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    学位論文題名

A Novel Fully Human Anti－CD40 Monoclonal Antibody，

4D11，for Kidney Transplantation in Cynomolgus Monkeys

    （新規完全ヒト抗CD40抗体（4Dll)のカニクイザル腎移植実験）

学位論文内容の要旨

背景と目的

  臓器移植の生存延長に対し副刺激シグナルの遮断、特にCD40-CD154経路の遮断は

強カな免疫抑制効果を有し、さらにドナー特異的免疫寛容を誘導する。ヒト化抗CD154
抗体は霊長類実験にて長期生存が得られたが、同時に血栓症が重篤な副作用として出現

したため臨床開発は結局中止された。一方、抗CD40抗体も霊長類実験においてグラフ

ト生着延長が認められているがその免疫抑制効果は十分ではない。今回我々は完全ヒト
化型 antagonisitic抗CD40抗体である4D11を用い、カニクイザル腎移植にてその効

果と副作用を検討した。

対象と方法
カニクイザルの腎移植実験を13頭作成し、血液型一致、MLR stimulation indexが3

以上 の組み合 わせで4D11の投与量は10、20、40mg爪gとし、また投与間隔は手術日
に術 前、術後 に1回、そ の後2週間 は隔日投 与、さらにその後6週まで週に1回投与

し、 その後術 後10週まで 2週間に一 回投与を施行した10週投与群と手術日より4週
まで は同様に 投与し、4週以降は月に一回の4週投与群を作成した。4Dn非投与群を

group1（n〓3），10週投与群の10、20、40m雛g投与をそれぞれgroup2くn〓3）、group
3くn＝3）、group4くn＝1）とした。4週投与群はgroup5くn：3）とし、それぞれ10、20、
40mg瓜呂をNo．1くn＝1）、No．2（n〓1）、No．3（n＝1）と設定した。血液検査は末消血血液検

査、 生化学、 リンパ球分画を測定、血中濃度の測定は4Dnの投与前、投与10分後に
採血 しELISA法にて 測定した 。MLRは術前 と、group5のみ術後56日目に測定した。

抗ドナー抗体、抗4Dn抗体をlO頭全頭にフローサイトメトリー法を用いて測定した。
腎生検は月に一回施行し、Banぱ分類によって拒絶反応を判定した。免疫染色はCD3、
CD4、CD8、 CD20、IgG、IgM染色 を施行し 、腎グラフトヘの浸潤細胞を評価した。

結果
生存 日数無治 療群はいずれも急性拒絶にて5，6，7日で死亡。4D11投与群はいずれ

も生存日数は100日以上と延長した。グループ2はいずれも拒絶反応にて、グループ3
では 1頭379日と生 存したが 慢性拒絶 、1頭は術 後109日目に脳 梗塞、1頭 は術後85
日目で水腎症にて犠牲死となったが、この両者では拒絶反応は認めなかった。グループ

4は術 後147日目に 拒絶反応 にて犠牲 死、グループ5では102日目（20mg爪g）、112
日 目 （ 40mg瓜 g） 、 147日 目 （ 10mg瓜 g） に 拒 絶 反 応 に て 犠 牲 死 と な っ た 。

採 血 結果 無 治 療群 で は術 後 3日 目 にCrが急 激 に 上昇 したが 、治療群は 20月問Cr
の 上 昇は 認 め なか っ た。しか しグルー プ2と4にお いて4D11休薬 後2～3週間で ク
レア チニンは 上昇した がグルー プ3は休薬 後もCrは上昇せず。グループ5では28日

目に投与終了1ケ月聞後にCrの上昇を認めた。腎機能以外の生化学所見も評価したが、
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いずれも異常は認めなかった。血小板減少を認めなかった。リンパ球分画ではCD20
については10週投与群で手術日から犠牲死まで術前値の半分に減少した。
血中濃度隔日投与の最初の2週間は10、20、40mg/kg投与群にてそれぞれ血中濃度
のトラフ値は457土270.5、584.9+448.1、8990.4pg/mlであった。投与期間中に急激
な血中濃度の減少は認めなかった。レスキュー治療中の血中濃度であるが速やかに上昇
し、40mg瓜 g隔日 投与と 比較 しても 同様 の血中濃度レベルであった。
免疫学的検査グループ5において術後56日目にMLRを施行した。全体として術前
MLRindexより低くなったが、thirdpartyに比べてドナーの方が低い傾向にあった。
抗体検査
全例において抗ドナーIgG，IgM抗体を測定した。生存日数のもっとも長いGroup3の1
頭に術後168日目にIgG抗体を認め、group2とgroup4の1頭に犠牲死の際にIgM抗
体を認めた。中和抗体に関してはGroup3の1頭に術後168日目に検出されたが、す
ぐに消失した。
病理学的検査10週投与群では薬の投薬期間は問質へのりンパ球の浸潤は認めるもの
の糸球体病変や血管病変は認めず、borderlinechangeであった。4D11の休薬後1か
ら2週後で急性拒絶反応が認められた。4週間投与群は4週間投与した後、1ケ月は拒
絶反応は認めなぃがその後出現した。また検死の時点ではchronicallograft
nephropathy（C心Dの所見も認めた。免疫染色は術後30日目に問質へのCD8陽性細
胞が主体のりンパ球浸潤を認めた。腎臓以外の臓器に異常は認めなかった。
考察
  Tce11の活性化にはTCRとAPC上のMHCを介する経路（signa11）と副刺激シグ
ナルが必要である。副刺激シグナルなしでsigna11のみの刺激ではTceuアナジーを誘
導し、さらに特異性の免疫抑制もしくは免疫寛容を誘導することがいくっかの実験から
証明されている。多種の副刺激シグナルのうち我々はCD40℃D154経路に着目してカ
ニクイザルの腎移植実験にて完全ヒトantagonistic抗CD40抗体である4D11の効果
を検討した。4D11を使用した理由としてCD28‐B7経路よりCD40℃D154経路の方が
上位にあること、2番目として抗CD154抗体を使用したげっ歯類や霊長類の実験では
長期生存が得られているが、抗CD154抗体では血栓症が大きな問題であり、臨床応用
が難しいこと、3番目として4D11がIgG4タイプの抗体であり、ADCCやCDCを起
こしにくいこと、4番目としてヒト化型抗体であれば中和抗体を誘導する可能性がある
からである。
  CD40とCD154はそれぞれ細胞性免疫に非常に重要な役割を担っている。我々の実
験では100日以上の生存が得られ、他のCD40抗体より成績は延長したが、薬の投薬
期間でも問質への細胞浸潤は認め、borderlinechangeや軽度の急性拒絶反応を認めた。
そのような変化はその後自然に消失したり、継続したりしたが、最終的に問質の繊維化
が認められた。この理由については不明であるが、おそらく他の抗CD40抗体や抗
CD154抗体でも認められるCD8を主体としたりンパ球の問質への細胞浸潤が繰り返
されることが関係しているのかもしれなぃ。またCD40は液性免疫にも関与しており、
Bcellの活性化、クラススイッチ、胚中心の形成に大きく関わっている。抗ドナー抗体
の形成は高度の急性拒絶反応や慢性拒絶反応に大きく関わっているといわれ、他の抗
CD40抗体、抗CD154抗体で問題となっている抗ドナー抗体の形成、中和抗体の形成
を4Dnは抑制した。
  抗CD154抗体では大きな障害である血栓症の問題であるが、今回の実験では1頭、
脳梗塞にて術後108日目に犠牲死したが、一ケ月以上経過した小さな陳旧性の脳梗塞
であり、他の動物では認ず、因果関係はっかめなかった。
結諭
  4D11は副作用なく移植臓器の生存を延長した。そのため今後インダクション治療
や他の免疫抑制剤との複合治療として臨床応用が期待される薬剤である。
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学位論文審査の要旨

    学位論文題名

A Novel Fully Human Anti―CD40Monoc10nalAndbody，

4D11， forKidneyTranSplantationinCynom01guSMOnkeyS

    （新規完全ヒト抗CD40抗体（4D11）のカニクイザル腎移植実験）

  副刺激シグナルの遮断、特にCD40-CD154経路の遮断は強カな免疫抑制効果を有し、

さらにドナー特異的免疫寛容を誘導する。ヒト化抗CD154抗体はアカゲザルの腎移植実

験において300日以上の生存が得たが、同時に血栓症という重篤な副作用が出現したため

臨床開発は結局中止された。一方、抗CD40抗体も霊長類実験におしゝてグラフト生着延長

が認めたが、マウス等とのキメラ抗体しかなく、中和抗体、サイトメガ口ウイルス感染な

どが問題となった。4D11は完全ヒト抗体であり、IgG4のサブュニットを有する

antagonistic抗CD40抗体であり、基礎実験にて細胞性免疫抑制、抗体産生抑制効果を有

し、高投与量においても急性毒性は認なかった。本研究では4 Dllを用い、MLR

stimulation indexが3以上の組み合わせでカニクイザル腎移植実験を行い、その効果と副

作用を検討した。4D11の投与量は10、20、40mg/kgとし、投与期間を10週投与と4週

投与といくつかのグループに設定し、さらにレスキュー投与として血中クレアチニン濃度

が2 mg/dl以上の場合、50mg/kgの4D11を隔日投与にて合計3回投与した。末消血血液

検査、生化学、リンバ球分画、血中濃度、MLR、抗ドナー抗体、抗4D11抗体、病理所見

にて検討した。

無治療群はいずれも急性拒絶にて5，6，7日で死亡したのに対し、4D11投与群はいずれ

も生存日数は100日以上と延長した。4D11投与期間中はクレアチニンの上昇、病理所見

上急性拒絶反応を抑制するものの、休薬後2～3週間でクレアチニンの上昇、急性拒絶反

応が出現し、最終的には慢性拒絶の所見を有した。腎機能以外の生化学所見、および多臓

器組織所見ではいずれも異常は認めなかった。リンパ球分画ではCD20について術前値の

半分に減少した。血中濃度は投与量依存性に上昇し、観察期間中に急激な血中濃度の低下

などは認めなかった。MLRはドナー特異的に低下する傾向にあった。抗ドナー抗体は投

与期間中、全頭に認めなかったが、休薬後5頭に出現した。中和抗体に関しては検出され

なかった。これらの結果から4D11は重篤な副作用なく移植臓器の生存を延長した。そ

のため今後インダクション治療や他の免疫抑制剤との複合治療として臨床応用が期待され

る薬剤であることが示唆された。
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  公開発表後、まず副査の上出教授より＠薬の血中濃度を予想して投与間隔を設定したの

か◎IgG4のisotypeは今まであるのものなのか、またIgG4にすることで半減期が短くな

ったのか？◎今後4 D11を使用するとしてどのようなコンビネーションを考えるかと質問

があった。以上に対し＠4 Dllのまず効果を知りたかったため、抗CD154抗体である

hu5C8のプ口トコールを参考にして投与間隔、投与量を設定したこと。◎抗CD40抗体で

あるch5D12もIgG4のアイソタイプでこれに関しては半減期が10日であり、isotypeに

よる違いはわからない。◎1）腎移植でカルシニュリンインヒビター(CI)の腎毒性が問

題となることからCIの投与量を減らす目的での使用、2）他の抗CD40抗体でのCIコン

ビーネーション治療にて生存が延長していることからCIとのコンピネーション、また抗

CD154抗体ではMMFとのコンピネーション3）他の副刺激シグナルであるB7経路を遮

断するCTLA4Igとのコンピネーションも魅力的と回答した。次に主査の野々村教授から

◎コンピネーション治療に対して自分なりの設定、◎血液型不適合移植に使用するりツキ

シマブのような使用が可能かどうかとの質問があった。これらに対し◎問質へのCD8陽

性細胞の浸潤が問題となるためこれを抑える治療としてCIは効果的と考え、またMMF

との併用も効果的と考える。◎リツキシマブのように4 D11にも抗体産生抑制能カを有し、

投与後のB cellのりバウンドは気になるところであるが、その際にも抗ドナー抗体の産生

を抑制していたことから有効だと考えると返答した。最後に副査の藤堂教授より4 Dllの

今回の実験以降の成績について説明を求められたため、今回の実験より投与量が少なく、

投与間隔の短いメインテナンスでも成績は延長し、抗体産生は完全に抑えられたこと、

FK506との併用療法では問質への細胞浸潤も減少したことを説明した。いずれの質問に対

しても、申請者は概ね妥当に回答した。

  新規完全ヒト抗CD40抗体（4Dll)は現状では主だった副作用を認めず，免疫抑制効果

はカニクイザル腎移植実験において認められたことから，当薬剤の臨床での応用が期待さ

れる。

  審査員一同は、これらの成果を高く評価し、大学院課程における研鑽や単位取得なども

併せ申請者が博士（医学）の学位を受けるのに充分な資格を有するものと判定した。
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