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研究成果の概要（和文）：本申請により免疫不全NOGマウスを改良しヒト赤血球を長期維持できる新規系統の開
発に成功した。このマウスでは移植したヒト赤血球が2週間以上検出できる（従来のマウスでは4日）。また一度
キメラ率を80%程度に上昇させると3週間無処置で70%以上のキメラ率を維持できる。
NOG-FcRKOの特性解析をシングルセルRNAシークエンスにより行い、NOGマウスと免疫学的特性が異なることを見
出した。この免疫学的特性がNOG-FcRKOマウスにおいて一部のヒト腫瘍株が抗PD-1抗体に感受性を示すことと関
連するか検討している。

研究成果の概要（英文）：We succeeded establishing a novel immune deficient NOG mice, in which human 
RBC can be sustained for long term. In this mouse, human RBC can be detected up to 14 days after 
transfusion, comparing to 3-4 days in normal NOG mice. In addition, once raising the level of human 
RBC frequency to 80%, the level higher than 70% was maintained for 3 weeks without any additional 
treatment.
We have characterized the immunological feature of NOG-FcRKO mice by single cell RNA sequence, and 
found that there are significant differences between NGO-FcRKO and NOG mice. We are studying whether
 these differences accounts for the  the susceptibility to anti-PD-1 antibody therapy in tumor 
bearing humanized NOG-FcRKO.

研究分野：免疫学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
ヒト赤血球がマウスの自然免疫系によって認識される分子メカニズムを解明した。その成果を活かして開発した
新しい免疫不全マウスではヒト赤血球のマウス体内での維持期間がNOGマウスと比較して大幅に延長し、マラリ
ア研究などへの活用が期待できる結果となった。
NOG-FcR KOマウスの免疫学的特徴が明らかにした。この特徴がヒト腫瘍免疫、特に抗PD-1抗体の奏功性の理解に
つながるのかをさらに検討している。これらの研究により新たな治療戦略の開発につながる。

※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 
免疫不全 NOG マウスは B 細胞、T 細胞などのリンパ系免疫細胞を欠損するため著しく免疫機
能が低下しており、そのため生きたヒト細胞の生着すら可能である。しかし自然免疫系に属する
細胞群の機能は保たれた状態にあり、これらがヒト血球細胞の生着・機能にどのような影響を与
えるかは不明である。例えば NOG マウスに 109レベルの膨大なヒトの赤血球を移植しても 72
時間程度でマウス循環血液中からほぼ消失する。このことは通常ヒトの造血幹細胞が 5x104 程
度で生着し、その後 3 か月程度をかけてマウス体内に疑似的なヒト血液免疫系を再構築するこ
ととはきわめて対照的である。マウスマクロファージ(M)をクロドロン酸リポソームの投与に
よって事前に除去しておけばヒト赤血球の生着が 2 日程度延長できることからヒト赤血球はマ
ウスMによる貪食により排除される可能性が示唆され、マウス自然免疫にかかわる分子がヒト
細胞を認識し、その生着性、機能性に影響を与えていることが推察された。実際申請者らは研究
開始までにマウス補体 C3 がヒト赤血球に沈着し、その排除を促進していることを NOG-C3 欠
損マウスの作製およびヒト赤血球移入実験を通して明らかにしていたが、C3以外にもヒト赤血
球に結合するマウスCタイプレクチン(CLR)分子を見出していたことから本申請ではマウスM
によるヒト赤血球の認識機構を分子レベルで詳細に明らかにすることを主要な目的とした。マ
ウス自然免疫系とヒト細胞の相互作用の解明、マウス自然免疫機能の抑制・欠損はヒト化マウス
技術を改善するための重要な課題であることは世界的にも認知されつつあり、新規免疫不全マ
ウスの開発の競争が激化している。 
 
２．研究の目的 
ヒト細胞を認識するマウスの自然免疫系の分子を同定し、その遺伝子欠損マウスを作製するこ
とによりヒト細胞の生着性を向上させる、また機能改善を図ることが目的である。 
主要な課題として①ヒト赤血球に結合するCタイプレクチンである Clec4fの遺伝子欠損マウス
を作製し、C3/Clec4f両欠損マウスでのヒト赤血球生着性について検討すること、さらにヒト赤
血球排除に関わる未知のマウス受容体遺伝子の同定、およびその欠損マウスの作製を目的とし
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 FcR 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ことか
ら②NOG-FcR 欠損マウスと NOG マウスの自然免疫細胞の性質の違いを遺伝子レベルで明ら
かにすることを目的とした。 
 
 
３．研究の方法 
①ヒト赤血球を認識する自然免疫分子のスクリーニング 
 i) マウスMに発現する Cタイプレクチン受容体を RNAシークエンスにより同定し、その融
合タンパク質を作製し、ヒト赤血球への結合をフローサイトメーターにより検討する。 
 ii) i)で得られたヒト赤血球に結合する分子の遺伝子の欠損マウスを CRISPR/Cas9 によるゲ
ノム編集で樹立し、ヒト赤血球を移植する。マウス末梢血中のヒト赤血球の割合を経時的に調べ
て欠損させた遺伝子の役割を明らかにする。 
 iii) ii)で樹立したマウスに Mの活性を抑制できるような分子標的阻害剤を投与し、ヒト赤血
球生存に対する効果を検討する。 
  iv) 上記阻害剤がヒト赤血球生存を延長した場合、阻害剤の標的となる分子遺伝子について欠
損マウスを作製し、ii), iii)を繰り返す。 
 
②NOG-FcR 欠損マウスと NOG マウスの自然免疫細胞の性質の違いを遺伝子レベルで明らか
にする 

i) 各マウスの脾臓細胞から単核球を調製し、10xGenomics 社のシングルセル RNA シークエ
ンス(scRNAseq)により細胞のクラスタリングを行い、各細胞群の性質を RNA 発現を元に比較
した。 
 
４．研究成果 
① ヒト赤血球を認識する自然免疫分子の同定 
i) Clec4fの同定 
NOGマウスのいくつかの組織からMを調製し、これらの細胞から RNAを単離し RNAシーク
エンス解析を行った。シークエンスデータから各組織Mに高発現する受容体遺伝子として肝臓
Mから 8 遺伝子、脾臓 Mから 4 遺伝子、肺 Mから 3 遺伝子、骨髄 Mから 5 遺伝子を抽出
し、これらの Fc 融合遺伝子を作成した。タンパク質として産生が確認できた 15 遺伝子（肝臓
M由来 6遺伝子、脾臓由来 3遺伝子、肺由来 3遺伝子、骨髄由来 3遺伝子）および代表的な C
タイプレクチン受容体を加えた計 26遺伝子についてヒト赤血球との結合を解析した。その結果
1遺伝子 clec4fがヒト赤血球に結合することを確認した。 



ii) Clec4f 欠損マウスの作製 
Clec4f がヒト赤血球の排除に及ぼす影響を検討するた
めに NOG-C3 欠損マウスの胚を用いて CRISPR/Cas9
により Clec4f 遺伝子をゲノム編集した。それによって
樹立した NOG-C3/Clec4f 両欠損マウスにヒト赤血球
を移入したところ NOG-C3 欠損マウスに比べて有意に
ヒト赤血球の生着期間が延長することを見出した。しか
しヒト赤血球の排除を完全に抑制できないために
Clec4f以外の受容体の関与が示唆された。 
 
iii) 分子標的薬投与によるヒト赤血球排除阻害 
NOG-C3/Clec4f両欠損マウスにMの貪食機能を阻害すると考えられる分子標的阻害剤（X）を
投与したところ、赤血球の排除が強く抑制された。標的となる分子は細胞内のシグナルを伝える
分子（X1, X2, X3, X4）であった。またマクロファージに発現する膜タンパク質で X1-X4分子と
共役すると考えられる分子候補（A, B, C）に対する分子標的阻害剤(Y1, Y2)を用いてヒト赤血球
の排除阻害実験を行ったところ、その阻害剤もヒト赤血球の排除を抑制することを見出した。 
 
iv) 標的遺伝子のゲノム編集とその効果の解析 
上記で得られた結果を元に NOG-C3/Clec4f 両欠損マウスの胚を用いて CRISPR/Cas9 により
X3, X4, A, B, C遺伝子をゲノム編集した。X1, X2につ
いては遺伝子欠損が胚性致死になることが知られてい
るためゲノム編集は行わなかった。得られた各 3 重遺
伝子欠損マウスにヒト赤血球を移植したところその 1
系統 NOG-C3/Clec4f/B 三重欠損マウスでヒト赤血球
の生着が NOG-C3/Clec4f 両欠損マウスに比べて有意
に延長することを見出した。 
NOG マウス、NOG-C3 欠損マウス、NOG-C3/Clec4f
両欠損マウス、NOG-C3/Clec4f/B 三重欠損欠損マウス
を比較すると、ヒト赤血球を 4x109 移植した際の循環
血液中の半減期は各、1.5日、3日、4日、10日となり
大幅に延長することに成功した。 
本三重欠損マウスではヒト赤血球の移入を繰り返し、キメラ率(ヒト赤血球/ヒト・マウス総赤
血球の割合)を 80％まで上昇させると、その後 3週間無
処置でもキメラ率が保たれており、毎日のようにヒト
赤血球を移入する必要のある NOG マウスとは次元の
異なる高生着性を示した。このような特性はマラリア
原虫の持続感染、試験管内で誘導される人工ヒト赤血
球の性質を検討するために有用であると考えられる。 
 
 
②  NOG-FcR KOマウスの自然免疫細胞の性質の解
明 

i) scRNAseqを用いたNOG-FcR KOマウスの特性解析 
NOGマウス（左）とNOG-FcR KO（右）から調製した細胞を scRNAseqにより解析し、細胞
のクラスタリングを行ったところ両者ともに類似の細胞群により構成されていることが明らか
になった。 
これらの各細胞クラスターの遺伝子発現
をNOGマウスとNOG-FcR KOマウスで
比較したところ、マクロファージ、単球、
好中球、樹状細胞で、免疫反応に関わる特
定の生物学的経路（パスウェイ X）が活性
化していることが示唆された。このパスウ
ェイ X に関わるシグナル分子、転写因子
の高発現は上述の骨髄系細胞の免疫学的
特性に影響を与えると推察され、ヒト化
NOG-FcR KO マウスで見られる抗 PD-1
抗体によるヒト腫瘍に対する抗腫瘍効果
の顕在化を説明できる可能性があると予
測された。現在NOG-FcR KOマウスの遺
伝背景でパスウェイ Xに関与する複数の転写因子のゲノム編集を行っている。 
 
ii) ヒト化NOG-FcR KOマウスでの抗 PD-1抗体による抗腫瘍効果のメカニズムの解明 



ヒト造血幹細胞を移植したNOG-FcR KOおよびNOGマウスにヒト頭頚部がん由来扁平上皮が
ん株 HSC4を移植し、抗 PD-1抗体を投与した際の腫瘍内の免疫細胞の変化を scRNAseqによ
り解析した。ヒト白血球に属する細胞クラスターについて解析を行ったところNOG-FcR KOマ
ウスではニボルマブ投与により以下のような特徴が出現した。 
１． CD4+ T細胞、CD8＋T細胞のクラスターが増大し、活性化指標となるマーカーを発現して
いる細胞集団が出現した。一方NOGマウスではこのような T細胞集団は出現しなかった。 

２． Foxp3+制御性 CD4+ T細胞の集団が減少した。NOGマウスでは逆にこの集団が増加してい
た。 

３． ヒトミエロイド細胞の集団が減少していた。NOGマウスでは逆に増加していた。 
 
現在ヒト T細胞と相互作用する細胞群についてより詳細な解析を行っており、ヒト化NOG-FcR 
KOマウスで見られるヒト腫瘍拒絶反応が、ヒト患者で実際に惹起されている抗腫瘍免疫反応と
どの程度の類似性を持つのかを検討している。 
 
iii) NOG-FcRKOマウスを用いたヒト肺がん細胞株のスクリーニング 
ヒト化 NOG-FcR KOマウスを用いた抗 PD-1抗体による抗腫瘍効果は奏功する細胞株と奏功
しない株があり、ヒト臨床の経験と類似している。効果が見られる H1975とHCC827が肺腺
がんであることから、複数の肺腺がん株を用いて抗 PD-1抗体の抗腫瘍効果を検討した。ATCC
から入手した 18 株のうち可移植性の 11 株についてヒト化 NOG-FcR KO マウスに移植し抗
PD-1抗体を投与した。その結果、腫瘍径で腫瘍の成長を評価した際には三株で抗腫瘍効果が認
められたが、これらは病理検査では必ずしも T 細胞の浸潤、腫瘍細胞の細胞死は認められず、
抗腫瘍効果が誘導されているとは言い難い結果であった。逆に腫瘍径に差の認められない一株
に病理検査で広汎なリンパ球浸潤、細胞死を伴う抗腫瘍効果が認められた。また、腫瘍内への
T リンパ球浸潤が強く認められるにもかかわらず腫瘍径、病理像共に抗腫瘍効果が認められな
い株が一株、T リンパ球による腫瘍細胞の細胞死誘導が認められるにもかかわらず、腫瘍の増
殖が速く腫瘍を抑制できないような悪性の腫瘍株を一株見出した。その他の株は抗 PD-1 抗体
に投与によってもリンパ球の浸潤は誘導されず、腫瘍の細胞死も誘導されなかった。現在これ
らの抗 PD-1抗体感受性・非感受性株を用いて腫瘍内免疫細胞の特性について検討している。 
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