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1. HAC ベク

ターシス

テムの開

発

トランスジェニ

ック技術は遺伝子

を破壊または導入

し，その表現型を解析することにより，これらの遺伝子が

どのような機能を持つかを知る上で非常に重要な技術とな

っている．しかし，クローン化 DNA 断片を使用するこれ

までのトランスジェニック技術では，細菌人工染色体

(BAC)を用いても導入可能な DNA は通常150 kb が限界

であり，哺乳動物の遺伝子としては珍しくない200 kb，あ

るいはそれを超える大きさを持つ遺伝子や遺伝子クラス

ターの導入は不可能であった．哺乳動物の遺伝子は制御領

域も含めると数百 kb 以上に及ぶことがあり，それらの全

てを含む DNA 領域を導入できないことが原因で遺伝子本

来の発現を量的・質的に本来の生理的発現パターンに再現

できなかった．これらの問題を解決するために，巨大なヒ

ト遺伝子，複数のヒト遺伝子を比較的安定な形で導入可能

である微小核細胞融合法(Microcell-Mediated Chromo-

some Transfer; MMCT)を用いて，単一ヒト染色体あるい

はその断片をマウス胚性幹(ES)細胞へ導入し，その ES

細胞からキメラマウスを作製することにより，10 Mb 以

上の機能的なヒト染色体断片を保持するマウスの作製と子

孫への伝播が可能となった1)．これによりインビボでのヒ

ト遺伝子の機能解析と巨大なヒト遺伝子を保持する「ヒト

型」モデル動物の作製が可能となった．

一方で，上記単一ヒト染色体あるいはその断片をマウス

に導入する方法の問題点として種々のマウス組織において

ヒト染色体の安定性が異なり，子孫伝達がすべての染色体

で可能である訳ではないことが明らかとなった．そこで特

定のヒト染色体領域をマウス個体内でも安定に保持し，安

定な子孫への伝達が可能なマウスを作製することを目的と

して，染色体改変技術を利用した以下の方法を開発してき

た．すなわち 1)高頻度相同組換えを示すトリ DT40細胞

ハイブリッド，2)人工テロメア配列による染色体断片化，

3) Cre-loxP システムによる染色体転座を利用して，望み

の領域のみを含むヒト人工染色体(Human Artiˆcial Chro-

mosome; HAC)構築技術の開発を行った．自然ヒト染色体

断片では余分なヒト遺伝子が数多く残っており，機能解析

用のベクターや遺伝子治療用ベクターには適さない．この

問題点を解決するために，ヒト21番染色体の長腕，短腕

の遺伝子を人工テロメアの移入により切除し，セントロメ

ア近傍に loxP サイトを導入した，HAC ベクターを開発

した2)．

2. HAC ベクターへの遺伝子搭載方法

HAC ベクターへの遺伝子搭載方法は環状インサート型

と染色体転座型の 2 つのクローニング方法に分けられ

る．環状インサート型クローニングでは plasmid, BAC,

PAC, YAC 由来の loxP を含む環状ベクターと Cre をコト

ランスフェクションすることでインサートが挿入された

HAC ベクターを得ることができる．染色体転座型クロー

ニングでは目的とするヒト染色体を相同組み換え頻度の高

いトリ DT40細胞中で目的遺伝子よりテロメア側を切断

し，目的遺伝子よりセントロメア側へ loxP を導入する．

次にその改変染色体を MMCT 法にて HAC 保持 CHO 細

胞へ導入後，Cre を導入することで，HAC 上へ目的染色

体領域をクローニングすることが可能となる．上述した

HAC ベクター上への 2 つのクローニング方法と DT40で

の相同組換えを用いれば，Mb オーダーの遺伝子，複数の

遺伝子が導入可能な遺伝子導入用 HAC ベクターが作製で

きる3,4)．さらに，マルチインテグレースシステムを HAC

ベクターに適用し， 大 5 つの環状 DNA を HAC ベク

ターに搭載することが可能となった5)． 近では，以下に

紹介するヒト化モデル動物だけでなく，遺伝子安定高発現

細胞の作製6)，遺伝子細胞治療7,8)にも利用されてきている．

3. HAC ベクターシステムを用いた CYP3A ヒト化

マウス(CYP3AHAC マウス)の作成

市販薬の約50を代謝する薬物代謝酵素 cytochrome

P450 3A (CYP3A)は主に肝と小腸に発現しており，経口

投与された薬物の血中濃度の制御に重要な役割を果たして

いる．このため，CYP3A で代謝される薬物のバイオアベ

イラビリティは肝代謝にくわえ，消化管代謝を考慮する必

要がある．また，CYP3A の阻害や誘導に関連した薬物相

互作用の事例は非常に多く，ヒトにおける CYP3A を介し

た薬物相互作用の予測は，新規医薬品の開発において重要

な課題となっている．しかしながら，CYP3A の特性は動

物とヒトで異なるため，ヒトにおけるバイオアベイラビリ

ティや薬物相互作用を動物実験から予測するには限界があ

る．そこで，上述の HAC ベクターシステムの染色体転座

型クローニング方法を用いて，ヒト CYP3A 遺伝子クラス
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ター(CYP3A4, CYP3A43, CYP3A5, CYP3A7)およびその

制御領域を含む約700 kb を HAC ベクターにクローニン

グした．次にその CYP3AHAC ベクターをマウス ES 細

胞へ MMCT 法にて導入し，キメラマウスを作製後，交配

することで，CYP3AHAC ベクターを導入したマウス

(CYP3A HAC マウス )を作製した．また，完全な

CYP3A ヒト化マウスを作製するために，マウスの内在性

Cyp3a 遺伝子クラスターが破壊されたマウス(Cyp3aKO

マウス)を作製し，CYP3AHAC/Cyp3aKO マウスを作

製した．このように，任意のヒト遺伝子をクローニングし

た HAC ベクターを導入したマウスを作製後，対応する内

在遺伝子破壊マウスと交配することで，任意のヒト遺伝子

ヒト化マウスが作製できる．

4. CYP3A 分子種の発現プロファイル

ヒト型 CYP3A 遺伝子クラスターを導入したマウス

(CYP3AHAC マウス)では，ヒト組織と同様に肝臓と小

腸に CYP3A4 mRNA の発現が認められた．また，成体期

特異的に発現する CYP3A4 は成体期に，胎仔期特異的に

発現する CYP3A7 は胎仔期にそれぞれ発現し，CYP3A

分子種の時期特異的な発現も再現された．さらに，マウス

Cyp3a 遺伝子クラスターをノックアウトし，ヒト CYP3A

クラスターを導入した CYP3AHAC/Cyp3aKO マウス

では，CYP3A 誘導剤により肝と小腸における CYP3A4

mRNA および CYP3A タンパクの発現が強く誘導された．

5. 薬物代謝能

CYP3AHAC/KO マウスにおける薬物代謝能を明らか

にするため，野生型マウス，Cyp3aKO マウスおよび

CYP3AHAC/Cyp3aKO マウスの肝ミクロソームを用い

て CYP3A 基質であるトリアゾラムの代謝活性を測定し

た．内在性マウス Cyp3a のノックアウトにより代謝活性

はほぼ完全に消失し，CYP3AHAC/Cyp3aKO マウスに

おいては市販のプールドヒト肝ミクロソームの30程度

に相当する活性値を示したことから，HAC ベクターによ

り導入したヒト CYP3A は機能的であることが示唆され

た．ヒト肝ミクロソームの CYP3A 活性には大きな個人差

が存在するが，CYP3AHAC/Cyp3aKO マウスの肝ミク

ロソームにおける代謝活性は，低活性のヒト肝ミクロソー

ムに相当すると考えられる．これに対し，CYP3AHAC/

Cyp3aKO マウスの小腸ミクロソームにおける代謝活性

はプールドヒト小腸ミクロソームにおける代謝活性とも同

等の値であった．このことより，CYP3AHAC/Cyp3a

KO マウスは CYP3A を介した小腸代謝に関するインビボ

モデルとして応用可能であると考えられた．また，

CYP3AHAC/Cyp3aKO マウスの肝における CYP3A4

の発現量を高めるため，マウスに導入する HAC ベクター

のコピー数を増やす等の対策について現在検討中である．

一方，ヒト CYP3A の代表的基質であるミダゾラムの代

謝に関しては，マウスでは CYP2C 分子種が一部寄与す

る9)．このため，Cyp3aKO マウスでも野生型の半分程度

の活性が認められ，その活性は CYP3A 誘導剤投与により

上昇した．この原因として，Cyp3a のノックアウトによ

る CYP2C 分子種の発現増加および CYP3A 誘導剤による

マウス CYP2C の誘導が挙げられる10)．これらの結果より，

CYP3AHAC/Cyp3aKO マウスを用いたバイオアベイラ

ビリティの予測に関しては，薬物代謝における CYP2C 分

子種の寄与を無視できないことが示唆された．CYP3A の

ノックアウトによるマウス CYP2C 分子種の発現増加は，

十分量の CYP3A4 を発現した CYP3A4 トランスジェニッ

クマウスでは，野生型マウスにおける発現レベルまで減少

している11)．したがって，CYP3AHAC/Cyp3aKO マウ

スにおいても，CYP3A 分子種の発現量を増加させること

によりマウス CYP2C 分子種の発現が低下するのではない

かと期待している．

6. 薬物動態研究への応用

インビトロ実験系を用いた薬物相互作用の予測に関して

は，ヒト肝ミクロソーム，P450発現系，ヒト初代培養肝

細胞，レポータージーンアッセイ等の実験系が検討され，

その有用性が示されている．一方，インビボ実験系を用い

た薬物相互作用の予測については，肝臓と消化管の両方に

ヒト CYP3A を発現するようなモデル動物がないために，

CYP3A による薬物代謝の種差が常に問題となってきた．

そこで，代表的な CYP3A の阻害機構である mechanism-

based inhibition (MBI)に焦点をあて，CYP3AHAC /

Cyp3aKO マウスがヒトにおける薬物相互作用を再現で

きるか否かについて検討した．エリスロマイシンはヒト

CYP3A に対して MBI 作用を示す代表的な阻害剤である

が，ラットおよびマウスの CYP3A に対しては非常に弱い

MBI 作用しか示さない12)．しかし，CYP3AHAC/Cyp3a

KO マウスの肝ミクロソームにおけるトリアゾラム代謝

に対しては，ヒト肝ミクロソームを用いた場合と同様にエ

リスロマイシンが MBI 作用を示した．CYP3AHAC/

Cyp3aKO マウスの小腸ミクロソームについても，ヒト

小腸ミクロソームを用いた場合と同様にエリスロマイシン

による MBI 作用が認められた．他の複数の CYP3A 阻害

剤を用いて検討した結果，CYP3AHAC/Cyp3aKO マウ

スの肝ミクロソームとヒト肝ミクロソームでは CYP3A を

介するトリアゾラム代謝に対する CYP3A 阻害剤の作用が

良く一致することが明らかとなった．このことより，

CYP3AHAC/Cyp3aKO マウスは CYP3A の阻害に関す

る薬物相互作用を予測する有用なモデルとなる可能性が考

えられた．
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7. 今後の展望

CYP3AHAC/Cyp3aKO マウスはヒト CYP3A 遺伝子

クラスターを導入した世界で初めての CYP3A ヒト化マウ

スである．このマウスは肝と小腸の両方に CYP3A4 を発

現していることから，ヒトにおける CYP3A を介した代謝

をインビボで評価するうえで有用なモデル動物といえる．

一方，現在の CYP3AHAC/Cyp3aKO マウスは内在性

マウス CYP2C の発現が正常マウスに比べて高い，

CYP3A4 の誘導に関与する核内受容体 pregnane X recep-

tor がヒト化されていない，といった問題も残されてい

る．現在，これらの問題の解決に取り組むと同時に，イン

ビボでの評価についても検討を進めている．将来的には，

CYP3A だけでなく，他の CYP 分子種，トランスポー

ター，核内受容体などのヒト薬物動態関連遺伝子をマウス

に導入した新たなモデル動物の作製を行い，新薬開発に役

立てたい．
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