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緒緒  言言  

 
HIV-1をはじめとする宿主種特異性の高いヒトT細胞白血病ウイルス1型（HTLV-1）やEpstein-Barr virus（EBV）

はマウス個体には感染できないため、動物モデルの開発が望まれている。超免疫不全マウス（NSG マウスなど）にヒ

トの臍帯血等由来の CD34 陽性造血幹細胞を移植してヒトの免疫系を構築したマウスを免疫系ヒト化マウス   

（CD34マウス）と呼ぶ。ヒトの細胞がマウス内に生着することで、宿主種特異性の高いウイルスもヒト化マウスには

感染することが可能となった。開発以降、宿主種特異性の高い病原体の研究にCD34マウスが使用されてきたが、この

マウスのヒトT細胞はマウスの胸腺で教育されるためHLA拘束性を持たず、また、細胞障害性T細胞（CTL）の誘導

などの獲得免疫が十分に惹起されない等の問題点が指摘されている［1］。具体的に、最もヒト化マウスを用いた研究が

進んでいるHIV-1感染においては、持続感染期（ウイルス学的セットポイントの維持）を達成できず、HIV-1は個体内

で増殖し続ける（図2）［2］。これは、マウス個体内で細胞性免疫を中心とした獲得免疫が極めて弱いことを示唆する。

従って、CD34マウスはウイルスの病原性や感染病態の研究には不適当であり、現在のヒト化マウスは改良が必要とさ

れている。 
本研究では、ウイルスの代表として HIV-1 を用い、ウイルス感染後に獲得免疫を発動する免疫系ヒト化マウスの  

構築を目指した。まず近年開発された NSG マウスへの CD133 陽性造血幹細胞の骨髄腔内移植（IBMI 法）に着目し

た。CD133 陽性造血幹細胞はCD34 陽性造血幹細胞よりも未分化で、骨髄腔内に直接移植するため、マウス個体内で

のヒト細胞の生着率・分化率を増加させる。実際、本法を用いたHTLV-1感染では、ウイルスタンパク質に対する特異

的CTL および抗体が惹起されている［3］。本研究では IBMI 法でCD133 陽性造血幹細胞を移植して構築したヒト化

マウスにHIV-1を感染させ、獲得免疫が惹起されるか否かをウイルス側の動態により評価を行った。 
 

方方  法法  

 
11．．ヒヒトト造造血血幹幹細細胞胞のの調調製製  

CD133 陽性造血幹細胞を得るために、日本赤十字社近畿さい帯血バンクから譲渡されたさい帯血から白血球を分離

して、使用時まで液体窒素内で保存した。移植当日、凍結保存しておいた白血球から Indirect CD133 MicroBead Kit、
human（Miltenyi Biotec）を用いて CD133 陽性細胞を分離した。精製したCD133 陽性細胞は純度 80％以上のもの

を移植に使用した。 
22．．ヒヒトト化化ママウウススのの構構築築ととHHIIVV--11感感染染  
移植前日、5 週齢のメスのNSG マウス（NOD.Cg-PrkdcscidIl2rgtm１Wjl /SzJ）に 2.5 Gy のX 線を照射した。移植当

日、骨髄腔内に精製したCD133陽性細胞5×10４～1×10５個を移植した。移植後1ヶ月ごとにヒトCD45陽性白血球、

ヒトCD3陽性T細胞、ヒトCD19陽性B細胞の割合を確認した。移植後6～7ヶ月目にヒト白血球が生着・分化して

いることを確認したのち、HIV-1 NL4-3 株（CXCR4 指向性）または NL-A4Y1 株（CCR5 指向性）を腹腔内感染      
（1,000 TCID５０または10,000 TCID５０）させた。1～2週間ごとに採血を行い、血中HIV-1コピー数とヒトCD4陽性

細胞数を測定した。血漿からQIAamp Viral RNA Mini Kit（QIAGEN）を用いてウイルスRNAを抽出し、QuantiFast 
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SYBR Green RT-PCR Kit（QIAGEN）とプライマー（5’-caggccatatcacctagaactt-3’／5’-gggtggctccttctgataat-3’）を  

用いてRT-qPCRを行った。 
33．．フフロローーササイイトトメメトトリリーー  
マウスから採血した全血10μLをBioLegend社のAPC/Cy7 anti-human CD45 Antibody（HI30）、APC anti-human 

CD3 Antibody（HIT3a）、PerCP/Cy5.5 anti-human CD8a Antibody（HIT8a）、FITC anti-human CD4 Antibody
（RPA-T4）、PE/Cy7 anti-human CD19 Antibody（HIB19）、PE anti-mouse CD45 Antibody（30-F11）を用いて染

色を行った。染色後に赤血球溶解液［0.16 M NH４Cl と 0.17 M Tris-HCl（pH7.65）を 9：1 で混合したもの］を     

500μL加え、BD FACSVerse（Becton Dickinson）を用いて解析を行った。  
44．．倫倫理理..  
本実験は徳島大学遺伝子組換え実験安全管理委員会、徳島大学病院医学系研究倫理審査委員会、徳島大学病原体等 

安全管理委員会および徳島大学動物実験委員会の承認を得て行われた。 
 

結結果果おおよよびび考考察察  

  

11．．ヒヒトト化化ママウウススののHHIIVV--11感感染染動動態態  
感染前日（移植後6～7ヶ月目）のマウス血液中のヒト白血球、ヒトT細胞、ヒトB細胞の割合はそれぞれ平均42.7％、

55.3％、37.4％であった（表1）。それらのマウスにHIV-1 NL4-3株（CXCR4指向性）またはNL-A4Y1株（CCR5指

向性）を感染させると、感染2週目前後から血中ヒトCD4陽性細胞数が減少し始めた（図1）。HIV-1 NL4-3株（CXCR4
指向性）を感染させた TK-001/M01 では感染 8 週目以降、血中 CD4 陽性 T 細胞はほぼ検出限界以下を推移した。   

一方でNL-A4Y1 株（CCR5 指向性）を感染させたマウスのCD4 陽性細胞数は緩やかに減少する傾向が認められた。

いずれの個体においても4週目前後には血中HIV-1コピー数のピークが見られ、その後、平均55倍の減少が認められ

た。図 2 に示すように CD34 マウスに HIV-1 を感染させても、CD4 陽性 T 細胞数は減少するにもかかわらず HIV-1
は増殖し続け、血中HIV-1 コピー数は減少しない。本研究ではいずれの感染マウスでもHIV-1 コピー数の減少が認め

られ、これまでの結果とは大きく異なる点である。血中HIV-1 コピー数の減少は獲得免疫によるHIV-1 複製の抑制と

も考えられるが、ヒトCD4陽性細胞数の著減（10個／μL前後）に伴うHIV-1コピー数の減少は、HIV-1が増殖可能

なCD4 陽性細胞の枯渇による可能性と考えられた。一方で、HIV-1 コピー数の低下時にCD4 陽性細胞数が 100 個／

μL前後で推移する個体（TK-001/M03、TK-001/M04）では、獲得免疫の発動によりHIV-1の増殖が抑えられたと示

唆された。この血中 HIV-1 コピー数の減少が本当にヒトの獲得免疫によるものかどうかは今後の課題であるが、少な

くとも血中HIV-1コピー数とヒトCD4陽性細胞数の動態は、ヒトのHIV-1感染を模倣していると考えられた。 
CD34 マウスに代わるヒト化マウスとして BLT マウス（骨髄/肝臓/胸腺）も開発されたが、中絶した胎児の組織を 

使用しなければならず、倫理的な問題や移植手術といったハードルがある。また BLT マウスはヒトの胸腺を移植して

いるにもかかわらず、HIV-1 感染後に明確なウイルスコピー数の減少は認められない［4］。ヒトの胸腺を持たない

CD133 陽性造血幹細胞 IBMI 移植マウスがどのようなメカニズムによって獲得免疫を構築したのかは議論の余地があ

るが、CD133 陽性造血幹細胞という最も未分化な幹細胞の使用、本来造血幹細胞が存在すべき場所への移植によって

適切な教育がなされたのではないかと推測されている［5］。従って、CD133 陽性造血幹細胞を IBMI 法によって確立

したヒト化マウスは、HIV-1 感染モデルとしてだけでなく、他のウイルス感染症のモデルとしても期待される。今後、

HIV-1感染マウスにおける特異的CTLの検出と特異的抗体の検出を試みる。 
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図1．HIV-1感染後の血中HIV-1コピー数とヒトCD4数 

ヒト化マウスにHIV-1を感染させ、経時的な血中HIV-1コピー数とヒトCD4数を  

モニターした。感染4週目前後に血中HIV-1コピー数はピークとなる。ヒトCD4数は

感染後徐々に低下した。 
 

 

図2．ヒト化マウスにおけるHIV-1感染 
a） CD34マウスにHIV-1を感染させても、獲得免疫が無いために血中のHIV-1

コピー数は低下を示さず、セットポイントは認められない。 
b） CD34マウスにおけるHIV-1感染後の経時的な血中HIV-1コピー数。セット

ポイントは認められない。 
c） CD34マウスにおける感染10週目の脾臓CD4数。 
図2bと2cは Cheng et al.［2］の図を改変したもの。 
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表1．感染前日のヒト細胞の生着率 
IIDD  %%hhCCDD4455  %%hhCCDD33  %%hhCCDD1199  

TK-001/M01 45.5 34.2 60.1 
TK-001/M03 57.3 46.5 46.9 
TK-001/M04 45.3 59.1 33.7 
TK-002/M01 22.9 81.3 9.0 

Ave. 42.7 55.3 37.4 
SD 14.4 20.1 21.8 

感染前日（移植後6～7ヶ月後）のヒト細胞の生着率をフローサイトメトリーで確認

した。hCD45＋細胞はFSCとSSCによるリンパ球ゲートの後の割合、hCD3＋T細胞

とhCD19＋B細胞はヒト白血球（hCD45＋）中の割合を示す。 
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