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研究成果の概要（和文）： 

がん幹細胞研究を進めるためには、がん幹細胞同定のため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 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 NOD-scid Il2rgnull(NSG)が開発さ
れ、がん幹細胞研究にも応用されてきた。しかし、これまでのマウスラインは NOD バッ
クグラウンドに依存し、造血系腫瘍の一部や固形癌では生着効率が低く、がん幹細胞研究
のためには、さらなる改良が必要であった。我々は、免疫不全マウスへのヒト細胞の生着
には、リンパ球欠損に加えて、マクロファージ寛容が必要であることを見出しており、よ
り強化されたマクロファージ寛容導入により、NOD バックグランドに依存しない、さら
にがん幹細胞の生着効率の高いラインの樹立を試みた。我々は、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
B6.Rag2nullIl2rgnullNOD-Sirpa (BRGS)を樹立した。この BRGS マウスは、B6 バックグ
ラウンドでありながら、NOG マウスと同等のヒト細胞の生着効率を有していた。BRGS
ラインは今後のがん細胞研究に有用であるだけでなく、この結果は、CD47-SIRPA の結合
強化により、さらにヒト細胞の生着効率の改善が期待できることを示している。  
 
研究成果の概要（英文）： 
To evaluate stem cell potential of human cells in xenotransplant models, a variety of 
immunodeficient mouse lines have been developed. Depletion of lymphoid cells 
including T, B and NK cells by introducing with Il2rgnull, and SCID or RAGnull 
mutations is necessary to avoid rejection of human cells in these models. Interestingly, 
in mice having these immunodeficiencies, the NOD strain shows even better 
engraftment of human cells as compared to B6 or Balb/c strains. Recently, we found 
that in xenograft rejection, the innate phagocytic reaction of mouse macrophages could 
occur because murine signal regulatory protein alpha (mSIRPA) on macrophages 
cannot bind to human CD47 (hCD47). However, NOD-specific polymorphism of 
mSIRPA allows NOD-type SIRPA to bind hCD47, resulting in inhibition of phagocytic 
reaction against human cells in this strain at least in vitro. Here, we have established 
a new immunodeficient BRGS mouse line, B6.Rag2nullIl2rgnull mice with NOD-type 
Sirpa. The BRGS strain showed efficient engraftment of human hematopoietic stem 
cells comparable to NOD-Rag1nullIl2rgnullstrain. BRGS strain should be very useful in 
future xenotransplant experiments of human stem cells. 
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１．研究開始当初の背景 
多能性幹細胞(iPS 細胞)の発見は、自らの

細胞を用いて自らの疾病部位を修復すると
いう再生医療の可能性の幅を飛躍的に広げ
ることに成功した。現在、iPS 細胞の臨床応
用に向けて、特定の組織、組織幹細胞への分
化を決定する誘導システムの確立が試みら
れている。このため、前臨床段階では、得ら
れた幹細胞の機能評価のための、幹細胞アッ
セイ系が必要である。造血系では、造血幹細
胞の機能評価、解析の手法として免疫不全マ
ウスを用いた異種移植アッセイが標準的で
あり、これらの手法が、他の組織幹細胞やが
ん幹細胞などの評価法として応用されてい
る。ヒト造血幹細胞の in vivo アッセイには
免疫不全マウス、とくに NOD-scid マウスへ
の異種移植実験が標準的手法であった。我々
は、免疫不全マウスの改良を行い、現在世界
最高効率を誇る免疫不全マウス(NOD-scid 
Il2rgnull:NSG)を開発し、その有用性を報告し
てきた。しかし、NSG マウスにおいても、ヒ
ト造血幹細胞の移植効率は同種骨髄と比較
し著しく劣り、一部の白血病の再構築が難し
く、さらに固形がん幹細胞の生着効率はきわ
めて低い。そこで、我々は更なる改良を行い、
繁殖能力が高く、異種移植実験系においてさ
らに高効率にヒト幹細胞の生着が得られる
新規ヒト化免疫不全マウスの開発を行うこ
ととした。 
我々は、免疫不全マウスの改良を試みてい

る中で、ヒト造血細胞の生着には、NOD とい
うマウスバックグランドが重要であること
を見出した。そこで NOD マウスの特殊性を明
らかにするために、positional cloning を行
い、異種移植片の生着効率は、マウス第 2番
染色体上にある Sirpa遺伝子の多型が決定し
ていることをつきとめた。Sirpa 遺伝子は細
胞膜貫通型レセプター構造をしており、免疫
グロブリンスーパーファミリーに属する。ま
た、そのリガンドとしては CD47 が知られて

いる。Sirpa 遺伝子の細胞外ドメイン IgV 領
域には遺伝子多型が認められ、とくに NOD マ
ウスにユニークなアミノ酸配列部位に CD47
との結合部位が多く含まれている。SIRPA は
骨髄球系細胞に発現しているが、とくにマク
ロファージ上の SIRPA は、ほぼすべての細胞
に発現している CD47 を認識することで、マ
クロファージの無秩序な貪食を抑制してい
ることが知られている。通常マウス SIRPA は
ヒト CD47 と結合がみられないが、NOD マウス
マクロファージの SIRPA はヒト CD47 と強い
結合がみられる。すなわち、NOD の遺伝子多
型により、移植片であるヒト造血幹細胞の
CD47 が、NOD 骨髄マクロファージの SIRPA と
結合可能となった結果、マウスマクロファー
ジの貪食・抑制性サイトカイン産生が抑制さ
れ、NOD/SCID マウスにおいてヒト造血幹細胞
の生着が上昇すると考えられた(Nature 
Immunology 8, 1313, 2007)。 
 移植免疫において、獲得免疫である T細胞
系、自然免疫系である NK 細胞活性が移植片
の生着に大きく関与していることが知られ
ているが、今回、我々の見出した知見は、も
う一つの自然免疫系であるマクロファージ
系も移植片の生着に重要であることを示唆
しており、マクロファージ寛容の導入によっ
て、既存のマウスと比較して、良好な異種細
胞生着能力をもつ新規免疫不全マウスの開
発が期待できる。 
 
２．研究の目的 
我々は、ヒト造血幹細胞の in vivo アッセ

イ系として現在世界最高効率を誇る免疫不
全マウス(NSG マウス)を開発し、その有用性
を報告してきた。NSG マウスは、NOD バック
グランドに、SCID 変異による T細胞、B 細胞
の欠損に加えて、IL2 受容体γ鎖のノックア
ウトにより NK細胞活性が消失しているため、
ヒト造血細胞の高い生着効率が得られる。し
かし、NSG マウスにおいても、ヒト造血幹細



 

 

胞の移植効率は同種骨髄と比較し著しく劣
り、一部の白血病の再構築が難しく、さらな
る改良の余地がある。そこで、我々は、“SIRPA
を介したマクロファージ寛容”を導入した新規ヒ
ト化免疫不全マウスの開発を行うこととした。繁
殖能力の高い common healthy strain である
B6 マウスをベースに、Rag2 欠損、Il2rg 欠損
に加えて、NOD 型 SIRPA を導入し、レシピエ
ントの T 細胞、NK 細胞、マクロファージをそ
れぞれ抑制することによって、既存の
NOD-scid マウスと比較して、さらに良好な異
種細胞生着能力、長い life span および高い
繁殖能力が期待できる。得られた新規免疫不
全マウスによる異種移植実験系は、ヒト幹細
胞のアッセイにきわめて有用であると考え
られる。さらに、マウス SIRPA とヒト CD47
の結合が、マクロファージによる生着抑制効
果を抑制することから、ヒト CD47 と強い結
合を示す Sirpa遺伝子多型のスクリーニング
を行い、得られた Sirpa 変異を持つノックイ
ンマウスを作成し、さらに生着効率が高いヒ
ト化免疫不全マウスの開発を目指す。本課題
の成果により、ヒト造血幹細胞学に貢献する
のみならず、非造血系臓器の正常・悪性幹細
胞アッセイに有益なモデルとなり、多能性幹
細胞を起点とする幹細胞学の発展と、その臨
床応用への検討に大きく貢献することがで
きる。 
 
３．研究の方法 
(1)マクロファージ寛容導入新規免疫不全マ
ウスの開発 
我々は、“SIRPAを介したマクロファージ寛容”を
導入した新規免疫不全マウスの開発を行うため、
繁殖能力の高い common healthy strain であ
る B6 マウスをベースに、Rag2 欠損、Il2rg
欠損に加えて、NOD 型 Sirpa を導入し、レシ
ピエントの T細胞、NK 細胞、マクロファージ
をそれぞれ抑制する。 

B6.Rag2 欠損、Il2rg 欠損マウス(BRG)はすでに入
手すみである。また、B6.NOD-Sirpaマウスも入手
している。この 2 つのラインを交配し、B6.Rag2
欠損、Il2rg欠損、NOD－Sirpaをもつマウス(BRGS
ライン)を作製する。交配ごとに、3遺伝子の遺伝

子型をPCR法、シークエンスによって確認する。 

(2)BRGSラインの異種移植片効率の評価 
新規に開発したBRGSマウスについて、life span、
繁殖能力、マウス造血系、免疫系について解析す
る。また、同時に、ヒト骨髄・末梢血・臍帯血造
血幹細胞を移植し、ヒト造血細胞の生着、多系統
への分化能について解析する。また、造血器腫瘍
幹細胞のアッセイ系としての評価のため、急性骨
髄性白血病検体から分離した白血病幹細胞を移植
し、その生着について解析を行う。同時に、
NOD-scidマウス、NOD.Rag1nullIl2rgnull(NRG)マウス
へも同じ検体を移植し、比較を行う。 

 
(3)SIRPA 遺伝子多型の解析 
健常人より末梢血単核球を分離し、DNA を抽
出、SIRPA 遺伝子多型の解析を行う。ヒトにお
いてもSIRPA遺伝子IgV領域は多型に富んでおり、
IgV領域を含むエクソン3のシークエンスを行い、
日本人における遺伝子多型の種類、頻度につい
て解析を行う。これまでの解析では、ヒトに
おいても NOD 型バリアント、NOR 型バリアン
トのほかに数種類のバリアントを見出して
いる。次にそれぞれの SIRPA バリアントと、
ヒト CD47 との結合の差をバインディングア
ッセイを行い、よりヒトCD47と結合の強いSIRPA
バリアントのスクリーニングを行う。 
 
４．研究成果 
(1)BRGSラインの樹立 
BRGマウスと、B6.NOD-Sirpaを交配し、BRGSラ



 

 

インを樹立した。Sirpa 遺伝子はシークエンスに
より、NOD 型であることを確認した。このマウス
は、健康で妊孕性も良好であった。胸腺腫の発症
はなく、life spanは、平均65週であった。末梢
血では、赤血球数、血小板数は正常で、T, B, NK
細胞を完全に欠損していた。BRGSマウスのマクロ
ファージ上のマウスSIRPAはヒトCD47と結合可能
であった。 
(2)BRGSマウスにおけるヒト造血細胞の生着効率 
 BRGSマウスにおけるヒト造血細胞の生着効率を
調べるため、7-10 週齢のマウスに 580cGy の放射
線照射を行い、ヒト臍帯血より分離した
CD34+CD38-細胞を5000個、マウス大腿骨骨髄内に
移植した。移植後8週間で、マウス骨髄を回収し、
ヒト造血細胞の生着をフローサイトメトリーにて
解析した。同時に、BRGマウス、NRGマウスにも移
植して、生着効率の比較を行った。移植後8週間
で、BRG マウスではヒト造血細胞の生着は認めら
れなかったが、NRG マウス、BRGS マウスでは、
50-60%のヒト CD45 陽性細胞のキメリズムが得ら
れ、骨髄球系、リンパ球系の多系統の細胞の生着
を認めた。 

BRGSマウス、NRGマウスともに、移植後16週時点
で、ヒト造血細胞のキメリズムは、50-64％と、長
期にわたって、生着が得られた。また、胸腺では、
CD4陽性リンパ球、CD8陽性リンパ球の分化が得ら
れた。このBRGSマウスにおいては、T細胞のリー
クがなく、NOD型SIRPを持つために、NOD/SCID比
較して良好なヒト造血細胞生着がみられ、B6ライ
ンであることから、高い生存・繁殖能力もみられ
ている。この結果は、CD47-SIRPAの結合強化によ

り、さらにヒト細胞の生着効率の改善が期待でき
ることを示している。 
(3) Sirpa遺伝子多型とSIRPA-CD47結合 
さらに、マウスSIRPAとヒトCD47の結合を強化

することができれば、マクロファージによる生着
抑制効果を逃れ、より高効率の生着が得られるは
ずである。我々は、ヒト CD47 と強い結合を示す
Sirpa遺伝子多型のスクリーニングを行い、Sirpa
遺伝子多型の解析を平行して行った。我々は、
SIRPA 蛋白立体構造解析により、ヒト CD47 と
強く結合するための Sirpa 変位部位を計 3ヶ
所見出しており、現在、得られたSirpa変異を
持つノックインマウスを作成し、さらに生着効率
が高いヒト化免疫不全マウスの開発を目指してい
る。本課題の成果により、ヒト造血幹細胞学に貢
献するのみならず、非造血系臓器の正常・悪性幹
細胞アッセイに有益なモデルとなり、多能性幹細
胞を起点とする幹細胞学の発展と、その臨床応用
への検討に大きく貢献することができる。 
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