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略語一覧 

AAFE  Absolute average fold error 

Ab  アルブミン 

AGP  α1-酸性糖タンパク質 

AO  アルデヒドオキシダーゼ 

AUC  血漿中濃度曲線下面積 

BW  体重 

CL  一般的クリアランス 

CLt  全身クリアランス 

CYP  シトクロム P450 の個別分子種 

fup  血漿の非結合型分率 

hAb  ヒトアルブミン 

hAGP  ヒト α1-酸性糖タンパク質 

LC-MS/MS 高速液体クロマトグラフ-タンデム質量分析装置 

mAb  マウスアルブミン 

MRT  平均滞留時間 (mean residence time)  

P450  シトクロムP450の総称 

PK  薬物動態 

PPB  血漿中タンパク結合 

RI   ヒト肝臓置換率 (replacement index)  

SSS  単種外挿法 (single-species scaling)  

Vd  分布容積 

Vdss  定常状態の分布容積 

UGT  UDP-グルクロン酸転移酵素 

UPLC  超液体クロマトグラフィー 

  



 

序論 

 
日本において，「新薬」を開発するためには，9－17 年の期間を費やすこと

が知られており，基礎研究を経て非臨床試験，臨床試験，承認審査等の長いプ

ロセスと高額な費用が必要とされる．更に，このようなプロセスを経ても，医

薬候補品として研究を開始した化合物が新薬として市場に出る成功確率は 3 万

分の 1 とも言われている．成功確率を低くしている原因は臨床試験に入った医

薬候補品が，ヒトでの期待通りの暴露が得られない，期待した効き目を示さな

い，あるいは予想外の毒性が発現した，といった事象が主である．したがって，

一つの医薬候補品を選択する際に，ヒトの体内での動き (薬物動態，PK)，主

となる効き目 (薬効)，安全性等，多くの因子を非臨床の段階で効率よく最適化

する必要がある．以上のことから，新薬のヒト体内のPK，薬効および安全性を

総合的に精度よく予測し，最適な候補化合物を選択して開発することにより，

新薬開発の成功確率の改善が期待できる．本研究では，特に薬物がヒトの体内

でどのような動きをするか，吸収  (absorption)，分布  (distribution)，代謝 

(metabolism)，排泄 (excretion) に関して，非臨床段階で精度良く予測できる手

法を検討した． 

一般的に医薬品の重要な体内動態規定因子としてヒトの予測が必要となる

基本的な PK パラメータは，薬物の組織への移行性を表す分布容積 (Vd)，薬物

の体内からの消失の速さを表すクリアランス (CL) が挙げられる．これらの複

合的パラメータであるヒト血中消失半減期 (t1/2) は，投与間隔を設定するため

に重要なパラメータである．薬物が臨床試験において初めて，非臨床では予期

できなかった長い消失相の t1/2を示したために，反復投与による薬物蓄積により

惹起された毒性等から，臨床開発中止や臨床試験の延長を余儀なくされた例も

数多く報告されており，非臨床段階でのヒトの t1/2 予測の重要性は高い．Vd や

CL値の予測においては，古くからヒト－動物間の体重差等を基に，実験動物デ

ータをヒトに外挿する方法がアロメトリックスケーリング法として用いられ，

多様な経験則が報告されている  (Dedrick, 1973; Lombardo and others, 2013a; 

Lombardo and others, 2013b; Mordenti, 1986)．しかしながら，結果的にこの経験則



 

が当てはまらず，予測結果が実測と大きく異なる事例も散見される．予測が外

れる要因としては，Vd に関しては血漿中タンパク結合 (PPB) が影響しており，

PPB の種差が関連することが報告されている (Lombardo and others, 2013b)．CL

値に関して予測が外れる要因としては，肝薬物代謝酵素や代謝反応のヒト－動

物間の種差が無視できない点が考えられる (Houston, 1994; Lombardo and others, 

2013a; Obach and others, 1997)．半減期の予測に関しては予測方法の報告自体も

少なく，精度も十分ではないといった現状がある． 

そこで本研究では，新規基盤技術の整備を目的としてヒト肝細胞移植マウ

スに着目した．ヒト肝細胞移植マウスは，近年，国内で開発されたヒト肝細胞

を移植したマウスであり，世界中で活用されている．このマウスの最大の特徴

は，肝臓の 85%以上がヒト肝細胞で置換されている点である．国内で開発され

ている主なヒト肝細胞移植マウスには，ウロキナーゼ型プラスミノーゲンアク

チベーター／重症複合免疫不全マウスにヒト肝細胞を注入して作製した系統 

(Scheer and Wilson, 2016; Tateno and others, 2004) と，薬物等により肝臓特異的な

障害を発症させたマウスにヒト肝細胞を注入して作製した系統 (Hasegawa and 

others, 2011) の 2 種類がある． 

ヒト肝細胞移植マウスの血漿中には肝臓で主に生合成されるヒト由来のア

ルブミン (Ab) が分泌されており，その量によりマウス肝臓中のヒト肝細胞置

換率 (RI) が算出される (Hasegawa and others, 2011; Tateno and others, 2004)．し

たがって，薬物の PPB に大きく影響を受けることが知られている薬物の組織移

行 (Lombardo and others, 2013b)，すなわち Vd が「ヒト型」を示す可能性がある．

ヒト肝細胞移植マウスにおいて，主要なヒト薬物代謝酵素やトランスポーター

が肝臓に発現していることが報告されており (Katoh and others, 2004; Katoh and 

others, 2005b)，薬物代謝等の肝臓の機能が「ヒト型」であることが報告されて

いる (Sanoh and Ohta, 2014)．ヒト化された肝薬物代謝機能は，医薬品開発の CL

予測において，ボトルネックである薬物代謝の種差を克服しうる可能性がある．

しかしながら，創薬プロセスにおいてヒト肝細胞移植マウスがヒト動態予測に

使用できるかの情報は十分とは言えない． 

ヒト肝細胞移植マウスはヒト薬物動態予測だけでなく，薬効 (Klumpp and 



 

others, 2018; Mueller and others, 2018; Uchida and others, 2017; Yoshizato and Tateno, 

2013)，薬物相互作用 (Hasegawa and others, 2012; Katoh and others, 2005a; Papazyan 

and others, 2018; Sanoh and others, 2019; Shoda and others, 2007; Takaoka and others, 

2018; Takehara and others, 2019; Uchida and others, 2018)，毒性 (Kakuni and others, 

2012; Nihira and others, 2019; Sanoh and others, 2017; Tateno and others, 2019; Tateno 

and others, 2015) についてもヒトの予測に有用であると報告されている．これら

の活用に関しては一般的にタンパク結合率が関与する非結合型薬物濃度が重要

な役割を担うことが報告されており (Heuberger and others, 2013; Smith and others, 

2010; Trainor, 2007)，薬物のヒト肝細胞移植マウスの PPB を考慮した解析が必要

であるが，報告事例は少ない． 

以上の背景から本研究では，薬物のヒトの Vd，CL およびこれらの複合的

パラメータである t1/2について，ヒト肝細胞移植マウスを用いて検証した．さら

に，ヒト肝細胞移植マウスを用いて医薬候補品の PPB を網羅的に調べ，これら

の情報を統合することで，創薬段階での薬物動態研究上の新技術基盤整備を目

的とした．第 I 章ではヒト Vd と CL の予測精度に関して，ヒトでの主代謝経路

が多様な 30 化合物を選択し，それらの代謝経路の種差による影響をヒト肝細胞

移植マウス，サル，ラット間で比較し，ヒト肝細胞移植マウスが代謝の種差を

克服しうる有用なツールであることを示した．第Ⅱ章では，ヒト肝細胞移植マ

ウスを用いた t1/2 予測精度を評価し，臨床で予期せぬ長い t1/2 を示す化合物の選

択を回避し，適切な投与計画を非臨床で提示できる可能性について示した．第

Ⅲ章では，医薬候補品の PPB について二種類のヒト肝細胞移植マウス，すなわ

ち免疫不全型ヒト肝細胞移植マウスと肝特異的障害誘導型ヒト肝細胞移植マウ

スのプロファイルを網羅的に調べ，ヒト肝細胞移植マウスを用いた薬効試験，

薬物相互作用を含む薬物動態試験，毒性試験でのタンパク結合の影響を考察し

た．貴重なヒト肝細胞移植マウスの血漿の代替として広く供給可能な創薬ツー

ルの作成を目的として，ヒト血漿とヒト肝細胞移植マウスの宿主マウス血漿を

混合することによりヒト肝細胞移植マウス人工血漿を作成し評価した．以上，
ヒト肝細胞移植マウスおよび関連する動物由来試料を創薬初期段階に導入活用

する本研究手法は，創薬プロセス上重要な薬物動態規定値の予測精度向上の課



 

題を克服すると期待されたので，以下に詳述する．  



 

第Ⅰ章 ヒト肝細胞移植マウスを用いた医薬候補品のヒト分布容積とクリアラ

ンス予測 

 

第 1 節 緒言 

新薬研究開発のプロセスにおいて，ヒト PK の正確な予測は，ヒトを対象

とした臨床第 I 相試験の迅速化，臨床的な有効用量の予測，そして安全性マー

ジンに基づいた適切な投与量の設定に不可欠である．非臨床試験データからの

ヒト分布容積 (Vd) とクリアランス (CL) の 2 つの主要な PK パラメータの予測

は重要であり，これらを予測するために様々なアプローチが提案されてきた 

(Dedrick, 1973; Houston, 1994; Iwatsubo and others, 1997; Mordenti, 1986)． 

動物の体重 (BW) と動物の PK パラメータを用いてヒトのパラメータを外

挿するアロメトリックスケーリング法は経験的かつ簡便なアプローチであり，

動物からヒトへの PK 予測に幅広く用いられている (Dedrick, 1973; Mordenti, 

1986)．しかし，アロメトリックスケーリング法を用いて動物からヒトの Vd や

CL を正確に予測することは困難である．Vd に関しては，薬物のタンパク結合

に関連する血漿中アルブミン (Ab) 等合成に関わる肝機能に種差が存在するこ

と (Lombardo and others, 2013b)，CL に関しては，肝薬物代謝酵素や代謝反応の

種差が無視できないことが原因として考えられる (Lombardo and others, 2013a)．

タンパク結合や代謝の種差が予測精度に与える影響を最小限に抑えるためには，

肝臓がヒト化された新規な動物モデルであるヒト肝細胞移植マウスが有効なツ

ールとして活用できる可能性がある．ヒト肝細胞移植マウスには，ウロキナー

ゼ型プラスミノーゲンアクチベーター／重症複合免疫不全マウスにヒト肝細胞

を注入して作製した系統 (Scheer and Wilson, 2016; Tateno and others, 2004) と薬

物投与等によって肝臓特異的な障害を誘導したマウスにヒト肝細胞を注入して

作成した系統 (Hasegawa and others, 2011) が国内で開発され，世界中で活用さ

れている．これらの肝細胞移植マウスは，肝臓の 85%以上がヒト肝細胞に置換

されているため，主要なヒト薬物代謝酵素やトランスポーターが肝臓に発現し

ており (Katoh and others, 2004; Katoh and others, 2005b)，薬物代謝等の肝臓の機

能がヒト型であることが報告されていることから (Sanoh and Ohta, 2014)，ヒト



 

の Vd および CL 予測に適した動物モデルと考えられる． 

本研究では，免疫不全型のヒト肝細胞移植マウスの動態パラメータを用い

たヒトの Vd と CL 予測精度を，従来の動物モデルと比較した．比較のための他

の動物モデルとしてはラットとサルを選択した．ラットは一般的に PK や毒性

動態の評価や薬理学的モデルとして数多く利用されている．サルはヒトと進化

的に近く，薬物の肝臓代謝に関してサルとヒトの間に明らかな種差は認められ

ないことが報告されている (Akabane and others, 2010)．Lombardo らは，400 種

類以上の薬剤についてヒトの Vd と CL 予測を総合的に評価した結果，サルの方

がラットやイヌよりも信頼性の高いモデルであることを示している (Lombardo 

and others, 2013a; Lombardo and others, 2013b)．例えばアルデヒドオキシダーゼ 

(AO) 基質については，ヒトとサルの高い AO 活性の類似性から，サルがヒト

CL 予測に適したモデルである可能性があげられる (Akabane and others, 2010; 

Pryde and others, 2010)．最近，Sanoh らはヒト肝細胞移植マウスとラットを用い

て，17 種類の薬物についてヒト Vd と CL の単種外挿法 (single-species scaling，

SSS) による予測性を評価し，ヒト肝細胞移植マウスがラットより優れた予測

精度を示すことを報告した (Sanoh and others, 2015)．しかしながら，本報告は予

測精度が高いとされるサルと比較していないことから，ヒト肝細胞移植マウス

およびラットに，サルを加えヒトの Vd と CL 予測性を比較することは重要と考

えられる．本研究では，シトクロム P450 (総称を P450，個別分子種を CYP と略

す) と AO，UDP-グルクロン酸転移酵素 (UGTs) などの non-P450 酵素を媒介と

した多様な代謝経路を持つ 30 種類の市販薬を選択し，ヒト肝細胞移植マウス，

サル，ラットを用いて静脈内投与時の血漿中濃度評価を行った．これらの動物

モデルから得られた血漿中濃度推移から SSS 法を用いて予測したヒトの Vdss と

CLt値を，既報のヒトの Vdssと CLt値と比較した．ヒトの Vdssと CLtの予測精度

は，予測値のヒトの実測値の 3 倍以内の予測精度，Absolute average fold error 

(AAFE) によって検証した． 

 



 

第 2 節 実験材料と実験方法 

I-2-i) 試薬 

Carbazeran，dapsone，mycophenolic acid，ketanserin，telmisartan は武田薬品

工業株式会社 (Kanagawa, Japan) にて合成した．Bazedoxifene は Florida Chemical 

Supply 社 (Tampa，FL，USA) から購入した．Fasudil は Focus Biomolecules 社 

(Plymouth Meeting，PA，USA)から購入した．Benzydamine は Labotest OHG 社 

(Niederschöna，Germany) から購入した．Pefloxacin は LKT Laboratories 社 (St. 

Paul，MN，USA) から購入した．Zaleplon は Sequoia Research Products 社 

(Reading，UK) から購入した．Albuterol，ibuprofen，indomethacin，naltrexone，

O6-benzylguanine，XK-469，zoniporideはSigma-Aldrich社 (St. Louis，MO，USA)

から購入した．Gemcitabine と sumatriptan は東京化成工業株式会社 (Tokyo，

Japan) から購入した．BIBX 1382 は Tocris Bioscience 社 (Bristol，UK) から購入

した．Antipyrine，clonazepam，diazepam，diclofenac，dolasetron，entacapone，

imipramine，ketoprofen，moxifloxacin，(S)-naproxen は富士フィルム和光純薬工

業株式会社 (Osaka，Japan) から購入した．ヒト血漿は Biopredic International 社 

(Rennes, France) から購入した．その他の試薬は HPLC 用試薬，試薬特級または

それに相当する試薬を使用した． 

 

I-2-ii) 化合物の選択 

30 種類の化合物を選定し使用した．これらの化合物の生分解に関与する代

謝酵素は文献より引用した (Table I-1)．AO や UGT などの non-P450 酵素で代謝

される化合物については，ヒトミクロソームや肝細胞を用いた in vitro の代謝速

度データから in vivo でのヒト CL が過小に予測され，予測が困難であることが

知られていることから (Akabane and others, 2012a; Kilford and others, 2009; Miners 

and others, 2006)，主に non-P450 酵素で代謝される化合物を選択した．BIBX 

1382，carbazeran，fasudil，O6-benzylguanine，XK-469，zaleplon，zoniporide は主

に AO で代謝されることが知られている．Bazedoxifene，entacapone，imipramine，

indomethacin，ketoprofen，moxifloxacin，mycophenolic acid，telmisartan は主に

UGTs で代謝される．Diclofenac，ibupurofen，(S)-naproxen は UGTs と P450 で代



 

謝される．さらに，硫酸転移酵素 (SULT)，フラビン含有モノオキシゲナーゼ 

(FMO)，モノアミン酸化酵素 (MAO) などの他の non-P450 酵素で代謝されるモ

デル化合物として，albuterol，benzydamine，dolasetron，gemcitabine，ketanserin，

naltrexone，sumatriptan を追加した．主に P450 で代謝される化合物については

antipyrine，clonazepam，dapsone，diazepam，pefloxacin の 5 種類の化合物を選択

した． 

 

I-2-iii) 使用動物について 

本研究で使用した動物のすべての実験計画は武田薬品工業株式会社の

Institutional Animal Care and Use Committee (IACUC)，フェニックスバイオ社 

(Hiroshima, Japan)，Shin Nippon Biomedical 社 (Kagoshima, Japan) の Experimental 

Animal Care and Use Committee により承認されており，AAALAC International の

承認を受けたこれらの施設の動物倫理規則に従って動物実験を行った．ヒト肝

細胞を移植した雄性のヒト肝細胞移植マウス (PXB マウス®，12–18 weeks old) 

の作成および投与はフェニックスバイオ社にて実施した．移植用のヒト肝細胞 

(Lot BD195) は，BD Biosciences 社 (San Jose，CA，USA) より入手した．ヒト

肝細胞置換率 (replacement index，RI) はヒト肝細胞移植マウスの肝臓中のヒト

肝細胞の占める割合であり，RI 値は血中ヒトアルブミン (hAb) の測定により

評価した (Tateno and others, 2004)．本研究で使用したヒト肝細胞移植マウスの

RI 値は 85－89%であった．雄性の Sprague-Dawley ラット (8 weeks old) は日本

チャールズリバー社 (Kanagawa, Japan) から入手し，武田薬品工業株式会社に

て試験を行った．雄のカニクイザル (4-7 years old) は，Shin Nippon Biomedical

社において試験を行った．全ての動物は，12 時間の明暗サイクルの下で，温度

および湿度管理された環境下で飼育した． 

 

I-2-iv) 血漿の非結合型分率の評価 

30 化合物のヒト，ラット，およびサルの血漿中非結合型分率  (fup) を

HTD96 dialysis chamber (HTDialysis, CT, USA)，セルロース膜 (MWCO 6-8 kDa，

Gales Ferry，CT，USA) を用いた平衡透析法 (Banker and others, 2003; Wang and 



 

others, 2014) により測定した．最終濃度が 1 μg/mL となるように化合物溶液を

血漿と混合した．リン酸緩衝生理食塩水(PBS) に対して，CO2 インキュベータ

ー中 37℃で 24 時間，60 rpm で振盪した．血漿側と PBS 側の透析液を，内部標

準物質 (IS，Table I-1) を含むアセトニトリルで除タンパク後，4,283 g，4℃で 5

分間遠心分離した．上清を高速液体クロマトグラフ-タンデム質量分析装置 

(LC-MS/MS) で分析した (I-2-vi)．透析装置の血漿側からの化合物の濃度に対す

る PBS 側からの化合物の濃度の比として fup を計算した． 

 

I-2-v) 薬物動態試験 

薬物動態試験には選択した 30 化合物を使用し，化合物 (カセット投与の場

合は 1 群 10 化合物まで) を N,N-ジメチルアセトアミド (DMA) または生理食塩

水で溶解し，DMA／生理食塩水 (1/1，v/v) とした．薬液 (ヒト肝細胞移植マウ

スおよびラットは 1 mL/kg，サルは 0.2 mL/kg) をヒト肝細胞移植マウス，サル

およびラット (n=3) に各化合物 0.1 mg/kg で静脈内投与した．ヒト肝細胞移植

マウスでは眼窩静脈，ラットでは尾静脈，サルでは大腿静脈から抗凝固剤とし

てヘパリンを用い採血した．血液採取時間は，ヒト肝細胞移植マウスでは 0.083，

0.25，1，3，7，24 時間，ラットでは 0.083，0.167，0.25，0.5，1，2，4，8，24

時間，サルでは 0.083，0.167，0.25，0.5，1，2，4，8，24，48 時間とした．採

取した血液をヒト肝細胞移植マウスは 1,000 g，4℃で 10 分間，サルは 1,700 g，

4℃で 10 分間，ラットは 13,000 g，4℃で 5 分間遠心分離し，血漿を得た．血漿

は分析まで-80℃下で保存した．血漿 (5，30 または 50 μL) を，IS (Table I-1) を

含むアセトニトリルと混合し，4,283 g，4℃で 5 分間遠心分離した． 

 

I-2-vi) 薬物濃度測定 

I-2-iv および I-2-v で調整した血漿または平衡透析の透析液の上清を LC-

MS/MS 溶媒で希釈した．LC-MS/MS は，LC 部 に Prominence UFLC system 

(Shimadzu, Kyoto, Japan) を用い，脱気装置は DGU-20A，送液ポンプは 10AD-VP 

または LC-20AD，オートサンプラーは SIL-20ACHT，カラムオーブンは CTO-

20AC を使用した．MS 部は API 4000 または API 5000 (株式会社エービー・サイ



 

エックス，Tokyo, Japan) を使用した．解析には，Analyst softwareTM version 1.6.2 

(SCIEX, Framingham, MA, USA) を使用した．各化合物は Table I-1 に示すフラグ

メンテーションを用いて検出した．LC とMS の分析条件は以下の通りである． 

 
カラム: Shim-pack XR-ODS (2.0 mm i.d. × 30 mm, 2.2 μm; Shimadzu, Tokyo, 
Japan) 

移動相条件-1 

移動相 A: 0.2% (v/v) formic acid in 0.01 mol/L ammonium formate (pH 3.0) 

移動相 B: 0.2% (v/v) formic acid in acetonitrile 

移動相条件-2 

移動相 A: 0.01 mol/L ammonium formate (pH 3.0) 

移動相 B: acetonitrileあるいはmethanol 

流速: 0.7 mL/min. 

カラム温度: 50˚C 

グラジェント条件 (移動相 B の%): 5% (0-0.2 min)，5- 99% (0.2-1.1 min)，
99%(1.1-1.8 min)，99-5% (1.8-1.81 min), 5% (1.81-2.6 min) 

※サル血漿中のCarbazeranの分析条件 

流速: 0.4 mL/min. 

グラジェント条件 (移動相 B の%): 10% (0-0.1 min)，10- 95% (0.1-0.15 
min)，95% (0.15-1.8 min)，95-10% (1.8-1.85 min), 10% (1.85-3.0 min) 

 

I-2-vii) ヒトおよびサルの薬物動態パラメータ 

ヒト PK パラメータは文献から入手した (Table I-2)．Antipyrine，BIBX 1382，

clonazepam ， diazepam ， diclofenac ， dolasetron ， gemcitabine ， imipramine ，

indomethacin ， ketoprofen ， moxifloxacin ， mycophenolic acid ， naltrexone ，

pefloxacin，O6-benzylguanine， telmisartan のサルの PK パラメータは文献から取



 

得した (Table I-2)． 

 

I-2-viii) 薬物動態パラメータ算出 

静脈内投与により得られた血漿中濃度曲線推移を用いて CLt 値および Vdss

値をノンコンパートメント解析により求めた．CLt 値は，用量／AUCiv (血中濃

度曲線下面積) の式から求めた．AUCivは，時間 0から静脈内投与後の最後の測

定可能な時点の濃度まで使用した台形法により算出した．Vdssは AUMC (1 次モ

ーメント曲線下面積)／AUC×CLtとして算出した．Vdssと CLtは，個々の動物に

ついて算出し，グループの平均値として記載した．計算は Microsoft Excel 2010 

(Microsoft Corporation, Redmond，WA，USA) を用いて行った． 

 

I-2-ix) ヒト分布容積とクリアランスの予測方法 

Total-based のヒトの Vdssと CLtを SSS により下記の式 (1) と式 (2) より予

測した．既報の生理的学的パラメータ (Hosea et al.，2009) に基づき，Vdssは1.0 

(生理学的臓器重量等)，CLtは 0.75 (血流，濾過作用等) の固定指数値 (a，b) を

用いて予測した．ヒトとサルの BW は，それぞれ 60 kg と 3.5 kg を使用した 

(Hosea and others, 2009)．ヒト肝細胞移植マウスの BW は 0.0203 kg，ラットの

BW は 0.32 kg であった． 

 

Total− based Vdss,human = Vdss,animal × �BWhuman
BWanimal

�
a
   (1) 

Total− based CLt,human = CLt,animal × �BWhuman
BWanimal

�
𝑏𝑏
   (2) 

 

非結合型薬物濃度基準の Vdss と CLt は，下記の式 (3) と式 (4) に従って，ヒト

の fup と動物の fup の比で補正された Total-based のヒトの Vdss と CLt の値から計

算した． 

Unbound − based Vdss,human = Total− based Vdss,human × �fup,human

fup,animal
� (3) 

Unbound − based CLt,human = Total − based CLt,human × �fup,human

fup,animal
� (4) 



 

I-2-x) 予測精度の基準 

ヒト肝細胞移植マウス，サルおよびラットから計算された Vdss と CLt 値の

予測精度の指標として，下記の式 (5) で定義される AAFE によって評価した 

(Obach and others, 1997)． 

AAFE = 10∑�log
Actual

Predicted�/n      (5) 

既報のヒト肝細胞移植マウスの報告との比較のため，実測値の3倍以内の予測

精度により，予測精度を評価した (Sanoh and others, 2015)．



 
 

Table I-1 Mass parameters, analytical conditions and metabolic pathways of model compounds. 

Compounds Ionization mode Molecular ion Product ion Internal standard 
Mobile 
phase 

conditiona 
Metabolic pathwayb 

Albuterol  [M + H]+ 240.20 148.30 alprenolol 1 SULT (Sanoh and others, 2012a) 
Antipyrine [M + H]+ 189.10 56.00 alprenolol 1 P450 (Engel and others, 1996) 
Bazedoxifene [M + H]+ 471.10 126.40 alprenolol 1 UGTs EMA document 
Benzydamine [M + H]+ 310.18 86.04 alprenolol 1 FMO (Akabane and others, 2012b) 
BIBX 1382 [M + H]+ 388.17 97.90 alprenolol 1 AO (Hutzler and others, 2013) 
Carbazeran [M + H]+ 361.09 272.06 alprenolol, compound X 1, 2 AO (Hutzler and others, 2013) 
Clonazepam [M + H]+ 316.19 270.00 alprenolol 1 P450 (Ogawa and others, 2013) 
Dapsone [M + H]+ 249.10 156.10 alprenolol 1 P450, NAT (Sanoh and others, 2012a) 
Diazepam [M + H]+ 285.21 154.00 alprenolol 1 P450 (Naritomi and others, 2001) 
Diclofenac [M - H]- 294.03 249.90 furosemide 2 P450, UGTs (Sanoh and others, 2012a) 
Dolasetron [M + H]+ 325.22 164.00 alprenolol 1 CR, SDR (Akabane and others, 2012b) 
Entacapone [M + H]+ 306.17 233.00 alprenolol 1 UGTs (Lautala and others, 2000) 
Fasudil [M + H]+ 292.23 98.90 alprenolol 1 AO (Sanoh and others, 2012a) 
Gemcitabine [M + H]+ 264.10 111.90 metformin 1 CDA (Plunkett and others, 1995) 
Ibuprofen [M - H]- 205.12 161.35 furosemide 2 P450, UGTs (Sanoh and others, 2012a) 

Imipramine [M + H]+ 
281.35 86.05 

alprenolol 1 P450, UGTs 
(Deguchi and others, 2011; Lemoine and others, 
1993) 

Indomethacin [M + H]+ 
358.07 138.94 

alprenolol 1 P450, UGTs 
(Duggan and others, 1972; Nakajima and others, 
1998) 

Ketanserin [M + H]+ 396.20 189.30 alprenolol 1 AKR (Akabane and others, 2012b) 
Ketoprofen [M + H]+ 255.20 105.00 alprenolol 1 UGTs (Sanoh and others, 2012a) 
Moxifloxacin [M + H]+ 402.22 384.20 alprenolol 1 UGTs, SULT (Moise and others, 2000) 
Mycophenolic acid [M + H]+ 321.14 207.05 alprenolol 1 UGTs (Bowalgaha and Miners, 2001) 
Naltrexone [M + H]+ 342.11 270.06 alprenolol 1 AKR (Akabane and others, 2012b) 
O6-Benzylguanine [M + H]+ 242.40 91.00 alprenolol 1 AO, P450 (Akabane and others, 2012b) 
Pefloxacin [M + H]+ 334.19 290.15 alprenolol 1 P450 (Kinzig-Schippers and others, 1999) 
(S)-Naproxen [M - H]- 229.12 169.35 furosemide 2 P450, UGTs (Sanoh and others, 2012a) 



 
 

Sumatriptan [M + H]+ 296.12 58.02 alprenolol 1 MAO (Akabane and others, 2012b) 
Telmisartan [M + H]+ 515.40 276.35 alprenolol 1 UGTs (Deppe and others, 2010) 
XK-469 [M + H]+ 345.17 299.00 alprenolol 1 AO (Hutzler and others, 2012) 
Zaleplon [M + H]+ 305.80 236.10 alprenolol 1 AO, P450 (Akabane and others, 2012b) 
Zoniporide [M + H]+ 321.22 262.00 alprenolol 1 AO (Hutzler and others, 2013) 
Alprenolol [M + H]+ 250.30 116.30 

Internal standard 

1   

Furosemide [M - H]- 328.87 284.80 1   

Metformin [M + H]+ 130.08 71.05 1   

Compound X [M + H]+ 373.10 203.20 2   

a Mobile phase condition-1 consisted of 10 mM ammonium formate/formic acid (100/0.2, v/v) and acetonitrile/formic acid (100/0.2, v/v); 
Mobile phase condition-2 consisted of 10 mM ammonium acetate and acetonitrile; Mobile phase condition-3 consisted of 10 mM 
ammonium acetate and methanol.  
b Metabolic enzymes of compounds were quoted from references. AKR; aldo-keto reductase, AO; aldehyde oxidase, CDA; cytidine 
deaminase CR; carbonyl reductase, FMO; fravin-containing monooxygenase, NAT; N-acetyltransferase, SDR; short-chain 
dehydrogenase/reductase, MAO; monoamine oxidase, SULT; sulfotransferase, UGT; UDP-glucuronosyltransferase.



 

第 3 節 結果 

I-3-i) ヒト分布容積とクリアランスの予測結果 

各動物より得られた Vdssと CLtは Table I-2 にまとめた．30 種類の化合物の

ヒト，サルおよびラットの fup を Table I-3 にまとめた．ヒト肝細胞移植マウス，

サル，ラットのパラメータを用いて SSS (式 (1)，(2)) により，ヒトの Total-

based の Vdss と CLt の値を予測した．式(3)，(4) によって Unbound-based の Vdss

と CLt を計算した．結果は文献から引用したヒトの Vdss と CLt の値とともに，

それぞれ Table I-4 と I-5 にまとめた．ヒト肝細胞移植マウス，サル，ラットか

ら予測したヒトの Total-based Vdss値を，ヒトの実測値と比較した (Fig. I-1，(B) 

ヒト肝細胞移植マウス，(D) サル，(F) ラット)．SSS を用いた Vdss の予測精度

を Table I-6 にまとめた．実測値の 3 倍以内の予測精度は，ヒト肝細胞移植マウ

スで 79.3% (23/29 化合物)，サルで 82.8% (24/29 化合物)，ラットで 55.2% (16/29

化合物) であった．AAFE値は，ヒト肝細胞移植マウスでは 2.0，サルでは 2.1，

ラットでは 2.9 であった．CLt と同様に，サル，ラットから予測したヒト

Unbound-based Vdss は，有意な改善を示さなかった．3 倍以内の予測精度はサル

では 82.8% (Total-based Vdss) から 75.9% (Unbound-based Vdss) となり，ラットで

は若干の改善が見られ，3 倍の範囲内の化合物の割合は 55.2% (Total-based Vdss) 

から 62.1% (Unbound-based Vdss) となった． 

ヒト肝細胞移植マウス，サル，ラットから予測したヒトの Total-based CLt

を実測値と比較した (Fig. I-1，(A)ヒト肝細胞移植マウス，(C)サル，(E)ラット)．

SSS を用いたヒト CLtの予測精度結果を Table I-6 にまとめた．3 つの動物モデル

の中で，ヒト肝細胞移植マウスから予測した Total-based CLt は，ヒトでは実測

値の 3 倍以内の予測精度が 83.3% (25/30 化合物) で，AAFE が 2.3 と最も高い予

測精度を示した．サルから予測した Total-based CLt も高い予測精度を示し，実

測値の 3 倍以内の予測精度は 70.0% (21/30 化合物)，AAFE は 2.4 であった．ラ

ットは最も低い予測精度を示し，3 倍以内の予測精度は 46.7% (14/30 化合物)，

AAFE は 4.2 であった．Total-based CLtをヒトとラット，またはサルの間の fup の

比率で補正したところ，顕著な改善は観察されなかった．実測値の 3 倍以内の



 

予測精度は，サルでは 70.0% (Total-based CLt) から 73.3% (Unbound-based CLt) 

に，ラットでは 46.7% (Total-based CLt) から 36.7% (Unbound-based CLt) となっ

た． 

 



 
 

Table I-2 Summary of Vdss and CLt in humanized-liver mice, monkeys, and rats. 

Compounds 

Vdss (L/kg)  CLt (mL/min/kg) 

Humanized-liver mice Monkeysa Rats  Humanized-liver mice Monkeysa Rats 

Mean SD Mean SD Mean SD  Mean SD Mean SD Mean SD 

Albuterol  3.04 0.26 2.99 0.55 7.74 5.71  146.02 7.42 10.57 1.93 98.65 11.8 
Antipyrine 0.74 0.08 0.74 - 0.86 0.11  5.25 0.57 4.60 - 4.60 0.40 
Bazedoxifene 9.18 3.56 3.33 0.90 17.61 4.23  97.28 1.18 12.27 5.03 66.08 5.60 
Benzydamine 4.20 1.69 2.23 0.39 8.35 1.39  104.10 4.82 20.60 4.78 146.30 22.87 
BIBX1382 21.11 5.24 39.00 - 8.79 1.22  324.08 63.78 118.00 - 20.08 2.52 
Carbazeran 1.70 0.31 1.15 - 1.15 0.16  170.75 33.58 87.87 - 22.42 5.98 
Clonazepam 2.18 0.16 6.80 - 1.65 0.05  9.43 0.20 14.30 - 21.7 10.03 
Dapsone 0.92 0.12 1.41 0.24 2.03 0.47  3.30 0.50 5.08 1.45 8.30 1.62 
Diazepam 1.84 0.45 0.91 - 3.61 0.27  58.45 17.90 24.50 - 58.75 14.28 
Diclofenac 0.46 0.07 0.32 - 0.58 0.14  30.62 4.53 8.50 - 18.55 1.87 
Dolasetron 3.66 0.70 5.56 - 6.49 1.29  452.85 116.15 77.00 - 412.48 93.55 
Entacapone 1.62 0.39 0.61 0.43 1.40 0.23  205.33 75.43 85.28 70.52 64.85 4.80 
Fasudil 6.91 1.70 3.24 0.11 5.36 2.12  778.18 234.70 97.25 35.05 302.13 191.55 
Gemcitabine 1.82 0.42 5.50 - 0.75 0.05  177.97 40.97 177.00 - 2.17 0.10 
Ibuprofen 0.18 0.02 0.44 0.29 0.24 0.02  3.77 0.38 3.85 0.90 4.52 1.62 
Imipramine 13.52 2.09 9.69 - 22.94 7.54  235.60 33.67 53.1 - 189.48 39.88 
Indomethacin 0.27 0.01 1.79 - 0.11 0.01  0.87 0.05 3.86 - 0.35 0.07 
Ketanserin 2.94 0.27 1.67 0.50 0.71 0.24  35.90 4.28 20.78 4.48 3.40 1.62 
Ketoprofen 0.21 0.04 0.25 - 0.34 0.03  4.43 0.85 4.92 - 0.88 0.17 
Moxifloxacin 2.43 0.26 4.90 - 8.37 1.04  38.02 4.87 11.5 - 38.22 2.45 
Mycophenolic acid 0.38 0.06 0.67 - 0.37 0.11  1.83 0.20 3.85 - 2.35 0.52 
Naltrexone 3.96 0.61 7.59 - 4.99 0.70  183.13 18.78 54.5 - 155.53 31.23 



 
 

O6-Benzylguanine 1.05 0.41 0.51 - 2.62 0.42  78.73 31.00 4.08 - 104.33 22.77 
Pefloxacin 3.61 0.53 0.65 - 3.81 0.65  30.63 2.53 11.03 - 20.33 1.12 
(S)-Naproxen 0.13 0.01 0.07 0.01 0.12 0.02  0.58 0.05 0.20 0.03 0.40 0.05 
Sumatriptan 4.49 0.72 4.94 1.08 5.30 1.57  188.63 29.83 42.95 11.35 103.42 14.03 
Telmisartan 9.18 1.07 1.54 - 2.32 0.06  20.52 4.35 2.82 - 7.80 0.83 
XK-469 0.16 0.01 0.12 0.03 0.17 0.03  0.40 0.07 0.52 0.22 0.02 0.01 
Zaleplon 1.28 0.36 1.24 - 1.45 0.25  58.68 13.27 18.42 - 20.88 1.12 
Zoniporide 6.56 1.10 4.48 1.01 9.00 3.72  336.78 67.33 35.17 13.77 195.83 75.13 

Each value represents the mean (n=3).  
a CLt and Vdss for monkeys were quoted from the literature and the SD values were described as "-": antipyrine, clonazepam, diclofenac, 
dolasetron (CLt), gemcitabine, moxifloxacin, naltrexone and pefloxacin (Lombardo and others, 2013a), dolasetron (Vdss, FDA approval 
package document), imipramine, indomethacin, ketoprofen, mycophenolic acid, and telmisartan (Deguchi and others, 2011); diazepam 
(Koyanagi and others, 2014); O6-benzylguanine (Long and others, 2000) ; BIBX1382 (Hutzler and others, 2014) 
  



 

Table I-3 Summary of fup of humans, monkeys, and rats. 

Compounds 
fup 

Humans Monkeys Rats 

Mean SD Mean SD Mean SD 
Albuterol  0.9317 b - 0.9794 0.0482 0.9325 0.0782 
Antipyrine 0.9591 0.0487 0.821 0.0563 0.9502 0.0586 
Bazedoxifene 0.0134 0.0029 0.0074 0.0013 0.0226 0.0031 
Benzydamine 0.0507 b - 0.0878 0.0124 0.1679 0.0134 
BIBX1382 0.1226 0.0094 0.1099 0.0067 0.1631 0.0091 
Carbazeran 0.0938 b - 0.1448 0.0143 0.2661 0.0317 
Clonazepam 0.1865 0.0130 0.2171 0.0268 0.2695 0.0269 
Dapsone 0.3805 0.0135 0.2322 0.0134 0.4452 0.0306 
Diazepam 0.0225 0.0032 0.0463 0.0054 0.1701 0.0029 
Diclofenac 0.0033 b - 0.0040 0.0006 0.0123 0.0038 
Dolasetron 0.2345 0.0057 0.3594 0.0383 0.3958 0.0435 
Entacapone 0.0149 0.0026 0.0189 0.0035 0.0319 0.0018 
Fasudil 0.7409 0.0606 0.6393 0.0655 0.8115 0.0619 
Gemcitabinea 0.9900 - 0.9900 - 0.9149 0.0698 
Ibuprofen 0.0027 b - 0.0051 0.0005 0.0232 0.0035 
Imipramine 0.2092 0.0120 0.1504 0.0144 0.2233 0.0043 
Indomethacin 0.0042 b - 0.0057 0.0006 0.0085 0.0034 
Ketanserin 0.0916 0.0074 0.0893 0.0093 0.0503 0.0023 
Ketoprofen 0.0091 0.0004 0.013 0.0024 0.0574 0.0031 
Moxifloxacin 0.9259 0.0259 0.7612 0.0486 0.7426 0.0193 
Mycophenolic acid 0.0143 b - 0.0113 0.0010 0.0248 0.0033 
Naltrexone 0.7851 b - 0.7474 0.0381 0.7840 0.0862 
O6-Benzylguanine 0.1726 0.0125 0.2159 0.0188 0.3464 0.0132 
Pefloxacin 0.7525 0.0875 0.5848 0.0363 0.7604 0.0385 
(S)-Naproxen 0.0009 b - 0.0011 0.0002 0.0390 0.0024 
Sumatriptan 0.8307 0.1261 0.7603 0.0514 0.8651 0.0534 
Telmisartan 0.0065 0.0008 0.0090 0.0029 0.0112 0.0014 
XK-469 0.0057 b - 0.0149 0.0011 0.0088 0.0035 
Zaleplon 0.5726 0.0457 0.6791 0.0578 0.6401 0.0527 
Zoniporide 0.3362 0.0368 0.2904 0.0226 0.4055 0.0364 

Each value represents the mean ± SD (n=3). 
a Human and monkey fup of gemcitabine were quoted from FDA approval package 
document (FDA, 1995). 
b The mean of duplicated samples 
  



 

Table I-4 Observed and predicted human Vdss using SSS with humanized-liver mice, 
monkeys, and rats. 

Compounds 

Human 
Observed 

Vdssa 

 Predicted Vdss (L/kg) 

 SSS of 
humanized-
liver mice 

 SSS of monkeys SSS of rats 

  total- unbound-  total- unbound- 
(L/kg) based based  based based 

Albuterol 1.90  3.04  2.99 2.84  7.74 7.73 
Antipyrine 0.77  0.74  0.74 0.86  0.86 0.87 
Bazedoxifene 14.70  9.18  3.33 6.02  17.61 10.44 
Benzydamine 1.53  4.20  2.23 1.29  8.35 2.52 
BIBX 1382 15.00  21.11  39.00 43.51  8.79 6.61 
Carbazeran 0.81  1.70  1.15 0.75  1.15 0.40 
Clonazepam 2.90  2.18  6.80 5.84  1.65 1.14 
Dapsone 0.83  0.92  1.41 2.30  2.03 1.74 
Diazepam 1.00  1.84  0.91 0.44  3.61 0.48 
Diclofenac 0.22  0.46  0.32 0.26  0.58 0.15 
Dolasetron 2.00  3.66  5.56 3.63  6.49 3.84 
Entacapone 0.27  1.62  0.61 0.48  1.40 0.66 
Fasudil 1.32  6.91  3.24 3.75  5.36 4.89 
Gemcitabine 1.50  1.82  5.50 5.50  0.75 0.81 
Ibuprofen 0.15  0.18  0.44 0.23  0.24 0.03 
Imipramine 12.00  13.52  9.69 13.48  22.94 21.49 
Indomethacin 0.93  0.27  1.79 1.32  0.11 0.05 
Ketanserin 3.90  2.94  1.67 1.71  0.71 1.30 
Ketoprofen 0.13  0.21  0.25 0.18  0.34 0.05 
Moxifloxacin 1.40  2.43  4.90 5.96  8.37 10.44 
Mycophenolic acid 4.75  0.38  0.67 0.85  0.37 0.22 
Naltrexone 7.60  3.96  7.59 7.97  4.99 5.00 
O6-Benzylguanine 0.31  1.05  0.51 0.41  2.62 1.31 
Pefloxacin 1.50  3.61  0.65 0.84  3.81 3.77 
(S)-Naproxen -  0.13  0.07 0.05  0.12 0.003 
Sumatriptan 1.70  4.49  4.94 5.40  5.30 5.09 
Telmisartan 5.30  9.18  1.54 1.11  2.32 1.35 
XK-469 0.22  0.16  0.12 0.05  0.17 0.11 
Zaleplon 1.30  1.28  1.24 1.04  1.45 1.30 
Zoniporide 1.70  6.56  4.48 5.18  9.00 7.46 

-, Unavailable data from intravenous administration. 
a The parameters, Vdss, for humans were quoted from the literature: albuterol, antipyrine, 
clonazepam, dapsone, diazepam, diclofenac, dolasetron, entacapone, gemcitabine, 
ibuprofen, imipramine, ketanserin, ketoprofen, moxifloxacin, naltrexone, pefloxacin, 
sumatriptan, and zaleplon (Lombardo and others, 2013a); indomethacin, mycophenolic 
acid, and telmisartan (Deguchi and others, 2011); BIBX 1382 (Hutzler and others, 2014); 
O6-benzylguanine (Tserng and others, 2003); XK-469 (Hutzler and others, 2013; Undevia 
and others, 2008); Carbazeran (Kaye and others, 1984); fasudil (Sanoh and others, 2015); 
Benzydamine (Baldock and others, 1991); bazedoxifene (European medicines agency 
approval document); zoniporide (Dalvie and others, 2010). 
 



 

Table I-5 Observed and predicted human CLt using SSS with humanized-liver mice, 
monkeys, and rats. 

Compounds 

Human 
Observed 

CLta 

 Predicted CLt (mL/min/kg) 
 SSS of 

humanized-
liver mice 

 SSS of monkeys  SSS of rats 

  total- unbound-  total- unbound- 
(mL/min/kg) based based based based 

Albuterol 7.80  19.80  5.19 4.94  26.66 26.64 
Antipyrine 0.64  0.71  2.26 2.64  1.24 1.25 
Bazedoxifene 6.67  13.19  6.03 10.92  17.86 10.59 
Benzydamine 2.67  14.12  10.12 5.85  39.54 11.94 
BIBX 1382 40.00  43.95  57.99 64.69  5.43 4.08 
Carbazeran 37.60  23.16  43.18 27.97  6.06 2.14 
Clonazepam 0.88  1.28  7.03 6.04  5.86 4.06 
Dapsone 0.48  0.45  2.50 4.09  2.24 1.92 
Diazepam 0.38  7.93  12.04 5.85  15.88 2.10 
Diclofenac 3.50  4.15  4.18 3.45  5.01 1.34 
Dolasetron 180.00  61.42  37.84 24.69  111.47 66.04 
Entacapone 12.00  27.85  41.91 33.04  17.53 8.19 
Fasudil 73.20  105.54  47.79 55.39  81.65 74.55 
Gemcitabine 32.00  24.14  86.99 86.99  0.59 0.63 
Ibuprofen 0.82  0.51  1.89 1.00  1.22 0.14 
Imipramine 13.00  31.95  26.10 36.30  51.21 47.97 
Indomethacin 1.58  0.12  1.90 1.40  0.09 0.05 
Ketanserin 6.70  4.87  10.21 10.48  0.92 1.67 
Ketoprofen 1.60  0.60  2.42 1.69  0.24 0.04 
Moxifloxacin 2.40  5.16  5.65 6.87  10.33 12.88 
Mycophenolic acid 3.31  0.25  1.89 2.39  0.64 0.37 
Naltrexone 57.00  24.84  26.78 28.14  42.03 42.09 
O6-Benzylguanine 13.60  10.68  2.01 1.60  28.20 14.05 
Pefloxacin 2.00  4.15  5.42 6.98  5.49 5.44 
(S)-Naproxen 0.10  0.08  0.10 0.08  0.11 0.002 
Sumatriptan 19.00  25.58  21.11 23.06  27.95 26.84 
Telmisartan 8.40  2.78  1.39 1.00  2.11 1.22 
XK-469 0.12  0.05  0.25 0.10  0.006 0.004 
Zaleplon 16.00  7.96  9.05 7.63  5.64 5.05 
Zoniporide 21.00  45.68  17.28 20.01  52.92 43.88 

a The parameters, CLt, for humans were quoted from the literature: albuterol, antipyrine, 
clonazepam, dapsone, diazepam, diclofenac, dolasetron, entacapone, gemcitabine, 
ibuprofen, imipramine, ketanserin, ketoprofen, moxifloxacin, naltrexone, pefloxacin, 
sumatriptan, and zaleplon (Lombardo and others, 2013a); indomethacin, mycophenolic 
acid, and telmisartan (Deguchi and others, 2011); BIBX 1382, carbazeran, and zoniporide 
(Hutzler and others, 2013; Koyanagi and others, 2014), O6-benzylguanine and XK-469 
(Akabane and others, 2012a); fasudil and (S)-naproxen (Sanoh and others, 2015); 
benzydamine (Baldock and others, 1991; Hutzler and others, 2013); bazedoxifene (EMA, 
2009). 
  



 

 
 
Figure I-1 Relationships of CLt (A) and Vdss (B) between the observed human parameters 
and the predicted ones from SSS of humanized-liver mice. Relationship of CLt (C) and 
Vdss (D) between the observed human parameters and the predicted ones from SSS of 
monkeys. Relationship of CLt (E) and Vdss (F) between the observed human parameters 
and the predicted ones from SSS of rats. The solid lines represent unity and the area 
between the dotted lines represent the range within a 3-fold of unity. 

  



 

Table I-6 Prediction accuracy for human Vdss and CLt using model compounds. 

 Humanized-liver 

mice 
 Monkeys  Rats 

 
Total-based 

 

Total 

-based 

Unboun

d 

 

Total 

-based 

Unboun

d 

Vdss
b -based -based 

Within 3-fold error (%) 79.3  82.8 75.9  55.2 69.0 

AAFE 2.0  2.1 2.0  2.9 2.8 

CLt
b  

 
 

 
 

Within 3-fold error (%) 83.3  70.0 73.3  46.7 36.7 

AAFE 2.3  2.4 2.4  4.1 5.0 
a The results of 29 compounds excepted for (S)-naproxen. 
b The results of 30 compounds. 

  



 

第 4 節 考察 

ヒト Vd と CL の予測精度改善を目的として，過去にこれらの PK パラメー

タ予測について数多く検討されてきた (Dedrick, 1973; Houston, 1994; Iwatsubo 

and others, 1997; Mordenti, 1986)．Vdss値の予測については，一般的に薬物の物理

化学的性質など，動物種に依存しない要素が決定因子となることが知られてい

るため，CL予測に比べ種差が問題にならず信頼性の高い予測が可能であるとい

う報告がある (Obach and others, 2008)．ヒト CL 予測が困難とされる要因は，代

謝酵素やトランスポーターには発現量，固有活性，基質特異性に種差がある点，

医薬品開発の初期段階では，化合物の詳細な代謝経路や排泄経路の種差が決定

されていない場合も多い点が挙げられる (Lombardo and others, 2013a)．ヒト肝

細胞移植マウスは肝臓がヒト型の機能を示すことが知られていることから，肝

代謝やトランスポーターの種差を克服できる動物モデルと考えられる．本研究

では精度の高いヒト Vdss と CLt 予測法の構築を目的として，様々な代謝経路を

示す化合物のヒト肝細胞移植マウス，サル，ラットのデータを用いてヒト Vdss

および CLt 値の予測精度を比較した．その結果，ヒト肝細胞移植マウスはサル

やラットに比べて，ヒトの CLt と Vdss の予測精度が高いことがわかった (Table 

I-6)． 

ヒト Vdss 値予測について，ヒト肝細胞移植マウス，サルおよびラットから

SSS を用いて予測精度を比較したところ (Table I-6)，ヒト肝細胞移植マウスと

サルは高い精度を示し，実測値の 3 倍以内の予測精度は，ヒト肝細胞移植マウ

スで 79.3%，サルで 82.8%であった．ラットは予測精度が低く，55.2%であった．

AAFE 値はヒト肝細胞移植マウスで 2.0，サルで 2.1，ラットで 2.9 であった．以

上の結果より，ヒトの Vdss 予測において，ヒト肝細胞移植マウスとサルは同等

の高い予測精度を示した．一方，Unbound-based のヒト Vdss 予測では顕著な改

善は見られず，この結果は Lombardo らの報告と一致している (Lombardo and 

others, 2013b)．非結合型薬物のみが細胞膜を透過し，臓器，組織へ移行するこ

とから，血漿中のタンパク結合はVdに影響を与える重要な因子であり，PPBの

種差が Vd の種差の要因の一つと考えられる．例えば，主な血漿中タンパクで

ある Ab を生合成する各動物の肝機能の種差，Ab への結合性の種差などがタン



 

パク結合の違いとして観測される．ヒト肝細胞移植マウスでは hAb が血漿中に

分泌されていることから，タンパク結合率のプロファイルもヒトと類似してい

る可能性が高く，ヒトの Vdss 予測で高い精度を示した一因であると推測される．

ヒト肝細胞移植マウスの PPB の網羅的な評価は第 3 章にて報告する． 

ヒト肝細胞移植マウス，サル，ラットを用いたヒト CLt 値予測では，ヒト

肝細胞移植マウスから得られた予測 CLt 値は，実測値に対する 3 倍以内の予測

精度が最も高く (83.3%)，最も高い AAFE 値 (2.3) を示した．P450 酵素で代謝

される化合物の CL 予測方法は確立されているが，non-P450 酵素で代謝される

化合物の CL 予測は代謝酵素活性の種差が大きいため困難であると報告されて

いる (Ito and Houston, 2004; Ito and others, 1998; Obach, 1999; Obach and others, 1997; 

Shibata and others, 2002)．以上の背景から，本研究で主に non-P450 酵素で代謝さ

れる化合物を選択しており (25/30 化合物)，ヒト肝細胞移植マウスが non-P450

基質のヒト PK 予測の有用なモデルであることが示唆された．サルにおいても

ヒト CLt の予測値の実測値に対する 3 倍以内の予測精度は 70.0%，AAFE 値は

2.4 と高い精度を示し (Table I-6)，本研究で得られたサルの予測精度は，既報の

知見を裏付けるものであった (Lombardo and others, 2013a; Ward and Smith, 2004)．

3 種の動物モデルの中で，ラットは CLt の予測精度が最も低く，3 倍以内の予測

精度は 46.7%，AAFE 値は 4.2 であった (Table I-6)．ラットは従来，創薬研究に

おいて動物モデルとしてよく使用されているモデルであるが，ヒト肝細胞移植

マウスやサルに比べてヒトの Vdss および CLt 予測の精度が低いことが明らかと

なった．本研究では，ヒト肝細胞移植マウスが 3 つの動物モデルの中で最もヒ

トの CL 予測精度が高かった． 

サルとラットから算出した Unbound-based のヒト Vdss と CLt 予測精度には

Total-based の予測に比べ有意な改善は見られなかった．理論的には非結合型薬

物濃度に基づいた Unbound-based 予測の方が Total-based の予測よりも精度が高 

いと考えられるが，他の報告結果と同様に，本研究では fup の組み込みにより予

測精度は低下した (Lombardo and others, 2013a; Lombardo and others, 2013b)．非

結合型薬物濃度に基づく予測が改善しなかった理由の 1 つに，in vitro 法で算出

した fup 値が，化合物の吸着や沈殿などに起因する実験操作上の誤差により，in 



 

vivo での fup 値と同等ではなかった可能性が推察される． 

ヒト肝細胞移植マウスからの CLt 値予測において 4 つの化合物 (diazepam, 

benzydamine, mycophenolic acid，indomethacin) の予測はヒト実測値の 3倍から外

れた値を示した．Diazepam と benzydamine については過大，mycophenolic acid

と indomethacin については過小に予測されていた．Diazepam の CLt は全ての動

物モデルで過大に予測されており，ヒトの実測値と比較して，ヒト肝細胞移植

マウス，サル，ラットからの予測値はそれぞれ 20.9 倍，31.7 倍，41.8 倍であっ

た (Fig. I-1)．Sanoh らも，diazepam に関して，ヒトの実測 CLt 値に対するヒト

肝細胞移植マウス，ラットからの予測 CLt 値との乖離を指摘している (Sanoh 

and others, 2015)．マウスでの diazepam の CLtがヒトに比べて高く，ヒト肝細胞

移植マウス肝臓中の 15%程度の残存マウス肝細胞の影響が diazepam の CLt の過

大予測の要因と報告されている (Klotz and others, 1976)． 

Benzydamineについては，ヒト肝細胞移植マウスから予測したCLtがヒト実

測値に対して 5.3 倍であった．Benzydamine はヒトでは主に FMO によって代謝

され，benzydamine N-oxide が生成することが報告されている (Lang and Rettie, 

2000)．FMOは肝臓ミクロソームや肝細胞に存在する non-P450酵素であり，窒

素および硫黄原子の酸化反応を触媒する．Benzydamine N-oxide の形成には

P450 も寄与していることが報告されており  (Lang and Rettie, 2000)，

benzydamine の肝臓での代謝には，FMO と P450 の両酵素の関与が推測される．

マウス肝臓ミクロソームでの benzydamine の代謝速度は，ヒト肝臓ミクロソー

ムでの代謝速度に比べて高いことが示されている (data not shown)．以上のこ

とから，diazepam や benzydamine の過大な予測は，ヒト肝細胞移植マウスの肝

臓に残存するマウス肝細胞による代謝に起因する可能性が示唆され，そのよ

うな化合物はヒト肝細胞移植マウスモデルでの予測に適さないと考えられる．

マウスとヒトの肝臓ミクロソームまたは肝細胞での代謝速度の比較により，

ヒト肝臓よりもマウス肝臓での代謝速度が高い化合物を除外することで，ヒ

ト肝細胞移植マウスでの予測に適した化合物を選択することができる．今後，

RI 値を更に改善することができれば，ヒト肝細胞移植マウスの肝臓中の残存

マウス肝細胞の影響を低減させることができると考えられる． 



 

Mycophenolic acid と indomethacin については過小に予測されており，ヒト

実測 CLt 値がヒト肝細胞移植マウスからの予測 CLt 値に比べそれぞれ 13.3 倍，

13.4 倍であった．Mycophenolic acid はヒト肝臓ではグルクロン酸抱合が主要な

代謝経路として報告されており，同抱合代謝はヒト腎臓と空腸でも観察されて

いる (Bowalgaha and Miners, 2001)．Indomethacin はヒトで UGT2B7，UGT1A9 に

よって代謝され，腎および胆汁排泄を介して消失する (Duggan and others, 1972)．

両化合物は，ヒトでの肝外代謝と排泄がヒト肝細胞移植マウスのそれより寄与

が大きいため，CLt 値が低く予測されたと推測される．ヒト肝細胞移植マウス

において，化合物が過小に評価されるかどうかを判断するためには，化合物の

主要代謝酵素や排泄経路を明らかとし，ヒト肝細胞移植マウスを用いたヒトの

CLt 予測の in vivo 評価と組み合わせることが必要である．小腸ミクロソームを

用いた in vitro 試験も有用であると考えられる． 

AO 基質である 7 化合物 (BIBX 1382，carbazeran，fasudil，O6-benzylguanine，

XK-469，zaleplon，zoniporide) については，全ての化合物がヒト肝細胞移植マ

ウスより予測した CLt 値がヒト実測値の 3 倍以内であった．サルからの CLt 予

測では，7 化合物中 6 化合物がヒト実測値の 3 倍以内に予測されており，サル

も AO 代謝を受ける化合物のヒト CLt 予測に適したモデルであることが示され

た．サルでは O6- benzylguanine のみが実測 CLt値が予測 CLt値の 6 倍以上であっ

た．ヒトの肝細胞と肝ミクロソームを用いた検討では，O6-benzylguanine の主要

代謝物である O6-benzyl-8-oxoguanine の生成には AO だけでなく P450 (CYP1A2

と CYP3A4) も関与していることが示されている (Roy and others, 1995)．したが

って，ヒトでの P450 による O6-benzylguanine 代謝の寄与がサルを用いた場合の

過小評価の要因の一つであると考えられる．Hutzler らは，BIBX 1382 の代謝研

究の結果から，サルがヒトの AO 代謝の予測に有用なモデルになり得ることを

示唆している (Hutzler and others, 2014)．本研究では，AO 基質のヒト CLt値を予

測するための動物モデルとして，ヒト肝細胞移植マウスだけでなくサルも有用

であることを示した．これはサルの AO 活性がヒトと同様に高いことを反映し

ていると考えられる (Pryde and others, 2010)． 

ヒト肝細胞移植マウスは，霊長類を実験に使用する場合の倫理的問題を回



 

避できる点で，サルよりも実用的な動物モデルと考えられる．しかし，創薬段

階での費用対効果の面において，ヒト肝細胞移植マウスは依然として作製コス

トが高く貴重なモデルである．そこで，本研究では複数化合物をまとめて，低

用量で投与するカセット投与法を選択した．本研究で使用した化合物のうち，

albuterol, dapsone, diazepam, diclofenac, fasudil, ibupurofen, ketoprofen, (S)-naproxen，

zaleplon の 9 化合物について単品投与によるヒト肝細胞移植マウスの CLt値が報

告されており(Sanoh and others, 2015; Sanoh and Ohta, 2014)，fasudil と(S)-naproxen

を除き，カセット投与で得られた値の 2 倍以内の範囲内であった．したがって，

カセット投与により得られたヒト肝細胞移植マウスの CLt 値は，文献で報告さ

れている単品投与によるヒト肝細胞移植マウスの CLt 値と同等であることが示

された．Fasudil については，カセット投与，単品投与ともにマウスの肝血流を

超えていたこと，(S)-naproxen は低い CLt を示すことから，CLt 値の算出に切り

捨て誤差が影響する可能性がある．ヒト肝細胞移植マウスの反復使用は，使用

動物数およびコストを削減するためにも有益であり，本研究ではカセット投与

法と動物の反復使用を用いて，3 匹のヒト肝細胞移植マウスで 30 化合物の in 

vivo 評価を行うことに成功した． 

 

第 5 節 小括 

ヒト肝細胞移植マウスのヒト PK 予測への有用性の評価のため，ヒト肝細

胞移植マウス，サル，ラットを用いて，SSS 法により多様な代謝経路で代謝さ

れる 30 種類の化合物のヒト Vdssと CLtを予測した．その結果，ヒト肝細胞移植

マウスから予測したヒト Vdss はサルと同等の高い予測精度を示し，代謝の種差

により予測が困難とされるヒト CLt についてもヒト肝細胞移植マウスが最も高

い予測精度を示した． 

本研究によりヒト肝細胞移植マウスは，ヒト型の肝代謝およびタンパク結

合に基づく組織移行性を示し，創薬段階の化合物のヒト予測について，代謝の

種差を乗り越えることができる，有望なツールであることを明示した． 
  



 

第Ⅱ章 ヒト肝細胞移植マウスを用いた医薬候補品のヒト消失半減期予測 

 

第 1 節 緒言 

臨床試験の際に候補化合物の正確な投与計画を提案するためには，創薬段

階でのヒト PK パラメータの予測が重要である．薬物の血漿中濃度の t1/2 は，投

与計画の設定のための重要なパラメータの一つである．しかし，ヒトでの t1/2値

予測の報告は少なく，精度が不十分であることから，予測精度改善の必要があ

る (Lombardo and others, 2016; Sarver and others, 1997; Vuppugalla and others, 2011)．

UCN-01 (Hoke and others, 2000) や compound A (自社報告書) は，臨床試験におい

て予想外に長い t1/2値を示した開発候補品である．薬理学的効果に関して，例え

ば慢性疾患の治療薬においては，薬物の長い t1/2は，有効濃度を維持し，投与頻

度を減らすために好ましいプロファイルである．一方，UCN-01 や compound A

のような，薬物のヒトでの長すぎる t1/2は，薬物の蓄積，有害事象時の薬物の体

内からの速やかな除去が困難である等の理由による開発中止，そして薬物開発

期間の延長といった問題が生じる可能性がある．Smith らは，一般的に 1 日 1 回

投与の経口薬では 12－48 時間の t1/2 が理想的であることを示唆している (Smith 

and others, 2017)．臨床試験の際，予期せぬ長時間の薬物曝露を回避するために

は，非臨床段階でのヒトでの t1/2 値を正確に予測する方法が不可欠である． 

ヒト肝細胞移植マウスは肝臓の 85%以上がヒト肝細胞で構築され，肝臓に

はヒト薬物代謝酵素やトランスポーターを発現している (Katoh and others, 2004)．

第 I 章ではヒト肝細胞移植マウスを用いたヒトの Vdss と CLt の予測精度を，30

種類の化合物で検証し，同マウスはこれらのパラメータを予測するのに適した

モデルであることを示した．Sanoh らはヒト肝細胞移植マウスを用いたヒトで

の t1/2 の予測可能性について報告しているが，比較的短い t1/2 値を有する化合物

を用いており，ヒトでの t1/2 値が 30 時間以上の化合物は評価していない (Sanoh 

and others, 2012a)．そこで，本研究ではヒト肝細胞移植マウスを用いて，ヒトで

の静脈内投与および経口投与時の t1/2 値が 7－581 時間と比較的長い化合物を含

む 14 化合物を選択し，t1/2 予測について検証した． 

一般的に，薬物の経口投与後の消失相における t1/2は，薬物の血漿中濃度推



 

移の終点付近の傾きから算出しているため，t1/2 予測にはヒトの薬物の血漿中濃

度推移予測が必要である．動物モデルからヒトの薬物の血漿中濃度推移を予測

する方法として，Wajima superposition 法がある．同方法は，薬物の血漿中濃度

推移が動物種間で類似するという仮定に基づき，ヒトを含む様々な動物種の血

漿中濃度推移を体重差等で正規化した曲線は重ね合わせ可能であるという前提

により算出する方法である (Wajima and others, 2004)．Wajima superposition 法の

血漿中濃度推移予測の有用性については，PhRMA (Pharmaceutical Research and 

Manufacturers of America)，あるいは Lombardo らの研究において 54 の市販薬に

より報告されている (Lombardo and others, 2016; Vuppugalla and others, 2011)．本

研究では，ヒト肝細胞移植マウスと免疫不全マウス (ヒト肝細胞移植マウスの

宿主である CB17/Icr-Prkdcscid/CrlCrlj マウス) を用いて，選択した 14 化合物の

静脈内投与後の血漿濃度推移を取得し，これらの薬物のヒトの t1/2値の予測精度

を評価した．静脈内投与後の血漿中濃度推移が 2-コンパートメントモデルに従

う化合物のヒト t1/2 の予測には，Wajima superposition 法の血漿中濃度推移を採用

し，1-コンパートメントモデルに従う化合物においては，予測した CLt と Vdss

の比より求めた． 

 

第 2 節 実験材料と実験方法 

Ⅱ-2-i) 試薬 

Aripiprazole, compound A，compound B は自社 (Kanagawa, Japan) において

合成した．Chlorthalidone, pyrimethamine，tamoxifen は富士フィルム和光純薬工

業株式会社より購入した．Mefloquine と phenobarbital は東京化成工業株式会社 

(Tokyo, Japan) より購入した．UCN-01 と warfarin は Sigma-Aldrich 社 (St. Louis, 

MO, USA) より購入した．Gavestinel は，Tocris Bioscience 社 (Bristol, UK) から

購入した．Amiodarone は Synfine Research 社 (Richmond Hill, ON, Canada)から購

入した．Pazopanib は KareBay Biochem 社 (Monmouth Junction, NJ, USA) から購

入した．Probucol は MP Biomedicals 社 (Santa Ana, CA, USA) から購入した．そ

の他の試薬は HPLC 用試薬，試薬特級またはそれに相当する試薬を使用した． 

 



 

Ⅱ-2-ii) 使用動物 

本研究で使用した動物の飼育・実験は武田薬品工業株式会社湘南研究所の

IACUC の承認のもと，AAALAC International の承認を受けた動物倫理規則に従

って行った．雄性免疫不全マウス (CB17/Icr-Prkdcscid/CrlCrlj，9-14 weeks old) 

は日本チャールズリバー社から購入した．雄性ヒト肝細胞移植マウス (PXB マ

ウス®，15-20 weeks old) は，フェニックスバイオ社から購入した．移植用のヒ

ト肝細胞 (Lot BD195) は，BD Biosciences 社 (Woburn, MA, USA) から入手した．

ヒト肝細胞移植マウスにおけるヒトの RI 値は血液中の hAb 量の測定により評

価し (Tateno and others, 2004)，本研究で使用したヒト肝細胞移植マウスの RI 値

は 85－95%であった．動物は温湿度管理された施設内にて 12 時間明暗サイクル

下に飼育した． 

 

Ⅱ-2-iii) 薬物動態試験 

薬物動態試験には Table II-1 に示した 14 化合物を使用し，化合物 (カセッ

ト投与の場合は 1 群 10 化合物まで) を DMA または生理食塩水に溶解し，DMA

／生理食塩水で希釈し (1/1，v/v)，使用した．ヒト肝細胞移植マウス (UCN-01

では n=3，その他では n=4) および免疫不全マウス (UCN-01 では n=3，その他

では n=4) に各化合物 0.1 mg/kg の薬液 (1 mL/kg) を大腿静脈より静脈内投与し

た．血液採取時間は 0.25，0.5，1，2，4，8，24，48，72，96 時間 (血液量 20 

μL 以下) で尾静脈から抗凝固剤としてヘパリンを用いて血液を採取し，1,000 g，

4℃で 10 分間遠心分離し血漿を得た．  

 

Ⅱ-2-iv) 薬物濃度測定 

血漿 (5 μL) を，IS (Table II-1) を含むアセトニトリルと混合し 4,283 g，4℃

で 5 分間遠心分離した．上清を LC-MS/MS の移動相で希釈した．LC-MS/MS は，

LC 部に Prominence UFLC system (Shimadzu, Kyoto, Japan) を用い，脱気装置は

DGU-20A，送液ポンプは 10AD-VP または LC-20AD，オートサンプラーは SIL-

20ACHT，カラムオーブンはCTO-20ACを使用した．MS 部は API 5000 (株式会社エー

ビー・サイエックス)を使用した．解析には，Analyst softwareTM version 1.6.2 



 

(SCIEX) を使用した．各化合物は Table II-1 に示すフラグメンテーション値を用

いて検出した．LC とMS の分析条件は以下の通りである． 

 
カラム: Shim-pack XR-ODS (2.0 mm i.d. × 30 mm, 2.2 μm; Shimadzu, Tokyo, 
Japan) 

移動相 A: 0.2% (v/v) formic acid in 0.01 mol/L ammonium formate (pH 3.0) 

移動相 B: 0.2% (v/v) formic acid in acetonitrile 

流速: 0.7 mL/min. 

カラム温度: 50˚C 

グラジェント条件 (移動相Bの%): 5% (0-0.2 min)，5-99% (0.2-1.1 min)，
99% (1.1-1.8 min)，99-5% (1.8-1.81 min), 5% (1.81-2.6 min) 

 

Ⅱ-2-v) 薬物動態算出 

PK パラメータ，CLt と Vdss は WinNonlin Std. Ver 7.0 (Certara USA Inc.，

Princeton, NJ, USA) の Akaike's information criterion (AIC) 値に基づいて決定され

た 1-コンパートメントモデルまたは 2-コンパートメントモデルの血漿濃度推移

を用いて決定した．血漿濃度推移が 1-コンパートメントモデルに従う化合物は

ノンコンパートメント法で解析した．静脈内投与後の CLt は式 (1) より求めた．

血漿中濃度時間曲線下面積 (AUCiv) の値は時間 0 から投与後の測定可能な濃度

を用いて台形法により算出した．Vdssは CLt，AUCiv と AUMCiv (1 次モーメント

曲線下面積) から，式 (2) を用いて算出した．CLt と Vdss 値は，個々のマウス

について算出し，各群の平均値を記載した．計算は Microsoft Excel 2010 を用い

て行った． 

CL𝑡𝑡 =  Dose
AUCiv

         (1) 

Vd𝑠𝑠𝑠𝑠 =  AUMCiv
AUCiv

 ∙ CLt      (2) 

2-コンパートメントモデルに従う化合物の CLt と Vdss 値は，以下の式 (3)－(10) 

を用いて推定した． 



 

𝐶𝐶 =  𝐴𝐴 · exp(−𝛼𝛼 · 𝑡𝑡) +  𝐵𝐵 · exp(−𝛽𝛽 · 𝑡𝑡)        (3) 

 

C は濃度，t は投与後の時間であり，A，B，α，β は 2-コンパートメントモデル

の係数または指数である． 

 

AUC =  𝐴𝐴
𝛼𝛼

+ B
𝛽𝛽

                  (4) 

CL𝑡𝑡 =  Dose
AUC

      (5) 

𝑘𝑘21 =  𝐴𝐴∙𝛽𝛽+𝐵𝐵∙𝛼𝛼
𝐴𝐴+𝐵𝐵

    (6) 

𝑘𝑘10 =  𝛼𝛼∙𝛽𝛽
𝑘𝑘21

    (7) 

𝑘𝑘12 =  𝛼𝛼 + 𝛽𝛽 − 𝑘𝑘21 − 𝑘𝑘10                                         (8) 

Vc =  Dose
𝐴𝐴+𝐵𝐵

   (9) 

Vdss =  𝑘𝑘12+𝑘𝑘21
𝑘𝑘21

 ∙ Vc = Vc ∙ (1 +  𝑘𝑘12
𝑘𝑘21

)      (10) 

ここで k12, k21 および k10 は 2-コンパートメントモデルの 1 次移動速度定数であ

り，Vc は 2-コンパートメントモデルの中央コンパートメントの Vd である． 

 

Css =  Dose
Vdss

                   (11) 

MRT = Vdss
CLt

       (12) 

 

MRT (mean residence time) は平均滞留時間である．2-コンパートメントモデルの

PK 分析は，WinNonlin Std. Ver 7.0 を用いて実施した． 

 

Ⅱ-2-vi) 単種外挿法によるヒトクリアランスと分布容積の予測方法 

ヒトの CLt と Vdss は，SSS により式 (13)，式 (14) を用いて予測した．生

理学的パラメータに基づき，CLt (a = 0.75；血流，濾過作用等) と Vdss (b = 1.0；

臓器重量，生理的体積など) の予測には，固定指数値 (a, b) を用いた．ヒトの



 

BW は 60 kg を使用した (Hosea and others, 2009)．ヒト肝細胞移植マウスと免疫

不全マウスの BW は，動物の BW の平均値，それぞれ 0.020 kg，0.026 kg を使用

した．ヒトの MRT は，式 (15) 従い，予測したヒト CLt と Vdss の値から算出し

た． 

 

CLt,human =  CLt,animal ∙ ( BWhuman
BWanimal

 )𝑎𝑎              (13) 

Vdss,human =  Vdss,human ∙ ( BWhuman
BWanimal

 )𝑏𝑏              (14) 

MRThuman =  Vdss,human
CLt,human

                      (15) 

 

Ⅱ-2-vii) Wajima superposition によるヒトパラメータ算出 

Wajima らは，式 (16) で記述される血漿中濃度推移の正規化曲線を定義し

た (Wajima and others, 2004)．血漿濃度が各動物種の Css で，時間が各動物種の

MRT で正規化した血漿中濃度推移は全ての動物種間で類似し，重ね合わせ可能

であることを前提としている． 

 

𝐶𝐶′ =  A
Css

∙ exp(−𝛼𝛼 ∙ MRT ∙ t′)  + 𝐵𝐵
Css

∙ exp(−𝛽𝛽 ∙ MRT ∙ t′)   (16) 

 

C’は正規化された濃度 (C’ = C/Css) であり，t’は正規化された時間 (t’ = t/MRT) 

である． 

 

𝐶𝐶 =  Css,human
Css,animal

∙ 𝐴𝐴𝑎𝑎𝑎𝑎𝑎𝑎𝑎𝑎𝑎𝑎𝑎𝑎 ∙ exp(−𝛼𝛼𝑎𝑎𝑎𝑎𝑎𝑎𝑎𝑎𝑎𝑎𝑎𝑎 ∙
MRTanimal
MRThuman

∙ t)                         

+ Css,human
Css,animal

∙ 𝐵𝐵𝑎𝑎𝑎𝑎𝑎𝑎𝑎𝑎𝑎𝑎𝑎𝑎 ∙ exp(−𝛽𝛽 ∙ MRTanimal
MRThuman

∙ t)   (17) 

 

式 (17) から，ヒトのパラメータ A，B，α，β は，以下の式 (18)－(21) として

記述され，これらよりヒトパラメータ A，B，α，β を算出した． 

 



 

𝐴𝐴ℎ𝑢𝑢𝑢𝑢𝑢𝑢𝑢𝑢 =  Css,human
Css,animal

∙ 𝐴𝐴𝑎𝑎𝑎𝑎𝑎𝑎𝑎𝑎𝑎𝑎𝑎𝑎            (18) 

𝐵𝐵ℎ𝑢𝑢𝑢𝑢𝑢𝑢𝑢𝑢 =  Css,human
Css,animal

∙ 𝐵𝐵𝑎𝑎𝑎𝑎𝑎𝑎𝑎𝑎𝑎𝑎𝑎𝑎        (19) 

𝛼𝛼ℎ𝑢𝑢𝑢𝑢𝑢𝑢𝑢𝑢 =  𝛼𝛼𝑎𝑎𝑎𝑎𝑎𝑎𝑎𝑎𝑎𝑎𝑎𝑎 ∙
MRTanimal
MRThuman

                  (20) 

𝛽𝛽ℎ𝑢𝑢𝑢𝑢𝑢𝑢𝑢𝑢 = 𝛽𝛽𝑎𝑎𝑎𝑎𝑎𝑎𝑎𝑎𝑎𝑎𝑎𝑎 ∙
MRTanimal
MRThuman

                 (21) 

 

Ⅱ-2-viii) ヒトの半減期予測 

血漿中濃度推移が 1-コンパートメントモデルに従う化合物については，式

(22) によりヒトの t1/2 を算出した．血漿中濃度推移が 2-コンパートメントモデ

ルに従う化合物については，式 (21) から得られた βhumanを用いて，式 (23) に

よりヒトの消失相の t1/2 を算出した． 

 

t1/2,human =  ln (2) ∙ Vd𝑠𝑠𝑠𝑠,ℎ𝑢𝑢𝑢𝑢𝑢𝑢𝑢𝑢
CL𝑡𝑡,ℎ𝑢𝑢𝑢𝑢𝑢𝑢𝑢𝑢

     (22) 

t1/2,human =  ln (2)
𝛽𝛽ℎ𝑢𝑢𝑢𝑢𝑢𝑢𝑢𝑢

                     (23) 

 

第 3 節 結果 

Ⅱ-3-i) ヒト肝細胞移植マウスと免疫不全マウスの薬物動態パラメータの算出 

式 (2)－(13) で算出した 14 化合物のヒト肝細胞移植マウスおよび宿主マウ

スである免疫不全マウスの PK パラメータ，CLt，Vdss，MRT，A，B，α，β を

Table II-2，II-3に示した．ヒト肝細胞移植マウスでは chlorthalidone, phenobarbital, 

pyrimethamine，tamoxifen については 1-コンパートメントモデルを用い，その他

の化合物については 2-コンパートメントモデルを用いた．免疫不全マウスでは，

aripiprazole, chlorthalidone, mefloquine, phenobarbital, pyrimethamine, tamoxifen, 

UCN-01, compound A，compound B については 1-コンパートメントモデルを用

い，その他の化合物については2-コンパートメントモデルを用いた．WinNonlin 

Std. Ver 7.0 による 2-コンパートメントモデルの解析では，終末相のフィッティ

ングには最終時間から 4 時点以上を使用した． 



 

Ⅱ-3-ii) ヒトの薬物動態パラメータの算出 

Table II-2 および II-3 のパラメータを用いて，ヒトの PK パラメータ CLt，

Vdss，MRT，β を算出した．ヒト肝細胞移植マウスと免疫不全マウスから得ら

れたヒトの予測値を Table II-4 に示し，計算したヒトの t1/2 の予測値を Table II-5

にまとめた．14 化合物のヒトの実測 t1/2 値は，文献値と武田内報告書から引用

した (Table II-5)．ヒト肝細胞移植マウスを用いた場合，14 化合物のヒト t1/2 の

予測値は，実測値の 2 倍以内の予測精度が 71.4% (10/14 化合物)，3 倍以内の予

測精度が 85.7% (12/14 化合物) と高い予測精度であった．一方，ヒト肝細胞移

植マウスの宿主である免疫不全マウスでは，ヒト t1/2の予測値の 2 倍以内の予測

精度が 7.1% (1/14 化合物)，3 倍以内の予測精度が 42.9% (6/14 化合物) にとどま

った．ヒト肝細胞移植マウスおよび免疫不全マウスから予測したヒトの t1/2の予

測値と実測値と相関を Fig. II-1 に示した． 

 
Table II-1 Mass parameters and analytical conditions of 14 compounds. 
Compounds Ionization mode Molecular ion Product ion Internal standard 

Amiodarone [M + H]+ 646 100.1 diclofenac 

Aripiprazole [M + H]+ 448.1 285.1 alprenolol 

Chlorthalidone [M - H]- 337.2 146 diclofenac 

Compound A [M + H]+ 537.3 257.3 compound C 

Compound B [M + H]+ 631.5 527 compound C 

Gavestinel [M - H]- 373.1 329 diclofenac 

Mefloquine [M + H]+ 379.2 361.2 alprenolol 

Pazopanib [M + H]+ 438.2 357.2 alprenolol 

Phenobarbital [M + H]+ 233.3 198.1 alprenolol 

Probucol [M - H]- 515.4 236.4 diclofenac 

Pyrimethamine [M + H]+ 249.2 233.2 alprenolol 

Tamoxifen [M + H]+ 372.2 72.4 alprenolol 

UCN-01 [M + H]+ 483.2 88.1 alprenolol 

Warfarin [M - H]- 307.16 161 diclofenac 

Alprenolol [M + H]+ 250.3 116.3 

Internal standard Diclofenac [M - H]- 294.03 249.9 

Compound C [M + H]+ 549.3 188.4 
  



 
 

Table II-2 Calculated parameters from humanized liver mice. 

Compounds Compartment 
model 

Calculated parameters from humanized liver mice a  Fitted parameters from humanized liver mice b 
CLt 

(mL/min/kg) 
Vdss  MRT  A B  α β 

(L/kg)  (h)   (ng/mL) (ng/mL) (h-1) (h-1) 
Amiodarone 2 16.215 16.609 17.07  26.5 ± 14.5 3.89 ± 1.36 1.29 ± 0.69 0.0473 ± 0.0134 

Aripiprazole 2 22.487 17.936 13.29  11.1 ± 3.1 3.97 ± 0.88 0.926 ± 0.372 0.0639 ± 0.0067 

Chlorthalidone 1 15.783 ± 4.033 3.929 ± 0.512 4.48 ± 1.88  - - - - 

Compound A 2 2.695 11.726 72.52  115 ± 61 7.9 ± 0.7 5.2 ± 1.4 0.0133 ± 0.0024 

Compound B 2 114.829 14.74 2.14  31.7 ± 14.9 2.27 ± 0.49 5.04 ± 1.35 0.276 ± 0.055 

Gavestinel 2 0.77 0.114 2.46  1730 ± 127 63.4 ± 8.1 1.03 ± 0.055 0.131 ± 0.007 

Mefloquine 2 13.866 30.399 36.54  18.1 ± 3.5 2.23 ± 0.565 0.841 ± 0.202 0.0226 ± 0.0138 

Pazopanib 2 0.371 0.131 5.87  994 ± 82 65.6 ± 24.8 0.281 ± 0.029 0.0691 ± 0.0118 

Phenobarbital 1 6.067 ± 1.650 8.193 ± 4.255 21.54 ± 4.78  - - - - 

Probucol 2 1.166 2.895 41.38  46.6 ± 10.9 30.1 ± 3.9 0.479 ± 0.211 0.0226 ± 0.0021 

Pyrimethamine 1 6.150 ± 0.633 8.394 ± 3.027 22.4 ± 5.93  - - - - 

Tamoxifen 1 90.117 ± 7.483 19.375 ± 1.142 3.60 ± 0.36  - - - - 

UCN-01 2 0.024 0.143 99.11  823 ± 143 629 ± 104 0.22 ± 0.10 0.0096 ± 0.0025 

Warfarin 2 0.379 1.521 66.82  287 ± 66 27.5 ± 9.95 0.18 ± 0.59 0.0098 ± 0.0038 

 The symbol "-" specifies not calculated. 
a In the one-compartment model, the calculated parameters were shown as mean±SD obtained by Eq. 1 and 2, and in the two- compartment 
model, the parameters were calculated according to Eq. 3-12 using the fitted parameters, A, B, α and β. 
b In the two-compartment model, the fitted parameters were shown as estimated value±SD of the estimated variable. 
 



 
 

Table II-3 Calculated parameters from immunodeficient mice (host mice of humanized liver mice). 

Compounds Compartment 
model 

Calculated parameters from immunodeficient mice a  Fitted parameters from immunodeficient mice b 

CLt (mL/min/kg) Vdss (L/kg) MRT (h) 
 

A (ng/mL) B (ng/mL) α (h-1) β (h-1) 
 

Amiodarone 2 20.329 8.936 7.33  33.3 ± 11.6 3.0 ± 1.7 0.803 ± 0.299 0.0738 ± 0.0351 

Aripiprazole 1 14.450 ± 0.700 6.344 ± 0.745 7.31 ± 0.55  - - - - 

Chlorthalidone 1 46.400 ± 25.633 4.980 ± 2.085 2.58 ± 1.94  - - - - 

Compound A 1 10.98 ± 1.93 2.206 ± 0.254 3.41 ± 0.57  - - - - 

Compound B 1 17.000 ± 1.917 4.160 ± 0.577 4.08 ± 0.24  - - - - 

Gavestinel 1 145.783 ± 23.617 2.187 ± 0.354 0.25 ± 0.00  - - - - 

Mefloquine 1 16.599 ± 3.517 10.018 ± 3.206 10.34 ± 3.07  - - - - 

Pazopanib 2 0.233 0.129 9.23  1370 ± 524 260 ± 144 0.421 ± 0.41 0.0668 ± 0.0157 

Phenobarbital 1 4.783 ± 0.450 2.556 ± 0.353 8.95 ± 1.26  - - - - 

Probucol 2 0.369 1.464 66.12  127 ± 65 64.4 ± 12.5 0.966 ± 0.797 0.0147 ± 0.0025 

Pyrimethamine 1 4.833 ± 0.483 2.706 ± 0.150 9.39 ± 0.81  - - - - 

Tamoxifen 1 105.167 ± 6.900 18.595 ± 1.929 2.95 ± 0.26  - - - - 

UCN-01 1 35.717 ± 5.383 7.150 ± 0.710 3.35 ± 0.19  - - - - 

Warfarin 2 0.79 4.557 96.08  230 ± 31 9.8 ± 1.5 0.326 ± 0.042 0.007 ± 0.002 

The symbol "-" specifies not calculated. 
a In the one-compartment model, the calculated parameters were shown as mean±SD obtained by Eq. 1 and 2, and in the two- compartment 
model, the parameters were calculated according to Eq. 3-12 using the fitted parameters, A, B, α and β. 
b In the two-compartment model, the fitted parameters were shown as estimated value±SD of the estimated variable. 



 

Ⅱ-3-iii) ヒト肝細胞移植マウス，免疫不全マウスでの UCN-01 の血漿中濃度推移 

本研究で最も長いヒトの t1/2 を示した UCN-01 の，ヒト肝細胞移植マウスお

よび免疫不全マウスに静脈内投与後の血漿中濃度推移を Fig. II-2 に示す．UCN-

01 の静脈内投与後のヒト肝細胞移植マウスの血漿中濃度推移は免疫不全マウス

に比べて持続していた (Fig. II-2)．ヒト肝細胞移植マウスから得た UCN-01 のヒ

トでの予測値，CLt，Vdss，消失相の t1/2 は，それぞれ 0.003 mL/min/kg，0.143 

L/kg，536.2 時間であった (Table II-4，II-5)．UCN-01 のヒト肝細胞移植マウス

の CLt，Vdss，消失相の t1/2 はそれぞれ 5.158 mL/min/kg，7.150 L/kg，16.0 時間で

あった (Table II-4，II-5)． 

 

Table II-4 Predicted human parameters from humanized liver mice and immunodeficient 

mice (host mice). 

Compounds 
humanized liver mice  immunodeficient mice 

CLt 
(mL/min/kg) 

Vdss 

(L/kg) 
MRT 
(h) β (h-1)  CLt 

(mL/min/kg) 
Vdss 

(L/kg) 
MRT 
(h) β (h-1) 

Amiodarone 2.190 16.609 126.39 0.0064  2.936 8.936 50.73 0.0107 
Aripiprazole 3.037 17.936 98.42 0.0086  2.087 6.344 50.67 - 
Chlorthalidone 2.132 3.929 30.72 -  6.701 4.98 12.39 - 
Compound A 0.364 11.726 536.90 0.0018  1.586 2.206 23.18 - 
Compound B 15.51 14.740 15.84 0.0372  2.455 4.160 28.24 - 
Gavestinel 0.104 0.114 18.22 0.0177  21.054 2.187 1.73 - 
Mefloquine 1.873 30.399 270.51 0.0031  2.382 10.018 70.10 - 
Pazopanib 0.050 0.131 43.44 0.0093  0.034 0.129 63.95 0.0096 
Phenobarbital 0.819 8.193 166.64 -  0.691 2.556 61.67 - 
Probucol 0.157 2.895 307.32 0.0031  0.053 1.464 460.38 0.0021 
Pyrimethamine 0.831 8.394 168.42 -  0.698 2.706 64.61 - 
Tamoxifen 12.172 19.375 26.53 -  15.188 18.595 20.41 - 
UCN-01 0.003 0.143 762.61 0.0013  5.158 7.150 23.10 - 
Warfarin 0.051 1.521 494.67 0.0013  0.114 4.557 665.29 0.0010 

The symbol "-" specifies not calculated. 

 
  



 

Table II-5 Predicted and observed t1/2 in humans. 

Compounds 

t1/2 in humans (h) 

Predicted  
Observeda 

Humanized liver mice Immunodeficient mice 

Amiodarone 108.5 65.0 138 
Aripiprazole 80.6 35.1 71.9 
Compound A 385.1 16.1 375.2 
Compound B 18.6 19.6 7.2 
Chlorthalidone 21.3 8.6 40 
Gavestinel 39.2 1.2 28.9 
Mefloquine 227.1 48.6 445.4 
Pazopanib 74.3 71.8 31.1 
Phenobarbital 115.5 42.7 96 
Probucol 227.0 326.5 177.5 
Pyrimethamine 116.7 44.8 140 
Tamoxifen 18.4 14.1 118 
UCN-01 536.2 16.0 581 
Warfarin 522.1 693.1 35 

Prediction accuracy    

Within 2-fold error 71.4% 7.1%  

Within 3-fold error 85.7% 42.9%  

a amiodarone (Zhi and others, 2003), aripiprazole (Kubo and others, 2005), chlorthalidone 

(Carter and others, 2004), gavestinel (Hoke and others, 2000), mefloquine (Kolawole and 

others, 2000), pazopanib (Hurwitz and others, 2009), phenobarbital (Patel and others, 

1980), probucol (Kim and others, 2009), pyrimethamine (Almond and others, 2000), 

tamoxifen (Kivisto and others, 1998), UCN-01 (Fuse and others, 2005), warfarin (Holford, 

1986), compound A, and compound B (Internal report in Takeda Pharmaceutical 

Company Ltd.)． 
  



 

(A) 

 
(B) 

 
Figure II-1 Relationship of obtained t1/2 values (A) between humans and humanized 

liver mice, and (B) between humans and immunodeficient mice. The solid lines 

represent unity and the areas between the fine dotted lines or dotted lines represent the 

range within a 2-fold or a 3-fold of unity. 
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Figure II-2 Observed plasma concentration-time curves of UCN-01 after i.v. dosing of 

UCN-01 at 0.1 mg/kg in humanized liver mice (black circles) and immunodeficient mice 

(open circles). Each plotted value represents the mean + SD of three mice. 

 

第 4 節 考察 

第Ⅰ章では，30 種類の化合物を用いてヒト肝細胞移植マウスがヒトの CLtと

Vdss 値を予測するのに有用な動物モデルであることを示した．半減期 (t1/2) は

CLt と Vdss の複合的なパラメータであることから，第Ⅰ章の結果は，ヒト肝細胞

移植マウスを用いることによりヒトの t1/2値を予測できる可能性を示唆している．

本研究では t1/2 値が長い化合物のヒト t1/2 値の予測精度を検証するために，t1/2 値

が 24 時間を超える薬剤 13 化合物，そして compound A の後発開発品 compound 

B の計 14 化合物を選択した． 

ヒト血漿中のUCN-01の消失相の t1/2 はイヌ，ラット，マウスの値よりも有

意に長いことが報告されている (Fuse and others, 2005)．UCN-01 のヒト肝細胞移

植マウスでの血漿中濃度は宿主の免疫不全マウスに比べて持続しており (Fig. 

II-2)，ヒト肝細胞移植マウスから予測したヒトのパラメータ，CLt，Vdss，消失
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相の t1/2 の値は，報告されているヒトのパラメータと同等であり，それぞれ

0.003 mL/min/kg，0.113 L/kg，581 時間であった (Table II-4 および II-5) (Fuse and 

others, 2005)．一方，免疫不全マウスから得たこれらのパラメータは，ヒト肝細

胞移植マウスから得たパラメータとは乖離しており，イヌ，ラット，マウスか

ら得られたパラメータと類似していた (Fuse and others, 2005)．免疫不全マウス，

マウス，ラット，イヌの CLt，Vdss，消失相の t1/2 の値はそれぞれ 10－60 

mL/min/kg，6－17 L/kg，4－12 時間であり，ヒトで得られた値よりも CLt，Vdss

が高かった (Fuse and others, 2005)．これらの実験動物モデルの中では，ヒト肝

細胞移植マウスのみが UCN-01 のヒトの CLt，Vdss，および消失相の t1/2 値が予

測可能であった．UCN-01 の in vitro での PPB 試験やヒト α1-酸性糖タンパク質 

(hAGP) の存在下または非存在下での in vivo 試験の結果から，UCN-01 の hAGP

への特異的な，かつ高い親和性の結合が，臨床試験での UCN-01 が予想外の長

い t1/2 が観察された要因であると推測されている (Fuse and others, 2005)．したが

って，ヒト肝細胞移植マウスから得られたヒトパラメータの高い予測精度は，

ヒト肝細胞移植マウスとヒトの間で UCN-01 の PPB が類似しているためと考え

られる．AGP は肝臓で合成され血漿中に分泌されることから (Fournier and 

others, 2000)，ヒト肝細胞移植マウスでは hAGP が分泌され，ヒトと近い UCN-

01 の血漿中濃度推移を示したと推測される．最近，ヒト肝細胞移植マウスの血

漿中にヒトと同程度の濃度で hAGP が分泌されていることがフェニックスバイ

オ社から報告されている (Shintani, T., personal communication)． 

Compound A は，心血管疾患および代謝性疾患の治療薬として武田薬品工

業株式会社内にて開発されていたが，臨床試験では，経口投与後 375.2 時間と

いう予想外に長い t1/2 値を示すことが明らかとなった．UCN-01 と同様に，ヒト

での compound Aの血漿中濃度持続は，サル，ラット，イヌからは予測不可能で

あった (武田薬品工業株式会社内報告書)．本研究では，compound A のヒト t1/2

値はヒト肝細胞移植マウスにより 385.1 時間と予測され，実測値とほぼ同等の

値が得られた (Table II-5)．Compound A の後発品として見出された compound B

は，compound A よりもヒトで短い t1/2 (7.2 時間) を示し，ヒト肝細胞移植マウス

から予測したヒトの t1/2 (18.6 時間) はヒト実測値の 3 倍以内であった (Table II-



 

5)．非臨床段階でヒト肝細胞移植マウスをヒトPKパラメータ予測に活用するこ

とができていれば，compound A と compound B のヒトの t1/2 値の違いは臨床試験

前に明らかにすることが可能であったと考えられる． 

一般的に，長い t1/2を示す薬物の多くは高い組織分布を示すことが知られて

いる．抗不整脈薬である amiodarone は白色脂肪に蓄積し，長い消失相 t1/2 を示

すことが報告されている (Anastasiou-Nana and others, 1982; Holt and others, 1983; 

Latini and others, 1984; Plomp and others, 1984)．Amiodarone の長期投与後のウサ

ギでの生体内分布の調査では，amiodarone の濃度は脂肪組織で最も高く，次い

で肺，肝臓，筋肉の順であった (Kannan and others, 1985)．Mefloquine のヒトで

の薬物動態研究によると，その体内からの消失が遅い要因として広範囲にわた

る組織への結合であることが推測されている  (Karbwang and White, 1990; 

Kolawole and others, 2000)．Probucol に関しても，ヒトで血漿中よりも脂肪組織

中の方が Probucol の濃度が高かった (Choisy and Millart, 1980)．本研究では，こ

れらの amiodarone，mefloquine，probucol のヒト肝細胞移植マウスからのヒトの

t1/2 の予測値は，ヒト実測値の 2 倍以内であった．ヒト肝細胞移植マウスにより，

組織分布の大きいこれら 3 化合物の Vdssが予測可能であったため，ヒト t1/2の高

い予測精度が得られたと推測される． 

Tamoxifen と warfarin はヒト肝細胞移植マウスからヒト t1/2 予測が外れた化

合物である．Tamoxifen の t1/2 値は，ヒト肝細胞移植マウスでは過小に予測され

ており，宿主の免疫不全マウスから得たパラメータと同程度であった．

Tamoxifen は主に P450 によって代謝を受けることが報告されており (Klein and 

others, 2013)，両マウスの tamoxifen の CLt 値はマウス肝血流 (90 mL/min/kg) に

近かったことから，ヒト肝細胞移植マウスの残存マウス肝細胞の代謝活性の影

響を受け，CLt 値が高く予測された結果，ヒトでの t1/2 を過小に予測したと考え

られる．Tamoxifen のヒトとマウスの肝外の排泄経路の種差が予測精度に影響

している可能性もあげられる．ヒト肝細胞移植マウスと免疫不全マウスの血漿

中の代謝物評価や尿中排泄物の測定により，要因を解明することができると考

えられる． 

ヒト肝細胞移植マウスの warfarin のヒト t1/2 予測値は 522.1 時間であったが，



 

ヒトでの t1/2 実測値は 35 時間であった (Table II-5)．ヒト肝細胞移植マウスの

warfarin の予測 CLt値は 0.051 mL/min/kg (Table II-4) であり，ヒトで観察された

CLt値，0.06 mL/min/kg と近い値であった (Bjornsson and others, 1979)．一方，ヒ

ト肝細胞移植マウスによる warfarin の予測ヒト Vdss 値は 1.521 L/kg であり，ヒ

トで観測された Vdss値の 0.13 L/kg (Bjornsson and others, 1979) よりも 10 倍高か

ったことから (Table II-4)，ヒト肝細胞移植マウスからの warfarin のヒト Vdss の

予測精度の低さが t1/2 予測の低さに影響していると推測できる．Nakayama らは，

ヒト肝細胞移植マウスを用いた warfarin の PKパラメータ予測について我々と同

様の結果を報告している (Nakayama and others, 2018)．Nakayama らは Rodgers 式

を用いてヒト肝細胞移植マウスから warfarin のヒト Vdss を予測し，予測値が観

察されたヒト実測値と比較して 4.70 倍であった (Nakayama and others, 2018)．ヒ

ト肝細胞移植マウスの warfarin の PPB はヒトと類似していたことから (Inoue 

and others, 2009)，ヒト肝細胞移植マウスのヒト Vdss の予測精度の低さは，PPB

以外の要因によるものと考えられる．Inoue らはヒト肝細胞移植マウスで

warfarin の 30 mg/kg での経口投与後の t1/2 が 17.6 時間であったことを報告して

おり，本研究で得られたヒト肝細胞移植マウスの t1/2，70.5 時間と乖離していた．

彼らの研究では，warfarin の投与量は高く，最高濃度は 57,100 ng/mL であった

のに対し(Inoue and others, 2009)，本研究では最高濃度は 287 ng/mL と低濃度で

あり (Table II-2，パラメータ A)，消失相の t1/2 は 70.5 時間であったことから 

(Table II-5)，warfarin の非線形動態がヒト Vdss や t1/2 値が外れた一つの要因とし

て考えられる．Warfarin の非線形動態については，warfarin の持つ target-

mediated drug disposition (TMDD) の性質，すなわち低濃度でよりターゲット組

織へ高く分布する性質，に起因するという報告があり (van Waterschoot and 

others, 2018)，これによりヒト肝細胞移植マウスでの投与用量の差による t1/2 の

乖離が観測されたと推察される． 

低 CL 化合物については，in vitro での正確な CLint値の決定が困難であるた

め，in vitro-in vivo 外挿法によるヒトの PK 予測は信頼性が低いことが知られて

いる．本研究では，ヒト肝細胞移植マウスを用いることにより低 CL 化合物で

ある gavestinel，pazpopanib，UCN-01 のヒトでの t1/2 を精度よく予測することが



 

できた．Lombardo らは約 400 種類の化合物を用いてヒトの CLtと Vdssの予測精

度を包括的に検証しており，予測に関して推奨モデルを提案している 

(Lombardo and others, 2013a; Lombardo and others, 2013b)．しかし，彼らの推奨モ

デルを実行するためにはラット，イヌ，サルを用いた多くの in vivo および in 

vitro 試験が必要である．本研究の方法では，ヒトの値を予測するためのパラメ

ータとしてヒト肝細胞移植マウスを用いた静脈投与での in vivo 試験のみ必要で

あり，動物選択のプロセスや in vitro の評価を回避することができる．この手法

のもう一つの利点として，PPB の評価は必要としない点である．非結合型薬物

濃度に基づいたヒト CLtと Vdssは，ヒトと動物との間の血漿中の fup を用いて次

のように計算できる; 

Unbound-based CLt,human = Total-based CLt,human X (fup,human/fup,animal) 

Unbound-based Vdss,human = Total-based Vdss,human X (fup,human/fup,animal) 

II-2-vii) の式 (22) と式 (23) による t1/2 算出の過程では，Vdss/CLt が利用され，

1-コンパートメントモデルおよび 2-コンパートメントモデルについてVdssとCLt

の fup の比が相殺される．以上のことから，本研究で用いたヒトの t1/2 予測方法

は，ヒト肝細胞移植マウスの in vivo 試験の結果のみを使用し，PPB の評価を必

要としないことから，創薬の初期段階で化合物の迅速な優先順位決定に適して

いる．本報告で提案したヒトの t1/2値の予測方法は簡易な方法であることから創

薬初期には非常に有用であるが，以下の点に注意が必要である．マウス肝細胞

の残存活性がヒトの CLtと t1/2 の予測に影響を与える可能性があるため，宿主の

免疫不全マウスの CLt との比較は重要である．Kamimura らは，別種のヒト肝細

胞移植マウス (単純ヘルペスウイルス 1 型チミジンキナーゼ導入遺伝子を発現

する NOD/Shi-scid IL2 受容体 γ-null マウス) の肝 CL (CLh,int) と 0－96.9%の RI が

異なるヒト肝細胞移植マウスとの相関から，理論上 RI が 100%置換されたヒト

肝細胞移植マウスの CL として計算しヒト予測に用いている (Kamimura and 

others, 2017)．このような手法も残存マウス活性の影響を回避するのに有効と考

えられる．最近，Nakayama らは，ヒト肝細胞移植マウスと physiologically based 

pharmacokinetic (PBPK) モデリングの併用によるヒト PK 予測を報告しており 

(Nakayama and others, 2018)，本手法は候補化合物選択後に代謝経路情報を取得



 

した後のアプローチとして，臨床試験での投与設計に有効であると考えられる． 

 

第 5 節 小括 

本研究ではヒト肝細胞移植マウスを用いた 14 化合物の静脈内投与後の血漿

中濃度推移から，1-または 2-コンパートメントモデルにより動物での個別PKパ

ラメータを得て，ヒト Vdss と CLt 値を SSS にて予測し，これらからヒトの消失

相の t1/2を算出した．ヒト肝細胞移植マウスの宿主の免疫不全マウスを用いた際，

ヒトの実測での t1/2 値の 2 倍以内の予測精度は 7.1%にとどまった一方，ヒト肝

細胞移植マウスからは 2 倍以内の予測精度は 71.4%と高い予測精度を得た．以

上，ヒトでの消失半減期の長い医薬候補品の体内動態予測についてもヒト肝細

胞移植マウスが有効であることが示された．従来の in vitro および in vivo モデル

では予測不可能であったヒトでの長い t1/2値を示す医薬候補品の体内動態の特徴

を，ヒト肝細胞移植マウスを用いることによって非臨床段階にて把握しうるこ

とを明示した． 

  



 

第Ⅲ章 異なるヒト肝細胞移植マウスを用いた医薬候補品の血漿中タンパク非

結合型分率の評価，およびヒト肝細胞移植マウスの代替血漿の作成 

 

第Ⅰ節 緒言 

薬物の血漿，組織，ターゲット結合部位での fup は，PK や薬力学 (PD) に

大きな影響を与える．フリー体仮説によれば，体内では非結合型の薬物のみが

細胞膜を通過し標的部位に到達するため，CL や Vd などの PK 特性に影響を与

えることから (Smith and others, 2010)，PPB は重要なパラメータの一つである．

フリー体仮説は，薬理学の原理として広く受け入れられており(Heuberger and 

others, 2013; Smith and others, 2010; Trainor, 2007)，PPB が pharmacokinetics and 

pharmacodynamics (PK/PD) (Brammer and others, 1990; Day and others, 1995; 

Debruyne, 1997; Hammarlund-Udenaes and others, 2008; Lin, 2008; Liu and others, 

2006; Maurer and others, 2005; Schramm and others, 1994)，薬物－薬物相互作用 

(DDI) (Di and others, 2017; Hanke and others, 2018; Heuberger and others, 2013; 

Hochman and others, 2015)，毒性 (Honda and others, 2019; Redfern and others, 2003; 

Webster and others, 2002) において重要な役割を果たしている例は数多く報告さ

れている． 

しかし，薬物の PPB の生体内での有効性との関係については相反する報告

例もあり，血漿中の fup を用いた補正の是非については広く議論されてきた 

(Smith and others, 2010)．フリー体仮説が常に適用されるとは限らない 1 つの例

は，ヒトの PK 予測である．Lombardo らは，ヒトの CL と Vd 予測の包括的な解

析で，一般的に fup の補正により，アロメトリックスケーリング法や in vitro ス

ケーリング法を含むすべての方法によるヒトの PK 予測精度を悪化させる傾向

があることを指摘している (Lombardo and others, 2013a; Lombardo and others, 

2013b)．第Ⅰ章では，ヒト肝細胞移植マウスからの SSS によるヒトの CLt と Vdss

予測について検証し，サルとラットにおいて，fup の補正で予測精度が改善せず，

Lambardo らと同様の結果が得られたことを示した． 

ヒト肝細胞移植マウスは肝臓内にヒト薬物代謝酵素やトランスポーターを

発現していることが報告されており (Katoh and others, 2004; Katoh and others, 



 

2005a)，その肝臓中でのヒトの RI 値は，分泌される血中 hAb 濃度を用いて算出

される．ヒト Ab は薬物の PPB に関与する主要なタンパク質であり，ヒト肝細

胞移植マウスの血漿中にも分泌されることから，薬物のヒト肝細胞移植マウス

での PPB はヒトの PPB と類似する可能性がある．しかし，それらを比較した報

告例は少ない (Sanoh and others, 2012b). 

ヒト肝細胞移植マウスは，ヒトの PK 予測だけでなく薬理作用 (Klumpp and 

others, 2018; Mueller and others, 2018; Uchida and others, 2017; Yoshizato and Tateno, 

2013)，DDI (Takaoka and others, 2018; Takehara and others, 2019; Uchida and others, 

2018)，毒性 (Nihira and others, 2019; Sanoh and others, 2017; Tateno and others, 2019; 

Tateno and others, 2015) の予測にも用いられている．しかしながら，これらの研

究ではヒト肝細胞移植マウスの PPB を考慮した評価は報告されていない．ヒト

肝細胞移植マウスは作製に各個体に手術が必要なため工数がかかる点 (Scheer 

and Wilson, 2016)，一匹から採取できる血漿が少量である点から，ヒト肝細胞移

植マウスの PPB 値はヒトと同等の値として扱っている報告が多い (Nakayama 

and others, 2019; Naritomi and others, 2018; Naritomi and others, 2019; Sanoh and others, 

2012b)．したがって，入手が容易で適切な人工ヒト肝細胞移植マウス血漿が利

用可能であれば，ヒト肝細胞移植マウスの PPB 値を評価するための代替血漿と

して有用である．本研究では，第Ⅰ章および第Ⅱ章で使用した，免疫不全型のヒ

ト肝細胞移植マウスモデル (ヒト肝細胞移植マウス(I)とする) の宿主である免

疫不全マウス (CB17/Icr-Prkdcscid/CCrrlj マウス) の血漿にヒト血漿を混合した

人工ヒト肝細胞移植マウス血漿を用いて，39 化合物の PPB 値を評価した． 

別のヒト肝細胞移植マウスとして，肝特異的障害誘導型のマウスであるヒ

ト肝細胞移植マウス (ヒト肝細胞移植マウス(II)) が，単純ヘルペスウイルス 1

型チミジンキナーゼトランスジーンを発現するNOD/Shi-scid IL2受容体 γ-nullマ

ウスから開発され活用されている (Hasegawa and others, 2011)．ヒト肝細胞移植

マウス(II)についても，ヒトのPK，代謝プロファイル，DDI (Hasegawa and others, 

2011; Suzuki and others, 2017; Yamazaki and others, 2013)，毒性 (Uchida and others, 

2015; Xu and others, 2015a; Xu and others, 2015b) を予測するのに有用な動物モデ

ルであることが報告されているが，PPB 評価の報告は少ない．最近，Nakayama



 

らは，ヒト肝細胞移植マウス(II) の血漿中の 15 化合物の PPB を報告しており，

いくつかの化合物のヒト肝細胞移植マウス(II) の PPB プロファイルがヒトとは

異なることを示している (Nakayama and others, 2020; Uchida and others, 2015; Xu 

and others, 2015a; Xu and others, 2015b)． 

本研究では，二種類のヒト肝細胞移植マウス，ヒト肝細胞移植マウス (I) 

および (II)の血漿を用いて化合物の PPB を評価し，ヒトの PPB 値との比較を行

った．人工ヒト肝細胞移植マウス (I) の血漿作成のためのヒト血漿と免疫不全

マウス血漿の最適混合比を検討した．最後に，ヒト肝細胞移植マウス(I)から得

られた fup 値を用いてヒト CLt と Vdss 予測の有用性を再評価し，ヒト PK 予測の

際の PPB の役割について考察した． 

 

第 2 節 実験材料と実験方法 

Ⅲ-2-i) 試薬 

試薬は第 I 章および第 II 章に記載と同様に入手した．ヒト肝細胞移植マウ

ス(I) (PXB マウス®) の血漿はフェニックスバイオ社から購入した．血漿の非結

合型分率 (fup) 試験に使用したヒト肝細胞移植マウス (I) の RI 値は 76%から

95%であった．ヒト肝細胞移植マウス(II) (NOD/Shi-scid IL2 receptor gamma-null 

mice expressing a herpes simplex virus type-1 thymidine kinase transgene, humanized 

TK-NOG マウス) の血漿は，インビボサイエンス社 (Tokyo, Japan) から提供さ

れた．使用したヒト肝細胞移植マウス(II)の RI 値は 77%から 86%であった．ヒ

ト肝細胞移植マウス(I)の宿主である免疫不全マウス血漿は，日本チャールズリ

バー社から購入した．その他の試薬や溶媒はすべて富士フィルム和光純薬工業

から入手した． 

 

Ⅲ-2-ii) 血漿中非結合型分率の評価 

各化合物の fup を HTD96 dialysis chamber (HTDialysis, CT, USA) およびセル

ロース膜  (MWCO 6-8 kDa，Gales Ferry，CT，USA) を用いた平衡透析法 

(Banker and others, 2003; Wang and others, 2014) により測定した．血漿と，最終

濃度が 1 μg/mL となるように化合物溶液を混合した．リン酸緩衝生理食塩水 



 

(PBS) あるいはリン酸塩緩衝液に対して，CO2インキュベーター中 37℃で 24 時

間，60 rpm で振盪した．血漿側および緩衝液側の透析液を，IS (Table I-1, II-1) 

を含むアセトニトリルで除タンパク後，4,283 g，4℃で 5 分間遠心分離した．上

清を高速液体クロマトグラフ-タンデム質量分析装置 (LC-MS/MS) で分析した．

透析装置の血漿側からの化合物の濃度に対する緩衝液側側からの化合物の濃度

の比として fup を計算した．血漿 (ヒト肝細胞移植マウス(I)の血漿，ヒト肝細胞

移植マウス(II) の血漿，免疫不全マウス血漿，ヒトと免疫不全マウスの混合血

漿 (30/70; v/v) および (85/15; v/v)を，化合物溶液と混合し最終濃度が 1 μg/mL

となるように調整した．39 化合物のうち 9 化合物 (aripiprazole, chlorthalidone, 

gavestinel, mefloquine, pazopanib, pyrimethamine, UCN-01, tamoxifen, warfarin) につ

いては，低い fup が予想されたため，血漿を生理食塩水で 10 倍に希釈して使用

した．式(1) に従って fup を計算した． 

 
f𝑢𝑢𝑢𝑢 =  compound concentration in buffer 

 compound concentration in plasma
            (1) 

10%希釈血漿を用いて分析した化合物の fup は，式(2) および (3) に従って算出

した． 

 
f′𝑢𝑢𝑢𝑢 =  compound concentration in buffer 

 compound concentration in 10% diluted plasma
          (2) 

f𝑢𝑢𝑢𝑢 =
 1𝐷𝐷 

 � 1
f′𝑝𝑝

−1�+1
𝐷𝐷

          (3) 

where D is the dilution factor. 

 

Ⅲ-2-iii) 免疫不全マウスを用いた薬物動態試験 

免疫不全マウスを用いた PK 試験には，第Ⅰ章で評価した 30 化合物を使用し

た．化合物 (カセット投与の場合は 1 群最大 10 化合物) を DMA または生理食

塩水で溶解し，DMA／生理食塩水で 1:1 (v/v) に希釈した．各化合物について，

免疫不全マウス (n=3) に薬液 (1 mL/kg) を 0.1 mg/kg の用量で大腿静脈から静

脈内投与した．その後，尾静脈から抗凝固剤としてヘパリンを用いて血液を採

取した．採血は 0.083, 0.25，1，3，7，24 時間後とし，得られた試料を 4℃で

13,000 g，5 分間遠心分離し血漿を得た．次いで，血漿 (5 μL) に IS (第 I 章，



 

Table I-1) を含むアセトニトリルと混合し 4,283 g，4℃で 5 分間遠心分離した．

上清を LC-MS/MS (API 5000 または API 4000，AB Sciex，Foster City, CA, USA) 

を用いて分析した． 

 

Ⅲ-2-iv) 薬物濃度測定 

Ⅲ-2-ii および iii で得た上清中の薬物濃度分析は第 I 章 I-2-vi，および第 II 章

II-2-iv と同様の方法，パラメータ (Table I-1, II-1) を用いて LC-MS/MS にて実施

した． 

 

Ⅲ-2-v) 免疫不全マウスのクリアランス，分布容積評価 

静脈内投与により得られた血漿中濃度曲線推移を用いて第 I 章 I-2-viii と同

様の方法で算出した．Aripiprazole, gavestinel, pazopanib, pyrimethamine, UCN-01

の 5 化合物の PK パラメータは第Ⅱ章で得た値を用いた． 

 

Ⅲ-2-vi) クリアランス，分布容積のヒト予測 

Total-based，Unbound-based のヒトの CLt と Vdss の予測は第 I 章 I-2-ix 記載

の方法で算出した．ヒト肝細胞移植マウスと免疫不全マウスの BW は，それぞ

れ 0.0203 kg と 0.0261 kg を用いた． 

 

第 3 節 結果 

Ⅲ-3-i) ヒト，ヒト肝細胞移植マウス (I)，宿主の免疫不全マウスの血漿の非結

合型分率，およびヒトと免疫不全マウスの混合血漿の非結合型分率 

ヒト，ヒト肝細胞移植マウス (I)，宿主の免疫不全マウス血漿の 39 化合物

の fup を Table III-1 にまとめた．ヒトと免疫不全マウスの混合血漿 (30:70, 85:15) 

の 39 化合物の非結合型分率 (fu) を Table III-1 にまとめた．ヒトから得られた

fup 値とヒト肝細胞移植マウス (I) と免疫不全マウスの fup 値との相関を Fig. III-1 

(A)，III-1 (B)に示した．ヒトの 39化合物の fup値とヒト肝細胞移植マウス (I) ま

たは免疫不全マウスの fup 値との関係を線形回帰により評価した．その結果，ヒ

トとヒト肝細胞移植マウス (I) では y = 1.055x (R2 = 0.9733)，ヒトと免疫不全マ



 

ウスでは y = 1.087x (R2 = 0.6022) の値が得られた．ヒト肝細胞移植マウス (I) と

免疫不全マウスから得られた fup 値のうち，ヒトの fup 値の 3 倍以内の fup 値を有

する化合物の割合は，ヒト肝細胞移植マウス (I) で 87.2% (34/39 化合物)，免疫

不全マウスで 59.0% (23/39 化合物) であった．Diazepam, ibuprofen, ketoprofen, 

(S)-naproxen, UCN-01の fup値は，ヒト肝細胞移植マウス (I) ではヒトよりも 3倍

以上であった．Diazepam は 4.19 倍，ibuprofen は 3.56 倍，ketoprofen は 3.14 倍，

(S)-naproxen は 9.56 倍，UCN-01 は 8.77 倍であった． 

ヒト肝細胞移植マウス  (I) 血漿と，ヒトと免疫不全マウスの混合血漿 

(30:70) または (85:15) の混合血漿から得られた fu 値との相関を Fig. III-1 (C)，

III-1 (D) に示した．ヒト肝細胞移植マウス (I) 血漿とヒトと免疫不全マウスの

混合血漿 (30:70) との関係は線形回帰により，y = 1.036x (R2 = 0.847)，ヒト肝細

胞移植マウス(I) 血漿とヒトと免疫不全マウスの混合血漿 (85:15) の関係は線

形回帰により，y = 0.958x (R2 = 0.955) であった．混合血漿で得られた fu 値のう

ち，ヒト肝細胞移植マウス (I) の fup 値の 3 倍以内にある化合物の割合は，混合

血漿 (30:70)で 74.4%，混合血漿 (85:15)で 97.4%であった． 

 

Ⅲ-3-ii) ヒト肝細胞移植マウス (II) の血漿の非結合型分率 

ヒト肝細胞移植マウス (II) の 24 化合物の fup 値を Table III-2 にまとめた．

15 化合物のヒト肝細胞移植マウス (II) 血漿中の fup 値は，文献から引用した 

(Nakayama and others, 2020)．ヒト，ヒト肝細胞移植マウス (I)，(II) 間の 24 化合

物の fup 値の関係を Fig. III-2 (A)，III-2 (B) に示した．ヒト肝細胞移植マウス(II)

で分析した 24 化合物のうち 15 化合物 (62.5%) の fup 値はヒト fup 値の 3 倍以内

であった．ヒト肝細胞移植マウス (II) 血漿での fup 値と，混合血漿 (30:70) ま

たは (85:15) から得られた fu 値の関係を，Fig III-2 (C)，III-2 (D) に示した．ヒ

ト肝細胞移植マウス (II) の fup 値の 3 倍以内の化合物の割合は，混合血漿 

(30:70)では 56.3%であり，混合血漿 (85:15)では 62.5%であった． 

 

Ⅲ-3-iii ) 免疫不全マウスのクリアランスおよび分布容積 

免疫不全マウスから得られた CLtと Vdssは，Table III-3 にまとめた．ヒト肝



 

細胞移植マウス (I) と免疫不全マウスから予測されたヒト CL と Vdss を Table 

III-4 にまとめた．得られた免疫不全マウスから予測したヒト CLt と Vdss 予測値

と第 I 章の結果 (I-3-1)，第 II 章の結果 (II-3-ii) で得られたヒト肝細胞移植マウ

スから算出したヒト CLt と Vdss 予測値とヒトの実測 CLt と Vdss 値を比較した．

ヒト肝細胞移植マウス，免疫不全マウス (I) から算出した Total-based の CLt 予

測値はそれぞれ 80.6%，55.6%がヒト実測 CLt 値の 3 倍以内であったが，

Unbound-based の Vdss 予測値はそれぞれ 69.4%，25.0%がヒト実測 CLt 値の 3 倍

以内であった．ヒト肝細胞移植マウス (I) および免疫不全マウスから算出した

Total-based の CLt 予測値はそれぞれ 74.3%，51.4%がヒト実測 CLt 値の 3 倍以内

であったが，Unbound-based の CLt 予測値はそれぞれ 68.6%，45.7%がヒト実測

CLt値の 3 倍以内であった． 
  



 
 

Table III-1 Summary of fu in humans, humanized liver mice (I), immunodeficient mice, and the mixed plasma of humans and 
immunodeficient mice with 30:70 and 85:15. 

Compounds 

fu 

Human plasma 
 Humanized liver 

mouse (I) plasma 
 

Immunodeficient mice 
 Human-immunodeficient mouse plasma 

   (30:70)  (85:15) 
Mean SD  Mean SD  Mean SD  Mean SD  Mean SD 

Albuterola 0.93 -  1.00 0.14  0.96 0.11  1.00 0.09  1.00 0.20 
Antipyrinea 0.96 -  0.81 0.05  0.75 0.05  0.99 0.07  0.94 0.20 
Aripiprazole 0.0060 0.0012  0.011 0.001  0.004 0.000  0.0045 0.0002  0.0041 0.0005 
Bazedoxifenea 0.013 -  0.025 0.002  0.017 0.002  0.021 0.003  0.025 0.005 
Benzydaminea 0.051 -  0.13 0.03  0.093 0.029  0.17 0.04  0.17 0.01 
BIBX1382a 0.12 -  0.16 0.02  0.069 0.009  0.10 0.01  0.14 0.03 
Carbazerana 0.094 -  0.20 0.02  0.53 0.13  0.52 0.05  0.19 0.05 
Chlorthalidone 0.33 0.09  0.46 0.06  1 -  0.68 0.08  0.28 0.03 
Clonazepama 0.19 -  0.20 0.03  0.24 0.01  0.28 0.05  0.20 0.03 
Dapsonea 0.38 -  0.34 0.03  0.58 0.06  0.63 0.01  0.43 0.08 
Diazepama 0.023 -  0.094 0.010  0.20 0.01  0.19 0.03  0.10 0.02 
Diclofenaca 0.0033 -  0.0041 0.0003  0.055 0.000  0.029 0.003  0.0048 0.0003 
Dolasetrona 0.23 -  0.34 0.02  0.46 0.05  0.47 0.11  0.27 0.05 
Entacaponea 0.015 -  0.028 0.005  0.27 0.03  0.18 0.08  0.044 0.015 
Fasudila 0.74 -  0.86 0.21  0.86 0.26  0.87 0.12  0.89 0.21 
Gavestinel 0.0004 0.0001  0.00044 0.00004  0.0029 0.0001  0.0011 0.0002  0.00033 0.00013 
Gemcitabinea 0.99 -  1 -  1 -  0.73 0.18  1.00 0.30 
Ibuprofena 0.0027 -  0.0096 0.0001  0.14 0.00  0.094 0.005  0.011 0.000 



 
 

Imipraminea 0.21 -  0.25 0.04  0.11 0.02  0.14 0.02  0.28 0.06 
Indomethacina 0.0042 -  0.0062 0.0014  0.083 0.024  0.057 0.004  0.012 0.002 
Ketanserina 0.092 -  0.14 0.02  0.26 0.02  0.28 0.04  0.19 0.04 
Ketoprofena 0.0091 -  0.029 0.006  0.46 0.06  0.21 0.05  0.026 0.001 
Mefloquine 0.022 0.006  0.031 0.005  0.0052 0.0001  0.0089 0.0016  0.02 0.002 
Moxifloxacina 0.93 -  0.94 0.10  0.90 0.06  0.72 0.08  0.83 0.11 
Mycophenolic 
acida 0.014 -  0.019 0.004  0.39 0.15  0.19 0.02  0.045 0.019 

Naltrexonea 0.79 -  0.86 0.30  0.78 0.10  0.95 0.19  0.81 0.16 
O6-Benzylguaninea 0.17 -  0.15 0.02  0.42 0.03  0.31 0.03  0.20 0.04 
Pazopanib 0.0021 0.0004  0.003 0.0006  0.011 0  0.0034 0.0008  0.0018 0.0006 
Pefloxacina 0.75 -  0.78 0.09  0.79 0.16  1.00 0.20  0.87 0.26 
Pyrimethamine 0.11 0.01  0.19 0.11  0.13 0.03  0.16 0.04  0.14 0 
(S)-Naproxena 0.0009 -  0.0086 0.001  0.34 0.01  0.18 0.01  0.016 0.003 
Sumatriptana 0.83 -  1 -  0.92 0.15  0.90 0.15  0.67 0.12 
Tamoxifen 0.0012 0.0008  0.0013 0.000  0.0004 0.00016  0.00058 0.00008  0.00061 0.00014 
Telmisartana 0.0065 -  0.0062 0.0006  0.039 0.007  0.034 0.009  0.0080 0.0011 
UCN-01 0.00073 0.00033  0.0064 0.0019  0.012 0.004  0.0062 0.0004  0.0007 0.00009 
Warfarin 0.023 0.003  0.046 0.004  0.54 0.04  0.10 0.01  0.029 0.005 
XK-469a 0.0057 -  0.014 0.002  0.11 0.02  0.068 0.007  0.0066 0.0015 
Zaleplona 0.57 -  0.61 0.08  0.78 0.09  0.73 0.07  0.58 0.07 
Zoniporidea 0.34 -  0.38 0.06  0.41 0.06  0.43 0.08  0.45 0.07 

Each value represents the mean (n=3). 
a The human fu values were quoted from the results obtained in Chapter 1.   



 

Table III-2 Summary of fup in humans and humanized liver mice (II). 

Compounds Humans 
Humanized liver mice (II) 

Mean SD 

Albuterola 0.93 1 - 

Aripiprazole 0.006 0.015 0.003 

Chlorthalidone 0.33 0.46 0.05 

Diazepama 0.023 0.2 - 

Diclofenaca 0.0033 0.01 - 

Digitoxinb 0.0041 0.006 - 

Fexofenadineb 0.16 0.24 - 

Ketoprofena 0.0091 0.02 - 

Itraconazoleb 0.0004 0.0006 - 

Gavestinel 0.00041 0.0020 0.0008 

Mefloquine 0.022 0.030 0.018 

Pazopanib  0.0021 0.018 0.012 

Phenytoinb 0.12 0.53 - 

Pravastatinb 0.58 0.82 - 

Pyrimethamine 0.11 0.28 0.09 

Quinidineb 0.12 0.58 - 

Repaglinideb 0.0059 0.011 - 

(S)-Naproxena 0.0009 0.014 - 

Tamoxifen 0.0012 0.0022 0.0013 

Telmisartana 0.0065 0.005 - 

UCN-01 0.00073 0.017 0.001 

Verapamilb 0.078 0.19 - 

Warfarin 0.023 0.19 0.05 

Zaleplona 0.57 0.68 - 

Each value represents the mean (n=3). 
a The fup values in humanized liver mice (II) were quoted from from a literature 

(Nakayama and others, 2020) 
b The fup values in humans and humanized liver mice (II) were quoted from a literature 

(Nakayama and others, 2020).  



 

Figure III-1 Relationship of obtained fup values of 39 compounds (A) between humans 

and humanized liver mice(I), and (B) between humans and immunodeficient mice, (C) 

between humanized liver mouse(I) plasma and the mixed plasma of humans and 

immunodeficient mice with 30:70, and (D) between humanized liver mouse(I) plasma 

and the mixed plasma of humans and immunodeficient mice with 85:15. The solid lines 

represent unity and the area between the dotted lines represent the range within a 3-fold 

of unity. 

 
  



 

 

Figure III-2 Relationship of obtained fup values for 24 compounds (A) between humans 

and humanized liver mice(II) and for 16 compounds (B) between humanized liver mice(I) 

and humanized liver mice(II). Relationship of obtained fu values for 16 compounds (C) 

between the mixed plasma of humans and immunodeficient mice with 30:70 and 

humanized liver mouse(II) plasma, and (D) between the mixed plasma of humans and 

immunodeficient mice with 85:15 and humanized liver mouse(II) plasma. The solid lines 

represent unity and the area between the dotted lines represent the range within a 3-fold 

of unity. 

 
  



 

Table III-3 Summary of CLt and Vdss in immunodeficient mice. 

Compounds 
CLt (mL/min/kg)  Vdss (L/kg) 

Mean SD  Mean SD 
Albuterol  185.43 42.80  9.32 2.04 
Antipyrine 12.40 1.20  0.69 0.12 
Aripiprazolea 14.45 0.70  6.34 0.75 
Bazedoxifene 70.42 4.43  10.05 0.63 
Benzydamine 97.97 19.47  7.09 1.19 
BIBX1382 33.02 3.78  11.45 0.58 
Carbazeran 109.60 10.30  2.52 0.34 
Clonazepam 7.28 0.58  1.61 0.07 
Dapsone 1.68 0.12  0.46 0.02 
Diazepam 86.42 17.10  10.26 1.85 
Diclofenac 4.98 0.23  0.44 0.05 
Dolasetron 409.23 71.38  5.73 1.40 
Entacapone 165.70 33.87  2.75 0.93 
Fasudil 308.72 5.72  5.34 2.94 
Gavestinela 145.78 23.62  2.19 0.35 
Gemcitabine 46.35 0.08  1.16 0.11 
Ibuprofen 2.15 0.17  0.23 0.02 
Imipramine 103.57 17.92  18.98 3.36 
Indomethacin 0.22 0.02  0.09 0.00 
Ketanserin 20.88 1.55  2.77 0.33 
Ketoprofen 1.88 0.20  0.23 0.01 
Moxifloxacin 68.25 9.30  5.38 1.01 
Mycophenolic acid 2.70 0.05  0.69 0.11 
Naltrexone 235.92 78.72  8.57 1.59 
O6-Benzylguanine 143.17 31.82  2.81 0.53 
Pazopaniba 0.23 -  0.13 - 
Pefloxacin 44.05 2.08  6.67 0.10 
Pyrimethaminea 4.83 0.48  2.71 0.15 
(S)-Naproxen 0.85 0.08  0.12 0.01 
Sumatriptan 119.57 11.67  7.08 0.34 
Telmisartan 10.38 1.18  4.89 0.63 
UCN-01a 35.72 5.38  7.15 0.71 
Warfarina 0.79 -  4.56 - 
XK-469 0.63 0.03  0.20 0.01 
Zaleplon 42.68 6.40  1.38 0.14 
Zoniporide 291.68 20.97  11.19 3.22 

Each value represents the mean (n=3). 
a The parameters of CLt and Vdss were quoted from the results in Chapter II. 
 
  



 

 

Table III-4 Observed and predicted human CLt and Vdss using SSS with humanized liver mice(I), and immunodeficient mice. 

Compounds 

Human 
Observed 

CLta 

Predicted CLt (mL/min/kg)   Human 
Observed 

Vdssa 

Predicted Vdss (L/kg) 
Humanized liver 

mice(I) Immunodeficient mice  Humanized liver 
mice(I) Immunodeficient mice 

(mL/min/kg) Total-
basedb 

Unbound-
based 

Total-
basedb 

Unboun
d-based 

 (L/kg) Total-
basedb 

Unbound-
based 

Total-
basedb 

Unbound-
based 

Aripiprazole 0.72 3.04 1.66 2.09 3.13  4.96 17.94 9.78 6.34 9.52 
Albuterol 7.80 19.80 18.45 26.78 26.07  1.90 3.04 2.83 9.32 9.08 
Antipyrine 0.64 0.71 0.84 1.79 2.30  0.77 0.74 0.87 0.69 0.88 
Bazedoxifene 6.67 13.19 7.02 10.17 8.02  14.70 9.18 4.88 10.05 7.92 
Benzydamine 2.67 14.12 5.41 14.15 7.70  1.53 4.20 1.61 7.09 3.86 
BIBX1382 40.00 43.95 33.72 4.77 8.51  15.00 21.11 16.19 11.45 20.43 
Carbazeran 37.60 23.16 10.76 15.83 2.81  0.81 1.70 0.79 2.52 0.45 
Clonazepam 0.88 1.28 1.17 1.05 0.81  2.90 2.18 1.98 1.61 1.24 
Dapsone 0.48 0.45 0.50 0.24 0.16  0.83 0.92 1.02 0.46 0.3 
Diazepam 0.38 7.93 1.89 12.48 1.41  1.00 1.84 0.44 10.26 1.16 
Diclofenac 3.50 4.15 3.34 0.72 0.04  0.22 0.46 0.37 0.44 0.03 
Dolasetron 180.00 61.42 42.32 59.10 29.84  2.00 3.66 2.52 5.73 2.89 
Entacapone 12.00 27.85 14.71 23.93 1.33  0.27 1.62 0.86 2.75 0.15 
Fasudil 73.20 105.54 90.99 44.58 38.32  1.32 6.91 5.96 5.34 4.59 
Gavestinel 0.10 0.10 0.10 21.05 2.98  0.18 0.11 0.11 2.19 0.31 
Gemcitabine 32.00 24.14 23.90 6.69 6.63  1.50 1.82 1.80 1.16 1.15 
Ibuprofen 0.82 0.51 0.14 0.31 0.01  0.15 0.18 0.05 0.23 0.00 
Imipramine 13.00 31.95 26.81 14.96 29.11  12.00 13.52 11.34 18.98 36.94 
Indomethacin 1.58 0.12 0.08 0.03 0.00  0.93 0.27 0.18 0.09 0.00 
Ketanserin 6.70 4.87 3.15 3.02 1.07  3.90 2.94 1.91 2.77 0.98 
Ketoprofen 1.60 0.60 0.19 0.27 0.01  0.13 0.21 0.07 0.23 0.00 
Moxifloxacin 2.40 5.16 5.06 9.86 10.16  1.40 2.43 2.38 5.38 5.54 



 

 

Mycophenolic acid 3.31 0.25 0.19 0.39 0.01  4.75 0.38 0.28 0.69 0.03 
Naltrexone 57.00 24.84 22.79 34.07 34.12  7.60 3.96 3.63 8.57 8.58 
O6-Benzylguanine 13.6 10.68 12.25 20.68 8.59  0.31 1.05 1.21 2.81 1.17 
Pazopanib 0.08 0.05 0.04 0.03 0.01  0.16 0.13 0.09 0.13 0.03 
Pefloxacin 2.00 4.15 4.00 6.36 6.09  1.50 3.61 3.47 6.67 6.39 
Pyrimethamine 0.05 0.83 0.46 0.70 0.58  0.68 8.39 4.64 2.71 2.26 
(S)-Naproxen 0.10 0.08 0.01 0.12 0.00  - - - - - 
Sumatriptan 19.00 25.58 21.25 17.27 15.54  1.70 4.49 3.73 7.08 6.37 
Telmisartan 8.40 2.78 2.92 1.50 0.25  5.30 9.18 9.63 4.89 0.82 
UCN-01 0.003 0.003 0.0003 5.16 0.31  0.11 0.14 0.02 7.15 0.43 
Warfarin 0.05 0.05 0.03 0.11 0.01  0.14 1.52 0.76 4.56 0.19 
XK-469 0.12 0.05 0.02 0.09 0.01  0.22 0.16 0.07 0.20 0.01 
Zaleplon 16.00 7.96 7.52 6.16 4.53  1.30 1.28 1.21 1.38 1.02 
Zoniporide 21.00 45.68 40.06 42.12 34.46  1.70 6.56 5.75 11.19 9.15 

Prediction accuracy            
Within 3-fold error (%) 80.6 69.4 55.6 25.0   74.3 68.6 51.4 45.7 

a The parameters, CLt and Vdss, for humans were quoted from the results in Chapter I and II. 
b The predicted total-based CLt and Vdss for humanized liver mice(I) and immunodeficient mice were quoted from the results in Chapter I 

and II. 

 



 

Table III-6 Prediction accuracy for human CLt and Vdss using model compounds. 

  Humanized liver mice  Immunodeficient mice 

CLt
a Total-

based 
Unbound-

based 

 
Total-
based 

Unbound-
based 

Within 3-fold error (%) 80.6 69.4  55.6 25.0 
Vdss

b   
 

 

Within 3-fold error (%) 74.3 68.6  51.4 45.7 
a The results of 36 compounds. 
b The results of 35 compounds excepted for (S)-naproxen. 

 

第 4 節 考察 

本研究での検証では，39 化合物 (ヒト fup 値 0.00073-0.99) を用いた評価に

おいて，ヒトとヒト肝細胞移植マウス (I) は免疫不全マウスよりも全体的に高

い PPB，すなわち低い fup 値が得られ，ヒト肝細胞移植マウス (I) の fup プロフ

ァイルは宿主である免疫不全マウスとは異なっていた (Table III-1，Fig. III-1)．

ヒト肝細胞移植マウス (I) とヒトの fup 値は類似しており，ヒト肝細胞移植マウ

ス(I) ではヒト血漿中に最も多く存在するタンパク質である hAb より算出した，

ヒト肝細胞移植マウスのヒト肝細胞の RI 値が高いことからも妥当な結果といえ

る (Tateno and others, 2004)．39 化合物のうち，ヒトでの fup が 1%未満の化合物 

(aripiprazole, diclofenac, gavestinel, ibuprofen, indomethacin, ketoprofen, pazopanib, 

(S)-naproxen，tamoxifen) は，主に hAb と結合することが知られている (Aarons 

and others, 1983; Bogdan and others, 2008; Chan and others, 1987; Hoke and others, 

2000; Hurwitz and others, 2009; Lammers and others, 2013; Li and others, 2003; Paterson 

and others, 2003; Sakurama and others, 2018)．これらの化合物の fup 値は，ヒト肝

細胞移植マウス(I) 血漿とヒト血漿の間で同程度であった．前述したヒト血漿

中の fup が 1%未満の化合物のうち，ヒト肝細胞移植マウス  (I) 血漿中の

ibuprofen，ketoprofen，(S)-naproxen の fup 値はヒトの fup 値の 3 倍の範囲から外れ

た値であった．ヒト肝細胞移植マウス (I) は一個体のドナーから肝細胞を移植

しているため，ibuprofen，ketoprofen，(S)-naproxen の外れ値はヒト fup 値の個人

差に基づく可能性がある．fup 値評価の実験間のばらつきも原因の一つとして考

えられる．例えば既報の ibuprofen と ketoprofen のヒト fup値は，本研究で得たヒ



 

ト肝細胞移植マウス (I) の fup値の 3 倍以内であった．報告されている ibuprofen，

ketoprofen のヒト fup 値は 0.0125，0.06 であり，それぞれヒト肝細胞移植マウス

(I)fup値の 0.77 倍，0.48 倍であった (Aarons and others, 1983; Soars and others, 2002)．

(S)-naproxen については，Piafsky らがヒトの fup 値が 0.0009-0.0136 の範囲内でば

らつくことを報告している (Piafsky and Borga, 1977). 

ヒト Ab に加えて，ヒト α1-酸性糖タンパク質 (hAGP) もヒト血漿中でのタ

ンパク結合に関与する主要なタンパク質である．Telmisartan は hAb と hAGP の

両方に結合する (Stangier and others, 2000)．UCN-01 は hAGP に高い親和性結合

を示し，PPB に種差があり，UCN-01 のヒト PPB は，他の動物の PPB に比べて

高いことが報告されている (Fuse and others, 2005)．ヒト hAGP についてもヒト

肝細胞移植マウス (I) の血漿中にヒトと同程度の濃度が分泌されていることが

明らかとなっている (Shintani, T., personal communication, フェニックスバイオ

社)．ヒト AGP 濃度は個体間差が大きいことが報告されていることから (Smith 

and Waters, 2018)，ヒトとヒト肝細胞移植マウス (I) の fup 値の違いは，hAGP 血

漿中濃度のばらつきが影響している可能性がある． 

創薬研究において薬理作用，DDI，毒性の予測には PPB が重要であるとい

う観点から，ヒト肝細胞移植マウスの標的組織や血漿中の遊離型薬物濃度を評

価することは，臨床試験での投与計画や投与量を正確に予測するのに役立つと

考えられる  (Brammer and others, 1990; Day and others, 1995; Debruyne, 1997; 

Hammarlund-Udenaes and others, 2008; Lin, 2008; Liu and others, 2006; Maurer and 

others, 2005; Schramm and others, 1994)．ヒト肝細胞移植マウスは，pregnane X 

receptor (PXR) を介した CYP2C や CYP3A4 の誘導，そして CYP2C および

CYP3A4 の阻害による DDI の検討に有効な動物モデルであることが報告されて

いる  (EMA, 2012; FDA, 2012; Hasegawa and others, 2012)．Rifampicin による

organic anion-transporting polypeptide 1B (OATP1B) の阻害による DDI について報

告があるが (Takehara and others, 2019)，これらの研究ではヒト肝細胞移植マウ

スの PPB の影響について検討していない．しかしながら，ヒトの DDI，薬理作

用，毒性を予測するためには，ヒト肝細胞移植マウスでの阻害剤や誘導剤等の

非結合型薬物の血漿中曝露量を検討する必要がある．ヒト肝細胞移植マウスを



 

用いた PBPK モデル解析や薬物の PK/PD 関係の評価には，非結合型薬物濃度が

重要である．以上のことから，ヒト肝細胞移植マウスの創薬上での有用性を考

慮するとヒト肝細胞移植マウスを用いた PPB の評価は必須である (Smith and 

others, 2010)．ヒト肝細胞移植マウス肝臓には残存マウス肝細胞が含まれている

ため，ヒト肝細胞移植マウス血漿にはヒトとマウス両方のタンパク質，例えば

ヒトとマウスの Ab，が含まれており，ヒト肝細胞移植マウス血漿はヒト血漿と

同一ではない． 

本研究では，ヒト肝細胞移植マウス (I) 血漿の代替品を探索するため，ヒ

ト血漿とヒト肝細胞移植マウス (I) の宿主である免疫不全マウス血漿を混合し

て人工ヒト肝細胞移植マウス (I)血漿を作成した．ヒト肝細胞移植マウス (I) 

と免疫不全マウスの血液生化学的な比較によると，ヒト肝細胞移植マウス (I) 

の総 Ab (total Ab, tAb) は 30 mg/mL，免疫不全マウスの総 Ab は 22 mg/mL であ

る (Tateno and others, 2013)．一方，本研究で使用したヒト肝細胞移植マウス(I) 

(RI が 85%以上) の hAb は，約 10 mg/mL と報告されており (フェニックスバイ

オ社提供)，総 Ab (30 mg/mL) と hAb (10 mg/mL) の差から，ヒト肝細胞移植マ

ウス(I)のマウス Ab (mAb) 量は約 20 mg/mL と推測できる．このヒト肝細胞移植

マウス血漿中のヒトとマウスの Ab 量の考察に基づいてヒト血漿と免疫不全マ

ウス血漿の比率が 30:70 となるように混合した．ヒト肝細胞移植マウス (I) の

RI が約 85%であるため，ヒト血漿と免疫不全マウス血漿の比率を 85:15 の血漿

の全 2 種類について検証した． 

本研究では，混合血漿 (85:15) を用いて得られた fu の値は，混合血漿

(30:70) を用いて得られた値よりも，ヒト肝細胞移植マウス (I) の fup の値と良

好な相関を示した (Fig. III-1 (C)，III-1 (D))．このことは，ヒト肝細胞移植マウ

ス (I) の血液中の hAb濃度から得られるRI値 (約 85%) が，実際の hAbとmAb

の比率を反映していることを示唆している．総 Ab に対する hAb の比率 (mAb

＋hAb) は 3 分の 1 程度であり，総 Ab の hAb 濃度から予測される比率は，ヒト

肝細胞移植マウス(I) の RI 値 (85%以上) と一致しなかった (Tateno and others, 

2013)．Tateno らはヒト肝細胞移植マウス肝臓では，再分化したヒト肝細胞の

hAb 分泌活性が低く，残存しているマウス肝細胞の mAb 分泌量が高いことを要



 

因として挙げている (Tateno and others, 2013)．RI と hAb/mAb (1/2) 比の不一致

を説明するもう一つの要因として，ヒト肝細胞移植マウス(I) 血漿中の hAb と

総 Ab 濃度の分析の定量的信頼性がある．RI と hAb/mAb 比の不一致の要因につ

いては，さらに検討が必要であるが，fup 値の類似性からも，ヒト血漿と免疫不

全マウス血漿の混合血漿 (85:15) が人工のヒト肝細胞移植マウス (I) 血漿とし

て適していると考えられる． 

ヒト肝細胞移植マウス (II) では 15/24 化合物の fup 値がヒトの fup 値の 3 倍

以内であった (Fig. III-2(A))．ヒト肝細胞移植マウス(I) および (II) 共通で用い

られている 16 化合物の fup 値は両マウスモデル間で同等であり，13/16 化合物の

fup 値は 3 倍の範囲内であったが (Fig. III-2B)，ヒト肝細胞移植マウス(II) の fup

値は，2 種類の混合血漿中の fu 値と一致しないことが明らかになった (Fig. III-

2(C)，2(D))．ヒト肝細胞移植マウス (I) の結果とは異なり，混合血漿 (85:15) 

は，ヒト肝細胞移植マウス (II) の人工血漿としては適さないと考えられる．

Nakayama らの報告では，用いたヒト肝細胞移植マウス (II) の RI 値は 0%から

95%の範囲にあるにも関わらず，ヒト肝細胞移植マウス (II) の fup値は一定であ

り，fup 値は RI 値に依存しない結果であった (Nakayama and others, 2020)．一方，

本研究では，ヒト肝細胞移植マウス (I) の fup 値は RI 値に基づいた混合血漿 

(85:15) 中の fu値は，混合血漿 (30:70) の fu値よりも，ヒト肝細胞移植マウス(I) 

の fup 値 (RI〜85%) に類似していた．両系統のマウスで観測された矛盾を明ら

かにするためには，RI 値の異なるヒト肝細胞移植マウス(I) 血漿中の fup 評価と

両マウスモデルの血漿中の hAb と mAb の絶対定量が必要である．ヒト肝細胞

移植マウス(I)の血漿中の hAb (10 mg/mL) はヒト肝細胞移植マウス (II) の血漿

中の hAb (6 mg/mL) よりも高く，両マウスの PPB プロファイルの違いに起因し

ている可能性がある (Hasegawa and others, 2011; Tateno and others, 2013)．Ab につ

いては ELISA 法 (Enzyme-Linked Immuno Sorbent Assay) での定量が確立されて

いるが，ヒトとマウスの Ab の交差反応性のため，現状では本方法を用いたヒ

ト肝細胞移植マウスの血漿中 mAb の定量分析は困難である．PPB に関して，

Ab と同様に AGP も血漿中の主要なタンパク質として重要な役割を果たしてい

るが，ヒト肝細胞移植マウスでの交差反応性のないヒトやマウスの AGP 定量



 

化の報告はない．したがって，ヒト肝細胞移植マウス (I) とヒト肝細胞移植マ

ウス (II) の血漿中の fup プロファイルの差を解明するためには，ヒトとマウス

の交差反応性を伴わない，例えば LC-MS/MS 法による，選択的な Ab および

AGP 等の血漿中タンパク質の定量分析法を確立する必要がある． 

ヒト肝細胞移植マウス  (I)， (II) の 10 化合物  (albuterol， iazepam，

diclofenac ， ketoprofen ， quinidine ， repaglinide ， (S)-naproxen ， telmisartan ，

verapamil，zaleplon) の CLt 値を，Fig. III-3，Table III-6 にまとめた (Nakayama 

and others, 2020; Sanoh and others, 2015)．両マウスにおいて報告された 10 化合物

のうち 7 化合物の CLt 値は，投与量や実験実施場所が異なるにもかかわらず，

両マウス間で 3 倍以内の差であった．今後両マウスでより多くの化合物による

詳細な比較が必要と考えられる． 

第Ⅰ章でのヒト肝細胞移植マウス，サル，ラットを用いたヒトの PK 予測に

関する報告では，ヒトとサル，ヒトとラット間で fup 比の補正により，ヒトの

CLt と Vdss の予測精度は向上しなかった．本研究では，ヒト肝細胞移植マウス

(I) と免疫不全マウスにおいて，36 化合物の fup 値を用いて，第Ⅰ章と第Ⅱ章のヒ

ト肝細胞移植マウス(I) を用いたヒト PK 予測に対する fup 補正の効果を検証し

た．ヒト肝細胞移植マウス(I) と免疫不全マウスからの Unbound-based のヒト

CLtと Vdssの予測精度は Total-based の予測に比べ有意に悪化していた (Table III-

5)．ヒト肝細胞移植マウス(I)の fup値がヒトの fup値の 3 倍から外れていた 5 つの

化合物 (diazepam，ibuprofen，ketoprofen，(S)-naproxen，UCN-01) について，ヒ

ト CLt と Vdss 値の予測の際の fup 比の補正の影響を検証した．Ibuprofen，

ketoprofen，(S)-naproxen，UCN-01 の Total-based の CLt の予測値は，ヒトの実測

の CLt 値の 3 倍以内であったが，Unbound-based の CLt 予測値は 3 倍以内に入ら

なかった  (Table III-4)．Diazepam については予測したヒトの Total-based，

Unbound-based の CLt 値は共にヒトの実測 CLt 値の 3 倍以内に入らなかった．こ

の中で 4 化合物のヒト Vdss 値が利用可能であり，ヒトの Total-based の予測 Vdss

値は，ヒトの実測値の 3 倍以内であり (Table III-4)，ヒト肝細胞移植マウス(I) 

の fup 値を用いた場合 UCN-01 の Unbound-based の Vdss 予測値のみが外れ値であ

った．以上のことから，ヒトとヒト肝細胞移植マウス(I) の fup 比を考慮しても



 

ヒトの CLt と Vdss の予測精度は向上しなかった．理由は不明であるが，その結

果は先行研究の結果と一致している (Hosea and others, 2009; Lombardo and others, 

2013a; Lombardo and others, 2013b)． 

ヒト肝細胞移植マウス (II) の場合，fup 補正なしのヒト CLt 予測は fup 補正

した場合より良好な予測が得られることが報告されている (Nakayama and others, 

2020)．ヒト肝細胞移植マウスの血漿が貴重であり得られる血漿量が少ないこと

から，ヒト PK 予測にヒト肝細胞移植マウスの fup 評価が不要であることはヒト

肝細胞移植マウスのヒト PK 予測を実施する上での利点と考えられる． 
 
Table III-6 Summary of obtained CLt in humanized liver mice (I) and (II). 
 Observed CLt (mL/min/kg) 

Compounds Humanized liver mice (I)a Humanized liver mice (II)b 

Albuterol  146.02 107.83 

Diazepam 58.45 78.28 

Diclofenac 30.62 10.17 

Ketoprofen 4.43 2.47 

Quinidine 36.4c 275 

Repaglinide 23.7c 22.7 

(S)-Naproxen 0.58 1.93 

Telmisartan 20.52 13.7 

Verapamil 62.3c 38.87 

Zaleplon 58.68 55.2 
a The observed CLt values in humanized liver mice(I) were quoted from a literature 
(Miyamoto and others, 2017; Miyamoto and others, 2019). 
b The observed CLt values in humanized liver mice(II) mice (RI ≥ 67.9%) were 
quoted from a literature (Nakayama and others, 2020). 
c The observed CLt values in humanized liver mice(I) for quinidine, repaglinide and 
verapamil were quoted from a literature (Sanoh and others, 2015). 
 
 
 
 
 
 



 

 
Figure III-3 Relationship of obtained CLt values for 10 compounds between humanized 

liver mice (I) and (II). 

 
第 5 節 小括 

本研究ではヒト肝細胞移植マウス (I) 血漿中の 39 化合物の PPB プロファ

イルはヒトと類似していることを検証した．別の系統であるヒト肝細胞移植マ

ウス (II) の薬物の PPB はヒトの PPB とは異なっており，2 種類のヒト肝細胞移

植マウスでは異なる PK が得られる可能性が示唆された．これまでの研究では，

ヒト肝細胞移植マウスの fup はヒトと同等として扱われることが多かったが 

(Kamimura and others, 2015; Nakayama and others, 2019; Naritomi and others, 2018; 

Naritomi and others, 2019; Sanoh and others, 2015)，ヒト肝細胞移植マウスの PPB

は，用いるヒト肝細胞移植マウスの系統や化合物によって必ずしも同等ではな

いことが明らかとなった．本研究ではヒトの PK 予測には fup 値の補正が必要な

いことを明らかにしたが，ヒト肝細胞移植マウスから得られる薬理効果，DDI，

毒性データを用いてヒトでのこれらの効果を予測するためには PPB の評価が必

要である．そういった観点においては本研究で検討した混合血漿 (ヒト－免疫

不全マウス血漿比 85:15) は，PPB 評価においてヒト肝細胞移植マウス (I) 血漿

に代わる有用な人工血漿であることが示された． 
  



 

総括 

 

医薬候補品のヒトでの PK を非臨床段階のデータにより高い精度で予測す

ることは，新薬開発の成功確率向上のために極めて重要であるが，完全な予測

方法は未だ存在しない．その理由の一つには種差－組織移行に関するタンパク

結合の種差に基づく Vd の予測の難しさ，ある代謝の種差に基づく CL の予測の

難しさ－が挙げられる．過去の膨大なデータに基づくと，サルが遺伝的にヒト

に近いことから，ヒトの Vdss および CLt を精度良く予測できるモデルとして推

奨されている．一方で，サルにおいても予測不可能であった事例も数多く存在

する．Vdss および CLt により規定される t1/2 予測は，ヒトでの投与間隔の設定に

重要なパラメータである．臨床試験において医薬候補品が非臨床からは予期で

きない長い t1/2値を示し，毒性等から臨床開発中止，あるいは臨床試験の延長と

なる例もあり，非臨床データを用いた精度の高い t1/2予測は創薬において有用で

ある．本研究ではヒトの PK 予測に重要なパラメータ，Vdss と CLt において，

Vdss を示す組織移行性に関連するパラメータである PPB や CLt に影響する代謝

の種差を克服できる可能性のあるモデルとして，ヒト肝細胞移植マウスに着目

し，ヒト Vdss，CLt，t1/2 の予測精度を評価した． 

ヒト肝細胞移植マウスは，PK予測だけでなく，薬効，DDIおよび毒性分野

においても活用されているが，これらに大きな影響を与える薬物のタンパクへ

の結合については考慮された解析例が少ない．一般的にはヒト肝細胞移植マウ

ス中の PPB はヒトと同等として扱われていることが多い．本研究では 39 化合

物のヒト肝細胞移植マウスにおける PPB を網羅的に測定し，ヒトの PPB との類

似性を調査した． 

第Ⅰ章では，P450 酵素だけでなく，AO，UGTs 等，多様な主代謝経路によ

り消失することが報告されている 30 化合物を選択し，ヒト肝細胞移植マウス，

サル，ラット間でヒト Vdss と CLt の予測精度を比較した．ヒト肝細胞移植マウ

スを用いた予測では，予測精度が良好であると報告されているサルと比較して

も Vdss 予測では同等の結果を示し，特に予測が困難とされる CLt 予測ではサル

やラットより良好な予測精度を示した．以上のことから，実験に必要な薬物量，

霊長類に対する倫理的問題を考慮すると，ヒト肝細胞移植マウスがこれらのパ



 

ラメータの予測に有用なモデルであることを明らかとした．一度に低用量で複

数化合物を投与するカセット投与や一定期間の休薬期間をおいて複数回投与す

ることで，貴重なヒト肝細胞移植マウスを有効活用することができることを示

した． 

第 II 章では，第Ⅰ章で医薬候補品のヒト Vdssと CLtの高い予測精度を示した

ヒト肝細胞移植マウスを用いて，両パラメータから算出される t1/2予測について，

非臨床モデルで予測できなかった長い t1/2 をヒトで示した化合物である UCN-01

や compound A を含めた 14 化合物を用いて評価した．結果として，ヒト肝細胞

移植マウスから得られた予測値はヒトでの実測 t1/2 値の 2 倍以内の予測精度は

71.4%であり，宿主マウスと比較しても高い予測精度を示した．UCN-01 や

compound A もヒト肝細胞移植マウスを用いればヒトでの消失相の t1/2 が予測可

能であったことから，本モデルを用いれば従来の非臨床モデルでは予測不可能

であったヒトでの長い t1/2を示す医薬候補品の体内動態の特徴を非臨床段階で把

握することができ，医薬候補品選択に有用であることを示した． 

第Ⅲ章では，第Ⅰ章と第 II 章でヒト肝細胞移植マウスを用いることにより得

られた，Vdss，CLt，t1/2の予測の高いヒト予測精度に加えて，ヒト予測で考慮す

べき PPB のヒトとヒト肝細胞移植マウス間の種差について 39 種の薬物を用い

て網羅的に調べた．ここでは第Ⅰ章と第Ⅱ章で使用した免疫不全型のヒト肝細胞

移植マウス (I) に加え，肝誘導障害型ヒト化マウス (ヒト化肝細胞移植マウス 

(II) の血漿を用いた．ヒト肝細胞移植マウス (I) の PPB はヒト肝細胞移植マウ

ス (II) のそれらよりヒトと類似しており，用いるヒト肝細胞移植マウスの系統

や薬物の性質によってヒトと同等ではないことが示された．以上のことから，

ヒト肝細胞移植マウスから得られる薬理効果，DDI および毒性データを用いて

ヒトを予測するためには PPB の評価が必要であり，本研究で検討した混合血漿 

(ヒト－免疫不全マウス血漿比 85:15) は，PPB 評価において貴重なヒト肝細胞

移植マウス(I) 血漿に代わる有用な代替品であることが示された． 

以上，本研究により，ヒトでの医薬候補品の主要 PK パラメータ，すなわ

ち Vdss，CLt，t1/2 のヒト肝細胞移植マウスを用いた予測手法の有用性を示した．

この新たなヒト肝細胞移植マウスの活用により，従来系では予測不可能であっ



 

たヒトでの長い t1/2を示す医薬候補品の体内動態の特徴を非臨床段階にて把握し

うることを明示した．ヒト肝細胞移植マウスの系統によって薬物の PPB がヒト

と異なることを示した．多種多様な医薬候補品を一度に扱う創薬探索段階にて

ヒト肝細胞移植マウスの PPB を評価する際，ヒトと免疫不全マウスの混合血漿

を広く供給可能な創薬ツールとしての有用性を示した．以上のことから，ヒト

肝細胞移植マウスや関連する動物由来試料を創薬初期段階に導入活用する本研

究手法は，創薬プロセス上重要な薬物動態規定値の予測精度向上に資すること

を示した．本研究で提案するヒト肝細胞移植マウスの創薬段階での積極的活用

は，医薬候補品の高精度ヒト体内動態研究予測の新技術基盤となり，迅速な化

合物の最適化と医薬候補品の創出に大きく貢献することが期待される． 
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