、腸管において難吸収性であ

ることなど、体内動態に係るハードルも多く、

それらが障壁となり、これら核酸医薬の経口

製剤化は未だ実現に至っていない。申請者の

グループは、近年、核酸医薬の経口製剤化を

最終目的とし、注腸法による腸管のリンパ経

路を介した、非ウイルス型内在性キャリアー

および分散型脂質ナノ粒子を用いた核酸製

剤のドラッグデリバリーシステム(DDS)開発

を行ってきた（特許第 5892658 号：「経大腸

吸収用医薬組成物」 横田隆徳、村上正裕、

仁科一隆、PCT/JP2011/004642、国際出願日

2011 年 8 月 19 日、中国特許 ZL20118 

00500308）。この DDS は、世界初となるイ

ンジェクション法によらない核酸の全身性

投与を可能としたものである。 

 腸管粘膜組織における、薬物吸収段階の制

御およびその詳細なメカニズム解析はこの

DDS の確立・改良において、非常に重要なも

のであるが、実際に in vivo における詳細解

析は難しく、限界がある。特に、目的とする

核酸製剤が腸管上皮を通過し、脈管系へと移

行し、全身性に輸送されていく過程を詳細に

解析することは難しい。そこで、in vitro 腸

管モデルの確立と、そのモデルを用いた核酸

製剤の腸管吸収の制御検討およびメカニズ

ム解析が必要であった。 

 

２．研究の目的 

薬物が体内に吸収される過程において重

要な腸管粘膜組織を、in vitro 三次元細胞積

層技術を基盤として再構築し、実際に核酸製

剤等の開発中薬物の腸管透過段階における

薬物動態予測および作用機序等詳細解析に

用いる事により、最適な製剤処方の開発を目

的とした。 

 

３．研究の方法 

ヒト腸筋繊維芽細胞を、種々の細胞外基質

と組み合わせることにより、先述の明石満教

授らが開発した in vitro 三次元細胞積層技

術における細胞集積法を用いて、インサート

上に集積させ培養することにより、複数層か

らなる基層を構築した。 

ヒト腸筋繊維芽細胞により構築した基層

に各種血管内皮細胞を種々の条件下にて共



培養することにより、基層内部に脈管系の走

行を構築させた。基層上部には、ヒト腸上皮

系細胞を積層することにより、上皮層を作製

した。さらに、上皮層上部に粘液層を形成さ

せるため、種々の代替え水性ゲルを積層、も

しくは、粘液の主成分である mucin を分泌す

ることが可能な大腸杯細胞を上皮系細胞に

混合することにより、粘液層を形成した。 

腸管透過性、リンパ移行性の解析には、Cy3

蛍光標識化ビタミンＥ結合型 siRNA を中心

に、分子量の異なるオリゴ核酸等のモデル核

酸を用いた。 

なお、倫理面への配慮として、本研究にお

いて、ヒト由来細胞株を用いたが、すべての

細胞は販売元にて、治験審査委員会認定のド

ナープログラムを通じて採取されているも

のを購入して実験を行い、当大学の指針と規

則、「生命倫理・安全対策に対する取組」の

方針に従って行った。 

 

４．研究成果 

 基層を構築するのに用いる腸筋繊維芽細

胞は、先行技術で用いられている皮膚繊維芽

細胞と違い、細胞自体の重量が軽い為、腸筋

繊維芽細胞を用いた基層の作製は、種々の細

かい実験条件の変更が細胞生存率や回収率

の改善とともに必要であった。 

また、細胞集積法にて複数層を形成させる

際に、腸繊維芽細胞を細胞外基質で複数回コ

ーティングする必要があるが、このコーティ

ングに用いる基質が先行技術のファイブロ

ネクチンでは安定した構築ができず、積層自

体がインサートから剥離する現象を防止で

きなかった為、種々の細胞外基質の中から適

応できる細胞外基質の組み合わせや、使用す

るインサートの基底膜を構成するメンブレ

ンの組成について模索した。 

最終的に、細胞外基質の組み合わせは、コ

ラーゲンとラミニンを用い、それに自己組織

化ペプチドを組み合わせ、インサートについ

ては、インサート膜自体がコラーゲンで構成

されている ad-MED ビトリゲル（関東化学）

を用いることにより、安定した腸筋繊維芽細

胞から成る積層基層を構築した。 

また、積層基層には、ヒト腸上皮系細胞を

積層し、その中に大腸杯細胞を加えることに

より、粘液層が寄与する非撹拌層の形成を行

った。組織染色において、粘液層の主成分で

あるムチン層の形成が最上層部に確認され

たものの、積層の電気抵抗値が低下する傾向

が見られた。中性水性ゲルを用いて代替ゲル

粘液層を積層すると、ゲルを積層していない

層に比較して、電気抵抗値は変わらず、吸収

促進剤等の刺激に対する電気抵抗反応時間

が遅延するので、現条件下では、粘液層の形

成が十分ではない可能性が考えられ、改良の

余地がある。また、積層内への脈管系の走行

形成は、腸筋繊維芽細胞から成る基層の安定

した長期培養が必要であるが、共培養条件下

において使用している各細胞間の増殖速度

の違いや物理的な伸展力等により、構築の分

解等を引き起こす為、長期の安定した構築形

成が予想以上に困難であったため、現在継続

して構築の改良を行っている。 

siRNA が親水性であり、単独では腸管から

の吸収は困難であるため、本研究で用いたモ

デル核酸であるビタミンＥ修飾型siRNAはビ

タミンＥ修飾により脂溶性を向上させてあ

るが、これまで in vivo系では、腸管吸収段

階における詳細な機構が不明であった。本研

究の共焦点顕微鏡を用いた解析により、Cy3

蛍光標識ビタミンＥ修飾型siRNAを吸収促進

剤とともに腸管上皮層上部インサート内に

添加すると、上皮層内部への核酸の浸潤が観

察される一方、ビタミンＥ非修飾型 siRNA で

は、吸収促進剤とともに同部位に添加し、時

間が十分経過しても、その浸潤は確認されな

かった。この結果は、in vivo 系において、

ビタミンＥ修飾型siRNAは経腸にて標的臓器

へ送達されるが、ビタミンＥ非修飾型 siRNA



では送達されない結果と相関していた。さら

に、分子量の異なるオリゴ核酸を用いても、

siRNA と同様の結果が得られたことから、本

研究において、核酸のビタミンＥ修飾が核酸

の腸管上皮層透過段階に必須であることが

示唆された。 

 本研究において、in vivo 系では解析し難

かった箇所の解析が一部可能となり、in vivo

での実験結果との相関は得られたが、３Ｄ生

体再現構築モデルとして、特に脈管系と粘液

層の構築の個所については、依然改良の余地

があり、今後継続して行っていく所存である。 
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