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研究成果の概要（和文）：私共は、傷害組織で産生されるアデノシン三リン酸（ATP）に着目し、「クローン病
（CD）では、ATP刺激に依存して制御性B細胞（Breg）の機能低下が誘発され、その結果として腸炎が増悪する」
という仮説を検証した。
マウスの脾臓B細胞のIL-10産生におけるATPの影響を検討し、ATP刺激濃度に依存してIL-10産生が抑制されるこ
とが示された。また、ATP受容体P2X7の欠損マウスのB細胞では、ATP刺激によるB細胞からのIL-10産生低下が回
復することが明らかとなった。本メカニズムは炎症組織でのBreg機能低下に関わる可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：Regulatory B cells (Breg) dysfunction is associated with the pathogenesis of
 Crohn's disease (CD), but its mechanism is unknown. We focused on extracellular adenosine 
triphosphate (ATP) produced in colitis tissues and examined its effect on Breg dysfunction in CD 
patients.
B cells isolated from the spleen of mice were cultured and various concentration of ATP was added to
 the culture system. The effect of ATP on IL-10 induced by various bacterial antigens was examined, 
showing that IL-10 production by B cells was suppressed depending on the ATP concentration. We also 
examined the effect of ATP on IL-10 production by B cells isolated from the mesenteric lymph nodes 
of ATP receptor P2X7-deficient mice. As a result, the decrease in IL-10 production due to ATP was 
recovered by P2X7 receptor deficiency in B cells. Thus, ATP reduces IL-10 production via the P2X7 
receptor of B cells, suggesting that this mechanism may be involved in Breg dysfunction in 
association with the pathogenesis of CD.
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研究成果の学術的意義や社会的意義
これまで、様々な自己免疫疾患において、CD同様にBregの機能異常が病態に関わる示されてきた。しかし各々の
疾患で「なぜBregの機能が低下しているのか？」という疑問を解明する研究はおこなわれていない。今回、私共
が着目した「細胞外ATPによる Bregの機能減弱」に関する報告は国内外を通じて皆無である。Bregの機能低下機
序を明らかにし、そのメカニズムが特異的にCDの病態に関わること、あるいは本メカニズム深く関わるCDのポピ
ュレーションが存在すること検証できれば、本研究の成果は、これまでと異なる視点からの新知見となり、将来
の新規治療開発につながっていくと思われる。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
クローン病（CD）は腸管の難治性炎症性疾患であり、本邦における患者数の増加は著しい。

TNF 阻害剤など様々な抗炎症薬が開発され使用されてきたが、少なからず無効例や効果減弱例
が存在し、さらなる CDの病態解明と効果的な新規治療法の開発が急務である。 
これまでに私共は、CDをはじめとした腸管炎症の病態研究を継続的におこなってきた。中で
も制御性サイトカイン IL-10を産生する制御性 B細胞（Breg）に着目し、腸管炎症の病態にお
ける Bregの役割とその破綻による腸炎惹起機序を解析してきた。(Immunology. 2010, Inflam 
Bowel Dis. IBD. 2014, Inflam Bowel Dis. IBD. 2014, Cell Mol Gastroenterol Hepatol. 2015)。
それらの結果から、腸管炎症で誘導される Bregは、IL-10産生を介して CDの病態に深く関わ
っており、その機能不全によって腸炎が増悪することが示唆される。しかし、生体内でどのよう
にして Bregの機能減弱という現象が誘導されるのかは全く不明であった。 
近年、傷害組織で産生される細胞外アデノシン三リン酸（ATP）が、様々な炎症の病態に関わ
ることが示唆されている。この細胞外 ATPの機能は細胞種や病態によって多彩であるが、Breg
への関与の報告はない。私共は、ATP受容体が制御性免疫細胞に高発現しており、ATP依存性
に炎症が増悪するという点に着目した。 
 
２．研究の目的 

Breg 機能の抑制で腸炎が増悪することは明らかであるが、その機能減弱メカニズムは全く不
明である。本研究では「炎症粘膜局所で放出される細胞外 ATP の持続暴露によって Breg の機
能が低下することを実験的に証明し、その現象が腸炎増悪の原因になるかを検討すること」、さ
らに「CD患者だけでなく、潰瘍性大腸炎（UC）患者と健常部からの腸管 B細胞を用いて比較
検証することにより、ATP 依存性の腸管 Breg の機能減弱が CD に特異的な現象かを明らかに
すること」を目的としている。 
 
３．研究の方法 
研究期間を通じて「細胞外 ATP の持続刺激による Breg の機能低下機構」についての実験を進
めてきた。代表者の石原は、 研究全体の統括者として、in vitro における実験系、モデルマウ
ス作成方法について、分担者の三島と入念に検討しながら研究を施行した。 
❶ 細胞外 ATP の刺激が Breg の機能低下を誘導するか？  
慢性炎症局所は持続的に ATP に暴露された環境と想定し、in vitro において ATP 処理した腸管
B 細胞に CpG DNA による IL-10 産生を誘導する培養系を作成する。これを用いて腸管 B 細胞の
IL-10 産生能とエフェクターT 細胞のサイトカイン制御を指標として Breg 機能を評価する。野
生型（WT）および P2X7 欠損（KO）マウスの腸間膜リンパ節（MLN）から分離培養した B 細胞を
ATP 処理し CpG DNA で誘導される IL-10 を EIA とフローサイトメトリー（FCM）で解析し ATP 無
処理群と比較する。同様に ATP 処理した B細胞を WT マウス MLN から分離した腸管 CD4+T 細胞と
共培養し、CD3/CD28 で刺激後に上清中 IFNおよび IL-17 を測定し、ATP 無処理群と比較する。
以上の実験から、腸炎時には、細胞外 ATP が P2X7 を介して Breg の機能を抑制することにより
エフェクターT細胞が抑えきれないという現象が検証可能である。 
➋ ❶の結果として腸炎の増悪が誘発されるか？ 
Rag2-/-マウスに IL-10-KO マウスの T 細胞を移入し慢性腸炎モデルを作成する。このモデルに
WT および P2X7-KO マウスの MLN から分離した B 細胞を共移入し、腸炎の活動性の評価をおこな
う。本モデルでは、B 細胞における P2X7 発現の有無で腸炎の活動性が評価できることから、慢
性腸炎において、ATP が Breg の機能低下を介して腸炎が増悪する可能性を評価できる。 
 
４．研究成果 
❶ WT マウスの脾臓から B細胞を分離培養し、種々の細菌抗原によって誘導される IL-10 につい
て、培養系に ATP を添加する実験をおこなった。本実験では、ATP 濃度に依存して B細胞からの
IL-10 産生が抑制されることが明らかとなった。また、ATP 受容体 P2X7 の欠損マウスの MLN か
ら分離した B細胞を培養し、IL-10 産生における ATP の関与を検討した。その結果、P2X7 受容体
欠損によって ATP による IL-10 産生低下が回復した。以上から、ATP は B 細胞の P2X7 受容体を
介して IL-10 産生を低下させることが明らかとなり、本メカニズムが炎症組織での Breg 機能低
下に関わる可能性が示唆された。エフェクターT細胞に関する実験は現在施行中である。 
➋ Rag2-/-マウスを用いたモデルマウスの樹立を施行中である。Rag2-/-マウスに IL-10 欠損マ
ウスの T細胞を移入して慢性腸炎モデルを作成し、本マウスに野生型あるいは P2X7 受容体欠損
マウスから分離した B 細胞を共移入するモデルを各々樹立した。本マウスは経時的に腸炎を発
症するが、腸炎の発症時期や重症度に与える B細胞の P2X7 受容体欠損の有無の影響を検討中で
ある。本実験によって、CDをはじめとした慢性腸炎発症において、ATP が P2X7 受容体依存性に
Breg 機能低下を誘導するメカニズムが検証できる。 
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