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研究成果の概要（和文）：本研究では、急性GVHDの新規抗体療法を検討するために、新たに遺伝子を導入したヒト化マ
ウスを作製し、ヒトの急性GVHDの免疫応答を再現出来る系を確立し、さらに、この系を利用して、私達がマウスの系で
急性GVHD病態との関連を見いだしたDNAM-1に対する抗体療法の治療効果を検討することを目的とし、ヒトDNMA-1リガン
ドトランスジェニック超免疫不全マウスの作製と抗ヒトDNAM-1抗体の作製を行った。

研究成果の概要（英文）：We have previously demonstrated that DNAM-1 plays an important role in the develop
ment of GVHD in a mouse model and is an ideal molecular target for therapeutic approaches to GVHD. 
In this project, to investigate whether the administration of anti-human DNAM-1 antibodies ameliorates hum
an GVHD, we have generated humanized mice expressing the human DNAM-1 ligand, CD155. For this experiment, 
we established 87 anti-human DNAM-1 monoclonal antibodies.
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１．研究開始当初の背景 
(1)急性移植片対宿主病 (graft versus host 
disease:GVHD)の現状 
急性移植片対宿主病(graft versus host disease: 
GVHD)は、骨髄移植における最も重篤な合併
症であり、移植の成否を左右するばかりでな
く、生命予後にも直接影響する。急性 GVHD
は、骨髄移植症例の約 3分の 2に合併する（日
本造血細胞移植学会全国調査）。現在、治療
はステロイドなどの非特異的な免疫抑制剤
が主体であり、急性 GVHDに対する特異的な
治療法の開発が望まれている。 
 
(2)抗 DNAM-1抗体による急性 GVHD治療の
基礎的研究 
DNAM-1は，細胞傷害を惹起する活性化受容
体である。T 細胞、NK 細胞などの免疫細胞
に発現している。急性 GVHDは、ドナーの T
細胞がレシピエント組織の細胞を非自己と
認識して起こすアロ免疫応答であるが、最近、
応募者らは、急性 GVHDにおいて、ドナーT
細胞上の DNAM-1 とレシピエントの組織に
存在する CD155の結合が、ドナーT細胞を活
性化し、病態を増悪させていることを見いだ
した(Proc Natl Acad Sci USA. 107:18593. 2010)。
さらに、応募者らは、急性 GVHDを発症した
マウスに抗マウス DNAM-1 抗体を投与する
と病態が改善することを観察した。しかし、
抗ヒト DNAM-1 抗体によってヒトの急性
GVHD が治療できるかどうかについては不
明である。 
 
２．研究の目的 
近年注目されている分子標的療法のひとつ
に抗体療法がある。標的分子の探索とそれに
対する抗体療法の検討には、通常マウスモデ
ルが利用されるが、抗マウス抗体と抗ヒト抗
体のエピトープや Fc の差異などにより、マ
ウスで観察した治療効果が必ずしもヒトで
認められるとは限らない。最近開発されたヒ
ト化マウスは、免疫不全マウス体内でヒトの
造血系を再構築したマウスで、抗ヒト抗体の
効果を検討するのに極めて有用である。しか
し、造血系だけがヒト化されているため、急
性 GVHD などの臓器障害に対する治療効果
については検討できない。本研究では、急性
GVHDの新規抗体療法を検討するために、新
たに遺伝子を導入したヒト化マウスを作製
し、ヒトの急性 GVHDの免疫応答を再現出来
る系を確立し、さらに、この系を利用して、
私達がマウスの系で急性 GVHD 病態との関
連を見いだした DNAM-1 に対する抗体療法
の治療効果を検討することを目的とし、ヒト
DNMA-1 リガンド CD155 トランスジェニッ
ク超免疫不全マウスの作製と抗ヒト
DNAM-1抗体の作製を行った。 
 

３．研究の方法 
(1)ヒトの急性 GVHD の免疫応答を生体内で
再現出来るヒト化マウスの作製 
ヒト化マウスは NOD/scidマウスと IL-2レセ
プターγ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免疫応答を観察するこ
とができる有用な系である。一方、急性
GVHDは、ドナーT細胞がレシピエントの組
織のアロ抗原に対して免疫応答を起こす事
が病態の主体であるため、造血系のみがヒト
化されている従来のヒト化マウスでは、急性
GVHD の免疫応答をマウス体内で再現する
ことはできない。そこで、ドナー免疫細胞上
の DNAM-1 とレシピエント細胞上の
DNAM-1 リガンド CD155 の結合がマウス体
内で再現できるように、ヒト CD155トランス
ジェニック NOG マウスの作製を試みた。具
体的には、ICR由来のヒト CD155トランスジ
ェニックマウスをNODマウスに戻し交配し、
NOD の遺伝背景を有する CD155 トランスジ
ェニックマウスを作製する。このマウスを、
次に NOGマウスと交配して、ヒト CD155ト
ランスジェニック NOGマウスを得る。 
(2) 抗ヒト DNAM-1抗体の作製 
抗ヒト DNAM-1 抗体投与によるヒトの急性
GVHDの治療効果を検討する目的で、上記ヒ
ト化マウスの作製と並行して抗ヒト
DNAM-1 抗体産生ハイブリドーマを樹立し
た。具体的には、ヒト DNAM-1トランスフェ
クタントとリコンビナントヒト DNAM-1 タ
ンパクを作製し、これらを用いて、マウスに
免疫を行った。その後、リンパ節細胞を採取
し、ミエローマ細胞と融合してハイブリドー
マを作製した。スクリーニングは、ヒト
DNAM-1 トランスフェクタントを染色して
フローサイトメトリーで解析する方法と、リ
コンビナントヒト DNAM-1 タンパクを用い
て ELISAにて検出する方法により、２重に確
認した。また、得られたハイブリドーマの V
領域をシーケンス解析した。 
 
４．研究成果	
 
(1) ヒトの急性 GVHDの免疫応答を生体内で
再現出来るヒト化マウスの作製 
ヒト DNAM -1リガンド CD155トランスジェ
ニック NOGマウスの作製は、ヒト CD155ト
ランスジェニックマウスの NOD に戻し交配
が終了し、現在、超免疫不全 NOG マウスと
交配中である。 
(2) 抗ヒト DNAM-1抗体の作製 
抗ヒト DNAM-1 抗体産生ハイブリドーマを
87クローン樹立した。これらのハイブリドー
マのシーケンス解析を行い、抗体の V領域が
すべて異なっていることを確認した。すなわ
ち、得られた 87 クローンはすべて異なる抗



体を産生するハイブリドーマであることが
確認できた。 
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