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小腸は、食品や医薬品の吸収・代謝を担う消化器官としての役割に加え、人体最大の免疫
器官として、また各種ウイルス感染症の標的臓器としても知られている。我々は、ヒトiPS細
胞から腸管上皮細胞を分化誘導し、ヒト小腸に近い性質を持つF-hiSIECTMを開発した1)。本細
胞はヒト小腸代替in vitroモデルとして、有用なツールとなることが期待される2)。
一方、CYP3A4/5等、小腸に存在する代謝酵素の基質となる薬物の消化管吸収/代謝予測とい
う点では、小腸代謝回避率 (Fg) のin vitro予測値をよりヒトin vivoの実測値に近づけることが
求められている。本研究では、既報3)を基にF-hiSIECTMの新規培養法 (改良法) のプロトコル
を確立するため、種々の特性 (遺伝子発現、バリア機能、ミダゾラムのFg予測性) を評価した。

2. 遺伝子発現・バリア機能評価

遺伝子発現

0. 背景・目的
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改良法により、小腸マーカーや薬物動態関連遺伝子の
発現が上昇し、バリア機能も維持されていた。

バリア機能評価 (Lucifer yellow膜透過性)

【培養プロトコル】

In vitro Fgの算出式4)

Metabolite 

production
Fg =

(A to B transport) + (Metabolite production)

A to B transport

A to B transport

CYP3A substrate

• Estimated Fg value of each compound were calculated by the equation described above.

• A to B transport represents the transcellular transport clearance in the apical-to-basolateral 
direction. 

• Metabolic production was calculated by quantifying metabolite in apical, cell and basal 
compartment.

培養日数

結論: 改良法によってF-hiSIECTMの代謝機能が向上し、CYP3A基質薬物のFg予測精度が改善された。本評価系
は消化管吸収評価モデルとして有用であると考えられる。

改良法により、予測されたFg値は実測値と良好な相関
を示した。
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3. In vitro Fg評価条件の最適化
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1. 方法
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現行法と改良法の差異

培養11日間、かつ播種密度を1.5*105cells/wellにする
と、Midazolamのin vitro Fgはヒトの値(0.55)に近い
値を示した。

播種密度 (培養日数: 11日間)

細胞 播種培地 培養培地 培養法

現行法
F-hiSIECTM

凍結細胞
F-hiSIECTM

播種培地

F-hiSIECTM

培養培地 0-11日: 液液培養

改良法 F-hiSIEC™
改良培地

0-4日: 液液培養
4-11日: 気液培養

液液培養 気液培養

Mean SD Mean SD Mean SD

Conventional 16.5 1.4 2.13 0.36 0.88 0.02

Novel 7.22 1.3 10.1 1.70 0.42 0.04

Conventional 60.6 8.7 7.43 0.54 0.89 0.02

Novel 39.9 3.0 18.6 2.17 0.68 0.02

Conventional 26.4 7.9 0.64 0.24 0.98 0.00

Novel 30.0 1.6 4.71 0.62 0.86 0.02

Sildenafil Conventional 16.9 7.1 0.390 0.01 0.98 0.01

Novel 17.7 0.4 1.97 0.20 0.90 0.01
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CYP3A4遺伝子発現
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4. CYP３A基質のFg予測

0.0

10.0

20.0

30.0

40.0

50.0

60.0

70.0

8 9 10 11 12

A
 t

o 
B

 t
ra

sn
sp

or
t 

(μ
L

/h
r/

w
el

l)

Culture period (days)

0.0

5.0

10.0

15.0

20.0

25.0

30.0

8 9 10 11 12

M
et

ab
ol

ite
 p

ro
du

ct
io

n 
(μ

L
/h

r/
w

el
l)

Culture period (days)

Midazolam 透過CL Midazolam 代謝CL

0.55

0.60

0.65

0.70

0.75

0.80

0.85

0.90

0.95

1.00

M
id

az
ol

am
 F

g
Conventional 1.0x10^5 cells/well

Conventional 1.5x10^5 cells/well

Novel 1.0x10^5 cells/well

Novel 1.5x10^5 cells/well

Conventional Novel
ヒトのFg

独立した5ロットの
平均±SD


