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研究成果の概要（和文）：本研究ではヒト化マウスを利用し、PTLD発症の鍵となるEBV感染細胞の不死化（がん
化）制御機構の解明と不死化阻害薬の開発を目指し、PTLD発症予防法の確立を目指した。CD40シグナル阻害によ
る不死化効率を低下させる阻害剤CD40Igの作製を従来の昆虫細胞による作製からヒト細胞に変換し、より阻害効
率の上昇と投与量の減量を可能にした。また、CD40リガンド(CD40L)にも注目し、CD40Lへのシグナル阻害も可能
にするCD40LIgの作製も成功した。その結果、ヒト細胞を使用した分泌型CD40Igと分泌型CD40LIgの作製および回
収に成功した。

研究成果の概要（英文）：We used humanized mice in this study and aimed at the elucidation of the 
control of  immortalization (transformation) of EBV-infected cells, and at the development of the 
immortalization inhibitor. And we aimed at the establishment of the PTLD prophylaxis.
We converted human cells from insect cells to manufacture CD40Ig of the CD40-signal inhibitor. CD40 
signal was inhibited by CD40Ig which reduced the efficiency of immortalization. We enabled increase 
of the inhibition efficiency and the weight loss of the dose. Also, we paid attention to CD40 ligand
 (CD40L), and manufacture of CD40LIg which the signal inhibition to CD40L.As a result, manufacture 
of secretor CD40Ig and secretor CD40LIg using human cells and a collection were successful.

研究分野：感染免疫学

キーワード： CD40シグナル　EBウイルス　PTLD

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
Epstein-Barr virus (EBウイルス：EBV)は移植医療後のリンパ増殖症 (PTLD: Posttransplant 
lymphoprolifirative disorder)を引き起こす代表的なウイルスである。PTLDは、小児の臓器移植後に発生する
悪性腫瘍の90% 以上を占め、移植医療成績を左右する重要な合併症である。PTLD発症は成人よりも10倍以上小児
が多く、その予防と治療法の確立は急務である。本研究の成果の実用化により、EBV未感染移植治療実施小児に
対し、CD40Ig,CD40LIgを用いることでPTLD発症予防が可能になる初めての治療薬となることが考えられる。

※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 
Epstein-Barr virus (EB ウイルス：EBV)は移植医療後のリンパ増殖症 (PTLD: Posttransplant 
lymphoprolifirative disorder)を引き起こす代表的なウイルスである。PTLD は、小児の臓器移
植後に発生する悪性腫瘍の 90% 以上を占め、移植医療成績を左右する重要な合併症である。PTLD
発症は成人よりも 10 倍以上小児が多く、その予防と治療法の確立は急務である。現在、EBV に
対する抗ウイルス薬はなく対処療法が主な治療になり、骨髄移植を選択しなくてはいけない症
例も少なくない。臓器移植を実施される小児の多くは EBV 未感染で移植臓器と一緒にドナーの
EBV 感染細胞がレシピエントに移行し所管線が成立する。免疫抑制状態下において PTLD 発症リ
スクは上昇するため、小児における臓器移植においては EBV による不死化をいかに抑制するか
が重要と言える。現在のところ PTLD 予防薬は存在しないため、その開発は重要なミッションで
ある。 
 
２．研究の目的 
EBV は Bリンパ球を主な標的細胞とする。試験管内で EBV に感染した B細胞は無制限に増殖可能
な不死化（がん化）細胞に形質転換する。EBV 関連 PTLD(EBV-PTLD)は形質転換した EBV 感染細胞
の増殖によって引き起こされるリンパ増殖症(EBV-LPD)である。EBV による B 細胞の活性化・増
殖は、抗原刺激と T 細胞ヘルプによる生理的な活性化と共通の細胞内分子機構によると考えら
れている。このように、EBV のライフサイクルは B細胞の正常な増殖・分化の機構を巧みに利用
したものとなっている。B 細胞活性化への T 細胞ヘルプにおいては、活性化 T 細胞上の CD40 リ
ガンド(CD40L)による B 細胞上の CD40 への刺激が中心的なシグナルとなる。CD40 への刺激はま
た、免疫グロブリンのクラススイッチにも必要とされる。申請者らは、B細胞には通常発現して
いない CD40 ligand(CD40L)が EBV感染により発現誘導され、T細胞には通常発現していない CD40
が EBV 感染により発現誘導され、B, T 細胞の両者において CD40L と CD40 の同時発現状態になる
ことを示した(Proc. Natl. Acad. Sci. USA 100:7839-7840,2003)。また、CD40L と CD40 の相
互作用を阻害するとアポトーシスが増加し、EBV 感染による Bリンパ球の不死化効率が著しく低
下することを明らかにし、両分子の相互作用を阻害することによる新しい EBV 感染症治療法の
可能性を示した。一方、EBV 感染 B リンパ球による CD40L の発現は、活性化 T 細胞を介さずに
CD40 が刺激され、自己抗体の産生に至る可能性を示している。EBV の潜伏感染遺伝子の一つであ
る LMP1 は CD40 シグナルを模して感染細胞の活性化や不死化に関わっていると報告されてきた。
しかし最近、感染細胞の腫瘍化(白血化)には LMP1 からのシグナルよりも CD40 シグナルの方が
重要であるという報告があり、CD40 シグナルの不死化への重要性だけでなく腫瘍化への役割も
合わせて検討することが重要といえる。 
これまで申請者らは CD40 阻害剤(CD40Ig)を作製し、CD40L と CD40 の相互作用を阻害し不死化
効率の低下を見出した。CD40Ig は CD40 の細胞外ドメイン領域と IgG の Fc 領域を融合させた融
合タンパク質である。バキュロウイルスを利用し CD40Ig を発現する組換えウイルスを作製し、
その CD40Ig 発現組換えウイルスを昆虫細胞に感染させることで CD40Ig の大量生産が可能であ
る。しかし、研究を進める過程で分泌型の CD40Ig の回収率が低いこと、昆虫細胞を使用するこ
とによるヒト糖鎖修飾がないこと、親和性が低いことからヒト化マウスを利用した in vivo EBV
感染モデルでの検討に移行できずにいた。申請者らはヒトにしか感染しない EBV のモデルマウ
スを作製するために、ヒト化マウスを作製後、EBV 感染させ EBV 感染モデルマウスを作製し、多
くの研究に応用している。そのため、in vivo での阻害剤評価が可能である。最近、申請者らは
ヒト細胞を用いた分泌型タンパク質大量生産技術を開発した。CD40, CD40L は lipid raft に存
在するため分泌量は少ないが、スタチンを培養液に添付することで CD40Ig の分泌量が増加する
ことを見出している。そこで、これらの技術を利用しヒト CD40 ないし CD40L に親和力(力価)の
強い CD40Ig(CD40 を阻害)と CD40LIg (CD40L を阻害)を大量生産し、in vitro および in vivo で
の CD40L-CD40 相互作用の効果的阻害法確立を目指す。大腸菌でのタンパク質発現系では糖鎖が
保持されず、昆虫細胞ではヒトの糖鎖との乖離があり親和性も低く大量のタンパク質投与にな
った。本研究ではヒト細胞 Expi293 を使用し、目的タンパク質と His-tag を融合させた大量発現
系を利用し、ヒトの糖鎖が保持され、ヒト CD40 ないし CD40L と親和力(力価)の高い CD40Ig, 
CD40LIg を作製・精製する。そして、CD40 シグナル阻害による EBV 感染細胞の不死化効率への影
響と効果を検討し、PTLD 発症予防への応用を検討した。 
本研究では NOG マウスにヒト造血幹細胞(CD34 陽性細胞)を移植し作製するヒト化マウスを利用
し、PTLD 発症の鍵となる EBV 感染細胞の不死化（がん化）制御機構の解明と不死化阻害薬の開
発を目指し、PTLD 発症予防法の確立を目標とする。これまでの研究で CD40 シグナルが EBV 不死
化効率に重要な役割を果たしていることが明らかとなっていた。そこで CD40 シグナルを阻害す
る阻害薬を開発し、EBV 不死化効率の抑制による PTLD 発症阻止を目的とした。 



３．研究の方法 
大腸菌でのタンパク質発現系では糖鎖が保持されず、昆虫細胞ではヒトの糖鎖との乖離があり
親和性も低く大量のタンパク質投与になった。本研究ではヒト細胞 Expi293 を使用し、目的タン
パク質と His-tag を融合させた大量発現系を利用し、ヒトの糖鎖が保持され、ヒト CD40 ないし
CD40L と親和力(力価)の高い CD40Ig, CD40LIg を作製・精製する。CD40 シグナル阻害による EBV
感染細胞の不死化効率への影響と効果を in vitro および in vivo 検討し、PTLD 発症予防への応
用を検討する。NOG マウスに臍帯血から分離した CD34 陽性細胞を移植しヒト化マウスを作製し
た後、EBV をマウス尾静脈よりウイルス摂取することで感染モデルを作製する。感染時、感染成
立後に①ナイーブ B 細胞に試験管内で感染させた B 細胞に CD40Ig, CD40LIg を投与する②マウ
ス尾静脈より CD40Ig, CD40LIg を投与することで不死化効率の抑制効果を検討する。 
４．研究成果 
ヒト細胞を使用した分泌型 CD40Ig と分泌型 CD40LIg の作製および回収に成功した。これらの分
泌型 CD40Ig と分泌型 CD40LIg による in vitro 実験での EBV 感染不死化効率抑制効果は通常の
不死化効率の 1/10 以上であった。また、CD40Ig および CD40LIg を同時に作用させることで、単
独に使用するよりも不死化効率を上昇することを明らかにした。現在、ヒト化マウスへの EBV 感
染モデルを利用した in vivo 実験を継続しているが、第１実験においては EBV によるがん発症
数は 1/10 程度であった。in vivo においても効果は期待できる。課題としては分泌型 CD40Ig と
分泌型 CD40LIg の回収率の低さである。今後は分泌型 CD40Ig と分泌型 CD40LIg の回収率のアッ
プと精製工程の短縮である。 
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