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本日の agenda

① 大動物免疫抑制モデル

② 心不全モデル

③ 糖尿病モデル

④ 再生医療研究への応用例

免疫抑制ブタ/サルモデルを用いた再生医療研究への応用

『④再生医療への応用例のスライド』は、
発表時のみの限定資料となり、webでの公
開は行っておりません。ご了承ください。
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再生医療が世界規模で市場を拡大
https://www.amed.go.jp/content/000062056.pdf

2020年 2040年

11兆円

0.63兆円

AMED 2019年度再生医療・遺伝子治療の市場調査 最終報告書より一部改変

グローバル市場規模推計
（作用機序別）

https://www.amed.go.jp/content/000062056.pdf
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再生医療等製品の大動物での薬効/安全性評価の必要性

アクセリード（AXL）社はヒト由来の細胞/臓器を受け入れ可能な
免疫抑制大動物モデルを確立

 小動物を用いた前臨床試験のみでは臨床試験の結果を予測することは困難
 大動物を用いた前臨床試験で有効な移植細胞数からヒトへの移植細胞数を予測可能

小動物 ヒト

DifferentiationiPS cells

大動物

http://www.google.co.jp/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&source=images&cd=&cad=rja&uact=8&ved=0ahUKEwjfzbLjvKPTAhWDTrwKHfWHDSEQjRwIBw&url=http://illpop.com/png_foodhtm/livestock_a22.htm&psig=AFQjCNEVMLGSGp_CD1GQUcTCRMIyBPc7Wg&ust=1492243064318858
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AXL 社における大動物を用いた薬理試験

 循環器系の解剖学的/生理学的特徴がヒトと類似
 体や臓器のサイズが小動物と比較してヒトに近い

 ヒトに近い高次の脳機能

 AAALAC 認証
 毎日清掃
 手術室完備
 同施設内に細胞培養室、

臨床検体取扱室有
ブタ飼育ケージ 手術室 臨床検体取扱室

 マイクロミニピッグ（MMP）
 ゲッチンゲンミニブタ (GMP)

サル

 カニクイザル

ブタ

動物施設
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再生医療の観点から見た 大動物免疫抑制ブタモデル

免疫抑制剤投与モデル SCIDブタ
(遺伝子改変)

強弱

Pros 簡便

Cons 十分な生着が認めら
れていない

Pros 免疫機能が著しく
低下

Cons アイソレーター飼育
生存が短期間

Pros 長期間ヒト由来組織
が生着

Cons
モデル作出および維
持飼育出来る施設が
少ない

免疫関連臓器の摘出
+

免疫抑制剤投与

Nat. Commun. 2019;10(1):2244

免疫抑制の程度(イメージ)
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Nature Research Protocol Exchange 
E. Kobayashi, T. Maki et.al., 2019

In vitro PBMC 増殖試験
免疫抑制剤の目標濃度設定

• In vitro・in vivo の蛋白結合率を使用

 胸腺摘出
 脾臓摘出
 胃ろう形成

ブタ サル

AXL 社における免疫抑制ブタ/サルモデルの作製手法

PBMC:末梢血単核細胞
2. 免疫抑制剤

1. 外科的手術

免疫抑制動物

免疫抑制剤の投与用量決定
• In vivo 血中濃度測定

テーラーメイド免疫抑制ブタ/サルモデルの構築
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胸腺摘出

Transplantation Proceedings,49,153-(2017)

富士マイクラ社から胸腺摘出 MMP を購入
 AXL 社で GMP の胸腺摘出手術を実施

その他

脾臓摘出

 胃ろう形成  中心静脈カテーテル挿入
用途
薬物動態試験用の採血
体調不良時の点滴ライン

アドバイザー：小林 英司 先生 (慶應義塾大学)

短胃動脈、脾動脈、大網動脈を結紮し、脾臓を
摘出

用途
免疫抑制剤投与ルート
試験中に摂餌量が低下した際の栄養補充ルート

免疫系臓器の摘出

1. 外科的手術による免疫抑制
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Nature Research Protocol Exchange 
E. Kobayashi, T. Maki et.al., 2019
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ブタ/サル血液からPBMCを調製
 PBMCを播種(5x104 cells/well)

0 30分 72hr

PHAMPA 細胞回収
ATP測定

播種

PHA:Phytohaemagglutininin

ミコフェノール酸
(MPA, 活性体)

ミコフェノール酸モフィチル
(MMF, プロドラッグ)

PHAによるPBMC増殖に対する
ミコフェノール酸(MPA) の作用

PHA による PBMC 増殖に対して MPA は 0.1 µg/mL で完全に抑制した

=in vitro PBMC 増殖試験=2. 免疫抑制剤による免疫抑制
In vitro

PBMC増殖試験

目標血中濃度設定

In vivo 
血中濃度測定
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培地中 濃度 (µg/mL)
Total conc. Free 体

血漿中濃度（µg / mL）

Free 体 Total conc.
0.059

fu:0.59
(fu：非結合型分率)

0.1

タンパク質
（主にアルブミン） 平衡状態

タンパク結合体

fu:0.05

1.18

平衡状態

タンパク結合体
ミコフェノール酸 Free 体

(タンパク非結合)

PBMC 増殖試験での有効性濃度算出 ブタの目標血中濃度

Total = protein-bound drug + free drug

0.059

フリー体

培地 (血清入り)

2. 免疫抑制剤による免疫抑制_in vivo における目標血中濃度の予測

血漿中ミコフェノール酸の目標値を 1.18 µg/mL と決定

In vitro
PBMC増殖試験

目標血中濃度設定

In vivo 
血中濃度測定
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Day 0
In vivo

血中濃度測定

MMF (20 mg/kg)

0 0.25 0.5 1 2 4 8 9 10 12 24

MMF (30 mg/kg)

Time after AM administration (hr.)

血漿中 MPA 濃度

co
nc

en
tra

tio
n 

(n
g/

m
L)

time after AM-administration (hr.)

Day 7

午前投与 Nature Research Protocol Exchange 
E. Kobayashi, T. Maki et.al., 2019

Mean, n=2

目標血中濃度

血漿中ミコフェノール酸濃度は 1 日を通して目標値以上

午後投与

2. 免疫抑制剤による免疫抑制_ブタにおける目標血中濃度達成の確認

ミコフェノール酸モフィチル（MMF）
1日2回投与

In vitro
PBMC増殖試験

目標血中濃度設定

In vivo 
血中濃度測定
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心不全
[左冠状動脈結紮]

1型糖尿病
[ストレプトゾトシン誘導性]

免疫抑制 1 型糖尿病
ブタモデル

細胞移植

免疫抑制ブタ
[外科手術 + 免疫抑制剤]

胸腺摘出 脾臓摘出

胃ろう経由の
免疫抑制剤投与

薬効・細胞生着評価

免疫抑制サル
[免疫抑制剤]

免疫抑制剤投与 (経口投与)

AXL 社における免疫抑制動物モデルを用いた 薬効・細胞生着評価試験

細胞移植

免疫抑制心不全
ブタ/サルモデル

http://www.google.co.jp/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&source=images&cd=&cad=rja&uact=8&ved=0ahUKEwjfzbLjvKPTAhWDTrwKHfWHDSEQjRwIBw&url=http://illpop.com/png_foodhtm/livestock_a22.htm&psig=AFQjCNEVMLGSGp_CD1GQUcTCRMIyBPc7Wg&ust=1492243064318858
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3D Echo (Aplio i900)
EF:57.95% EF:41.36%

Normal
[before myocardial infarction]

Heart failure
[35days after myocardial infarction]

Apical
4-Chamber

3D Plastic 
BAG

Area strain 
curve

Left coronary artery ligation in pig
↓
 Myocardial infarction 
 Decrease in ejection fraction after the surgery 

心不全ブタモデル_3D Echoを用いた心機能評価

左冠状動脈

Infarcted 
area

右冠状動脈
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1型糖尿病ブタモデル_STZ投与後、低血糖から高血糖までの推移
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Day 0

STZ投与動物：ゲッチンゲンミニブタ (GMP)
体重：15kg

Day 36
Pre ivGTT

Post ivGTT

Day 100Day 3~7
毎日のインスリン治療

STZ：ストレプトゾトシン
ivGTT : 静脈内 糖負荷試験

Time after STZ injection(hr.)

(投与直後～50時間目)



無断転載禁止

0

100

200

300

400

500

600

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

Bl
oo

d 
gl

uc
os

e 
(m

g/
dL

)

Days after STZ injection

F00005G

F00006G

毎日のインスリン治療

Hyperglycemia

血中グルコース
GMP No.1
GMP No.2

Day 0 Day 36

STZ 投与動物：ゲッチンゲンミニブタ (GMP)
体重：15kg

Day 100Day 3~7
毎日のインスリン治療

STZ：ストレプトゾトシン
ivGTT : 静脈内 糖負荷試験

1型糖尿病ブタモデル_STZ投与後、100日目までの推移
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ivGTT (STZ 処置前および処置後) 

血糖値 血漿中 C-peptide
[インスリン分泌の指標]

Pig 1 
Pig 2 STZ 投与前

Pig 1 
Pig 2 STZ 処置 36 日目
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Day 0 Day 36

Pre ivGTT

STZ 投与

Post ivGTT

動物：ゲッチンゲンミニブタ (GMP)
体重：15kg

Day 100Day 3~7
毎日のインスリン治療

STZ：ストレプトゾトシン
ivGTT : 静脈内 糖負荷試験

1型糖尿病ブタモデル_STZ投与前後の 静脈内糖負荷試験 (ivGTT)
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再生医療等製品の開発における前臨床試験の問題点とその解決策

小動物試験のみではヒトへの外挿性が低い
⇒ 免疫抑制大動物モデルを活用

 大動物を用いた薬効薬理試験を実施可能な人材不足
 創薬経験者が大動物の薬効薬理試験に参入

 大動物を用いた免疫抑制モデル作製のノウハウ不足
 複数回の大規模存命手術が可能
 体調悪化や術後に対する充実したケア
 in vitro 試験と薬物動態試験の実施

再生医療分野でより外挿性の高い免疫抑制大動物モデルを用いてヒト細胞の生着評価・前臨床薬効薬理試
験が可能となり、臨床試験での成功確率が向上が期待できる



無断転載禁止

Acknowledgement

京都大学 iPS 細胞研究所 CiRA
吉田 善紀
豊田 太郎

武田薬品工業株式会社 T-CiRAディスカバリー
田村 憲久
西本 誠之

Axcelead Drug Discovery Partners 株式会社
伊井 雅幸
池畑 農
大塚 博比古
金子 まなみ
北浦 智規

慶応義塾大学医学部臓器再生医学寄附講座
小林 英司

富士マイクラ株式会社
佐竹 典明

敬称略、50音順

佐野 典康
林 良太
濱田 輝基
向谷 茉耶
吉岡 豊晃

18

山崎 緑
伊藤 亮


	スライド番号 1
	本日の agenda
	再生医療が世界規模で市場を拡大
	再生医療等製品の大動物での薬効/安全性評価の必要性
	AXL 社における大動物を用いた薬理試験
	再生医療の観点から見た 大動物免疫抑制ブタモデル
	スライド番号 7
	スライド番号 8
	スライド番号 9
	スライド番号 10
	スライド番号 11
	スライド番号 12
	スライド番号 13
	1型糖尿病ブタモデル_STZ投与後、低血糖から高血糖までの推移
	スライド番号 15
	スライド番号 16
	スライド番号 17
	スライド番号 18

