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緒緒  言言  
 
小腸上皮細胞は、様々な薬物代謝酵素や薬物トランスポーターを発現しているため、経口投与された薬物の吸収・  

排泄や代謝において重要な役割を担う。創薬研究において、医薬品候補化合物の小腸での吸収を評価するための in vitro 
評価系としては、ラット等の小動物由来小腸組織を用いた反転腸管法やヒト大腸癌細胞株であるCaco-2細胞を用いた
系が汎用されているが、種差や“代謝”を評価できないという問題がある。ヒト iPS細胞から分化誘導した小腸上皮細胞
は、これらの問題点の解決が可能であり、薬物の“吸収・排泄と代謝”を同時に評価可能になると期待される。我々は  

すでに、高効率ヒト iPS 細胞由来小腸上皮細胞作製法を開発済みであるが［1～3］、ヒト iPS 細胞から小腸への    

分化誘導技術の開発はまだ黎明期であるのが実情であり、創薬研究に適した小腸上皮細胞への分化誘導技術の開発 

（改良）は極めて重要な研究課題である。 
そこで本研究では、ヒト iPS細胞から小腸上皮細胞へのより安定な高効率分化誘導法の開発を行った。まずは、ヒト

iPS細胞から小腸上皮細胞への分化過程の細胞に、適切な分化関連遺伝子を遺伝子導入能に優れたアデノウイルス（Ad）
ベクターを用いて一過性に導入することで、小腸上皮細胞への分化効率を飛躍的に高めることを試みた。その結果、  

ヒト iPS 細胞内胚葉細胞に FOXA2 遺伝子を、ヒト iPS 細胞腸管前駆細胞に CDX2 遺伝子を導入することで、     

小腸上皮細胞分化が飛躍的に向上し、薬物代謝酵素活性をはじめとする各種小腸上皮細胞機能が向上することを明らか

にした。また、安定製造に重点を置きながら分化誘導法の改良にも取り組んだ。ヒト iPS細胞由来小腸上皮細胞の機能
を向上できる化合物を探索し、化合物 Xを作用させることで、ヒト iPS細胞由来小腸上皮細胞における薬物代謝活性
を向上できることを見いだした。一方、我々が開発済みの高効率ゲノム編集技術［4］を駆使して、消化管吸収・代謝
に重要な薬物代謝酵素（CYP3A4）遺伝子をノックアウトしたヒト iPS 細胞由来小腸上皮細胞を作製し、当該分子の   

薬物吸収や代謝・毒性への影響を分子レベルで検討可能なことを実証した。 
 

方方  法法  
 
11．．ヒヒトト iiPPSS細細胞胞かからら小小腸腸上上皮皮細細胞胞へへのの分分化化誘誘導導  
ヒト iPS細胞をdifferentiation RPMI1640培地（100 ng/ml Activin A等を含む）で培養し、4日間培地交換を毎日
行うことでヒト iPS細胞を内胚葉細胞へ分化誘導した。ヒト iPS細胞由来内胚葉細胞から小腸様細胞に分化させる際
には、内胚葉細胞をdifferentiation DMEM-high Glucose 培地（BIO、DAPT等を含む）にて培養を行い、培養24日
目まで小腸様細胞へと分化誘導させた。 

Adベクターを用いた遺伝子導入によりヒト iPS細胞から内胚葉系細胞への分化誘導を行う場合は、FOXA2発現Ad
ベクターを3,000 vector particles（VP）／cellの濃度で中内胚葉系細胞に、CDX2発現Adベクターを3,000 VP/cell
の濃度で腸管前駆細胞に作用させた。Adベクターは、我々が開発したファイバー領域にポリリジンペプチドを挿入し、
ヒト iPS細胞から分化誘導した細胞への遺伝子導入能に優れたファイバー改変Adベクターを用いた。 
ヒトiPS細胞由来小腸上皮細胞の機能を向上できる化合物の探索においては、小腸上皮細胞で高発現しているMDR1
（P-gp）の基質や誘導能が報告されている候補化合物10種類を、分化誘導のday17から 10日間作用させて小腸上皮
細胞へと分化誘導を行い、day27において細胞を回収し、小腸上皮細胞機能を評価した。 
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22．．小小腸腸上上皮皮細細胞胞機機能能のの解解析析  
 小腸上皮細胞機能は、小腸関連遺伝子やタンパク質の定量的リアルタイムPCR解析、フローサイトメトリー解析、
免疫組織染色、細胞生存率測定、電気膜抵抗値（TEER）測定、CYP3A4活性等で評価した。 
33．．薬薬物物代代謝謝酵酵素素CCYYPP33AA44ののノノッッククアアウウトト  
未分化 iPS 細胞で転写活性が低い遺伝子（CYP3A4遺伝子を含む）は、ゲノム編集効率（相同組換え効率）が 2％ 

以下と低いことが課題だった。そこでバルプロ酸とRAD51を用いた独自開発のゲノム編集法（Crispr-Cas9系を利用）
［4］を用いて、CYP3A4ノックアウト（CYP3A4-KO）iPS細胞を作製した。 
 

結結  果果  
 
11．．遺遺伝伝子子導導入入技技術術をを用用いいたた高高機機能能ななヒヒトト iiPPSS細細胞胞由由来来小小腸腸上上皮皮細細胞胞のの作作製製  
 我々は以前に、ヒト iPS細胞から肝細胞への分化誘導において、肝細胞分化に関連する転写因子の遺伝子（FOXA2、
HNF1α遺伝子）をファイバー改変Adベクターで導入することで高機能なヒト iPS細胞由来肝細胞の作製に成功した
［5］。そこで、小腸上皮細胞への分化について、本技術を応用することを試みた。内胚葉への分化誘導についてはFOXA2
遺伝子を導入し、腸管前駆細胞へ遺伝子導入することで小腸上皮細胞分化に優れた転写遺伝子のスクリーニングを  

行った（図1A）。FOXA2、SOX17、CDX1、CDX2、KLF5、SOX9遺伝子を腸管前駆細胞（分化誘導8日目）へ導入
し、分化誘導 20 日後に villin、SI（sucrase-isomaltase）の遺伝子発現を検討したところ、CDX2 遺伝子導入により 

コントロールのLacZ遺伝子導入群と比べ大幅に遺伝子発現レベルが向上することが判明した。フローサイトメーター
でVillin陽性細胞の割合を測定したところ、96％にも達した（図1B）。CYP3A4代謝活性もLacZ導入群と比べ約７倍
向上し、ビタミンD3とリファンピシンによる CYP3A4発現の誘導能も観察された。また、適度な TEER値を示し、
単層膜はきれいなタイトジャンクションを形成していた。さらに、ヒト腸管の医薬品吸収・代謝を再現できること、  

即ちFa（腸管吸収率）およびFg（腸管上皮細胞での代謝回避率）予測に応用できる可能性を実証し、高機能なヒト iPS
細胞由来小腸上皮細胞の作製に成功した。 
22．．化化合合物物ススククリリーーニニンンググにによよるるヒヒトト iiPPSS細細胞胞由由来来小小腸腸上上皮皮細細胞胞のの機機能能向向上上  
ヒト iPS細胞から小腸上皮細胞への分化誘導の後期に 10種類の候補化合物をそれぞれ 10日間作用させてヒト iPS
細胞由来小腸上皮細胞を作製したところ、化合物X作用群において、腸管上皮細胞マーカーであるvillin、SI、IFABP、
薬物代謝酵素マーカーである CYP3A4、トランスポーターマーカーである MDR1、BCRP、PEPT1 の発現量が    

いずれも有意に上昇した。CYP3A4のタンパク質発現と活性の向上も認められた。また、化合物X処理によって、TEER、
および傍細胞透過性基質であるLucifer Yellowの膜透過係数に影響が生じないことが確認できた。よって、化合物Xは
タイトジャンクションの形成に影響を与えることなく、ヒト iPS 細胞由来小腸上皮細胞の薬物代謝活性等を向上   

できることが示唆された。現在、化合物 X によるヒト iPS 細胞由来小腸上皮細胞機能向上のメカニズムについても  

検討している。 
33．．CCYYPP33AA44ををノノッッククアアウウトトししたたヒヒトト iiPPSS細細胞胞由由来来小小腸腸上上皮皮細細胞胞  
我々が独自開発したゲノム編集方法［4］により、CYP3A4-KO iPS細胞の樹立に成功した。CYP3A4-KO iPS細胞
は、野生型 iPS 細胞と同等の未分化能及び小腸上皮細胞への分化能を有していることを遺伝子発現解析および免疫  

染色により確認した。CYP3A4の代謝活性を調べたところ、CYP3A4-KO小腸上皮細胞では代謝活性を消失していた。
さらに、CYP3A4によって代謝されることにより反応性代謝物が生じるAcetaminophenなどの薬物を小腸上皮細胞に
作用させたところ、CYP3A4の消失により細胞毒性レベルが軽減した。したがって、CYP3A4-KO小腸上皮細胞では、
CYP3A4 を介した医薬品の毒性を評価できることが示唆され、ヒト iPS 細胞とゲノム編集技術を用いて CYP3A4 に 

よる代謝と毒性を高精度に予測できる新規 in vitro 評価系の構築に成功した。 
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考考  察察  
 
ヒト iPS 細胞由来小腸上皮細胞の分化誘導技術の開発がはじまってから 5～6 年が経過したが、その間の分化誘導 

技術開発のスピードは目覚ましいものがあり、従来の腸管モデルでは不可能であった『薬物の吸収・排泄と代謝を同時

に評価できる新規 in vitro 評価系』を実現できる可能性を強く示唆する成果が得られつつある。しかしながら、P-gp
（P-glycoprotein）を介した薬物輸送を確認できない、あるいは低い、等の課題もあり、さらなる分化誘導技術の改良
が必要である。今後より優れた分化誘導法が確立され、本技術が完成すれば、『薬物の代謝・排泄と吸収を同時に評価

できる新規 in vitro 評価系』が初めて構築され、経口投与薬の創薬プロセスの一新が期待できる。さらに、我々が独自
に開発／改良したヒト iPS 細胞におけるゲノム編集技術［4］を用いれば、任意の遺伝子座における高効率のゲノム  

編集が可能となり、将来的には遺伝子のノックアウトだけでなく、一塩基置換を導入する際にも応用可能な基盤技術 

になると期待される。これにより、より精密な消化管吸収・排泄・代謝が予測可能な in vitro 評価系が構築可能になる
と期待される。我々はヒト iPS 細胞由来肝細胞の開発も先駆的に進めており、『ヒト小腸／肝臓複合 in vitro 評価   

モデル』の構築も可能になる。これらは iPS 細胞技術を用いることで初めて可能になる技術であり、本邦初の画期的
発明を活かした独創性の高い創薬技術開発研究である。また、高機能なヒト iPS細胞由来小腸上皮細胞は、腸を感染源
とするウイルス感染症（ノロウイルス等）や炎症性腸疾患、腸内細菌と腸との関連等、様々な基礎研究の発展にも   

大きな貢献が期待できる。 
 

 
図1．ヒト iPS細胞から小腸上皮細胞への分化を促進できる遺伝子の探索 

A） ヒト iPS細胞から小腸上皮細胞への分化誘導プロトコール 
B） 分化誘導8日目に各遺伝子をAdベクターで導入し、分化誘導20日目にvillin、SI陽性細胞の割合を

フローサイトメーターで調べた。 
（All data are shown as the mean ± SE of three independent differentiation experiments.） 
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