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研究成果の概要（和文）： 

本研究では、抗-ヒストン H1 ミモトープモノクローナル抗体（SSV mAb）が免疫寛容を誘導す

る医薬品になりうるかどうか実験動物を用いて評価し、その免疫抑制メカニズムを解明するこ

とを目的とした。SSV mAbは IL-2産生を抑制することなくラット混合リンパ球反応を抑制した。

SSV mAb は 3 つのラット脾細胞表面抗原を認識した。ラット異所性心移植モデルへの SSV mAb

の投与は急性拒絶反応を抑制しなかった。この結果から、SSV mAb は in vivoにおいて免疫抑

制剤として機能しないと結論する。 

 

 

研究成果の概要（英文）： 

The purposes of this study were to evaluate a novel anti-histone H1 monoclonal antibody 

(SSV mAb) generated from a peptide mimotope as an immunosuppressant for organ 

transplantation using experimental animals and to elucidate the mechanism of 

immunosuppression by SSV mAb. SSV mAb suppressed mixed lymphocyte reaction using rat 

splenocytes in a way that is independent of IL-2. SSV mAb recognized three Cell surface 

antigens on rat splenocytes. Treatment with SSV mAb did not prevent acute rejection in 

heterotopic heart transplanted rats. From this result, I conclude that SSV mAb does not 

work as an immunosuppressant in vivo. 
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１．研究開始当初の背景 

肝移植は他の臓器移植と比べて免疫寛容

が誘導されやすい。その理由の１つとして、

肝移植によってレシピエントの体内で免疫
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抑制物質が産生されることが挙げられる。こ

の免疫抑制物質の１つとして、抗-ヒストン

H1 抗体が同定された。ヒストン H1 は核内に

あるヒストンタンパク質の一種で、クロマチ

ン構造の形成および維持に関与する。ヒスト

ンタンパク質に対する自己抗体は、自己免疫

疾患における病態マーカーとして広く認識

されていることから、抗-ヒストン H1 抗体が

免疫抑制物質であるという報告は、一般的な

認識と矛盾しているように思われた。そこで、

実際に抗-ヒストン H1モノクローナル抗体を

作製し、in vitroにおける臓器移植拒絶反応

モデルである混合リンパ球反応（MLR）およ

びラット異所性心移植（HHT）モデルにおい

て、抗-ヒストン H1 モノクローナル抗体が免

疫抑制活性を有することを確認した。 

これらの結果から、臓器移植手術前にレシ

ピエントの抗-ヒストン H1抗体価を意図的に

高めておくことで、手術後、免疫寛容を誘導

できると考えた。しかし、ヒストン H1 はレ

シピエントの自己成分であるため、ヒストン

H1 自体をワクチンとして投与しても抗体価

は上がりにくい。そこで、ヒストン H1 ミモ

トープをワクチンとしてレシピエントに投

与して、抗-ヒストン H1ミモトープ抗体（す

なわち抗-ヒストン H1 抗体）価を上昇させ、

HHT を実施した。その結果、拒絶反応を抑制

することに成功した。このことはつまり、抗

-ヒストン H1ミモトープ抗体が免疫寛容を誘

導したということである。 

 

 

２．研究の目的 

 ヒストン H1 ミモトープに対するモノクロ

ーナル抗体（SSV mAb）を作製した。SSV mAb

はラット脾細胞を用いた MLRに対する抑制活

性を示した。本研究では、SSV mAb が免疫寛

容を誘導する医薬品になりうるかどうか実

験動物を用いて評価し、その免疫抑制メカニ

ズムを解明することを目的とした。 

 

３．研究の方法 

1）SSV mAbが作用する免疫細胞の調査 

MLRでは、T 細胞がアロ抗原を直接認識ま

たは樹状細胞（DC）を介して間接認識するこ

とで活性化し、増殖する。SSV mAbは T 細胞

または DCの活性化を抑制することで MLR を

抑制すると推測された。SSV mAbが T細胞と

DC の活性化を抑制するかどうか調査した。 

①T細胞の活性化に対する作用 

Lewis ラット脾細胞中の T細胞を磁気標識

し、磁気カラムを用いて分離した。0.25 

µg/mL の抗-CD3 抗体を固定化したウェルに T

細胞（2×105 cells/ウェル）を加えて T細胞

受容体（TCR）を刺激し、SSV mAb存在下で

48 時間培養した。培養終了の 16 時間前に

5-bromo-2'-deoxyuridine（BrdU）を終濃度

10 µM となるよう添加し、増殖中の T細胞を

BrdUで標識した。培養終了後、T 細胞に取り

込まれた BrdUを enzyme-linked 

immunosorbent assay（ELISA）法を用いて検

出することで、T細胞の増殖を測定した。 

②DCの活性化に対する作用 

Lewis ラット脾細胞中の DC を磁気標識し、

磁気カラムを用いて分離した。培地に終濃度

1 µg/mLのリポ多糖（LPS）と DC（2×105 cells/

ウェル）を加え、SSV mAb存在下でオーバー

ナイト培養した。DC の活性化に伴い発現量が

増加する成熟マーカーCD40、CD86、MHC-class 

II（RT1b）について、フローサイトメーター

を用いて発現量およびポジティブ細胞の割

合を測定した。 

 

2）SSV mAbが MLRにおけるサイトカイン産生

に与える影響の解析 

Lewis ラット脾細胞を反応細胞（1×105 

cells/ウェル）、マイトマイシン C 処理した

DA ラット脾細胞を刺激細胞（8×105 cells/

ウェル）として丸底ウェルに加えて混合し、

SSV mAb存在下で 96時間培養した。培養終了

の 16 時間前に BrdUを添加し、SSV mAbが MLR

を抑制することを確認した。培養終了後、培

養上清を採取し、活性化した T細胞によって

産生される interleukin-2（IL-2）、制御性の

免疫細胞によって産生される抑制性サイト

カイン interleukin-10（IL-10）の濃度を

ELISA 法で測定した。 

 

3）SSV mAb抗原の調査 

SSV mAbの作用細胞が特定されなかったた

め、MLRで反応細胞に用いた Lewis ラット脾

細胞を細胞膜タンパク質のソースとして使

用した。Lewisラット脾細胞の細胞膜タンパ

ク質を調製し、二次元電気泳動でタンパク質

スポットに分離した。SSV mAbをプローブと

したウェスタンブロッティング解析を行い、

SSV mAbの認識する脾細胞表面抗原を調査し

た。 

 

4）臓器移植モデル動物を用いた SSV mAb の

免疫寛容誘導能力の評価 

DAラットの心臓を Lewisラットの首元に移

植した HHTモデルを作製し、手術後 0、2、4、

6 日に 200 ugの SSV mAbを投与した。触診に

よって移植心の拍動を調べ、生着しているか

どうかを判断した。生理食塩水を投与した群



 

 

をコントロールとした。 

 

 

４．研究成果 

1）SSV mAbが作用する免疫細胞の調査 

①T細胞の活性化に対する作用 

SSV mAb は、TCR 刺激による T 細胞の増殖

を抑制しなかった。実験に使用した 0.25 

µg/mLの固定化抗-CD3抗体による TCR刺激は

比較的弱い刺激であることから、TCR 刺激が

強すぎるために SSV mAbの抑制効果が認めら

れなかった可能性は低い。この結果から、SSV 

mAb は MLR におけるアロ反応性 T 細胞や樹状

細胞を介した T細胞の活性化を抑制しないと

ことが明らかになった。 

②DCの活性化に対する作用 

SSV mAbは、LPS 刺激した DC における成熟

マーカーCD40、CD86、MHC-class II（RT1b）

の発現量増加およびポジティブ細胞の割合

増加を抑制しなかった。この結果から、SSV 

mAbは DCの活性化を抑制しないことが明らか

になった。 

上記 1-1 および 1-2 の結果から、SSV mAb

は T 細胞と DC 以外の免疫細胞に作用するこ

とで MLR を抑制する可能性が示唆された。 

 

2）SSV mAbが MLRにおけるサイトカイン産生

に与える影響の解析 

MLR は活性化した T 細胞によって産生され

る IL-2 依存的な反応である。それにもかか

わらず SSV mAb は IL-2 の産生を抑制するこ

となく MLR を抑制した。この結果から、SSV 

mAbは IL-2非依存的に MLRを抑制することが

示唆された。また、SSV mAb は MLR において

IL-10 の産生を促進しなかった。この結果か

ら、SSV mAb は MLR において IL-10 を産生す

る制御性の免疫細胞を誘導しないことが明

らかになった。 

 

 

3）SSV mAb抗原の調査 

SSV mAb は約 160 kDa（pI 5）、約 120 kDa

（pI 6）、約 45 kDa（pI 4）の脾細胞表面抗

原を認識した。これら 3つの抗原の分子量と

pI は、分子量 21 kDa（pI約 11）のヒストン

H1 とは大きく異なることから、ヒストン H1

とは別のタンパク質であることが明らかに

なった。3 つの抗原はヒストン H1や SSVペプ

チドと類似した立体構造または配列を有す

る可能性がある。3 つの抗原はどれもマイナ

ーな微量タンパク質だった。このような微量

タンパク質を質量分析で同定できる可能性

は極めて低い。今後、作用細胞を特定し、そ

の細胞をソースに細胞膜タンパク質を調製

することでサンプル中の当該抗原の量を増

やし、質量分析によるタンパク質種の同定を

行う。3 つのタンパク質が微量であるにもか

かわらず、SSV mAb の結合が強いことから、

SSV mAb はこれらのタンパク質に強いアフィ

ニティを有することが示唆された。 

 

4）臓器移植モデル動物を用いた SSV mAb の

免疫寛容誘導能力の評価 

HHT モデルへの SSV mAb の投与は急性拒絶

反応を抑制せず、移植心の生着日数の延長を

もたらさなかった。in vitro 実験の MLR と比

べて、HHT モデルを用いた in vivo 実験は関

与する細胞や物質がはるかに多く実験系が

複雑である。このことが SSV mAb が in vivo
で免疫抑制活性を示さなかった原因の 1つで

あると推測された。この結果から、SSV mAb

を臓器移植において免疫寛容を誘導する医

薬品に応用することは難しいと結論した。 

 

本件とは別の研究において、全身性の炎症

反応である敗血症のモデルマウスへの SSV 

mAb の投与は致死率を劇的に改善した。敗血

症には免疫反応が深く関与しており、SSV mAb

が免疫反応に作用した結果、敗血症の致死率

を改善した可能性が高い。今後は、本研究で

得られた成果を礎に、SSV mAb の敗血症治療

薬への応用を目指す。SSV mAb の作用細胞お

よび抗原を引き続き調査し、抗炎症作用メカ

ニズムの解明に取り組む。 
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