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研究成果の概要（和文）：  EBウイルス（EBV）に対して免疫応答の異常を示す原発性免疫不全症をヒト化マウスで再
現することを試みた。1名のXIAP欠損症患者から分離した造血幹細胞を4頭のNOGマウスに移植したところ、3頭のマウス
でヒト細胞が生着した（ヒトCD45陽性率、0.3-20.4%）。うち2頭にEBVを感染させたところ、末梢血にEBV DNAが検出さ
れ（最高8×10E+3 copies/μg DNA）、末梢血CD8+ T細胞の割合が急激に増加したため、感染が成立したと考えられた
。XIAP欠損症患者のEBV感染に特徴的な高サイトカイン血症がこれらのマウスで再現されているかどうか、現在詳細を
解析中である。

研究成果の概要（英文）：To reproduce EBV-related immunodeficiency in humanized mice, hematopoietic stem 
cells were isolated from a patient with XIAP deficiency and transplanted to four NOG mice. Three of the 
four mice showed signs of reconstitution with human immune system components; 0.3-20.4% of PBMC was 
positive with human-specific anti-CD45 antibody. Two of the three mice were inoculated with EBV and EBV 
DNA (up to 8×10E+3 copies/μg DNA) was detected in the peripheral blood 6-10 weeks post inoculation. The 
percentage of CD8+ T cells among peripheral blood lymphocytes increased drastically to ~80% in these 
mice. These results indicated that humanized mice could be prepared with stem cells isolated from a 
patient with XIAP deficiency, and EBV can infect these mice and induce CD8+ T cell responses. Peripheral 
blood levels of human cytokines are currently evaluated to see if hypercytokinemia, characteristic to EBV 
infection in patients with XIAP deficiency, is reproduced in these mice.

研究分野： ウイルス学
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１．研究開始当初の背景 
 単一遺伝子の異常による原発性免疫不全
症の動物モデルは従来ノックアウトマウス
をもちいて作成されてきた。しかしマウスと
ヒトでは免疫関連遺伝子の機能が完全には
一致しないため、ノックアウトマウスでは病
態が正しく再現されない疾患も多い。また、
マウスに感染しない微生物に対して免疫応
答の異常を呈する疾患の場合、ノックアウト
マウスでその感染病態を再現することは不
可能である。申請者らは、免疫不全マウスに
健常者臍帯血由来の造血幹細胞を移植しヒ
ト免疫系を再構築したマウス（ヒト化マウ
ス）に EBV を感染させると、このウイルス
に特異的なヒトT細胞の免疫応答が誘導され
生体防御機構として機能すること、感染ウイ
ルス量が多く免疫応答が追いつかない場合
はリンパ増殖性疾患などの EBV 関連疾患を
発症することを示してきた（Yajima et al, J 
Infect Dis 198: 673, 2008; Yajima et al, J 
Infect Dis 200: 1611, 2009）。その過程で、
原発性免疫不全症患者の造血幹細胞をもち
いてヒト化マウスを作成すれば、当該疾患に
特徴的な免疫不全状態をマウスで再現でき
るのではないか、またそのようなマウスに、
EBV のようにヒトのみを宿主とし免疫系細
胞を標的とするウイルスを感染させ、それに
対する免疫応答の異常を再現できるのでは
ないかという着想を得た。対象疾患として選
んだ X 連鎖リンパ増殖症（XLP）は Duncan
病ともよばれ、1975 年米国の Purtilo らによ
り報告された。EBV 以外の病原性微生物に対
しては明らかな異常を示さないが、EBV 初感
染により劇症伝染性単核症や血球貪食性リ
ンパ組織球症を発症し致命的転帰をとるこ
とが多く、根治には造血幹細胞移植を必要と
する。1998 年に原因遺伝子として SAP 
(SH2D1A) が同定され、その遺伝子産物は
T, NK, 及び NKT 細胞に発現され、リンパ球
表 面 に 発 現 さ れ る SLAM （ signaling 
lymphocyte activation molecule）蛋白質か
らのシグナルを細胞内部に伝えるアダプタ
ー分子として機能することが知られている。
SAP 蛋白質は、T 及び NK 細胞による標的細
胞の認識や傷害作用に関与する。しかし冒頭
に述べた理由から、EBV に対するこの疾患特
有の免疫異常をノックアウトマウスで解析
することは不可能であった。もう一つの対象
疾患である XIAP 欠損症は、X 染色体上の
XIAP（X-linked inhibitor of apoptosis）遺
伝子の機能異常により、EBV 感染後の免疫応
答に異常を来し、血球貪食性リンパ組織球症
や腸炎を発症する疾患である。 
 
２．研究の目的 
 本研究は、EBVに対するXLPおよびXIAP
欠損症特有の免疫応答異常をヒト化マウス
で再現し、疾患モデルとしての有用性を検討
することを目的とした。具体的には、①XLP
および XIAP 欠損症患者由来造血幹細胞によ

り作製したヒト化マウスに、T, NK 細胞の機
能異常や NKT 細胞の欠損などこれらの疾患
特有の免疫異常が存在するかどうかを検討
する。また、②これらのマウスに EBV を感
染させたときに劇症伝染性単核症や血球貪
食性リンパ組織球症など、XLP や XIAP 欠損
症に特徴的な病態が出現するかどうかを明
らかにすることを目的とした。 
 
３．研究の方法 
1) 患者骨髄細胞の採取 
 富山大学病院或いは関連施設で XLP 患者
および XIAP 欠損症患者から骨髄液を採取し、
成育医療研究センター研究所において、造血
幹細胞を分離し下記の NOG マウスに移植し
た。 
2) ヒト化マウスの作製 
 6～8 週齢の NOD/ Shi-scid /γcnullマウス
（NOG マウス）を実験動物中央研究所より
購入し、SPF の環境で飼育・実験を行った。
患者骨髄細胞よりCD34陽性造血幹細胞を分
離し、尾静脈より NOG マウスに移植した。
その後フローサイトメトリーによりマウス
CD45 及びヒト CD45、CD19、CD3、CD56、
CD14 陽性細胞数を定期的に測定し、ヒト免
疫系細胞の再構築を確認した。対照として、
東京臍帯血バンクより提供された健常者臍
帯血より分離したCD34陽性造血幹細胞を用
いてヒト化マウスを作製した。 
3) ヒト化マウスへの EBV 感染 
 EBV 産生細胞株 B95-8 の培養上清より、
デキストラン密度勾配中の超遠心により精
製したウイルスを 0.45μm フィルターを通
過させたのち尾静脈内に接種した。EBV 感染
の確認は末梢血中 EBV DNA 量を real-time 
PCR により測定することにより行った。 
3) EBV 感染ヒト化マウスの解析 
 末梢血の EBV DNA 量をリアルタイム
PCR 法により、ヒトリンパ球フェノタイプを
フローサイトメトリーにより、ヒトサイトカ
イン産生をアレイにより測定した。 
4) 倫理面への配慮 
 骨髄細胞の採取については、文書による研
究内容の説明を行った後文書による承諾を
得た。骨髄細胞の採取は、診療に必要とされ
る骨髄穿刺の際に、研究に必要な部分を余分
に採取した。研究試料は連結可能匿名化され、
個人情報は厳重に管理された。本研究は、国
立成育医療研究センター倫理審査委員会の
承認を受けている（受付番号 586）。動物実験
については、動物実験指針を遵守し、動物愛
護の観点から十分な配慮をした。本研究は国
立成育医療研究センター実験動物委員会の
承認を得ている（承認番号 A2011-004）。 
 
４．研究成果 
1) 免疫不全症患者骨髄細胞の採取 
 これまでに、2 名の XIAP 欠損症患者と 1
名のXLP患者から骨髄細胞を採取しNOGマ
ウスに移植した。 



 
図 1．XIAP 欠損症由来ヒト化マウスにおける
ヒトリンパ球の分化．末梢血単核細胞の 20.4%
がヒト CD45 陽性であり、CD19 陽性 B 細胞、
CD4 陽性および CD8 陽性の T 細胞が認められ
た。 

 
2) 免疫不全症由来ヒト化マウスの解析 

1 名の XIAP 欠損症患者から得られた造血
幹細胞を移植した 4 頭のマウスのうち 3 頭で、
様々な程度（0.3%, 1.5%, 20.4%）でヒト
CD45 陽性細胞が定着し、CD19 陽性の B 細
胞、CD4 陽性 T 細胞、および CD8 陽性 T 細
胞の分化が認められた。最も高い程度でヒト
化されたマウス（マウス A）の結果を図 1 に
示す。他の 1 名の XIAP 欠損症患者から採取
した骨髄細胞では十分なヒト免疫系細胞の
分化が認められなかった。XLP 患者由来細胞
を移植したマウスは現在ヒト化の途上にあ
り、今後解析する予定である。 
 
3) 免疫不全症患者由来ヒト化マウスへの
EBV 感染 
 XIAP 欠損症患者由来骨髄細胞を用いて作
製された 3 頭のヒト化マウスのうち、20.4%
と 0.3%のヒト化率を示した 2 頭のマウス（そ
れぞれを A および B とする）に B95-8 株由
来 EBV を感染させた。マウス A では、感染
6 週間後に末梢血 EBV DNA 量が 8×103 
copies/μg DNA まで上昇し、7-15 週では検
出感度以下に低下したが、16週で再び3×103 
copies/μg DNA まで上昇した（図 2A ）。末
梢血 CD8+ T 細胞の割合は感染 5 週間後に上
昇を始め、6 週間後に約 75％、10 週間後に
は 82％に達し、その後 16 週までわずかに減
少した（図 2B）。感染 16 週間後において、
CD8+ T細胞の 99％がHLA-DR+の活性化細
胞であった。また CD4+ T 細胞の 99％が
HLA-DR+であった（図 2C）。マウス B では、
感染の 10 週間後に末梢血 EBV DNA 量が 1
×104 copies/μg DNA まで上昇し、その後
11-14 週では検出感度以下まで低下したが、
15週で再び2×103 copies/μg DNAまで上昇
した。末梢血 CD8+ T 細胞の割合は感染 8 週
間後から上昇を始め、10 週間で約 75％のピ

ークに達し、その後は 16 週まで大きな変化
がなかった。感染 16 週間後において、CD8+ 
T細胞の 98％がHLA-DR+の活性化細胞であ
った。また CD4+ T 細胞の 77％が HLA-DR+
であった。 

 
 
図 2．XIAP 欠損症由来ヒト化マウスに対する
EBV 感染実験．EBV 感染後のマウス A の末梢
血 EBV DNA 量（A）、末梢血 T 細胞中の CD8
陽性細胞の割合（B）、CD4+ および CD8+細胞
の HLA-DR 発現（C）を示す。緑は対照の未感
染マウス． 

 
EBV 感染後のマウス A の末梢血ヒトサイ

トカインレベルをアレイにより測定したと
ころ、感染の6週間後にIFN-γが約500 pg/ml
に達した（図 3）。一方健常者臍帯血によるヒ
ト化マウス 5 頭に EBV を感染させた後の
IFN-γ レベルはそれぞれ 2, 55, 60, 255, 485 
pg/ml（平均 171 pg/ml）であった。 
 

 
図 3．EBV を感染させた XIAP 欠損症由来ヒト
化マウスのヒトサイトカイン産生．マウス A の
末梢血のヒトサイトカインをアレイにより測定
した。 



 以上の結果より、XIAP 欠損症患者の骨髄
に由来する造血幹細胞を用いてヒト化マウ
スを作製することが可能であること、このマ
ウスに EBV 感染が成立し、活性化 CD8 陽性
細胞が急激に増加することなど、健常者臍帯
血由来ヒト化マウスに EBV を感染させたと
きに認められるのと同様の現象が認められ
た。XIAP 欠損症患者の EBV 感染では、サイ
トカインの過剰産生による血球貪食性リン
パ組織球症が特徴的である。また IFN-γ は血
球貪食性リンパ組織球症で過剰産生される
サイトカインの代表的なものである。XIAP
欠損症由来ヒト化マウスの 1 頭において、健
常者臍帯血由来ヒト化マウスと比べて比較
的高いレベルの血中 IFN-γ が認められたこ
とは以上の観点から興味深い。今後より多く
のヒト化マウスを作製し、サイトカイン産生
の特徴を含め、XIAP 欠損症由来ヒト化マウ
スの EBV に対する免疫応答の特徴を明らか
にしたい。 
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