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研究成果の概要（和文）：複合型重症免疫不全マウス(NOGマウス)に、ヒト臍帯血を用いて造血幹細胞を移入しヒトの
造血系を再構築したマウスを作製した。作製したヒト化マウスに、虫垂穿孔結索法(CLP)により敗血症を誘導した。そ
れぞれの敗血症モデルマウスについて、生存期間のほか、血清中のALT､ASTなどの肝逸脱酵素やIFNγ, TNF-a, IL-6, I
L-8などを初めとしたサイトカイン、ケモカインの測定(ELISAまたは免疫ビーズ染色法で定量)動態などを解析した。そ
の結果、抗ヒトCD300a抗体はヒト敗血症性ショックに対して有効であることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：We established a humanized mouse model, in which the immune responses in human 
endotoxic shock in vivo can be analyzed. By using this model, we examine the effect of anti-human CD300a 
monoclonal antibody on the endotoxic shock. First, we established a humanized mouse by transfer of human 
hematopoietic cells into severe immunodeficiency mouse (NOG mouse) and induced sepsis by cecal puncture 
and ligation. We analyzed survival, ALT, AST, and proinflammatory cytokines and chemokines such as IFNγ, 
TNF-a, IL-6, and IL-8 by ELISA and immune-beads analyses. These analyses suggest that anti-human CD300a 
monoclonal antibody is useful for the treatment of human endotoxic shock.

研究分野： 免疫学

キーワード： ヒト化マウス　敗血症　CD300a

  ２版



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 敗血症は、グラム陰性細菌による感染

を発端として、細菌が産生するエンドト

キシンにより、多臓器不全、血圧低下、

ショックなどの症状を引き起こす重篤な

全身疾患である。腹膜炎や肺炎、術後感

染などからの敗血症の発症数は世界的に

増えつつあり、その死亡率は非常に高く、

新たな画期的治療法が望まれる重要な疾

患である。日本では年間３８万人以上、

米国では年間１００万人以上が発症する

と推定されている。 

 CD300a は，応募者らが同定したマスト

細胞、樹状細胞、マクロファージなどの

免疫細胞の細胞膜上に発現している免疫

受容体である (Yotsumoto, et al, J Exp Med 

198:223, 2003)。最近、応募者らは、CD300a

がアポトーシス細胞膜上に表出するリン

脂質であるフォスファチジルセリン

（phosphatidylserine；PS)に結合して免疫

細胞の活性化を負に制御することを報告

した（Nakahashi-Oda, et al. Biochem Biophy 

Res Comm, 417:646, 2012）。さらに、

CD300a 遺伝子欠損マウスでは、虫垂結索

穿孔（Cecal ligation and puncture: CLP）に

よる腹膜炎モデルで敗血症性ショックに

よる死亡率が有意に低下することを見い

だした。同時に抗 CD300a 中和抗体投与に

よって CD300a と PS との結合を阻止する

と、CD300a 遺伝子欠損マウスと同様に敗

血症性ショックによる死亡率が有意に低

下することを示した（Nakahashi-Oda, et 

al. J Exp Med, 209:1493, 2012）。しかし、

抗ヒト CD300a 抗体によってヒトの敗血

症性ショックが治療できるかどうかにつ

いては不明である。 

 ヒト化マウスは NOD/scid マウスと IL-2

レセプター鎖遺伝子欠損マウスを掛け合

わせた複合型重症免疫不全マウス(NOG マ

ウス)に、ヒト造血幹細胞を移入しヒトの造

血系を再構築したマウスであり、マウスの

体内でヒトの血液免疫系を観察することが

できる系である。マウスの体内でヒトの敗

血症性ショックの免疫応答を観察できる

系を確立し、治療法を検討することができ

る点が、本研究の特色である。本研究によ

って、抗ヒト CD300a 抗体の治療効果が確

認できれば、敗血症性ショックに対する特

異的な新規治療法開発の基礎となる。 

マウスの免疫応答とヒトの免疫応答は必ず

しも同じではなく、マウス疾患モデルで観

察された事象がヒトの疾患にあてはまると

は限らない。本研究の成果により、マウス

の体内でヒトの敗血症性ショックの免疫応

答が再現できるようになれば、今後のこの

領域の研究の推進に大きく貢献できるもの

と考えられる。さらに、本研究にて、「ヒト

のヒト敗血症性ショック」における抗ヒト

CD300a 抗体の治療効果が認められれば、敗

血症性ショックに対する特異的な新しい治

療法の開発が期待できる。 

 
２．研究の目的 
本研究では、ヒトの造血系を再構築した

ヒト化マウスを作製し、CLP によりヒト敗

血症性ショックの免疫応答をマウス体内

で再現できる系を確立する。さらに、こ

の系を用いて、抗ヒト CD300a 抗体の投与

による敗血症性ショックの治療効果を検

討する。 
 
３．研究の方法 

マウスの生体内でヒト敗血症性ショック

の免疫応答を観察できる系を確立し、抗ヒ

トCD300a抗体の敗血症性ショックに対す

る治療効果を検討する。具体的には、まず、

複合型重症免疫不全マウス(NOG マウス)

に、ヒト臍帯血を用いて造血幹細胞を移入

しヒトの造血系を再構築したマウスを作製

する。ヒト化マウスが作製できたかどうか

の確認は、12 週間後の抹消血のヒト CD45



陽性細胞の有無を指標とする。すでに当研

究室で樹立した抗ヒト CD300a 中和抗体産

生ハイブリドーマから大量の抗体を作製す

る。具体的にはハイブリドーマをヌードマ

ウス腹腔内に移入し、腹水を得、これをカ

ラム精製する。得られた精製抗体が、

CD300a とフォスファチジルセリン (PS) 

の結合を阻害することを、ヒト CD300a ト

ランスフェクタントと PS リポゾームを用

いて in vitro の実験系で確認する。また、抗

ヒト CD300a 抗体を生体に投与した際に、

CD300a 発現細胞を除去してしまわないこ

とも、in vivo で確認する。作製したヒト化

マウスに、虫垂穿孔結索法(CLP)、または

LPS 静注により敗血症を誘導する。それぞ

れの敗血症モデルマウスについて、生存期

間のほか、血清中の ALT､AST などの肝逸

脱酵素や IFNTNF-a, IL-6, IL-8などを初め

としたサイトカイン、ケモカインの測定

(ELISA または免疫ビーズ染色法で定量)、

各臓器障害に対する組織学的解析、アポト

ーシス細胞の生成（AnnexinV 陽性細胞をフ

ローサイトメトリー法および Tunnel 陽性

細胞を組織学的に解析）、免疫組織である脾

臓での各免疫細胞分画（CD4+ T, CD8+T, 

NK 細胞, B1 細胞、B2 細胞、片縁帯 B 細胞、

樹状細胞、マクロファージ、好中球、マス

ト細胞など）の動態などを解析する。また、

それらのマウスに抗ヒトCD300a抗体を投

与し、その治療効果を観察する。 

 

４．研究成果 

マウスの生体内でヒト敗血症性ショックの

免疫応答を観察できる系を確立し、抗ヒト

CD300a抗体の敗血症性ショックに対する

治療効果を検討した。まず、複合型重症免

疫不全マウス(NOGマウス)に、ヒト臍帯血

を用いて造血幹細胞を移入しヒトの造血系

を再構築したマウスを作製した。作製した

ヒト化マウスに、虫垂穿孔結索法(CLP)によ

り敗血症を誘導した。それぞれの敗血症モ

デルマウスについて、生存期間のほか、血

清中のALT､ASTなどの肝逸脱酵素や

IFNTNF-a, IL-6, IL-8などを初めとしたサ

イトカイン、ケモカインの測定(ELISAまた

は免疫ビーズ染色法で定量)動態などを解

析した。その結果、抗ヒトCD300a抗体はヒ

ト敗血症性ショックに対して有効である可

能性が示唆された。 
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