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研究成果の概要（和文）：ラットの多能性幹細胞を用いてIL2レセプターγ遺伝子を相同組み換えにより変異を加えX連
鎖重症複合免疫不全症（X-SCID）のモデルラットを作成した。作成したX-SCIDラットは、血液中のT細胞、B細胞、NK細
胞が著しく減少し、胸腺も著しく萎縮した重症免疫不全症であった。X-SCIDラットはヒトの造血幹細胞の移植生着は認
められなかったが、ヒトの腫瘍細胞やマウスの造血幹細胞の細胞移植のモデル動物として有用であることが示唆された
。

研究成果の概要（英文）：We generated a model rat of the X-linked serious case combined immunodeficiency di
sease (X-SCID) by homologous recombination with IL2 receptor gammma gene using rat pluripotent stem cells.
 T cells, B cells and natural killer cells and the thymus were decreased in the X-SCID rat and it showed t
he serious case immune deficiency disorder.
It was suggested that the X-SCID rat was useful as a model of the cell transplantation of a neoplastic cel
l of human and mouse hematopoietic stem cells, even though the human hematopoietic stem cells were not abl
e to reconstitution. 

研究分野：

科研費の分科・細目：
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
実験動物として容易に扱いやすく数量が

十分に確保しやすい動物としては、マウス

に次いでマウスより大型のげっ歯類ラット

が一般に用いられている。ラットは胚性幹

細胞（Embryonic stem cells：ES細胞）が存

在しなかったことから遺伝子改変ラット作

出が困難であり、マウスのように多種類の疾

患モデルはこれまで作製されていないのが

現状であった。近年、ラット ES細胞の樹立

が報告され、このラット ES細胞はキメララ

ットさらにはマーカー遺伝子として GFP 遺

伝子が germline transmissionすることも確

認されている（Qi-Long Yingら Cell, 2008）。

また、マウスにおいて体細胞に遺伝子を導入

することで初期化し ES細胞とほぼ同様に個

体発生に寄与する多能性幹細胞（ iPS 細

胞,Takahashi, Yamanakaら Cell, 2006）が

発表されたことを受け、同様の遺伝子導入方

法とラット ES細胞の培養方法を組み合わせ

キメラ形成能のあるラット iPS細胞の樹立が

報告された（Sheng Dingら Cell Stem Cell, 

2008）。2010年ラットES細胞に Zinc-Finger 

Nuclease（ZFN）法を用いて、ラット IL2rg

遺伝子のエキソン２を target-region とした

X-SCID ラ ッ ト の 作 成 が 報 告 さ れ た

（Mashimoら PLos One, 2010）。この ZFN

法では target-gene以外の off-target geneま

でも切断し、変異が起きる可能性がある。ラ

ット iPS細胞についてはキメララット作製が

報告されているが、germline transmission

については現在のところ報告がない。 

こ の ラ ッ ト iPS 細 胞 も germline 

transmission が確認されれば遺伝子改変ラ

ット作製に有用なツールとなることが期待

される。そこで、申請者は、これらラット

ES/iPS 細胞を利用し、ヒト疾患モデルラッ

トを作製することで今後の創薬研究、再生医

療、遺伝子治療などの研究に有用・必要不可

欠となると考える。 
 

２．研究の目的 

(1) これまでは樹立が困難であったラットの

胚性幹細胞（ES細胞）あるいはES細胞と同

等の能力を持つinduced pluripotent stem 

cells(iPS細胞)を用いてX連鎖重症複合免疫不

全症（X-SCID）のモデルラットを作成し、そ

の発現解析を行う。 

(2)ラットはマウスの約１０倍の大きさであ

ることから、免疫不全ラットはヒト化ラット

としての有用性、さらにヒトあるいは異種動

物の腫瘍細胞、幹細胞、臓器等の移植、遺伝

子治療モデルに応用できることが期待される。

そこで、作成した免疫不全ラットの有用性に

ついても実証する。 
 
３．研究の方法 

germline transmission を可能とするラッ

ト ES/iPS細胞を樹立し、ラット IL2レセプ

ターγ遺伝子（IL2rg 遺伝子）に相同組み換

え(homologous recombination)を用いて変異

をおこし、X-SCID ラットを作製する。

X-SCID ラットの造血系細胞を用いて表面マ

ーカー、細胞の活性について解析し表現型を

決定する。また、これらトランスジェニック

ラットに異種動物の細胞を移植し、移植モデ

ルとしての有用性を検討する。さらに、レト

ロウイルスベクター等を用いた遺伝子治療

モデルを作成する。 
 
４．研究成果 

１） germline transmissionを可能とするラ

ット ES/iPS細胞ラインの確定 

ラット ES 細胞（Hirabayashi ら、 Mol. 

Reprod. Dev. 2009）および新規に樹立したラ

ット iPS 細胞からキメララットを作成

germline transmissionを確認した(図 1)。 

コートカラーあるいは蛍光観察から EGFP

を発現しているキメララットを野生型ラッ

トと交配し founderを作成しEGFP発現の有

無により germline transmissionを確認した。

germline transmission可能なラットES/iPS



細胞ラインを確定し、X-SCID ラット作製用

の細胞とした。 

  

(図１)ラット iPS 細胞由来キメララットと

Founder 

２）ラット X-SCIDコンストラクト作製およ

び相同組み換え細胞樹立 

ラット IL2rg遺伝子のエキソン 7-8の領域に

ターゲッテイングベクター/ネオマイシン耐

性遺伝子を組み込み、変異を加えた pDNAを

作製し、ラット ES/iPS 細胞にエレクトロポ

レーション法を用いて遺伝子組み換えを行

い、ネオマイシンセレクション、PCRにより

IL2rg遺伝子ノックアウト細胞を樹立した。 

３）X-SCID トランスジェニックラットの作

製ならびに表現型および発現解析 

ラット IL2rg 遺伝子に変異を加えた ES/iPS

細胞を Wild type ラットの Blastcyst に

injectionし、キメララットを作成し、さらに

Wild type ラットと交配し、X-SCID ラット

を得た。SPF 環境で成体まで正常に生育し、

繁殖も可能であった。表現型を末梢血で調べ

た結果、T cell、B cellが著しく減少し、NK 

cell は認められず、胸腺も著しく萎縮し低形

成であったことから、免疫不全であることが

確認でした(図２)。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(図２)末梢血中 T,B,NK細胞分画 

4）腫瘍細胞皮移植 

T 細胞、NK 細胞が欠損することで、移植に

おける免疫拒絶が起きにくいことから

X-SCID ラットの皮下にヒト由来腫瘍細胞を

移植した結果、移植 4週目から腫瘍形成が認

められた。一方、野生型ラットでは腫瘍細胞

の生着は認められなかった(図３)。 

 

(図３)腫瘍細胞移植実験  

 

5）同種・異種動物の骨髄移植 

アロジェニックなラットの骨髄移植を行っ

た結果、７Gy 放射線照射した X-SCID ラッ

トでは、９０％以上の生着が認められたが、

未放射線照射群（０Gy）では生着は認められ

なかった。また、野生型ラットでは、放射線

照射量に関係なく生着は認められなかった。

次に異種である C57BL/6 マウスの骨髄を移

植した結果、７Gｙ照射群の X-SCID（KO）

ラットでは、マウス移植後 20 週以降まで生

着が認められ、８０％以上のキメリズムであ

った。一方、野生型ラットでは、放射線照射

量にかかわらず全く生着しなかった(図 4)。 
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(図 4)ラットへのマウス骨髄移植 と 

放射線照射量の関係 

 

放射線に対する感受性は、野生型と同様に 

１０Gy 以下では生存に支障は認められなか

った。 

ヒト化ラットを作成するために、７Gy 放射

線照射したX-SCIDラットにヒト臍帯血の造

血幹前駆細胞を尾静脈移植した結果、移植４

週間後ではヒト造血細胞は生着しなかった。 

また、新生仔に薬剤投与しヒト臍帯血を移植

したが同様に生着しなかった。X-SCID ラッ

トにヒト臍帯血 MNC 細胞を移植した結果、

２４時間後のラット末梢血で１－４％のヒ

ト CD45細胞を検出した。また、ヒト赤血球

を大量に含む臍帯血を移植した群では移植

後３時間では１％のヒト赤血球を検出した

が、２４時間後には確認できなかった。ヒト

造血細胞が生着するためには放射線照射だ

けではなく さらに処置を加える必要があ

ると思われる。 
 

６）X-SCID ラットを用いた遺伝子治療モデ

ルの確立 

レシピエントであるX-SCIDラットに放射線

照射をせずに IL2rg遺伝子を発現させた造血

細胞を移植し遺伝子治療を行うことを計画

していたが、IL2rgKO の X-SCID ラットで

は放射線照射しなければ同種の骨髄細胞も

生着しなかったことから、一般的なレシピエ

ントに放射線照射によりニッチを空ける必

要があることが確認された。 

IL2rg 遺伝子を発現するレトロウイルスベク

ターを作製し、ウイルスベクターを過剰発現

したX-SCIDラットの骨髄細胞を作成し放射

線照射を行わずに移植できる系を確立する

ことは今後の課題である。 
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