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研究成果の概要（和文）：免疫不全NOGマウスにヒト赤血球を移入しても、肝臓に存在するクッパー細胞によっ
て速やかに貪食されてしまうため、ヒト赤血球を長期間維持するモデルマウスの開発には至っていない。そこで
本研究では、マウスクッパー細胞によるヒト赤血球の認識・排除機構の分子レベルでの解明と、ヒト赤血球をそ
の血液中に長期間維持することができるモデルマウスの開発を試みた。その結果、マウスクッパー細胞はClec4F
とC3分子の働きによりヒト赤血球と結合していることが示唆された。また、C3分子の欠損と塩化ガドリニウムの
投与によるクッパー細胞の抑制により、ヒト赤血球を30日以上に亘ってマウス血液中で維持することに成功し
た。

研究成果の概要（英文）：When human red blood cells are transfused into immunodeficient NOG mice, 
they are rapidly removed by Kupffer cells, thus a model mouse that can sustain human red blood cells
 for an extended period has not yet been developed. Therefore, this study aimed to elucidate, at the
 molecular level, the recognition and elimination mechanism of human red blood cells by mouse 
Kupffer cells and to develop a model mouse that can maintain human red blood cells in its 
bloodstream for a prolonged period. As a result, it was suggested that mouse Kupffer cells bind to 
human red blood cells through the action of Clec4F and C3 molecules. Additionally, deficiency of C3 
molecule and inhibiting Kupffer cells by the administration of gadolinium chloride, we succeeded in 
maintaining human red blood cells in the mouse bloodstream for over 30 days.

研究分野： 実験動物学・獣医学・免疫薬理学

キーワード： クッパー細胞　マクロファージ　NOGマウス　ヒト赤血球モデル
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研究成果の学術的意義や社会的意義
免疫反応は生体の外来異物に対する反応である。異種の赤血球が血液中に流入することは通常考えられないが、
マウスクッパー細胞はヒト赤血球を異物と認識し急速かつ劇的に排除している。このような自然免疫機構の分子
機構として、C3の関与を明らかにするとともにClec4Fを見出した。Clec4Fが異物認識にかかわることは報告され
ているが、クッパー細胞やヒト赤血球との関連は本研究で見出された。本研究で開発されたヒト赤血球モデルマ
ウスはマラリア研究に有用なモデルとなるだけでなく、今後開発されるであろうiPS細胞由来の赤血球の安全性
を試験するモデルとしても有用であり再生医療の実現に向けて貢献可能と考えられる。

※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 

実験動物中央研究所 (実中研) が開発した超免疫不全 NOG (NOD/Shi-scid, IL-2Rγnull) 

マウスを遺伝的に改変することにより、NOG マウスよりも優れたヒト造血支持能を持つ

“次世代ヒト化 NOG マウス”の開発を行っており、通常の NOG マウスでは発生分化が

困難なヒトミエロイド系細胞 (顆粒球、マスト細胞等) やヒト NK 細胞の分化を誘導する

ことに成功してきた。これらのマウスにヒト造血幹細胞 (hHSC) を移植すると、多様なヒ

ト血球・免疫担当細胞が分化・生着する。しかし、通常血液細胞の大部分を占めるはずのヒ

ト赤血球は循環血液に出現しない。また、ヒト由来の赤血球を大量に移入しても 24 – 48 時

間以内に排除され、全く生着せず、ヒト赤血球を長期間維持することが可能なモデルマウス

の開発には至っていない。 

申請者は、ヒト赤血球モデルマウスを開発するために、NOG マウスにおけるヒト赤血

球の排除機構の解明に乗り出した。その結果、移入したヒト赤血球はマウスマクロファージ

に貪食されており、中でもマウス肝臓の CD68+CD11blow マクロファージ（クッパー細胞）

によって大量に貪食されていることを見出した。次に、hHSC を移植してヒト血液細胞を生

着させた NOG マウスに、クロドロン酸リポソームを投与してマクロファージの大半を除

去したが、予想に反し、循環血液中にヒト赤血球は検出できなかった。申請者らは従来、ヒ

ト赤血球にマウス補体第 3 成分 (C3) が沈着することに着目し、C3 欠損 (KO) NOG マウ

スを作製し、このマウスではヒト末梢血赤血球を移植するとその生着が 1 週間程度続くこ

とを見出してきた。そこで、この C3KONOG マウスに hHSC を移入し、クロドロン酸リポ

ソームを投与したところ、移入した hHSC 由来のヒト成熟赤血球がマウス末梢血中に循環

し、4 週間以上に亘って維持されることを見出した。 

このように、申請者らはマウスクッパー細胞と C3 が NOG マウスにおけるヒト赤血

球排除の一端を担っていることを見出している。しかし、ヒト化 C3KO-NOG マウスの血液

中を循環するヒト赤血球はマウスの赤血球に比べて圧倒的に数が少ないこと、また、C3KO

マウスのクッパー細胞はC3が存在しないにもかかわらずヒト赤血球の貪食が可能であるこ

とを明らかにしており、これらの知見はマウスクッパー細胞が C3 非依存的な経路によって

もヒト赤血球を排除していることを示唆する。 

 

 

２．研究の目的 

本研究では、NOG マウスのクッパー細胞がどのようにヒト赤血球を認識、排除してい

るのかを分子レベルで解明し、最終的にヒト赤血球が安定的に発生・分化し、ヒト成熟赤血

球が長期間に亘って維持される遺伝子改変 NOG マウスを開発することを目的とした。 

 

 

３．研究の方法 

（１） ヒト赤血球と結合するマウスクッパー細胞に発現する分子の探索 

NOG マウスのクッパー細胞と骨髄マクロファージをセルソーターにより単離し、RNA

シークエンスに供してクッパー細胞に特異的に発現している膜タンパク質等の遺伝子情報



を得る。公開データベースも活用する。これらの分子をマウス抗体定常部位 (Fc) との融合

タンパク質として哺乳類細胞発現系によって作製する。ヒト赤血球をこれらのタンパク質

と in vitro においてインキュベートしたのちに、フローサイトメトリーで解析することによ

り、ヒト赤血球と結合するマウス分子を探索する。 

 

（２） 遺伝子改変 NOG マウスの作製と特性解析 

（１）で挙げられた分子について、その遺伝子をゲノム編集技術により破壊した遺伝子

改変 NOG・NOG-C3KO マウスを作製する。作製された遺伝子改変マウスにヒト赤血球を尾

静脈より移入し、循環血液中に残存するヒト赤血球の割合や、ヒト赤血球の維持期間を調べ、

欠損させた分子の機能を評価する。次に、これらの新規遺伝子改変マウスに hHSC を移入

し、ヒト成熟赤血球が分化・生着するかについて同様の手法で評価する。 

 

（３） 塩化ガドリニウムによるマウスクッパー細胞制御の分子機構 

本研究では、マクロファージ抑制効果が報告されている塩化ガドリニウムを NOG マウ

スに投与したところ、マウスの健康に明らかな影響を及ぼさずに移入ヒト赤血球残留期間

を延長することを見出した。そこで、塩化ガドリニウムが直接的にクッパー細胞を抑制して

いるのかを明らかにすることを目的とし、単離したクッパー細胞に塩化ガドリニウムの標

的分子が発現しているかを RT-qPCR 法により調べた。 

 

 

４．研究成果 

（１） ヒト赤血球と結合するマウスクッパー細胞に発現する分子の探索 

RNA シークエンスな

らびに公開データベース

の検索により、異物認識

に関わる自然免疫系受容

体かつマウスクッパー細

胞に特異的に発現する細

胞表面分子を RNA シー

クエンスデータベースよ

り抽出し、マウス抗体定

常部位 (Fc) との融合タン

パク質として哺乳類細胞

発現系によって作製した

（図 1）。抗マウス Fc 抗

体を用いたウエスタンブ

ロッティングによって、

培養上清中に十分量の分

泌が認められた受容体タ

ンパク質について、ヒト

赤血球に結合するかどう

か検討した。その結果、

図 1. 作製した Fc 融合タンパク質の発現解析 

図 2. Clec4F-Fc 融合タンパク質とヒト赤血球の結合解析 



上記タンパク質のうち、Clec4F-Fc に

ついてマウスの赤血球や採血直後の

新鮮ヒト赤血球にはほとんど結合し

なかったが、NOG マウスに移入した

ヒト赤血球に結合することを見出し

た (図 2)。また、Clec4F-Fc は NOG 

マウス血漿と混和した新鮮ヒト赤血

球に対しても結合した。加えて、NOG 

マウスまたは C3KONOG マウスに

移 入 し た ヒ ト 赤 血 球 に 対 す る 

Clec4F-Fc の結合能を比較したとこ

ろ、C3 分子が存在しない状況では 

Clec4F-Fc と移入ヒト赤血球の結合が部分的に抑制されていた (図 3)。これらのことか

ら、Clec4F はヒト赤血球に結合した何らかのマウス由来成分を認識しており、かつ、こ

の反応には C3 分子が関係している可能性が示唆された。 

 

（２） 遺伝子改変 NOG マウスの作製と特性解析 

次に、ゲノム編集によって 

Clec4F 欠損 NOG マウスを作製し

た。本マウス系統における Clec4F 

遺伝子のゲノム配列では、開始コド

ンを含む 49 bp の欠損が認められ、

フレームシフトをおこ

すと考えられる配列で

あった。（図 4） 

この Clec4F-KO 

NOG マウスにヒト赤血

球を移入し、マウス循

環血液中における動態

を調べたところ、対照

群である NOG マウス

に比べてヒト赤血球の残留

性が僅かに改善されたもの

の、3 – 4 日のうちに完全に消失した（図 5）。そこで、Clec4F-KO NOG マウスと C3-KO 

NOG マウスを交配し、両遺伝子を欠損したマウス（Clec4F-C3-dKO NOG）を作出し、同

様の実験を行った。その結果、Clec4F-C3-dKO NOG では、従来の C3-KO NOG マウスに

比べて移入ヒト赤血球の残存性が向上しており、移入 10 日後においても循環赤血球のお

よそ 40 ％ を占めていた（図 6）。 

 

（３） 塩化ガドリニウムによるマウスクッパー細胞制御の分子機構 

ヒト赤血球を長期に亘って維持できるモデルマウスを作製するため、薬物によるマウ

スクッパー細胞の機能抑制法を検討することとした。クッパー細胞を抑制する薬物として、

図 4. Clec4F-KO NOG マウスと野生型マウスにおける
Clec4F 遺伝子ゲノム配列の比較（一部） 

図 3. Clec4F-Fc 融合タンパク質とヒト赤血球の結合に 
C3 分子が与える解析 
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図 5. Clec4F-KO NOG マウス
と NOG マウスにおける移入
ヒト赤血球の残存性比較 

図 6. Clec4F-C3-dKO NOG マ
ウスにおけるヒト赤血球の残存
性 



はクロドロン酸リポソームが

良く用いられるが、クッパー

細胞の枯渇状態を維持するた

めには繰り返し投与する必要

があり、クロドロン酸の高い

毒性によってマウスがしばし

ば死亡してしまう状況とな

り、安定的な実験を行う上で

大きな障害となる。そこで、マクロ

ファージを抑制する働きがあり、マ

ウスに対するストレスがクロドロン酸よりも低いとされる塩化ガドリニウムを繰り返し投

与することとした。C3KO-NOG マウスに塩化ガドリニウムを数日おきに投与し、また、ヒ

ト赤血球もおよそ 1 週間間隔で数回移入したところ、マウス循環血液中のヒト赤血球の割

合は徐々に上昇し、およそ 8 割程度をヒト赤血球に置き換えることに成功した（図 7：

Yamaguchi et al., 2021）。ヒト赤血球の維持期間についても、30 日間以上に延長し、最長で 2 

か月程度となった。 

塩化ガドリニウムによるクッパー細胞抑制のメカ

ニズムを明らかにするため、実験を行った。塩化ガドリ

ニウムは、Transient Receptor Potential ( TRP ) チャ

ネル群の非選択的阻害剤として知られているが、クッパ

ー細胞における TRP チャネルの発現についてはほとん

ど知られていない。そこで、クッパー細胞に富む肝臓単核球

における遺伝子発現解析を行ったところ、TRPV2, TRPV4, 

TRPM2 ならびに TRPM7 の各遺伝子の発現が確認され

た（図 8）。これらのチャネルは、骨髄由来マクロファージの

機能調節に関わるとされるチャネルであるため、クッパー細

胞においても同様の機能を示す可能性がある。 

 

図 7. 塩化ガドリニウム投与 C3-KO NOG マウスにおける
ヒト赤血球の長期維持 

図 8. マウス単核球における 
TRP 遺伝子の発現解析 
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