
科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

７２６１１

若手研究(B)

2015～2013

ヒトNK細胞が増殖する新規ヒト化マウスによるin vivo細胞傷害性試験系の開発

Development of in vivo cytotoxicity assay system using humanized mice increasing 
human natural killer cells

９０４４２５５８研究者番号：

片野　いくみ（Katano, Ikumi）

公益財団法人実験動物中央研究所・その他部局等・研究員

研究期間：

２５８７１０７５

平成 年 月 日現在２８   ６ １４

円     3,300,000

研究成果の概要（和文）：ヒト造血幹細胞移植後ヒトNK細胞が優位に分化したNOG-hIL-2 TgマウスにヒトCCR4陽性腫瘍
株L428を移植し、抗CCR4抗体を投与することで抗体依存性細胞傷害活性を評価し得るin vivo ADCCモデルを確立した。
ヒトNK細胞の成熟度を向上させるためNOG-hIL-15 Tgマウスを樹立した。NOG-hIL-15 Tgマウスは、ヒト造血幹細胞を移
植するとヒト成熟NK細胞が顕著に分化・増幅し、また、ヒト血液由来成熟NK細胞を移植すると増幅し3カ月以上維持さ
れ、ヒト腫瘍株K562に対する細胞傷害活性も認められたことから、生体内でのヒトNK細胞の解析に適した系統だと考え
られた。

研究成果の概要（英文）：We previously reported that human NK cells are predominately developed in 
NOG-hIL-2 Tg mice after human hematopoietic stem cell (HSC) transplantation. In this study, we assessed 
in vivo antibody-dependent-cellular-cytotoxicity (ADCC) activity using human HSC-transferred NOG-hIL-2 Tg 
mice engrafted with CCR4 expressing Hodgkin’s lymphoma cell line L428. After treatment with an anti-CCR4 
antibody, tumor growth was slightly suppressed in NOG-hIL-2 Tg mice. To improve the function of NK cells, 
we generated a NOG-hIL-15 Tg mouse. Although human mature NK cells were dominantly differentiated in 
NOG-hIL-15 Tg mice, they immediately died within 8 weeks after HSC transplantation. In contrast, human 
peripheral blood-derived mature NK cells succeeded to be maintained over 3 months after transplantation 
without death. Moreover, these NK cells showed in vivo cytotoxic activity against engrafted K562 cells. 
Therefore, NOG-hIL-15 Tg mice are useful tools for investigation of in vivo NK cytotoxicity.

研究分野： 免疫学、実験動物学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
(1) 超免疫不全 NOD/Shi-scid,IL-2Rg KO 
(NOG)マウスは、ヒト造血幹細胞(HSC)を移植
すると様々なヒト免疫細胞が分化しヒト疑
似免疫系の再構築が可能であることから、生
体内でのヒト免疫の機能解析に役立つこと
が期待されている。 
(2) 申請者らは、ヒト免疫細胞の分化能をさ
らに向上させることを目的とし、ヒト T細胞
および NK 細胞の分化・増幅・活性化に寄与
するヒトインターロイキン-2(hIL-2)遺伝子
をNOGマウスへ導入したNOG-hIL-2 トランス
ジェニック(Tg)マウス系統を樹立した。
NOG-hIL-2 Tg マウスにヒト臍帯血由来 HSCを
移植してヒト化することで、ヒト CD56 陽性
NK 細胞が劇的に分化・増殖することが判明し
た。さらに詳細に解析した結果、NK 細胞に特
異的な細胞表面抗原や細胞傷害顆粒を発現
するなど、ヒト末梢血中の成熟 NK 細胞に極
めて類似した特徴が認められた。 
(3) NOG-hIL-2 Tg マウスで、ヒト HSC より分
化したヒト NK 細胞がヒト腫瘍細胞に対して
細胞傷害活性を示すか、ヒト NK 細胞に感受
性を持つヒト慢性骨髄性白血病細胞株 K562
を用いて検証した。ヒト化 NOG-hIL-2 Tg マ
ウスより採取したヒト NK細胞と K562 とを共
培養した結果、細胞傷害活性が認められた。
また、ヒト HSC 移植し、ヒト NK 細胞が十分
に分化した状態のヒト化 NOG-hIL-2 Tｇマウ
スへ K562 を皮下移植した結果、ヒト化 NOG
マウスと比較し、K562 腫瘍の成長が著しく抑
制された。以上の結果から、NOG-hIL-2 Tg マ
ウス環境でヒト造血幹細胞から分化したヒ
ト NK 細胞は、細胞傷害活性を有する機能的
かつ成熟したNK細胞であることが示された。 
 
２．研究の目的 
(1) NOG-hIL-2 Tg マウスを用いることで、生
体内でヒト NK 細胞が関与する免疫反応を検
証できる画期的な動物モデルを作製するこ
とが可能であると考えられた。従って、ヒト
化 NOG-hIL-2 Tg マウスに、K562 以外のヒト
腫瘍細胞株を用いて生体内細胞傷害試験系
を確立する。また、臨床で用いられている治
療用ヒト型抗体を使用し、マウス生体内で抗
体依存性細胞傷害(Antibody- dependent- 
cellular- cytotoxicity: ADCC)活性を評で
きる in vivo 実験系の確立を目指す。 
(2) 機能的 NK 細胞の分化・成熟に IL-15 
の重要性が報告されていることから、
NOG-hIL-2 Tg マウスで分化したヒト NK 細胞
に hIL-15 の刺激を加えることでヒト NK細胞
の成熟度がより高まる可能性が考えられた。
従って、NOG マウスにヒト IL-15 遺伝子を導
入した NOG-hIL-15 Tg マウスを樹立し、さら
に NOG-hIL-2/hIL-15 ダブル Tgマウスの作製
を目指す。さらに HSC 移植実験を行い、ヒト
NK 細胞の分化能やヒト NK 細胞の成熟度など
を検証し、生体内細胞傷害試験系に適用でき
るか検討する。 

 
３．研究の方法  
(1) ヒト化 NOG-hIL-2 Tg マウスの作製 
8-12 週齢の NOG-hIL-2 Tg マウスに 2.5Gy

の X 線を照射した後、ヒト臍帯血由来 CD34
陽性造血幹細胞(=HSC) 2.5～3 x104個を尾静
脈より移植した。3 週後に採血し、フローサ
イトメトリーでヒト免疫細胞及びヒト NK 細
胞の分化率を測定した後、各検証実験に用い
た。 
(2) ヒト化 NOG-hIL-2 Tg マウスを用いたヒ
ト腫瘍細胞株移植実験、および生体内細胞傷
害試験系の作製 
ヒト HSC 移植後 3 週経過したヒト化

NOG-hIL-2 Tg マウスに、CCR4 陽性ヒト頭頸
部扁平上皮癌腫瘍株 HSC4 およびホジキンリ
ンパ腫株 L428 を 5x106個皮下移植し、継時的
に腫瘍サイズを測定した。さらに、腫瘍細胞
移植後、週 2 回、抗 CCR4 抗体（製品名：ポ
テリジオ）を腹腔内へ投与し、腫瘍生育に影
響を及ぼすか検証した。 
(3) 新規 NOG-hIL-15 Tg マウスの樹立 
 サイトメガロウイルスプロモーター下流
にヒトIL-15遺伝子を組み込んだ遺伝子ベク
ターを作製し、NOD 背景のマウス受精卵へ注
入することで Founder マウスを作製した。
Founder マウスと NOG マウスとを交配し、
NOG-hIL-15 Tg マウスを樹立した。4-5 週齢
時に採血し、血漿中のヒト IL-15 タンパク質
の濃度を ELISA 法で測定した。 
(4) NOG-hIL-15 Tg マウスの特性解析 
① (1)の手法で、NOG-hIL-15 Tg マウスをヒ
ト化した。フローサイトメトリーを用いて、
血液や免疫組織中のヒト免疫細胞の分化率
を測定した。 
② 健常人の末梢血よりヒト成熟NK細胞を磁
気細胞分離システム(MACS)を用いて単離し、
X 線照射した NOG-hIL-15 Tg マウスに 1～
2x106個、尾静脈より移植した。移植後、継時
的に採血し、フローサイトメトリーを用いて
ヒト成熟 NK 細胞のキメラ率を測定した。 
(5) NOG-hIL-2/IL-15 double Tg マウスの作
製および特性解析 
① 既存の NOG-hIL-2 Tg マウスと NOG-hIL-15 
Tg マウスを交配し、NOG-hIL-2/IL-15 double 
Tg マウスを作製した。4-5 週齢時に採血し、
マウス血漿中のヒト IL-2 およびヒト IL-15
タンパク質の濃度を ELISA 法で確認した。 
② (1)の手法で、NOG-hIL-2/IL-15 Tg マウス
をヒト化した。フローサイトメトリーを用い
て、免疫組織中のヒト NK 細胞の分化率を測
定した。 
(6) 人権の保護および法令等の遵守への対
応  
本研究は、公益財団法人実験動物中央研究

所の動物実験委員会、遺伝子組換え安全委員
会、研究倫理審査委員会の承認のもと行われ
た。健常人の血液は、インフォームドコンセ
ントを得た上で、医師免許取得者の管理下の
もとで提供された。 



４．研究成果 
(1) ヒト化 NOG-hIL-2 Tg マウスのヒト腫瘍
細胞株移植実験および生体内細胞傷害試験
系(in vivo ADCC モデル)の作製 
① NOG-hIL-2 Tg マウスで分化したヒト NK細
胞が、ヒト腫瘍細胞株に対して直接的な細胞
傷害(Direct  killing)活性を有するか検討
するために、HSCを移植したヒト化NOG-hIL-2 
Tg マウスに、HSC4 腫瘍株および L428 腫瘍細
胞株を移植し、継時的に腫瘍サイズを測定し
た。未処置 NOG-hIL-2 Tg マウスと比較し、
ヒト化した NOG-hIL-2 Tg マウスで強い腫瘍
抑制効果が認められた。HSC4 と比較し、L428
の方が腫瘍抑制効果は弱かったことから、
ADCC の評価に適していると判断した。 
② (1)-①の結果から、L428 腫瘍細胞株を in 
vivo ADCC モデルの作製に用いた。ヒト化
NOG-hIL-2 Tg マウスに L428 を皮下移植し、
抗 CCR4 抗体投与群とコントロール抗体投与
群で腫瘍の生育を比較した結果、抗体投与群
で、腫瘍成長の抑制が認められた（図１）。
従って、ヒト化 NOG-hIL-2 Tg マウスを用い
ることで、生体内細胞傷害試験系（in vivo 
ADCC モデル）を樹立することができた。申請
者は、この結果を含め論文にて発表をした（J. 
Immunol., 2015, Katano et al.） 
 
 
 
 
 

 
図１ ヒト CCR4 陽性腫瘍株 L428 および抗
CCR4 抗体を適用したヒト化 NOG-hIL-2 Tg マ
ウス in vivo ADCC モデル 
 
(2) NOG-hIL-15 Tg マウスの樹立・ヒト HSC
移植実験 
① 申請者は、定法にて機能的 IL-15 タンパ
ク質を血液中に分泌する NOG-hIL-15 Tg マウ
スを樹立した(図２)。 

 
 
 
 
 
 
 

② NOG-hIL-15 Tg マウスにヒト HSCを移植す
ると、ヒト化 NOG-hIL-2 Tg マウスと同様に、
ヒト末梢血中の NK 細胞に類似した表現型を
有するヒト成熟 NK 細胞が劇的に分化・増幅
した。しかし、ヒト化 NOG-hIL-2 Tg マウス
と比較してヒト NK 細胞の増幅速度が速く、
マウス臓器へのヒト NK 細胞の浸潤と重篤な
組織傷害が認められ、移植後 8週以内に大部
分のヒト化 NOG-hIL-15 Tg マウスは死亡した
（図３）。 
 
 

 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
X 線照射量や HSC 移植細胞を減らすなど、

ヒト HSC 移植の至適条件を検討したが、ヒト
腫瘍細胞株移植モデルを作製する上でバラ
ンスの良い実験プロトコールを確立する事
は困難であると判断した。 
(3) ヒト末梢血由来成熟 NK 細胞移植実験お
よびヒト腫瘍細胞移植モデルの検証 
① NOG-hIL-15 Tgマウスへ健常人末梢血由来
ヒト成熟 NK 細胞を移植した。ヒト成熟 NK 細
胞は NOGマウスへ移植すると 2週間以内に完
全に消失するが、NOG-hIL-15 Tg マウスへ移
植すると一過性に増幅が認められ、3 ヶ月以
上維持されることを確認した（図４）。 

 
NOG-hIL-15 Tg マウスで増幅したヒト成熟 NK
細胞を詳細に解析した結果、ヒト末梢血中の
成熟 NK 細胞の表現型を完全に保持した状態
で増幅しており、さらに、細胞傷害顆粒
GranzymeA・GranzymeB・Perforin の産生も認
められた。 
② NOG-hIL-15 Tg マウスで増幅したヒト NK
細胞がヒト腫瘍細胞株に対する細胞傷害能
を 保 持 し て い るか 検 討 し た 。 ヒ ト 化
NOG-hIL-15 Tg マウスの脾臓よりヒト NK細胞
を分取し、ヒトサイトカイン存在下で前培養
した後に K562 腫瘍細胞株と共培養すること
で、細胞傷害活性を検出できた。さらに、ヒ
ト化した NOG-hIL-15 Tg マウスに K562 を皮
下移植すると、未処置 NOG-hIL-15 Tg マウス
と比較して腫瘍成長の抑制が認められ、細胞
傷害能を保持していることが明らかとなっ
た。 
上述の NOG-hIL-15 Tg マウスの結果をまとめ、
マウス単体でヒト NK 細胞を増幅することが
できる免疫不全マウスとして、特許を出願し
た。 
(4) NOG-hIL-2/IL-15 double Tg マウスの作
製および特性解析 
① IL-2 と IL-15 の両社が存在することでヒ

図２ NOG-hIL-15 Tg マ
ウ ス 血 漿 中 の ヒ ト
IL-15 タンパク質の濃
度 

図３ HSC 移植した NOG-hIL-15 Tg マウス
の血液中のヒト免疫細胞のキメラ率 

図４ NOG-IL-15 Tg マウス血液中の 

ヒト成熟 NK 細胞数の推移 



ト NK 細胞の成熟度が向上するか検証するた
めに、NOG-hIL-2 Tg マウスと NOG-hIL-15 Tg
マウスとを交配し、NOG-hIL-2/IL-15 double 
Tg マウスを樹立した。マウス血漿中で、ヒト
IL-2およびIL-15タンパク質が分泌されてい
る事を ELISA で確認した後、HSC 移植実験を
行った。その結果、NOG-hIL-2 Tg, NOG-hIL-15 
Tg マウスよりも、さらに劇的にヒト NK 細胞
が増幅した。 
(5) 展望 
NOG-hIL-2 Tg マウスの HSCを移植すること

で機能的なヒト成熟 NK 細胞が優位に分化す
る特徴を有用し、ヒト腫瘍細胞株と臨床抗体
を併用することで、マウス生体内で抗体依存
性 細 胞 傷 害 (Antibody- dependent- 
cellular- cytotoxicity: ADCC)活性を評価
できる in vivo 実験系を確立することができ
た。 
また、新しく樹立した NOG-hIL-15 Tg マウ

スは、ヒト末梢血由来 NK 細胞を生体内で解
析できる有用な系統であることを明らかに
した。今後は、NOG-hIL-15 Tg マウス、およ
び、NOG-hIL-2/IL-15 Tg マウスを用いて in 
vivo ADCC モデルを確立できるか、検証を進
める。 
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