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研究成果の概要（和文）：世界中で農薬・工業原料・医薬品などの化学物質が用いられているが、ヒトに対するリスク
評価が重要となる。実験動物を用いたリスク評価では、実際のヒトとの毒性種差の問題から精度よくリスク評価ができ
ない可能性も想定される。そこで、マウスにヒトの肝細胞を移植した「ヒト肝細胞移植キメラマウス」を用い、化学物
質の肝臓における毒性を指標としたリスク評価系の構築を行った。化学物質（医薬品）の体内動態の予測も概ね可能で
あったことからも、肝毒性を引き起こす濃度も指標に加えることで、精度よくリスク評価ができる可能性が示唆された
。

研究成果の概要（英文）：Various chemicals such as the agrichemicals, industrial materials, and pharmaceuti
cals have been used in the worldwide. It is important to assess the risk of chemicals for humans. However,
 the risk assessment using experimental animals could not be enough due to species differences of toxicity
 between animals and humans. In this study, we conducted the risk assessment using chimeric mice with huma
nized liver to estimate toxicity in the  human liver. It would be possible to estimate the risk assessment
 (hepatotoxicity) in consideration of plasma concentrations at which hepatotoxicity is observed because th
e predictability of pharmacokinetics of chemicals (drugs) is good in chimeric mice.
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
近年、環境化学物質のうち、有害金属、工業

原料、農薬などが環境中や動物、ヒトにおいて
検出される報告は多く、その毒性が懸念されて
いる。その中で、これら化学物質のヒトへの安全
性は、in vitro毒性評価や、実験動物を用いた in 
vivo データをもとに評価が行われている。しかし、
ヒトと動物での化学物質の体内動態の種差や、
毒性感受性の種差、またこれらの個人差などに
よる不確実さによって、化学物質のヒトへのリスク
を見誤る可能性もある。例えば、サリドマイドの催
奇形性作用は、実験動物とヒトの種差が著しく、
リスク評価が困難であった。化学物質の中には、
われわれの生活に欠かせないものも多く存在す
るが、その有用性と毒性のバランスを考える上で、
化学物質のヒトに対するリスク評価を精度よく見
積もる評価法の開発が求められている。 
 
２．研究の目的 

実験動物とヒトの化学物質の種差を克服する
ためにヒト化モデル動物の有用性があげられる。
そのひとつに、免疫不全の性質をもつ SCID マ
ウスと肝障害の性質をもつ uPA トランスジェニッ
クマウスをかけ合わせたマウスにヒト肝細胞を移
植した「ヒト肝細胞移植キメラマウス」がある。ヒト
肝細胞移植キメラマウスは、その肝臓にヒト型の
薬物代謝酵素が発現されているために医薬品
におけるヒト代謝物予測に応用できる可能性が
報告されている。 

この背景から、本研究ではヒト肝細胞移植キメ
ラマウスを用いてヒトにおける代謝物予測に留ま
らず、化学物質のヒトにおける肝臓における肝毒
性評価についても、定性的もしくは定量的に予
測できると考え、その検証を行うことを目的とした。
その中で、様々な薬物代謝酵素によって代謝さ
れることが知られる化合物を用いてヒト肝細胞移
植キメラマウスにおける血中動態の予測性を精
査する。また化学物質が薬物代謝酵素によって
代謝変換され、反応性代謝物の生成に伴う肝毒
性および肝臓における甲状腺ホルモン応答性
遺伝子の発現を指標とした甲状腺ホルモン系か
く乱作用について検証する。さらには、化学物
質の長期曝露によって、生体内の薬物代謝酵
素が誘導されるケースも考えられ、酵素誘導も
評価に加えた。ヒト肝細胞移植キメラマウスを用
いて化学物質の血中動態と毒性の関係が明確
になれば、血中濃度をベースとした化学物質の
安全域を算出できることも期待される。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 1 ヒト肝細胞移植キメラマウスの作成および
肝細胞の単離 

３．研究の方法 
本研究では uPA/SCID マウスにヒトの肝細胞

を移植した「ヒト肝細胞移植キメラマウス」を用い
た。ヒト肝細胞移植キメラマウスの肝臓における
ヒトの肝細胞の置換率は、約 80％である（置換
率は、マウス血液中ヒト型アルブミン濃度から算
出）。 

ヒト肝細胞キメラマウスに種々の検証化合物を
投与し、投与物質の血中濃度測定、肝臓中に
おける各種 mRNA 発現量を評価した。 

また、ヒト肝細胞移植キメラマウスからコラゲナ
ーゼ潅流法により肝細胞を単離し（図 1）、評価
化合物を添加し、各種遺伝子の mRNA 量を測
定 し た 。 細 胞 内 ATP 濃 度 測 定 に は 、
CellTiter-GloTM Luminescent Cell Viability 
Assay（Promega）を使用した。ヒト肝細胞移植キ
メラマウスおよび単離した肝細胞は株式会社フ
ェニックスバイオより供与していただいた。 
 
４．研究成果 

ヒト肝臓中に発現するチトクローム P450
（CYP）やグルクロン酸転移酵素（UGT）などで代
謝されることが報告されている解熱性鎮痛剤で
あるイブプロフェン、ナプロキセンをヒト肝細胞移
植キメラマウスに投与し、尿中における各代謝物
を質量分析装置（LC/MS/MS）で測定し、その
排泄量を評価した。その代謝物排泄プロファイ
ルは概ね報告されるヒトのデータを反映している
ことを確認できた。ヒト肝細胞移植キメラマウスの
肝臓にはヒト型の CYP や UGT が発現しているこ
とが報告されており、それを支持する結果となっ
た。 

また、今まで蓄積してきたヒト肝細胞移植キメ
ラマウスの薬物動態（PK）のデータとヒトの PK デ
ータ報告値を用いて、single species allometric 
scaling 法（eq.1,2）によりクリアランス（CLt）予測
値、分布容積（Vdss）予測値を算出し、complex 
Dedrick plot 法（eq.3,4）により予測血漿中濃度
推移を算出した。評価化合物には、CYP、UGT、
アルデヒドオキシダーゼ(AOX)で代謝される医
薬品を用いた。 
 
Single species allometric scaling 
Predicted CLt = CLPXB mice× (B.W. human/B.W. 
PXB mice)

a (eq.1) 
Predicted Vdss= Vdss PXB mice× (B.W. human/B.W. 
PXB mice)

b (eq.2) 
 
Complex Dedrick plot 
Predicted time = Real time PXB mice × [(B.W. 
human)

b-a/(B.W. PXB mice)
b-a] (eq.3)  

Predicted plasma concentrations (Cp) = Cp PXB mice 
× [(B.W. human)

1-b/(B.W. PXB mice)
1-b] (eq.4) 

 
CYP3A4 の基質であるミダゾラム、CYP2C9 お

よび UGT2B7 の基質であるイブプロフェン、
AOX の基質であるファスジルの予測血漿中濃
度推移は、報告されるヒトの血漿中濃度と概ね
反映していた（図 2）。これらは別のヒト肝細胞を
移植したヒト肝細胞移植キメラマウスにおいても
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予測性は保存していた。一部の化合物（ジアゼ
パム）において予測が大きく外れたものもあった
が（data not shown）、ヒト肝細胞移植キメラマウス
は、肝臓で代謝される化合物の血漿中濃度推
移予測に有用である可能性が示唆された。しか
し、ヒト肝細胞移植キメラマウスの肝臓における
残存するマウス肝細胞が薬物動態の予測性に
与える影響も考慮に入れる必要もある。 
 
Midazolam (CYP substrate) 
 
 
 
 
 
 
 
 
Ibuprofen (CYP, UGT substrate) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fasudil (AOX substrate) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 2 ヒト肝細胞移植キメラマウスの血漿中濃度
から single species allometric scaling および
complex Dedrick plot から算出したヒト予測血漿
中濃度とヒト血漿中濃度（報告値; Heizmann et 
al., 1983, Martin et al., 1990, Nakashima et al., 
1992)（青実線；予測血漿中濃度推移、点線；２
倍、３倍の予測範囲、赤点；ヒト血漿中濃度） 
 

ヒト肝細胞移植キメラマウスの肝臓より肝細胞
を単離し、24 穴プレートに播種後、CYP1A の誘
導剤として知られているオメプラゾール（10μM）
および CYP3A の誘導剤であるリファンピシン（5
μg/mL）を 1 日２回 96 時間曝露させた後、肝細
胞に発現するCYP1A2およびCYP3A4のmRNA
発現量を測定した。結果、コントロール群に比べ
10 倍以上の mRNA の発現量の増加が観察され
た。また、残存するマウス肝細胞で発現している
cyp3a11mRNA 発現量変化はヒト CYP3A4 発現
増加率に比べ低くなり、リファンピシンがげっ歯
類よりヒト CYP3A に特異性が高い誘導剤である
という知見を反映していた（図 3）。このことから、
ヒト肝細胞移植キメラマウスでは、薬物の誘導評

価にも有用である可能性が示された。今後、評
価濃度や検証化合物を変えながらさらに検討を
進めていく。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 3 ヒト肝細胞キメラマウス由来肝細胞にオメプ
ラゾール、リファンピシンを曝露後のヒト CYP1A2、
CYP3A4、およびマウス cyp3a11 の mRNA 変動 
 

ヒト肝細胞移植キメラマウスの肝臓から単離し
た肝細胞にアセトアミノフェン（10-40mM）を 24
時間曝露したところ、濃度依存的に細胞内 ATP
濃度が減少することが示された。アセトアミノフェ
ンの肝細胞毒性のメカニズムとして、CYP3A4、
CYP2E1 によって生成する反応性代謝物の寄与
が 知 ら れ て い る こ と か ら 、 CYP3A4 お よ び
CYP2E1 に対する siRNA を添加し、アセトアミノ
フェン曝露による細胞内 ATP 濃度を測定した。
しかし、siRNA による ATP 濃度の変化は見られ
ず、代謝的活性化による毒性は反映されなかっ
た（図 4）。今後、試験法の改良しながら検討して
いく必要がある。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 4 ヒト肝細胞移植キメラマウス由来肝細胞に
アセトアミノフェンを曝露後の細胞内 ATP 濃度 
 

肝臓中には内分泌ホルモンのひとつ甲状腺
ホルモン（T3）に応答する遺伝子が複数発現し
ていることが知られている。本研究ではラットの
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試験で応答性があることが分かっている遺伝子
を指標に、ヒト肝細胞移植キメラマウスの肝臓中
でのこれら mRNA 発現について評価した。ヒト肝
細胞移植キメラマウスに抗甲状腺薬である
propylthiouracil（PTU）を投与後、甲状腺ホルモ
ン T3 を投与し24 時間後の肝臓中に発現する各
mRNA 量を測定した。 

PTU 投与群に対する PTU および T3 併用投
与群のmRNA変化は、DIO1 (type1 deionidase)； 
2.95 倍、ME (malic enzyme1) ;4.37 倍、BCL3 
(B-cell lymphoma 3-encoded protein); 0.76 倍、
CYP7A1 (cytochrome P4507A1); 1.75 倍 、
THRSP (thyroid hormone responsive SPOT14); 
1.84 倍、PDXK (pyridoxal kinase); 1.52 倍、
SLC17A5 (solute carrier family 17 member2); 
1.65 倍、UGT1A6; 1.82 倍、UGT1A7; 1.36 倍で
あった。 

臨床で抗不整脈薬として使用されているアミ
オダロンはその副作用に甲状腺ホルモンに対す
る影響がある。アミオダロンは、甲状腺ホルモン
受容体に対してアゴニスト活性を示すことを見出
している（Matsubara et al., 2012）。他にも駆虫
薬として用いられているビチオノール、クロサン
テル、ラフォキサニドもアゴニスト活性を示した。
これらの化学物質の化学構造は、甲状腺ホルモ
ン T3 の部分構造と類似していることに起因して
いると考えられる。このような化学物質は、他にも
存在するものと考えられ、ヒト肝細胞キメラマウス
における肝臓に発現する甲状腺ホルモン応答
性遺伝子の発現を指標とした評価系としても利
用できる可能性がある。今後、さらなる詳細な検
討を行い、その確立を目指す予定である。 
 

本研究で用いたヒト肝細胞移植キメラマウスの
ホストマウスは雄を主に使用しているが、雌雄に
おけるヒト肝細胞移植キメラマウス肝臓中薬物代
謝酵素の mRNA 量を比較したところ、ホストマウ
スが雌のときに高い mRNA も見られ、評価の際、
雌雄差の背景も考慮にいれる必要がある（図
5）。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 5 ヒト肝細胞移植キメラマウス雌雄における肝
臓中薬物代謝酵素 mRNA の比較 
 

ヒト肝細胞移植キメラマウスの肝臓ではヒト型
の薬物代謝酵素が発現しており、肝臓で代謝さ
れる医薬品のヒト血漿中濃度の予測性も概ね高
いことが示された。ヒト肝細胞キメラマウスの血液
中に発現する医薬品の結合タンパクのひとつア
ルブミンの発現もその一助となる可能性がある。
環境化学物質の中には、医薬品同様にさまざま

な薬物代謝酵素で代謝されるものが多く存在し
ており、化学物質全般のヒトにおける曝露量予
測に有用となる可能性がある。肝細胞を用いた
試験であるが、薬物代謝酵素の誘導や課題は
のこされているものの、アセトアミノフェンによる
肝細胞毒性も検出できた。化学物質の高濃度
曝露によって薬物代謝酵素の誘導や、肝毒性
を引きおこす可能性があることから、これを反映
するモデル動物としても有用であるかもしれない。
また、肝臓中甲状腺ホルモン応答性遺伝子の
発現変化を指標とした甲状腺ホルモン撹乱作用
の評価においても有用となる可能性がある。化
学物質のヒトにおける１日推定曝露量が算出で
きれば、ヒト肝細胞キメラマウスを用いることで、
血中濃度推移、毒性評価から、化学物質の安
全域を算出することができ、化学物質のリスク評
価が可能となるものと考えている（図 6）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 6 化学物質の安全域算出の考え方 
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