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研究成果の概要（和文）：形質細胞の免疫グロブリンの遺伝子情報を得るための超可変領域をターゲットとしたPCR pr
imer setの設計を行い、抗A抗体を産生するヒト由来ハイブリドーマの免疫グロブリンの遺伝子情報を得、IgG4抗体を
作成し補体活性化に対する抑制効果を確認した。
末梢血B細胞をin vitroで形質細胞まで分化誘導する系に、TNFスーパーファミリーに属するBAFFおよびAPRILを添加し
その効果を検討した。BAFF添加では形質芽細胞まで効率よく分化誘導したが、形質細胞への分化は逆に抑制し、APRIL
添加では形質細胞まで効率よく分化誘導出来、IgGの産生量を格段に増加させる事を明らかにした。

研究成果の概要（英文）：We designed the PCR primer sets to obtain the sequences of hypervariable regions 
of immunoglobulins from specific plasma cell. Actually we obtained the sequence from hybridomas producing 
human type anti-A antibodies, and created the recombinant IgG4 subtype anti-A antibody, which was 
class-switched from IgM. Recombinant anti-A IgG4 antibody showed competitively bonding to the type A 
carbohydrate antigen to prevent serum anti-A antibody binding for suppressing complement activation.
To improve the in vitro B cell culture system, we checked the effects of TNF superfamily cytokines. BAFF 
(B cell activating factor) induced efficient differentiation until plasma blasts, but plasma cells 
differentiation was inhibited in reverse. On the other hand, APRIL (a proliferation inducing ligand) was 
able to be remarkably increased the production of IgG and to induce efficient differentiation until 
plasma blasts and plasma cells.

研究分野： 免疫学
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１．研究開始当初の背景 
 近年、移植後早期に起こる急性拒絶反応は、
免疫抑制薬の発達と治療レジメン改良によ
り制御されつつある。一方、移植 2～3 年後
より起きる慢性拒絶反応により毎年３～
５％の割合で移植腎機能が喪失することが
あきらかとなり、現在でも改善が認められて
いない。慢性拒絶反応は移植組織由来の非自
己成分に対して抗ドナー抗体が産生される
ことによって起きる。多くはドナーHLA に対
する抗体(donor specific antibody; DSA)や
ABO 不適合移植の際の抗 ABO 抗体によるもの
であり、現在までのところ確立された治療法
は存在しておらず、抗体価の上昇に伴い、病
態が悪化し移植組織は拒絶されるようにな
る。我々のグループでは拒絶反応のメカニズ
ムの解析を行ってきたが、DSA が HLA 抗原に
結合し架橋をすることにより、血管内皮細胞
が活性化し、炎症反応が起き(Biochemical 
and Biophysical Research Communications 
2010;391:1210-1215)、同時に抗体結合によ
る 補 体 や 凝 固 系 の 活 性 化 が 起 こ り
(Xenotransplantation 2010;17:26 -37)、微
小血管障害・微小循環障害が起こりやがて慢
性拒絶反応へと進展してゆくことを明らか
にしてきた。 
 抗ドナー抗体を産生する形質細胞につい
ては末梢血中にはほとんど存在しておらず、
骨髄穿刺を行わなければ確認する事が出来
な い といっ た 報告が な されて き た が 
(American Journal of Transplantation 
2008; 8: 133– 143)、2011 年アメリカ移植学
会において DSA陽性患者の末梢血中に DSAと
結合しうる B 細胞受容体(B Cell Receptor; 
BCR)を持つ B細胞群が存在することが報告さ
れた。我々は、Michel Jourdan らが報告した
培養法(Blood 2009;114:5173-5181)を一部改
良し、末梢血中の B細胞を形質細胞まで分化
させることに成功しており (第 41 回日本移
植学会報告)、DSA 陽性患者の末梢血中に存在
する B細胞から DSA産生形質細胞を分化誘導
できる可能性を見出した。 
 
２．研究の目的 
 DSA の IgG サブクラスには補体活性の強い
IgG1/G3 が多く含まれており、補体活性の無
い IgG4 の割合はわずかしかないと報告され
ている(Transplantation 2011;92:41-47)。
また IgG4 には抗炎症作用があるとされ
(Science 2007;317:1554-1557)、実際に臨床
開発中のモノクローナル抗体で免疫機能を
抑い場合には、IgG サブクラスを IgG4 にスイ
ッチして作成される(Nature Biotechnology 
2007;25:1369-72)。以上の事から移植臓器に
対して攻撃をする IgG1/3 サブクラスの DSA
を IgG4 サブクラスにする事で、補体活性や

抗体依存性細胞傷害活性を抑制し、DSA の結
合する抗原に対する特異的な抑制抗体を作
成する事を目的とする。 
 DSA だけでなく抗 ABO 抗体に対しても超可
変領域の DNA 塩基配列を得る事で、IgG サブ
クラスを補体活性の強いIgG1/G3から補体活
性のないIgG4にサブクラススイッチし、IgG4
サブクラスの抗 ABO抗体を ABO不適合移植の
患者に投与し、ABO 抗原を補体活性の無い
IgG4が覆うことで、補体活性の強いIgG1/gG3
が結合出来なくすることで病態の進展を止
める、といった治療法を開発できると考える。 
 
３．研究の方法 
 本研究ではまず、(1)形質細胞の免疫グロ
ブリンの遺伝子情報を得るためのPCR primer 
setの設計を行い、実際に抗A抗体を産生する
ヒト由来ハイブリドーマを用いて免疫グロ
ブリンの遺伝子情報が得られるか試みた。次
に(2)得られた遺伝子情報から免疫グロブリ
ンのクラスあるいはサブクラスをIgG4 に改
変し、IgG4 抗体を作成、精製し細胞への結合
性や補体結合への抑制効果、細胞傷害への抑
制効果を確認した。最後に(3)DSA陽性患者よ
り得られた末梢血B細胞を培養により効率よ
く形質細胞まで分化誘導し、培養上清から
DSAを検出できるか試みた。 
 
４．研究成果 
(1).現在まで、イムノグロブリンの超可変領
域をPCRによって増幅するprimer setが様々
な報告がなされてきたが、実際には全てのVH

およびVK,VLを網羅しているのではない事が
blast searchにより判明したため、新たにVH

およびVK,VLおよび定常領域のPCR primerの設
計を行った。市販されている抗A抗体を産生
するヒト由来anti-A IgM産生ハイブリドーマ
(ATCC-HB8534)を用いてIgHおよびIgKを遺伝
子を単離し、塩基配列を決定した。得られた
IgHおよびIgKのVDJおよびVJ領域の塩基配列
はNCBIに登録されているanti A BCRを持つ
EBV-transformed B cell lineとほぼ一致し
ていた。由来の全く異なる抗A抗体でありな
がら、IgHの超可変領域は完全に一致してい
る事を報告した。マウスの実験系において
affinityの低い抗体を遺伝子移入したマウ
スが抗原刺激によってaffinityの高い抗体
へと親和性成熟する際に一定の方向性があ
る事が報告されており、ヒトにおいても抗原
に対してaffinity maturationが起こる際に
はランダムではなく親和性成熟には一定の
方向性がある可能性を見出した。 
(2).得られた遺伝子情報からVHの転写開始
点以降 VDJ を in vivoge 社 pFUSE-CHIg-hG4 
Vectorに組み込み抗A IgHG4 を作成した。IgK
全長も同様にpFUSE vectorに組み込んだ。



IgHG１とIgKをCHO細胞へ遺伝子移入し、薬剤
選択を行い、安定発現株を得た。培養上清よ
りanti-A IgG4 antibodyを得た。ELISAによ
りA型糖鎖抗原に反応する抗体である事を確
認し、A型赤血球に対してanti-A IgG4 を添加
したところ、クームス試験陽性であった。ま
た血清中の抗A抗体に対するanti-A IgG4の結
合抑制および補体活性の抑制を確認した。 
(3).B細胞を形質細胞まで分化誘導する系を
改良し、より多くの形質細胞まで分化誘導す
る事を試みた。方法としてはTNFファミリー
に属するBAFFおよびAPRILを培養系に添加し
その効果を検討した。BAFF添加では形質芽細
胞まで効率よく分化誘導することが出来た
が、形質細胞への分化は逆に抑制された。ま
たBAFFによって誘導された形質芽細胞は約
２週間で死滅した。一方APRIL添加では形質
芽細胞および形質細胞まで効率よく分化誘
導することが出来、またIgGの産生量は非添
加群に比べてday25 で約４倍、day35 で約 12
倍に増加した。APRILの作用について詳細に
検討したところ、①BCMAを介して形質細胞を
生存維持させる作用があること、②meory B
細胞ではB細胞数の増加がおこる事より、分
化を促進してしまうために最終的には形質
細胞数の増加が望めないこと、③naïve B細
胞では培養初期に細胞数の増加がおこり、次
いでBCMAを介する形質細胞を生存維持させ
る作用により最終的に形質細胞数の増加と
IgG産生量の増加が起こることを明らかにし
た。(Cell Immun ol.2015.295.127-136)。こ
の培養法を用いてDSA陽性患者B細胞を培養
したが、single antigen beadsを用いた検査
に充分な量のDSA産生はほとんどの例で得ら
れなかった。血清中にDSAが充分量ある 2 症
例において検出する事が出来、患者血清と培
養上清のDSAのプロファイルが一致している
ことが確認できた。B細胞培養系については
特にmemory B細胞の生存維持・分化誘導だけ
でなく、さらに増殖が必要である事を明らか
にした。一方、抗ABO抗体を産生する形質細
胞への分化誘導系に関しては、上記培養系で
は抗ABO抗体は検出出来ず、用いるサイトカ
インの種類を変更し様々な条件で培養を試
みた。IL-2,IL-10,IL-15 を用いた培養系で抗
A抗体は最大量となった。文献的にはIL-15 レ
セプターがB1-B細胞に発現しているといっ
た報告があり、IL-15 とB1-B細胞の関連が抗A
抗体産生に重要な役割を果たしている可能
性を見出した。また抗ABO抗体の産生量には
個人差が極めて大きい事を明らかにし、この
事がABO不適合移植後の抗体産生に影響を与
えている可能性があることを報告した。 
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