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研究成果の概要（和文）：本研究では、異種由来造血幹細胞を用いた異種間造血幹細胞キメラマウスの作製を目
的とし、研究を行った。 方法として、経胎盤造血幹細胞移植用いることで、移植後の胎仔生存率に影響が少な
い方法を確立することができた。レシピエントとして造血欠損マウスRunx1 cKO::Tie-2-creを用いた。同種およ
び異種造血幹細胞を経胎盤移植を行った結果、移植前処置を行うことなく、ド ナー由来の造血幹細胞が高い割
合で生着することが確認された。

研究成果の概要（英文）：This study aimed to create xenogeneic hematopoietic stem cell chimeras using
 xenogeneic hematopoietic stem cells. We established a method that had little effect on the survival
 rate of the fetus after transplantation using intra-placental transplantation. We used 
hematopoietic deficient mice Runx1 cKO::Tie-2-cre as recipients. We found that the transplanted 
cells engrafted successfully in the fetuses without needing pre-transplant conditioning and that the
 transplanted fetuses survived to term and were healthy. 

研究分野： 発生学
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究の成果は、従来の造血幹細胞移植研究で問題となっている骨髄破壊的前処置を必要とせず、ドナー細胞の
生着率を高めることができる新しい造血幹細胞移植法として学術的に重要である。さらに、新たな実験動物モデ
ルの作成につながる可能性があるため社会的意義が大きいと考えられる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

遺伝子改変マウスは、ヒトや病気、さらには基礎科学や医学研究の進歩に対する理解を深めるための

貴重な実験モデルになる。しかし、ヒトとマウスの間の種の違いを考えると、マウスで得られた結果をヒト

に適用するのは困難である。それを解決するために、ヒトの細胞をマウスに移植し、マウスの体内でヒト

の細胞や臓器を形成するヒト化マウスが開発された。主な例として、ヒトの血液免疫系を再現する「血液

ヒト化マウス」があげられる。このマウスは、超免疫不全マウスにヒト造血幹細胞を移植する方法で作製さ

れる。免疫反応が起きなければ、マウスの血液環境下でもヒト造血幹細胞は維持されるが、現在のヒト化

マウスは、ヒト血球の寄与率が細胞分画により大きく変わり、適切なヒト免疫系を再現することが困難であ

る。さらに、ドナー細胞の生着率を高めるため行う骨髄破壊的前処理（放射線照射、化学療法など）によ

り、レシピエント側の骨髄微小環境を壊すため現れるさまざまな副作用等の問題が残っている。 

 

２．研究の目的 

ヒトを含む異種由来の血液細胞を有する「異種間血液キメラマウス」は、基礎医学研究において欠かせ

ない優れた実験モデルであり、世界中の研究室で作られ、着実に改良されている。しかしながら、未だヒ

トの血液・免疫系を完全に構築できないという問題が残されたままである。本研究では、現在の造血幹

細胞移植や免疫不全マウスの問題を克服した、新たな移植法および造血免疫系ヒト化マウスの開発を

目的とし行われた。 

 

３．研究の方法 

本研究では、(1)マウス胎仔への経胎盤造血幹細胞移植法の開発、(2)高キメリズムを実現するため造

血幹細胞を欠損する遺伝子改変マウスの作製および利用、(3)異種由来造血幹細胞を用いた異種間造

血幹細胞キメラマウスの作製、の 3 項目を目的とし、研究が行われた。 

 

(1) マウス胎仔への経胎盤造血幹細胞移植法の開発 

異種細胞を移植する場合は、レシピエントマウスの免疫細胞による拒絶反応を回避するため免疫不全

マウスを使用する必要がある。一方で、胎仔期は免疫系が未熟であり、異種細胞に対しても免疫拒絶

反応は起こりにくいと考えられる。 

Fleischeman らは、c-kit 遺伝子座（W）に変異を持ち重度の貧血を呈するマウスに対し、正常な造血幹

細胞を経胎盤的に移植することで、病状の回復に成功したと報告した（Fleischman et al., PNAS, 1979）。

そこで、本研究では、早い段階での移植を行うため、胎盤を通じて細胞を導入する「経胎盤血液幹細胞

移植法」を使用した。 

(2) 高キメリズムを実現するため造血幹細胞を欠損する遺伝子改変マウスの作製および利用 

転写因子 Runx1 は、造血幹細胞の産生に必須で、Runx1 を欠損するマウスは造血幹細胞が産生され

ないため胎生 12.5 日で死亡する。われわれは、胎仔期の血液生成だけを回復するトランスジーン (Tg) 

の発現により、造血幹細胞が欠けたまま出産直前まで生き続ける遺伝子改変マウス（Runx1−/−:: Tg、以

下 Runx1 KO::Tg）を作製した。このマウスが造血幹細胞移植のレシピエントとして使えるか再評価した

結果、Tg の発現により胎生 18.5 日まで生き伸びることを確認したため、このマウス胎仔をレシピエントと

し、同種および異種造血幹細胞を経胎盤移植を行った。 

(3) 異種由来造血幹細胞を用いた異種間造血幹細胞キメラマウスの作製 

本実験系が成立可能かを検証するため、まず Ly5.1/Ly5.2 コンジェニックマウスを用いてマウス間の移



植実験を行った。移植後生まれたマウスの末梢血/骨髄を用いてドナー由来の血液細胞の寄与度を調

べた。異種移植としては、ラット胎仔肝細胞およびヒトさい帯血由来造血幹細胞の移植を行い、異種由

来の造血細胞を有する血液キメラマウスの作製を試みた。 

 

４．研究成果 

(1) マウス胎仔への経胎盤造血幹細胞移植法の開発 

胎盤を経由して移植するこの方法は、胎仔への物理的ダメージを

大きく減らし、発生の早い段階で移植することができるが、再現性

が低いことや、技術面の制約があることからこの手法を用いた報告

は少ない。われわれは、独自に改良した方法により、移植後の胎

仔生存率を 70%、移植の成功率を 60%も向上することができ、胎生

9.5 日から 11.5 日までの移植が可能であることを実証した (図 1)。 

さらに、造血幹細胞が生成されないマウスの胎仔に対し、免疫システムが完全に構築される前に造血幹

細胞を移植することによって、移植前の処理を行わずに、ドナー由来の造血幹細胞が高い生着率を示

すことが確認された。これは経胎盤造血幹細胞移植法が、効果的な異種細胞移植のモデルになり得る

ことを示している。 

(2 )高キメリズムを実現するため造血幹細胞を欠損する遺伝子改変マウスの作製および利用 

造血幹細胞移植を行った Runx1 KO::Tg は、移植が成功しても出生後数時間以内に死亡し、成体マ

ウスでの解析が不可能だった。Runx1 は骨格系や神経系の発生にも関与するため Runx1 KO::Tg 胎仔

は、移植に成功していても造血系以外の原因で死亡する可能性があると考えられた。この問題を解決

するため、造血系特異的に Runx1 を欠損するコンディショナル欠損 Tg マウス（Runx1 f/f::Tie2-cre::Tg、

以下 Runx1 cKO::Tg）を作製し、造血幹細胞が産生されないまま胎生 18.5 日まで生存することを確認し

たため、経胎盤造血幹細胞移植実験を行った。マウス造血幹細胞移植ではドナー細胞が問題なく生着

し、胎生致死に至ることなく出生、成長した。さらに成体期まで生存したレシピエントマウスは 99%の高い

キメリズムを示し、1 年以上経過してもドナー由来の免疫細胞による拒絶反応は起きないことを確認した。 

(3) 異種由来造血幹細胞を用いた異種間造血幹細胞キメラマウスの作製 

胎生 11.5 日の Runx1 KO::Tg 胎仔に、ドナーであるラット胎仔肝細胞を移植したところ、胎生 18.5 日

Runx1 KO::Tg は貧血の表現型が観察されず、胎仔肝臓の解析では、96%以上がドナー由来の血球細

胞であることを示した。また、ドナー細胞はレシピエントの体内に生着し、ラット由来 B 細胞や T 細胞、マ

クロファージおよび、赤血球も確認された。つまり、造血幹細胞が形成されないマウス胎仔に経胎盤的

に移植することで移植前処置を行うことなく、ドナー由来造血幹細胞が高い生着率を認めたことから、わ

れわれが提案する移植法は、有効な異種細胞移植のモデルになり得ることが示唆された 

ヒトサイトカイン存在下で１週間以上培養したヒト臍帯血由来造血幹細胞および造血前駆細胞を、胎生

11.5 日マウス胎仔へ移植し、胎生 18.5 日胎仔肝臓を用いて解析を行った。その結果、Runx1 KO::Tg

胎仔肝臓においてヒト CD45 陽性血球細胞が検出され、マウス胎仔体内にヒト由来の細胞が生着するこ

とを確認した。 

さらに胎仔期に移植された細胞が、成体まで維持可能かを調べるため、野生型胎生 11.5 日胎仔にヒト

造血幹細胞を移植した。自然分娩により生まれた 4 週齢マウスの末梢血を用いた解析で、ヒト血球細胞

の生着を確認した。以上の結果より、Runx1 欠損胎仔に異種由来造血幹細胞を移植した場合、マウス

造血幹細胞に比べ、造血前駆細胞等に分化するまで時間を要するものの、移植条件を工夫することに

より、レシピエントに問題なく生着し維持されることが確認された 
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