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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　増殖能を有するヒト由来の肝細胞集団を体内に有し、該肝細胞集団が実質的に該キメラ
動物の肝機能を担っている非ヒトキメラ動物、及び同種の非キメラ動物に、該肝細胞の産
生するヒト補体の攻撃から防御させた状態下、被験物質を投与し、該キメラ動物及び非キ
メラ動物の代謝物を分析し、さらに該キメラ動物とは異なる種の動物における該被験物質
の代謝物を分析し、得られた結果を対比することを特徴とする、該被験物質のヒト特異的
な代謝物を分析する方法。
【請求項２】
　増殖能を有するヒト由来の肝細胞集団を体内に有し、該肝細胞集団が実質的に該キメラ
動物の肝機能を担っている非ヒトキメラ動物、及び同種の非キメラ動物に、該肝細胞の産
生するヒト補体の攻撃から防御させた状態下、被験物質を投与し、該キメラ動物及び非キ
メラ動物の代謝物を分析し、さらに該キメラ動物とは異なる種の動物における該被験物質
の代謝物を分析し、得られた結果を対比することを特徴とする、該被験物質についてヒト
型の代謝プロファイルを有する動物の予測方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、薬物のヒトにおける肝代謝及び肝機能への影響を正確に予測する方法に関す
る。



(2) JP 4854509 B2 2012.1.18

10

20

30

40

50

【背景技術】
【０００２】
　体内に摂取された物質の多くはまず肝臓で代謝される。特に医薬品の開発において、薬
物が肝臓でどのような代謝を受け、さらに肝機能に影響を及ぼすのかは安全性の面から必
須のデータである。また、医薬品だけでなく、環境に存在する種々の化学物質のヒトへの
影響を評価するためにも、当該化学物質の肝機能に対する影響の評価は必要である。
【０００３】
　医薬品開発等においては、これらの被験物質のヒトの肝臓における代謝や肝機能への影
響は、直接ヒトに投与して測定することはできないので、従来は、ラット、マウス、ウサ
ギ、イヌ、チンパンジー等の哺乳動物が使用されている。しかし、肝臓における代謝は、
動物種によって大きく相違することが知られていることから、ヒト以外の動物を用いた試
験結果から、ヒトにおける代謝を予測することは困難である。
【０００４】
　そこで、最近は、各種ヒト薬物代謝酵素発現系ミクロソームを用いた系やヒトヘパトサ
イトを用いた系などのインビトロの測定系が開発され、使用されている。しかしながら、
これらインビトロの測定系でも、補酵素の添加、測定系の差により異なる結果が出る場合
がある等、問題点が多く、ヒトの代謝を正確に予測できないのが現状である。
【０００５】
　これに対し、インビボにおける被験薬物の肝代謝等を測定するための動物として、ヒト
肝細胞の集団を体内に有し、この肝細胞集団が実質的に動物の肝機能を担っているキメラ
動物が報告された（特許文献１、および２）。
【特許文献１】特開２００２－４５０８７号公報
【特許文献２】ＷＯ　０３／０８０８２１　Ａ１
【発明の開示】
【発明が解決しようとする課題】
【０００６】
　しかしながら、前記特許文献１には、キメラ動物に被験物質を投与した実施例はなく、
実際に被験物質を投与した場合にキメラ動物がどのような薬物代謝をするのか明らかでは
ない。また、どの様な症状をおこすのかについては予測できなかった。実際に前記キメラ
動物に被験物質を投与すると異常に血液凝固等が生じてしまうことが判明した。また、こ
のキメラ動物は、動物自身の肝機能が障害されているので、肝機能のマーカーが異常値を
示しており、被験薬物を投与した場合の肝機能マーカーの変化が、移植されたヒト肝細胞
に対する被験薬物の影響なのか判断できなかった。また、被験薬物投与後の測定値が、す
べて移植されたヒト肝細胞由来のものなのか、動物の肝細胞由来のものなのかが判断でき
なかった。
【０００７】
　本発明は、インビボにおいて薬物のヒトにおける肝薬物代謝や肝機能への影響等を正確
に予測する方法を提供することを目的とする。
【課題を解決するための手段】
【０００８】
　そこで本発明者は、種々検討した結果、ヒト肝細胞移植キメラ動物に被験物質を投与す
る際、事前にヒト補体反応を制御すれば、安定的に該キメラ動物を維持することができ、
さらに、ヒト肝細胞移植キメラ動物だけでなく、当該キメラ動物と同種の非キメラ動物を
同時に使用し、それらの両者に被験物質を投与し、それらの動物の肝代謝物、肝機能を分
析比較すれば、正確にヒトにおける被験物質の肝代謝物、肝機能への影響等が予測できる
ことを見出し、本発明を完成するに至った。
【０００９】
　すなわち、本発明は、増殖能を有するヒト由来の肝細胞集団を体内に有し、該肝細胞集
団が実質的に該キメラ動物の肝機能を担っている非ヒトキメラ動物、及び同種の非キメラ
動物に、該肝細胞の産生するヒト補体の攻撃から防御させた状態下、被験物質を投与し、
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該キメラ動物及び非キメラ動物の代謝物を分析比較することを特徴とする、ヒトにおける
該被験物質の肝代謝物を予測する方法を提供するものである。
【００１０】
　また本発明は、増殖能を有するヒト由来の肝細胞集団を体内に有し、該肝細胞集団が実
質的に該キメラ動物の肝機能を担っている非ヒトキメラ動物、及び同種の非キメラ動物に
、該肝細胞の産生するヒト補体の攻撃から防御させた状態下、被験物質を投与し、該キメ
ラ動物及び非キメラ動物の代謝物を分析比較することを特徴とする、ヒトにおける該被験
物質の排泄の型を判定する方法を提供するものである。
【００１１】
　さらに本発明は、増殖能を有するヒト由来の肝細胞集団を体内に有し、該肝細胞集団が
実質的に該キメラ動物の肝機能を担っている非ヒトキメラ動物、及び同種の非キメラ動物
に、該肝細胞の産生するヒト補体の攻撃から防御させた状態下、被験物質を投与し、該キ
メラ動物及び非キメラ動物の肝機能を検査比較することを特徴とする、ヒトにおける該被
験物質の肝機能への影響を予測する方法を提供するものである。
【００１２】
　さらに本発明は、増殖能を有するヒト由来の肝細胞集団を体内に有し、該肝細胞集団が
実質的に該キメラ動物の肝機能を担っている非ヒトキメラ動物、及び同種の非キメラ動物
に、該肝細胞の産生するヒト補体の攻撃から防御させた状態下、被験物質を投与し、該キ
メラ動物及び非キメラ動物の代謝物を分析し、さらに該キメラ動物とは異なる種の動物に
おける該被験物質の代謝物を分析し、得られた結果を対比することを特徴とする、該被験
物質のヒト特異的な代謝物を分析する方法を提供するものである。
【００１３】
　さらに本発明は、増殖能を有するヒト由来の肝細胞集団を体内に有し、該肝細胞集団が
実質的に該キメラ動物の肝機能を担っている非ヒトキメラ動物、及び同種の非キメラ動物
に、該肝細胞の産生するヒト補体の攻撃から防御させた状態下、被験物質を投与し、該キ
メラ動物及び非キメラ動物の代謝物を分析し、さらに該キメラ動物とは異なる種の動物に
おける該被験物質の代謝物を分析し、得られた結果を対比することを特徴とする、該被験
物質についてヒト型の代謝プロファイルを有する動物の予測方法を提供するものである。
【発明の効果】
【００１４】
　本発明によれば、インビボで薬物のヒトにおける肝代謝、排泄の型、肝機能への影響等
が、正確に予測できる。従って、本発明方法を用いれば、薬物のヒトへの影響が、ヒトに
投与する前に予測可能となり、医薬品開発における候補物質のスクリーニング、ヒトでの
副作用の発生や有効性の予測が容易となる。それ故、開発初期における候補物質の絞込み
等による開発コストの削減や、ヒトにおける副作用の防止につながり、医薬品開発におい
て極めて有用である。
【図面の簡単な説明】
【００１５】
【図１】血漿中放射能濃度推移を示す図である。
【図２】胆汁中への排泄を示す図である。
【図３】尿中及び糞中への放射能の排泄率を示す図である。
【図４】投与２時間後の血漿中の主なピークを示す図である。
【図５】胆汁中の放射能クロマトグラムを示す図である。
【図６】投与２時間後の肝臓中及び腎臓中の放射能クロマトグラムを示す図である。
【図７】糞中の放射能クロマトグラムを示す図である。
【図８】尿中の放射能クロマトグラムを示す図である。
【発明を実施するための最良の形態】
【００１６】
　本発明に用いられる非ヒトキメラ動物は、増殖能を有するヒト由来の肝細胞集団を体内
に有し、該肝細胞集団が実質的に該キメラ動物の機能を担っているキメラ動物である。こ
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のキメラ動物は、その動物本来の肝細胞が障害を受けており、かつヒト肝細胞に対して拒
絶反応を示さない免疫不全動物（免疫不全肝障害動物）にヒト肝細胞を移植し、ヒト肝細
胞の生着が認められた動物であるのが好ましい。
【００１７】
　ここで肝障害動物としては、Ｓｃｉｅｎｃｅ，２６３，１１４９（１９９４）に記載の
、アルブミンのプロモータ及びエンハンサー領域とｕ－ＰＡ（ウロキナーゼタイププラス
ミノーゲンアクチベータ）の融合遺伝子を導入したトランスジェニックマウスを用いるこ
とができる。また、免疫不全肝動物としては、遺伝的に免疫不全であるＳＣＩＤマウス（
ｓｅｖｅｒｅ　ｃｏｍｂｉｎｅｄ　ｉｍｍｕｎｏｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙ　ｄｉｓｅａｓｅ
　マウス：重症複合免疫不全マウス）を用いることができる。免疫不全肝障害動物は、こ
れらの肝障害マウスと免疫不全マウスを交配させ、その子孫マウスを用いるのが簡便であ
る。このような動物の種としては、マウスが好ましい。免疫不全肝障害マウスの例として
は、ｕＰＡ－Ｔｇ（＋／＋）／ＳＣＩＤマウスが好ましい。
【００１８】
　免疫不全肝障害動物に移植するためのヒト肝細胞としては、凍結肝細胞、新鮮肝細胞、
増殖性の高い小型の肝実質細胞等が好ましい。また、人種による評価のためには、日本人
、韓国人、中国人、白人、黒人、その他の人種によるこれら細胞を移植することにより可
能となる。
【００１９】
　免疫不全肝障害動物へのヒト肝細胞の移植は脾臓に行うのが好ましい。脾臓に移植すれ
ば、移植されたヒト肝細胞は動物の肝臓に容易に生着する。
【００２０】
　本発明に用いるキメラ動物としては、特開２００２－４５０８７号公報のｕＰＡ－Ｔｇ
（＋／＋）／ＳＣＩＤ（＋／＋）マウスの脾臓にヒト肝細胞を移植し、ヒト肝細胞の生着
が確認されたマウスを用いるのが好ましい。
【００２１】
　また、本発明に用いる前記キメラ動物と同種の非キメラ動物としては、免疫不全肝障害
動物、さらに免疫不全肝障害マウス、特にｕＰＡ－Ｔｇ（－／－）／ＳＣＩＤ（＋／＋）
マウス、ｕＰＡ－Ｔｇ（＋／－）／ＳＣＩＤ（＋／＋）マウス、ｕＰＡ－Ｔｇ（＋／＋）
／ＳＣＩＤ（＋／＋）マウスが好ましい。
【００２２】
　本発明においては、ヒト肝細胞の産生するヒト補体の攻撃から防御された状態下で、被
験物質をキメラ動物及び同様の非キメラ動物に投与する。ヒト補体の攻撃から防御しない
場合には、被験物質の投与により、汎発性凝固症候群などが発症してしまうからである。
ヒト補体の攻撃から防御した状態におくためには、補体抑制剤のメシル酸ナファモスタッ
ト等や、血液凝固を抑えるためにヘパリン等の抗凝固剤を、動物に予め投与しておくのが
好ましい。投与量は、抗凝固効果の得られる量であればよい。これらの薬剤の投与時期は
、被験物質を投与する前である。
【００２３】
　また、本発明においては、キメラ動物及び同種の非キメラ動物の両者に被験物質を投与
する。投与手段としては、被験物質本来の投与手段でもよいが、吸収率などに種差がある
ことを考慮すると、静脈内投与、経口投与等が好ましい。
【００２４】
　被験物質投与後、キメラ動物及び非キメラ動物の代謝物を分析し、両者を比較すれば、
ヒトにおける被験物質の肝代謝物を正確に予測できる。代謝物の分析とは、代謝物の種類
、量、存在比、及びそれらの経時的変化、量的変化などの情報を得ることであり、血漿、
組織、胆汁、尿、糞中の代謝物を分析するのが好ましい。代謝物の分析手段としては、被
験物質として放射性同位元素を有する物質を使用し、その放射能を測定することにより行
うのが簡便である。また代謝物としては種々の分解物、抱合体等が挙げられる。
【００２５】
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　本発明のように、キメラ動物と非キメラ動物の両者を使用し、両者の分析結果を比較す
ることにより、例えばキメラ動物におけるヒト肝細胞機能の発生率が数十％であっても、
被験物質のヒト肝細胞に対する作用が正確に把握できる。また、キメラ動物自体が生じて
いる肝障害と、被験物質投与によって生じた肝障害とが区別できる。さらには、肝臓のｍ
ＲＮＡ、蛋白等の変化を種々の方法で測定することにより、肝機能障害あるいは肝毒性の
機序の解析が可能となる。
【００２６】
　被験物質投与後、キメラ動物及び非キメラ動物の代謝物を分析比較することにより、ヒ
トにおける被験物質の排泄の型を判定することもできる。すなわち、例えば両者の尿、糞
及び胆汁中の代謝物を測定して比較することにより、被験物質のヒトにおける排泄の型が
判定できる。この排泄の型は、動物種差が大きいため、医薬品開発においては、被験物質
のヒトにおける排泄の型を知ることは極めて重要であり、ヒトに被験物質を投与すること
なく、ヒトにおける排泄の型や代謝物が評価できる本発明は極めて有用である。
【００２７】
　被験物質投与後、キメラ動物と非キメラ動物の肝機能を検査比較すれば、ヒトにおける
被験物質の肝機能への影響、例えば肝機能障害に対する予防、治療効果、肝細胞に対する
毒性等が正確に予測できる。キメラ動物自体肝障害を生じており、被験物質を投与する前
から肝機能を示すマーカー、例えばＧＯＴやＧＰＴは異常値を示しており、対照動物を同
時に用いなければ、被験物質のヒトに対する肝機能の影響は全く把握することができない
。前記対照動物としては、同種の非キメラ動物が望ましい。前記非キメラ動物としては、
該キメラ動物と同じ免疫不全肝障害動物、免疫不全動物、障害のない動物が挙げられる。
【００２８】
　肝機能を示す検査項目としては、ＧＯＴ、ＧＰＴ等の生化学検査値が挙げられるが、肝
臓のｍＲＮＡの変化、発現蛋白等の変化を公知の方法で測定することも出来る。
【００２９】
　前記の如く、被験物質投与後、キメラ動物及び非キメラ動物の代謝物を分析比較して、
ヒトにおける該被験物質の排泄の型や代謝物を評価した後、さらに該キメラ動物とは異な
る種の動物における該被験物質の代謝物を分析し、得られた結果を対比すれば、該被験物
質についてヒト型の代謝プロファイルを有する動物が予測できる。すなわち、種々の動物
において、被験物質の代謝プロファイルがヒト型であるか否かを容易に確認することがで
き、被験物質ならびにその代謝物が生体に及ぼす影響を検討する上で、当該動物の使用の
適否を確認することができる。
【実施例】
【００３０】
　次に実施例を挙げて、本発明を詳細に説明するが、本発明はこれに限定されるものでは
ない。
【００３１】
実施例１
Ａ．材料
（１）被験物質
　ヒトにおいては、グルクロン酸抱合体の尿中排泄が主消失経路であることが知られてい
るケトプロフェンを用いた。
　３Ｈ－ケトプロフェン（ＡＲＴ３９１，Ｌｏｔ　０４０２１９）はＡＲＣより購入した
。標識部位はｇｅｎｅｒａｌ、被放射能は１１１０　ＧＢｑ／ｍｍｏｌであった。
【００３２】
（２）使用動物
　キメラマウスは株式会社フェニックスバイオ製を用いた。すなわち、肝不全型のトラン
スジェニックマウスであるｕＰＡ－Ｔｇ（＋／＋）／ＳＣＩＤマウス（雌性）の脾臓にヒ
ト肝細胞を移植し、ヒト肝細胞の生着が認められたマウスを用いた（体重：１０．２～１
８．０ｇ）。ヒト肝細胞の置換率は、６０％～８０％であり、移植後４５日～８７日経過
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したマウスを用いた。コントロールマウスとして、６～１０週齢のｕＰＡ（－／－）／Ｓ
ＣＩＤマウスを用いた（体重：１５．１～２２．２ｇ）。
　搬入後のマウスは水（０．０１２％次亜塩素酸含有）及びビタミンＣ含有滅菌固形飼料
（ＣＲＦ－１、オリエンタル酵母）を自由に摂取させ、室温２３±３℃、湿度５５±２０
％の条件下で飼育した。なお、キメラマウスには、１日２回メシル酸ナファモスタット注
射液（０．３ｍｇ／０．２ｍＬ／ｂｏｄｙ）を腹腔内に投与した。
【００３３】
（３）投与量及び投与方法
　所定量の３Ｈ－ケトプロフェンエタノール溶液を採取し、窒素ガス気流下で乾固した後
、ケトプロフェンの０．１２５ｍｏｌ／Ｌ水酸化ナトリウム溶液を加えて溶解した。０．
１％クエン酸水溶液でｐＨ７．０とし、注射用蒸留水で１ｍｇ／ｍＬの濃度に調製した。
この投与液を５ｍＬ／ｋｇでマウス尾静脈にｂｏｒｕｓ投与した（５ｍｇ／５ｍＬ／ｋｇ
）。
【００３４】
（４）試料採取
　尿及び糞は、キメラマウス及びコントロールマウスを投与後５日まで代謝ケージで飼育
し、採取した。肝及び腎は、投与後２時間で放血死させた後、採取した。血漿は眼窩静脈
叢より採血して、遠心分離して採取した。胆汁については、キメラマウス及びコントロー
ルマウスに胆管カニューレ術を施し、投与後７２時間まで採取した。
【００３５】
（５）放射能の測定
　各試料中の放射能量は、液体シンチレーターにハイオニックフロー（パーキンエルマー
製）、液体シンチレーションカウンターにＴＲＩＣＡＲＢ２５００を用いて、２分間計測
した。
　なお、計数効率の補正は外部標準線源法によって行った。
【００３６】
（６）血漿、組織、胆汁、尿及び糞中濃度の測定
　血漿、胆汁及び尿は１０μＬを２０ｍＬ用ガラスバイアルに採取し、ハイオニックフロ
ー１０ｍＬを加え測定した。
　組織（肝及び腎）は、重量に対し３倍量の酢酸緩衝液（０．１Ｍ、ｐＨ３．０）を加え
ポリトロンホモジナイザーでホモジネートした。５０μＬをソルエン３５０（パーキンエ
ルマー）２ｍＬで可溶化し、ハイオニックフロー１０ｍＬを加え測定した。
　糞は全量を１５又は３０ｍＬにメスアップして、ポリトロンホジナイザーでホモジネー
トした。０．５ｍＬをソルエン３５０（パーキンエルマー）２ｍＬで可溶化し、液体ハイ
オニックフロー１０ｍＬを加え測定した。
【００３７】
（７）血漿、組織、尿中の代謝物分析
（ｉ）血漿、組織及び糞の分析
　血漿５０μＬ又は組織ホモジネート１００μＬをエッペンドルフチューブに加え、アセ
トニトリルを４倍量添加し、激しく撹拌した。遠心分離後（２２０００×ｇ、４℃、１０
分）、上清を採取し、窒素気流下濃縮乾固した。酢酸緩衝液（０．１Ｍ、ｐＨ３．０）２
００μＬで再溶解後、再度遠心分離（２２０００×ｇ、４℃、１０分）して、上清をＨＰ
ＬＣに注入した。
　糞ホモジネートについては、その５００μＬをガラスチューブに採取し、アセトニトリ
ルを９倍量添加し、激しく撹拌した。遠心分離後（１８００×ｇ、４℃、１０分）、上清
を採取した。残渣に蒸留水５００μＬを加え、撹拌した後、同様のアセトニトリル抽出を
繰り返した。上清を合し、窒素気流下濃縮乾固した。酢酸緩衝液（０．１Ｍ、ｐＨ３．０
）２００μＬで再溶解後、再度遠心分離（２２０００×ｇ、４℃、１０分）して、上清を
ＨＰＬＣに注入した。
【００３８】
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（ｉｉ）胆汁及び尿の分析
　　胆汁は、２５μＬを酢酸緩衝液（０．１Ｍ、ｐＨ３．０）７５μＬで希釈して、ウル
トラフリー（０．４５μｍ、日本ミリポア）で限外ろ過（２２０００×ｇ、４℃、１０分
）した。ろ液をＨＰＬＣに注入した。
　尿は、代謝ケージの尿収集管にあらかじめ酢酸緩衝液（０．１Ｍ、ｐＨ３．０）２００
μＬ又は５００μＬを加えて採取した。１００μＬをウルトラフリー（０．４５μｍ、日
本ミリポア）で限外ろ過（２２０００×ｇ、４℃、１０分）し、ろ液をＨＰＬＣに注入し
た。
【００３９】
（ｉｉｉ）酵素処理
　胆汁及び尿試料は、β－グルクロニダーゼ・アリルスルファターゼ（Ｈｅｌｉｘ　ｐｏ
ｍａｔｉａ，ロシュダイアグノスティクス）による酵素処理を行った。すなわち、胆汁及
び尿試料にβ－グルクロニダーゼ・アリルスルファターゼ（３％）を加え、１６時間３７
℃でインキュベーションした。インキュベーション試料を遠心分離（２２０００×ｇ、４
℃、１０分）して、上清をＨＰＬＣに注入した。
【００４０】
（ｉｖ）ＨＰＬＣ分析条件
ＨＰＬＣシステム：島津ＬＣ－１０Ａｖｐシリーズ
カラム：Ｉｎｅｒｔｓｉｌ　ＯＤＳ－３、５μｍ、４．６ｍｍ×１５０ｍｍ（ＧＬサイエ
ンス）
移動相：Ａ液）０．１％　酢酸水溶液
　　　　　Ｂ液）０．１％　アセトニトリル
グラジェント：Ｔｉｍｅ　（ｍｉｎ）　０→１５→２５→２６→３５
　　　　　　　　Ｂ　ｃｏｎｃ．（％）　２５→８０→８０→２５→２５
カラム温度：４０℃
検出：ＵＶ検出装置（２５４ｎｍ）及び連続放射能検出器
【００４１】
Ｂ．試験結果
（１）血漿、組織、胆汁、尿及び糞中濃度の測定
　血漿中放射能濃度推移を図１に、ノンコンパートメント解析によって得られたキネティ
ックパラメーターを表１に示した。コントロールマウス（ｎ＝２）及びキメラマウス（ｎ
＝３）における総放射能基準のＡＵＣはそれぞれ４５．８μｇ　ｅｑ．・ｈ／ｍＬ及び３
５．７μｇ　ｅｑ．・ｈ／ｍＬ、ｔ１／２（０－４ｈ）はそれぞれ０．９２ｈ及び０．７
８ｈであった。両動物間でほぼ同程度であった。
【００４２】
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【表１】

【００４３】
　胆汁中への排泄を図２に示した。投与量に対する胆汁中への排泄率はコントロールマウ
ス（ｎ＝３）で１９．９±９．６％、キメラマウス（ｎ＝３）で１０．５±７．８％であ
り、両動物間に有意差は認められなかったが、コントロールマウスが高値を示した。
【００４４】
　投与後２時間経過後の組織中放射能濃度は、コントロールマウス（ｎ＝３）及びキメラ
マウス（ｎ＝３）の肝臓で２．５８±０．３３μｇ　ｅｑ．／ｍＬ及び２．１４±０．９
８μｇｅｑ．／ｍＬ、腎臓で４．７０±０．６１μｇ　ｅｑ．／ｍＬ及び５．０３±１．
２５μｇ　ｅｑ．／ｍＬであった（表２）。この時の血漿中放射能濃度は、コントロール
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マウス及びキメラマウスでそれぞれ６．８２±１．１０μｇ　ｅｑ．／ｍＬ及び６．９６
±２．６５μｇ　ｅｑ．／ｍＬであった（表２）。これら組織中及び血漿中濃度において
、両動物間で有意差は認められなかった。組織対血漿中濃度比（Ｋｐ）を算出した結果、
キメラマウスの肝臓においてコントロールマウスに比べ有意な低下が認められた（表２）
。
【００４５】
【表２】

【００４６】
　尿及び糞中への放射能の排泄率について図３に示した。１２０時間までの投与量に対す
る尿中への排泄率は、コントロールマウス（ｎ＝３）で６６．５±６．４％、キメラマウ
ス（ｎ＝３）で８０．３±２６．９％であった。また、１２０時間までの投与量に対する
糞中へ排泄率は、コントロールマウス（ｎ＝３）で１７．９±１３．０％、キメラマウス
（ｎ＝３）で１１．１±２．３％であった。キメラマウスにおいて、より尿排泄型のマス
バランスを示した。
【００４７】
（２）血漿、組織、尿中の代謝物分析
　図４に示したように、投与後２時間の血漿中の主なピークとして、コントロールマウス
、キメラマウスいずれも未変化体と水酸化代謝物（推定、以下Ｍ１）が認められた。Ｍ１
の生成はコントロールマウス＞キメラマウスであった。
【００４８】
　胆汁中の放射能クロマトグラムを図５に示した。胆汁中では未変化体はほとんど認めら
れず、グルクロン酸抱合体に由来するピークが出現した。酵素処理を行った結果、コント
ロールマウスでは、いくつか水酸化代謝物と判断されるピークが認められたが、キメラマ
ウスでは未変化体が主なピークであった。
【００４９】
　投与後２時間の組織中のピークとして、コントロールマウスの肝臓中（図６）では、未
変化体は観測されずＭ１が主なピークであったのに対し、キメラマウスでは未変化体とＭ
１が認められた。また、腎臓中（図６）では、コントロールマウス、キメラマウスいずれ
も、未変化体とＭ１が主なピークとして認められた。肝臓、腎臓いずれも、Ｍ１の生成は
コントロールマウス＞キメラマウスであった。
【００５０】
　糞は放射能濃度が低かったことから、放射能クロマトグラムのノイズが大きかったもの
の、コントロールマウス及びキメラマウスいずれも未変化体とＭ１が主たるピークである
と考えられた（図７）。
【００５１】
　尿の代表的なクロマトグラムを図８に示した。尿中のピークとしては、コントロールマ
ウス、キメラマウス、いずれも未変化体と水酸化代謝物とそれらの抱合体と思われるピー
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スに特有のピークと考えられた。さらに、これら放射能クロマトグラム上のピークはβ－
グルクロニダーゼ・アリルスルファターゼ酵素処理した結果、未変化体とＭ１を生じるこ
とが明らかとなった。水酸化代謝物の生成はコントロールマウス＞キメラマウスであった
。
【００５２】
　なお、アセトニトリルを用いた分析前処理時の放射能の回収率は、血漿、組織（肝及び
腎）、糞試料を通して８８．５～９５．７％と良好であり、代謝プロファイルの検討をす
る上で、問題ないものと考えられた。
【００５３】
（１）上記の結果から、血漿中濃度推移、組織内濃度はコントロールマウスとキメラマウ
ス間で大きな差は認められなかったが、胆汁排泄率はキメラマウスに比べコントロールマ
ウスが大きかった。また、尿糞排泄の比率については、ばらつきが大きかったため、有意
差は認められなかったが、コントロールマウスに比べキメラマウスの方が尿中排泄率が高
かった。これは、ヒトでは代謝物も含めげっ歯類よりも尿中排泄が高い事が報告されてい
ることから、キメラマウスが、よりヒトに近い胆汁排泄機能を有しているためと考えられ
た。
【００５４】
（２）さらに、尿中及び胆汁中の代謝プロファイルを比較した結果、キメラマウスでは主
に未変化体から生じたと考えられる抱合体が生成していたのに対し、コントロールマウス
では水酸化代謝物とその抱合体の存在が確認された。この結果、キメラマウスはよりヒト
型に近い代謝プロファイルを示した。
　これらのことから、ヒト由来の肝細胞集団を体内に有し、該肝細胞集団が実質的に該キ
メラ動物の肝機能を担っている非ヒトキメラ動物、及び同種の非キメラ動物に、該肝細胞
の産生するヒト補体の攻撃から防御させた状態下、被験物質を投与し、該キメラ動物及び
非キメラ動物の代謝物を分析比較することで、該被験物質が尿排泄型であるか、胆汁排泄
型であるか等、ヒトにおける排泄の型を予測できることが判る。さらには、他の動物種と
比較することにより、ヒト特異的な代謝物の有無の確認や、該動物種の代謝プロファイル
がヒト型であるかを予測しうることがわかった。
【００５５】
（３）他方、２相系代謝酵素（特にグルクロンサン抱合）が主に関与する場合、ｉｎ　ｖ
ｉｔｒｏ試験から得られたデータのｉｎ　ｖｉｖｏへの外挿が困難であると報告されてお
り、ヒトヘパトサイトを用いた場合、水酸化代謝物の生成は認められたが、抱合代謝物の
生成は確認されなかった。しかしながら、本発明により、ヒトヘパトサイトを用いたｉｎ
　ｖｉｔｒｏ試験では確認されなかった抱合代謝物を確認することができ、極めて有用で
あることが判る。
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