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研究成果の概要（和文）：制御性B細胞はIL-10産生を介して過剰な免疫反応や炎症を抑制する。全身性強皮症のPBMC中
のIL-10産生B細胞の頻度を解析しところ、健常人で平均11%、強皮症は6%と有意に減少していた。次に制御性B細胞が存
在しないCD19欠損マウスを使用しサイトカイン誘導性線維化モデルマウスにおける産生制御性B細胞の機能解析をした
。野生型マウスとCD19欠損マウスにサイトカイン誘導性線維化モデルを誘導したところ、両者間に有意差はなかった。
以上より、制御性B細胞はサイトカイン誘導性線維化モデルマウスでその役割が少ないことから、線維化病態促進への
関与は少なく、強皮症の発症に深く関与している可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：Regulatory B cells that produce IL-10 are an important role for negative immune re
sponse. The frequency of regulatory B cell in PBMC from 28 systemic sclerosis patients and 24 healthy cont
rols were examined. The frequency of regulatory B cell in PBMC was decreased in systemic sclerosis patient
s compared to healthy controls. Next, the role of regulatory B cell in the cytokine induced fibrosis model
s was examined using lack of regulatory B cell mice (CD19 deficient mice). There was no significant differ
ence between wild type mice and CD19 deficient mice.These results suggest that decreased regulatory B cell
 may contribute to pathogenesis of systemic sclerosis, although regulatory B cell does not affect the deve
lopment of fibrosis.
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１．研究開始当初の背景 
全身性強皮症は抗核抗体に代表される自己
免疫現象を背景に、皮膚および内臓諸臓器の
線維化、血管病変によって特徴づけられる膠
原病である。これまでに全身性強皮症患者の
病態にはB細胞の活性化や分化の異常が示さ
れている（Sato S, Fujimoto M, Hasegawa M, 
Takehara K. Arthritis Rheum 50:1918-27,2004）。
また、B細胞の強力な活性化因子である血清
BAFF 濃度が全身性強皮症患者において上昇
しており、皮膚硬化の重症度と相関している
ことが示されている（Matsushita T, Hasegawa 
M, Yanaba K, Kodera M, Takehara K, Sato S. 
Arthritis Rheum 54: 192-201, 2006）。さらに、
全身性強皮症の動物モデルマウスである
Tight skin(Tsk)マウスの皮膚硬化の進展には
B 細胞の異常活性化が重要であり (Saito E, 
Fujimoto M, Hasegawa M, Takehara K, Sato S
他 5 名. J Clin Invest 109:1453-62,2002)、抗
CD20 抗体による発症早期からの B 細胞除去
療法が、Tsk マウスの皮膚硬化を有意に抑制
することが示されている（Hasegawa M, 
Hamaguchi Y, Fujimoto M, Matsushita T, 
Takehara K, Sato S他 7名, Am J Pathol. 169(3): 
954-966. 2006）。以上より、全身性強皮症患者
ならびに強皮症モデルマウスの病態および
線維化においてB細胞が重要な役割を果たし
ていることが明らかとなっている。 
自己免疫疾患における B細胞の重要性は、関
節リウマチ患者においてリツキサン®（抗
CD20 抗体）による B 細胞除去療法が予想以
上の治療効果を挙げたことから、全世界で脚
光を浴びるようになった。B細胞は長らく抗
体産生能ばかりが注目されていたが、抗体産
生のみならず抗原提示能、サイトカイン産生、
T-B 細胞相互作用を介して免疫反応を促進す
ることが示され(Lipsky PE. Nat Immunol 2001, 
2:764–766)、自己免疫疾患における B 細胞の
重要性が飛躍的に高まることとなった。その
後、自己免疫疾患に対する B細胞除去療法の
適応疾患は急速に拡大され、全身性エリテマ
トーデス、多発性硬化症、皮膚筋炎、天疱瘡、
ANCA関連血管炎、特発性血小板減少性紫斑
病など枚挙に暇がない。さらに近年、全身性
強皮症に対するB細胞除去療が複数報告され、
治療効果が認められたとの報告も散見され
る。しかしながら、B細胞除去療法が自己免
疫疾患に対して必ずしも有益でない症例も
報告されており、リツキサン®投与後に多発
性硬化症の再発が誘導された症例や尋常性
乾癬を発症した症例などが存在する。この理
由としては、B細胞が自己免疫や炎症を促進
する作用だけではなく、抑制する作用も併せ
持っているため、B細胞除去療法により自己
免疫現象を増悪させた可能性が考えられる。
この相反する B細胞集団は、“悪玉”と“善玉” 
B細胞の概念で理解されている。 “悪玉”B細
胞は effector B細胞と呼ばれ、T細胞の活性化
作用をもち、自己免疫や炎症を促進する働き
がある。一方、“善玉”B細胞は制御性 B細胞

と呼ばれ自己免疫や炎症を抑制する働きが
ある(DiLillo DJ, Matsushita T, Tedder TF. Ann 
N Y Acad Sci.1183:38-57. 2010)。これまで、多
発性硬化症や全身性エリテマトーデスのモ
デルマウスにおいて effector B 細胞と制御性
B細胞の作用が詳細に解析されており、病早
期の B細胞除去療法は病勢を悪化させ、反対
に病後期のB細胞除去療法は病勢を抑制する
効果が認められている。その治療効果はそれ
ぞれの病期における effector B 細胞と制御性
B細胞のバランスによることが示された。さ
らに最近、B細胞除去療法の効果が有望視さ
れていた全身性エリテマトーデスの Phase 
II/III の臨床試験が当初の治療目的に達せず
失敗に終わったが、この原因として制御性 B
細胞の影響が推測される。今後、自己免疫性
疾患に対する B 胞除去療法に当たっては
Regulatory/Effector B 細胞のバランスを考慮
にいれること重要である。 
制御性 B細胞は IL-10を特異的に産生する B
細胞亜集団と定義され、IL-10 の産生により
過剰な免疫反応や炎症を抑制する。近年、
IL-10 産生制御性 B 細胞が CD1dhighCD5+の表
現型を有し（Yanaba K, Fujimoto M, 他 5名. 
Immunity 28, 639-650. 2008）炎症反応および
自己免疫反応の抑制に非常に重要であるこ
とが示されている（Matsushita T, Fujimoto M, 
他 3 名 .J Clin Invest 118:3420-30. 2008; 
Matsushita T, 他 3名 J Immunol. 85:2240-52. 
2010）。さらに、ヒトでも IL-10産生制御性 B
細胞の存在が確認されており（Matsushita T et 
al in preparation）、さまざまな炎症性疾患や自
己免疫疾患への関与が示唆されている。今後、
全身性強皮症患者でもB細胞除去療法が行わ
れることが予想されるが、全身性強皮症の病
態ならびに線維化における制御性B細胞の役
割を充分熟知しておくことは必要不可欠で
ある。さらに、将来的には全身性強皮症や線
維化疾患に対する制御性B細胞を用いた治療
法の開発が望まれる。 
 
２．研究の目的 
B細胞は抗体産生のみならず、抗原提示能や
サイトカイン産生、T-B 細胞相互作用を介し
て免疫反応に非常に重要である。近年、B細
胞は均一な細胞集団ではなく“悪玉”B 細胞
(effector B 細胞)と“善玉”B 細胞(制御性 B 細
胞)に大別されて考えられるようになってき
た。特に IL-10産生制御性 B細胞は、炎症反
応および自己免疫反応の抑制に非常に重要
であることがマウス実験で明らかとなって
いる。しかしながら、線維化における IL-10
産生制御性B細胞の役割については未だ明ら
かとなっていない。本研究では、サイトカイ
ン誘導性線維化モデルマウスを用いて IL-10
産生制御性B細胞の役割を解明するのが目的
である。さらに、ヒトにおける IL-10 産生制
御性 B細胞の測定法を開発し、全身性強皮症
患者における IL-10産生制御性 B細胞の解析
を目的とする。 



３．研究の方法 
（1）我々がすでに確立したサイトカイン誘
導性線維化モデルマウスを使用し、線維化に
おける IL-10産生制御性 B細胞の役割を検討
する。方法として、IL-10 産生制御性 B 細胞
を遺伝的に欠く CD19欠損マウスと野生型マ
ウスに TGF-β を皮下投与し線維化の程度を
評価する。 
（2）ヒトにおける IL-10産生制御性 B細胞の
測定方法ならびにフェノタイプ の同定を行
い、全身性強皮症患者における IL-10 産生制
御性 B細胞の増減について解析を行う。 
 
４．研究成果 
	 (1) サイトカイン誘導性線維化モデルマウ
スにおける IL-10産生制御性 B細胞の機能解
析には CD19 欠損マウスを使用した。CD19
欠損マウスは IL-10産生制御性 B細胞が存在
しないため、制御性 B細胞の機能解析に有用
である。野生型マウスと CD19欠損マウスに
サイトカイン誘導性線維化モデルを誘導し
たところ、両者の間に有意な差は認められな
かった。次に制御性 B 細胞の機能を in vitro
で解析した。制御性 B細胞とマクロファージ
を共培養したところ線維化を促進する IL-6
の産生がマクロファージで低下していた（図
1）。 

	 (２)ヒトにおける IL-10 産生制御性 B 細胞
の測定法の開発ならびにフェノタイプ同定
IL-10産生性制御性 B細胞の誘導には、CD40
シグナルと Toll like receptorの刺激が重要で
あることが明らかとなっているので、ヒトで
も同様に CD40 刺激と各種 Toll like receptor
にて刺激した。5時間では約 0.7%の IL-10産
生 B細胞を認めた。48時間の培養ではより多
くの IL-10産生 B細胞が認められ、CpGがも
っとも効果が強く、IL-10産生B細胞が約 8%、
LPS がその次に効果が強く約 4%認めた。よ
って制御性 B細胞の測定には CD40Lと CpG
にて４８時間培養が至適条件と判明した(図
２)。B細胞の表面に発現している分子を解析
し、ＣＤ２４とＣＤ２７が IL-10 陽性と陰性
で発現が大きく違っており、IL-10 産生 B 細
胞はＣＤ２４highＣＤ２７＋のフェノタイプ
を有していることが明らかとなった(図３)。

次に実際に CD24highCD27+のＢ細胞が IL-10
を 産 生 し て い る か を 確 認 し た 。
CD24highCD27+の分画と CD24loCD27-の分
画を FACSにて分離し４８時間培養後の結果
を図３下段に示したが、CD24highCD27+のポ
ピュレーションが Il-10 を産生していること
が確認された。 

全身性強皮症患者における制御性 B 細胞
の検討。健常人 24 人、全身性強皮症 24 人、
皮膚筋炎 3 人、尋常性天疱瘡/落葉状天疱瘡、
2 名の PBMC 中の IL-10 産生 B 細胞と
CD24hiCD27+B細胞の頻度を解析した。結果
は、IL-10産生 B細胞は健常人で平均 11%、
強皮症は 6%と有意に減少していた(図４)。 

一方、症例数が非常に少ないものの皮膚筋
炎 (DM:dermatomyositis) や 天 疱 瘡 (PV/PF: 
pemphigus vulgaris/pemphigus foliaceus)では、
ほぼ正常であった(図４)。IL-10産生 B細胞と
同様に CD24hiCD27+B 細胞は健常人と比較
して、全身性強皮症で有意に減少していた。
次に皮膚硬化の重症度別に解析を行った。皮
膚硬化が高度である diffuse cutaneous SSc 
(dcSSc)の方がより制御性 B 細胞が減少して



いることが予想されたが、結果は逆で、limited 
cutaneous SSc (lcSSc)の方がより減少してい
る傾向に有った(図５)。また、制御性 B 細胞

と mRSSに正の相関を認めた。また、他の臓
器病変との相関は認めなかった(図５)。 
制御性B細胞は免疫反応を抑制する作用を有
することより、自己トレランスの維持に重要
であることが推測される。本研究にて全身性
強皮症では制御性B細胞が減少していること
が判明した。制御性 B細胞の減少により自己
トレランスが破綻し、全身性強皮症の発症に
関与した可能性が考えられる。しかしながら、
制御性 B 細胞は重症度とは相関しておらず、
また線維化マウスモデルにおいて線維化に
対する抑制効果を認めないことより、制御正
B細胞は発症後の病態促進作用への関与は少
なく、その発症により深く関与している可能
性が示唆された。 
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