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研究成果の概要（和文）：ヒトの細胞、組織を生着させたヒト化マウスは、新薬の薬効・安全性の検証やヒト生物学の
解明を行うために極めて有効な実験動物モデルである。本研究では、このヒト化マウスを作製するのに必要な重度免疫
不全マウスの作製とそれを用いたヒト化モデルの開発を行った。5年間の研究期間で、87系統の改良型免疫不全マウス
を開発できた。また、それらマウスを用いて、ヒトアレルギーモデル、HIV-1、EBVなどの感染症モデルや腫瘍モデル等
の多様なヒト疾患モデルを作製できた。一方で、個別医療のために当初計画したテーマのうち、ヒトの幾つかのHLAを
発現するマウス系統はできたが、ヒト人工臓器や造血幹細胞作製の完成には至らなかった。

研究成果の概要（英文）：Humanized mice in which human cells and tissues are successfully engrafted and 
act as in human being are extremely useful to analyze the biology of human and to develop drugs to human 
diseases. In this project, we attempted to develop various severely immunodeficient mice appropriate for 
generating humanized mice and various humanized mouse models. For the 5-year study period, we have 
successfully developed 87 different immunodeficient mouse strains for humanized mouse models. Using these 
strains, we successfully developed human allergy models, infectious disease models such as HIV-1 and EBV 
and human cancer models. In the study for individual medicine, we have developed NOG mouse strains 
expressing different HLA types, but the development of artificial thymus and hematopoietic stem cells 
from pluripotent stem cells such as ES and iPS cells was not completed in this period.

研究分野：実験動物学

キーワード： ヒト化マウス　免疫不全マウス　実験動物学　個別医療
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１．研究開始当初の背景 
 我々が作製した重度免疫不全
NOG(NOD/Shi-scid, IL-2R KO)マウスがヒト
の細胞や組織を拒絶することなく、生着させる
ことでヒト化動物モデルの作製に極めて有用
であることを、2002年に世界に先駆けて報告し
た。また、我々が同じく作製したBRGマウス
で、スイスのDr. ManzのグループがScienceにヒ
ト化マウスの報告をした。これらによって、世
界的に免疫不全マウスを用いたヒト化マウス
研究が注目されることになり、現在、世界各所
で精力的に研究が行われている。特に、ヒト化
マウスの基盤となる免疫不全マウスの改良に
関する研究は、世界で3カ所が中心になって行
われている。一つは、ビルゲイツ財団のグラン
トを基礎としたDr. ManzやDr. Di Santoを中心
とした欧州のグループ、Jackson研究所のDr. 
Shultzらを中心とした米国のグループ、および
我々日本のグループである。これら3グループ
は競争して新たなヒト化マウスのための基礎
となる免疫不全マウスの開発を行っている。
我々は、現在、この分野で世界の先端にいると
考えられるので、さらに有益なヒト化モデルの
ための実験動物とそれを基盤とした動物実験
系を欧米に先んじて、日本から発信、提供した
いと考えた。 
 
２．研究の目的 
 本研究補助金に先立つ平成18〜22 年度の基
盤研究S「重度免疫不全NOG マウスの改良・
改変によるヒト化モデル動物の基盤創設」（代
表者：伊藤守）によって、より有益な動物を欧
米に先駆けるためにその基盤となる改良マウ
スの作出を精力に行った。その結果、その研究
期間で34 系統の改良型NOGマウス（ヒト遺伝
子導入15 系統、マウス遺伝子不活化9 系統を
含み、また作製途中も含む）を確立し、それら
の有効性を検討してきた。しかし、動物の作出
自体に時間を要するため、この研究期間では、
作製された動物の解析は不十分で、従って、ヒ
ト化モデルの実験系の提供には及ばなかった。
しかし、それら作製された動物の可能性は高く、
今まで困難とされてきた抗原特異的なIgG 型
抗体産生が可能なヒト化マウスにまで辿りつ
く可能性もある。このワクチン開発可能なヒト
化動物の完成は極めてヒト免疫の研究に有用
であるばかりでなく、ヒト創薬の開発に大きな
貢献ができると考えられた。それ以外にも、従
来のNOGマウスの限界を打ち破る改良型マウ
スの樹立が可能で、これを動物実験システム化
することにより、現在のヒト化マウスで難しい
医薬品の薬効や検定が可能になると考えた。現
在保有する改良型免疫不全マウスを用いて、ヒ
ト化動物実験システムを検討していく。また、
このヒト型動物を次世代型の個別化医療のた
めの発展型とすべく、新たなヒト化マウス作製
システムを本研究で検討していく。すなわち、
従来までに作製できたヒト化動物では、市販ま
たはインフォームドコンセントを得た提供者
からの幹細胞（臍帯血CD34+幹細胞など）を入

手して作製してきた。このことは、リソース
が限定され、研究者が自由に研究できる範囲
が限れられてくる。さらにヒト個人に対応す
るものではない。このことから、近年作製が
容易になったヒトiPS（人工多能性幹細胞）細
胞を使い、容易にヒト胸腺や造血幹細胞を作
出できるシステムが可能になれば、ヒト型モ
デルの汎用性は極めて拡がることが期待でき
る。 
 
３．研究の方法 
 本研究では、ヒト化動物モデル（ヒトの免
疫系完全構築、ヒト特定細胞生着増殖、ヒト
組織・臓器易生着）に最適なヒト化動物実験
系の確立を行う。加えて、その発展型である
個別化医療にも応用可能な実験系の確立を検
討する。 
Ａ．ヒト化動物により有用なヒト化動物実験
システムの提供 
１）ヒト化動物モデル作製のために改良・開
発された基盤動物（多様な重度免疫不全動
物）のヒト化モデルとしての有用性とその
特性検索 
このために、前研究で作出した34系統の改
良型NOGマウスのヒト化モデルとしての
有用性を検討し、ヒト化動物実験システム
を提供する。また、さらなる改良を継続す
る。 
Ｂ．完全ヒト型免疫系保有ヒト化動物の確立 
Ｃ．個別型ヒト型動物実験系の開発のための
基礎研究として、 
 １） NOGマウス由来ES細胞の樹立とそれ
を用いた遺伝子改変法の開発を行う。 
 ２） ヒトiPS細胞からのヒト人工胸腺、各
種幹細胞の樹立法の開発を検討する。 

 上記の研究の総括は研究代表者である伊藤
守が行い、ヒト化マウス開発（動物の作製と
供給、およびヒト化マウス実験）、新規改良型
動物の作製を行う。また、NOGマウス由来ES
細胞の樹立を行い、新しいNOGマウス改良法
を確立する。また、全能性幹細胞からの胸腺
分化、造血幹細胞分化等の検討を行う。 
 研究分担者の安藤潔はヒト化マウスでの幹
細胞分化・維持の研究の研究、血液疾患モデ
ル研究を分担する。小柳義夫はヒト化マウス
の感染症研究と免疫動態検索を行う。亀谷美
恵はヒト化マウスの免疫機能解析、特にＢ細
胞分化に関する研究を行う。高橋武司はヒト
化マウスの免疫機能解析、特にMHC class 
I/II遺伝子導入マウスでのヒト免疫能の解析
を行う。 
 連携研究者として、中畑龍俊はヒトES/iPS
細胞からの種々細胞、臓器分化の検討や血液
型モデルを用いた小児がん研究、八幡 崇は
ヒト化マウスでの幹細胞分化・維持研究、末
水洋志は動物の分子生物学的解析による種々
の遺伝子組換え動物の作製や選別、江藤智生
は遺伝子組換え動物の作製、生殖工学技術を
用いた動物の維持と生産を分担した。 



 
４．研究成果 
これまでの研究進捗状況を記述する 

１．改良型 NOG マウスのヒト化モデルとし
ての解析とその特性検索 
  現在まで作製した改良型マウスは免疫
不全マウスを複合化したものを含めると、87
系 統 に 及 ぶ 。 下 記 に ホ ー ム ペ ー ジ
（http://www.ciea.or.jp/kiban-s/index.html）で公
開し、頒布可能なマウス 41 系統を記す。ま
た、そのうちで興味深い結果が得られたもの
について、概説する。 
 
 系統樹立・解析がほぼ終了したもの：42系
統 と な っ た 。 NOG 系 統 背 景 で は 、
NOG-hIL-2-Tg、NOG-hIL-4 Tg、NOG-hIL-5-Tg、
NOG-hIL-6-Tg 、 NOG-hIL-15-Tg 、
NOG-hGM-CSF/hIL-3 Tg、NOG-Jagged1-Tg、
NOG-Delta like-1-Tg 、 NOG-SDF1a-Tg 、
NOG-SDF1b-Tg 、 NOG-Ncad-Tg 、
NOG-HLA-DRAB-Tg 、 NOG-HLA-A2 、
NOG-IAb/b2m KO、NOG-Iab KO、NOG-b2m 
KO、NOG-bc KO、NOG-Wv、NOG-W/+、
NOG-Wsh ､ NOG-hr 、 NOG-mIFNg-Tg 、
NOG-B10D2、NOG-UPA-Tg、NOG-TK-Tg、
NOG-GFP-Tg、NOG-pgkEGFP-Tgの 30系統、
RAG2 KO背景では、BALB/c-Rag2, gc KO、
BALB/c-Rag2, gc KO-nu、BALB/c-Rag2, gc 
KO-hIL-4-Tg、B6-Rag2, gc KO、NOD-Rag2, gc 
KO、NOD-Rag2, gc KO-hIL-2-Tgの 6系統、
その他としては NOD-Rag2 KO、NOD-gc KO、
CB-17-scid-hIL-4-Tg、NOD-scid, b2m KO、
NOD-scid-mIFNg KO、NOD-scid-mIFNg, b2m 
KOの 6系統である。これらは、 
 その他、後述の NOG由来 ES細胞を用いて
作製している 3 系統、新たな HLA を導入し
ている系統や複合化マウスは 46系統に及ぶ。
現在、解析中でそのうち幾つかで特許申請手
続き中であるため、その詳細を省く。 
 

1) ヒト化 NOG-hIL-2 マウスでのヒト NK
細胞の分化増殖 
 hIL-2-NOGマウスにヒト臍帯血 CD34+造
血幹細胞（HSC）を移入すると、マウスの
中でヒト NK 細胞が優位に分化、増殖する
（図 1）。これら NK細胞は細胞障害顆粒で
ある PerforinやGranzymeをヒトと同様に保
有、分泌する。このヒト NK マウスに、ヒ
ト白血病細胞株でNK感受性のK562を移植
すると、対照のヒト化 NOGマウスでは増殖
するが、本マウスでは拒絶され、生着しな
い。すなわち、このマウスで分化増殖する
ヒトNK細胞は機能的であることが示され、
また、抗体医薬ポテリジオ（抗 CCR4抗体）
のADCC効果を腫瘍株 L428で検定できた。
このことから、本実験系は抗体医薬の
ADCC活性を検定できる in vivo実験系であ
ることが検証できた。また、同様にヒト
IL-15遺伝子を導入した NOG-hIL-15マウス

ではヒト末梢血から分離した NK 細胞を長
期にマウス内で維持できることが明らかに
した。 
2）hIL-4-NOG マウスでの末梢血 T 細胞の
Th2細胞への極性の移行 
 hIL-4-NOG マウスでは、興味深いことに
ヒトHSCを移入してもヒト細胞が全く分化
してこない。しかし、このマウスにヒト末
梢血単核球（PBMC）を移入すると、ヒト
細胞が長期に存在する。一般に、NOGマウ
スに PBMCを移入すると、強い GVHDで早
期に死亡する。この hIL-4-NOGマウスで存
在するヒト T 細胞を解析したところ、Th2
細胞への移動が認められた。このことから、
このマウスを用いることによって、ヒトTh1
と Th2 細胞の役割を検討する動物実験系が
可能と思われる。このマウスにヒト末梢血
単核球を移植し、ヒト免疫系を再構築した
マウスの細胞動態と抗体産生能を評価する
と、NOG と比較して高い割合の CD4T 細胞と
B 細胞を体内に維持する事が明らかとなっ
た。また、これらの細胞はメモリー細胞優
位であり、B細胞では CD21loCD38hi のプラ
ズマ細胞前駆細胞の表面マーカーを発現す
る細胞が大部分を占めていた。そこで、
IL-4-Tg−NOG マウスを用いて抗体産生を主
目的とした乳がん患者ペプチドワクチンの
有効性を評価したところ、健常者ではペプ
チドに対する抗体産生能が検出され、一方、
２名の患者血液では、抗体産生能が検出さ
れなかった。以上の結果、IL-4-Tg-NOG マウ
スは、ペプチドワクチンの抗体産生誘導能
を評価する系として有効である可能性が示
された。 

図 1. hIL-2-NOG マウスでのヒト NK 細胞
の分化増殖と、ヒト NK 細胞による腫瘍発
育阻止 

 

 



 
3) ヒト顆粒球が分化する NOG-hGM-CSF 
/IL-3マウスとそれを使ったヒトアレルギー
モデルの確立 
 NOG-GM-CSF/IL-3-マウスにヒト HSC を
移入すると、NOGマウスの中で検出できな
いかったヒトの好中球、抗酸球や好塩基球
や単球、肥満細胞が分化増殖する（図 2）。
このマウスに、花粉症患者血清を皮内に接
種後、花粉抗原を色素とともに静脈内注射
すると、受動皮膚アナフィラキシー反応を
呈し、ヒトアレルギーモデルとして使用可
能であることが分かった。また、本ヒト化
マウスでは、ヒト骨髄系細胞が分化し､ヒト
腫瘍を移植すると、腫瘍内にMDSC (骨髄系
抑制細胞)や TAM（腫瘍関連マクロファー
ジ）等の集ぞくが認められ、腫瘍免疫の新
しいモデルと考えられる。加えて、本ヒト
化マウスで分化するヒト骨髄系細胞、特に
好中球を利用した新規薬剤のヒト血液毒性 
を検定する試験系を作製できた。 

4) 骨髄異形成症候群（MDS）や多発性骨髄
腫モデルの確立 
 MDS患者の骨髄細胞をヒトMSCとともに
NOGマウスの骨髄内に直接移植することで、
初めて患者の細胞が生着したヒト MDS モデ
ルの作製に成功した。MDS細胞が生着したモ
デルマウスでは、マウスの造血細胞数が顕著
に減少していた。それらマウスの骨髄を観察
すると、MDS細胞が造血ニッチを侵略すると
ともに、ファイブロネクチンなどの細胞外骨
格のネットワークを破壊することで、マウス
の造血環境が破壊されており、それが正常造
血細胞の増殖を抑制している要因であるこ
とが示唆された。MDSのような前がん状態に
ある細胞が自己の成長に有利な環境を作り

出すことが、正常細胞よりも優位に増殖し、
最終的にがんを発症する原因のひとつでは
ないかと思われる。また、NOG-Jagged-1-Tg
マウスが、ヒト多発性骨髄腫治療の薬剤耐性
機構を解析するための最適なモデルマウス
となることが明らかにした。 
5) 感染症モデルの確立 
 EBウイルス(EBV)を NOGマウスに接種す
ることで、EBV関連血球貪食性リンパ組織球
症（EBV-HLH）モデルを確立した。本モデル
では、(1) 肝脾腫大; (2) CD8+ T細胞の増殖・
活性化と組織への浸潤; (3) 高インターフェ
ロンガンマ血症; (4) 正球性正色素性貧血; (5) 
血小板減少症; (6) 組織球の増殖・活性化; (7) 
骨髄、脾臓、肝臓における活発な血球貪食像、
の 7 点に代表される、EBV-HLH 患者で見ら
れる特徴をすべて再現することができた。ま
た、ヒト肝臓由来のヒト血液幹細胞を、新生
児マウスの肝臓内に接種する系を確立し、
HIVモデルを用いた多様な研究を行った。 
6) そ の 他  a. マ ウ ス MHC 欠 損
（Iab/b2m<null>）NOG マウスで PBMC が
GVHDを伴わず、長期に存在することが明ら
かとなった。このマウスを使うことによって、
患者の細胞を移植し、がん免疫の研究などに
使える可能性がある。b. Notch ligandである
Delta like-1、Jagged-1—NOGマウスでは骨形
成が不良または亢進するという極めて好対
照の骨形成モデルが作出できた。c. ヌード
(nu)遺伝子を導入した被毛のない NOG マウ
スは作製できなかったが、その代替として
hearless 遺伝子を導入した NO-hr マウスを作
製できた。このマウスを使うことによって、
移植腫瘍の可視化が容易で、腫瘍研究に有用
なモデルを提供できた。 

 

２．完全ヒト型免疫系保有マウスの作製 
 ヒト型免疫保有マウス作製のために、ヒト
HLA class II 分子の DRAB0405 を導入した
NOG マウスを作製した．このマウスに、
DRAB0405 ハプロタイプを持つヒト HSC を
移入した後、Ovalbumin で免疫すると、血液
中で Ovalbumin特異的な IgG抗体を検出でき
た。一方で、DRAB0405ハプロタイプを持た
ないヒト HSC の移入では特異 IgG 抗体は検
出できなかった（図 3）。このことから、胸腺
にヒト HLA を発現させることによって、従
来難しかったマウス内でのヒトT細胞とB細
胞の相互作用が可能になったと考えられ、こ
の手法論で完全ヒト型免疫系保有マウスの
作製ができると思われた。現在では、さらに
こ の HLADRAB0405 に HLA-A2 と
IL-3-GM-CSF 組み合わせた 4 重 Tg マウス
（Quad-Tg）を作製した。このマウスにヒト
腫瘍株を移植し、ヒト細胞の有無により腫瘍
増殖が影響を受けるかを検討した。その結果、
ヒト細胞を保持するQuad-Tgにおいて腫瘍の
成長が抑制され、ヒト T細胞のアロ反応によ
る腫瘍拒絶系が作製できた。 

図2 hGM-CSF/IL-3 NOGマウスで発育する骨髄系

細胞とヒト肥満細胞によって引き起こされる受動

皮膚アナフィラキシー反応 

 

 



３−１．NOG マウス由来 ES 細胞の樹立と遺
伝子改変法の開発 
 NOG由来の ES細胞の樹立に分化阻害剤 2i
を添加した培養系を用いて実施し、その結果、
極めて高率にES細胞の樹立ができた。また、
得られた ES 細胞は生殖系列への寄与が確認
された。この ES 細胞を用いて、マウス遺伝
子をヒト遺伝子に入れ替えた KI マウスの作
製を実施した。その結果、ヒト Erythropoietin
およびヒト G-CSF KIマウスを作製できた。
ヒト G-CSF KIマウスでは、ヒト造血幹細胞
を移入後、ヒト好中球が増加することが確認
できた。 

３−２．iPS 細胞からのヒト人工胸腺の作製
や造血幹細胞の樹立の試み 
 ヒト人工胸腺の作製のための基礎的検討
として、ヒト iPS 細胞の代わりにマウス ES
細胞を用いて、人工胸腺作出への要点と思わ
れる ES細胞から胸腺上皮細胞（TEC）への
分化誘導法の検討を行った。方法としては、
再凝集胸腺器官培養（RTOC）または胸腺臓
器培養（FTOC）にマウス ES 細胞を混入さ
せた培養系、またはマウス胸腺への直接的な
ESの注入などの後に、胸腺上皮細胞（TEC）
に発現する Foxn1等の遺伝子発現を指標に、
条件を検討した。しかし、本期間中に胸腺上
皮細胞（TEC）の分化促進とそれによる人工
胸腺の作製には至らなかった。また、iPS細
胞から分化させたCD34+細胞のNOGマウス
移植でも造血細胞分化は成功しなかった。今
後の大きな課題である。 
 
 以上のように、本研究期間中に様々な改良
型 NOGマウスを作製し、かつ興味深いヒト
化モデルを作製できた。また、ヒト型免疫保
有マウスの作出、および NOG ES 細胞を用い
た新しい改良 NOG マウス作製法にも成功し
た。しかし、iPS 細胞由来人工臓器や造血幹
細胞の作製にはまだまだ検討しなければな
らない点が多い。 
 また現在、改良型 NOG マウスを用いた動物
実験系で 2件の特許出願準備中である。 
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