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研究成果の概要（和文）：重度免疫不全NOGマウスにヒト免疫系を再構築するヒト化免疫マウス技術における大きな課
題の一つはヒト獲得免疫機能が不全であることである。なかでも液性免疫反応が不十分で、外来抗原刺激に対し抗原特
異的IgG反応はほとんど誘導されない。この課題の解決のためにヒトHLA-DR4をNOGマウスに導入した新規マウスを開発
した。このHLA-DR4NOGマウスに同じハプロタイプを有する造血幹細胞を移植したヒト化マウスでは抗原特異的IgG反応
が誘導できることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Humanized mice, in which human hematopoietic and immune systems are reconstituted 
in severe immunodeficient NOG mice by transplanting human hematopoietic stem cells, have a lot of attentio
n. In the humanized mouse, humoral immune responses against exogenous substances are generally weak. IgG r
esponses, especially, have been difficult to induce. To improve the immune systems, we established a novel
 mouse strain which expresses human HLA class II genes. We found that the HLA-DR4 expressing NOG mice coul
d produce antigen specific human IgG responses, when they were transplanted with HSC from HLA-haplotype id
entical donors.  This model will be useful to study human immune responses and in developing various thera
peutic drugs.
 

研究分野：
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１．研究開始当初の背景 
免疫不全マウスに様々なヒト組織を移植し、
その機能を調べるヒト化動物の作製が活発
に試みられている。近年の超免疫不全マウス
NOD/scid/gcnull(NOG)マウスの開発により
ヒト正常組織の生着が可能になるに至り、こ
のようなヒト化マウスが医学生物学に果た
す役割がクローズアップされている。我々は
なかでもヒト造血幹細胞の移植により NOG
マウスに疑似ヒト血液免疫系を再構築し、ヒ
ト免疫反応やヒト免疫関連疾患の再現を試
みてきた。しかし研究が進むにつれて、ヒト
化 NOG マウスを用いたヒト免疫反応は極め
て制限されたものであることが明らかにな
ってきた。その代表的な例として、ヒト化マ
ウスを抗原で免疫しても抗原特異的な IgG
がほとんど検出されないことがあり、この原
因として T 細胞の不活性化、B 細胞の分化停
滞、T 細胞がマウス MHC に拘束されて、ヒ
ト HLA を認識できないなどが考えられた。
そこで、NOG マウスに HLA-DR を導入した
マウスを作製し、ドナー血液幹細胞 HLA と
適合させ、ヒト化マウスにおいてヒト液性免
疫が惹起できるかを検討した。また、NOG
マウスの高度なリンパ球減少（リンフォペニ
ア）環境での T 細胞増殖を抑制し、ナイーブ
T 細胞の回復を目的に胸腺上皮細胞に
cyclinD1 を発現するマウスを作製した。 
 
２．研究の目的 
ヒト化マウスにおいて、ヒト液性免疫反応を 
惹起し、機能的免疫反応を実現することが本
研究目的である。 
 
３．研究の方法 
 １）HLA-DRA/DRB1 発現トランスジェニック
NOG マウス（NOG-DRtg）の作製 
マウスクラスIIプロモーター下流にHLA-DRA
及び DRB1 遺伝子の cDNA を繋げたプラスミド
をNOG/NODヘテロマウスの受精卵にマイクロ
インジェクションし、NOG-DRtg を作製する。 
２）HLA-DRtg マウスへのヒト造血幹細胞の

移植 
ヒト造血幹細胞を臍帯血より磁気ビーズ

法により単離し、HLA-DR ハプロタイプの検査
後、X線照射 HLA-DRtg マウスに移植し、経時
的に採血によりヒト細胞の発生分化を確認
する。 
３）HLA-DRtg マウスを外来抗原により免疫

し、抗原特異的 IgG の産生を ELISA 法により
検出する 
４）ケラチンプロモーター下で cyclinD1

を発現する（K5-cyclinD1） NOG マウスを作
製する。 
 

４．研究成果 
１）HLA-DRB1*0405, 0901, 1502 マウスの作
製をHLA-DRAとともに発現するトランスジェ
ニックマウスを作製した。このうち末梢 B細
胞、胸腺上皮細胞で HLA-DR 分子が高く発現

するHLA-DR4tgマウスを用いて実験を行った。
本マウスは更にマウスMHCII分子を欠損させ
た I-Ao/o マウス(I-Ao)の背景に置換済みで
あり MHCII 分子としてはヒト HLA-DR9 のみを
発現する。 
HLA-DR9, HLA-DR15 マウスについては樹立済
みであるが、HLA-DR の発現が低く、今後解析
していく必要がある。 
 
２）ヒト造血幹細胞を HLA-DR4 I-Aotg マウス
に移植し、ヒト免疫系の再構築を行った。NOG
マウスと同様にヒト化が可能であることが
明らかになった。 
次に、HLA-DR4 適合の幹細胞と不適合の幹細
胞を移植することにより、ヒト化の状態に違
いがあるか検討した。HLA-DR4 適合状態のヒ
ト化マウスでは HLA-DR 不適合ヒト化マウス
と比較してエフェクターメモリーCD4T 細胞
の顕著な増加が認められた。このことから
HLA の適合が T 細胞ホメオスタシスに影響を
与えていることが明らかとなった。 
 
３）ヒト造血幹細胞を移植した HLA-DR4 
I-Aotgマウスを卵白アルブミン(OVA)/アラム
で免疫することによりヒト化マウス内で OVA
特異的 IgG が産生されるかを検討した。週１
回の免疫を３回繰り返したのちにマウス血
清中の IgG 力価を測定したところ、HLA-DR 適
合臍帯血を移入したヒト化マウスでのみ有
意な OVA 特異的 IgG が検出された。HLA-DR４
不適合臍帯血の移植によってはIgGは産生さ
れなかった。このことからヒト化マウスにお
ける液性免疫の誘導にはNOGマウスとドナー
臍帯血のHLAIIの適合が必須であることが明
らかになった。 
 
４）B6 で作成された K5-cyclinD1 は胸腺肥大
を起こすことが知られているので、このマウ
スをNOG背景に置き換えヒト化マウスの胸腺
に 与 え る 影 響 を 検 討 し た 。 し か し 、
cyclinD1tg NOG マウスは、ヒト造血幹細胞移
植しなくても４か月程度で全身衰弱を発症
し、実験遂行が不可能であった。比較的健康
な状態を保っていた一部のヒト化マウスで
早期に解析を行ったところ、胸腺が通常の
NOG マウスと比較して肥大しており、胸腺上
皮に cyclinD1 を発現させることにより T 細
胞の供給を改善できる可能性が示唆された。
組織特異的なプロモーターにより cyclinD1
を発現させることを検討している。 
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