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厚生労働省より公布予定の「医薬品開発と適正な情報提供のための薬物相互作用ガイドラ

イン（案）」によると、薬物の in vitro 酵素誘導性試験ではヒト初代培養肝細胞（3 ドナー

以上）を用いること、経口投与薬では腸管上皮での薬物による酵素誘導の影響を考慮するこ

とが求められている。しかし、試験に用いる細胞に関しては、未だ、肝臓細胞の場合はドナ

ー間差（ロット差）や供給の不安定さ、小腸の場合は細胞標本の入手困難が問題となってい

る。本研究では、これら問題を克服する細胞資源として期待が寄せられているヒト iPS 細胞

由来肝／小腸細胞を用いた、薬物代謝酵素やトランスポーター等の薬物による誘導を評価す

る試験法の開発を行う。本年度は、肝細胞では市販細胞における薬物酵素誘導性を検討し、

CYP1A、CYP2C9、CYP3A4 の誘導能を有する細胞を見出した。腸管上皮細胞は分化誘導法の改

良による成熟化を検討し、腸管上皮細胞の成熟化を促進する化合物を見出すことが出来た。

また、分化誘導された腸管上皮細胞は腸管上皮細胞マーカーを発現しており、CYP3A4 の発現

と 1α,25-ジヒドロキシビタミン D3による誘導能が認められた。また、OECD ガイドライン案

等を参考に薬物誘導性評価に用いる標準物質を選定に着手し、評価遺伝子 mRNA の測定法の規

格化を進めた。 
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A.目的  

厚生労働省より公布予定の「医薬品開発と適

正な情報提供のための薬物相互作用ガイドラ

イン（案）」によると、薬物の in vitro 酵素誘

導性試験ではヒト初代培養肝細胞（3 ドナー以

上）を用いること、経口投与薬では腸管上皮で

の薬物による酵素誘導の影響を考慮すること

が求められている。しかし、試験に用いる細胞

に関しては、未だ、肝臓細胞の場合はドナー間

差（ロット差）や供給の不安定さ、小腸の場合



は細胞標本の入手困難が問題となっている。本

研究では、これら問題を克服する細胞資源とし

て期待が寄せられているヒトiPS細胞由来肝／

小腸細胞を用いた、薬物代謝酵素やトランスポ

ーター等の薬物による誘導を評価する試験法

の開発を行う。本年度は、肝細胞では市販細胞

における薬物酵素誘導性、腸管上皮細胞は分化

誘導法の改良による成熟化を検討した。また、

薬物誘導性評価に用いる標準物質を選定に着

手し、評価遺伝子 mRNA の測定法の規格化を進

めた。 

 

B.研究方法 

iPS 細胞由来肝細胞の培養 

B 社、C 社より iPS 細胞由来肝細胞を入手し

た。培養は各社推奨するプロトコルに従った。

50 M omeprazole （ CYP1A2 ）、 500 M 

phenobarbital （CYP2B6）、20 M rifampicin

（CYP3A4 ）に曝露し、酵素誘導試験を行った。

暴露期間終了後、RNA を回収し、各種遺伝子の

発現を TaqMan probe による qPCR により測定し

た。 

 

iPS 細胞の腸管上皮細胞への分化誘導 

国立成育医療研究センターでヒト胎児肺繊

維芽細胞（MRC5）より樹立されたiPS細胞株（Tic、

Widndy）などを用いた。細胞の分化は、細胞免

疫染色、FACS を用いて評価した。薬物代謝酵素

誘導実験では、1α-25-ジヒドロキシビタミン

D3 を暴露した。ペプチドの取り込み実験では、

β-Ala-Lys-AMCA（蛍光ラベルされたジペプチ

ド）を 5% CO2/95% air 条件下 CO2 インキュベ

ーター中 37°Cでインキュベートした後、細胞

内取り込みを顕微鏡下で観察した。電気膜抵抗

値（TEER）測定実験では、24well のチャンバー 

(BD Falcon) 上で培養したヒト iPS 細胞小腸上

皮細胞および Caco-2 細胞における TEER 値を、

Millicell (Merk millipore) を用いて測定し

た。 

 

iPS 細胞由来肝細胞のゲノム DNA のメチル化解

析 

調製したゲノム DNA のメチル化の解析は The 

Infinium Methylation Assay （ Human 

Methylation 450）により行い、検出および定

量化されたメチル化部位のデータを用いて同

一群内の相関解析および細胞種間のメチル化

部位の比較を行った（GeneSpring GX12.0, 

Agilent 社）。 

 

臨床試験の薬物相互作用の情報を小腸と肝臓

の寄与を分離して評価する手法（CR-Fg-IR 法）

の開発 

既報の臨床試験における相互作用による AUC 

と消失半減期の変化から、小腸における代謝の

程度を評価する新しい方法（DDI 法） (Hisaka A 

et al. Assessment of intestinal availability 

(FG) of substrate drugs of cytochrome p450s 

by analyzing changes in pharmacokinetic 

properties caused by drug-drug interactions. 

Drug Metab Dispos. 2014;42(10):1640-5)を拡

張し、多数の臨床試験の文献報告の成績にギブ

スサンプリング法を適用することで、CYP3A の

28 基質薬と 13 阻害薬について、小腸の代謝の

程度に加えて、代謝の阻害の程度を一斉解析し

た。 

 

誘導能予測モデル開発のための基礎データ収

集 

ヒト初代培養肝細胞とヒト肝細胞前駆細胞

HepaRG を用いた薬物代謝酵素誘導能評価に関

する基礎データ収集として、 OECD Test 



Guidline を検討した。 

http://www.oecd.org/chemicalsafety/testin

g/CYP-induction-PBTG-final-for-WNT-commen

ts.pdf 

 

quantitative PCR (qPCR)用検量線作成のため

のヒト肝臓由来 RNA の検討 

ヒト肝臓由来 RNA は BioChain 社のものを用

いた。 

 

＜倫理面への配慮＞ 

本研究についてヒト試料を用いてゲノム解

析を行う研究の実施に際しては「ヒトゲノム･

遺伝子解析研究に関する倫理指針」に、および

当機関で定められた倫理規定を遵守して研究

を遂行する 

 

C.結果 

iPS 細胞由来肝細胞の酵素誘導評価 

B 社の細胞において、Omeprazole により

CYP1A1 が 20.4 倍、CYP1A2 が 5.8 倍、Rifampicin

により CYP2C9 が 1.7 倍、CYP3A4 が 2.7 倍の発

現誘導が観察された（n=3）。これらの遺伝子の

発現に関与するレセプターは、薬物の暴露によ

り発現誘導することはなかった。C 社のデータ

は RNA の回収率が悪かったために、Rifampicin

により誘導したサンプルは n=1、その他は n=2

による結果である。Omeprazole により CYP1A2

の発現が 2.1 倍、Rifampicin により CYP2B6 の

発現が1.8倍高くなったが、n数が少ないため、

この誘導が有意なものであるかを判断するこ

とができなかった。その他の薬物代謝酵素、レ

セプター、トランスポーターの薬物暴露による

発現誘導は観察されなかった。 

 

iPS 細胞の腸管上皮細胞への分化誘導と機能評

価 

良好に未分化維持された MRC5-iPS 細胞を平

面培養系において無血清培地により分化誘導

を行った。その分化誘導体に対してヘマトキシ

リン・エオジン染色を行ったところ腸管上皮様

構造を確認した。その固定標本に対して腸管細

胞マーカーであるCDX-2抗体を用いて免疫組織

染色を行った結果、腸管上皮様構造に CDX-2 陽

性細胞が認められた。同様に E-CADHERIN も陽

性となり腸管上皮様組織構造をとることが示

唆された。 

ヒトiPS細胞からの腸管上皮細胞への分化誘

導方法の最適化を検討したところ、ある化合物

を加えることにより、分化誘導の日数の短縮が

認められ、小腸への分化誘導効率が有意に上昇

した。さらに、この化合物を用いて分化誘導し

た小腸上皮細胞は薬物代謝酵素 CYP3A4 を発現

する細胞に分化することを確認した。薬物暴露

による誘導性を薬物代謝酵素 CYP3A4、トランス

ポーターとして P-gp（MDR1/ ABCB1）の発現を

指標として評価した。ビタミン D3 暴露により、

CYP3A4 mRNA 量が上昇した。一方、P-gp の mRNA

量についてはほぼ変動しなかった。トランスウ

エル上でタイトジャンクションを形成できる

かどうか調べるために、細胞膜抵抗値を測定し

たところ、300Ω・cm2程度の値を示した。なお、

コントロールとして用いた Caco-2 細胞では約

400Ω・cm2であった。 

分化の途中段階の細胞について解析を行っ

たところ、ヒト iPS 細胞由来小腸上皮細胞マー

カーとしては CDX2 が指標とされるが、CDX2+細

胞には SOX17+と SOX17-細胞が存在し、その中

でも CDX2+SOX17+細胞が CYP3A4 や MDR1 などを

発現する小腸上皮細胞へ分化することを見出

した。また CDX2+SOX17-に関しては胎盤の細胞

へ分化することを見出した。したがって、これ



らの結果から、CDX2 というマーカー単独だけで

は、真の小腸上皮とは言えないことが明らかに

なった。CDX2 と同時に SOX17 を評価に使用し、

CDX2+SOX17+細胞を指標として評価すれば、真

の小腸上皮細胞であるといえる。 

  

臨床試験の薬物相互作用の情報を小腸と肝臓

の寄与を分離して評価する手法（CR-Fg-IR 法）

の開発 

DDI 法を拡張し、多数の臨床試験の文献報告

の成績にギブスサンプリング法を適用するこ

とで、CYP3Aの28基質薬と13阻害薬について、

小腸の代謝の程度に加えて、代謝の阻害の程度

を一斉解析した。その結果、CYP3A の多数の基

質薬と阻害薬について、小腸と肝臓の阻害の程

度を分離評価することに成功した。また、グレ

ープフルーツジュースでは阻害が小腸選択的

におきていること、そのほかの阻害薬では一般

に小腸における阻害は肝臓よりもやや弱いこ

とが明らかとなった。 

 

iPS 細胞由来肝細胞のゲノム DNA のメチル化解

析 

ヒト初代培養肝細胞、HepaRG 細胞、HepG2 細

胞との比較解析を進めた。全プローブデータに

よる hierarchical clustering を実施したとこ

ろ、それぞれの細胞が比較的に近くに分類され

た。ヒト初代培養肝細胞は他の細胞と比べ、ド

ナー間差を反映してばらつきが大きかったが、

大きな分類としては同じ分岐に分類されてい

た。 

 

誘導能予測モデル開発のための基礎データ収

集 

ＥＵで実施されたヒト初代培養肝細胞とヒ

ト肝細胞前駆細胞 HepaRG を用いた、チトクロ

ーム P450（CYP）の誘導性試験に関する比較的

大規模なバリデーション試験の結果に基づく

OECD ガイドライン案（OECE GUIDELINE FOR THE 

TESTING OF CHEMICALS：Draft Proposal for a 

New Performance Based Test Guideline：Human 

cytochrome P450 (CYP) n-fold induction in 

vitro test method）が公開された。ヒト iPSC

由来肝細胞の誘導性評価試験の雛形として、ガ

イドライン案を検討した。誘導評価のための被

験 物 質 と し て は 、 Prototypical inducers

（ -naphtoflavone 、 phenobarbital 、

rifampicin ） 、 Proficency substances 

（carbamazepine、phenytoin、sulfinpyrazone、

bosentan）を用いていた。その他の点に関して、

FDA、EMA、厚生労働省より出されているガイド

ライン（案）、ガイダンスと比較すると、誘導

の評価指標が OECD ガイドライン案では酵素活

性を採用しているのに対し、その他のものは

mRNA を採用していた。また、OECD ガイドライ

ンでは化合物暴露による酵素誘導の評価に濃

度依存性を考慮しており、その他とは判断基準

がより細かいものとなっていた。 

 

quantitative PCR (qPCR)用検量線作成のため

のヒト肝臓由来 RNA の検討 

リアルタイムPCRによる遺伝子発現定量に用

いる検量線の作成を検討した。BioChain 社より

購入したヒト肝臓由来RNA11ドナー分を用いて、

CYP3A4、CYP1A2、CYP2B6、CYP2C19、CYP2C8、

CYP2C9、CYP2D6 の遺伝子発現を測定した。ドナ

ー間で発現にばらつきがあった。そこで、特定

のドナーの発現パターンに偏らないようにす

るため、複数のドナーRNA をプールして検量線

用の RNA 標品とすることとした。 

 

D.考察 



入手したiPS細胞由来肝細胞はいずれも試験

に用いる段階において、殆ど全ての細胞が敷石

状の形状をしており、肝実質細胞へと分化して

いたと考えられる。 B社の細胞では、Omeprazole

による CYP1A2 の発現誘導と Rifampicin による

CYP3A4 の発現誘導が観察され、薬物誘導性評価

への応用に向けて期待できる結果が得られた。

C 社の細胞では、明確な薬物代謝の誘導は観察

できなかったが、基底状態において高い代謝活

性が観察された。このことより、培地を含めた

培養条件の検討により、明確な薬物代謝の誘導

が観察できる条件を見つけることができるか

もしれない。 

 

生体内腸管組織は粘膜層、粘膜下層、筋層、

漿膜下組織、漿膜に分かれており、吸収、免疫、

蠕動といった複雑な機能を有する臓器である。

腸管組織は、発生・分化・機能において複雑な

器官であるが、経口薬物代謝評価系構築のため

にはその分化誘導系の構築は重要である。今回

我々が見出した低分子化合物を用いて分化誘

導させた細胞は、スクラーゼ–イソマルターゼ

をはじめとした腸管上皮細胞マーカーや P-gp、

BCRP などの薬物トランスポーター、主要な薬物

代謝酵素であるCYP3A4を発現していた。また、

形態学的にも敷石状で腸管上皮細胞に類似し

た形態を示していたことから、この分化させた

細胞は腸管上皮細胞様細胞であることが示唆

された。さらに、薬物代謝酵素活性やペプチド

の取り込み能に加え、1α,25-ジヒドロキシビ

タミン D3 による誘導能も認められたことから、

腸管上皮細胞に特異的な薬物動態学的機能を

有する細胞であることも明らかとなった。以上

のことから、我々がヒト iPS 細胞から作製した

腸管上皮細胞様細胞は薬物の吸収や代謝だけ

でなく、誘導性評価のためのモデル細胞として

の有用性が示された。 

 

CYP3A の多数の基質薬と阻害薬について、今

回新規に確立された CR-Fg-IR 法に従うことで

小腸と肝臓の阻害の程度を分離評価すること

に成功した。その結果、グレープフルーツジュ

ースでは阻害が小腸選択的におきていること、

そのほかの阻害薬では一般に小腸における阻

害は肝臓よりもやや弱いことが明らかとなっ

た。 今後、この評価法を CYP3A の誘導薬につ

いても適用する予定であり、そこで小腸の誘導

の寄与が明らかになれば、in vitro の情報から

それを予測する方法論の構築が始めて可能と

なる。 

 

ゲノム DNA のメチル化の解析を進めた。ヒト

初代培養肝細胞は他の細胞と比べ、ドナー間差

を反映してばらつきが大きかったが、大きな分

類としては同じ分岐に分類されており、ドナー

間差があるがヒト初代培養肝細胞としてのゲ

ノムメチル化パターンが抽出できると考えら

れた。 

 

薬物誘導性評価に用いる標準物質を選定に

関しては、OECD ガイドライン案に提示されてい

る7種の化合物の誘導性評価における有用性を

今後検討していく必要がある。また、FDA、EPA、

厚生労働省から提示されているCYP酵素誘導に

関する薬物―薬物相互作用に関連するガイド

ライン（案）では酵素誘導を RNA で評価するこ

とが提案されている。一方、今回参考とした

OECD ガイドライン案では代謝酵素活性を指標

としている。酵素誘導の分子機構とも考え併せ

て、今後班内でディスカッションが必要と考え

る。 

 



複数ドナーのヒト肝臓由来の市販RNAをプー

ルして用いることで、ヒト肝臓における発現量

と相対的に発現比較ができるように測定系を

設定した。今回作成した RNA プールを検量線に

用いることで、相対的発現量が 1前後の遺伝子

は、ヒト成人肝臓での発現にほぼ相当すると考

えられる。 

 

E.結論 

細胞資源として期待が寄せられているヒト

iPS 細胞由来肝／小腸細胞を用いた薬物代謝酵

素やトランスポーター等の薬物による誘導を

評価する試験法の開発を行った。その結果、本

年度は、肝細胞では市販細胞における薬物酵素

誘導性を検討し、CYP1A、CYP2C9、CYP3A4 の誘

導能を有する細胞を見出した。腸管上皮細胞は

分化誘導法の改良による成熟化を検討し、腸管

上皮細胞の成熟化を促進する化合物を見出す

ことが出来た。また、分化誘導された腸管上皮

細胞は腸管上皮細胞マーカーを発現しており、

CYP3A4の発現と1α,25-ジヒドロキシビタミン

D3による誘導能が認められた。OECD ガイドライ

ン案等を参考に薬物誘導性評価に用いる標準

物質を選定に着手し、評価遺伝子 mRNA の測定

法の規格化を進めた。 

 

F.健康危機情報 

該当事項なし。 
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