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研究成果の概要（和文）：ヒト正常造血幹細胞のアッセイ系として開発された免疫不全マウスによる異種移植の
系は、ヒト疾患再現モデルとして、造血器腫瘍・固形腫瘍の幹細胞純化や病態解明、幹細胞標的治療の開発、感
染実験モデル、薬剤安全性の前臨床試験への応用が期待されている。本課題では、現在の異種移植系の問題点を
克服した次世代患者組織移植モデルの開発を目指した。B6バックグラウンドで、Rag2欠損、IL2Rｇ欠損に、骨髄
ニッチオープン化のためのKit変異を導入し、ヒトSIRPAノックインによって「完全マクロファージ寛容」を導入
した次世代PDXモデルの完成形であるBRGhSKの樹立を完了し、本研究課題のマウスモデルの樹立に成功した。

研究成果の概要（英文）：The xenotransplantation system using immunodeficient mice, which was 
developed as an assay system for normal human hematopoietic stem cells, is a model for reproducing 
human diseases, such as stem cell purification and pathological elucidation of hematopoietic tumors 
and solid tumors, development of stem cell target therapy, and infection experiment model.We aimed 
to develop a next-generation patient-derived xenograft model that overcomes the problems of the 
current xenotransplantation system. In the B6 background, we introduced the Kit mutation for bone 
marrow niche opening and human SIPRA knock-in into Rag2 deficiency and IL2Rg deficiency, and 
established BRGhSK, which is the completed form of the next-generation PDX model.

研究分野： がん幹細胞
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本課題では、これまでの知見と実績をベースに全般的疾患再現モデルを構築可能な患者腫瘍組織移植モデルを開
発し、腫瘍性幹細胞純化や創薬開発支援の基盤整備を行った。我々が注目する「SIRPA-CD47を介したマクロファ
ージ寛容」は、異種移植の理論構築を新展開させた極めて独創的かつ有意義な発見であり、これをin vivo実験
系に世界で初めて導入することにより、腫瘍性幹細胞の同定感度を飛躍的に上げることができる。本システム
は、種々のPDXモデルに応用可能で、さらに、樹立された疾患モデルマウスは、ヒト細胞の薬剤感受性試験、再
生医療や分子標的治療･遺伝子治療の前臨床試験などに応用可能である。

※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 

 造血幹細胞の維持や分化・増殖機構などの解析には、in vivo でのアッセイ系の確立が必須で
ある。これまで、ヒト造血幹細胞のアッセイ系として種々の重症免疫不全マウスを用いた異種移
植の系が開発されてきた。いずれも T、B 細胞を欠損した NOD-scid マウスを基本として、さら
に免疫不全のための修飾を加えたものである。この異種移植アッセイ系は、がん幹細胞アッセイ
にも応用され、急性骨髄性白血病(AML)における白血病幹細胞(LSC)の純化・同定によって、は
じめてがん幹細胞が純化可能であることが証明された。その後、同様なアッセイ系で、固形癌に
おいても、がん幹細胞の存在が次々と明らかにされ、「がん幹細胞」の概念が広く定着するに至
った。 

 がん幹細胞とは、自己複製能力と未分化性の維持能力を新たに獲得した悪性幹細胞であり、こ
のがん幹細胞を有効に死滅させることができれば、理論的には癌の根治が得られる。そのために
は、がん幹細胞の高度純化と in vivo 動態、その制御機構を明らかにする必要がある。我々は、
正常造血幹細胞(HSC)と AML 幹細胞の比較によって、新たな治療標的分子や予後因子の同定を
行い、その解析によって臨床応用へ実用化可能な知見が数多く得られた。しかし、その他の造血
器腫瘍では、ほとんど腫瘍性幹細胞研究は進んでいない。この問題解決への障壁は、現在の免疫
不全マウスでは、腫瘍細胞の生着効率が著しく低く、疾患の再構築が得られないということにあ
る。その理由として、マウスの組織微小環境がこれらの腫瘍性幹細胞を維持できない、もしくは
排除している可能性が考えられ、「全般的生着効率の向上」が鍵となる。 

現時点では、Il2rg をノックアウトした NOD-scid.Il2rgnull(NOG/NSG)マウスが最高の生着効
率を誇るが、さらに生着効率を高めた汎用性の高いラインの樹立が必要である。我々は、NOD

ライン特有の異種移植寛容の原因が Sirpa 多型にあることを突き止めた。そこで、C57/BL6 バ
ックグランドで Rag2 および Il2rg を欠損したマウスに、NOD 型 Sirpa 変異を導入した新規免
疫不全マウス(BRGS)を作製し、世界最高レベルの PDX 効率を持つことを報告した。この結果
は、CD47-SIRPA 結合の強化によって、さらにヒト細胞の生着高率の改善が期待できることを
示している。さらに、BRGS に、c-KitWv 変異を追加導入した BRGSK ラインでは、これまで
のモデルでは不可能であったヒト赤芽球系・巨核球系の極めて旺盛な再構築を得た。このように、
次世代モデルを構築する背景が整いつつあった。 

 

２．研究の目的 

 本課題では、これまでの知見と実績をベースに全般的疾患再現モデルを構築可能な PDX モデ
ルを開発し、腫瘍性幹細胞純化や創薬開発支援の基盤整備を行う。現在の異種移植系では、マウ
ス内のヒト造血が B 細胞系に偏る、赤芽球系・巨核球系の造血がみられない、急性白血病以外
の腫瘍細胞の生着効率が低い、などの問題点が挙げられる。本課題では、これらの問題点を克服
するため、ヒト型 SIRPA のノックインによる「完全マクロファージ寛容」と c-KitWv 変異導入
による「骨髄ニッチのオープン化」により、マウス環境を改変した次世代患者組織移植モデル
(BRGhSK)を開発する。BRGhSK では、赤芽球系・巨核球系を含むすべての系統のヒト造血の
再構築と、末梢を含むマクロファージの完全寛容により、すべての腫瘍の生着効率が著しく改善
することが予想される。 

 

３．研究の方法 

(1) BRGhS マウスラインの樹立 
 我々は、BRGS に、c-KitWv 変異を追加導入した BRGSK ラインを樹立し、より高い PDX 効率と、
これまでのモデルでは不可能であったヒト赤芽球系・巨核球系造血再構築を得ている。また、
BRGS にヒト SIRPA をノックインした BRGhS ラインも樹立しており、BRGS に比較して、高い PDX
効率と、末梢でのマクロファージの完全寛容により、皮下移植した大腸癌細胞株の増殖速度の亢
進が得られている。本課題では、BRGSK と BRGhS を交配し、次世代 PDX モデルの完成形である
BRGhSK の樹立とラインの拡大を行う。 
(2) 腫瘍性幹細胞の純化・同定とクローンの動態解析 
 これまでの PDX モデルで疾患再構築が困難であった骨髄異形成症候群(MDS)、骨髄増殖性腫瘍
(MPN)の検体から臨床病態の変化に伴い経時的にがん幹細胞亜分画を純化し、BRGhSK マウスを用
いた機能解析を生体内で行い、各亜分画の病態進展における役割を明らかにする。腫瘍性幹細胞
の同定感度を飛躍的に上昇した本システムで、大腸癌、乳癌などの固形癌より分離した各分画の
腫瘍再構築能を検証し、さらなるがん幹細胞分画の純化を目指す。 
 
４．研究成果 
(1)BRGhS マウスによる異種移植モデルの確立 
 我々は、NOD ライン特有の異種移植片寛容の原因が SIRPA 遺伝子多型にあり、ヒト CD47 とレ
シピエントマウス SIRPA の結合強化により NOD バックグラウンドを超える異種移植寛容の導入
が可能であることを見出し (Nat Immunol 2007)、C57/BL6 バックグランドで Rag2 および Il2rg
を 欠 損 し た マ ウ ス に 、 NOD 型 SIRPA 変 異 を 導 入 し た 免 疫 不 全 マ ウ ス



 

 

B6.Rag2(null)Il2rg(null)NOD-Sirpa (BRGS)ラインを樹立した。この BRGS マウスをベースとし
て、さらに、マウスマクロ
ファージによるヒト移植
片寛容を完全にするため
に、ヒト型 SIRPA 遺伝子ノ
ックインラインを導入し
たBRGhSマウスラインを樹
立した(Blood 2020)。図に
示すように、NOD 型 SIRPA
をもつ BRGS に比較して、
ヒト型 SIRPA をもつ BRGhS
では、AML の生着効率の著
しい改善がみられている。
また、大腸がんの細胞株だ
けでなく臨床献体でも、マ
ウスへの生着効率の著し
い改善が得られた。現在
MDS/MPN 細胞及び大腸がん
の移植実験を継続中であ
る。 
(2)BRGhSK マウスの樹立 
 BRGS マウスをベースとして、KitWv ホモ変異を免疫不全マウスに導入した BRGSKWv/Wv マウス
を新規樹立した。ヒト臍帯血由来 CD34+CD38−細胞を異種移植後、BRGSKWv/Wv マウスでは、マウ
スの骨髄において最終分化を伴うヒト赤血球・血小板造血が顕著に認められた。さらに、クロド
ロン酸投与によりマウスマクロファージを除去すると、骨髄から末梢血へヒト赤血球・血小板の
動員が認められた。この結果は、KitWv 変異によるマウス KIT シグナルの減弱により、ヒト造血
幹・前駆細胞(HSPC)がマウ
ス HSPC をマウス骨髄至適
微小環境から競合排除す
ることによって、多系統へ
の分化能が得られたこと
を示している。BRGSKWv/Wv
マウスモデルは、赤血球・
血小板を含む多系統にわ
たるヒト造血の研究に極
めて有用なレシピエント
マウスとして応用可能で
ある。このマウスラインに
完全マクロファージ寛容
を導入する目的で BRGhSを
交配し、最終型である
BRGhSK マウスラインの樹
立に成功した。現在、マウ
スコロニーを拡大中であ
る。 
(3)MDS 幹細胞の分離・同定 
これまで正常 HSC、AML 幹細胞を純化してきた手法を用いて、MDS/MPN 骨髄より MDS 幹細胞分画
の同定を試みた。MDS/MPN は、HSC レベルの未熟細胞のゲノム異常によって生じると考えられ、
AML 幹細胞と同様に正常 HSC 分画である CD34+CD38-分画に MDS/MPN 幹細胞が存在することが予
想される。我々は、CD34+CD38-分画から Thy-1、rhodamine-123、TIM-3 を組み合わせて、CD34+CD38-
細胞の亜分画を 8 カラーFACS Aria SORP を用いて高純度に分離し、上述の新規異種移植アッセ
イ系にて MDS/MPN 再構築能を検証中である。 
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