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研究成果の概要（和文）：本研究では、制御性B細胞が増加しているマウス（B細胞特異的PTEN欠損マウス）を用
いて悪性黒色腫の増生および腫瘍浸潤細胞を解析した。B細胞特異的PTEN欠損マウスでは悪性黒色腫が有意に増
大し、腫瘍に浸潤する制御性B細胞が増加していた。一般に制御性B細胞はMarginal zone B細胞とB1 B細胞の2つ
のサブセットから成るが、腫瘍に浸潤している制御性B細胞はB1 B細胞であった。そこでB1 B細胞を悪性黒色腫
細胞と混合して野生型マウスに移入したところ、非混合群および非B1 B細胞混合群と比べ腫瘍増生が増大した。
以上より制御性B細胞は悪性黒色腫に対する腫瘍免疫反応を抑制していると考えられた。

研究成果の概要（英文）：In tumor immunity, the participation of IL-10-producing regulatory B cell 
(Breg) which suppresses several immune responses is unclear. Here we demonstrated that B16F10 
melanoma growth was increased in B cell-specific phosphatase and tensin homolog (PTEN)-deficient 
mice in which Breg subset is expanded. More than 50% of the tumor-infiltrating B cells consisted of 
Bregs in both B cell-specific PTEN-deficient mice and control mice. The number of tumor-infiltrating
 Bregs was significantly increased in B cell-specific PTEN-deficient mice. Although we have 
previously identified 2 Breg subsets derived from marginal zone Bregs and B1 Bregs, most of 
tumor-infiltrating Bregs consisted of B1 Bregs but not MZ Bregs. Adoptive transfer of B1 B cells 
increased melanoma growth while non-B1 B cells had no effect. Thus, B1 Bregs negatively regulate 
tumor immunity against melanoma. 

研究分野： 腫瘍免疫学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
悪性黒色腫をはじめとする様々ながんで

は腫瘍局所に B細胞が浸潤しているが、腫瘍
免疫におけるB細胞の役割は明らかにされて
いない。申請者は悪性黒色腫に対する B細胞
の役割を検討し、“B細胞全体としては”腫瘍
局所への T 細胞の浸潤を促進するとともに、
腫瘍局所に浸潤した T細胞による Th1サイト
カインの産生を促進することで腫瘍免疫に
貢献していることを解明したが、B 細胞のサ
ブセット別の解析は施行しておらず、それぞ
れのサブセットが腫瘍免疫においてどのよ
うに（貢献的に/抑制的に）機能しているか
については分かっていない。 
B 細胞のサブセットとして免疫反応を抑制

する「制御性 B 細胞」が知られており、これ
は IL-10 を産生する B細胞亜集団と定義され
る「免疫系のブレーキ」である。マウスのみ
ならずヒトにおいても制御性B細胞の存在が
確認されており、全身性エリテマトーデス、
関節リウマチ、全身性強皮症といった自己免
疫性疾患において病勢を抑制する役割を担
っていることが知られている。 
一方、B細胞を欠損するμMT マウスを用い

た実験では、B16F10（悪性黒色腫の細胞株）、
EL4（胸腺腫の細胞株）、MC38（大腸癌の細胞
株）いずれにおいても腫瘍増生が野生型マウ
スに比べ抑制される。μMT マウスでは CD8+T
細胞における IFN-γの産生が亢進しており、
野生型マウスのB細胞を移入することで減弱
することが示されている。 
申請者は以上の背景を踏まえ、B 細胞には

腫瘍免疫に対して促進的に機能する「エフェ
クターB細胞」が存在する一方で、「制御性 B
細胞」は腫瘍免疫に対しても抑制的な機能を
有しているのではないかと考え、悪性黒色腫
における制御性B細胞の役割について解析を
行うこととした。 
申請者は Cre-loxP 部位特異的組換え技術

により B 細胞特異的に PTEN 遺伝子を欠損し
たマウス（CD19cre/wtPTENloxp/loxp マウス）を有
しており、このマウスではリンパ組織におけ
る制御性 B 細胞がコントロールマウス
（CD19cre/wtマウス）と比べて有意に増加して
いることをフローサイトメトリーで確認し
ている（下図）。 

さらに、B細胞特異的 PTEN欠損マウスにおい
て悪性黒色腫の腫瘍サイズが野生型マウス
に比べて有意に増大していることも確認し
ている（下図）。 

２．研究の目的 
B 細 胞 特 異 的 PTEN 欠 損 マ ウ ス

（CD19cre/wtPTENloxp/loxp マウス）を用いて、悪
性黒色腫に対する腫瘍免疫反応における制
御性 B細胞の役割を解析する。 
 
３．研究の方法 
（1）腫瘍に浸潤するリンパ球の解析 
B 細 胞 特 異 的 PTEN 欠 損 マ ウ ス

（CD19cre/wtPTENloxp/loxp マウス）およびコント
ロールマウス（CD19cre/wtマウス）の腫瘍組織
を Collagenase および Hyaluronidase で消化
し、パーコール液を用いた比重遠心分離法を
用いてリンパ球を分離し、フローサイトメー
タで解析した。B 細胞に関してはそのサブセ
ット（CD5- Follicular B 細胞、CD1dhi Marginal 
zone B 細胞、CD5+ B1 B 細胞）も解析し、そ
れぞれのサブセットにおけるIL-10産生細胞
（＝制御性 B 細胞）も評価した。T 細胞のサ
ブセットについては CD4+T 細胞、CD8+T 細胞、
CD4+CD25+制御性 T 細胞を評価し、NK1.1+CD3- 

NK 細胞についても評価した。 
 

（2）腫瘍に浸潤するリンパ球のサイトカイ
ン産生能の解析 

B 細 胞 特 異 的 PTEN 欠 損 マ ウ ス
（CD19cre/wtPTENloxp/loxp マウス）およびコント
ロールマウス（CD19cre/wtマウス）の双方にお
いて、T 細胞に関しては IFN-γおよび TNF-
αの産生能、NK 細胞に関しては Granzyme B
の産生能について解析し、それぞれのマウス
間でどのような差異があるのか検討した。 
 
（3）B 細胞特異的 PTEN 欠損マウス由来 B 細
胞の移入による影響の解析 
磁気細胞分離装置を用いて B 細胞特異的

PTEN 欠損マウスの脾臓から B 細胞を抽出し、
さらに CD5+B1B 細胞と非 CD5+B1B 細胞に分離
した。それぞれの細胞分画を悪性黒色腫細胞
（B16F10 細胞）と混合したうえで野生型マウ
スに皮下注射し、腫瘍増生がどのように変化
するか検討した。 
 



（4）腫瘍組織におけるケモカイン（CXCL13）
の解析 
 CXCL13はB細胞のケモカインとして知られ
ている。癌細胞それ自体が、もしくは周囲組
織と相互作用することにより CXCL13 を産生
し、腫瘍局所に制御性 B細胞を浸潤させてい
る可能性を考え、腫瘍組織における CXCL13
の量を測定した。 
 具体的には、腫瘍組織を Collagenase、
Hyaluronidase、DNase で消化し、その上清を
検体として CXCL13 の濃度を ELISA 法で測定
した。比較対象として、腫瘍と同面積の通常
皮膚、および悪性黒色腫細胞の培養上清を用
いた。 
 
（5）抗 CXCL13 抗体を用いた治療法の評価 
（4）の実験によって腫瘍組織における

CXCL13 が通常皮膚に比べて増加しているこ
とが確認できれば、CXCL13 を抑制することに
より腫瘍組織への制御性B細胞の浸潤を阻害
できる可能性がある。これを確認するため、
悪性黒色腫細胞（B16F10 細胞）を皮下注射し
た野生型マウスに抗 CXCL13 抗体 10ng/kg を
72 時間毎に腹腔内投与し、腫瘍増生に対する
影響を検討した。 
 
４．研究成果 
（1）腫瘍に浸潤するリンパ球の解析 
 B 細胞特異的 PTEN 欠損マウスでは、コント
ロールマウスに比べて腫瘍に浸潤するB細胞
が比率・絶対数ともに有意に増加していた。
一方、CD4+T 細胞、CD8+T 細胞、CD4+CD25+制御
性 T細胞、NK1.1+CD3- NK 細胞の絶対数に関し
ては、いずれも有意差がなかった（下図）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

（2）腫瘍に浸潤する B 細胞のサブセット解
析 
B 細胞特異的 PTEN 欠損マウス、コントロー

ルマウスいずれにおいても腫瘍に浸潤する B
細胞は大部分がCD5+B1 B細胞で占められてい
た（下図 a）。 
腫瘍に浸潤する制御性 B 細胞（IL-10+ 

TIL-Bs）について解析したところ、B 細胞特
異的 PTEN 欠損マウスでは有意に増加してい
た。また、B細胞特異的 PTEN 欠損マウス、コ
ントロールマウスいずれにおいても腫瘍に
浸潤する制御性B細胞の90％以上はCD5+B1 B
細胞で占められていた（下図 b）。 

（3）腫瘍に浸潤するリンパ球のサイトカイ
ン産生能の解析 
 B 細胞特異的 PTEN 欠損マウスでは、コント
ロールマウスに比べて腫瘍に浸潤する CD8+T
細胞における IFN-γおよび TNF-αの産生能
が有意に低下していた。一方、CD4+T 細胞に
おける IFN-γおよび TNF-αの産生能、NK 細
胞における Granzyme B の産生能に有意差は
なかった（下図）。 



（4）B 細胞特異的 PTEN 欠損マウス由来 B 細
胞の移入による影響の解析 
 B細胞特異的 PTEN 欠損マウスの脾臓から B
細胞を抽出し、さらに CD5+B1 B 細胞と非
CD5+B1 B 細胞に分離した。それぞれの分画に
おける制御性 B細胞（IL-10+cells）の比率を
解析したところ、CD5+B1 B 細胞は制御性 B細
胞を 30％以上含んでいるのに対し、非 CD5+B1 
B 細胞では 1％前後であった（下図 a）。 
それぞれの分画を悪性黒色腫細胞と混合

して野生型マウスに移入したところ、CD5+B1 
B 細胞を混合した群（B16F10cells + B1 
Bcells）では、非 CD5+B1 B 細胞を混合した群
（B16F10cells + non-B1 Bcells）および悪
性 黒 色 腫 細 胞 の み を 移 入 し た 群
（B16F10cells）と比較して腫瘍増生が有意
に増大した（下図 b）。 

 
（5）腫瘍組織におけるケモカイン（CXCL13）
の解析 
 腫瘍組織では、同面積の正常皮膚および悪
性黒色腫の培養上清と比較して有意に
CXCL13 が高発現していた（下図）。 

（6）抗 CXCL13 抗体を用いた治療法の評価 
予想では、抗 CXCL13 抗体を投与すること

により腫瘍組織への制御性B細胞の浸潤が抑
制され、腫瘍免疫が増強することで腫瘍増生
が減弱すると考えていたが、結果として抗
CXCL13 抗体投与群では腫瘍増生が有意に増
悪していた（下図）。 
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