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研究成果の概要（和文）：本研究では主要な２つの血漿タンパク、アルブミン(Alb)とα１酸性糖タンパク質
(Agp1)を欠損するヒト肝キメラマウスを作製することにより、マウス血漿タンパクの影響が低減されたヒト型
ADMEモデルの開発をめざした。作製されたAlb/Agp1 double KOヒト肝キメラマウスの肝臓におけるヒト薬物代謝
関連遺伝子の発現はヒト肝キメラマウスの肝臓と同等であり、２つの血漿タンパク欠損の影響は限定的と考えら
れた。このモデルを用いてヒト薬物代謝クリアランス予測を行ったところ、Diazepamではヒト実測値との間に大
きな乖離があったものの、KetoprofenとUCN-01ではヒト実測値に近似した。

研究成果の概要（英文）：In this study, we aimed to develop a human ADME model with reduced effects 
of mouse plasma proteins by generating humanized liver chimeric mice deficient in two major plasma 
proteins, Albumin (Alb) and Alpha-1-acid Glycoprotein 1 (Agp1). The expression of human drug 
metabolism-related genes in the liver of Alb/Agp1 double KO humanized liver chimeric mice was 
similar to that of traditional humanized liver chimeric mice, suggesting that the effect of these 
plasma protein deficiencies was limited. In this model, there was a large discrepancy between the 
predicted and measured drug metabolism clearance value for Diazepam in humans. However, the 
predicted value of drug metabolism clearance in humans for Ketoprofen and UCN-01 provided by 
Alb/Agp1 double KO humanized liver chimeric mice was similar to the measured value in humans.

研究分野：実験動物学

キーワード： ヒト肝キメラマウス　薬物動態　ヒト肝細胞　薬物体内分布　タンパク結合

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
薬物の代謝・動態には実験動物とヒトとの間に大きな種差があり、モデル動物のヒト型化が学術上の課題であ
る。ヒト肝細胞保有マウスの開発により肝臓における薬物代謝の種差を定性的、定量的に評価することが可能に
なったが、体内分布を左右する血漿タンパクの組成は依然としてマウス型であった。本研究では薬物と結合する
主要な２つの血漿タンパク（アルブミンとα１酸性糖タンパク質）を欠損したヒト肝細胞保有マウスを開発し
た。ヒト型肝薬物代謝に加え、体内分布もヒト型化されたADMEヒト型モデルは、より精緻なヒト薬物代謝・動態
予測モデルになることが期待される。

※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、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 新薬開発における候補物質の体内動態（①吸収-Absorption、②分布-Distribution、③代
謝-Metabolism、④排泄-Excretion； 総称して ADME）の検討は開発薬の効果や有害事象
（毒性）を把握する上できわめて重要である。とくに③肝臓における薬物代謝は、効果と毒
性発現が薬の一次／二次代謝物によるのか、あるいは非代謝物によるのかが化合物毎に異
なるので重要な検討課題である。しかし、薬物代謝には実験動物とヒトとの種差が際立って
おり、モデル動物のヒト型化が学術上の課題であった。肝臓による薬物代謝をヒト化するこ
とを企図して開発されたヒト肝細胞保有 TK-NOGマウス（ヒト肝キメラマウス）を用いる
ことにより薬物代謝の種差を定性的、定量的に評価することが可能となったが、②分布に関
わる血漿タンパクの組成は依然としてマウス型であり、精緻な薬物動態予測にはそのヒト
化が重要と考えられた。 
 
２．研究の目的 
 薬物代謝酵素特性の種差を克服するため肝臓をヒト肝細胞で置換したヒト肝キメラマウ
スが開発され、薬物代謝機能と胆汁中への薬物排泄機能がヒトに近づいた。すなわち種差の
影響を軽減することが可能となった。一方、薬物の体内分布を決定する血漿タンパク質の組
成はヒト肝キメラマウスにおいても依然としてマウス型であることが判明し、体内分布に
関して種差を克服できていないことが明らかとなった。本研究では体内動態を大きく左右
するにもかかわらず、これまで注目されることのなかった“薬物の分布” に着目し、種差を
克服するため薬物と結合する血漿タンパク質をヒト型化した ADME ヒト型モデルの開発
をめざした。 
 
３．研究の方法 
 多くの低分子医薬品は肝臓で産生されるアルブミンや α１酸性糖タンパク質などの血漿
タンパクと結合して体内動態が制御されている。ヒト肝キメラマウスではヒト血漿タンパ
クの他、残存するマウス肝細胞が産生するマウス血漿タンパクも存在することから、血漿タ
ンパクのヒト型化のため前記２つの主要血漿タンパクを欠損するマウスを開発した。すな
わち、１）アルブミン遺伝子ノックアウトマウス、２）α１酸性糖タンパク質遺伝子ノック
アウトマウス、３）それら複合マウス、更に４）アルブミンのリサイクリングを制御するヒ
ト胎児性 Fcγ 受容体遺伝子ノックインマウスを作製した。主要血漿タンパクをヒト型化し
た３）アルブミン、α１酸性糖タンパク質遺伝子２重欠損（Alb/Agp1 dKO）ヒト肝キメラマ
ウスを作製し、Diazepam（アルブミン結合性）、Ketoprofen（アルブミン結合性）、および、
UCN-01（Agpa1結合性）についてヒト代謝クリアランス予測試験を実施した。 
 
４．研究成果 
１）アルブミン遺伝子ノックアウト NOGマウスの作製（Alb KO）と肝臓のヒト化 
 2011 年、Mutant Mouse Resource & Research Centers (MMRRC)より取り寄せた
B6;129S5-Albtm1Lex/MmcdマウスをNOGマウスに戻し交配を開始し、８回の戻し交配により
NOG-Alb KOマウスを樹立した。本研究ではヒト肝細胞移植に必要な肝傷害を誘導するた
め樹立した NOG-Alb KOマウスと TK-NOGマウスを交配し、TK-NOG-Alb KOマウスを
系統化した。TK-NOG マウスは雄性不妊であるため、作製できる動物の数は雌性マウスの
数に依存する。そこで、計画的な生産が行えるよう、体外受精・胚移植を行い雌雄合わせて
57匹の産仔を取得し、遺伝子検査により TK-NOG-Alb KOマウス 27匹を選別した。これ
らのマウスと自然交配で得たマウスを合わせて 19 組の自然交配群を構築し、90 匹の産仔
を取得した。遺伝子検査の結果 33 匹の TK-NOG-Alb KO マウスが得られ、これらのマウ
スにガンシクロビル投与を行い、肝細胞移植に適した肝傷害を示した 18匹の TK-NOG-Alb 
KO マウスに凍結ヒト肝細胞を移植した。そのうち、14 匹では移植 8 週後の血中ヒトアル
ブミン濃度が 5.5 mg/mL を越え、推定ヒト肝細胞置換率が 70%を越えることを確認した。 
 
２）α１酸性糖タンパク質遺伝子ノックアウト NOGマウスの作製（Agp1 KO） 



 NOG マウスの受精卵を用いて CRISPR/Cas9 によるゲノム編集を行い、Agp1 遺伝子の
第１―第５エクソン間の欠損
を試みた。12匹のファウンダ
ーマウス取得に成功し、その
うち 7 匹では血中 α1 酸性糖
タンパクレベルが ELISA で
検出限界以下であることが確
認され、これらのマウスを
NOG-Agp1 KO系統として樹
立した（図１）。血中の α１酸
性糖タンパク質量はアルブミ
ン量の 1%程度と存在量が少
ないことから、アルブミン・α
１酸性糖タンパク質の２重欠損モデルとして開発を進めた。 
  
３）Alb/Agp1 double KO NOGマウスの作製と肝臓のヒト化 
 TK-NOG-Alb KOマウスとNOG-Agp1 KOマウスで 9組の自然交配群を構築し、74匹
の産仔を取得した。遺伝子検査の結果、TK遺伝子を有し、かつ Alb遺伝子と Agp1遺伝
子の両方が欠損した TK-NOG-Alb/Agp1 dKOマウス 7匹の取得に成功した。しかし、雄
性マウスが不妊症であることから生産効率が著しく
低く実験系の確立が困難であった。そこで 2021
年、雄性不妊を回避した次世代型 TKマウス
（NOG-TKm30）の系統化に成功したことから、
Alb KO, Agp1 dKO系統それぞれの遺伝背景を
NOG-TKm30に置換した。NOG-TKm30-Alb KO
系統については 13組の自然交配群を構築し、76匹
（平均産仔数 5.8匹）の産仔の取得に成功し、うち
31匹が Alb ホモ欠損個体であることを確認した。
これらの個体ではマウスアルブミンタンパクが検出
限界以下であることを確認した（図２）。また、
Agp1 KO系統については Alb KO系統との複合系
統として 13組の自然交配群を構築し、73匹（平均
産仔数 5.6匹）の産仔の取得に成功し、うち 35匹
が Alb/Agp1 ２重ホモ欠損個体であることを確認した。NOG-TKm30遺伝背景のマウスと
TK-NOGマウスではガンシクロビル感受性が大きく異なることから、これらのマウスにて
ヒト肝細胞移植に適した肝傷害誘導条件検討を行い、雌では 0.01 mg/mL ValGCVの 72
時間飲水投与、雄では 0.025 mg/mL ValGCVの 72時間飲水投与が投与法として至適で
あると判断し、本条件を以降の実験で使用した。これらマウスの生産を継続し、10匹の
NOG-TKm30-Alb/Agp1 dKOマウスを取得した。前記条件にて肝細胞傷害を誘導した後、

凍結ヒト肝細胞を移植してヒト肝キメラ NOG-TKm30-Alb/Agp1 dKOマウスを作製し
た。それらのマウス肝臓におけるヒト薬物代謝関連遺伝子の発現量解析した結果を図３に
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図3  ヒ ト 肝キメ ラ  NOG-TKm 3 0 -A lb /Ag p 1 d KOマウスの肝薬物代謝関連遺伝子の発現比較

Human (pooled RNA of 50 donors)

Hu-liver NOG-TKm30 mice (n=3, Male)

Hu-liver NOG-TKm30-Alb/Agp1 dKO mice (n=3, Male)

Hu-liver NOG-TKm30-Alb/Agp1 dKO mice (n=3, Female)



示す。ヒト化肝臓における薬物代謝関連遺伝子の発現量に大きな差が認められなかったこ
とから、宿主マウスのアルブミン、および、α１酸性糖タンパク質を欠損させたことによ
る影響は極めて小さいものと思われた。また、ヒト化肝臓マウスに残存するマウス肝細胞

の薬物代謝関連遺伝子の発現もまた、宿主マウスのアルブミン、α１酸性糖タンパク質欠
損により大きな影響を受けることはなかった（図４）。これらの結果から、２つの主要な
血漿タンパク（アルブミン、および、α１酸性糖タンパク質）を欠損した宿主マウスを基
盤としたヒト肝キメラマウスでは低分子医薬品の体内動態がヒトに近づくことが期待され
た。 

 野生型マウスとヒト肝キメラ NOG-
TKm30-Alb/Agp1 dKO マウスで薬物の
代謝能、および、血中タンパク結合能のヒ
ト化により薬物代謝クリアランスに差が
生じるかどうかをアロメトリックスケー
リングによるヒト予測で評価を行った。
アルブミンに結合性の高い化合物として Ketoprofenと Diazepamを用い、α１酸性糖タン
パク質に結合性の高い化合物として UCN-01を用いてそれぞれを野生型 ICRマウス、ヒト
肝キメラNOG-TKm30-Alb/Agp1 dKOマウスに静脈内投与し、液体クロマトグラフィー・
質量分析法により血中薬物濃度を経時的に測定した。ヒトクリアランス予測値は図５の式

により計算した。Ketoprofen、Diazepam、および、UCN-01の薬物代謝クリアランスヒト
実測値との比較を図６に示す。アルブミンに結合性の高い Ketoprofen のヒト肝キメラ
NOG-TKm30-Alb/Agp1 dKOマウスにおけるヒト薬物代謝クリアランス予測値は、ヒト実
測値に大きく近づき、良好であった。また、α１酸性糖タンパク質に結合性の高い UCN-01
のヒト肝キメラNOG-TKm30-Alb/Agp1 dKOマウスにおけるヒト薬物代謝クリアランス予
測値は、ほぼヒト実測値と同様に低値であり良好であった。一方、アルブミンに結合性の高

Clearance human = Clearance humanized-liver mice  
ｘ (BW human / BW humanized-liver mice )0.75 

図５ ヒトクリアランス予測値算出の計算式 
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い Diazepam についてはヒト肝キメラ NOG-TKm30-Alb/Agp1 dKO マウスを用いてもヒ
ト薬物代謝クリアランス予測値は野生型マウスと同レベルであり、ヒト実測値との間に大
きな乖離が見られた。 
 
４）ヒト化胎児性 Fcγ受容体を発現する NOGマウスの作製 
 ヒト型胎児性 Fcγ受容体(FcRn)はβ２ミクログビン(B2M)と２量体を形成するため両タ
ンパクを融合させた一本鎖タンパクとして発現する遺伝子導入マウスの作製を試みた。
NOG マウスの受精卵前核期に B2M-FcRn 発現ユニットをマイクロインジェクション法に
より注入し、定法に従い遺伝子導入マウスを作出した。取得した 26匹のファウンダーマウ
スのうち、導入遺伝子を有する個体は１個体であった。この個体におけるヒトアルブミンの
血中半減期を野生型マウスと比較したところ、半減期の延長は認められなかった。また、抗
FcRn抗体を用いて血液細胞におけるヒト FcRn分子の発現を調べたところ、FACS解析で
陽性所見は得られなかった。FcRn分子はアルブミンの他、イムノグロブリンのリサイクリ
ングにも関与することから、低分子化合物のみならず抗体医薬品の体内動態制御に重要な
分子である。そのため、ヒト FcRn分子の発現が本来の発現を反映するよう、マウス FcRn
遺伝子領域にヒト FcRn 遺伝子を挿入したノックインマウスの作製に計画を変更した。マ
ウス FcRn 遺伝子の翻訳開始コドン ATG 以降をヒト FcRn 遺伝子配列に置換するため、
NOG マウスの受精卵を用いた CRISPR/Cas9 によるゲノム編集を行い、28 匹のファウン
ダーマウスを取得した。PCR 解析による１次スクリーニングで 14 個体がヒト FcRn 遺伝
子を保有することが判明した。これらの個体について、相同組換え配列の 5'側、および、3'
側を認識する PCR プライマーとヒト FcRn 遺伝子を認識するプライマーで解析したとこ
ろ、7個体で PCR産物が認められ、うち 3個体では期待通りの産物サイズであった。これ
ら 3個体について塩基配列解析を行った結果、相同領域、および、ヒト FcRn遺伝子コーデ
ィング領域に変異がない１個体のヒト FcRn 遺伝子ノックインマウス(NOG-FcRn KI)の取
得に成功した。 
 体内分布のヒト型化による薬物動態特性の外挿性と予測確度の向上をめざした本研究では、
３系統の遺伝子改変マウスの作製を行った。B6/129 ES を使って作製されたアルブミン欠損マ
ウスは NOGマウスへの戻し交配により免疫不全化されたが、繁殖効率の低さが影響し動物数
の確保に支障があった。そこでNOG-AKlb KOマウスについては、CRISPR/Cas9によるゲノ
ム編集で異なる系統の開発を進めており、今後、繁殖性の改善について検証を行う予定であ
る。また、ヒト FcRn遺伝子ノックインマウスについては機能評価を進めるとともに、２量
体の他方、ヒトβ２ミクログロビンのヒト型遺伝子発現の必要性を検討する予定である。 
 本研究では主要血漿タンパク(アルブミンと α１酸性糖タンパク）を欠損するマウスを宿
主とすることにより血漿タンパクの組成を高度にヒト型化することに成功した。今後は本
モデルマウスの有用性を示すため、タンパク結合性に種差のある化合物について解析デー
タの収集を行う予定である。 
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