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研究成果の概要（和文）：本研究では、ヒトIL-4 を発現するNOG マウスに健常者および乳がん患者末梢血単核
球(PBMC)を移植し、HER2 ペプチドワクチンを接種する系を用いて、担がん免疫環境を有するマウスの確立に成
功した。担がん環境では細胞障害性T細胞の減少・特異抗体産生能の低下が生じ、PD-1 抗体投与を行なっても、
乳がん患者移植ではCD25陽性活性化T細胞や障害性T細胞の有意な増加が観察されないという結果を得た。これら
と類似のの免疫抑制現象はストレスホルモンであるグルココルチコイド処理した健常者PBMC移植マウスでも観察
されたが、プロゲステロン処理では細胞障害性T細胞数の増加や抗体産生能の維持が観察された。

研究成果の概要（英文）：We established a tumor-bearing immune environment in human IL-4-producing 
NOG mouse by transplanting peripheral blood mononuclear cells (PBMC) of healthy donor (HD) and 
breast cancer (BC) patients. These mice were immunized with HER2 peptide vaccine candidate CH401MAP.
 We found that in BC mice with the tumor-bearing environment, cytotoxic T cells and specific 
antibody production after the immunization were significantly reduced. Nivolumab injection decreased
 PD-1-positive exhausted T cell ratio and increased CD25 positive activated T cell ratio in HD mice,
 but in BC mice, the Nivolumab did not enhance the activated cytotoxic T cell ratio. Similar 
phenomena are observed in the mouse transplanted with in HD mice whose PBMC were shortly cultured 
with glucocorticoid before transplantation but not in the mice with progesterone-treated PBMC. 

研究分野： 免疫学

キーワード： ヒト化マウス　妊娠免疫　ワクチン

  ５版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では、妊娠というイベントに伴う他者の受容とTh2への免疫系のシフトの機構を利用してGVHDを抑制す
る、新たなコンセプトのヒト化マウスを確立した。この系は、個別の患者がん環境を構築したマウスにおける抗
がん剤の奏功の評価が可能であるのみならず、妊娠免疫という他者の受容を目的とする特殊な免疫環境を調節す
るプロゲステロンと、ストレスホルモンであるグルココルチコイドがどのように異なる免疫調節作用を持つかを
in vivoにて明らかにした。本研究は特に免疫チェックポイント抗体の腫瘍免疫における役割を明確にするな
ど、今後の治療法開発の評価系としての可能性を大きく広げたと考えられる。

※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、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 
(1) 体液性免疫応答を評価可能なヒト化マウスの必要性：ヒト免疫系を再構築したヒト化マウ
スは、免疫系に関連した分子標的薬の創薬のためには、今後非常に重要な地位を占める事が
予想される。そのため、日本の実験動物中央研究所、USA のジャクソン社などが競ってヒ
ト免疫系に限りなく近い免疫系を持つヒト化マウスを作製するための免疫不全マウスの確
立を試みてきた。 
この主たる戦略は、免疫不全を重度にし、赤血球以外の免疫担当細胞を持たないマウスを作
製した後、ヒト免疫系に重要でありながら造血幹細胞では供給できないヒトタンパク質要
素を遺伝子導入により付加する、というものである。しかし、現状では、重度免疫不全にし
てしまう事による飼育の困難さ、また、導入すべきヒト遺伝子の多様さのため、一定以上の
改良は困難を極めている。 
特に、T 細胞と B 細胞、樹状細胞等の抗原提示細胞が連携し、胚中心という場でクローン
選択を連続的に行いながら親和性の高い特異抗体を産生するという体液性免疫の現象は、
再現性が困難である。しかし、様々なワクチンの開発が癌や新興感染症の治療に必要である
ため、ヒト体液性免疫応答があらゆる HLA 型に対して評価可能な系の開発は急務である。 
 
(2)妊娠免疫を利用したヒト化マウスモデルの開発：ヒトは、妊娠時、免疫調節機能を持つエス
トロゲン、プロゲステロン等のホルモンや、pregnancy zone protein (PZP), Prgnancy 
specific glycoprotein (PSG)といった妊娠関連タンパク質の産生を亢進し、独特の妊娠免疫
環境を構築する。これらの存在下で、臓器移植ではもっとも激しい拒絶が生じるアロに対す
る拒絶を胎児に対しては生じる事無く、10 ヶ月の間妊娠を維持させる。一方、免疫抑制に
よる完全な免疫不全を引き起こさないために、免疫系を Th2 にシフトし、抗体産生能につ
いてはその多くを維持する。この機構を応用すれば、異種移植であるヒト組織のマウスへの
移植と共に、抗体産性能を維持する事にも成功する可能性がある。 
申請者らは、ヒト化マウスなどヒト免疫系モデル動物系の確立と解析を行ってきており、妊
娠時に観察されるような、免疫系の Th2 シフトに関連するヒト IL-4 を高発現する NOG-
IL-4-Tg マウスを用いて PBMC-NOG を作製し、これらが GVHD を抑制し、抗原特異的
IgG 抗体を高頻度で産生する事を明らかにした。任意の HLA をもつヒト末梢血 B 細胞か
らの抗原特異的 IgG 抗体の高頻度な産生はヒト化マウスでは世界で初めて成功しており、
この分野で非常に大きな進展となり、これを用いた体液性免疫評価系の開発は大きな意味
があると考えられた。 
 
２．研究の目的 
 
(1) 本研究では、IL-4-Tg NOG を用いたヒト化マウスにおける免疫応答の詳細を解析し、抗
体産性能の維持とアロの受容の機構の共存システムを明らかにする。 
 
(2) 妊娠時に亢進し、浸潤抑制するプロゲステロン等の免疫抑制ホルモンを用いてヒト化マ
ウス免疫系を調節し、担がん患者の免疫抑制との類似点があるか検討する。 
 
(3) 健常者及び乳癌患者末梢血単核球を移植した NO—IL-4-TgG マウスに免疫し、T 細胞の
活性化能、及び IgG 抗体産性能を確認する。これらマウスに抗 PD-1 抗体であるオプジー
ボを投与し、免疫系の抑制解除を試みる。 
 
(4) 妊娠時に血漿中に 100 倍以上亢進する免疫調節タンパク質 PZP を発現するヒト化免疫
不全マウスを確立し、妊娠免疫によって GVHD を抑制した新たなマウスシステムを構築す
る。。 
 
(5) ワクチンモデルとして、我々が開発し、特許を取得した 20mer の HER2 ペプチド
CH401MAP を改良することにより、ワクチンとしてより効率の良い形状を確立する。 
 
 
３．研究の方法 
 
本研究では、ヒト末梢血単核球を NOG マウスあるいはヒト IL-4 を発現する NOG マウスに移
植し、これらにおける HER2 ペプチドワクチンの効果を比較した。これらに PD-1 抗体を投与
して免疫賦活化の効果を確認し、さらに妊娠関連ホルモンであるプロゲステロンを投与して PD-



1 抗体の副作用を抑制しつつ抗体産生を維持できるか確認した。PZP の遺伝子導入をした新た
な NOG マウスを作製し、ヒト組織移植に対する有効性を評価した。 
 
(1)患者からの末梢血採取と性状解析： 健常者および初発乳がん患者の同意を得た後、末梢血を
採取した。患者末梢血からは比重遠心分離により単核球を調製した。マルチカラーフローサイト
メトリーにより患者末梢血単核球(PBMC)中の T 細胞、B 細胞及び抗原提示細胞各サブセットの
割合を解析した。 
 
(2)ヒト免疫系再構築 NOG および NOG—IL-4-Tg への細胞移植：健常者および患者末梢血単核
球を経静脈で NOG および NOG- IL-4-Tg に移植した。経時的にマウス末梢血を採取し、末梢血
単核球中にヒト CD45(+)白血球および T 細胞・B 細胞が存在するかどうかをモニターした。移
植後 2-4 週で、マウスより末梢血及び各リンパ組織を採取し、単核球を単離した後、各種白血球
マーカーを用いたフローサイトメトリーにて T/B 細胞サブセットの活性化を解析した。 
 
(3)がん患者、健常者ヒト免疫環境を再構築したヒト化マウスへの HER2 ペプチドワクチン投
与：申請者等が現在開発中の新規 HER2 ペプチドワクチンである CH401MAP ペプチドをアジ
ュバントと共に、乳がん患者免疫環境を再構築した NOG-hIL-4-Tg マウスおよび対照の健常者
免疫環境を再構築した NOG-hIL-4-Tg マウスに免疫した。経時的に採血を行い、血漿中の抗
Her2 ペプチド抗体価を確認すると共に、単核球を単離した後、各種白血球マーカーを用いて染
色し、フローサイトメトリーにて解析した。ペプチドに対する抗体価、あるいは in vitro 刺激後
の T 細胞活性化と腫瘍に負の相関があるかどうかについて解析を行った。後述する様々な形状
の新規 CH401 ペプチドおよびアジュバントについても比較を行い、最も効率の良い CH401 ワ
クチンを選択した。 
 
(4)免疫応答に対する PD-1 抗体の効果：ヒト化マウスの PD-1 発現、PD-L1 発現をフローサイ
トメトリーにて解析し、免疫担当細胞の疲弊レベルを確認した。その後、抑制を解除する事を目
的として PD-1 抗体を投与し、PD-1 シグナルの抑制が、抗体産生能の回復に繋がるのか、また、
抗腫瘍効果の誘導に繋がるのかについて、経時的に観察し、解析した。また、GVHD 誘導等の
副作用についても解析した。 
 
(5)プロゲステロンの免疫調節効果：がん患者 PBMC 及び健常者 PBMC に対し、プロゲステロ
ンあるいはグルココルチコイドを添加して短期培養を行なったのち、NOG-hIL-4-Tg マウスに
投与し、上記と同様の処置を行なった。同様に、in vitro でもこれらのステロイドホルモンを T
細胞培養系に添加し、その作用を経時的に解析した。 
 
(6)NOG-PZP-Tg の作製：PZP による免疫調節効果を in vivo で評価するために、ヒト PZP タン
パク質を全身性に高濃度で発現するトランスジェニック NOG マウスを作製した。ヒトの場合、
妊娠時には正常時に比べて 100 倍程度の PZP が発現する事が知られているため、本 Tg マウス
においても 100 倍程度の発現量を有する個体を選別した。プロモーターには NOG マウスで安
定して高い活性を示す事が確認されているサイトメガロウィルスプロモーターを使用し、in 
vitro における発現解析を行った後、NOG マウス前核期卵を用いたマイクロインジェクション
により、本 Tg マウスを作製した。 
 
(7) PZP-NOG マウスを用いたヒト免疫系再構築： 上記の方法で作製した PZP-NOG マウスに
ヒト PBMC を移植し、GVHD による炎症・細胞破壊の抑制効果が存在するかについて、FCM
および免疫組織化学染色により評価した。 
 
(8)HER2 ペプチドワクチンのペプチドの形状・アジュバント開発：申請者等が開発中の新規
Her2 ペプチドワクチン CH401 ペプチドを用いる実験においては、BALB/c マウス、ヒト PBMC
の in vitro 実験および健常者末梢血を移植したヒト化マウスのパイロット実験では MAP 化ペプ
チドを用いてきた。また、マウスの系のアジュバントはフロイントアジュバントを用いた。しか
し実際に患者に投与する事を考えるとペプチド及びアジュバントの最適化が必要となる。そこ
で、ヒト免疫系を効率よく活性化する為の合成ペプチドの形状及びアジュバントについての開
発を行った。分担者である真鍋は既に多くの自然免疫リガンドの合成を達成している。そこで本
研究では、ペプチドとして、生体内での安定性の向上や HLA 分子との親和性向上を目指し，
CH401 ペプチドの構造を検討する。また、HLA の変異にも対応できる新たな形状を検索する。
アジュバントとしては、実用化が進んでいるLipidA類縁体などの自然免疫リガンドを検討した。 
 



４．研究成果 
 
(1) IL-4-Tg NOG を用いたヒト化マウスにおける抗体産生能はグルココルチコイド受容体
(GR)の発現と負に相関している。 
我々は、まず NOG-hIL-4-Tg を用いたヒト化マウスにおいて抗体産生能が検出されるという点に
ついて炎症抑制の機能を持つステロイドホルモンであるグルココルチコイドの受容体(GR)との
関連性の分析を行った。その結果、以下の知見を得た。 
 ①NOG と NOG-hIL-4-Tg の白血球が発現する GR の mRNA を real-time rt-PCR にて比較
したところ、CH401 免疫後の NOG-hIL-4-Tg では NOG より有意に GR の発現が低かった。 
②各マウスに検出された T 細胞の割合と GR には強い正の相関(r2=0.7501)、B 細胞の割合と GR
には強い負の相関(r2=0.7519)が検出された。GR の発現は Th2 の割合と正の相関があったが
(r2=0.3865)、他の T 細胞サブセットとは強い相関は検出されなかった。 
これらの結果、抗体産生能はマウスに移植されたヒト免疫担当細胞におけるグルココルチコイ
ドシグナルにより抑制される可能性が示唆された。この結果については 2018 年度に論文発表し
た (BioScience Trends, 2018 12(3)247-256) 。 
 
(2)ステロイドホルモンによる免疫調節はその分子種により異なる。 
上記の結果を受け、我々はグルココルチコイドの中で最もヒトで多いコルチゾル(COR)を
PBMC に添加し、免疫抑制機能を解析することとした。一方で、妊娠時、アロの抑制で重要な
役割を果たすステロイドホルモンはプロゲステロンである。そこで特に COR とプロゲステロン
である P4 について in vitro にて PBMC をスーパー抗原である TSST-1 で刺激したのち、T 細
胞上の活性化マーカー(CD25/PD-1)の発現を指標にフローサイトメトリーで解析することによ
って、免疫系に対する抑制効果の比較解析を行うこととした。 
その結果、 
①両者ともにこれらのマーカーを発現する細胞の割合が低下し、免疫反応抑制効果があること
が示された。 
②In vivo の実験については、COR/P4 の両ステロイドで短期培養した細胞を NOG-hIL-4-Tg に
移植する実験系を確立した。その結果、P4 処理では CD8T 細胞や抗体産生能が維持される傾向
があり、現在、このような両ステロイドの反応性の相違点について検証中である。 
これらのデータをまとめ、妊娠時と非妊娠時を模倣するステロイドの効果がどのように異なる
かについて今年度中に論文発表する予定である。 
 
(3) 乳癌患者末梢血単核球を移植した NOG—IL-4-Tg マウスにおける特異抗体産生は、健常
者と比較して低下している。 
多くのヒト化マウスモデルがある中で、本モデルマウスは最も得やすい臨床検体である末
梢血を用いてもマウスに GVHD を引き起こすことがないため、疾患における免疫系のシフ
トを評価できる系と考えられる。それについては原著(PLOS ONE 2017 12(6):e0179239)およ
び総説として発表した(International Journal of Molecular Sciences, 2019 20(24), 6337)。 
本研究における本項目については、健常者および乳がん患者 PBMC をまず FCM にて解析
し、乳がん患者では健常者と比較して細胞障害性 T 細胞の割合がヘルパーT 細胞より低く、
B 細胞の割合が高いことを明らかにした(Breast Cancer, 2018 25(3):284-291)。そののち、こ
れらの PBMC をそれぞれ 3 匹の NOG-hIL-4-Tg に移植し、2 匹に CH401MAP で２週間ご
とに２回免疫した。このうちの１匹には後述するように Nivolumab を投与した。移植後 4
週間でマウスの免疫担当細胞の割合を FCM にて、特異抗体価を ELISA にて、血漿成分等
を LC-MS にて比較解析した。その結果を Fig 1.に示した。 
①乳癌患者移植マウスではリンパ球中の CD8 (細胞障害性)T 細胞の割合が CD4(ヘルパーT
細胞)より低い傾向がヒト化マウスでも再現された
(Fig.1B)。さらに、健常者 PBMC 移植マウスでは、
CH401MAP 免疫マウスの方が PBS のみのマウスよ
り高い血漿中抗体価を示したのに対し、癌患者
PBMC 移植マウスでは高い特異抗体価が観察され
ず、乳がん患者免疫系では抗体産生能が高くないこ
とが明らかとなった(Fig 1C)。 
②抗 PD-1 抗体である Nivolumab を PBMC 移植後
CH401MAP を免疫したマウスへ投与すると、健常者
では CD8T 細胞の増加と B 細胞の低下を生じたが、
患者ではその傾向が弱かった。また、CH401MAP に
対する特異抗体産生能は、健常者・患者の差はなく、
両者ともに大きく低下した。 



以上の結果は、COR 処理細胞の移植と共通点があり現在まとめて論文投稿準備中である。 
 
現在、Nivolumab のみならず抗 PD-L1 抗体である Atezolizumab についても同様の効果が
認められるかについて研究を進め、さらにステロイドとのコンジュゲートを作製している。 
 
(4) ヒト PZP を発現する NOG マウスに PBMC を移植すると、肺へのヒトリンパ球の浸潤
と組織破壊が遅延する。 
①まず、PZP がヒト妊娠中期にもっとも血漿中で増加する妊娠関連タンパク質であり、そのプ
ロテアーゼインヒビターとしての構造の特徴、および機能がアロの受容に重要であることをコ
モンマーモセットとの比較進化学的解析により明らかにした。ヒト・マーモセットの妊娠初期・
中期・後期の末梢血を採取し、血漿タンパク質を LC-MS にて分析し比較した。その結果、ヒト
では PZP が、マーモセットでは PZP と同一ファミリータンパク質である A2ML1 が中期に最高
値となった。ヒト PZP の BAIT 領域というプロテアーゼを認識するドメインはマーモセット
A2ML1 と同一のプロテアーゼを認識することから、このドメインのプロテアーゼインヒビター
としての特異的な機能の重要性が明らかとなった。この結果については、2020 年に論文発表を
行った(Scientific Reports 2020 10(1):5088)。 
②CAG プロモーターを用いることによって、ヒト PZP 遺伝子を全身に過剰発現する NOG マウ
スを作成した。これらのマウスに健常者 PBMC を移植し、2-4 週間後にリンパ組織及び肺、肝
臓などの組織を摘出し、解析を行った。移植したヒト白血球の生着は同程度であるものの、肺・
肝臓などにおけるヒトリンパ球の浸潤の程度は、littermate と比較して早期では低く、炎症が遅
延する傾向が観察された。また、B 細胞の浸潤はほとんど検出されなかった。現在はさらに実験
数を増やして検討している。 
 
(5) HER2 ペプチド CH401 のセルフアジュバンティングにより抗体産生が誘導できる。 
申請者らは、効率良い免疫活性化のためにセルフアジュバンティングワクチンについての
研究を行なってきた。 
① lipopeptide Pam3 CSK4 を用いてまずは HER2 ではない T 細胞抗原に対するセルフアジ
ュバンティングワクチンの開発を行い、Pam3 CSK4 がセルフアジュバンティングに有効であ
ることを報告した(Angew Chem Int Ed Engl. 2018 57(27):8219-8224)。 
②申請者らは、さらに上記の lipopeptide Pam3 CSK4 と CH401 の部分ペプチドをタンデムリ
ピートで結合し、免疫の活性化と抗体産生を検討した。その結果、このセルフ・アジュバンティ
ングワクチンにより、高い IgM および IgG 産生能を得られることが明らかとなった。これにつ
いてもすでに論文発表を行った(Chemistry an Asian Journal.2019 14(23):4268-4273)。 
 
以上の結果、本研究がめざした「妊娠免疫機構に関連する分子を用いて同種異個体(アロ)を
受容するための機能分子をヒト化マウスに導入し、ヒト体液性免疫系再構築を可能とする
マウスの作製を試みる。申請者が開発中の乳癌ワクチンである CH401MAP を免疫し、免
疫賦活化剤である PD-1 抗体を投与したマウスでこれら妊娠関連分子の免疫学的効果を評
価し、テーラーメードなワクチンの評価系として確立する。」という点について、妊娠時に
Th2 優位になるために必要な IL-4、プロゲステロン、PZP などの妊娠関連分子を駆使して、
個別患者の PB を用いた免疫評価システムの確立について、大局的には十分達成できたと考
えられる。 
今後は一つ一つの系を理論的に blush up し、がん患者へのテーラーメードな免疫治療を提
供することを目指す予定である。 
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