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研究成果の概要（和文）：本研究は免疫不全 NOG マウスへヒト造血幹細胞を移入する事でヒト

免疫系を再構築し、このヒト化マウス内でヒト型 IgG 抗体を産生させる事を目的としている。

研究期間内ではヒト免疫系に重要なヒト遺伝子を NOG マウスへ導入したトランスジェニック

マウス 5 系統（hIL-7, hLymphotoxin, hCXCL13, hIL-6, hIFNg）の作出を試み、うち 3 系統

（hIL-7, hLymphotoxin, hIL-6）について導入遺伝子の発現を確認した。hLymphotoxin Tg マ

ウスについてはヒト造血幹細胞移入実験を行っており、また hIL-6 Tg マウスについては NOG

マウスとの交配により遺伝子背景を NOG マウスへ置換中である。今回我々はヒト免疫系を再

構築した hIL-7 Tg マウスを用いて得られた成果について報告する。まずヒト造血幹細胞を移

入した hIL-7 Tg マウスにおけるヒト細胞の生着性およびヒト T, B 細胞の分化能についてフロ

ーサイトメトリーにて解析を行った。その結果、hIL-7 Tg マウスとコントロールの non-Tg マ

ウスとの間で有意な差は認められなかった。次に分化したヒト T 細胞を分離し、in vitro で抗

CD3/CD28 抗体により刺激した後の増殖能を比較したところ、hIL-7 Tg マウス由来ヒト T 細

胞の有意な増殖性亢進が認められた。本結果は IL-7 シグナルがヒト T 細胞の増殖、維持に重

要であり、ヒト化マウスにおいて外来抗原認識後に起こる T 細胞のクローナルな増殖を促進さ

せる可能性を示唆する。このことから、hIL-7 Tg マウスが従来に比べてより正常に近いヒト免

疫系再構築マウスとして有用なツールになり得る。現在 hIL-7 Tg マウスへ T 依存性抗原を免

疫し、抗原特異的ヒト型 IgG 抗体の作製を行っている。 

 
研究成果の概要（英文）：The purpose in this research is to produce human IgG antibody 

using humanized NOG mice that were reconstituted with the human immune system. In 

this study, we attempted to develop five strains of transgenic (Tg) NOG mice carrying 

human genes (hIL-7, hLymphotoxin, hCXCL13, hIL-6 and hIFN), which are important for 

the development and functional maturation of immune cells. We confirmed the expression 

of transgenes, hIL-7, hLymphotoxin and hIL-6 in three strains of Tg mice. Hematopoietic 

stem cell transplantation into hLymphotoxin Tg mice and substitution of the genetic 

background of hIL-6 Tg mice in NOG mice are currently underway. We report here that the 

results obtained by hIL-7 Tg NOG mice reconstituted with the human immune system. We 

analyzed engraftment and differentiation of human T and B cells in hIL-7 Tg mice by flow 

cytometry. As a result, the engraftment rate of human cells and differentiation into T and B 

cells did not differ between hIL-7 Tg NOG and control non-Tg NOG mice. To determine the 

potential of cell growth of human T cells developed in hIL-7 Tg NOG mice, we isolated 

human T cells from the spleen and stimulated them with anti-human CD3 and CD28 

antibodies in vitro. As a result, human T cells from hIL-7 Tg NOG mice showed 

significantly higher proliferation than those from non-Tg NOG mice. This result suggests 

that IL-7 signaling can induce the growth phase, in differentiated human T cells, which 

presumably become capable of rapid elimination of foreign pathogens. Therefore, hIL-7 Tg 
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NOG mice have potential as a useful tool in the form of humanized mice reconstituted with 

the human immune system. We are attempting to produce human IgG antibodies by 

immunization of T cell dependent antigens using hIL-7 Tg NOG mice. 
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１．研究開始当初の背景 

マウスにヒト免疫系を再構築させ、ヒト免疫
細胞の分化、免疫応答を in vivo で解析する
モデルの作製は、従来盛んに行われ今日まで
至っている。1988 年、免疫不全 SCID マウ
スにヒト造血系組織、もしくはヒト末梢リン
パ球を移植したいわゆる SCID-hu マウスの
作製が行われた。さらに、造血幹細胞の分離
法が確立され、ヒト造血幹細胞から各種免疫
細胞系列への分化を SCID マウス内で再現で
きるようになった。しかし当時のヒト細胞の
生着率は極めて低レベルであったため、in 

vivo 解析モデルとしては不十分な点が多く
残されていた。その後 SCID マウスを改良し
た NOD/scid マウスの開発によって、SCID

マウスを上回るヒト細胞の生着が可能とな
ったが、ヒト T 細胞と B 細胞をマウス環境下
で同時に分化させることはできず、機能的な
ヒト免疫系を構築させる系の確立は極めて
困難であった。当研究所ではこの問題を解決
すべく、NOD/scid マウスに残存する NK 細
胞を除去した重度免疫不全 NOD-scid 

IL2rnull (NOG) マウスを開発した。NOG

マウスは、ヒト細胞の生着率が極めて高い上
にヒトT細胞とB細胞が末梢で共存できると
いう点で非常に優れた免疫不全マウスであ
る。代表者らはヒト造血幹細胞を NOG マウ
スへ移植し、分化したヒトリンパ球の性状、
およびその機能について解析を行ってきた。
これまで得てきた知見から、NOG マウスの
末梢リンパ組織中に存在する成熟 Tおよび B

細胞は、表面マーカー上は正常のヒトリンパ
球と酷似しているものの機能的に不完全で

あり、抗原免疫後に本来血中に認められる特
異的 IgG 産生応答が欠失していた。免疫系の
中心的役割を担う IgG 抗体の産生が欠失し
ていることは、ヒト化 NOG マウスにおける
大きな欠点であり、現状で最も重要な課題で
ある。そのため代表者は、機能的ヒトリンパ
球の分化誘導およびヒト型 IgG 抗体の産生
誘導を目指し、リンパ球分化を支持するヒト
遺伝子を NOG マウスへの導入したトランス
ジェニック NOG マウスの開発を行う。 

２．研究の目的 

本研究ではヒト化マウスをより発展させる
ための新たなアプローチとして、T および B

細胞分化に必須とされるヒト遺伝子トラン
スジェニック NOG(Tg-NOG)マウスを作製
し、抗原免疫後の特異的ヒト型 IgG 抗体を得
る事を目的とする。具体的にはリンパ球分化
に必要なサイトカインである IL-7, IL-6, 

IFNg、リンパ組織の構築に必要なサイトカイ
ンおよびケモカインである  Lymphotoxin, 

CXCL13 といった 5 種の遺伝子を NOG マウ
スへ導入し、得られた Tg-NOG マウスへヒト
造血幹細胞を移入し、分化したヒトリンパ球
の解析や抗原投与後の抗体産生等、再構築さ
れたヒト免疫系の応答について解析を行う。
このヒト化モデルマウスはヒト免疫細胞分
化、機能解析の研究のみならず、創薬のため
の研究材料または新薬の前臨床試験等にも
有用であり、医療への貢献が充分期待できる。
本研究にてこのマウスの有用性を明らかに
した上で、他の研究者に広範に使用されるよ
うな体制をとりたいと考えている。 

３．研究の方法 



(1) トランスジェニック NOG マウスの作出 

ヒト培養細胞またはヒト末梢血単核球より
IL-7, Lymphotoxin, CXCL13, IL-6, IFNg 

各 cDNA をクローニングし、それぞれサイト
メガロウィルスプロモーター (CMV)を有す
る DNA ベクターに組み込んだ後、直鎖化し
て NOD マウス受精卵へマイクロインジェク
ションを行った。得られた Tg マウスの血漿
および血球を採取し、ELISA 法または細胞内
サイトカイン染色によりタンパクの発現解
析を行った。発現が認められた Tg マウスは
NOG マウスと自然交配を重ねて遺伝的背景
を NOG に置き換えた後に実験に使用した。 

（2）ヒト造血幹細胞の移植 

8〜10 週齢の Tg NOG および non-Tg NOG

マウスへ 2.5 Gy の X 線を照射し、翌日にヒ
ト臍帯血由来 CD34 陽性細胞（Lonza 社より
購入）5 x 104個を尾静脈経由で移植した。 

（3）ヒトリンパ球の解析 

ヒト造血幹細胞移植後 4 週から 18 週までの
間、眼底静脈叢から経時的に採血を行い、蛍
光標識された各種抗ヒト抗体を用いてヒト T

細胞または B 細胞への分化能および生着効
率等についてフローサイトメーターにて解
析を行った。また、hIL-7 Tg NOG マウス脾
臓からヒト T 細胞を分離し、CFSE で標識し
た後に抗 CD3/CD28 抗体存在下で 7 日間培
養を行った。培養後、細胞増殖した T 細胞の
割合について、CFSE 蛍光の減衰を指標にフ
ローサイトメーターにて解析した。 

 

４．研究成果 

（1）トランスジェニック NOG マウスの作出 

クローニングした各ヒト cDNA を CMV プロ
モーターを有する発現ベクターに組み込ん
だ後、NOD マウス前核期胚へのマイクロイ
ンジェクションにより個体作製を行った。結
果を表 1 に記す。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

発 現 が 認 め ら れ た hIL-7 お よ び
hLymphotoxin TgマウスについてはNOG背
景に置換した後に移入実験に使用した。IL-6

については現在 NOG 背景への置換を行って
いる。 

 

（2）ヒト造血幹細胞移入 Tg マウスの解析 

IL-7およびLymphotoxin Tgマウスへヒト造

血幹細胞を移入した。hLymphotoxin Tg マウ
スは現在移入実験中であるため、hIL-7 Tg マ
ウスについての結果を記す。hIL-7 Tg および
non-Tg マウスへヒト造血幹細胞移入後 4 週
から 18 週にかけて経時的に採血を行い、末
梢血中のヒト細胞生着性および 12 週時のヒ
ト T, B 細胞についてヒト CD45, CD3, CD19

抗体を用いてフローサイトメトリーにて解
析した。その結果、ヒト細胞生着性（図 1）
およびT, B細胞分化（図2）ともにTg, non-Tg

間で差は認められなかった。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

次にhIL-7 Tgおよびnon-Tgマウスの脾臓か
らマグネティックビーズを用いてヒトT細胞
を分離し、 CFSE にて標識した後に抗
CD3/CD28 抗体存在下で培養した。7 日後に
細胞を回収し、CSFE 蛍光強度の低下を指標
としてヒトT細胞の増殖能についてフローサ
イトメーターにて測定した。その結果、hIL-7 

Tg マウスで分化したヒト T 細胞の増殖率は
60.1%であったのに対し、non-Tg マウス由来
T 細胞は 31.7%の増殖率に留まった（図 3）。
このことから hIL-7 Tg マウスはヒト T 細胞
の増殖を亢進させる可能性が示唆された。 

 

表 1  Tg マウス作製の結果 

図 1  hIL-7 Tg マウスにおけるヒト細胞 

生着率 

図 2 hIL-7 Tg マウスにおけるヒト T お

よび B 細胞分化 
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