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研究成果の概要（和文）：細胞外基質ネフロネクチン（Npnt）のカルシウム結合能が免疫抑制性B細胞である制
御性B細胞分化を介して自己免疫疾患抑制に関与することを明らかにする目的で実験を進めた。種々のNpnt欠損
変異体を作製し、カルシウム結合領域をカルシウムの放射性同位体を用いて検討した結果、Npntの細胞接着配列
であるRGDモチーフを含むLink領域に存在することを明らかにし、その領域に対する抗体を作製した。当該抗体
を自己免疫疾患モデルである実験的自己免疫性脳脊髄炎モデルEAE投与した結果、自己免疫疾患抑制能を有さな
いことがわかった。本研究から、Npntのカルシウム結合能は自己免疫疾患には影響しないことが分かった。

研究成果の概要（英文）：We found that nehronectin (Npnt), which is a extracellular matrix, is 
involved in autoimmune diseases, and inhibits regulatory B cell (Breg) differentiation. We also 
found that Npnt is a calcium-binding protein. It has reported that calcium signaling is important 
for Breg differentiation. Therefore, we asked whether calcium-binding ability of Npnt is involved in
 the autoimmune diseases via inhibition of Breg differentiation. To identification of 
calcium-binding site of Npnt, radioactive isotope of calcium was used. Then, we identified the site 
in Link region. An antibody against calcium-binding region of Npnt was generated by immunization of 
the synthetic peptide and injected into experimental autoimmune encephalitis (EAE) model. EAE score 
examination revealed that there is no difference between anti-calcium-binding region of Npnt 
antibody and control antibody. These data suggest that calcium-binding ability of Npnt is not 
involved in the autoimmune diseases.

研究分野： 免疫学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
免疫抑制機能を有するB細胞である制御性B細胞(Breg)は、自己免疫疾患との関与が推察されているが、その分化
メカニズムの多くは不明である。当研究室では、細胞外基質ネフロネクチン(Npnt)研究からNpntがCa結合タンパ
ク質であること、自己免疫疾患増悪化に関与すること、Breg分化を抑制する機能を有することを見出しているこ
とから、NpntのCa結合能のBreg分化への関与を予想し、NpntのCa結合領域を同定した。NpntのCa結合領域に対す
る抗体を作製し、Breg分化や自己免疫疾患抑制効果を検討した結果、NpntのCa結合能はBreg分化には影響与えな
いことが分かった。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

抑制性免疫細胞は、自己免疫疾患やがん治療に結びつくことから、抑制性免疫細胞の分化制

御機序を解明することは重要である。免疫抑制能を有する制御性 T 細胞は、分化誘導させるこ

とで免疫系を抑制させ、自己免疫疾患を抑制する一方で、制御性 T 細胞の分化抑制は、免疫系

を活性化させ、抗がん作用を発揮する①②。実際に、制御性 T細胞に発現するケモカイン受容体

である CCR4 の抗体は制御性 T細胞機能を抑制することで抗腫瘍免疫を亢進させ、リンパ腫を治

療できる画期的な抗体医薬となっている③。しかしながら、免疫抑制能を有する制御性 B 細胞

に関しては、自己免疫疾患抑制に重要な細胞として注目されているものの④、特異的な分化制

御機構が不明であることから医薬開発の動向は見られていない。 

申請者が着目している Npnt は、α8β1 インテグリンを生理的受容体として腎臓発生に関与

する細胞外基質である。申請者らは独自に開発した Npnt のサンドイッチ ELISA定量系を用いる

ことで Npnt がマウス自己免疫疾患モデル血中で発現亢進すること、Npnt に対するポリクロー

ナル抗体がマウス自己免疫疾患モデルの増悪化を抑制できることから、Npntは自己免疫疾患増

悪化能を有することを明らかにした。Npntの生理的受容体であるα8β1インテグリンに対する

中和抗体を新たに作製して検討したが、予想外にα8β1 インテグリンは自己免疫疾患に関与し

ないことから、Npntはα8β1 インテグリンを介さない新たな機序により自己免疫疾患を増悪化

させることが判明した。 

免疫系細胞における Npnt 発現様式を解析した結果、Npnt は B 細胞活性化に伴い発現するこ

とを見出し、Npnt は B細胞活性化に伴い出現する一部の細胞集団である制御性 B細胞（免疫抑

制性サイトカイン IL-10を産生する B細胞）の分化を抑制する可能性を明らかにした。すなわ

ち、Npnt が制御性 B細胞分化を抑制（＝免疫系を活性化）させることで自己免疫疾患を増悪化

させるという新規機序を推察した。 

Npntによる制御性 B細胞分化抑制機序として以下の 2つの可能性を考えた。 

1.B 細胞内への Ca2+流入増大が IL-10 産生 B 細胞（＝制御性 B 細胞）分化を亢進させる結果

が報告されている⑤。我々は Npnt が Ca2+との結合能を有し、さらに Npnt 添加により B 細胞内

の Ca2+流入を抑制できることを明らかにしている。これらのことから、B 細胞活性化に伴い発

現増強する Npnt が、局所の Ca2+濃度を減少させ、細胞内 Ca2+流入を抑制させることで制御性 B

細胞分化を抑制する可能性がある。 

2.新たな Npnt結合分子が制御性 B 細胞分化を抑制する可能性もある。 

 

２．研究の目的 

本研究では、Npnt による自己免疫疾患増悪化機構は、Ca2+結合を介するのか、新規 Npnt 結合

分子を介するのかを明らかにし、それらが制御性 B細胞分化に影響を与えるのかを解明するこ

とを目的とした。 

 

３．研究の方法 

(1)Npntとその変異体タンパク質の精製 

pM-secSUMOstar ベクター (LifeSensors Inc.)は、N 末に Hisタグが付加された状態で目的タン

パク質と SUMO との融合タンパク質として哺乳類細胞に発現させることができるベクターであ

る。Npnt とその変異体遺伝子は、それぞれ pM-secSUMOstar ベクターに導入し 293 細胞に遺伝

子導入後、無血清培養上清をコバルト固定化金属アフィニティクロマトグラフィ(IMAC)レジン

である TALONビーズ（Takara）を用いて精製した。 

 

(2)Ca2+オーバーレイアッセイ 

Npntの Ca2+結合部位は、Ca2+オーバーレイアッセイにて行った。種々の Npnt変異体を SDS-PAGE

で泳動後、PVDF 膜に転写し、Ca2+の放射性同位体である 45Ca2+(1 μCi/ml)で 10 分間反応させ、

画像はスキャナタイプ画像解析装置（Amersham Typhoon scanner）にて検出した。 

 

(3)質量分析 

Npnt結合分子同定は、野生型 Npnt精製タンパク質を質量分析 LC-MS/MS で解析することで同定

した。 

 

(4)Ca2+結合部位に対する抗体 

Ca2+結合部位に対する抗体は、Ca2+結合部位のペプチドを合成し、キャリアタンパク質として KLH

に合成ペプチドを導入後ウサギに免疫して抗血清を得た。抗原として使用した合成ペプチドを

ビーズに結合させたカラムを用いて、抗血清から精製タンパク質を得た。 

 

(5)実験的自己免疫性脳脊髄炎（Experimental Autoimmune Encephalomyelitis, EAE ）モデル 



EAEモデルは、C57BL/6 マウスに MOGペプチドと Complete Freund Adjuvant とのエマルジョン

を尾根部に免疫し、百日咳毒素をMOGペプチド免疫日と2日後に静脈内投与により発症させた。

抗体は、MOG ペプチド免疫日の 1 日前と 2 日後に 400 μg/匹を腹腔内投与した。EAE の麻痺を

指標とした EAEスコアは、以下の通り行った。0．症状無し、1．尾の麻痺、2．運動失調、3．

後肢の軽麻痺、4．後肢の麻痺、5．四肢麻痺。 

 

４．研究成果 

(1)Npntの Ca2+結合部位の同定 

Npntの Ca2+結合部位は、Ca2+オーバーレイアッセイにて検討した。Npnt は、EGF-like repeats、

Linker segment、そして MAM domain から構成される分子であることから、それらの領域のみか

らなる Npnt 変異体タンパク質を精製し、Ca2+結合能の検討を行った。その結果、Link 領域内に

Ca2+結合部位が存在することを明らかにした（図１）。その後、Link 領域をさらに短くした変異

体を作製することで、44 アミノ酸からなる Npnt の Ca2+結合部位を明らかした。Npnt の Ca2+結

合能の自己免疫疾患との関与を明らかにするために、マウス Npntの相同部位からなる Npnt変

異体タンパク質を精製し、ヒト Npntの Ca2+結合領域タンパク質(hNpnt-Ca)とマウスの相同領域

(mNpnt-Ca)の Ca2+結合能の最終的な確認を行った結果、両分子とも Ca2+結合能を有することを

明らかにすることができた（図２）。すなわち、ヒト、マウス Npnt の Ca2+結合部位の同定に成

功した。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(2)Npntの Ca2+結合部位に対する抗体作製と自己免疫疾患モデルへの関与 

mNpnt-Ca領域が Ca2+結合能を有することを

見出したことから、mNpnt-Ca の 44 アミノ

酸のペプチドを合成し、ポリクローナル抗

体(anti-mNpnt-Ca Ab)を作製した。得られ

た抗体を用いて自己免疫疾患モデルであ

る EAEモデルの抑制効果を検討した。また、

既に EAEモデル抑制効果を有することが分

かっている Npntに対する抗体(anti-mNpnt 

Ab)も同時に投与した。その結果、これま

での結果通り anti-mNpnt Ab は EAE増悪化

抑制効果を示す一方で、anti-mNpnt-Ca Ab

は抑制効果を示さないことが分かった（図

3）。このデータから、Npntの Ca2+結合領域

は自己免疫疾患には関与しない可能性が示唆された。 

 

現在、anti-mNpnt-Ca Abによる制御性 B細胞分化抑制効果の検討を開始している。 

 

(3)Npnt結合タンパク質の同定 

Npnt 結合タンパク質が Npnt による自己免疫疾患増悪化や制御性 B 細胞分化に関与することも

考えられることから、Npnt 遺伝子導入 293 細胞の培養上清から Npnt タンパク質を精製し、質

量分析法にて Npnt結合タンパク質の同定を試みた。その結果、数種の候補を得ることができ、

その中の一つの分子が、免疫細胞分化に関わる機能や免疫疾患への関与が示唆されていること

が分かった。現在、候補分子の自己免疫疾患における発現や機能について検討を進めている。 
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