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研究成果の概要（和文）：本研究の目的は自己免疫性疾患患者細胞を用いてヒト自己抗体産生動物モデルを作製するこ
とである。MHC ClassⅠ&Ⅱ Double Knockout NOGマウスへヒト末梢血リンパ球またはヒトB細胞を移入した。２ヶ月後
のマウス脾臓内ではヒトB細胞の生存も確認できなかった。血中でも同様の結果であった。NOGマウス生体内においてヒ
トB細胞が生存するには、ヒトT細胞からのヘルプが必要であり、かつT細胞が異常に活性化しない事も必要である事が
示唆された。NOGマウス体内でのヒトB細胞生存を誘導させる工夫を試したものの、生存を誘導することはできなかった
。

研究成果の概要（英文）：Our purpose is to create an animal model producing human antibodies, using human c
ells collected from patients with an autoimmune disease. We injected human peripheral lymph cells or B cel
ls into MHC class I and II Double Knockout NOG mouses. 2month after injection, we weren't able to find the
 human cells in the blood or the spleen of the mouses. We supposed that human peripheral immune-associated
 cells need any help from T cells and that too much active T cells do harm to human B cells when those cel
ls live long in the body of mouse. We tested several methods, but we weren't able to find the best way for
 induction that human B cells can live long.
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１．研究開始当初の背景 
視神経脊髄炎(Neuromyelitis optica, NMO)は

重度の視神経炎と 3 椎体以上に及ぶ横断性

脊髄炎を特徴とする炎症性中枢神経疾患で

ある。多くの NMO 患者の血中にはアストロ

サイトの足突起に高密度に発現する水チャ

ンネル、アクアポリン 4（AQP4）に対する抗

体が高頻度に認められ、疾患特異的バイオマ

ーカーとなっている。NMO では抗 AQP4 抗

体が補体を活性化して惹起する免疫介在性

アストロサイトパチーが病態の主体である

と考えられるようになってきており、AQP4

抗体とB細胞は今後の治療ターゲットとなる

可能性があると考えられる。 

申請者らはこれまでに AQP4 抗体測定法を

確立しており(Takahashi et al. Brain 2007)、国

内外の NMO 患者の抗体測定を行っている。

また本研究の予備的な実験として、NMO 患

者および健常者の末梢血 B 細胞を分離し、複

数のサイトカイン(IL-6, BAFF, IL-10 および

IL-15)を同時に添加して無血清培地で 7 日間

培養し、無刺激培養と比較したところ、(1)

生存 B 細胞の割合が増加し(p<0.0001)、(2)B

細胞のサブクラスである CD27highCD38high 免

疫グロブリン産生細胞の割合の増加し

(p<0.0001)、(3)培養上清中の total IgG 濃度の

上昇する(p<0.0001)ことを明らかにした。さ

らに NMO 患者由来の末梢血 B 細胞を同様に

14日間培養すると培養上清中にAQP4抗体が

産生されることも明らかとしている。しかし、

この in vitro での AQP4 抗体産生モデルでは、

末梢血B細胞の長期生存を誘導することはで

きないため、NMO における AQP4 抗体産生

抑制治療モデルとして不十分である。 

本申請研究で使用する NOG®マウス

(NOD/SCID/γcnull マウス)は重症免疫不全マウ

スであり、従来の免疫不全マウスと比較して

異種細胞の生着性に優れており、免疫学的な

ヒト化マウス作製が可能とされている。

NOG®マウスでは T、B および NK 細胞の欠

失、補体活性の欠失、マクロファージ、樹状

細胞の機能不全という多様な不全形質を持

っており、ヒトの臍帯血由来の造血幹細胞の

移植が可能である。ヒト PBMC 移植実験も各

種行われている。 

本申請研究では、この NOG®マウスに

NMO 患者の末梢血リンパ球(peripheral blood 

mononuclear cell, PBMC)を移入してヒト化マ

ウスを作製し、AQP4 抗体産生を誘導してマ

ウス体内に NMO の病態を再現することで、

各種治療効果を検討する。 
 
２．研究の目的 
NOG マウスを用いた抗アクアポリン 4 抗体

産生モデルの作製 

（１）重症免疫不全マウスを用いて、視神経

脊髄炎の原因抗体であるアクアポリン 4抗体

産生モデルを作製する。 

（２）モデルマウスにおける抗体産生抑制治

療法を探索し、臨床応用する。 
 
３．研究の方法 
（１）NOG マウスへのヒト PBMC の生着お

よび IgG 産生誘導 

申請者らはすでに健常人由来PBMCをNOG

マウス移入後 4 週間後の脾臓中にヒト T、B

細胞が生着していることを確認している。そ

こで健常人由来PBMCがNOGマウス内で長

期（8 週間以上）生存するかを、フローサイ

トメトリー(FACSAriaTMII)を用いてマウス

脾臓細胞の解析をして確認し、また病理学的

にも検討する。さらに ELISA でマウス血清

中の IgG 濃度を測定する。ヒト T、B 細胞の

生存と抗体産生を誘導するために必要な条

件（投与するサイトカインの種類、量、頻度）

を設定する。想定しているサイトカインは

IL-6 または BAFF、およびその同時投与であ

る。 

（２）NOG マウスでの AQP4 抗体産生誘導 

１．で得られた結果をもとに、NMO 患者由

来 PBMC を NOG マウスに移入し、8 週間か



ら 12 週間後に血清中の AQP4 抗体の有無お

よび抗体価を、HEK293 細胞を用いた間接的

蛍光抗体法を用いた AQP4 抗体測定法で調

べる。血清中の抗体価が低い場合には１．と

同様に抗体産生を誘導するために必要な条

件（投与するサイトカインの種類、量、頻度）

を設定する。 

（３）ヒト PBMC を移入した NOG マウス体

内でのサイトカイン・ケモカイン動態の変化

の検討 

（１）（２）で得られた NOG マウス血清中の

炎症性サイトカインおよびケモカインの濃

度を Bio Plex サスペンションアレイシステ

ム(BIO-RAD)で測定する。 
 
４．研究成果 

（１）健康人より採取した末梢血リンパ球を

重度免疫不全マウスである NOG マウス

(NOD/SCIDγc null mouse)へ移入し、2 週後

にマウス脾臓においてヒト T細胞および B細

胞を検出できた。ELISA にてマウス血中のヒ

ト IgM および IgG を少量確認できた。移入 4

週以降よりマウス血中でヒトT細胞が高度に

増殖し、ヒト B 細胞が確認されなくなった。

加えて外見的にも立毛や体温低下といった

典 型 的 な 移 植 片 対 宿 主 病 

(graft-versus-host disease, 以下 GVHD)様

の所見も確認された。原因として NOG マウス

の MHS ClassⅠおよび ClassⅡはマウス由来

であるため移入したヒト細胞側から見ると

異種となる。そのため免疫（拒絶）反応が惹

起され、GVHD 様の症状を呈したと推察した。 

（２）次に、GVHD 様症状を避けるために MHC 

ClassⅠ&Ⅱ Double Knockout NOG マウスを用

いた実験を行った。本マウスへヒト PBMC ま

たはヒト B細胞を移入し、２ヶ月後における

マウス生体内 B細胞割合を確認した。２ヶ月

後のマウス脾臓内ではヒトT細胞の異常増殖

は見られなかったが、ヒト B細胞の生存も確

認できなかった血中でも同様の結果であっ

た。原因として T細胞の活性化が抑制された

ことにより、B 細胞生存に必要な因子が減少

したと推測した。 

（３）上記マウス体内の非特異的抗体が抗

AQP4 抗体にて染色されないことを確認した。 

（４）患者 PBMC を上記マウスに移入し、同

時にヒト IL-6, BAFF, IL-6 と BAFF をマウス

体内に注入し、ヒト B細胞の生存と分化、抗

体産生の促進を試みた。PBMC 移入後４週間後

のマウス血漿中に抗 AQP4 抗体は確認されな

かった。マウス血中のヒトリンパ球は確認さ

れなかった。 

（５）患者 B細胞を上記マウスに移入し、同

時にヒト IL-6, BAFF, IL-6 と BAFF をマウス

体内に注入し、ヒト B細胞の生存と分化、抗

体産生の促進を試みた。 

B 細胞移入後４週間後のマウス血漿中に抗

AQP4 抗体は確認されなかった。マウス血中の

ヒトリンパ球は確認されなかった。 

（６）患者および正常人の PBMC を移入した

上記マウス血中のヒトサイトカイン濃度の

動態の検討を Bio Plex サスペンションアレ

イシステムを用いて行う予定であった。しか

し血清が採取できず、実験は行わなかった。 
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