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summary

AntiCD20 antibody immunotherapy eŠectively treats non-Hodgkin's lymphoma and autoimmune disease.
However, the cellular and molecular pathways for B cell depletion remain undeˆned and the in vivo eŠect of im-
munotherapy on tissue B cells and their subsets is generally unknown. To identify the mechanisms for B cell depletion in
vivo, a new mouse model for antiCD20 immunotherapy was developed using a panel of twelve mouse anti-mouse
CD20 monoclonal antibodies. AntiCD20 antibodies rapidly depleted the vast majority of circulating and tissue B cells
in an isotype-restricted manner that was completely dependent on eŠector cell Fc receptor expression. B cell depletion
utilized FcgRI, FcgRIIIand FcgRIVdependent pathways, while B cells were not eliminated in FcR common g chain-
deˆcient mice. Monocytes were the dominant eŠector cells for B cell depletion, with no demonstrable role for T or NK
cells. Although most antiCD20 antibodies activated complement in vitro, B cell depletion was completely eŠective in
mice with genetic deˆciencies in C3 complement components. The considerable factors that determine the eŠectiveness
of antiCD20 immunotherapy are following: the expression level of CD20 on B cell surface; the dosage of antiCD20
mAb; the association of Fcg receptor with the isotype of the antibies; B cell subpopulations within diŠerent tissues.
These ˆndings have important clinical implications for antiCD20 and other antibody-based therapies.
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抄 録

CD20は B細胞に特異的に発現している膜表面分子であり，抗ヒト CD20ヒト・マウスキメラ抗体（リツキシマ

ブ）は B細胞由来悪性リンパ腫に有効性が示されている．また，近年 B細胞の自己免疫疾患，炎症性疾患への関

与を示唆する報告が相次ぎ，B細胞が治療ターゲットとして注目を集めていることから，CD20抗体療法はこれら

の疾患へも応用が試みられている．しかしながら，抗 CD20抗体が生体内で B細胞を除去する分子機構は充分に

解明されていなかった．このため，筆者らはマウス抗マウス CD20モノクローナル抗体を作成し検討を重ねてき

た．その結果，抗 CD20抗体が B細胞を除去する分子機構は，マクロファージをエフェクター細胞とし，Fcgレセ
プターを介した抗体依存性細胞障害活性が主要な経路であることが明らかとなった．また，CD20抗体療法の効果

を規定する因子として，◯細胞表面に発現している CD20の発現量，◯投与する抗体量，◯抗体のアイソタイプ

（サブクラス），◯B細胞亜集団，◯解剖学的部位などが重要であると考えられた．さらに，治療抵抗性の B細胞に

対し，局所にマクロファージを動員することで除去の効率を上げることができた．これらの知見は，CD20抗体療

法の治療効果を高める上で重要と考えられた．

は じ め に

B細胞は高度に分化した免疫システムである獲得

免疫を担う免疫担当細胞である．CD20は B細胞に

特異的に発現している表面分子の 1 つで，プレ B

細胞から活性化 B細胞まで発現がみられるが，形

質細胞に分化するとその発現は失われる．

抗ヒト CD20ヒト・マウスキメラ抗体（リツキシ

マブ）は，マウス抗ヒト CD20モノクローナル抗体

の Fc 部位をヒト IgG1で置換したキメラ型抗体で

ある．B 細胞除去機能を有することからヒトの B

細胞由来悪性リンパ腫に有効性が示され，世界的に

普及している代表的な抗体療法の一つである．ま

た，本薬剤は腫瘍性疾患のみならず，関節リウマ
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図 1 野生型マウス（Wild type）および CD20 欠損マウス
（CD20－/－）における抗 CD20抗体による B細胞除去
および抗体のアイソタイプによる B細胞除去の比較．
A) 野生型マウスおよび CD20欠損マウスに 250 mgの
MB2011を尾静脈から投与し，投与 7 日後に末梢血
と脾臓における B細胞の割合を検討した．B) 12種類
のマウス抗マウス CD20 モノクローナル抗体 250 mg
をマウスに投与し，末梢血と脾臓の B細胞数を検討し
た（文献 3より引用改変）．
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チ，全身性エリテマトーデスおよび自己免疫性水疱

症などの種々の自己免疫疾患においてもその有用性

が報告されている1)．しかし，B細胞由来悪性リン

パ腫の中には CD20を高発現しているにも関わらず

CD20抗体療法に抵抗性を示すこともあり，抗体療

法の効果を規定する因子を解明することは，治療抵

抗性の患者における効果の改善や新たな抗体療法を

開発する上で不可欠である．従来，抗 CD20抗体が

B細胞を除去する分子機構として，抗体依存性細胞

障害活性（Antibody-dependent cellular cytotoxity :

ADCC），補体依存性細胞障害活性 complement-

dependent cytotoxity : CDC）およびアポトーシス

の誘導などが考えられてきたが，明らかではなかっ

た．そこで，筆者らはマウス抗マウス CD20モノク

ローナル抗体（antimCD20 mAb）を作成し，抗

CD20抗体が生体内で B細胞を除去する分子機構に

ついて検討を重ねてきた．本稿では，筆者らがこれ

までに得た知見を報告する．

I. AntimCD20 mAbの作成

CD20の発現を欠損した CD20欠損マウスを用い

て antimCD20 mAb を作成した2)．3 種類の IgG1

クラスの抗体（MB201, MB202, MB2014），3種

類の IgG2a/c クラスの抗体（MB206, MB2011,

MB2016），4種類の IgG2bクラスの抗体（MB20

7, MB208, MB2010, MB2018），3種類の IgG3ク

ラスの抗体（MB203, MB2013）の計 12種類の抗

体が得られた．これらの抗体は，マウス CD20と特

異的に結合した3)．

II. antimCD20 mAb は CD20 特異的およびアイ

ソタイプ依存的に B細胞を除去する

野生型マウスに 250 mgの MB2011（IgG2a/cク

ラス）を系静脈的に投与し，投与 7日後に末梢血と

脾臓における B 細胞を評価した（以下特に断りの

ない限り，マウスには 250 mg の抗体を系静脈的に

投与した）．MB2011を投与したマウスでは，コン

トロール抗体を投与したマウスに比べ，いずれの組

織でも B細胞は著明に減少していた（図 1A）．一

方，CD20の発現を欠損したマウス（CD20－/－）で

は，MB2011を投与しても B細胞は減少しなかっ

た．したがって，MB2011はマウスの CD20に特

異的に結合して B細胞を除去することが確かめら

れた．次に，抗体のアイソタイプ間で B 細胞除去

能に相違があるか検討するため，野生型マウスに

12種類全ての抗体を投与し末梢血と脾臓の B細胞

数を比較した（図 1B）．IgG1, IgG2a/c, IgG2b ク

ラスの抗体はいずれも B細胞を除去したが，その

除去能は IgG2a/ c＞ IgG1＞ IgG2b の順に強かっ

た．一方，IgG3クラスの抗体は末梢血の B細胞は

除去したものの，脾臓の B 細胞は除去しなかっ

た．したがって，抗体のアイソタイプは anti

mCD20 mAb による B 細胞除去能を決定する因子

の一つと考えられた．

III. antimCD20 mAbが B細胞を除去する分子機

構は，Fcgレセプター依存的で，補体非依存

的である

ADCCはエフェクター細胞上に発現している Fc

レセプターに抗体の Fc部位が結合することにより

生じる．FcR 共通 g 鎖の発現を欠損したマウス

（FcRg－/－）では，MB2011による B細胞除去は阻
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図 2 B 細胞除去は Fcg レセプター依存性，補体非依存性
で，エフェクター細胞としてマクロファージが重要である．
A ) Fc レセプター共通 g 鎖の発現を欠損したマウス
（FcgR－/－）と C3 を欠損したマウス（C3－/－）に 250 mg の
MB2011を投与し，投与 7日後に脾臓における B細胞数を
検討した．B) マクロファージを除去するためにクロドロ
ネートを事前に投与したマウス（CLOD），Nudeマウスおよ
び Perforin を欠損したマウス（Perforin－/－）に 250 mg の
MB2011を投与し，投与 7日後に脾臓における B細胞数を
検討した（文献 3より引用改変）．
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害されていた（図 2A）．Fcg レセプター（FcgR）

に は ， 刺 激 性 受 容 体 で あ る FcgRI, FcgRIII,

FcgRIV と，抑制性受容体である FcgRIIB があ

る4)．これらのレセプターの単独欠損マウスでは，

MB2011による B細胞除去は抑制されていなかっ

た3)．このことから，1 つの FcgR が欠損しても，

残りのレセプターが機能を補っていると考えられた．

一方，補体成分の 1つである C3を欠損したマウ

ス（C3－/－）では，MB2011は B細胞を除去した

（図 2A）．また， IgG1, IgG2b クラスの抗体も

C3－/－マウスで B細胞を除去した3)．これまで，ヒ

トにおける抗 CD20 抗体による B 細胞除去は，

CDC が主な経路であると考えられてきた5)．筆者

らが作成した 12 種類の antimCD20 mAb も， in

vitroの実験系では補体依存性の細胞障害活性を示

した3)．しかし，in vitro の実験系で細胞障害活性

を示した IgG3クラスの抗体は，野生型マウスの B

細胞を除去できなかった（図 1B）．これらの結果か

ら，in vivioにおける B細胞除去に補体が関与して

いる可能性は低いと考えられた．したがって，

antimCD20 mAbが B細胞を除去する分子機構は，

FcgR を介した ADCC が主な経路であると考えら

れた．

IV. antimCD20 mAbによる B細胞除去における

エフェクター細胞はマクロファージである

FcgRを発現している白血球の中で，どの細胞が

エフェクター細胞として重要かを検討した．マウス

にリポソーム化したクロドロネートを投与すると，

主として肺と脾臓におけるマクロファージを除去す

ることができる6)．この処理をした野生型マウス

（CLOD）にMB2011を投与したところ，B細胞除

去は阻害されていた（図 2B）．一方，T細胞を欠損

したマウス（Nude）では，MB2011による B細胞

除去は阻害されていなかった（図 2B）．NK 細胞

は，細胞障害活性を示す代表的なエフェクター細胞

である．しかし，NK細胞に機能異常があるマウス

（Perforin－/－）でも，MB2011は B細胞を除去し

た（図 2B）．これらの結果から，antimCD20 mAb

による B 細胞除去におけるエフェクター細胞はマ

クロファージであり，T細胞，NK細胞が関与して

いる可能性は低いと考えられた．

V. antimCD20 mAbによる各臓器における B 細

胞除去

B細胞は不均一な集団であり，発現している表面

抗原が違うことはもとより，その分布や機能も異な

っている．そこで，B細胞亜集団の中で CD20抗体

療法に対し感受性に相違があるかについて検討した．

1. 骨髄における B細胞除去

CD20の発現は，マウスではヒトと同じく pre B

細胞から immature B 細胞に分化する段階で発現

し，成熟するに従って発現量は増加し，形質細胞に

分化するとその発現は失われる2）．野生型マウスに

MB2011を投与し，投与 7日後に骨髄の B細胞数

を検討したところ，約 70の B220＋B 細胞が残存

していた（図 3A）．残存していた B 細胞は CD20

発現のないあるいは低い pre/pro B 細胞か imma-

ture B 細胞であり，CD20 を十分に発現している
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図 3 骨髄における B細胞除去．A) 野生型マウスに 250 mg
のMB2011を投与し，投与 7日後に B220＋B細胞数を検討
した．B) 野生型マウスに 0.5～250 mg の MB2011 を投与
し，投与 7 日後に pre/pro B 細胞，immature B 細胞，ma-
ture B細胞数を検討した（文献 7より引用改変）．

図 4 脾臓における B細胞除去．AC) 野生型マウスに 250
mgの MB2011 を投与し，投与 7 日後に IgM＋B220＋B細胞
(A)，Marginal zone (MZ) B細胞(B)，Transitional1 (T1) B
細胞，Transitional2 (T2) B 細胞，Mature B 細胞（M)(C)
を検討した（文献 7より引用改変）．

図 5 腹腔内における B 細胞除去．AB) 野生型マウスに
250 mgのMB2011を投与し，投与 7日後に亜集団別に B細
胞数を検討した（B220＋IgM＋B 細胞(A)，B1a, B1b, B2 細
胞(B））．C) 野生型マウス，Fcレセプター共通 g鎖の発現
を欠損したマウス（FcRg－/－）および C3を欠損したマウス
（C3－/－）にチオグリコレートを事前に投与した．その後
250 mg の MB2011 を投与し，投与 7 日後に腹腔内の B 細
胞数を亜集団別に検討した（文献 7より引用改変）．
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mature B細胞はほとんど除去されていた（図 3B）．

したがって，CD20の発現量は CD20抗体療法の効

果を規定する因子の一つと考えられた．

2. 脾臓における B細胞除去

脾臓には，mature B細胞の他に，Transitional 1

(T1) B細胞，T2 B細胞，Marginal zone (MZ) B細

胞，数は非常に少ないものの B1細胞などが存在す

る．野生型マウスにMB2011を投与したところ，

B 細胞はほぼ除去されていたが，残存している B

細胞の亜集団は骨髄で見られる B細胞と類似して

いた（図 4A）．これは，B細胞が除去された脾臓に

は，十分に分化していない未成熟な B 細胞が骨髄

から移入してきている可能性があると考えられた．

MZ B 細胞，T1 B 細胞，T2 B 細胞および mature

B 細胞は，CD20 抗体療法により除去された（図

4Bと 4C）．しかし，脾臓内に少数ながら存在して

いる B1細胞は MB2011を投与しても約 30が残

存しており，他の B細胞亜集団に比べ CD20 抗体

療法に抵抗性な B細胞亜集団であると考えられた7)．

3. 腹腔内における B細胞除去

腹腔内には，conventionalな B 細胞（B2 細胞）

以外に，抗原刺激を伴わずに IgMを産生する B細

胞である B1細胞が存在する．B1 細胞には B1a 細

胞と B1b細胞の 2 つの亜集団が知られているが，

いずれも CD20は十分量発現している7)．野生型マ

ウスにMB2011を投与すると，約 60の B220＋B

細胞が除去された（図 5A）．しかし，B1a 細胞，

B1b 細胞とも CD20 抗体療法に抵抗性を示し，B2

細胞も約 20が残存していた（図 5B）．脾臓の B1

細胞も CD20抗体療法に抵抗性を示したことから，

B1細胞自体が CD20抗体療法に抵抗性を示す B細
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胞亜集団であると考えられた．さらに，他の臓器で

あれば容易に除去された B2細胞が腹腔内では除去

されにくかったことから，腹腔内は解剖学的に

CD20抗体療法に抵抗性を示す部位であると考えら

れた．そこで，腹腔内にチオグリコレートを投与

し，腹膜炎を起こすことでマクロファージを腹腔内

に誘導し，MB2011により B細胞が除去されるか

を検討した（図 5C）．すると，チオグリコレートを

投与した野生型マウスでは，MB2011によりほと

んどの B1 細胞，B2 細胞は除去された．C3－/－ マ

ウスでも B細胞は除去されたが，FcRg－/－ マウス

では B1 細胞，B2 細胞とも除去されなかった．こ

のことから，治療抵抗性の B 細胞亜集団や CD20

抗体療法が効きにくい環境であっても，局所にマク

ロファージを誘導することで B 細胞を除去できる

可能性があること，腹腔内における B 細胞除去も

FcgR依存的で補体非依存的であると考えられた7)．

VI. Fcg レセプターの発現と抗体のアイソタイプ

の関係は，B細胞除去の程度を決める上で重

要である

抗体のアイソタイプと各々の FcgR との親和性

は，その組み合わせにより大きく異なっている8)．

そこで，CD20抗体療法における抗体のアイソタイ

プと FcgR の関係について詳しく検討した．IgG1

クラスは FcgRIIIと一対一に対応しており，IgG2a

/c クラスと IgG2b クラスによる B 細胞除去には

FcgRIと FcgRIVが重要であることが明らかにされ

た9)．一方，抑制性受容体である FcgRIIBを欠損し

たマウスでは，野生型マウスと比較し同量の抗体を

投与したときの B細胞除去は亢進していた．これ

らの結果から，CD20抗体療法を開発する上で，抗

体のアイソタイプとエフェクター細胞上の FcgRの

関係を考慮に入れることが重要であると考えられた．

お わ り に

CD20抗体療法が生体内で B細胞を除去する分子

機構は，マクロファージをエフェクター細胞とする

ADCC が主な経路であると考えられた．今回紹介

した知見は，マウスの正常 B細胞除去についてで

あるが，筆者らはマウスの悪性リンパ腫由来 B 細

胞も，同様の分子機構で除去されることを報告して

いる10)．ヒトにおいても，治療抵抗性の B 細胞由

来リンパ腫において，顆粒球・マクロファージ刺激

因子とリツキシマブを同時に投与することで治療反

応性が向上したことが報告されている11)．したがっ

て，ヒトにおいてもマウスと同様，ADCC が重要

な経路であると考えられる．しかし，ヒトでは

ADCCに加え CDCやアポトーシスの誘導も CD20

抗体療法による B細胞除去に関与しているとする

報告も少なくない12～14)．今後，ヒトにおいても，

CD20抗体療法による B細胞除去の詳細な分子機構

について，さらなる検討が望まれる．
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