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研究成果の概要（和文）：我々は、超免疫不全マウス（NOG マウス）におけるヒト造血再構築

系（ヒト化マウス）が、遺伝子治療の白血病予知や安全性確保のための前臨床モデルとなり得

るかを考察した。LMO2 などの癌遺伝子を導入されたヒト造血幹細胞は、NOG マウス内にて

一過的にリンパ球分化異常や増殖優位性などを示すも、白血病発症には至らなかった。この結

果から、遺伝子治療における有害事象（白血病発症）がヒト化マウス内にて確実に観察できる

モデル系確立のためには、セカンドヒットとなるような第 2 の癌遺伝子導入が必要であると思

われた。 
 
研究成果の概要（英文）：Humanized NOD/shi-scid/gammac(null) (NOG) mice (hu-HSC NOG 
mice) model was established in order to know the safety and efficacy of human gene 
therapy.  We found that LMO-2 gene-introduced human cord blood stem cells showed 
transient proliferation in NOG mice, but did not induce leukemia at all.  The conclusion is 
that the second hit by an additional oncogene must be required to complete the 
leukemogenic process. 
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１． 研究開始当初の背景 
（１）X 連鎖重症複合型免疫不全症（X－
SCID）に対する遺伝子治療は、正常γc 鎖を

組み込んだレトロウィルスベクターを患者
の造血幹細胞に導入する方法で施行され、免
疫能のほぼ完全な再構築という輝かしい結
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様々な応用が可能であると考え
れる。 

面マ

トロウ

も遺伝子導入し、発症の有無を
認する。 

けるヒト造血系再構築

静脈的に NOG マウスへ移入(hu-NOG)し、末梢

果を残した。しかし、移植後 2 年以上を経過
して、遺伝子治療を受けた患者から T 細胞性
白血病が発症したという事例が相次いで報
告された。それらの多くは、癌遺伝子 LMO2
の第１エクソン近傍にレトロウィルスベク
ターが組み込まれたことで、恒常的に LMO2
遺伝子が過剰発現したことが白血病発症に
大きく関わっていることが明らかとなった。
この重大な有害事象によりX-SCIDに対する
遺伝子治療は中断され、より安全な遺伝子治
療を開発することが急務となった。そのため
には、遺伝子治療の前臨床モデルとなり得る
ような実験動物モデルの開発が必要不可欠
であると考えられた。 
（２）X-SCID の原因遺伝子であるサイトカ
イン共通γ鎖（γc 鎖）遺伝子は、東北大学
医学部免疫学教室の菅村により単離された
遺伝子である。菅村らが樹立したγc 鎖を欠
損するマウス（γc-/-マウス）は、X-SCID 患
者同様に重症な免疫不全を呈するが、従来の
免 疫 不 全 マ ウ ス と し て 知 ら れ て い た
NOD/SCID マウスに、このγc-/-マウスを戻
し交配することで免疫能を完全に欠如する
NOD/SCID/γc-/-マウス(NOG マウス)が樹立
された。NOG マウスは、細胞移入実験にお
ける理想的なレシピエントとして汎用され
始めたが、その中でもヒト由来造血幹細胞を
移入し NOG マウス体内にヒト造血系を再構
築したという Blood 誌(2002)における報告は
特 筆 す べ き も の で あ っ た 。    
（３）申請者は免疫学の菅村らと共同して
X-SCID 患者に対する遺伝子治療の準備をし
ていたが、白血病発症の報告を受け治療計画
の中断を余儀なくされていた。それに相まっ
て報告された NOG マウスにおけるヒト造
血系再構築の実験系は、この系を遺伝子治療
の前臨床モデルとして応用すれば、マウスと
いう実験動物内にて、レトロウィルスベクタ
ーを導入されたヒト造血幹細胞の動向が解
析できるという可能性を感じさせるもので
あった。この系に着目した申請者と菅村は、
すでに確立していたヒト造血幹細胞への遺
伝子導入と、菅村らの樹立した NOG マウス
の入手というアドバンデージから、NOG マ
ウスを用いたX-SCID遺伝子治療マウスモデ
ルの開発に着手したのが研究開始当初の背
景である。 

       （hu-NOG の作成） 
 6～8週齢のNOGマウスへ1.2Gyの放射線照
射による前処置を施行した。臍帯血から免疫
磁気ビーズ法により分離した CD34＋細胞を経

血を経時的に解析した。移植 1 ヶ月後には、
ヒト CD45+細胞が検出され始め、移植早期（移
植後 4～8 週）においてその殆どは CD19+B 細
胞であった（図 1参照）。移植後 16 週を経過
すると、胸腺や 2次リンパ節が形成され、末
梢血には CD3+T 細胞が検出されるようになっ
た（表１参照）。この頃には、NK 細胞や樹状 

 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は、ウィルスベクターの挿入変
異よる白血病発症を予知し、遺伝子治療の安
全性を確保し得るような遺伝子治療前臨床
動物モデルを開発することである。マウスと
いう小実験動物内にて、ウィルスベクターを
導入されたヒト造血幹細胞の動向、分化、白

血病発症の有無が解析可能であれば、更なる
適切なウィルスベクターの選択や感染方法
の確立など
ら
 
 
３．研究の方法 
（１）マウス体内にヒトの造血幹細胞が生
着・分化することが可能であるか確認するた
め、臍帯血由来 CD34+細胞を放射線照射した
NOG マウスへ経静脈的に移植し、経時的に末
梢血を採取しヒト血球出現の有無を確認す
る。ヒト血球が出現するならば、主に表
ーカーを用いて細胞系列を解析する。 
（２）NOG マウス内にてヒト造血幹細胞が生
着・分化可能であることが確認されれば、次
にレトロウィルスベクターが導入された造
血幹細胞の移植へ移る。その際に、レ
ィルスベクター（Murine stem cell 
virus;MSCV）に、LMO2 を組み込んだものを用
意し、遺伝子導入することで T細胞性白血病
発症の有無を確認する。白血病発症の陽性コ
ントロール遺伝子として MLL/AF10 を組み込
んだベクター
確
 
 
４．研究成果 
（１）NOG マウスにお

細胞、骨髄系細胞も出現し、殆どの細胞系譜 
が NOGマウス内にて分化可能であることが証 



 

明された。これらのマウスでは、タンパク抗
原（KLH）における免疫にて、抗原特異的 IgM
を産生し（表２参照）、hu-NOG マウスの脾臓
細胞と、ヒト由来の同種 B細胞セルラインと
の混合リンパ球反応にて、トリチウムサイミ
ジン取り込みの増強を認めた（表３参照）。 
（２）癌遺伝子を導入したヒト CD34+細胞の
NOG マウスへの移植 

ヒト白血病の発症への関与が明らかとな
っている癌遺伝子 MLL/AF10 を用いて、遺伝
子導入 CD34+細胞が、NOG マウスの体内にて増
殖優位性を示し、白血病を発症するか検討し
た。MLL/AF10 は約 5kb の比較的大きな融合遺
伝子であるため遺伝子導入効率は 2％と低率
であったが、MLL/AF10 導入 CD34+細胞を移植
されたマウスの一部において、移植後 3カ月
に MLL/AF10 が発現している細胞の増殖優位
性を示した(図２参照)。しかし、移植後 5カ
月を過ぎても白血病発症は認めず、ヒト細胞
は減少する傾向を示した。以上より、癌遺伝
子 MLL/AF10 により獲得される増殖優位性は
一過的であり、MLL/AF10 単一では白血病発症
へ至らないことが示唆された。本来白血病発
症には、細胞増殖に機能するクラス 1遺伝子
の変異に加えて、細胞分化制御に関与するク
ラス II 遺伝子の変異が同時に起こることが
必要であると考えられており（two  hit 
theory）、我々の実験系においても two  hit
となるような別の癌遺伝子の導入が必要で
あると考えられた。小児 ALL において MLL 融
合遺伝子と恒常的活性化変異を持つ k-rasが
関与することが知られており、変異 k-ras を

図３参照）。これらの細胞は、すべて GFP 陽
性（つまり k-ras 陽性）であり、ヒト細胞の
ほぼ 9割をこれら GFP 陽性細胞が占めていた
ため、著明な増殖優位性を持つ傾向が示唆さ
れた。移植 15 週後の時点で、これらのマウ
スでは著明な肝脾腫を呈していた（図４参
照）。このマウスが、白血病を発症するか否
かは、今後の解析が必要であるが、k-ras 導
入ヒト造血幹細胞が顕著な増殖を来すこと
は明らかであり、MLL/AF10 に加えて k-ras が
導入されれば、さらに増殖を来し、形質転換
をおこして白血病発症につながるのではな

いかと考えられた（現在二つの遺伝子を導入
して、NOG マウスへ移植している）。 
（３）LMO2 を導入したヒト CD34+細胞の NOG
マウスへの移植 

LMO2 を導入されたヒト造血幹細胞は、NOG
マウスへの移植後一旦減少する傾向を認め
たが、移植後 3 カ月ほどでヒト CD45 陽性細
胞が出現し、それらの多くは CD3 陽性 T細胞

6カ月以上経過しても、依
然

であった（7 匹中 4 匹において；図５参照）。
これらは、移植後
として T細胞の割合は多いものの、胸腺腫

を形成しないことから、LMO2 により T細胞系
へ分化偏向するものの、明らかな増殖優位性 
を来していないことが示唆された。 

同時に導入すれば白血病発症へ至るのでな
いかと考えられた。変異 k-ras を導入された
ヒト造血幹細胞を NOG マウスへ移植すると、
移植 14 週後にはマウスの状態が悪化し、末
梢血を解析したところ、単球系の表面マーカ
ーが陽性の細胞が著増していた（6匹中4匹、

 



 

 

（考察） 
 NOG マウスへのヒト造血幹細胞移植による
ヒト造血再構築系では、ほぼすべての細胞系
譜が分化可能であることが証明された。この
実験系を、ヒトの遺伝子治療の前臨床モデル
へ応用できれば、他に類を見ない遺伝子治療
モデルマウスになると考えられる。 
 本研究の目的は、白血病発症という有害事
象を招いた X-SCID の遺伝子治療を反省材料
として、治療における安全性を担保出来得る
前臨床モデルの開発を行うことである。レト
ロウィルスベクターに限らず、ウィルスベク
ターを使用した遺伝子導入には挿入変異に
よる悪性腫瘍の発症が問題となる。試験管内

のベク
や感染方法などは解析可能であ

へ移植

可能性がある。発

等 

での実験において、安全性向上のため
ターの選択
るが、実際に生体内においてそれら遺伝子導
入細胞がどのような動向を示すか検証する
実験系が不可欠である。 
 本研究では、あらかじめ癌遺伝子をクロー
ニングしたウィルスベクターを使用し、ヒト
造血幹細胞へ遺伝子導入後 NOGマウス
するという系を用いた。結果としては、強力
な癌遺伝子である MLL/AF10 のみではマウス
の生存期間内に白血病発症は確認できず、
two hit となりうるような第二の遺伝子が必
要であると思われた。我々は、小児 ALL での
発症への関与を考慮し、MLL/AF10 に加えて恒
常的活性化変異を持つ k-rasを同時に遺伝子
導入することを試行中である。LMO2 に関して
も、単独では T細胞への分化偏向しか来たさ
なかったが、T 細胞性白血病への関与が知ら
れている Notct1 なども同時に導入すること
が発症への期間を短縮する
症に関わる遺伝子の組み合わせは多々挙げ
られるが、二つの遺伝子導入により、NOG
マウス内にてヒト白血病発症が確実に再現
できるようになれば、将来的には患者検体を
用いてその疾患の正常遺伝子と第 2の遺伝子
導入を施行し、NOG マウスへ移植してみる。
そして白血病が発症しなければ、使用したベ
クターの安全性は非常に高いことが言える
のではないか？ 
 今後の遺伝子治療は、造血幹細胞への遺伝
子導入系だけではなく、自己 iPS 細胞を用い
た遺伝子治療も臨床応用が進むと思われる。
iPS 細胞の樹立には、癌発症の危険を持つ遺
伝子の導入が必要であることから、その臨床
応用にも、悪性腫瘍発症という有害事象が隣
り合わせで存在する。本研究は、従来の遺伝
子治療のみならず、iPS 細胞を利用した遺伝
子治療の安全性を検証する上でも有用な系
となり得ると思われた。 
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