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研究成果の概要（和文）：造血器腫瘍に対する同種造血細胞移植後の再発の治療・予防を目的として頻繁に不適
合が起こりGVT効果を示すHLA-DP型に着目した。ハイブリドーマにFc受容体CD64を強制発現させ、産生された抗
体を表面にトラップさせることでフローサイトメトリーを用いて抗原特異的にソーティングする技術を確立し
た。この方法にて日本人に多いHLA-DPB1*09:01を認識するハイブリドーマを2種類取得した。並行して抗HLA抗体
を産生する複数のハイブリドーマからIgG遺伝子をクローン化後に一本鎖化し、抗原特異性が保持できることを
確認出来たため、抗HLA-DP抗体を搭載したキメラ抗原受容体T細胞を作製する目処が立った。

研究成果の概要（英文）：In HLA-8/8-matched unrelated allogeneic transplantation for hematological 
malignancies, HLA-DP is often mismatched at a rate of 70%, which can be applied to treat or prevent 
post-transplant relapsed malignancy by graft-versus-tumor effect. We have established a technique to
 flow-sort hybridoma cells which produce antibodies of interest by introducing CD64 Fc receptor into
 the hybridoma cells in advance and allow the produced antibodies to bind to the self CD64. With 
this method, two hybridomas producing antibodies specific for HLA-DPB1*09:01 (common in Japanese) 
were isolated so far. In parallel, by using RT-PCR we cloned genes encoding IgG antibodies specific 
for several HLA subtypes and generated single-chain antibodies that retain the original antibodies’
 specificity. Thus, we currently working on generation of chimeric antigen receptor-gene modified T 
cells specific for HLA-DP of interest.

研究分野：血液免疫学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
同種造血細胞移植におけるドナー／患者間のHLA-DP不適合はGVT効果発現に重要である。不適合HLA-DPを認識す
るT細胞の樹立は容易ではなく、事前にHLA-DPを認識する抗体を樹立し、その遺伝子配列を元にキメラ抗原受容
体T細胞調製に必要なベクターを作製しておけば直ちに養子免疫療法を実施することが可能となる。この抗
HLA-DP抗体は殆ど報告がなく、我々はフローサイトメトリーを使った方法で狙った抗原に特異的な抗体を作るハ
イブリドーマ細胞を樹立する方法を確立した。この2つの技術を組み合わせることで将来的にさまざまなHLA-DP
型不適合に対応するキメラ抗原受容体T細胞を提供できると考えられる。

※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 
（1）難治性造血器腫瘍に対する根治的治療法は同種造血幹細胞移植であるが、移植後の死因の
最大の原因は原病の再発であることから移植後造血器腫瘍の予防・治療法の開発を行う。 
 
（2）HLA-DP の不適合は有用な GVT 効果を高めるが、、不適合 HLA-DP を認識する T細胞クローン
を適宜樹立するのは容易ではないため、HLA-DP を認識する抗体を作製しキメラ抗原受容体遺伝
子改変 T細胞を開発する。 
 
２．研究の目的 
（1）日本人が持つ頻度の高い HLA-DP 型を認識する抗体を産生するハイブリドーマを作製する。
その際に、従来のハイブリドーマ上清のスクリーニングではなく、フローサイトメトリーでソー
ティングする系を開発する。 
 
（2）ハイブリドーマから RT-PCR で抗体遺伝子をクローニングして軽鎖と重鎖の可変領域を一
本鎖化し、これを元にキメラ抗原受容体遺伝子改変 T細胞を作製し機能を検討する。 
 
３．研究の方法 
（1）ハイブリドーマおよび P3-X63 骨髄腫株へ CD64 遺伝子を導入し、分泌される抗体がそれぞ
れのハイブリドーマ上でトラップされ、抗マウス IgG 抗体で検出される条件を決定した。 
 
（2）抗 HLA-DP アリル特異的抗体はマウスを免疫して作製する。目的とする HLA-DP 分子（HLA-
DPA1*02:01/DPB1*09:01、以降 HLA-DPB9A2）をマウス細胞で強制発現させたものを不活化後に免
疫後、共同研究を通じて得た同型の精製分子で 1－2 回ブーストしたのち血清を採取して抗体の
産生を確認した。抗体価が十分であればマウスより脾臓を取り出し、CD64 導入 P3-X63 骨髄腫株
と融合した。短期間培養後に蛍光標識したHLA-DPB9A2および別の蛍光で標識した標的以外のHLA
クラス II 分子ヒトと反応させ、フローサイトメトリーで検討した。前者とのみ反応するハイブ
リドーマが確認された場合、フローサイトメーターでソーティングしてそれぞれフィーダー細
胞上で培養した。 
 
（3）クローニングし増殖したハイブリドーマ上清と H HLA-DPB9A2 導入細胞、標的以外の HLA ク
ラス II 発現細胞で反応特異性を検討した。 
 
（4）抗体遺伝子のクローニングにはハイブリドーマから抽出した RNA より cDNA を合成し、マウ
ス軽鎖および重鎖の可変領域をカバーできる PCR プライマーセットで遺伝子合成し、陽性に出
たサンプルを精製し、シーケンスを行った。得られた配列は IMGT/V-QUEST のウェブサイトで解
析し、得られた配列から軽鎖と重鎖の可変領域を結合して一本化し、機能を解析した。 
 
４．研究成果 
（1）フローソーティングによる抗原特異的ハイブリドーマの樹立法 
 ①CD64 発現を誘導できる融合用マウス骨髄腫株の作製。ヒト CD64 cDNA をテトラサイクリン
で誘導可能な pRetro-TetONE に挿入し、puromycin で選択後、ドキシサイクリンで CD64 が誘導
できることを確認した。これにより、CD64 分子に IgG が非特異的に結合することが防止できた。 
 
②モデル抗原に対するハイブリドーマの樹立。マウス免疫に
は大量の HLA-DP 分子が必要なため、条件設定は市販の医療用抗
体の可変部位に対する抗体を産生するハイブリドーマの取得で
行った。Elotuzumab を Freund のアジュバントと混合し Balb/c
マウスの腹腔内に 3回投与した後に脾臓を取り出し、CD64 導入
P3-X63 骨髄腫株と融合した。短期間培養後にドキシサイクリン
を加えて分泌抗体を結合させ、次いで FITC 標識 Elotuzumab（縦
軸）および APC 標識ヒト化抗体 Mix（横軸）で染色し、フローサ
イトメトリーで 1％程度のハイブリドーマが Elotuzumab のみに
反応した（右図、左上）。これをフィーダー細胞存在下でクロー
ニング（480 ウェル）を行った。増殖を認めた 49 ウェルのうち
20 ウェルが全てのヒト化抗体と反応、5ウェルが Elotuzumab に
特異的（約 10％）であった。ここでの課題として Plating 効率が 10％と低いことが挙げられた。 
 
（2）HLA-DPB9A2 特異的なハイブリドーマ樹立の試み。 
①以上の条件設定に基づき、HLA-DPB9A2 でのマウス免疫を開始した。免疫条件として、(a) 



DPB9A2発現マウスNIH3T3細胞のみで3回免疫法、
(b) DPB9A2 発現細胞で 2回＋DPB9A2 精製蛋白で 1
回の組み合わせ法、(c) DPB9A2 精製蛋白で 3回法
の 3方法を試みた。その結果、(a)ではマウス血清
にはHLA-DP分子のみならず、同じクラスII型 HLA
分子である HLA-DR、-DQ に対する抗体も同等に産
生、(c)では抗体価が著しく低く、免疫が不十分と
判明した。（b）では HLA-DR, -DQ の各アリル型へ
の反応もある程度認められるものの、より HLA-DP
への反応が強くなった（右上図・右カラム）ため、
以後の実験は（b）の組み合わせ法を用いた。モデ
ル実験と同様に CD64 を強制発現できるようにし
たハイブリドーマを作成して、免疫に用いた
DPB9A2 蛋白に PE、HLA-DR/DQ ミックス蛋白に APC
を標識しハイブリドーマの表現形質を解析したと
ころ、44％が双方とも陰性、22％が双方とも陽性、
32％が HLA-DR/DQ に陽性、1.3％が DP に陽性とな
った。この DP 陽性ハイブリドーマをソーティング
して増殖させたところ 4 クローンが得られ、うち
2つはHLA-DR/DQミックス蛋白よりもDPB9A2に対
して有意な反応性を示すことが確認出来た（右中
段図）。しかし染色性は強くなく、抗体の affinity
が十分 maturation していなかった可能性がある。
このためさらにソーティングを試みたが、導入した CD64 の発現が
経時的に低下する問題が生じた。外来遺伝子のため不活化された
か、融合後に染色体の消失に伴って CD64 が挿入された染色体が無
くなった可能性があり、今後の課題となった。 
 
 ②HLA-DP 蛋白の合成。本研究ではマウスの免疫および、調製し
たハイブリドーマのフローサイトメトリー解析・ソーティングには
HLA-DP 蛋白が必須であり、供給量が研究進捗の律速因子となった。
このため内製化を試みた。まず DP のα鎖とβ鎖から膜貫通領域を
除去してヘテロダイマーの分泌を試みたが、Native PAGE 解析でも
乖離した状態でしか検出出来なかった。そこで既報の分泌型 HLA-
DR 論文を参考にして C端末にロイシンジッパーを結合したが、HLA-DP 分子は分泌されず、細胞
内染色により細胞内でトラップされていることが判明した。現時点ではまだ解決出来ていない。 
 
（3）ハイブリドーマの Ig 遺伝子解析と CAR 遺伝子の作製。抗
HLA 抗体の単鎖化。CAR-T 細胞を作製するには抗体 Fv 部分の
単鎖化が必要である。ATCC から抗 HLA-A24 抗体産生ハイブリ
ドーマ（HB-164）を入手し、RT-PCR で Ig 鎖の軽鎖・重鎖の構
成成分を解析した。塩基配列を元に一本鎖化し、C末に mCherry
を結合したものを 293T 細胞で産生させて K562 および
K562/HLA-A24（HLA-A24 陽性細胞率 60%）と反応させたところ、
後者のみが特異的に染色された（右下図）。 
 
 
以上より、CD64 を導入した骨髄腫株と抗原で免疫したマウス
の脾細胞を融合したハイブリドーマ細胞集団を蛍光標識した
免疫抗原と反応させることで、CD64 にトラップされたハイブリドーマ分泌抗体との結合を介し、
抗原特異的なハイブリドーマをソーティングすることが可能であることを示すことができた。
また抗 HLA-A24 抗体を産生するハイブリドーマから IgG 遺伝子をクローニングし、特異性を維
持した一本鎖抗体を作製できることも確認出来た。このことより、良好な抗 HLA-DP 抗体が樹立
できれば CAR-T 細胞へ応用することが可能であると考えられた。 
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