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研究成果の概要（和文）：ヒト細胞を用いたHLA抗体産生ヒト化マウスモデルを確立するため、抗体産生B細胞を
活性化させるための伝達シグナル(CD40-CD40ligand)を遺伝子導入した培養系でヒトの末梢血を培養し、HLA抗体
産生ヒト化マウスが誕生した。しかし目的とした抗ドナー特異的HLA抗体産生のみが産生抑制に傾いている現象
を認めた。ドナー特異的抗体産生抑制機序を検証し得るマウスモデルである可能性が示された。また異種抗体産
生ヒト化マウスモデルは異種抗原を欠損する免疫不全マウスを産生できたが、安定性に欠けるためヒト細胞を移
入したヒト化異種抗体産生マウスモデルは未だ確立できていない。

研究成果の概要（英文）：In order to establish a HLA antibody-producing humanized mouse model using 
human cells, human peripheral blood was cultured in a culture system in which a transduction signal 
(CD40-CD40 ligand) for activating antibody-producing B cells was transfected, and HLA 
Antibody-producing humanized mice were born. However, only the target anti-donor- specific HLA 
antibody production was found to be inclined to inhibit production. Indicating the possibility of 
being a mouse model capable of verifying the mechanism of donor specific antibody production 
inhibition. Heterologous antibody-producing humanized mouse models could produce immunodeficient 
mice lacking heterologous antigens, but since they are not stable, humanized heterologous 
antibody-producing mouse models transfected with human cells have not been established yet.

研究分野： 移植免疫
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 移植成績の向上により長期生着例も多く
見られるようになったが、慢性拒絶反応によ
り難治性のグラフト機能不全に陥ることが
問題視されている。慢性拒絶反応のメカニズ
ムとしてドナー白血球抗原(HLA)に対する
HLA 抗体による抗体関連型拒絶反応が原因
として挙げられるが、明確な機序は現在も明
らかにされていない。マウス細胞によるメカ
ニズム解析の報告はあるが、臨床に直結した
ヒト細胞での報告は皆無である。従来のヒト
化マウスでは B 細胞・NK 細胞・マクロファ
ージなどのT細胞以外の免疫担当細胞の構築
が不十分であったが、ヒト胎児由来胸腺細胞
と幹細胞を重度免疫不全マウス(NOD/SCID)
に同時投与することにより、T 細胞のみなら
ず B 細胞、マクロファージの十分な機能性を
示すヒト免疫構築細胞を持つマウス(ヒト化
マウス)の作製が可能となり、これまでの研究
で、本邦で入手困難なヒト胎児組織の代わり
にヒト臍帯血幹細胞を用いても各免疫担当
細胞を構築し得ることが確認された。また、
ヒト化マウスにアロ(同種異系)の末梢血ない
し皮膚組織を移植したところ、十分なヒト
IgG 産生が得られることが証明された。この
ヒト IgG 抗体産生ヒト化マウスモデルが構
築されたことにより、ヒト細胞における慢性
抗体性拒絶反応メカニズムの in vivo 解析や
新規治療法の開発が可能になった。 
 一方で、移植医療におけるドナー不足の問
題は依然として全世界的に深刻な問題であ
る。その究極的解決策として再生医療やブタ
をドナーとする異種移植の研究が国際的に
盛んに行われてきた。再生医療の研究成果は
目覚しいが、臓器の生理的な３次元構築に課
題も多く、すでに解剖学的に構築された異種
臓器の移植が現実的であるとする意見もあ
る。異種移植の問題は強力な異種免疫応答で
あるが、現在の課題として遅延型異種抗体性
拒絶反応の克服が残されているが、これを克
服することにより、異種移植は同種間移植に
匹敵する長期成績が見込めるため、異種移植
の臨床応用が期待されている。我々の教室で
は 1992 年より異種移植の基礎研究を継続し
てきた。その一つの成果は non-Gal 抗原
(NeuGc)による異種抗体性拒絶反応の証明で
ある。ヒトは NeuGc 自然抗体を持つため、
NeuGc 抗原を発現するブタからヒトへの異
種移植において NeuGc 抗原に対する抗体性
拒絶反応の克服が必要とされることを世界
で初めて証明した。これらの研究成果を発展
すべく大動物モデルで証明するためにレシ
ピエントとしてサルやヒヒを実験に用いた
いが、NeuGc 抗体を持つ種はヒトと鳥に限ら
れており、これらの大動物を用いた実験は遂
行できない。そこで先述したヒト化マウスに
着目し、異種抗体保有ヒト化マウスモデルの
構築が研究を進める上で必要となっている
と考えた。  
 

２．研究の目的 
 我々は同種移植における慢性抗体性拒絶
反応の克服と異種移植における遅延型抗体
性拒絶反応の制御のため、ヒト細胞を用いた
in vivo 解析が可能なヒト化マウスモデルに
着目し、これまでに同種異型抗体産生ヒト化
マウスの作製と異種抗体産生ヒト化マウス
の作製を行ってきた。本研究では、これらの
研究成果を発展させていく。 
ⅰ)同種異系抗体産生マウスモデルでは、まず
抗ドナーHLA 抗体の定量化と抗体産生細胞
を同定する。次に、この抗ドナーHLA 抗体
産生細胞を特異的に制御する治療法開発を
目指す。 
ⅱ)異種抗体産生モデルでは、まずブタ膵島細
胞を異種抗体産生ヒト化マウスに移植する
異種膵島細胞移植モデルにおいてヒト
NeuGc 抗体による遅延型抗体性拒絶反応を
確認する。次に既存の免疫抑制剤の投与や異
種糖鎖抗原処理することによる遅延型抗体
性拒絶反応の制御を試みる。 
 
３．研究の方法 
1)ヒト化マウスモデルにおける抗ドナー
HLA 抗体の定量化と抗体産生細胞の同定： 
まず同種HLA抗体産生マウスモデルを確立す
る。重度免疫不全マウス(NSG)にヒト臍帯血
由来 CD34 陽性幹細胞を静脈内ないし脾臓内
投与し、ヒト免疫担当細胞の再構築を確認す
る。このヒト化マウスに HLA 型の異なる健常
人アロ末梢勝リンパ球を免疫し、ヒト IgG 抗
体産生を確認する。さらにこのヒト化マウス
血清を Luminex 法ｎより HLA抗体の定量化を
行う。また末梢血のみでヒト化 HLA 抗体産生
マウスモデルの作製を試みる。 
健常人 responder ヒト末梢血と HLA型の異

なる(アロ)放射線照射 stimulator ヒト末梢
血 を B 細 胞 活 性 化 伝 達 シ グ ナ ル
(CD40-CD40ligand)を遺伝子導入した feeder
細胞上で 3日間 in vitro 共培養し、naïve NSG
マウスに静注ないし脾臓内注射し抗ドナー
特異的 HLA 抗体(DSA)産生を図る（図１）。 

 
2)異種抗体産生ヒト化マウスを用いた異種
膵島移植モデルの確立： 
異種抗原 Gal/NeuGc ダブル欠損マウスと



NOD/SCID マウスを交配させて、ヒトと同様に
異種 Galおよび NeuGc 抗体を持つヒト化マウ
ス(異種抗体産生ヒト化マウス)を継代作製
する。その後 NeuGc 抗原陽性ブタ膵島を移植
するヒト-ブタ異種膵島移植モデルを構築し
生着率や遅延型拒絶反応の有無を検証する。 
 
４．研究成果 
1)ヒト化マウスモデルにおける抗ドナー
HLA 抗体の定量化と抗体産生細胞の同定： 
同種 HLA 抗体産生マウスモデルにおいて、ヒ
ト臍帯血由来 CD34 陽性幹細胞を NSG マウス
の脾臓内投与したほうが、マウス血清中のヒ
ト IgG 抗体価が有意に上昇した。また静脈投
与ならびに脾臓内投与の双方において全例
ヒト IgG 抗体の検出が可能であった。さらに
Luminex 法による HLA 抗体測定において高率
に(90%以上)こうしたヒト化マウスにおいて
抗 HLA 抗体の検出が可能であった。これは末
梢血のみを用いたヒト化マウスモデルにお
いても高率にHLA抗体産生が確認可能であっ
た。しかしながら DSA 産生するマウスはほぼ
限定されており、このモデルにおいて、HLA
抗体産生は十分得られるもののDSA産生は抑
制されている可能性が示唆された（図２）。

そこで、B 細胞活性化し抗体産生を促進する
別のシグナル(BAFF-BAFF 受容体)を追加で遺
伝子導入した培養系や培養中のresponder細
胞からヒトHLA抗体産生を抑制する可能性の

あるCD4陽性CD25陽性で分画される制御性T
細胞を除去し同様にヒト化マウスモデルを
構 築 し た 。 そ の 結 果 、 以 前 に 行 っ た
CD40-CD40ligand発現feeder細胞共培養下で
行った系よりむしろ HLA 抗体産生は低下し、
DSA も認めない結果となった(図３)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
さらに、in vitro 培養系において responder
および feeder 細胞上に抗体産生を抑制する
シグナル伝達がないか解析した。着目したの
は、PD1-PDL1 抑制性シグナル伝達である。
Responder および stimulator のリンパ球や
feeder 細胞上には混合培養前と後で細胞上
に表出する抑制性抗原の発現に差はなかっ
たが、responder の接着細胞(おそらくは抗原
提示細胞)上に PD-1分子発現の増強が見られ
たため、T 細胞抑制性シグナル伝達がドナー
HLA 抗原特異的に抗体産生を制御した可能性
が示唆された。 
全期間を通じた研究成果としては、末梢血

由来ヒト細胞を用いたHLA抗体産生ヒト化マ
ウスモデルを確立し得たこと、ドナー特異的
HLA 抗体産生抑制機序を検証しうるマウスモ
デルである可能性が示されたことが挙げら
れた。 
2)異種抗体産生ヒト化マウスを用いた異種
膵島移植モデルの確立： 
目的のGal/NeuGcホモダブルノックアウト免
疫不全マウスは第 7世代継代し、誕生するも
ののヘテロノックアウトマウスとくらべて
明らかに寿命が短いことが観察中に分かっ
た(図 4)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
          図４ 



膵島移植に耐えうるモデルではないと判断
しブタ膵島移植を用いた実験は未だ行えて
いない。NOD/SCID の T 細胞リークも認められ
たことから NSGマウスと Gal/NeuGc ダブル欠
損マウスの交配による新たなモデル作製に
移行している。 
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