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略語一覧 

5-FU 5-fluorouracil 

5'-DFUR 5'-deoxy-5-fluorouridine 

ABC ATP-binding cassette 

ALPI alkaline phosphatase, intestinal 

BCRP breast cancer resistance protein 

BSA bovine serum albumin 

CAT1 calcium transport protein 1 

CD cluster of differentiation 

CDX2 caudal type homeobox 2 

CES carboxylesterase 

CNT concentrative nucleoside transporter 

CYP cytochrome P450 

DAPI 4',6-diamidino-2-phenylindole 

DCLK1 doublecortin-like kinase 1 

EAAC excitatory amino acid carrier 

EdU 5-ethynyl-2'-deoxyuridine 

ENT equilibrative nucleoside transporter 

ER efflux ratio 

FABP2 fatty acid-binding protein 2 

FAT fatty acid translocase 

FBS fetal bovine serum 

FFAR free fatty acid receptor 

GATA4 GATA binding protein 4 

GBA glucosylceramidase beta 

GLUT glucose transporter 

GP2 glycoprotein 2 

GPR G protein-coupled receptors 

HBSS Hanks’ balanced salt solution 

HCAR2 hydroxycarboxylic acid receptor 2 

HEPES 4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic acid 
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hiSIECs 
human induced pluripotent stem cell-derived small intestinal 

epithelial cells 

IFNγ interferon gamma 

IL-8 interleukin-8 

iPS induced pluripotent stem 

ISX intestine specific homeobox 

LCT lactase 

LDH lactate dehydrogenase 

LPS lipopolysaccharide 

LYZ lysozyme 

M cells microfold cells 

MDR1 multidrug resistance 1 

MES 2-(N-morpholino) ethanesulfonic acid 

MGAM maltase-glucoamylase 

MUC2 mucin 2 

MRP multidrug resistance-associated protein 

NPC1L1 Niemann-Pick C1 Like 1 

OATP organic anion transporting polypeptide 

OCT1 organic cation transporter 1 

OST organic solute transporter 

Pam3CSK4 Pam3CysSerLys4 

Papp apparent permeability coefficient 

PBS phosphate buffered saline 

PEPT1 peptide transporter 1 

P-gp P-glycoprotein 

PXR pregnane X receptor 

REG4 regenerating family member 4 

RIF rifampicin 

RT-PCR reverse transcription-polymerase chain reaction 

SCFAs short-chain fatty acids 

SGLT1 sodium-glucose cotransporter 1 

SI sucrase -isomaltase 
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SLC solute carrier 

SULT sulfotransferase 

TEER transepithelial electrical resistance 

TLRs toll-like receptors 

TNFα tumor necrosis factor alfa 

TREH trehalase 

TRPV6 
transient receptor potential cation channel subfamily V 

member 6 

UGT UDP-glucuronosyltransferase 

UPLC–MS/MS 
ultraperformance liquid chromatography–tandem mass 

spectrometry 

VD3 1α,25-dihydroxyvitamin D3 

VDR vitamin D receptor 
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第一章 序論 

小腸は、薬物や食品の吸収及び代謝を担う消化器官であり、バイオアベイラビ

リティを予測する上で重要な役割を果たしている 1–3)。また、小腸は常に増殖と

分化を繰り返している上皮細胞を有し、様々な化合物の影響を受けやすいため、

毒性の標的臓器ともされる 4)。さらに、小腸には免疫学的な側面もあり、腸管免

疫や腸内細菌叢に作用する機能性食品のターゲットとしても注目されている 5)。

吸収及び代謝や毒性、免疫といった小腸の多様な側面を理解し、医薬品、食品、

腸内細菌に関する研究を推進するためには、ヒト小腸の機能を再現した評価モ

デルの開発が必要である。 

非臨床試験において、ヒト小腸での吸収や代謝を含むバイオアベイラビリテ

ィを予測するために、実験動物が広く利用されている。しかし、代謝酵素やトラ

ンスポーターには種差があるため、臨床的な予測性能は不十分である 6,7)。また、

動物愛護の観点から、動物の利用を減らすことが求められており、動物実験代替

法の開発が期待されている。ヒト結腸がん由来の Caco-2 細胞は、小腸を研究す

るための in vitro モデルとして広く使用されている 8–13)。一方、代謝酵素、トラ

ンスポーター及びレセプターの発現パターンがヒト正常小腸と異なるため、そ

の有用性は限定的であり 14–16)、細胞株や継代数による性能のばらつきが、さら

にその応用を妨げている 17,18)。凍結保存されたヒト初代腸管上皮細胞は、高い代

謝活性を示す 19)。さらに、外科手術で残存組織として得られたヒト腸管スライ

スを用いた Ussing chamber は、ヒトの腸管吸収の予測モデルとして有用である

20,21)。しかしながら、これらのヒト細胞や組織は生存期間が限られており、加え

て取得の複雑さやサンプル固有のばらつきがあるため、繰り返し再現良く評価

に用いるのには課題がある。最近では、ヒト腸管陰窩から分離した腸管幹細胞を

用いてオルガノイドを培養する方法が発見され、腸管モデルとして用いられて
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いる 22,23)。しかし、腸管オルガノイドは内腔側が閉ざされており、頂端側へのア

クセスが困難であることや、ヒト腸陰窩の入手可能性も限られていることから、

応用が限定的である。 

そこで近年、ヒト iPS 細胞由来腸管上皮細胞（human induced pluripotent stem 

cell-derived small intestinal epithelial cells, hiSIECs）が、注目されている。hiSIECs

は、セルカルチャーインサート上でヒト腸管上皮細胞のシートとしてバリア機

能を示し、cytochrome P450 3A4（CYP3A4）等の薬物代謝酵素やトランスポータ

ーをヒト腸管上皮細胞と同等に発現しており、ヒト小腸の機能を反映する有望

な細胞として研究が発展してきている 24–31)。これまでに hiSIECs の薬物動態学

的特性については多くの研究が報告されているが、それらは小腸の一部の機能

を評価しているにすぎない。hiSIECs は、薬物動態に加えて、毒性及び免疫など

小腸に関わる様々な研究に利用できるポテンシャルを秘めているが、その応用

可能性は十分に解明されていないのが現状である。本研究では、薬物動態、毒性

及び免疫学的観点から hiSIECs のヒト小腸モデルとしての有用性について明ら

かにすることを目的とした。 

最初に、本研究で利用する hiSIECs について、基本的な特性として腸管上皮細

胞らしさやバリア機能を評価した。また、小腸の主要な機能である薬物動態学的

機能について、薬物代謝酵素とトランスポーターに注目して解析した。そこで、

第二章では、hiSIECs の腸管上皮細胞としての特性や薬物動態学的機能を評価し

た知見について論ずる。 

消化管毒性は、臨床試験にて神経毒性、心毒性、肝毒性に次いで多く生じる副

作用であることが知られている 32,33)。細胞障害性の抗悪性腫瘍薬や、γセクレタ

ーゼ阻害剤によって生じる消化管毒性について、hiSIECs を用いて評価できるか

検討した。そこで、第三章では、hiSIECs の消化管毒性評価モデルとしての有用
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性を、作用機序の異なる 2 種類の薬物を例として検証した結果について論ずる。 

また小腸は免疫学的にも重要な器官であり、腸管免疫や腸内細菌叢に作用す

る機能性食品の標的としても注目されている 5)。食品や腸内細菌がヒト小腸に及

ぼす影響やその作用機序を理解するためのツールとして、hiSIECs の応用可能性

を検証した。そこで、第四章では、hiSIECs の免疫に関する特性として、免疫応

答や炎症反応、異物の取り込み活性について検討した。 
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第二章 hiSIECs の基本特性と薬物動態に関する特性 

2.1 緒言 

小腸は、薬物や食品の吸収及び代謝を担う消化器官であり、バイオアベイラビ

リティを予測する上で重要な役割を果たしている 1–3)。そのため、経口薬の開発

において、小腸における吸収及び代謝を評価することは重要である。したがって、

これらを予測するための評価モデルとして、実験動物 6,7)や、Caco-2 細胞 8–13)、

及びヒト腸管から採取された初代細胞 19)や組織 20,21)に加えて、hiSIECs24–31)につ

いても薬物動態学的な評価が行われてきている。したがって本章では、本研究で

利用する hiSIECs について、腸管上皮細胞らしさを有していることを確認した上

で、薬物動態学的機能の検証を、薬物代謝酵素とトランスポーターに注目して実

施した。 

最初に、hiSIECs の腸管上皮細胞らしさを確認するために、腸管上皮細胞のマ

ーカー発現や細胞形態を評価した。また、腸管上皮細胞が有する重要な特性であ

るバリア機能についても、hiSIECs をセルカルチャーインサート上にて培養して

検証した。加えて、杯細胞等の各種腸管上皮細胞のマーカー発現についても評価

した。 

そして、hiSIECs の薬物動態学的機能を評価した。薬物代謝酵素やトランスポ

ーターについて、hiSIECs における mRNA 発現を Caco-2 細胞やヒト成人小腸の

発現レベルと比較した。また、小腸における主要な薬物代謝酵素やトランスポー

ターとして、hiSIECs における CYP3A4/5 及び P-gp の活性を評価した。さらに、

小腸における薬物間相互作用の一つである酵素誘導を評価することが可能か、

誘導剤である rifampicin（RIF）及び 1α,25-dihydroxyvitamin D3（VD3）を用いて

検証した。 
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2.2 実験方法 

2.2.1 細胞の培養 

hiSIECsとしては、富士フイルム株式会社（東京）のF-hiSIECを用いた。F-hiSIEC

は、ヒトiPS細胞から、内胚葉、腸管幹細胞へと分化された後に、腸管上皮細胞

へと分化される工程の途中で凍結保存されており、これを取扱説明書に従って

解凍播種、培養することで腸管上皮細胞への最終的な分化を完了させ、評価に利

用した。簡単に説明すると、細胞播種前に96ウェルプレート（Corning、ニュー

ヨーク州、米国）、または24ウェルセルカルチャーインサート（Merck Millipore、

マサチューセッツ州、米国）をMatrigel GFR（Corning）でコーティングした。F-

hiSIECを解凍し、Matrigel GFRでコーティングしたプレートまたはセルカルチャ

ーインサート上に播種し、取扱説明書に従って9–13日間培養した。なお、本試験

におけるLotは、ヒトiPS細胞から腸管上皮細胞への独立した製造Lotを示す。

Caco-2細胞は、株式会社ケー・エー・シー（京都）のPOCA Caco-2を使用して準

備した。本細胞は、24ウェルセルカルチャーインサートに播種してから20日目ま

で分化されており、取扱説明書に従って添付の培地でさらに1日間培養した。 

 

2.2.2 Real-Time RT-PCR 

Qiazol（Qiagen、Hilden、ドイツ）と RNeasy Plus Mini kit（Qiagen）を用いて、

hiSIECs 及び Caco-2 細胞の RNA を抽出した。cDNA 合成は high-capacity RNA-

to-cDNA kits（Thermo Fisher Scientific、マサチューセッツ州、米国）を、Real-Time 

PCR の反応混合液は TaqMan gene expression master mix（Thermo Fisher Scientific）

を、反応には ViiA 7 Real-Time PCR System（Applied Biosystems、カリフォルニア

州、米国）を使用し、取扱説明書に従い行った。PCR プライマーは、Table 1 に

示したものを用いた。内在性コントロールとして 18S ribosomal RNA を用いて補
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正した。コントロールとして、BioChain Institute（カリフォルニア州、米国）よ

り購入したヒト成人小腸の total RNA を用いた。独立した 2Lot 以上の hiSIECs に

ついて n = 1, triplicate で試験し、再現性が得られることを確認した上で、代表的

な 1 試験の結果を示す。 
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Table 1. TaqMan Assays used in this study. 

Gene name Assay ID Gene name Assay ID 

18S Hs03003631_g1 LYZ Hs00426232_m1 

ABCA1 Hs01059137_m1 MGAM Hs01090216_m1 

ABCB1 Hs00184500_m1 MUC2 Hs03005103_g1 

ABCC1 Hs01561483_m1 NPC1L1 Hs00905233_m1 

ABCC2 Hs00960489_m1 REG4 Hs00230746_m1 

ABCC3 Hs00978452_m1 SLC15A1 Hs00192639_m1 

ABCG2 Hs01053790_m1 SLC1A1 Hs00188172_m1 

ABCG5 Hs00223686_m1 SLC22A1 Hs00427552_m1 

ABCG8 Hs00223690_m1 SLC28A1 Hs00984391_m1 

CD36 Hs00354519_m1 SLC28A2 Hs01035846_m1 

CDX2 Hs01078080_m1 SLC29A1 Hs01085706_m1 

CES1 Hs00275607_m1 SLC29A2 Hs01546959_g1 

CES2 Hs01077945_m1 SLC2A2 Hs01096908_m1 

CYP2C19 Hs00426380_m1 SLC2A5 Hs01086390_m1 

CYP2C9 Hs02383631_s1 SLC51A Hs00380895_m1 

CYP3A4 Hs00604506_m1 SLC51B Hs01057182_m1 

CYP3A5 Hs02511768_s1 SLC5A1 Hs01573793_m1 

DCLK1 Hs00178027_m1 SLCO2B1 Hs01030343_m1 

FABP2 Hs01573164_g1 SULT1B1 Hs00234898_m1 

GATA4 Hs00171403_m1 TREH Hs00389383_m1 

GATA6 Hs00232018_m1 TRPV6 Hs00367960_m1 

GBA Hs00986836_g1 UGT1A1 Hs02511055_s1 

GP2 Hs00426805_m1 UGT2B7 Hs00426592_m1 

ISX Hs01368145_m1 Villin 1 Hs01031739_m1 

LCT Hs00158722_m1 
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2.2.3 免疫蛍光染色 

免疫蛍光染色のため、細胞を 4℃の methanol 中で固定透過処理した。洗浄後、

1%ウシ血清アルブミン（BSA）、22.5 mg/mL グリシン、0.1% Tween 20 を含む PBS

にて室温で 30 分間ブロッキングした。次いで細胞を Table 2 に示す一次抗体と

共に 4℃で一晩インキュベートした。一次抗体は以下のように希釈した：villin 1 

1:200、mucin 2（MUC2） 1：200、glycoprotein 2（GP2） 1:600。続いて、Table 

2 に示す二次抗体と共に室温で 60 分間インキュベートした。その後、細胞を 4',6-

diamidino-2-phenylindole（DAPI）と共に室温で 5 分間インキュベートした。細胞

の観察は、BZ-X（キーエンス、大阪）を使用した。 

 

Table 2. Antibodies used in this study. 

Antibody Supplier 
Catalogue 

number 
Application 

anti-villin 1 Abcam ab130751 IHC, FC 

anti-occludin 
Thermo Fisher 

Scientific 
33-1500 IHC 

anti-MUC2 Abcam ab11197 IHC 

anti-GP2 MBL D277-3 IHC 

Rabbit IgG 

Isotype Control 
Abcam ab172730 FC 

Goat anti-Rabbit IgG 

Secondary Antibody, 

Alexa Fluor 488 conjugate 

Abcam ab150077 IHC, FC 

Goat anti-Mouse IgG 

Secondary Antibody, 

Alexa Fluor 568 conjugate 

Abcam ab175473 IHC  
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2.2.4 フローサイトメトリー 

6ウェルプレートで培養した hiSIECsを、TrypLE Select（Thermo Fisher Scientific）

とともに 37℃で 30 分間インキュベートし、プレートから剥離した。Live/Dead 

Fixable Aqua（Thermo Fisher Scientific）を使用して死細胞を染色し、その後 4% 

paraformaldehyde 中に室温で 15 分間静置して固定した。細胞は、フローサイト

メトリーバッファー（2% FBS を含む PBS）中に保存した。その後、サポニンを

添加したフローサイトメトリーバッファーと交換した後、Table 2 に示す一次抗

体を添加し、暗所で室温にて 1 時間インキュベートした。続いて、Table 2 に示

す二次抗体とも同様に反応させた。最後に、染色された細胞を Attune NxT Flow 

Cytometer（Thermo Fisher Scientific）で分析し、Table 2 に示す rabbit IgG isotype 

control 及び同様の二次抗体で染色した細胞と比較することで、陽性細胞の割合

を算出した。 

 

2.2.5 電子顕微鏡での観察 

セルカルチャーインサートで培養した hiSIECs を、2.5%グルタルアルデヒド

リン酸緩衝液で細胞を固定した。そのサンプルをボゾリサーチセンター（御殿場）

に送付し、解析を委託した。 

 

2.2.6 経上皮電気抵抗（TEER）値測定 

hiSIECs の経上皮電気抵抗（TEER）値は、Millicell ERS-2（Merck Millipore）を

用いて、培地交換前に測定した。測定値は、セルカルチャーインサートの底面積

（0.33 cm2）に基づいてΩ×cm2 に変換した。 
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2.2.7 CYP3A4/5 活性の測定 

hiSIECs を、5 μM の midazolam（富士フイルム和光純薬株式会社、大阪）を含

む F-hiSIEC Assay Medium（富士フイルム株式会社）とともに 37°C で 2 時間イン

キュベートした。代謝産物は、ultraperformance liquid chromatography-tandem mass 

spectrometry（UPLC-MS/MS）を用いて定量した。Pierce BCA Protein Assay Kit

（Thermo Fisher Scientific）を用いて細胞の総タンパク質量を測定し、タンパク質

量当たりの活性を算出した。 

 

2.2.8 CYP3A4 誘導試験 

hiSIECs における CYP3A4 mRNA 発現量の誘導を評価した。hiSIECs を Matrigel 

GFR でコーティングしたセルカルチャーインサート上に播種し、その後、取扱

説明書に従って 7 日間培養した。次に、前培養として F-hiSIEC Assay Medium で

培養した（7–9 日目）。hiSIECs を、5–20 µM の RIF（富士フイルム和光純薬株式

会社）または 1–100 nM の VD3（富士フイルム和光純薬株式会社）を含む F-hiSIEC 

Assay Medium で 48 時間処理し（9–11 日目）、CYP3A4 mRNA 発現量を、上記と

同様の方法で Real-Time RT-PCR を用いて評価した。 

 

2.2.9 膜透過試験 

セルカルチャーインサートで培養した hiSIECs の、apical 側のチャンバーに

HBSS-A 溶液（10 mM MES（Thermo Fisher Scientific）、4.5 g/L グルコースを含む

HBSS（Thermo Fisher Scientific）、pH 6.5）を、basal 側のチャンバーに HBSS-B 溶

液（10 mM HEPES（Thermo Fisher Scientific)、4.5 g/L グルコースを含む HBSS、

pH 7.4）を添加して、37°C で少なくとも 1 時間プレインキュベートした。その

後、apical 側のチャンバーを 110 µM の lucifer yellow（富士フイルム和光純薬株
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式会社）を含む HBSS-A 溶液に交換し、37°C で 60 分間インキュベートしながら

試験を実施した。Apical 側及び basal 側チャンバーから溶液を回収し、EnSpire 

（PerkinElmer、マサチューセッツ州、米国）を用いて評価した。 

基質として 10 µM の digoxin（Thermo Fisher Scientific）を用いて、双方向輸送

試験を実施した。10 mM HEPES（pH 7.4）を含む HBSS を試験バッファーとして

使用した。37°C で 1 時間のプレインキュベーション後、基質を含む試験バッフ

ァーを apical 側又は basal 側チャンバーに添加し、続いて 37°C で 1 時間インキ

ュベートした。未反応の基質を、UPLC-MS/MS を用いて評価した。 

Papp は以下のとおり算出した。 

Papp  =  
dQ

dt
 ×  

1

A ×  C0
 

ここで、dQ/dt は単位時間当たりに透過した化合物の量であり、A はセルカルチ

ャーインサートの表面積（0.33 cm2）であり、C0 はドナーチャンバー中の化合物

の初期濃度である。Digoxin の efflux ratio（ER）は、basal 側から apical 側への輸

送の Pappを、apical 側から basal 側への輸送の Pappで割ることによって算出した。 

 

2.2.10 統計解析 

多重比較は、分散分析を行った後、Dunnett’s test を用いて実施した。これらの

分析には、SPSS Statistics 28.0 software（IBM、ニューヨーク州、米国）を用いた。 
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2.3 実験結果 

2.3.1 hiSIECs の腸管上皮細胞としての特性 

hiSIECs の腸管上皮細胞としての特性を解析するために、腸管上皮細胞のマー

カー発現や細胞形態、及びバリア機能の形成を評価した。加えて、杯細胞等の各

種腸管上皮細胞のマーカー発現についても評価した。 

 

2.3.1.1 hiSIECs の腸管上皮細胞マーカーの発現と細胞形態 

hiSIECs は、腸管上皮細胞マーカーである villin 1、caudal type homeobox 2

（CDX2）、intestine specific homeobox（ISX）、GATA binding protein 4（GATA4）、

GATA6、fatty acid-binding protein 2（FABP2）について、ヒト成人小腸と同程度の

mRNA 発現を示した（Fig. 1A）。次に、免疫蛍光染色により villin 1 のタンパク

質レベルでの発現が認められた（Fig. 1B）。また、フローサイトメトリーによる

解析の結果、hiSIECs における villin 1 陽性細胞の割合は 90%以上であった（Fig. 

1C）。他の hiSIECs に関する報告においては、villin 1 陽性細胞の割合が 95%程度

であり 29)、それと同程度であることが確認された。さらに、電子顕微鏡によっ

て hiSIECs の細胞表面には微絨毛が形成されていることも観察された（Fig. 1D）。 
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Figure 1. Expressions of small intestinal epithelial markers and cell morphology 

of hiSIECs. 

(A) The gene expression levels of small intestinal epithelial markers were determined 

by real-time RT-PCR. The mRNA levels in the adult small intestine were arbitrarily 

defined as 100. (B) Immunofluorescence staining of villin 1 (green) was performed in 

the hiSIECs. Nuclei were counterstained with DAPI (blue). The scale bar represents 50 

μm. (C) The percentages of villin 1-positive cells were measured by flow cytometry 

analysis. (D) Electron microscope images of microvilli (MV, white arrow). The scale 

bar represents 2.0 μm.  
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2.3.1.2 hiSIECs のバリア機能 

腸管上皮細胞が有する特性として、hiSIECs のバリア機能を評価した。免疫蛍

光染色により、バリア機能の形成に必要となるタイトジャンクション関連タン

パク質である occludin の発現が認められた（Fig. 2A）。次に、hiSIECs をセルカ

ルチャーインサート上で培養すると、安定した経上皮電気抵抗（TEER）値を示

した（Fig. 2B）。さらに、細胞間隙経路で透過するとされる lucifer yellow の透過

性試験により、ヒト腸管スライスを用いた Ussing chamber における Papp値 2.99 ± 

1.53 × 10-6 cm/sec20)と比較して同等以下の Papp値を示すことから、hiSIECs が薬物

透過性を評価するのに十分なバリア機能を備えていることを確認した（Fig. 2C）。 

 

Figure 2. Barrier function of hiSIECs.  

(A) Immunofluorescence staining of occludin (red) was performed in the hiSIECs. 

Nuclei were counterstained with DAPI (blue). The scale bar represents 50 μm. (B) 

TEER values of the hiSIEC monolayer were measured. Data were presented as means 

± S.D. (n = 3). (C) The permeability of lucifer yellow across the hiSIEC monolayer. 

Data were presented as means ± S.D. (n = 3). 
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2.3.1.3 hiSIECs の各種腸管上皮細胞に関する特性 

ヒト小腸の腸管上皮細胞には、大半を占める吸収上皮細胞に加えて、杯細胞、

内分泌細胞、パネート細胞、M 細胞、タフト細胞が含まれている。hiSIECs は、

各細胞のマーカーである MUC2、regenerating family member 4（REG4）、lysozyme

（LYZ）、GP2、doublecortin-like kinase 1（DCLK1）の mRNA 発現を示した（Fig. 

3A）。また、免疫蛍光染色により、hiSIECs において MUC2 及び GP2 陽性細胞が

分化されていることが明らかとなった（Fig. 3B）。 

 

Figure 3. Expression of other major intestinal epithelial cell-type markers in 

hiSIECs. 

(A) The gene expression levels of small intestinal epithelial markers were determined 

by real-time RT-PCR. The mRNA levels in the adult small intestine were arbitrarily 

defined as 100. (B) Immunofluorescence staining of MUC2 and GP2 (red) was 

performed in the hiSIECs. Nuclei were counterstained with DAPI (blue). The scale bar 

represents 50 μm. 

 

群 
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2.3.2 hiSIECs の薬物動態に関する特性 

hiSIECs の薬物動態に関する特性について、薬物代謝酵素及びトランスポータ

ーの観点から評価した。 

 

2.3.2.1 hiSIECs の薬物代謝酵素に関する特性 

最初に、薬物代謝酵素について、hiSIECs や Caco-2 細胞の mRNA 発現量を評

価した。その結果、hiSIECs は、第Ⅰ相の薬物代謝酵素である CYP3A4、CYP3A5、

CYP2C9、CYP2C19、carboxylesterase 2（CES2）や、第Ⅱ相の薬物代謝酵素であ

る UDP-glucuronosyltransferase 1A1（UGT1A1）、UGT2B7、sulfotransferase family 

1B1（SULT1B1）、グリコシダーゼである sucrase-isomaltase（SI）、lactase（LCT）、

trehalase（TREH）、maltase-glucoamylase（MGAM）の二糖加水分解酵素、

glucosylceramidase beta（GBA）について、ヒト成人小腸と同等の mRNA 発現を

示した（Fig. 4A）。 

薬物代謝酵素として代表的な cytochrome P450（CYP）の中では、CYP3A4 が

小腸において大半を占めるとされている 34)。Kabeya らは、ヒト初代腸管上皮細

胞及び Caco-2 細胞における CYP3A4/5 の活性を midazolam の 1'-hydroxylation を

指標に評価し、それぞれ 848±149 及び 26±3 pmol/2h/mg protein であることを報

告している 30)。同様の手法で hiSIECs における CYP3A4/5 活性を評価した結果、

ヒト初代腸管上皮細胞と同等の活性を示した（Fig. 4B）。 
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Figure 4. Pharmacokinetic characteristics regarding the metabolizing enzymes of 

hiSIECs. 

(A) The gene expression levels of the drug-metabolizing enzymes were determined by 

real-time RT-PCR. The mRNA levels in the adult small intestine were arbitrarily 

defined as 100. (B) The CYP3A4/5 activities in hiSIECs were evaluated by midazolam 

hydroxylation. Data were presented as means ± S.D. (n = 3). 
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加えて、腸管上皮細胞の CYP3A4 は様々な薬物によって誘導されることが知

られている。CYP3A4 誘導剤である RIF や VD3 を hiSIECs に作用させると、

CYP3A4 mRNA 発現量の有意な上昇が認められた（Fig. 5A）。また、複数 Lot に

おいて、安定して誘導が見られることが明らかとなった（Fig. 5B）。 

 

Figure 5. CYP3A4 induction potency of the hiSIECs. 

(A) Induction of the gene expression level of CYP3A4 by RIF and VD3. The gene 

expression level of the vehicle group was taken as 1. Data were presented as means ± 

S.D. (n = 3). Statistical significance levels compared with the vehicle group: *P < 0.05; 

***P < 0.001. (B) Induction of the gene expression level of CYP3A4 by 10 µM RIF 

and 10 nM VD3. The gene expression level of the vehicle group was taken as 1. Data 

were presented as means ± S.D. (n = 3).  
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2.3.2.2 hiSIECs のトランスポーターに関する特性 

次に、トランスポーターについて、hiSIECs や Caco-2 細胞の mRNA 発現量を

評価した。その結果、hiSIECs は腸管上皮細胞が有するトランスポーターである

ATP-binding cassette subfamily A member 1（ABCA1）、ABCB1/multiple drug resistance 

1（MDR1）（P-glycoprotein（P-gp））、ABCC1/multidrug resistance-associated protein 

1（MRP1）、ABCC2/MRP2、ABCC3/MRP3、ABCG2/breast cancer resistance protein

（BCRP）、ABCG5、ABCG8、solute carrier family 1 member 1（SLC1A1）/excitatory 

amino acid carrier 1 （ EAAC1 ）、 SLC2A2/glucose transporter 2 （ GLUT2 ）、

SLC2A5/GLUT5 、 SLC5A1/sodium-glucose cotransporter 1 （ SGLT1 ）、

SLC15A1/peptide transporter 1（PEPT1）、SLC22A1/organic cation transporter 1

（OCT1）、SLC28A1/concentrative nucleoside transporter 1（CNT1）、SLC28A2/CNT2、

SLC29A1/equilibrative nucleoside transporter 1 （ ENT1 ）、 SLC29A2/ENT2 、

SLC51A/organic solute transporter alpha（OSTA）、SLC51B/OSTB、SLCO2B1/organic 

anion transporting polypeptide 2B1（OATP2B1）、Niemann-Pick C1 Like 1（NPC1L1）、

CD36/fatty acid translocase（FAT）、transient receptor potential cation channel subfamily 

V member 6（TRPV6）/calcium transport protein 1（CAT1）について、mRNA 発現

を示すことが明らかとなった（Fig. 6A）。 

さらに、薬物の腸管吸収に影響する重要なトランスポーターとして、P-gp に

着目して機能解析を実施した。典型的な P-gp 基質である digoxin について、apical 

to basal（A to B）方向を上回る basal to apical（B to A）方向の輸送が認められ、

排出トランスポーターとして正しく機能していることが示された（Fig. 6B）。 
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Figure 6. Pharmacokinetic characteristics regarding the transporters of hiSIECs. 

(A) The gene expression levels of transporters were determined by real-time RT-PCR. 

The mRNA levels in the adult small intestine were arbitrarily defined as 100. (B) The 

transport activities of P-gp in hiSIECs were evaluated by measuring the directional (A 

to B and B to A) transport of digoxin, a typical P-gp substrate. Data were presented as 

means ± S.D. (n = 3). 
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2.4 考察 

本章では、hiSIECs の腸管上皮細胞としての特性や薬物動態に関する特性を評

価した。最初に、hiSIECs は腸管上皮細胞マーカーに関する mRNA 発現を示した

（Fig. 1A）。結腸ではなく小腸近位のマーカーとして知られる GATA4 35,36)や、腸

管上皮細胞の成熟度の指標とされる FABP237,38)について、hiSIECs の mRNA 発

現がヒト成人小腸と同程度であったことから、hiSIECs が成熟した小腸の腸管上

皮細胞であることが示唆された。また、hiSIECs における villin 1 陽性細胞の割合

は 90%以上であった（Fig. 1C）。したがって、大部分の細胞が iPS 細胞から腸管

上皮細胞へと特異的に分化していることが示された。 

腸管上皮細胞が有する重要な特性の一つであるバリア機能についても、

hiSIECs は安定した機能が認められた（Fig. 2）。我々は以前に、Caco-2 細胞の

TEER 値が 650 ± 34 Ω × cm2 であり、細胞間隙経路で透過するとされる lucifer 

yellow の Papp値が 0.06 ± 0.02 × 10-6 cm/sec であったことを報告した 30)。hiSIECs

の TEER 値は、Caco-2 細胞と同等であったが、lucifer yellow の透過性は hiSIECs

の方が高かった。Caco-2 細胞はヒト初代腸管上皮細胞よりも強力な密着結合を

持ち、細胞間隙経路を通る化合物の透過性が低下すると報告されており 39)、

hiSIECs の方がよりヒト生体に近い透過性を示すことが期待できる。また一方で、

ヒト小腸組織のTEER値は 50–100 Ω × cm2であることが知られており 40)、hiSIECs

の方が高い TEER 値を示す。これは、ヒト小腸組織には未熟な腸管幹細胞も豊

富に含まれている一方で、hiSIECs には成熟した腸管上皮細胞がより多く含まれ

るためだと考えられる。 

さらに、hiSIECs は、杯細胞、内分泌細胞、パネート細胞、M 細胞、タフト細

胞のマーカー発現を示した（Fig. 3）。杯細胞（MUC2）及び M 細胞（GP2）のマ

ーカー陽性細胞が存在することを免疫染色により確認したが、Yamada らは同様
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の hiSIECs について、内分泌細胞（chromogranin A）及びパネート細胞（lysozyme）

のマーカー陽性細胞が存在することを報告している 41)。したがって、hiSIECs に

は各種細胞が含まれていることが示唆され、各種細胞に注目したアッセイへの

応用も期待できる。本章では、ヒト腸管上皮の大半を占める吸収上皮細胞が有す

る薬物動態学的特性について論じたが、第三章では杯細胞、第四章では M 細胞

に着目した応用展開について論ずる。 

本章では、hiSIECs の薬物動態に関する特性として、薬物代謝酵素及びトラン

スポーターについて評価した。多くの薬物代謝酵素及びトランスポーターの

mRNA 発現レベルは、hiSIECs とヒト成人小腸の間で同様であり（Fig. 4A and 6A）、

hiSIECs はヒト初代腸管上皮細胞と同等の CYP3A4/5 活性や、安定した排出トラ

ンスポーターP-gp の活性を有していた（Fig. 4B and 6B）。加えて、これらの活性

は複数の製造 Lot 間で安定しており、再現性試験に適した細胞であることが示

唆された。ここでは代表的な薬物代謝酵素やトランスポーターの活性に着目し

て評価したが、他にも Kitaguchi らは同様の hiSIECs が UGT ファミリー酵素の活

性を有することや、21 種類の薬物について hiSIECs が Caco-2 細胞よりも高い腸

管吸収性予測精度を有することを報告している（r = 0.830 and 0.401, respectively）

42)。今後、hiSIECs がその他の薬物代謝酵素やトランスポーターの評価にも活用

されることに期待したい。 

特定の薬物代謝酵素及びトランスポーターの寄与を評価するにあたっては、

リコンビナントタンパク質 43)、ミクロソーム 44)、過剰発現細胞株 45,46)や Caco-2

細胞 8–13)をはじめとした別の in vitro 評価系を用いることもできる。それらと比

較して、hiSIECs は複数の薬物代謝酵素及びトランスポーターを、ヒト成人小腸

と同様のレベルで発現しているため、複合的な寄与を評価することが可能であ

る。近年、Agustina らは hiSIECs を用いて、イソフラボンが硫酸転移酵素による
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代謝を受けた後、排出トランスポーターである BCRP により腸管管腔側に排出

される様子を再現し、それらに対する BCRP 阻害剤の影響を評価している 47)。

このように、hiSIECs は薬物代謝酵素及びトランスポーターの双方の影響を受け

る化合物や、二次的、三次的な反応を評価するツールとしても期待できる。 

hiSIECs はヒト成人小腸と概ね同様のレベルで薬物代謝酵素及びトランスポ

ーターを発現していたが、例えば UGT1A1 の mRNA 発現量は突出して高く、

CES1、SLC5A1、SLC28A2 の mRNA 発現量は低いレベルであった。UGT1A1 に

ついては、Kitaguchi らの報告 42)によっても、同様の hiSIECs について mRNA 発

現量がヒト初代腸管上皮細胞の 95 倍高いことが報告されている。同時に、著者

らは UGT1A1 特異的な代謝による β-estradiol の 3-glucuronide 生成量を評価して

いるが、hiSIECs と Caco-2細胞の活性はヒト初代腸管上皮細胞のそれぞれ 3.8 倍、

0.017 倍であることも報告されており、mRNA 発現量に差があるにも関わらず、

活性はヒト初代腸管上皮細胞同等であることが示されている。CES については、

CES1 の発現量は肝臓・Caco-2 細胞 > 小腸、CES2 の発現量は小腸・肝臓 > Caco-

2 細胞であることを Kabeya らが報告している 48)。したがって、hiSIECs の CES1

発現レベルはヒト成人小腸よりも低いレベルを示したが、これは小腸としての

特徴をより強調した結果であると考察できる。また、SLC5A1 や SLC28A2 が低

い発現レベルを示していることは、課題である。近年 Shirai らが、5-aza-2′-

deoxycytidineを除いた培地で同様のhiSIECsを気液培養することにより、SLC5A1

の発現量が 10 倍以上上昇することを見出した 49)。SLC28A2 については評価さ

れていないが、このような培養法の改良により、さらにヒト成人小腸に近いレベ

ルまで発現量が上昇する可能性がある。 

また、hiSIECs を CYP3A4 誘導剤である RIF 及び VD3 に曝露すると、CYP3A4

の mRNA 発現レベルが濃度依存的に有意に増加した（Fig. 5）。したがって、



 32 

hiSIECs は、RIF 及び VD3 の受容体である pregnane X receptor（PXR）及び vitamin 

D receptor（VDR）を介した酵素誘導など、薬物間相互作用の研究に利用できる

と考えられる。他の評価系として、例えば Caco-2 細胞は VDR を介した誘導が

認められるものの、PXR をほとんど発現しておらず、これを介した誘導は見ら

れないことが報告されている 50)。また、indole 3-propionic acid がマウス空腸の

PXR を活性化する一方で、マウス肝臓の PXR を活性化しないという臓器間差が

報告されており 51)、さらに種差 52,53)も報告されていることから、hiSIECs はヒト

小腸における薬物間相互作用を評価できる点で有用である。 

 

2.5 小括 

本章では、hiSIECs が腸管上皮細胞の特性として、腸管上皮細胞マーカーの発

現やバリア機能を有していることが認められた。また、各種腸管上皮細胞の存在

も示唆された。さらに、薬物代謝酵素やトランスポーターの活性、誘導剤による

酵素誘導が安定して認められ、腸管における薬物動態を予測するためのツール

として有望であることが示唆された。 
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第三章 hiSIECs の毒性に関する特性 

3.1 緒言 

小腸は、常に増殖と分化を繰り返している上皮細胞を有し、様々な化合物の影

響を受けやすいため、毒性の標的臓器となりうる 4)。消化管における毒性は、臨

床試験にて神経毒性、心毒性、肝毒性に次いで多く生じる副作用であることが知

られており 32,33)、米国の臨床試験に参加した患者において、最も一般的な有害事

象であったという報告もある 54)。消化管毒性に対しては対処療法が必要となる

ことが多く、患者の QOL を低下させ、薬剤投与量の制限や治療法の制限により

結果として有効性が犠牲となってしまう可能性がある 55)。したがって、消化管

毒性を回避するための研究は重要であり、本章では、hiSIECs を用いて消化管毒

性を評価できるか検証した。 

最初に、細胞障害性の抗悪性腫瘍薬による消化管毒性について、評価した。抗

悪性腫瘍薬として、5-FU をモデル薬物として選択し、同時に 5-FU のプロドラ

ッグである 5'-DFUR 及び capecitabine についても検討した。capecitabine は 2 段

階の代謝を介して 5'-DFUR に変換されるように設計されているため、誘発され

る消化管毒性は 5'-DFUR よりも少ない 56)。hiSIECs を用いて、細胞障害性の抗悪

性腫瘍薬による消化管毒性、及びプロドラッグ設計に順じた毒性強度を評価で

きるか検証した。 

次に、消化管の分化バランスが乱されるような毒性について評価した。第二章

では、吸収上皮細胞に加えて、杯細胞、内分泌細胞、パネート細胞、M 細胞、タ

フト細胞が、hiSIECs に含まれていることが示唆された。これらの細胞種の分化

には様々なシグナルが関わっている 57)。例えば、抗アルツハイマー薬として開

発されたγセクレターゼ阻害剤は、Notch シグナルを阻害し、杯細胞への異常分

化を引き起こすことで、下痢等の症状が引き起こされることが知られている 58,59)。
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Notch シグナルの阻害によって腸管上皮細胞の異常分化や、免疫系細胞の分化障

害などの重篤な副作用を引き起こすとされ 58)、Notch シグナルを阻害しない毒性

回避型のγセクレターゼモジュレーターが開発された。γセクレターゼ阻害剤

及びγセクレターゼモジュレーターについて評価することで、hiSIECs を用いて、

消化管における分化異常、及びその作用機序に基づいた毒性回避を検出できる

か検証した。 
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3.2 実験方法 

3.2.1 細胞の培養 

hiSIECsは、第二章と同様の方法にて培養した。なお本章では、培養期間中に

薬物を作用させる試験を実施したが、その手法については3.2.3項に記載する。 

 

3.2.2 抗悪性腫瘍薬による消化管毒性の評価 

細胞障害性の抗悪性腫瘍薬による消化管毒性を評価するために、セルカルチ

ャーインサート上で培養した hiSIECs を、それぞれ 1–1000 μM の 5-fluorouracil

（5-FU）、5'-deoxy-5-fluorouridine（5'-DFUR）、又は capecitabine（いずれも富士

フイルム和光純薬株式会社）で処理した。薬物添加 72 時間後、5-ethynyl-2'-

deoxyuridine（EdU）陽性細胞の割合、lactate dehydrogenase（LDH）漏出量、及び

TEER 値を測定した。EdU 陽性細胞は、Click-iT EdU Cell Proliferation Kit（Thermo 

Fisher Scientific）を取扱説明書に従って用い、染色した。培養上清の LDH 活性

は、LDH cytotoxicity detection kit（タカラバイオ株式会社、滋賀）を取扱説明書

に従って用い、測定した。TEER 値は、第二章と同様の方法にて測定した。 

 

3.2.3 γセクレターゼ阻害剤による消化管毒性の評価 

腸管分化に対するγセクレターゼ阻害剤による影響を評価するために、セル

カルチャーインサート上に hiSIECs を播種後、0.1–10 μM のγセクレターゼ阻害

剤とともに 8 日間培養した。Notch 阻害活性のあるγセクレターゼ阻害剤とし

て、LY411575（ChemScene、ニュージャージー州、米国）及び semagacestat

（MedChemExpress、ニュージャージー州、米国）を用い、Notch 阻害活性のない

γセクレターゼモジュレーターとして、tarenflurbil（MedChemExpress）を用いた。

薬物とともに 8 日間培養した後、real-time RT-PCR により杯細胞のマーカーであ
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る MUC2 や、吸収上皮細胞のマーカーである alkaline phosphatase, intestinal（ALPI）

及び SI の mRNA 発現量を第二章と同様の方法にて測定した。PCR プライマー

は、Table 3 に示したものを用いた。 

 
Table 3. TaqMan Assays used in this study. 

Gene name Assay ID 

18S Hs03003631_g1 

ALPI Hs00357579_g1 

MUC2 Hs03005103_g1 

SI Hs00356112_m1 

 

3.2.4 統計解析 

多重比較は、第二章と同様の方法にて Dunnett’s test を用いて実施した。 
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3.3 実験結果 

3.3.1 細胞障害性の抗悪性腫瘍薬による消化管毒性 

最初に、細胞障害性の抗悪性腫瘍薬による消化管毒性を評価した。消化管毒性

を誘発するとされる 5-FU と、そのプロドラッグである 5'-DFUR 及び capecitabine

を hiSIECs に作用させた。その結果、EdU 陽性細胞の割合や TEER 値の有意な低

下や、LDH 漏出量の増加が認められた（Fig. 7）。またこれらの指標によると、消

化管毒性の強さの順は、5-FU、5'-DFUR、capecitabine であることが示された。 
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Figure 7. Intestinal toxicity due to cytotoxic anticancer drugs. 

The cryopreserved hiSIECs were cultured for 9 days. Then, the differentiated cells were 

treated with 5-FU, 5'-DFUR, or capecitabine for 3 days. After drug treatment, the 

percentage of EdU-positive cells, LDH leakage, and TEER values of the hiSIECs were 

determined. Data were presented as means ± S.D. (n = 3). Statistical significance levels 

compared with the vehicle group: **P < 0.01; ***P < 0.001. 
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3.3.2 γセクレターゼ阻害剤による消化管毒性 

次に、消化管の分化バランスが乱されるような毒性について評価した。抗アル

ツハイマー薬として開発されたγセクレターゼ阻害剤は、Notch シグナルを阻害

する。本剤が消化管に作用すると、杯細胞への異常分化を引き起こし、下痢等の

症状が引き起こされることが知られている 58,59)。そこで、γセクレターゼ阻害剤

である LY411575 と semagacestat、及び Notch シグナルを阻害しないγセクレタ

ーゼモジュレーターである tarenflurbil を、hiSIECs の分化過程に作用させた。そ

の結果、γセクレターゼ阻害剤は、杯細胞マーカー（MUC2）を有意に増加させ、

吸収上皮細胞マーカー（ALPI 及び SI）を有意に減少させることが示された（Fig. 

8）。一方、γセクレターゼモジュレーターは、同様の変動を誘発しないことが確

認された。 
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Figure 8. Intestinal toxicity caused by abnormal intestinal epithelial 

differentiation. 

The cryopreserved hiSIECs were cultured with drugs during the differentiation process. 

Gamma-secretase inhibitors with Notch inhibitory activity (LY411575 and 

semagacestat) or gamma-secretase modulators without Notch inhibitory activity 

(tarenflurbil) were used. After drug treatment, the gene expression levels of goblet cell 

marker (MUC2) and enterocyte markers (ALPI and SI) were determined by real-time 

RT-PCR. The gene expression levels of the vehicle group were taken as 1.0. Data were 

presented as means ± S.D. (n = 3). Statistical significance levels compared with the 

vehicle group: **P < 0.01; ***P < 0.001. 
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3.4 考察 

本章では、二種類の消化管毒性について、hiSIECs を用いて評価できるか検証

した。最初に、細胞障害性の抗悪性腫瘍薬による消化管毒性は、hiSIECs におけ

る EdU 陽性細胞数の減少、バリア機能の低下、及び LDH 漏出量の増加を指標と

して評価された（Fig. 7）。これらの指標の中では、EdU 陽性細胞数が最も感度良

く毒性を検出した。EdU 陽性細胞数という指標は、毒性の標的となる増殖細胞

に特異的なものであったため、高感度で毒性を検出できたと考えられる。 

5'-DFUR 及び capecitabine は 5-FU のプロドラッグである。capecitabine は 2 段

階の代謝を介して 5'-DFUR に変換されるように設計されているため、誘発され

る消化管毒性は 5'-DFUR よりも少ない 56)。我々の試験においても、消化管毒性

の強さを示す上記の指標は、5-FU、5'-DFUR、capecitabine の順に毒性が強いこと

が示され、hiSIECs においてもヒトで生じる消化管毒性と同様の序列で評価でき

ることが示唆された。 

抗悪性腫瘍薬による単純な細胞障害性を評価するためには、Caco-2 細胞等も

利用できると考えられる。本研究と同様に 5-FU を作用させて細胞生存率等を評

価している報告 60,61)もあるが、抗悪性腫瘍薬による毒性ではなく、薬効について

議論されているものが多い。評価にがん化細胞株を用いる場合は、抗悪性腫瘍薬

による変動が、薬効もしくは毒性のどちらを示しているものか理解しづらいと

いう欠点が考えられる。また、第二章で示されたとおり、hiSIECs は Caco-2 細胞

より腸管上皮細胞に近しい薬物動態学的特性を有する。したがって、hiSIECs は、

薬物代謝酵素によって活性化される抗悪性腫瘍薬（プロドラッグ）62)や、薬物代

謝酵素によって解毒される抗悪性腫瘍薬 63)、もしくはトランスポーターによっ

て細胞内に吸収、又は細胞外に排泄される抗悪性腫瘍薬 64,65)の毒性について、よ

り正確に評価できる可能性がある。 
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さらに本章では、分化バランスの異常による消化管毒性として、γセクレター

ゼ阻害剤を例に評価した（Fig. 8）。第二章では、吸収上皮細胞に加えて、杯細胞、

内分泌細胞、パネート細胞、M 細胞、タフト細胞が、hiSIECs に含まれているこ

とが示唆された（Fig.3）。これらの細胞種の分化には様々なシグナルが関わって

おり 57)、Notch シグナルを阻害すると、吸収上皮細胞への分化が抑制され、杯細

胞への分化が促進される 58,59)。我々の試験においても、Notch シグナルの阻害活

性を有するγセクレターゼ阻害剤の添加により、吸収上皮細胞マーカーの発現

レベルが有意に低下すると同時に、杯細胞マーカーの発現レベルが顕著に増加

した。一方、Notch シグナルを阻害しない毒性回避型のγセクレターゼモジュレ

ーターでは同様の変化は観測されなかった。したがって、hiSIECs は消化管毒性

の作用機序に基づいて、毒性回避のためのリード化合物の修飾及び評価に利用

できることが考えられる。 

本作用機序による毒性は、単純な細胞障害性の毒性とは異なり、Caco-2 細胞

のような単一な細胞株では捉えることができないと推測される。hiSIECs の特徴

である、複数種の細胞の存在が示唆されていること、及び in vitro でそれらの分

化過程を再現していることが、分化バランスの異常を in vitro で捉える上で重要

な要素であると考えられる。 

 

3.5 小括 

本章では、hiSIECs を用いることで、細胞障害性の抗悪性腫瘍薬、又はγセク

レターゼ阻害剤による二種類の消化管毒性を評価できることが示された。した

がって、hiSIECs が、様々な作用機序による消化管毒性の評価や、それらの作用

機序を理解した上での医薬品候補化合物の選抜、並びに順位付けに利用できる

ことが示唆された。  
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第四章 hiSIECs の免疫に関する特性 

4.1 緒言 

小腸は、外界から栄養を吸収するための広い表面積を有する器官であり、食物

抗原や腸内常在菌、宿主への侵入を狙う病原体等と常に接触している 66)。これ

は免疫システムにとって重要な課題であり、腸管免疫系には人体で最も多くの

免疫細胞が集まっている 67)。また、小腸には腸内細菌叢が存在しており、食品

成分と腸内細菌が接触する場所であることから、食品成分、微生物―宿主間の関

係が豊富な環境となっている 68)。以上より、小腸は機能性食品の標的としても

注目されており 5)、食品や腸内細菌がヒト腸管に及ぼす影響を解析し、その作用

メカニズムを明らかにするためには、ヒト腸管の機能を再現した評価モデルが

必要である。また近年、動物愛護の観点から動物実験代替法の開発が期待されて

おり、特に食品や化粧品の研究開発におけるその期待は大きい。本章では、動物

実験代替法の一つである hiSIECs について、免疫研究への応用展開を検討した。 

最初に、hiSIECs の免疫応答性について注目した。自然免疫において重要な Toll

様受容体（Toll-like receptors, TLRs）69)や、腸内細菌の代謝物である短鎖脂肪酸 70)

の受容体を介した反応を評価した。 

次に、腸管における炎症反応に着目した。腸管の炎症は、様々な疾患と関連が

あることが知られている 71)。hiSIECs に炎症性サイトカインを作用させることで

炎症モデルを作製できるか検証した。また、作製した hiSIECs の炎症モデルによ

り、短鎖脂肪酸の抗炎症作用 72,73)について評価した。 

そして、小腸は十二指腸、空腸、回腸の三つの部位から構成されており、抗原

や細菌、ウイルスの取り込みに関わる M 細胞は、空腸、回腸に存在している。

hiSIECs は、ヒト iPS 細胞から十二指腸、空腸、回腸のそれぞれを特異的に分化

できているものではないのが現状であるが、第二章では M 細胞が hiSIECs に含
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まれていることが示唆された。本章では、M 細胞の機能的な側面として、その

取り込み活性について検証した。 
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4.2 実験方法 

4.2.1 細胞の培養 

hiSIECsは、第二章と同様の方法にて培養した。なお本章では、培養期間中に

他の細胞と共培養させる試験を実施したが、その手法については4.2.5項に記載

する。 

 

4.2.2 Real-Time RT-PCR 

第二章と同様の方法にて行った。PCR プライマーは、Table 4 に示したものを

用いた。 

 

Table 4. TaqMan Assays used in this study. 

Gene name Assay ID Gene name Assay ID 

18S Hs03003631_g1 GPR43 Hs00271142_s1 

CXCL8 Hs00174103_m1 TLR1 Hs00413978_m1 

GPR109A Hs02341584_s1 TLR2 Hs01014511_m1 

GPR120 Hs00699184_m1 TLR3 Hs00152933_m1 

GPR40 Hs03045166_s1 TLR4 Hs00152939_m1 

GPR41 Hs02519193_g1 TLR5 Hs00152825_m1 

 

4.2.3 Interleukin-8 産出量の評価 

TLRs のリガンドに対する応答を評価するために、hiSIECs 又は Caco-2 細胞を、

50 μg/mL の Pam3CysSerLys4（Pam3CSK4; Tocris Bioscience、Bristol、英国）又は

100 ng/mL の lipopolysaccharide（LPS; 富士フイルム和光純薬株式会社）を含む培

地、もしくはそれらを含まない培地で 24 時間インキュベートした。その後、培

養上清を回収し、市販の ELISA キット（R&D Systems、ミネソタ州、米国）を取

扱説明書に従って使用し、interleukin-8（IL-8）のタンパク質産生量を評価した。 
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4.2.4 短鎖脂肪酸による応答評価と炎症評価 

短鎖脂肪酸による応答評価では、hiSIECs を 96 ウェルプレートで 9 日間培養

した後、短鎖脂肪酸である 20 mM 酢酸ナトリウム、20 mM プロピオン酸ナトリ

ウム、又は 5 mM 酪酸ナトリウム（いずれも富士フイルム和光純薬株式会社）を

添加した。24、48、及び 96 時間後の hiSIECs から、第二章と同様の方法にて、

RNA 抽出及び cDNA 合成を行った。mRNA 発現量を評価するために、TaqMan 

gene expression assays（Thermo Fisher Scientific）又は SYBR Green PCR systems

（ThermoFisher Scientific）を用いて real-Time RT-PCR を実施した。PCR プライマ

ーは、Table 4 及び Table 5 に示したものを用いた。 

炎症評価では、hiSIECs をセルカルチャーインサートで 8 日間培養した後、炎

症状態を誘導するために、100 ng/mL tumor necrosis factor alpha（TNFα; PeproTech、

ニュージャージー州、米国）や、50 ng/mL interferon gamma（IFNγ; PeproTech）を

セルカルチャーインサートの basal 側に添加した。同時に、短鎖脂肪酸をセルカ

ルチャーインサートの apical 側に添加して、その抗炎症効果を評価した。炎症性

サイトカイン及び短鎖脂肪酸を添加してから 24 時間後に、第二章と同様の方法

にて TEER 値を測定した。 
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Table 5. Primer sequences used for real-time RT-PCR in SCFAs assay. 

Gene name Sence 5' → 3' Antisence 5' → 3' 

18S GGCCCTGTAATTGGAATGAGTC CCAAGATCCAACTACGAGCTT 

CCL2 GGAACCGAGAGGCTGAGACTA CTTTCATGCTGGAGGCGAGA 

CCL20 ACTGGGTACTCAACACTGAGC CAAAGCAGCCAGGAGCAAAC 

CCL25 TCATTTCTGGGCTCCATCGG GACCCAAAAGACAGAGGCGT 

CCL28 TGCACGGAGGTTTCACATCA AGGATGACAGCAGCCAAGTC 

CXCL1 CTGGCTTAGAACAAAGGGGCT TAAAGGTAGCCCTTGTTTCCCC 

CXCL10 CACACTAGCCCCACGTTTTCT TGGTGCTGAGACTGGAGGTT 

CXCL11 TGGAAGCAGGAAAGGTGCAT TGGAAGGAGTAGAAATGCTGAACA 

IL15 AGGATTTACCGTGGCTTTGAGT CTGCACTGAAACAGCCCAAA 

IL33 GACTCCTCCGAACACAGAGC AGGCTTCATTTTTCAGTATTCTTGT 

IL6 TCAATATTAGAGTCTCAACCCCCA TTCTCTTTCGTTCCCGGTGG 

IL7 TCGTCCGCTTCCAATAACCC TCCGAATCACCGCAGGAAAA 

TGFB1 CGCGTGCTAATGGTGGAAAC GTTCAGGTACCGCTTCTCGG 

TNF CCCATGTTGTAGCAAACCCTC TATCTCTCAGCTCCACGCCA 

 

4.2.5 M 細胞モデルを用いた取り込み評価 

hiSIECs をセルカルチャーインサート（孔径 3 μm、Merck Millipore）に播種し、

取扱説明書に従って培養した。Bリンパ球由来の細胞株であるRaji細胞（ATCC、

#CCL-86）を、取り扱い説明書に従って前培養した。hiSIECs の播種から 5 日目

に、hiSIECs が培養されたセルカルチャーインサートの basal 側チャンバーに、

Raji 細胞を 5 × 105 cells/well 添加した。5 日間の共培養の後、Raji 細胞を除去し、

取り込み活性を評価した。培地を 25 mM HEPES（Thermo Fisher Scientific）を含

む HBSS（pH 7.4、Thermo Fisher Scientific）に置換し、4°C 又は 37°C で 1 時間プ

レインキュベートした。並行して、蛍光粒子である Fluosphere Carboxylate-

Modified Microspheres（Thermo Fisher Scientific、#F8811、0.2 μm）を、25 mM HEPES

を含む HBSS に 4.5 × 109 particles/mL の濃度となるように混合した。アッセイの

直前に、第二章と同様の方法にて TEER 値を測定し、apical 側の HBSS バッファ
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ーを蛍光粒子含有の HBSS バッファーに置換し、4°C 又は 37°C で 2 時間インキ

ュベートした。透過した蛍光粒子の数を、Attune NxT Flow Cytometer（Thermo 

Fisher Scientific）を用いて評価した。 

 

4.2.6 統計解析 

多重比較は、第二章と同様の方法にて Dunnett’s test を用いて実施した。 
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4.3 実験結果 

4.3.1 TLRs を介した免疫応答 

最初に、自然免疫で重要な役割を担っている TLRs69)に着目して、hiSIECs や

Caco-2 細胞の mRNA 発現量を評価した。その結果、hiSIECs は、腸管上皮細胞

が有する主要な TLRs について mRNA 発現を示した（Fig. 9A）。さらに、TLR2/1

及び TLR4 のリガンドである Pam3CSK4 と LPS をそれぞれ hiSIECs に作用させ

ると、IL-8 産出量の有意な上昇が見られた（Fig. 9B）。一方、TLR4 の発現が低

い Caco-2 細胞では、LPS に対する応答が見られなかった。 
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Figure 9. Immune responses of hiSIECs for TLRs ligands. 

(A) The gene expression levels of the toll-like receptors were determined by real-time 

RT-PCR. The mRNA levels in the adult small intestine were arbitrarily defined as 100. 

(B) IL-8 production levels of Caco-2 cells or hiSIECs after treatment with medium 

alone, Pam3CSK4 (TLR2/1 ligand), and LPS (TLR4 ligand), respectively. The gene 

expression levels of the vehicle group were taken as 1 (Caco-2 cells and hiSIECs, 

respectively). Data were presented as means ± S.D. (n = 3). Statistical significance 

levels compared with the vehicle group: **P < 0.01; ***P < 0.001. 
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4.3.2 短鎖脂肪酸による免疫応答と炎症モデル 

次に、脂肪酸について、hiSIECs や Caco-2 細胞の mRNA 発現量を評価した。

その結果、hiSIECs は、短鎖脂肪酸受容体である G protein-coupled receptors 41

（ GPR41 ） /free fatty acid receptor 3 （ FFAR3 ）、 GPR43/FFAR2 、

GPR109A/hydroxycarboxylic acid receptor 2（HCAR2）、及び長鎖脂肪酸受容体であ

る GPR40/FFAR1、GPR120/FFAR4 について mRNA 発現を示した（Fig. 10A）。さ

らに、短鎖脂肪酸である acetate、propionate、butyrate をそれぞれ hiSIECs に作用

させると、炎症に関わるサイトカインの遺伝子発現量について変動が見られた

（Fig. 10B）。ヒト腸管や Caco-2 細胞などの株化細胞においては、短鎖脂肪酸に

よって TNFα、IL-6、IL-8 の発現量が低下し 74–76)、反対に抗炎症性サイトカイン

である TGFβ1 の発現量は上昇することが報告されているが 77)、hiSIECs におい

ても同様の挙動が見られた。 

さらに、培地中に TNFα と IFNγ を添加することにより、hiSIECs の炎症状態

を誘導した。炎症状態の hiSIECs では、バリア機能が低下した（Fig. 11）。一

方、同時に抗炎症作用のある短鎖脂肪酸を添加すると、バリア機能が維持され

た。 
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Figure 10. Immune responses of hiSIECs for fatty acids. 

(A) The gene expression levels of short-chain and long-chain fatty acid receptors were 

determined by real-time RT-PCR. The mRNA levels in the adult small intestine were 

arbitrarily defined as 100. (B) Cytokine gene expression levels in hiSIECs after 

treatment with acetate, propionate, and butyrate, respectively. 
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Figure 11. Inflammatory assay using hiSIECs. 

TEER values of the hiSIEC monolayer incubated with medium alone, TNFα + IFNγ, 

and TNFα + IFNγ + SCFAs, respectively. Data were presented as means ± S.D. (n = 

6). Statistical significance levels compared with the TNFα + IFNγ group: *P < 0.05; 

***P < 0.001. 
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4.3.3 M 細胞による取り込み評価モデル 

M 細胞による、抗原や細菌、ウイルスの取り込みは、腸管免疫系における重

要な機能であり、食物に対する耐性や粘膜免疫応答と密接に関連している 78,79)。

第二章にて論じたとおり、hiSIECs には M 細胞が存在することを前提として、

その M 細胞の機能を検証した。Caco-2 細胞は、B リンパ球由来の細胞株である

Raji 細胞と共培養することで、M 細胞モデルを構築できることが報告されてい

る 80–82)。これらの報告を参考に、hiSIECs についても Raji 細胞との共培養を試み

た。その結果、hiSIECs と Raji 細胞の共培養により、通常は腸管バリアを通過し

ない大きなサイズである 0.2 μm の蛍光粒子について、輸送が認められた（Fig. 

12 A）。またこの輸送は、hiSIECs 単独や、もしくは 4°C 条件下では認められな

かった。また、共培養によって TEER 値はやや低下するものの、腸管吸収を評価

するのには十分なバリア機能が維持されていることが確認された（Fig. 12B）。 
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Figure 12. Particle uptake activity and barrier function of M-cell model using 

hiSIECs cocultured with Raji cells. 

(A) The temperature-dependent transport of nanoparticles via the hiSIEC monolayer or 

that cocultured with Raji cells. Data were presented as means ± S.D. (n = 4). (B) TEER 

values of the hiSIEC monolayer or that cocultured with Raji cells immediately before 

the transport assay. Data were presented as means ± S.D. (n = 4). 
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4.4 考察 

本章では、hiSIECs の免疫に関する特性として、免疫応答や炎症反応、異物の

取り込み活性を評価した。最初に、hiSIECs は TLRs や短鎖脂肪酸受容体を介し

た自然免疫応答を示した（Fig. 9 and 10）。一方、本研究にて比較対象として用い

た Caco-2 細胞は、グラム陰性菌の細胞壁成分である LPS 等を認識する TLR483)

や、腸内細菌代謝物である酢酸やプロピオン酸を認識する GPR4384)について、

ほとんど発現が認められなかった。したがって、hiSIECs は Caco-2 細胞では検出

できない応答を評価することができ、TLRs を標的とする天然由来成分や機能性

食品の研究、並びにプロバイオティクス又はプレバイオティクス開発を目指し

た短鎖脂肪酸を産生する腸内細菌の研究に活用できる可能性がある。 

腸管の炎症は、様々な疾患と関連があることが知られている 71)。本研究では、

TNFα 及び IFNγ を用いて炎症モデルを作製し、短鎖脂肪酸による抗炎症作用 72,73)

を確認した（Fig. 11）。この炎症モデルを利用することで、腸管の炎症状態を抑

制する物質の探索が可能になると考えられる。また、腸管上皮細胞として Caco-

2 細胞を用いて、様々な免疫細胞と共培養することで、腸管免疫系を評価するモ

デルが報告されている 85)。同様に、hiSIECs を免疫細胞と共培養することで、よ

り複雑な免疫システムを再現した共培養評価モデルを開発できると期待される。 

また、hiSIECs は Raji 細胞と共培養することで蛍光粒子の輸送を示し、hiSIECs

に含まれる M 細胞が取り込み活性を有することが示唆された（Fig. 12）。Caco-2

細胞を Raji 細胞と共培養することで M 細胞モデルを構築できることが報告され

ているが 80–82)、hiSIECs を用いた M 細胞モデルには構築時間が短い（約 10 日間）

という利点がある。 

hiSIECs 単体においても、M 細胞マーカーである GP2 陽性細胞が存在した一

方で、蛍光粒子の輸送は見られなかった。これは、M 細胞マーカー陽性細胞の
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存在と、トランスサイトーシス機能の発達には差異があり、Raji 細胞から供給さ

れる何らかの生化学的因子が、この差異を埋めているものと推測される。Raji 細

胞によるM細胞モデル構築に寄与する生化学的因子については、IL-6、RANKL、

TNFα の関与が示唆されているものの 86,87)、現在のところは不明である 82)。今

後、hiSIECs 単体と、Raji 細胞と共培養した hiSIECs を比較して、どのような差

異があるのか、RT-PCR や免疫染色などで解析をしていくことが必要である。そ

の結果として、トランスサイトーシス機能を発達させるために必要な生化学的

因子が特定された場合、Raji 細胞との共培養を必要とせずとも、その生化学的因

子の添加のみによって、M 細胞モデルを構築できる可能性がある。 

また近年、M 細胞の取り込み機能は、腸内細菌や抗原の取り込みに関する免

疫研究だけではなく、マイクロプラスチックの取り込みに関する毒性研究 88)や、

経口ワクチンのドラッグデリバリーシステムに関する研究 89)においても注目を

集めており、本モデルの応用展開が期待される。さらに M 細胞評価モデルにつ

いての理解を深めるためには、本研究で用いた蛍光粒子だけではなく、抗原や腸

内細菌の取り込みを評価することが必要である。 

 

4.5 小括 

本章では、hiSIECs が TLRs や短鎖脂肪酸受容体を介して免疫応答を示すこと

や、炎症状態を誘導した上で抗炎症作用を持つ物質を評価できることが示され

た。また、Raji 細胞との共培養により蛍光粒子の輸送が見られたことから、M 細

胞による取り込みを評価できる可能性が示唆された。複雑な腸管免疫系のある

側面については、hiSIECs を用いて評価することができ、機能性食品や腸内細菌

の研究に応用できることが示唆された。 
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第五章 総括 

本研究で以下のことが明らかとなった。 

1. hiSIECs が腸管上皮細胞の特性として、腸管上皮細胞マーカーの発現やバリ

ア機能を有していることが明らかとなった。加えて、薬物代謝酵素やトラン

スポーターの活性、誘導剤による酵素誘導が安定して認められ、腸管におけ

る薬物動態を予測するためのツールとして有望であることが示唆された。 

2. hiSIECs を用いて、細胞障害性の抗悪性腫瘍薬、又はγセクレターゼ阻害剤

による二種類の消化管毒性を評価できることが明らかとなった。したがって、

hiSIECs が、様々な作用機序による消化管毒性の評価や、それらの作用機序

を理解した上での医薬品候補化合物の選抜、並びに順位付けに利用できるこ

とが示唆された。 

3. hiSIECs が TLRs や短鎖脂肪酸受容体を介して免疫応答を示すことや、炎症

状態を誘導した上で抗炎症作用を持つ物質を評価できることが明らかとな

った。また、Raji 細胞との共培養により蛍光粒子の輸送が見られたことから、

M 細胞による取り込みを評価できる可能性が示唆された。 

 

本研究により、hiSIECs が薬物動態、毒性及び免疫研究に応用できることが示

された。hiSIECs は小腸における現象の再現や評価を可能にする新しいツールで

ある。今後は、薬物動態、毒性、免疫を専門とする研究者によって、hiSIECs の

可能性や限界をより明確にしていく必要があり、本研究がそのきっかけとなる

ことを望む。さらに、hiSIECs がより多くの研究者に使用されることに伴って、

標準化やガイドライン化が進むことにも期待する。また、将来的には食品や化粧

品の開発だけでなく、医薬品の開発においても動物実験の削減や代替が求めら

れる中で、hiSIECs への期待はますます高まると考えられる。hiSIECs が動物実
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験代替法として活用されることにも期待したい。ヒト腸管上皮細胞の特徴を備

えている hiSIECs は、腸管に関わる医薬品、機能性食品、サプリメント、腸内細

菌などの研究に多大なる影響を与えるものと考えられる。 
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