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研究成果の概要（和文）：免疫反応を抑制するB細胞の新しいサブセットとしての「制御性B細胞」が、線維化を抑制し
うるかどうか、また、どのような機序により抑制するか、さらにこのような制御性B細胞はこれまでに報告されたもの
と同様の細胞群であるかどうかを検討した。異なる系統マウスの骨髄移植による皮膚硬化型慢性移植片対宿主病（graf
t versus host disease: GVHD）にて、制御性B細胞を欠損するCD19欠損マウスがドナーの場合、GVHDは著明に悪化し、
これは野生型の制御性B細胞移入により改善された。これより、制御性B細胞の線維化における抑制効果が示された。

研究成果の概要（英文）：Recent studies have clarified the protective role of regulatory B cells (Bregs) in
 various inflammatory and autoimmune diseases.  In this study, we studied the role of Bregs in fibortic di
seases using sclerodermatous chronic graft-versus-host disease (Scl-cGVHD) model, which is characterized b
y fibrosis and autoimmune features resembling those of systemic sclerosis (SSc). CD19-deficient (CD19-/-) 
mice were used as donors or recipients in this model. CD19-/- donors induced more severe Scl-cGVHD than wi
ld-type donors, while CD19-/- recipients showed no significant differences compared with wild-type recipie
nts. IL-10-producing regulatory B cells (B10 cells) were not reconstituted by CD19-/- donor cells, and ear
ly adoptive transfer of B10 cells attenuated the augmented manifestations of CD19-/- donor-induced Scl-cGV
HD. Therefore, donor-derived B10 cells have a suppressive role in Scl-cGVHD development.
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１．研究開始当初の背景 

(1) B 細胞は感染症や自己免疫疾患をはじ

めとする様々な炎症・免疫疾患において、主

として抗体産生という液性免疫を担当する

ことにより、中心的な役割を果たしているこ

とはよく知られている。ところが、近年、こ

れまでB細胞が関与するとは考えられていな

かったような病態（たとえば動脈硬化：

Ait-Oufella et al, J Exp Med, 2010）においても

重要な役割をもっていることが示されてき

ている。このように B 細胞がこれまで想定さ

れていた以上に多彩な働きをもつ機序とし

て、従来から知られている抗体産生のみなら

ず、サイトカイン産生や抗原呈示などの役割

も重要であることが示されている。 

 

(2) B 細胞のこれらの機能は、通常免疫反応

を増強する方向に作用するが、その一方で、

近年、免疫反応を抑制する「制御性 B 細胞」

の存在がわれわれや他のグループにより明

らかにされてきた（ Fillatreau et al, Nat 

Immunol, 2002; Mizoguchi et al, Immunity, 2002

など）。われわれは、接触過敏反応や自己免

疫疾患において抑制性に作用する制御性B細

胞が脾臓辺縁帯の CD1dhiCD5+B 細胞や腹腔

内 B-1a 細胞の中に存在することを報告した

（Watanabe et al, Am J Pathol, 2007, Matsushita 

et al, J Clin Invest, 2008, Yanaba et al. Immunity, 

2008, Watanabe et al, J Immunol, 2010）。制御性

B 細胞は「免疫系のブレーキ」の一つであり、

これが破綻した場合は深刻な病態を惹起し

うる。 

 

(3) 線維化をきたす病態は、全身性強皮症を

はじめとして種々の疾患で認められる。しか

しながら、線維化を抑制する治療法は現在の

ところ有効なものが少なく、新しい方向から

のアプローチが求められていた。われわれは、

線維化を制御性B細胞によって抑制する可能

性を追求するために、線維化のマウスモデル

であるブレオマイシン誘導皮膚・肺線維症モ

デルを用いて、B 細胞による抑制効果を検討

した。すると B 細胞欠損マウスでは、線維化

が著明に増悪し、野生型 B 細胞の移入により

軽快がみられ、B 細胞が線維化抑制効果をも

っていることが示唆された。しかしながら、

このような抑制効果をもつ B 細胞は、これま

で報告されてきた制御性B細胞の表現型と異

なる新しいサブセットであることも示唆さ

れた。一方、B 細胞全部を除去する実験系で

は線維化は著明に増悪することから、B 細胞

には線維化においても増強と抑制の「二面

性」を有すると考えられた。このように、線

維化を抑制する新しい制御性B細胞のサブセ

ットを同定することは、線維化に対する新し

い治療法を開発できる可能性があるため、本

研究を計画した。 

 

２．研究の目的 

 免疫反応を抑制する B 細胞の新しいサブ

セットとしての「制御性 B 細胞」が、線維化

を抑制しうるかどうか、また、どのような機

序により抑制するか、さらにこのような制御

性 B 細胞はこれまでに報告されたものと同

様の細胞群であるかどうかを検討すること

を目的とした。もし、新しい制御性 B 細胞サ

ブセットであれば、その特異的表面マーカー

や特異的転写因子をも明らかにしたいと考

えた。このようなアプローチは、今なお難治

性疾患であり根本的な治療法のみならず大

多数に有効性を示す治療法すら存在しない

強皮症をはじめとする線維化疾患に対する

新しい治療法や創薬に結びつけられる可能

性があると考えられた。 

 

３．研究の方法 

(1) 皮膚硬化のマウスモデルとして、異系統

マウス間の骨髄移植による皮膚硬化型慢性

移植片対宿主病（graft versus host disease: 

GVHD）を用いた。 



(2) B 細胞特異的細胞表面分子である CD19

を欠損した B10.D2 マウスおよび CD19 を欠

損した BALB/C マウスを、C57BL/6 系統の

CD19 欠損マウスをそれぞれの野生型マウス

に backcross することにより作製した。 

 

(3) 野生型 B10.D2 マウスあるいは CD19 を

欠損した B10.D2 マウスをドナーマウスとし

て、また野生型 BALB/C マウスあるいは

CD19を欠損したBALB/Cマウスをレシピエ

ントマウスとして、レシピエントマウスを放

射線照射した後に骨髄移植を行い、皮膚硬化

型慢性 GVHD を誘導し、その解析を行った。

評価には、臨床スコアおよび病理組織学的所

見を用いた。 

 

(4) B 細胞を、細胞表面マーカーを染色した後

に高速セルソーターにより分離し、移入実験

を行い、制御性 B 細胞あるいは通常の B 細胞

の移入による治療効果の検討を行った。 

 

(5)  制御性 B 細胞および T 細胞の in vitro

の共培養を行い、T 細胞の増殖およびサイト

カイン産生を、それぞれ CFSE 染色および

ELISA により評価した。 

 

４．研究成果 

(1)  CD19 欠損 B10.D2 マウスの骨髄および

脾臓を、放射線照射された BALB/c マウスに

移入したところ、ドナー由来の制御性 B 細胞

だけが欠損しているために、コントロール群

に比べてより重症の皮膚硬化型慢性 GVHD

を発症した（図 1）。 

 一方、B10.D2 マウスの骨髄および脾臓を、

放射線照射されたCD19欠損BALB/Cマウス

に移入した場合は、レシピエント由来の制御

性 B 細胞だけが欠損していることになるが、

コントロール群と比べて有意な差は示され

なかった。以上の結果より、皮膚硬化型慢性

GVHD マウスの抑制機序において、ドナー由 

 

 

 

図１ 皮膚硬化型慢性 GVHD の重症度スコ

ア 

 

来の制御性 B 細胞が存在することが重要で

あることが示された。 

 

(2) 野生型マウスドナーによるコントロール

群とCD19欠損マウスドナー群の皮膚硬化型

慢性 GVHD の背部皮膚および、肺での線維

化を組織学的に検討したところ、CD19 欠損

ドナー群では IL-10産生制御性B細胞が存在

しないことにより、制御性 B 細胞によって炎

症反応および線維化を抑制する作用が減弱

し、その結果としてより高度な線維化が認め

られた（図 2）。 

 さらに CD19 欠損 B10.D2 マウスを使用し

て、ドナー由来の制御性 B 細胞を欠損した皮

膚硬化型慢性 GVHD マウス（CD19 欠損ド 



 

 
図 2 野生型マウスおよび CD19 欠損マウス

をドナーとした皮膚と肺の GVHD の相違 

 

ナー）に野生型マウス由来の制御性 B 細胞を

豊富に含む分画（CD1dhiCD5+ B 細胞）と野生

型マウス由来の通常のB細胞のみが含まれる

分画（CD1dloCD5- B 細胞）を、それぞれ骨髄

移植と同日に移植したところ、野生型マウス

由来の制御性 B 細胞を含む分画（CD1dhiCD5+ 

B 細胞）を移植した群では、皮膚硬化型慢性

GVHDの有意な改善効果が認められた（図3）。

しかしながら、移植後 21 日目に野生型マウ

ス由来の制御性 B 細胞（CD1dhiCD5+ B 細胞）

を移植した場合においては、もはや皮膚硬化

型慢性 GVHD の有意な改善効果は認められ

なかった。 

 

 

 

図３ 制御性 B 細胞を含む分画あるいは通

常の B 細胞分画の移入による皮膚硬化型慢

性 GVHD の改善効果 

 

 (3) 皮膚硬化型慢性 GVHD における制御性

B 細胞の抑制機序の解明のため、制御性 B 細

胞を T 細胞と共培養し解析した。制御性 B 細

胞と CD4+T 細胞の共培養の実験系にて、制御

性 B 細胞は CD4+T 細胞の細胞増殖抑制効果

は認めないものの、サイトカイン産生能

（IFN-γ）を有意に抑制した。 
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