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１． 免疫系ヒト化マウスの開発

「ヒト化マウス」は，マウスからヒトへの研究の応用に

関わるリサーチツールとして，私たちヒトの体内での造

血・免疫系の恒常性の維持を理解し，疾患の克服や医薬の

創出などトランスレーションを図ることを目的として作製

が試みられてきた．ヒトの免疫システムをマウスに再現す

るとは言うものの，マウスにとって異種細胞となるヒトの

免疫細胞は，宿主であるマウスによって速やかに拒絶され

る．従って，免疫拒絶が起きないよう遺伝的に免疫不全状

態としたマウスをレシピエントとして用いる必要がある．

一方，多様な免疫細胞のすべてに分化しうる，自己複製可

能なヒト造血幹細胞をドナー細胞として臍帯血などから準

備する．成熟 T細胞が存在しないヌードマウスをレシピ

エントに用いた場合，ヒト腫瘍細胞株はマウス皮下や腹腔

で生着，増殖するものの，正常造血細胞や患者検体から直

接得られる腫瘍細胞は，残存するマウスの免疫系によって

排除されるために生着することが極めて困難である．CB-

１７. scidは，免疫不全マウスとして初めてヒト血液細胞の

生着を支持したストレインといえる１）．Scid変異を NOD

マウスにバッククロスした NOD／SCIDマウスは，CB-１７.

scidマウスと比較して NK活性が低下しているために，ヒ

ト細胞がより効率よく生着することが示された２）．この

NOD／SCIDマウスが，長期にわたって，ヒト細胞を in

vivoで解析するための主たるレシピエントマウスとして

使用されてきた．その後，IL２受容体サイトカイン共通ガ

ンマ鎖の変異体（gcnull）を NOD／SCIDマウスにバックク

ロスして作製された NOGマウス３）や NOD／SCID／IL２rgKO

（NSG）マウス４）が開発されたが，これらのマウスストレイ

ンは，ヒト T細胞の分化を可能とし，非常に高率なヒト

造血・免疫細胞の生着率を実現し，ヒト免疫学の発展に寄

与することが期待される５）．

われわれは，NOD／SCID／b２mKOマウスや NOD／SCID／

IL２rgKOマウスなど自然免疫系も不全状態となったストレ
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移植して開発した in vivoシステムにおいて，レシピエントの骨髄，脾臓，リンパ節など

複数の免疫組織を解析することで，造血幹細胞から成熟免疫細胞への分化，各組織を移動

しながら構築されるダイナミックなヒト免疫システムを理解することが可能となった．さ

らに，感染症，原発性免疫不全症，白血病などヒト疾患モデルを構築し，からだの深部に
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インを用いて，生直後の免疫環境の寛容・体重あたりの移

植幹細胞数という二つ利点が期待される新生仔期に，経静

脈的にヒト臍帯血由来造血幹細胞を輸注する移植法を確立

した４，６）．新生仔マウスが成熟する移植数ヶ月後には，骨

髄，脾臓，胸腺などの組織に高率にヒト細胞が同定され，

ヒト CD４５＋細胞中には移植したヒト造血幹細胞から分化

した T細胞，B細胞など獲得免疫系と，NK細胞，ミエロ

イド細胞が自然免疫系の両者が完全ではないものの，再構

築されていることが確認された．

２． 免疫環境のヒト化とウイルス感染症に対する

ヒト免疫応答の解析

このように NOG，NSGマウスなどを用いて高率なヒト

細胞のキメリズムを得ることができるようになったヒト化

マウスシステムであるが，マウスというげっ歯類にヒトの

免疫システムを再構築するわけで，問題点もあげられる．

特に免疫システムの構築には各組織にて細胞を取り囲む環

境が重要である．たとえば，ヒト T細胞はマウスの胸腺

環境で成熟・教育される．NOD／SCIDマウスをレシピエ

ントとして用いた場合は，ヒト造血幹細胞を移植しても，

ヒト T細胞が分化しないことが知られていた．しかし，

NOGマウスや NSGマウスを用いることで，レシピエント

マウスの胸腺内には，ヒト CD４＋CD８＋ T細胞が存在し，

脾臓・腸間膜リンパ節に，ヒト CD４＋ T細胞，CD８＋ T細

胞が分化していることが確認された．NSGマウスにヒト

造血幹細胞を移植したあとの胸腺組織の構築は皮質・髄質

の構築など不完全であるものの，ある程度のヒト T細胞

の発生・分化が実現したことになる．それでも，マウス体

内で分化したヒト T細胞が HLA拘束性に免疫応答を発揮

できないという問題が残されてきた．この HLAに関わる

問題を克服するために，われわれは，HLA class I分子を

強制発現したマウスを作成することによってマウスの環境

に発現させる取り組みを行った．まず，欧米人に多い

HLA A０２０１を対象として，HLA A０２tg NSGマウスの有

用性についてジャクソン研究所と共同で研究を実施した７）．

まず，HLA A０２のタンパクレベルでの発現をフローサイ

トメトリーにて確認した後，HLAの適合したヒト臍帯血

由来 Lin－CD３４＋CD３８－細胞を移植して，レシピエントマウ

スにおけるヒト免疫系の解析を実施した．これまでの

NSGマウス同様，骨髄・脾臓では，獲得免疫系，自然免

疫系を構成するヒト細胞の分化が見られた．特に HLA

class Iを適合させたことから，CD８＋ T細胞についての解

析を行った．ヒト CD８＋ T細胞分画をフローサイトメト

リーで解析すると naïveから central memory, effector mem-

ory細胞へと成熟しており，その成熟過程に一致して，

granzyme A, granzyme Bなどの機能的分子が発現すること

も確認された（図１）．これらのヒト T細胞の発現解析に

基づいて，HLA拘束性と T細胞機能についての解析を進

めることとした．

ヒト疾患を引き起こす微生物感染の中で，ウイルスは種

特異な感染を呈するものが多く，これまでマウスモデルを

確立することが困難であった．ヒト免疫細胞に感染するウ

イルスについては，免疫系ヒト化マウスを用いることでヒ

ト免疫細胞へのウイルス感染を実現し，in vivoモデルを

作製し，病態の理解とワクチンを含む新規治療法の開発が

期待されている．これまで，Manzらのグループや Yama-

motoらのグループは，Rag２KO／gcKOマウス，NOGマウ

スをレシピエントとして作製した免疫系ヒト化マウスを用

いて HIVの感染を試みている８，９）．CCR-５指向性，CXCR-４

指向性，それぞれの HIVをこれらの免疫系ヒト化マウス

に感染したところ，脾臓，リンパ節などレシピエントマウ

スの免疫組織に p２４の発現を認め，レシピエントマウスに

おけるヒト CD４陽性細胞内におけるウイルスコピー数が

高いもので１０６程度に上昇していることが確認された．治

療への応用では，Kumarらが，ヒト T細胞特異的な

siRNAの導入を行うことで，ウイルスの増幅，CD４＋ T細

胞の減少が抑えられることを証明した１０）．このように，感

染の成立から病態理解，さらには治療応用まで，ウイルス

感染症研究領域において，免疫系ヒト化マウスが貢献でき

るよう，国際的な共同研究も含めて発展に寄与したいと考

えている．

われわれは，EBVを用いることで，EBV感染に伴う多

様な病態とウイルス感染細胞に対するヒト免疫応答の解析

を実施した．HLAを発現させていない従来の NSGマウス

と HLA A０２を発現させ免疫環境のヒト化を試みた NSG

マウスにヒト免疫系を構築したマウスに EBVを感染させ

た．HLAを発現していない免疫系ヒト化マウスにおいて

は，ウイルス感染が腹腔を中心に多くの臓器に成立してい

ることを病理組織学的に確認した．一方，HLA class I 発

現免疫系ヒト化マウスに EBVを同じ titerにて感染させた

場合，レシピエントの肺組織においてリンパ増殖性病変が

見られた（図２）．ヒト CD１９に対するモノクローナル抗

体にて免疫染色を行うと，確かに，病変部位の多くがヒト

の B細胞であり，またウイルス感染を示す LMP１も陽性

であった（図２）．さらに，同じ病変部位にウイルス感染

ヒト B細胞より少数であるが CD３＋のヒト T細胞が存在す

ることが分かった（図２）．EBVのヒト B細胞における感

染と，それに対するヒト免疫応答の成立が期待されたこと

から，HLAを発現した免疫系ヒト化マウスにおけるヒト

免疫の解析を実施した．

レシピエントマウスに生着しているヒト T細胞を解析

すると，ウイルス感染に伴って CD４／CD８比が逆転するほ

どに CD８＋ T細胞が増加していることが，脾臓，リンパ節

において見られた．また，ウイルスに対する特異性を確認
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図１ HLA class Iを発現するヒト化マウスの作製
A：（左）フローサイトメトリーによる従来の免疫不全マウスにおける胸腺上皮細胞の解析，（右）新規免疫不全マウスに
おける胸腺上皮細胞上の HLA class Iの発現
B：（左）ヒト化マウスの脾臓における CD８＋ T細胞の成熟，（右）エフェクターメモリー T細胞の granzyme Aの発現

図２ EBV感染に伴うリンパ増殖性病変の形成
A：レシピエント肺組織の HE染色（上）低倍率（下）
高倍率
肺組織構築の異常とリンパ球の集簇を認める．
B：抗ヒト CD１９（赤）および抗ヒト CD３（緑）モノク
ローナル抗体を用いた免疫組織染色

図３ 抗がん剤抵抗性白血病幹細胞の局在
（左）白血病幹細胞を移植したレシピエントマウスに
抗がん剤治療後の骨髄の HE染色（上：低倍，下：高
倍）
（右）白血病幹細胞を移植したレシピエントマウスに
抗がん剤治療後の骨髄の TUNEL染色（上：低倍，
下：高倍）
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図４ 白血病幹細胞の細胞周期
青：DAPIによる核染色，緑：Ki６７による細胞周期，赤：hCD４５によ
るヒト白血病細胞
骨内膜に存在する白血病幹細胞の細胞周期は Ki６７陰性で細胞周期が静
止期にある．一方，骨髄中央部の白血病非幹細胞は多くが Ki６７陽性で
細胞周期が回っている．
図５ 白血病幹細胞とニッチの結合阻害による治療の可能性
（A）青：DAPIによる核染色，緑：Ki６７による細胞周期の同定，赤：
hCD４５によるヒト白血病細胞
（左）定常状態における白血病幹細胞の細胞周期は Ki６７陰性で細胞周
期が静止期にある．一方，骨から離れた骨髄中央部の白血病非幹細胞
は多くが Ki６７陽性である．
（右）サイトカイン投与後，骨内膜に接する白血病幹細胞の多くが Ki６７
陽性に変化した．
（B）化学療法後，骨髄中央に存在する白血病非幹細胞は効率良く死滅
するが，骨内膜に接して存在する白血病幹細胞が残存し，再発の原因
となっている可能性が示唆される．
サイトカインなどを用いて幹細胞とニッチの結合を阻害し，白血病幹
細胞の細胞周期を誘導することで，より多くの白血病幹細胞の抗がん
剤感受性を高めることに繋がると考えられる．図４

図５A

図５B
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したところ，LMP１，EBNAなど EBウイルス由来のペプ

チドに対するテトラマー陽性のヒト CD８＋ T細胞が同定さ

れた．さらに，これらの T細胞の機能解析として，われ

われは，ELISPOTアッセイを実施した．EBウイルスを感

染した免疫系ヒト化マウスから得られた CD８＋ T細胞は，

感染細胞を認識して IFNγなどサイトカインを産生するこ
とが確認され，ウイルス感染細胞に対して特異的な細胞傷

害活性を有することも分かった．サイトカイン産生，細胞

傷害活性というふたつの機能は，HLA class I分子に対す

る抗体を加えることで抑制され，一方，HLA class II分子

に対する抗体を加えても著明な抑制が見られないことか

ら，HLA拘束性を有するヒト CD８陽性 T細胞の分化が実

現したことが，感染免疫の成立とともに確かめられた７）．

３． 急性骨髄性白血病のヒト化マウスを用いた

幹細胞研究

このように，ウイルス感染症を再現するヒト化マウスモ

デルを確立する一方，われわれは，白血病について根治を

目指して研究を実施している．特に，成人に多い造血器悪

性疾患である急性骨髄性白血病は，この数十年にわたる医

療・創薬の発展に伴って，多くの患者が完全寛解を得るこ

とができるようになった．しかし，特定の遺伝子異常など

リスク因子を持つ場合，寛解導入後も再発を来し，最終的

に死の転帰を辿る症例も少なくない．このような背景か

ら，われわれは，急性骨髄性白血病の再発克服と根治を実

現すべく，ヒト化マウスのシステムを白血病研究に応用し

た．まず，患者由来の白血病細胞において，疾患の根源と

なる幹細胞を同定することができれば，新生仔免疫不全マ

ウスに移植することで，患者病態を再現するモデルマウス

を作成できると考えた．実際の患者検体を用いて白血病細

胞から CD３４，CD３８の抗原の発現様式に従って，CD３４＋

CD３８－，CD３４＋CD３８＋，CD３４－という３種類の異なる細胞

分画を純化して，それぞれを移植して in vivoでの白血病

発症を長期的に観察した．その結果，Lin－CD３４＋CD３８－細

胞を移植した NOD／SCID／IL２rgKOマウスにおいて，正常

造血の抑制とヒト白血病細胞の生着および増殖が確認され

た．さらに，Lin－CD３４＋CD３８－細胞を移植したレシピエン

トマウスの骨髄では CD３４＋CD３８＋細胞や CD３４－細胞など

他の白血病細胞が作られている．さらに，マウス骨髄から

ヒト CD３４＋CD３８－細胞をソーティングによって純化した

後，２次移植を行うと，再び，マウスの体内で白血病を発

症させることから，この細胞分画が自己複製能を有するこ

とが証明された１１）．一方，このような白血病幹細胞と階層

性はすべての造血器疾患に適用されるわけでなく，小児の

急性リンパ球性白血病においては，同一の移植システムを

用いても，CD３４＋CD３８＋細胞や CD３４－細胞など他の白血病

細胞にも白血病発症能が確認された１２，１３）．

４． 急性骨髄性白血病の再発の原因

白血病の病態形成について幹細胞を中心とした階層性の

存在が分かってきたが，治療への還元を目指して，白血病

の再発がどのようにして発生するかについて研究を進め

た．そこで，ヒト白血病幹細胞を移植して，白血病を発症

したレシピエントマウスに抗がん剤（Cytosine Arabino-

cide：Ara-C）を投与する白血病治療モデルを作製した．

白血病治療において用いられる化学療法が，生体内で白血

病幹細胞と幹細胞以外の白血病細胞にどの程度効果を発揮

するかについて評価するために，フローサイトメトリーを

行った．その結果，CD３４＋CD３８＋細胞や CD３４－細胞など非

幹細胞分画は有効に死滅するものの，CD３４＋CD３８－白血病

幹細胞は強い抗がん剤抵抗性を示して，細胞死に陥りにく

いことが分かった．この結果に基づいて，われわれは，

１）抗がん剤抵抗性の白血病幹細胞がどこに局在するか，

２）どのようなメカニズムで白血病幹細胞が抗がん剤抵抗

性を示すか，という問題について答えたいと考えた．

まず，白血病幹細胞の骨髄内の局在について，ヒト白血

病幹細胞を移植して数ヶ月後，抗がん剤を投与していない

白血病モデルマウスと抗がん剤を投与した白血病モデルマ

ウスの骨切片の病理組織学的解析を実施した．抗がん剤を

投与していない白血病マウスにおいては，骨髄全体に白血

病細胞が増殖しているが，抗がん剤を投与した白血病モデ

ルマウスの骨切片を解析したところ，骨髄中心部において

は，白血病細胞の数が減少し，核の凝集した細胞が多数認

められ，TUNEL染色陽性であることから，多数の白血病

細胞がアポトーシスに陥っていることが確認された（図

３）．しかし，抗がん剤治療を施行したマウスの骨内膜に接

する部位に局在する白血病細胞を観察すると，抗がん剤投

与後にもかかわらず，細胞の減少や核の変化は HE染色で

も認められず，TUNEL染色においても，大多数の白血病

細胞が陰性であった（図５）．すなわち，白血病幹細胞が

骨内膜に接する特定の場所（ニッチ）において，抗がん剤

抵抗性を示していることを突き止めた．

次に，白血病幹細胞の抗がん剤抵抗性に関する検討を

行った．原因となる遺伝子異常が多岐にわたる急性骨髄性

白血病については，幹細胞レベルでの抗がん剤抵抗性メカ

ニズムもひとつに限定しない可能性が高い．例えば，薬剤

排泄能を有する ABC transporterが白血病幹細胞に多く存

在する可能性や，抗アポトーシス関連遺伝子が高く発現す

る可能性などが考えられている．われわれは，これらの解

析を実施するとともに，細胞周期について評価した．フ

ローサイトメトリー解析によって，CD３４＋CD３８＋細胞分画

は，細胞周期に入った細胞を多く含む一方，CD３４＋CD３８－

白血病幹細胞では G０期にて静止しているものが大部分で

あることが分かった．特に，細胞周期依存性の抗がん剤に
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対しては，白血病幹細胞の細胞周期が静止していること

が，治療抵抗性のひとつの原因である可能性が示唆され

た１１）．さらに，抗がん剤抵抗性の白血病幹細胞が骨内膜に

接する場所に多く認められることから，骨髄内の共焦点イ

メージングによって，白血病細胞の局在と細胞周期の関係

性について解析した．ヒト白血病細胞の細胞周期は，マウ

スという環境ではあるものの，骨髄の場所に依存して異な

る１４）．すなわち，骨髄の中央にある白血病細胞は細胞周期

が進んでおり，骨内膜に接する幹細胞が細胞周期の静止期

（G０）にとどまる（図４）．これらの結果から，急性骨髄性白血

病において，幹細胞が骨内膜に接する場所に多く局在し，

細胞周期が静止することによって抗がん剤抵抗性を発揮

し，再発のひとつの原因となっている可能性が考えられた．

５． 急性骨髄性白血病の幹細胞を標的とした治療の可能性

従来の抗がん剤治療に抵抗性を示す白血病幹細胞をどの

ように根絶するかが，今後の急性骨髄性白血病の治療成績

の向上に重要であると考えられる．われわれは，まず，幹

細胞とニッチの結合を阻害することで，幹細胞の細胞周期

を誘導し，抗がん剤に対する感受性を改善できないか検討

した．これまで臨床の現場においても報告のある G-CSF

の効果を見るため，白血病を発症したヒト化マウスを用い

て，細胞周期と抗がん剤感受性について解析した．症例ご

とに幹細胞レベルでの G-CSFに対する感受性・細胞周期

の変化にばらつきを認めるものの，白血病幹細胞が，細胞

周期の静止期から細胞周期に誘導される現象をとらえるこ

とができた．すなわち，白血病を発症した際には，骨内膜

に接着するニッチ部位で，白血病幹細胞の細胞周期は多く

が静止期にあるが，サイトカインを投与することで，多く

の白血病幹細胞が細胞周期に誘導されたことが，細胞周期

の共焦点イメージングによって確認された（図５A）．この

ように幹細胞レベルでの細胞周期の誘導が可能となれば，

確かに，ニッチに残存する抗がん剤抵抗性の白血病幹細胞

も AraCなどの抗がん剤によってある程度細胞死を誘導す

ることも可能である．われわれは，G-CSFというサイト

カインに着目したが，ほかにも IFNaの使用，SDF１-CXCR４

の結合阻害にも同様の可能性があると考えられており，基

礎研究から臨床試験の実施を目指して，複数のグループが

取り組んでいる１５～１７）（図５B）．

サイトカインで白血病幹細胞の細胞周期を修飾すること

が臨床への還元においてより早期に実現される可能性を持

つ一方，白血病幹細胞に発現する抗原分子に対する創薬を

実施することで，特異性をもった治療薬の開発が期待され

る．特に，正常造血幹細胞に発現しておらず，白血病幹細

胞に発現する分子を見出すことで，重篤な造血抑制を回避

し，再発のリスクを最小限とすることを目指して，網羅的

な遺伝子解析を実施してきた．マイクロアレイによって抽

出された多数の表面抗原分子について，RNAレベル，タ

ンパクレベルでの検証を通して，FCGR２A，IL２RAが解析

した白血病症例の約３割程度に幹細胞レベルで発現してい

ることが分かった１８）．このような発現解析に加えて，これ

らの抗原を発現する白血病細胞が白血病発症能を有する機

能性や，脳，心臓，肺，肝臓，腎臓などの非造血組織に発

現していない安全性も確認できた．国内外でこのような研

究が活発になっており，同定された幾つかの抗原分子が抗

体医薬など創薬に還元されるべく，創薬の専門家との連携

が実施されている１９）．

このように，ヒト化マウス研究は，scid-huシステムの

報告以来２０年を経て，マウスという実験動物の体内に長

期にわたって高いヒト細胞のキメリズムを維持することに

成功し，多様な免疫細胞の分化・成熟を実現した．正常の

ヒト造血・免疫系の理解に加えて，造血・免疫に関わる疾

患の一部を再現できることも確かめられてきた．これか

ら，疾患を克服する重要な役割を担う免疫と免疫監視から

逃避して発症・再発をおこす疾患の関係性を明らかにすべ

く，造血・免疫系の微小環境のヒト化などあたらしいヒト

化マウスシステムの開発と改良に期待が寄せられる．この

ような取り組みを通して，正常なヒト造血・免疫系の構築

と，まだ克服できていないヒト疾患について，あらたな知

見を得て，今後の臨床・創薬への還元を目指したい．
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