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研究成果の概要（和文）：本研究では、SLE患者末梢血における自己反応性B細胞の質的異常について、B細胞の
ケモカイン受容体発現に着目し、SLE患者末梢血ではCXCR5-CXCR3-B細胞、CXCR5-CXCR3+B細胞が増加すること、
CXCR5-CXCR3+B細胞は活動性症例で増加し、疾患活動性改善とともに減少することを見いだした。さらに、I型お
よびII型インターフェロン (IFN)が同サブセットの誘導に関与し、B細胞の病変組織への浸潤に寄与している可
能性が示唆された。これらの結果はSLEのB細胞でみられる質的異常におけるIFNの重要性を明らかにした。

研究成果の概要（英文）：In this study, we focused on the expression of chemokine receptors in B 
cells to assess the qualitative abnormalities of autoreactive B cells in patients with SLE. The 
peripheral blood of patients with SLE showed higher levels of CXCR5-CXCR3- B cells and CXCR5-CXCR3+ 
B cells. CXCR5-CXCR3+ B cell levels were elevated in patients with active SLE, which decreased with 
improving disease conditions. Furthermore, in vitro experiments revealed that type I/II interferons 
(IFNs) are a potent inducer of effector memory B cells involving abnormal chemokine receptor 
expression, suggesting their involvement in B cell infiltration into tissues. These results 
demonstrate the importance of IFNs in qualitative abnormalities in SLE B cells.

研究分野：膠原病・リウマチ学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究の研究成果はSLE病態におけるI型およびII型IFN の重要性の再認識の観点から学術的意義があると考え
る。現在、SLE患者に対する抗IFNAR抗体の有効性が臨床試験で示されており、抗IFN-γ抗体の試験も進行中であ
るが、活動性ループス腎炎患者の腎生検組織でCXCR3+B細胞浸潤を認めたことから、T-betなどの転写因子や
CXCR3などのケモカイン受容体による病態制御、治療応用へ展開する可能性もあり、社会的意義は大きいと考え
る。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
自己免疫疾患において B細胞は、抗原提示の stimulatorならびに自己抗体産生の responder
として中心的な役割を担い治療標的としても注目される(1)。しかし、B 細胞の本質的な異常に
ついては、依然不詳な点が多い。B細胞の性質を探求する過程において、様々な類似性を有する
T細胞のバイオロジーは有効な情報となり得る。T細胞においては、B細胞に比し、エフェクタ
ー細胞の分化、機能がより細分化され、各サブセットで主要転写因子、ケモカイン受容体の発現
パターンも明らかとなっている。T 細胞と機能を共有する B 細胞において同様の機構が想定さ
れるが、自己免疫疾患の病態において未だ明らかではない。 
自己免疫疾患における B細胞のケモカイン受容体発現に関する既報としては、SLEモデルマ
ウス(NZB/W)において、CD138highMHCⅡ+形質細胞で CXCR3 が高発現しており、腎組織の
炎症局所で CD138+CXCR3+IgG+細胞が浸潤しているという報告がある（2）。また、ヒトにおい
て、SLE患者のメモリーB細胞および形質細胞でCXCR3の発現が亢進しているという報告（3）
や RAおよび SLE患者末梢血 B細胞では CXCR5の発現が減弱しているという報告（4）を認
める。 
これらの既報をもとに、我々は予備検討として、健常人、関節リウマチ患者、全身性エリテマ
トーデス患者の末梢血より単核球を分離し、T細胞のサブセット分類に用いられるケモカイン受
容体 (CXCR5、CXCR3)に着目して、B細胞の特徴を検討したところ、全身性エリテマトーデス
患者末梢血 B細胞では CXCR5が減弱し、CXCR3が増強していることを見出した。さらに、in 
vitroでは、健常人末梢血単核球から分離した B細胞を IFNβで刺激すると CXCR5発現が減弱
し、IFNγで刺激すると CXCR3発現が増強することを見出した。 
これらの根拠をもとに、本研究では SLE患者において、これらの病原性 B細胞の詳細な誘導
機構、炎症局所への浸潤機序、さらに自己抗体の産生亢進などの自己反応性の獲得機序を解明す
ることで、未だ疾患特異的な治療の存在しない SLEでの新規治療標的を探索する。 
1) Tanaka, Y.: Treatment of inflammatory immunologic disease 4. B cell targeting 
therapy using the anti-CD20 antibody rituximab in inflammatory autoimmune diseases. 
Inter Med. 46: 1313-1315, 2007. 
2) Lacotte, S., et al.: Early differentiated CD138(high) MHCII+ IgG+ plasma cells 
express CXCR3 and localize into inflamed kidneys of lupus mice. PLoS One. 8: e58140, 2013. 
3) Nicholas, M.W., et al.: A novel subset of memory B cells is enriched in autoreactivity 
and correlates with adverse outcomes in SLE. Clin Immunol. 126: 189-201, 2008. 
4) Henneken, M., et al.: Differential expression of chemokine receptors on peripheral 
blood B cells from patients with rheumatoid arthritis and systemic lupus erythematosus. 
Arthritis Res Ther. 7: R1001-1013, 2005. 
 
２．研究の目的 
(1) SLE患者におけるケモカイン受容体発現異常と臨床病態との関連の検討 
ケモカイン受容体発現異常と SLEの患者背景、疾患活動性、治療反応性など臨床病態との関連
を明らかにする。また、自己免疫疾患において、T 細胞-B 細胞の相互作用は病態形成において
極めて重要であり、T細胞サブセットとの関連を明らかにする。 
(2) ケモカイン受容体発現異常の誘導機構の検討 
健常人末梢血より B 細胞を分離し、試験管内にて各種サイトカイン刺激下で分化培養させ、ケ
モカイン受容体発現の変化を評価することで、ケモカイン受容体発現異常が誘導される原因を
明らかにする。 
(3) ケモカイン受容体発現異常を有する B細胞の病原性の解明 
上記の実験系で誘導されたケモカイン受容体発現異常を有する B 細胞の遊走能、エフェクター
機能（自己抗体の産生能、サイトカイン産生能）、抗原提示能の評価や、患者組織における同サ
ブセットの浸潤の評価をし、病原性を明らかにする。 
 
３．研究の方法 
(1) SLE患者におけるケモカイン受容体発現異常と臨床病態との関連の検討 
①健常人および SLE患者末梢血から単核球を分離し、T細胞・B細胞表面マーカー（CD3, CD4, 
CD19, CD20）、B細胞分化マーカー（IgD, CD27）に加え、ケモカイン受容体（CXCR3, CXCR5,  
CCR6）を染色し、8 カラーフローサイトメーター（FACSVerse○R）で解析を行い、B 細胞のケ
モカイン受容体発現を評価する。8カラーフローサイトメーター（FACSVerse○R）を用いること
で、8色同時染色が可能であり、B細胞の各分化段階におけるケモカイン受容体発現の違いにつ
いても評価する。また、他の自己免疫疾患患者を疾患コントロールとして、比較検討する。 
②ケモカイン受容体発現異常と SLEの患者背景(年齢、性別、罹病期間、治療歴、重要臓器障害
の有無)、疾患活動性（SLEDAI,BILAG, 抗 ds-DNA抗体価, CH50など）、治療反応性（SLEDAI・
BILAGの改善、ステロイド減量効果）など臨床病態との関連を評価する。また、T細胞サブセ
ット（分化マーカーおよびヘルパーT細胞サブセット）との関連を明らかにする。 
(2) ケモカイン受容体発現異常の誘導機構の検討 
①健常人末梢血単核球より pan B 細胞を positive selection で分離（分離精製用磁気ビーズ；
Dynabeads○R CD19 pan Bおよび DETACHaBEAD○R CD19を使用）し、BCR架橋刺激（抗 Ig



κ抗体、抗 Igλ抗体添加）、sCD40Lの刺激をベースに、SLE病態に関わる可能性のあるサイト
カイン（I型 IFN, II型 IFN, IL-21）をそれぞれ添加し、4日間培養したのち、8カラーフロー
サイトメーター（FACSVerse○R）にてケモカイン受容体の発現の変化を評価する。 
②転写因子発現（Bcl-6, T-bet）の評価については上記と同様の条件で 2 日間培養し、8 カラー
フローサイトメーター（FACSVerse○R）；細胞内染色にて行う。 
(3) ケモカイン受容体発現異常を有する B細胞の病原性の解明 
① 遊走能の評価 
健常人および SLE患者末梢血単核球から B細胞を分離し、発現異常を認めるケモカイン受容体
のリガンドに対する遊走能を EZ-TAXIScan○Rを用いて測定する。 
② エフェクター機能（抗体産生能・サイトカインサイン産生能）の評価 
上記(2)の条件で 4日間培養した際の培養上清を用いて CBAで評価する。抗体産生については、
IgG, IgMを測定、サイトカイン産生については、IL-6, IL-10を測定する。 
③ 抗原提示能の評価 
上記(2)の条件で 4 日間培養した B 細胞を用いて、抗原提示細胞に発現する共刺激分子である
CD40, CD80/86, ICOSL発現を 8カラーフローサイトメーター（FACSVerse○R）で評価する。 
④ 患者組織のおけるケモカイン受容体発現異常を有する B細胞の浸潤の評価 
ループス腎炎患者の腎生検組織において、ケモカイン受容体発現異常を有する B 細胞の浸潤を
証明する。具体的には CD19 および上記(1)で発現異常を認めたケモカイン受容体の免疫蛍光染
色（二重染色）を行い、評価する。 
 
４．研究成果 
(1) SLE患者におけるケモカイン受容体発現異常と臨床病態との関連の検討 
SLE患者末梢血では健常人、関節リウマチ患者と比較して、CXCR5-CXCR3- B細胞、CXCR5-

CXCR3+B 細胞が増加していた。さらに、各分化段階におけるケモカイン受容体の発現を SLE
症例で評価したところ、CXCR5-CXCR3- B細胞および CXCR5-CXCR3+B細胞は IgD-CD27+B
細胞および IgD-CD27-B細胞でより増加していた。また、臨床病態との関連ではCXCR5-CXCR3-

B細胞は抗 Sm抗体価と正相関し、CXCR5-CXCR3+B細胞は活動性症例で増加、疾患活動性改
善とともに減少した。いずれのサブセットも SLE患者背景との相関はなかった。T細胞サブセ
ットとの関連については、CXCR5-CXCR3+B細胞はエフェクターメモリーT細胞と正相関した。 
(2) ケモカイン受容体発現異常の誘導機構の検討 
健常人末梢血から分離した B 細胞を IFNγで刺激すると T-bet の発現が増強し、CXCR3+

の集団が増加した。IFNβで刺激すると CXCR5-の集団が増加した。IFNγ, IFNβで同時刺
激すると、CXCR5-CXCR3+の集団が増加した。 
(3) ケモカイン受容体発現異常を有する B細胞の病原性の解明 
遊走能の評価として、EZ-TAXIScan○Rを用いた実験を行った。健常人、SLE患者、RA患者
の末梢血 20mlより B 細胞を分離し、CXCR3のリガンドである CXCL10に対する遊走能
を評価した。遊走細胞数、走化速度を指標としたが、各群で遊走能に有意差はみられなかっ
た。また、健常人末梢血から分離した B細胞を各種サイトカイン(IFNγ, IFNβ, IL-21)で刺
激後 4 日間培養し、抗体産生能・サイトカインサイン産生能の評価として培養上清の IgG, 
IgM, IL-6, IL-10を測定、抗原提示能の評価として B細胞上の CD40, CD80/86, ICOSL発
現を測定したが、各刺激による有意差はなかった。 
ループス腎炎 Class III or IV患者の腎生検組織免疫蛍光染色にて CXCR3+ B 細胞の浸潤を
認めた。 
以上の結果より、I型および II型 IFNが SLE患者 B細胞におけるケモカイン受容体発現異常
に関与し、B細胞の病変組織への浸潤に寄与している可能性が示唆された。 
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