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研究成果の概要（和文）：薬物代謝関連遺伝子をヒトと実験動物で置き換えたヒト化動物は、ヒト特異的な薬物
代謝や安全性を予測する上で大きな役割を果たすと考えられる。本研究では実験動物の中でも経時採血が可能、
毒性試験等の背景データが豊富なラットを用いてヒト化動物を作製することを目的とした。具体的には１）マウ
ス人工染色体技術を用いて、ヒト特異的な薬物代謝に関わる、CYP3A遺伝子群、UGT2遺伝子群等のヒト遺伝子群
をラットへ導入した。２）ゲノム編集技術を用いて上記に対応したラット遺伝子群を破壊した。３）１）と２）
を交配することで、ヒト特異的な代謝能を示す完全なヒト化モデルラットの作製に成功した。

研究成果の概要（英文）：Humanized animals, in which drug metabolism-related genes of experimental 
animals are replaced into those of humans, are considered to play a major role in predicting 
human-specific drug metabolism and safety. In this study, we aimed to generate humanized animals 
using rats that can collect blood over time and have abundant background data such as toxicity tests
 among experimental animals. Specifically, following studies were performed. 1) CYP3A gene cluster 
and UGT2 gene cluster, which are related in human-specific drug metabolism, were introduced into 
rats using mouse artificial chromosome technology. 2) The rat gene cluster corresponding to the 
above human cluster was desrupted using the genome editing technique. 3) By mating 1) and 2), a 
fully humanized model rats showing human-specific metabolic ability were successfully generated.

研究分野： 染色体工学

キーワード： リサーチバイオリソース　ヒト化モデル動物

  ３版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究で開発したヒト薬物代謝関連遺伝子をヒト化したモデルラットはこれまでに開発されたヒト化マウスの特
徴と、マウスにはないラットの特徴（経時採血が容易、背景データが豊富など）の両方の特徴を兼ね備えてお
り、これまでのヒト化マウスよりも、ヒトの薬物代謝や毒性を予測するために有用なモデルになると考えられ
る。また、本研究開発によって、ヒトに対する安全性予測が向上すると共に、医薬品開発のスピードアップと成
功確率が向上し、新薬開発の低コスト化、ひいては国民医療負担を減らすことにつながるインパクトを与え、ラ
イフ・イノベーションの推進に大きく貢献できるものと考える。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 一般的に新薬開発過程における薬物代謝・安全性試験は実験動物を用いて進められているが、
実験動物とヒトでは薬物代謝酵素やその関連因子の特性に種差があり、実験動物で得られた結
果からヒトでの薬物代謝や安全性を予測できない場合が多い。したがって、薬物代謝関連遺伝
子をヒトと実験動物で置き換えたヒト化動物は、ヒト特異的な薬物代謝や安全性を予測する上
で大きな役割を果たすと考えられる。これまでにヒト化薬物代謝モデルマウスが作製されてき
たが、薬物代謝酵素遺伝子は多くが Mb 単位の巨大な遺伝子クラスターとして存在するため、従
来技術では一部の遺伝子しか導入できないという問題点があった。 
 我々はこの課題を克服するために、Mbサイズの遺伝子・複数の遺伝子が制限なく搭載可能な
ヒト人工染色体(HAC)ベクターの開発を試みてきた。これまでに人工染色体技術を用いて、本研
究提案の基盤となる「ヒト化 CYP3A マウス」の開発に成功した。薬物代謝に最も重要とされる
CYP3A 遺伝子クラスター(3A4, 3A5, 3A7, 3A43 からなる)の約 700kb の染色体領域を染色体クロ
ーニング法を用いて HAC ベクター上に搭載し、内在の Cyp3a 遺伝子群を破壊したマウスに
CYP3A-HAC を導入することで、CYP3A 遺伝子クラスターに関してマウス遺伝子とヒト遺伝子を入
れ替えた、いわゆる「完全にヒト型化」した CYP3A-HAC マウスの作製にも成功した。 
 一方、ラットは経時採血が可能、これまでの毒性試験や発癌試験はラットが多く用いられて
きたため背景データと比較可能、などの特徴を兼ね備えており、マウスよりも有用なモデル動
物であるが、技術的ハードルの高さからヒト化薬物代謝モデルラットはこれまでに作製されて
いない。近年、分担研究者である生理研の平林らによって効率的に子孫伝達可能なラット ES
細胞の樹立が行われ、ラット ES 細胞へ上記人工染色体技術を適用することが可能となってきた。
また、ゲノム編集技術によって任意部位を切断することで部位特異的に効率的に変異挿入が可
能となってきた。以上のことから、人工染色体技術を用いてヒト薬物代謝関連遺伝子群をラッ
トに導入し、ゲノム編集技術を用いて対応するラット遺伝子を破壊（Knockout:KO）すれば、ヒ
トの薬物代謝や毒性を外挿できるヒト薬物代謝モデルラットを開発できると考えた。 
 
２．研究の目的 
本研究では医薬品開発のスピードアップと成功確率の向上を目指して、実験動物の中でも経時
採血が可能、毒性試験等の背景データが豊富なラットを用いてヒト化動物を作製することを目
的とした。具体的には１）巨大な遺伝子・複数の遺伝子が搭載可能な独自のマウス人工染色体
技術を用いて、ヒト特異的な薬物代謝に関わる、CYP3A 遺伝子群、UGT2 遺伝子群等のヒト遺伝
子群をラットへ導入し、２）ゲノム編集技術を用いて上記に対応したラット遺伝子群を破壊し、
３）薬物代謝を評価し、ヒトを外挿できるモデル動物の作製を目指した。 
 
３．研究の方法 
（１）Cyp3a-KO ラット作製と評価 
①ゲノム編集用 TALEN の構築 
ラット Cyp3a23/3a1 遺伝子の exon 5 および Cyp3a2 遺伝子の exon 5 が標的となりうる in vitro
転写可能なTALEN LとRをコードするプラスミドDNAを調製し、T7プロモーターによるin vitro
転写法、精製により Cyp3a 破壊用の TALEN L と R の mRNA を取得した。 
 
②受精卵への mRNA 注入と系統化 
過排卵処置後の雌ラットと雄ラットを交配させ、取得した受精卵前核期に対して上記 TALEN 
mRNAをマイクロインジェクションにより注入し、仮親に移植することでF0ラットを取得した。
さらに、正常ラットと交配することで、子孫伝達個体を取得し、PCR 法により変異個体を選別
した。 
 
③トリアゾラムの水酸化活性測定 
作製したラットの肝および小腸よりミクロソーム画分を調製し、トリアゾラム (CYP3A 基質)お
よび NADPH 存在下、37℃で反応させた。反応液中の代謝物量（1’位および 4 位水酸化体）を
HPLC により定量し、代謝物生成速度を求めた。 
 
（２）ヒト化 CYP3A ラット作製と評価 
①ヒト化 CYP3A ラット作製 
マウス人工染色体技術でこれまで作製した CYP3A 導入ラット（ヒト CYP3A-MAC 導入ラット）を
正常ラットと交配することで繁殖させ、さらにヒト CYP3A-MAC 導入ラットと上記 Cyp3a-KO ラッ
トを交配することで完全なヒト化 CYP3A ラットを作製した。 
 
②トリアゾラムの水酸化活性測定 
上記（１）③と同様に行った。 
 
 



（３）Ugt2-KO ラット作製と評価 
①Ugt2-KO ラット系統化 
ラット Ugt2 クラスター領域約 760kb を欠損させるため、ラット Ugt2a1 遺伝子の上流配列およ
び Ugt2a31-like 上の配列をそれぞれ標的とする 2種類の gRNA を用いて、上記（１）②と同様
に F0ラットを取得し、正常ラットと交配することで、子孫伝達個体を取得した。さらに、PCR
法により変異個体を選別した。 
 
②Gemfibrozil のグルクロン酸転移酵素活性測定 
ラットの肝よりミクロソームを調製し、Gemfibrozil（UGT2B7 基質）および UDP グルクロン酸
存在下、37℃で反応させた。反応液中の代謝物量（Gemfibrozil グルクロナイド）を LC-MS/MS
により定量し、代謝物生成速度を求めた。 
 
（４）ヒト化 UGT2 ラット作製と評価 
①ヒト化 UGT2 ラット作製 
マウス人工染色体技術でこれまで作製した UGT2 導入ラット（ヒト UGT2-MAC 導入ラット）を正
常ラットと交配することで繁殖させ、さらに、ヒト UGT2-MAC 導入ラットと上記 Ugt2-KO ラット
を交配することで、完全なヒト化 UGT2 ラットを作製した。 
 
②Gemfibrozil および Zidovudine のグルクロン酸転移酵素活性測定 
Gemfibrozil のグルクロン酸転移酵素活性は、上記（３）②と同様に実施した。Zidovudine の
グルクロン酸転移酵素活性は、基質に Zidovudine を用い、Zidovudine グルクロナイドを定量
した以外は、上記（３）②と同様に実施した。 
 
（５）Mdr1-KO ラット作製と評価 
①ゲノム編集用 TALEN の構築 
ラット Mdr1 遺伝子破壊のために、ラット Mdr1a 遺伝子の exon 7 の配列を標的とした in vitro
転写可能なTALEN LとRをコードするプラスミドDNAを調製し、T7プロモーターによるin vitro
転写法、精製により Mdr1 遺伝子破壊用の TALEN L と R の mRNA を取得した。 
 
②受精卵への mRNA 注入と系統化 
上記（１）②と同様に実施した。 
 
（６）Pxr-KO ラット作製と評価 
①ゲノム編集用 TALEN の構築 
ラット Pxr 遺伝子破壊のために、ラット Pxr 遺伝子の exon 2 の配列を標的とした in vitro 転
写可能な TALEN L と Rをコードするプラスミド DNA を調製し、T7プロモーターによる in vitro
転写法、精製によりラット Pxr 遺伝子破壊用の TALEN L と Rの mRNA を取得した。 
 
②受精卵への mRNA 注入と系統化 
上記（１）②と同様に実施した。 
 
４．研究成果 
（１）Cyp3a-KO ラット作製と評価 
ゲノム編集技術を用いて、ラット受精卵にゲノム編集用の mRNA を導入することでラット CYP3A
遺伝子を破壊し、数種類の変異タイプの CYP3A 遺伝子破壊ラットを系統化した。次に各系統の
CYP3A 破壊ラットより肝臓由来ミクロソームを抽出し、それを用いて CYP3A の基質であるトリ
アゾラムの水酸化活性を測定し、ラット CYP3A 遺伝子の機能破壊ができた系統を選別した。 
 
（２）ヒト化 CYP3A ラット作製と評価 
ヒト CYP3A-MAC 導入ラットと上記 CYP3A-KO ラットを交配することで、完全なヒト化 CYP3A ラッ
トの作製に成功した。これらのラットを繁殖させ、以下の実験に用いた。①肝臓および小腸の
ミクロソームを調製し、トリアゾラムの代謝活性を計測したところ、肝臓においてはヒト CYP3A
の活性が弱いながらも検出され、小腸においては十分にヒト CYP3A の活性が検出された。②
CYP3A 誘導剤を投与したラットについて、①と同様の検討を行ったところ、肝臓および小腸ミ
クロソームいずれにおいても誘導剤投与による活性上昇が認められた。③ヒト CYP3A4 特異的阻
害抗体を用いて、①②と同様の検討を行ったところ、活性が阻害されたことから、導入された
ヒト CYP3A が機能的であることが確認された。④トリアゾラムのカイネティックパラメーター
を完全ヒト化 CYP3A ラット、正常ラットおよびヒトの肝ミクロソームを用いて比較したところ、
完全ヒト化CYP3Aラットはヒトに類似していることが確認された。⑤完全ヒト化CYP3Aラット、
正常ラットおよびヒトとでトリアゾラム代謝物のクリアランス比を比較したところ、完全ヒト
化 CYP3A ラットはヒトに類似して、1’位水酸化の生成が優位であることが確認された。 
 
 



（３）Ugt2-KO ラット作製と評価 
ゲノム編集技術を用いて、ラット受精卵にゲノム編集用の 2種類の mRNA を導入することでラッ
ト Ugt2 遺伝子クラスター（約 760kb）が全て欠損されたラットを系統化した。次に Ugt2-KO ラ
ットより肝臓由来ミクロソームを抽出し、それを用いて Ugt2 の基質である Gemfibrozil のグル
クロン酸転移酵素活性を測定し、ラット Ugt2 遺伝子の機能破壊ができたことを確認した。 
 
（４）ヒト化 UGT2 ラット作製と評価 
ヒト UGT2-MAC 導入ラットと上記 Ugt2-KO ラットを交配することで、完全なヒト化 UGT2 ラット
の作製に成功した。これらのラットを繁殖させ、以下の実験に用いた。１）ヒト化 UGT2 ラット
および正常ラットおよび Ugt2-KO ラットから肝臓ミクロソームを調製し、さらに購入したヒト
ミクロソームを用いて、Gemfibrozil のグルクロン酸転移酵素活性を計測した。Ugt2-KO ラット
では低い活性を示し、正常ラットでは高い活性を示し、ヒト化 UGT2 ラットとヒトでは中程度の
活性を示した。２）１）と同様に Zidovudine グルクロン酸転移酵素活性を計測したところ、
Ugt2-KO ラットでは活性を示さず、正常ラットでは中程度の活性を示し、ヒト化 UGT2 ラットと
ヒトでは高い活性を示した。従って、ヒト化 UGT2 ラットがヒトに近い種差を反映したヒト化モ
デルであることを明かにした。 
 
（５）Mdr1-KO ラット作製と評価 
ゲノム編集技術を用いて、ラット受精卵にMdr1遺伝子破壊用のmRNAを導入することで、Mdr1-KO
ラットを作製することに成功した。Mdr1-KO ラットを繁殖させ、以下の実験に使用した。正常
ラットと作成した Mdr1-KO ラットにキニジンを尾静脈投与し、１時間後の血漿中濃度と脳組織
内濃度を測定した。その結果、血漿中濃度に対する脳内濃度の比（B/P 比）は、正常ラットに
対して Mdr1-KO ラットでは 13 倍高値であった。このことより、Mdr1 遺伝子破壊により、基質
であるキニジンの脳内移行抑制作用が低下し、脳内移行が亢進したことが示唆された。すなわ
ち、Mdr1-KO ラットにおいて、ラット Mdr1 遺伝子が機能的に破壊されていることが示された。 
 
（６）Pxr-KO ラット作製と評価 
ゲノム編集技術を用いて、ラット受精卵に Pxr 遺伝子破壊用の mRNA を導入することで、Pxr-KO
ラットを作製することに成功した。Pxr-KO ラットを繁殖させ、以下の実験に使用した。Pxr-KO
ラットおよび正常ラットにCyp3aの誘導剤であるPCNあるいは溶媒であるcorn oilを 4日間投
与し、肝臓を摘出した。次に肝臓から RNA を抽出し、cDNA 合成を行い、Cyp3a 特異的なプライ
マーにより RT-PCR を行った。正常ラットにおいては Cyp3a の発現量が corn oil に比べて PCN
で上昇していたのに対し、Pxr 破壊ラットにおいては Cyp3a の発現量が corn oil と PCN で同等
であった。このことから、Pxr 遺伝子破壊により、リガンド応答性を消失していることが示唆
された。すなわち、Pxr-KO ラットにおいて、ラット Pxr 遺伝子が機能的に破壊されていること
が示された。 
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