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研究成果の概要（和文）：近年、免疫病や炎症疾患を抑制するIL-10産生B細胞（制御性B細胞）の存在が示さ
れ、その新規性と様々なヒト疾患病態への関与から非常に関心が高まっている。しかし、「ヒトの制御性B細胞
の実体およびその分化過程」は未だ不明であり、本研究分野の進展が期待されている。
本研究では、これまで全く不明であったヒト制御性B細胞の遺伝子発現を調べることにより、本サブセットに特
徴的な遺伝子発現パターンを明らかにした。また、ヒト制御性B細胞の前駆細胞を同定した。また、ヒト制御性B
細胞を増幅できる培養方法を開発した。

研究成果の概要（英文）：In recent years, the presence of IL-10 producing B cells (regulatory B 
cells) that suppress immune diseases and inflammation has been shown. However, "the nature of human 
regulatory B cells and their differentiation process" are still unknown. To understand these 
questions, in this study, we examined the gene expression of human regulatory B cells and clarified 
the gene expression pattern characteristic of this subset. In addition, we identified  the precursor
 cells of human regulatory B cells. We also developed a culture method that can amplify human 
regulatory B cells efficiently.

研究分野：免疫学
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  １版

平成

研究成果の学術的意義や社会的意義
従来、B 細胞は自己免疫や炎症を悪化させる要因としてのみ捉えられてきたが、必ずしもそう ではなく、負の
制御を行うことが認知されつつある。本研究は、制御性B細胞の特徴づけは本分野に新機軸を与える研究になる
ことが期待される。さらに、ヒト制御性B細胞の実体解明により、新たな疾患診断法への発展が期待される。ま
た、ヒト制御性B細胞の誘導技術は将来の輸注療法や疾患病態の相関を検証する手段を提供すると予想され、免
疫や炎症疾患の理解や新しい治療戦略として大きな可能性をもちと思われる。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１． 研究開始当初の背景 
B 細胞は自己免疫病や炎症疾患の病態悪化因子として捉えられることが多いが、近年、逆に免
疫反応を抑制する B細胞（制御性 B細胞）の存在が明らかになり、非常に注目されている。特
に抗炎症性サイトカイン IL-10 を産生する B細胞は、多発性硬化症や糖尿病などの自己免疫疾
患や、移植における移植片対宿主病（GVHD）、さらにはがん免疫を抑制することが明らかになっ
ている。このように、抑制機能を有する B細胞の研究は、その新規性に加えて基礎免疫学およ
び臨床医学的な重要性から、国内外を問わず精力的に研究が行われており、臨床応用が期待さ
れている。しかし、IL-10 産生 B 細胞の実体は長らく不明であり、世界が鎬を削って同定を試
みていた。我々は世界に先駆けて、「プラズマブラスト」と呼ばれる B細胞集団が、マウス生体
内における IL-10 産生制御性 B 細胞であることを発見した。さらに、B 細胞が IL-10 を産生す
るにはカルシウムシグナルが必須であることも明らかにしている。しかし、医学応用という観
点から考えると、「ヒト」制御性 B細胞の理解が必要不可欠であるが、現在、その実体や分化機
序は不明であり、選択的誘導培養も実現していない。 
 
２． 研究の目的 
ヒト制御性 B細胞の性状と分化メカニズムの全容解明を目指し、疾患を抑制しうる B細胞の分
化誘導培養技術の確立を試みる。具体的には以下の研究を遂行する。 
 ヒト制御性B細胞の性状を網羅的遺伝子解析から明らかにし、特異的マーカーを探索する。 
 ヒト制御性 B細胞に分化できる前駆細胞を同定し、その性状を明らかにする。 
 ヒト制御性 B 細胞の分化機構を明らかにし、「ヒト制御性 B 細胞の選択的分化誘導」の培
養技術を確立する。 

 
３． 研究の方法 
1) 健常者由来末梢血から単核球をフィコールで分離した後、CD19 microbeads を用いて B 細
胞を単離する（CD19 陽性 95%以上）。我々が見出だした分化誘導方法（IL-2, IL-6, CpG, イ
ンターフェロンαによる刺激）を用いて、CD27lowCD38hiプラズマブラストを分化誘導する（図
1）。IL-10 の産生は ELISA 法と IL-10 secretion assay を用いて確認する。CD27lowCD38hi

プラズマブラストを sorting により精製し、RNA-seq を行う。また、細胞表面マーカーや
転写因子、抗体サブクラスを flow cytometry で検証し、CD27lowCD38hiプラズマブラストの
性状を調べる。 
2) 様々な刺激により CD27lowCD38hiプラズマブラスト誘導効率を検討する。 
3) 健常者由来末梢血から様々な B細胞サブセットを sorting した後、IL-2, IL-6, CpG, イン
ターフェロンαで培養し、前駆細胞を検討する。 
4) ヒト B細胞生存を支持する因子を過剰発現する stroma cells を樹立し、ヒト B細胞を様々
な条件で培養することにより、長期的に効率的に IL-10 産生 CD27intCD38hiプラズマブラス
トを増幅させる実験系を確立する。 
 
４． 研究成果 
 CD27lowCD38hiプラズマブラストの網羅的遺伝子発現解析から（図 1,分画３）、ヒト IL-10 産生
プラズマブラストに特徴的な遺伝子発現が確認された。さらに、細胞表面マーカーや転写因子
の flow  cytometry の実験から、詳細に細分化することができた。また、IgM からクラススイ
ッチも高頻度におきていることも判明した。IL-10 secretion assay により、IL-10 陽性のみを
単離して、網羅的遺伝子解析を行う予定であったが、極めて数が少ないため通常の方法では難
しかったため、少量での RNA-seq が可能となる系に切り替える予定である。また、末梢血由来
B 細胞を CD24, CD180, CD19, CD20, IgD, CD27, CD38 を用いて細分化を行い、IL-10 産生
CD27lowCD38hiプラズマブラストへ分化しやすいサブセットを同定した。 
 
ヒト B細胞生存を支持する 3因子を過剰発現する stroma cells の樹立を完了した。ヒト B細胞
を培養することにより、２週間以上 B細胞が増殖し、CD27lowCD38hiプラズマブラストが約 10 倍
まで増幅させることに成功した。また、stroma cells の違いにより、B細胞の増殖や分化能差
異があることも判明した。 
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