
ヒト肝細胞キメラマウスを用いたヒトCYP誘導能に
関する研究

著者 吉次 博紀
著者別名 Yoshitsugu, Hiroyuki
雑誌名 博士学位論文要旨　論文内容の要旨および論文審査

結果の要旨／金沢大学大学院自然科学研究科
巻 平成19年9月
ページ 63-68
発行年 2007-09-01
URL http://hdl.handle.net/2297/26687



Ｌ－－～
～

氏名

学位の種類

学位記番号

学位授与の日付

学位授与の要件

学位授与の題目

論文審査委員（主査）

論文審査委員(副主査）

吉次博紀

博士(薬学）

博甲第８４９号

平成１８年９月２８日

課程博士（学位規則第４条第１項）

ヒト肝細胞キメラマウスを用いたヒトＣＹＰ誘導能に関する研究
横井毅(医学系研究科･教授）

辻彰（自然科学研究科・教授),加藤将夫(自然科学研究科･助教授)，
松下良（自然科学研究科･助教授)，中島美紀(医学系研究科･助教授）

Summary

Thepredictionofdrug-druginteraCtionPotentialwasmghlymfluencedbyinduction
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薬物代謝酵素の誘導作用は薬物動態に大きな影響を与えるが、酵素機能の種
差により動物実験からヒトの予測は困難な場合が多い。そのため、ヒト肝試料
を用いた研究が医薬品開発における薬物の酵素誘導作用に重要な示唆を与える
ことができる。その中で、ヒト肝細胞は臨床での酵素誘導を予測する研究に利

用され、有用性は広く認識されている。欧米において、ヒト肝細胞は遊離肝細
胞やプレートに播種されて冷蔵により供給されているが、曰本では肝臓試料を
医薬品研究等の目的に提供することを移植法で規制しているために入手が難し
く、海外から供給される凍結肝細胞が多く用いられている。近年、薬物動態実
験に利用できる凍結ヒト肝細胞の研究が進んでおり、新鮮な肝細胞とのＣＹＰ酵
素の活性を比較した研究qieta1.,1999)や医薬品候補化合物を用いた研究

(Hewitteta1.,2001)が報告され、新鮮な肝細胞と同様に凍結肝細胞においても薬
物代謝能が保持されていることが示されている。そこで、ヒト凍結肝細胞を用
いて、初代培養系での酵素誘導研究も試みられているaRoylnanseta1.,2004；

GarciaetaL,２００３)。さらに、培養肝細胞を用いた薬物代謝酵素活`性の変化は
ｍＲＮＡ発現量の変動を見ることによっても確認できると考えられている。

本研究では、ヒト肝細胞の初代培養系における薬物代謝酵素およびトランス
ポーターmRNAの変動を捉えるために、リアルタイムRILPCRによる高感度分

析法を開発した。分析のターゲットはファルマスニップコンソーシアムの頻度
解析対象薬物動態関連遺伝子リストを参考とした。データベースに公開されて
いる配列情報を元に、フォワードプライマー、リバースプライマーおよび

ｎｑＭａｎプローブを設計した｡各配列設計の相同性はNCBIBLASTで検索し特異
的であることを確認した。その結果、ヒト肝細胞において、５５種の第１相薬物
代謝酵素、３４種の第２相薬物代謝酵素、３０種のトランスポーターmRNAの発現
を確認した。次いで、誘導薬に対するヒト肝細胞の反応性は、リファンピシン
またはオメプラゾールを用いて検討した。リファンピシンの暴露により、

CYP3MmRNAは50ILM最高用量で誘導率は低下したものの、用量依存的に顕
著な誘導を示し、リファンピシンを含まない培養液に交換することで誘導から
の回復が認められた｡CYP3A5mRNAはCYP3MnlRNAと同様に、ＣＹＰ酵素の
発現に関与する核内レセプターのＰ、を介して誘導されることが知られており

(Burketa1.,2004)、CYP3MmRNAと同様に顕著な誘導を示した。オメプラゾー
ルの暴露により、CYP1A1mRNAおよびCYP1AzmRNAは用量依存的な顕著な
誘導を示し、オメプラゾールを含まない培養液に交換することで誘導からの回
復が認められた。以上の結果より、本測定法は薬物代謝酵素の誘導や回復の実
験に利用できることを明らかにした。さらに、ヒト肝細胞を移植したキメラマ
ウスの肝臓試料を用いて、ヒト薬物代謝酵素およびトランスポーターmRNAの
発現解析を行い、ドナーのヒト肝臓試料と比較した。ヒトとマウス肝臓のtotal
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RNAを用いて、ヒトとマウスの ４０

mRNA分析lこ使用したプライマ

ーとプローブの特異性を調べた
３０

結果、107組のヒトターゲット重
mRNA、ヒトのハウスキーピン三

・

グ遺伝子であるGAPDH､I3-actin話ｚｏ
．

とマウスの交差性､および5組蚕
のマウスターゲットｍＲＮＡと上ＬＬ

１０

トの交差`性はＩ､ずれも小さく、

特異的な分析法と考えられた。

Fig.１に、キメラマウスに発現し ０

cent『aIvalue＝０４６

，=321

．￣８０。、●【Ｏ･1０●ぬＣＬＣ。、●Ｍ〕●８◎●Ｉｐ･仁〕

ているヒト薬物代謝酵素とトラｇＳ５ｇ肥ｇｚｇｇｇｇ：ＢｇｇｇｇｇＢ巳
ＩＩ１Ｉ１１１１１１１Ｉｌ１１１ＩＩｌｌハ

ンスポーター‐の発現プロファイ ｏｇＳ理自呂局呂写等ｇ昭ｇ圏ＲＩ２ｇ圏８９
････････●。･････････

ルをドナー肝臓と上上較し、その

頻度をﾋｽﾄｸﾞﾗﾑで示した。（chime1I1l1Il6U認:ﾘﾃﾄﾞ:鵜,ati｡〉
発現比率の頻度は､107種類の夕FigureLmstogmmofthefieqUcncyofthemRNA

-ｹﾞｯﾄ遺伝子を各3例で解析鰯簸鑑:：:１Ｍ:::Wlll鑑i;鯛:１１|::;l霊iiﾄﾞ};!}□
し、全体として3コ1例のデータareshownas齢quencyofmtioofantargetsmMA(107
を対象とした。発現比率の頻度targets)inthethreemica

の中央値は0.46で、キメラマウスの置換率よりも低かった。また、ターゲット
遺伝子のｍＲＮＡ発現比率は７種類が１．ｏ以上を、８種類が０．１以下を示した。一
方、マウスＣｙｐｍＲＮＡはCypZblO以外の発現がわずかであった。このように、
キメラマウス肝臓はヒト肝臓試料として十分に機能すると考えられた。

ヒト肝細胞と、その肝細胞をＦナーとして移植したキメラマウスの肝細胞を
用いて、ヒト薬物代謝酵素ｍＲＮＡの発現解析を行い、CYPmRNAの発現プロフ

ァイルならびに薬物に対する反応性を検討した｡３例のヒト凍結肝細胞と、その
肝細胞をＦナーとして作成したキメラマウスから得た凍結肝細胞を培養し、１２
種類のヒトCYPmRNA発現量について比較した。Fig.２に､培養24時間後と４８
時間後におけるキメラマウス肝細胞とドナーに用いたヒト肝細胞のCYPmRNA
発現量のデータから作成した分散図を示す。培養z4時間後にヒトCYPmRNAバー

発現量を比較すると、両肝細胞間での発現量の相関係数は低かった。培養48時
間後ではキメラマウス肝細胞のヒトCYPmRNA発現量がヒト肝細胞と同程度に
なり、相関性はr=0.809と良好に推移することを見出し、キメラマウス肝細胞が
ヒト試料の代替となることを発見した。さらに、ｐ－ナフトフラボンの暴露による
ヒトCYP1A2mRNAの誘導作用と、リフアンピシン暴露によるCYP3A4mRMl

の誘導作用を、３例のヒトとキメラマウスの肝細胞で比較した。
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Fig.３に、ヒト肝細胞とキメラマウス肝細胞に対して13-ナフトフラボンあるいは

リファンピシンを暴露した時のヒトCYP1A2およびＣＹＰ３ＭｍＭＡの変動につ

いて、代表的な１例を示す｡６－ナフトフラポンの暴露によるヒトCYP1A2mRNA

は３例のヒトおよびキメラマウス肝細胞で同様の誘導が見られた。リファンピ

シンの暴露によるCYP3MmRNAの誘導は、３例のヒト肝細胞で誘導が見られ

たのに対し、キメラマウス肝細胞では１例は弱かったものの３例中２例の誘導

が明確であった。全体として、キメラマウス肝細胞はヒト肝細胞より反応性が

やや弱いものの、ほぼ同様のヒトCYPmRNAの誘導プロファイルを再現できる

ことを明らかにした。

以上より、ヒト肝細胞を移植したキメラマウスより調製した肝細胞の培養系

は、培養48時間になるとキメラマウス肝細胞はヒト肝細胞と同程度になり、ド

ナーの性状を反映した細胞系であることが明らかになった。さらに、誘導薬の

暴露により、キメラマウス肝細胞は、Ｆナーのヒト肝細胞と同様のヒトCYP誘

導能を検出することができる優れた試験系であり、ヒト肝臓試料の代替になる
ことを示した。
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学位論文審査結果の要旨

_鋤代謝蟻の誘雛尻は鞠動態に大きな影響を兵え砿２－種差により動物識血ら屋Ｍ壬
測!さ困難な場合力醤ｊＡＬ－量Ｑため２－匡上旺試l(ｉｌを用凹二jiH[究溌薬物q)酵素誘導佐用に重要在示唆を
与えることができる。本論文では、ｍＲＮＡを指標として、ヒト肝細胞を移植したキメラマウスを用一一一一一一一一一の－－－－－－－－－．－－－－－－－－－－－－．－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－．－－－－－－－－－－．．－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－￣￣ｃ￣￣￣￣－－－ローロー￣￣￣￣￣￣￣￣￣￣￣￣￣･￣￣￣￣￣---■￣￣￣￣￣・￣￣￣￣￣￣￣￣￣￣□●・￣￣￣￣￣￣

l<］た上上QY]Pし誘導佳思'三ｺ.匹工検討L進塁_第三Ｉﾆﾐｰ匡上薬物代謝醸素等QnqRHA発現量Ｑ網羅的
力ｎＭＬｘ止罵Ｚｘｈな分柾法を開発し:_上側壬細胞初代培養系に適用し`た結果｡－薬物代謝醗素≧
上乏ｚｘ丞罠皇=三ｵｮﾐ篁鈎-12(1種ＱｍＲＮＡＱ発現を阻旦かに_L左，L一重ら1ﾆｭｰｕｚｚＺﾋﾟＺＺとオメ
ズ量Z呂三』し隆よる反応錘検出五三i量.二とi髻示とた,一策二厘９－屋上既細胞主〆乏zLロス.に上上薬lｿqfl6
識酵素_mRJNA錘.E士=既Ｑ発現量に対LL:ｑＰｉｉ旬五釣-5ｍhのkyqミル:z溌現_しｎA苞二と童明らかに
し典_ｘロxpynnqRNA煙藝lqYp2bm以処囚翻i力$ね哉力１重あ２進二と血ら1－'二Ｍ慰料とL、言尻
重迄負二と塗示L進具_第三に1－'二Ｍ壬細胞と9一畳Ｑ細胞を匠士罠とＬｚ移植LL左主メコヱ豆ｽ既細
胞量用l<Ａｚ１－培養Hこよゑ陰ｈｃＹＰｍｍｌＭＰｌ経時Hil変化ｎら９－培養4&時間以降Ｉ三なゑ≧両細胞Yzn
発現量9F)狙關性は良妊に推移丈畳二とを明らj（１）'二と２－主ﾒ亘宣豆zKH壬細胞益迄ｈ試料Ｑ代賛となゑ
二とを示LL迄gL-室_皀腫β昊士Ｚｈｚ乏丞ｚとりｚｚｚビヱヱ}こ圭量Ｅ､Ｍｇｎ山_mRM魁.證主zX
cYP3紐mIqIM)誘導佳尻を２－迄上と主メョヱロスの既細胞五比較上迄結果２－主メコヱヮzLH壬細胞
はヒト肝細胞とほぼ同様のヒトCYPmRNAの誘導プロファイルを再現できることを明らかにした。－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－．－．－－－－－．－－－－－□－－■－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－．－匂－－－－－－－－－－口－の－－－－－□－－－－－－■－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－￣￣－－－￣￣￣￣￣￣￣－－－￣￣￣￣￣⑤￣￣￣￣￣□￣￣￣￣￣￣￣￣￣￣￣￣￣￣⑤●￣
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