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研究成果の概要（和文）：重度免疫不全NOGマウスではヒト細胞の生着が可能であるが、すべての細胞が生着す
るわけではない。例えばヒトの赤血球などは迅速に排除される。これらの細胞の生着性を阻む要因としてマウス
自然免疫系の関与が考えられる。この分子機構を解明するためにマウス補体C3を欠損するマウス、またマウス
FcRを欠損するマウスを開発し、ヒト細胞の生着性について検討した。C3KOマウスではヒト赤血球の移入後の生
存がNOGマウスと比べて延長し、特にGdCl3などを併用すると1か月近くにわたり血液中に検出された。FcRKOマウ
スではヒト細胞の全般的な生着の改善が認められ、また抗体医薬品の検定に有用であることが示された。

研究成果の概要（英文）：A severe immunodeficient NOG mouse allow the engraftment of human living 
cells or tissues due to the lack of endogenous immune systems. Nevertheless, all the human cells(e.
g. RBC)are not engrafted. A reason is considered rejection by mouse innate immune systems. To 
elucidate the mechanisms and to increase the degree of immunodeficiency, we established NOG-C3KO and
 NOG-FcRKO mice. In NOG-C3KO, the extension of the survival of transfused human RBC was detected. 
Accompanied with GdCl3, they persisted for nearly one month. In NOG-FcRKO mice, overall engraftment 
of human cells was enhanced compared to NOG mice. In addition, they lack the antibody dependent 
cellular cytotoxicity (ADCC) by mouse innate cells. This enabled the specific detection of 
biological activities by therapeutic antibodies.  

研究分野：免疫学

キーワード： immunodeficient mice　innate immunity　RBC　FcR　antibody 　ADCC　tumor immunology 　immunoch
eckpoint

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究ではマウス内在性の免疫系によるヒト細胞の認識機構を明らかにするため、マウスC3とFcRを欠損するマ
ウスを作製した。NOG-C3KOマウスではヒト赤血球の生着が容易になり、将来のマラリア感染研究に役立つものと
考えられる。NOG-FcRKOマウスではヒト細胞の生着が向上するともに、さまざまな抗体治療薬の生体内での活性
検定が容易になり、新薬開発に有用なモデルが樹立できた。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
マウスにヒトの生きた細胞・組織を生着させたヒト化マウスの利用は技術的進展に伴い拡大し
つつある。重度免疫不全 NOGマウスは scid変異および IL-2Rg鎖の遺伝的欠損によりマウス獲
得免疫系に関わる細胞の分化発生が著しく阻害され、重篤な免疫不全状態にある。そのため異種
であるヒト細胞の生着が可能である。例えばヒト造血幹細胞からヒト血球の発生分化は効率が
良く、ヒト造血幹細胞を移植すると、移植後 8－12 週程度でヒトのリンパ球である B 細胞、T
細胞の発生が確認できる。しかし、全ての細胞が生着するわけではなく、生着が困難な細胞系譜
も存在する。これらの細胞の生着性を左右する要素としてマウス自然免疫系が関与すると考え
られた。研究開始当初、その一例としてマウスマクロファージによるヒト赤血球(RBC)の排除に
マウス補体成分 C3が関与することを見出していた。またマウス自然免疫受容体のアダプター分
子として機能する FcRgを欠損するNOGマウスではヒト細胞の造血効率がNOGマウスに比べ
て有意に改善することを見出していた。そこで、マウス自然免疫系による異種細胞認識機構を理
解することがヒト化マウス作製の効率を上げるために重要であると考え、その分子的メカニズ
ムの解明を課題とした。 
 
 
２．研究の目的 
本申請では NOGマウスに残存する自然免疫系の機能を低下させることにより、NOGマウスを
上回る重度免疫不全マウスを作出する。従来 NOGマウスをもってしても生着が困難であるよう
な種類のヒト細胞の生着を可能とすることを目指した。特に①NOG-C3 欠損(KO)マウスにヒト
RBC を移入した際の生存性について解析するとともに、ヒト RBC を認識するマウス自然免疫
の分子メカニズムを研究すること、②NOG-FcgR におけるヒト細胞の生着性の改善のメカニズ
ムとそのヒト化マウスの応用について研究することを目的とした 
 
 
３．研究の方法 
① i) NOG-C3 KOマウスに正常ヒト赤血球を移植し、経時的にマウス血液内のヒト RBCの存
在をフローサイトメータによって検討した。 
ii) マウスマクロファージを除去する、あるいはその活性を抑制するためにクロドロン酸も
しくは塩化ガドリニウムを投与した NOG-C3 KOマウスにヒト RBCを移植した。 
iii) 塩化ガドリニウムを投与した NOG-C3 KOマウスにヒト RBCを 1週間に 1度、3週間
にわたって投与し、ヒト RBCの蓄積について検討した。 
iv) ヒト造血幹細胞由来のヒト RBCの発生について検討した。 
v) 各種マウス自然免疫受容体と抗体定常領域（Fc）の融合タンパク質を作製し、ヒト RBC
に結合するマウス受容体のスクリーニングを行った 

 
② i) NOG-FcR KO マウスにヒト末梢血単核球（PBMC）を移植し、その生着性を検討した。 

ii) NOG-FcR KO マウスにヒト造血幹細胞を移植し、ヒト細胞の発生分化について検討し
た。 
iii) NOG-FcR KO マウスにヒト腫瘍株を移植し抗 Her-2(Trastuzumab)や抗 CD20 抗体
(Rituximab)を投与し、腫瘍の増殖に与える影響をNOGマウスと比較した。 
iv) NOG-FcR KO /hIL-15Tgマウスにヒト NK細胞を移植し、ヒト腫瘍株を移植後抗体治
療薬を投与し抗体依存性細胞傷害活性（ADCC）を検討した。 
v) NOG-FcR KOマウスにヒト造血幹細胞を移植し、ヒト細胞の発生を確認後、ヒト腫瘍株
を移植し抗 PD-1抗体（Nivolumab）を投与し、腫瘍の成長への影響を検討した。 

 
４．研究成果 
① i) NOG-C3 KOおよびNOGマウスに 5x109の正常人ヒト RBCを移植し、経時的に血中で
のヒト RBCの割合をフローサイトメーターにより解析した結果、NOGマウスではヒト RBC
は 4 日以内に速やかに消失する（半減期 1.5 日）のに対して、NOG-C3KO マウスではヒト 
RBCは移植後 7日でも検出可能（半減期 4日）で、有意にヒト RBCの生存が延長した。 

ii) マウスマクロファージを除去するためにNOG-C3 KOおよび NOGマウスに 4日おきに 4
回クロドロン酸を投与し、最終投与の翌日にヒト RBC を移植した。NOGマウスでは半減期
が 1.5日から 2.5日に延長した。NOG-C3KOマウスでは半減期が 4日から 12日に大幅に延
長し、移植 20日においても末梢血にヒト細胞の存在が検出可能であった。 
iii) クロドロン酸投与はマウスに対して毒性が強く、実験中のマウス個体の死亡が頻発するこ
とからより毒性の低い薬剤として塩化ガドリニウムを使用した。塩化ガドリニウムはクロド
ロン酸と異なり、マウスマクロファージを除去することはなかった。塩化ガドリニウム
(30mg/kg)を 4日おきに 4回、前投与後にヒト RBCを移植した。NOGマウスでは半減期が



1.5 日から 4日に延長した。NOG-C3KO マウスでは半減期が 4日から 8 日に延長し、移植
15日においても末梢血にヒト細胞の存在が検出可能であった。 

iv) NOG, NOG-C3KO マウスにヒト造血幹細胞移植し、8 週間後に末梢血中でのヒト赤血球
の存在を調べたが検出できなかった。クロドロン酸を投与してマウスマクロファージを除去
したところ、4日おきに 3回クロドロン酸を投与した時点で NOG-C3KOマウスで 0.01％程
度のヒト RBCが検出可能となった。ヒト造血機能を亢進させるためにヒト GM-CSFと IL-
3を発現するNOG-GM-CSF/IL-3 (EXL)Tgマウスと交配したNOG-C3 KO/EXLマウスで同
様の実験を行った結果、3回のクロドロン酸投
与後、末梢血中に 4.7％のヒト RBC が検出さ
れ、一方NOG-EXLでは 2.4％であった (図 1)。 

v) NOG-C3 KO マウスの実験結果からヒト
RBC 排除にはマウス C3 の関与することを明
らかにした。他方クロドロン酸の実験からマク
ロファージが C3とは独立した分子機構でヒト
RBC を認識排除できることが強く示唆され
た。鉄染色と免疫組織化学染色による検討で、
ヒト RBCを大量に貪食しているマクロファー
ジは肝臓に存在するクッパ―細胞であること
を確認したので、クッパ―細胞に高発現している自然免疫受容体を Fc 融合タンパク質とし
て 20種類作製した。これらの融合タンパク質とヒト RBCの結合をフローサイトメーターで
検討したところ、分子（X）がヒト RBCに特異的に結合できることを見出した（図 2）。 

 
以上の結果から、マウス自然免疫系はヒト RBC
をC3とマクロファージにより認識している（現
在、論文リバイス中）。またマクロファージは分
子（X）などを通してヒト RBCを認識している
可能性が示唆され、現在解析中である。 

 
② i) NOG-FcR KOマウスにヒト PBMCを移植
したところヒト T 細胞の生着が有意に亢進し
た。 
ii) NOG-FcR KOマウスにヒト造血幹細胞を移植したところ、ヒト細胞の生着性の向上を確
認した。 
iii) NOGマウスにヒト腫瘍株(Her2陽性の胃がん株 4-1ST, CD20陽性のホジキンリンパ腫由
来株 Daudi)を移植し、Trastuzumab あるいは Rituximab を投与すると、これらの腫瘍の生
着性、成長が著しく阻害された。一方 NOG-FcR KOマウスにおいてはこれらの抗体投与は腫
瘍成長に影響を与えなかった。マウス自然免疫細胞による抗体依存性細胞傷害活性が強く抑
制された。また上述の C3 KOマウスとの交配で得られたNOG-FcR/C3 DKOマウスではマウ
ス細胞による抗体依存性細胞傷害活性はほぼ完全に消失することを確認した。 
iv) ヒト NK 細胞による抗体依存性細胞傷害活性を検出するために NOG-FcR KO/hIL-15Tg
マウスを交配により作出した。このマウスではヒト IL-15 の効果によりヒト NK 細胞の生着
性が NOGマウスに比べて有意に高い。このマウスに Daudi細胞を移植し、更にヒト NK細
胞を移植し、Rituximabを投与した。NOG-hIL-15Tgマウスではマウス自然免疫系細胞の影
響でヒト NK 細胞の有無にかかわらず抗体投与により腫瘍の成長は阻害された。一方 NOG-
FcR KO/IL-15Tg マウスを用いた実験ではヒト NK 細胞と抗体を投与した実験群でのみ腫瘍
の成長阻害が確認された (Katano, Frontier 
Immunol, 2020)（図 3）。 
v) 抗体医薬品として免疫チェックポイント
阻害剤である抗 PD-1 抗体(Nivolumab)の効
果を NOG マウスと NOG-FcR KO マウスで
検討した。ヒト造血幹細胞を移植してヒト免
疫系を再構築したヒト化マウスに、4 種類の
固形がん細胞株（頭頚部がん x1、肺腺がん x2、
大腸がん x1）を移植し、Nivolumabを投与し
た。NOGマウスでは Nivolumab投与に関わ
らず、腫瘍の成長は影響を受けず、また腫瘍内
へのヒト T細胞の浸潤も限定的であった。一
方、NOG-FcR KOマウスでは大腸がん株を除
く 3 腫瘍株で Nivolumab による腫瘍の退縮、拒絶効果が確認され、これらの腫瘍内にはヒ



ト T 細胞の強い浸潤が誘導された（図
4）。大腸がん株では脾臓内で T細胞の活
性化は誘導されていたが、腫瘍内への浸
潤は誘導されなかった。 
 
以上の結果から、NOG-FcR KOマウスでは
NOG マウスと比較してヒト血球細胞の生
着性が向上していることが明らかになっ
た。また、マウス内因性の自然免疫細胞によ
る抗体傷害活性が消失することから、抗体
医薬品の能力検定に適したモデル動物であ
ることを明らかにした。更に免疫チェック
ポイント阻害剤の効果検定、抗 PD-1抗体と
の併用剤の開発・活性検定などへの応用が
可能であることが示唆された （論文投稿
中）。 
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