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II. 成果の概要（総括研究報告） 
 研究開発代表者による報告の場合 

 
胸腺環境をヒト化したマウスの作製とアジュバントの評価 
HLA class I 分子、class II 分子を発現する免疫不全 NSG マウスを個別に作製してきた。HLA class 
Iにおいては、我が国で最も多いHLA A24と世界的に多いHLA A2を発現するマウスを用いて、class 
II 分子である HLA-DR4 まで発現させることによって、class I, class II の両者を発現する NSG マ

ウスを作製した。新規の HLA class I x class II 発現 NSG マウスが誕生して 72 時間以内に放射線照

射を行い、複数の臍帯血検体で HLA が一致するものを選択した上で、ヒト造血幹細胞をソーティン

グにて純化し、移植実験を施行した。移植後、３週おきに採血をして、ヒト造血幹細胞由来のミエ

ロイド系細胞、B 細胞の出現を 1 ヶ月後には認め、3 ヶ月が経過する頃から T 細胞の分化を認めた。

4 ヶ月以上の十分な観察ができた時点で、レシピエントマウスの胸腺を解析し、CD4+CD8+ T 細胞

など未分化なヒト T 細胞の存在を確認した。一方、二次リンパ組織である脾臓・リンパ節での

CD4+CD8-T 細胞、CD4-CD8+ T 細胞の分化と成熟を認めた。さらに、マウスに導入したヒトの HLA
分子、移植する正常な造血幹細胞ソースとなる臍帯血、どちらにもあわせたヒト白血病検体を見出

し、移植実験の準備を整えた。 
 
CRISPR による遺伝子導入の評価 
新規のヒト化マウスの効率的作製を可能とするため、CRISPR-Cas9 の有効性について、受精卵、及

び、ES 細胞を用いて検討を行うこととした。昨年度に作製したヒト遺伝子を含むコンストラクトを

用い、組み換え効率を評価した。受精卵への導入については、免疫不全マウス系統においては、コ

ントロールとして用いた B6 系統と比較して、インジェクションによって産仔率が低下することが分

かった。また B6 系統においては、コンストラクトがノックインされた産仔が得られたが、免疫不全

マウス系統からは得ることが困難になると判明した。そのため、これまで困難とされてきた免疫不

全マウスから ES 細胞を樹立することを試みた。さまざまな培養条件の検討の中で、ES 細胞培養に

おける標準的なメディウムに、二つのシグナルを阻害することにより、ナイーブな多能性の特徴を

満たす ES 細胞を、20 継代を超えて、安定して維持できた。 
 
ヒト化マウスを用いた抗体医薬評価 
これまで、ヒト化マウスに抗体を投薬し、抗体と標的抗原を発現する細胞の結合を確認した。皮膚・

肺に慢性炎症をきたすヒト化マウスを作製し、サイトカイン受容体に対する抗体を投薬し、制御性 T
細胞の変化を見出すことができた。これらの抗体医薬の薬効を、複数のヒト疾患細胞を対象に評価

するため、急性骨髄性白血病に加えて、リンパ性白血病、慢性骨髄性白血病の検体を用いて、新た

なヒト化マウス作製を行った。 
 
Creating mice with humanized thymic environment 
We have previously created immune-deficient NSG mice that separately express HLA class I and 
class II molecules. Furthermore, we have created NSG mice that express both HLA class I and 
class II molecules together, namely HLA-A24 (most common in Japanese population) or HLA-A2 
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(most common globally) together with HLA-DR4. We transplanted sorted HLA class I- and class 
II-matched human cord blood hematopoietic stem cells into these NSG mice within 72 hours 
after irradiation. By performing phlebotomy every 3 weeks, we detected human myeloid and B 
cells at 1 month post-transplantation and human T cells at 3 months post-transplantation in 
peripheral blood of the recipients. After long-term observation past 4 months 
post-transplantation, we detected human CD4+CD8+ T cells and other immature human T cells 
in the thymus of the recipients. In addition, we found human CD4+CD8- and CD4-CD8+ T cells 
in the spleen and lymph nodes, as evidence of human T cell maturation in NSG recipients. 
Moreover, we have collected human cord blood and leukemia samples that match both class I 
and class II molecules expressed in NSG mice for co-transplantation experiments. 
 
Expression of human environmental molecules through CRISPR and conventional genetic 
modifications 
To more efficiently create NSG recipients expressing other molecules that constitute the human 
immuno-hematopoietic microenvironment, we assessed the use of CRISPR-Cas9 in fertilized 
oocytes and ES cells. To do so, we used constructs containing human genes that were created last 
year. We found that introduction of human genes using CRISPR-Cas9 into fertilized NSG 
oocytes led to decreased birth rates with low knock-in rates compared with B6 controls. 
Therefore, we went on to develop ES lines from NSG mice which have been technically difficult 
to date and succeeded in developing an ES line that were stable for over 20 passages in culture 
by inhibition of two key signals in standard ES culture conditions. 
 
Assessment of antibody drugs using humanized mice 
 
We have previously confirmed antibody binding to the target molecule in vivo in NSG mice 
engrafted with human hematopoietic cells. In addition, in newly created humanized mouse 
model showing chronic inflammation in the skin and lungs, anti-cytokine receptor antibody 
resulted in alterations in human regulatory T cells. To test these antibody drugs in vivo, we 
created humanized NSG mice engrafted with human acute myeloid leukemia, human chronic 
myeloid leukemia and human acute lymphoblastic leukemia. 
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