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研究成果の概要（和文）：B細胞は抗体を産生する役割のみを持つとされてきたが、近年の免疫学の発展によ
り、多様な役割が明らかとされてきている。その中でも特に重要な役割として、B細胞は抗原提示や、抗原刺激
に応じたサイトカイン産生を介して、免疫系において中心的な役割を果たすことが示唆されている。本研究では
独自のマイクロフルイディクスを用いた新しい測定法を使い、SSc患者より得られた自己反応性B細胞の機能解析
を行った。これにより、自己反応性B細胞が血管内皮細胞や線維芽細胞およびT細胞などの免疫担当細胞と相互作
用した際に、種々のサイトカインを産生し、SScの病態に深く関与していることが明らかとなった。 

研究成果の概要（英文）：Although B cells have long been thought to play only an antibody-producing 
role, recent developments in immunology have revealed a variety of roles for B cells. Among them, B 
cells have been suggested to play a central role in the immune system through antigen presentation 
and cytokine production in response to antigen stimulation. In this study, we analyzed the function 
of autoreactive B cells obtained from SSc patients using a novel assay based on our original 
microfluidics. The results revealed that autoreactive B cells produce various cytokines when they 
interact with immune cells such as vascular endothelial cells, fibroblasts, and T cells, and are 
deeply involved in the pathogenesis of SSc.

研究分野：自己免疫疾患
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研究成果の学術的意義や社会的意義
SScにおいてB細胞は病態において重要であることが示唆されている。実際に本邦では、B細胞除去療法がSScの治
療法として保険適応となっている。しかし、B細胞には自己免疫疾患において炎症を惹起する集団のみならず、
感染防御に関与する集団や、炎症を抑制する集団など、様々な亜集団が存在している。このため、現在一般的に
用いられている全般的なB細胞除去療法は必ずしも適切な治療とは言えない場合がある。本研究では、SScにおい
て病原性を有するB細胞の同定を行ったことで、新たな治療法開発の礎となった。

※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。



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

SSc は皮膚科領域における代表的な全身性自己免疫疾患であり、①自己免疫、②皮膚
および内臓諸臓器の線維化、③血管障害を主徴とする。有効な治療法がないため、患者の QOL
は著しく障害されており、病態の解明と新たな治療法の開発が急務である。SScの病因は不明で
あるが、その発症には自己免疫が重要であると考えられている。その根拠として、SScでは線維
化や血管障害が顕在化する以前から、核内抗原である topoisomerase (topo) Iなどに対する自己
抗体が検出されることが挙げられる。さらに、出現する自己抗体の種類によって、合併症の頻度
や予後が大きく異なる。このように自己免疫反応によって産生される自己抗体は SSc の病態と
密接に関連しており、自己抗体産生の担い手である B細胞は SScの病態形成において中心的な
役割を果たすと考えられる。しかしながら、自己抗原の多くは核内あるいは細胞質内に存在する

ため、血液もしくは組織液といった細胞外
液中に存在する自己抗体が、直接病態形成
に関与するとは、一般的に考えられていな
い。このため、自己反応性 B細胞の自己免
疫疾患に対する直接的な役割を、自己抗体
産生能で説明することはできず、自己抗原
反応性 B 細胞と SSc の病態の関係は不明
瞭なままであった(図 1)。 

近年の研究により、B細胞は抗体
産生のみならず多彩な機能を持つことが
明らかとなってきた。B細胞は抗原提示を
行い、サイトカインを産生し、他の免疫細

胞の分化と活性化を誘導し、免疫系に対して様々な影響を与える。これらの多彩な機能を B 細
胞が発揮するためには、B 細胞受容体(B cell receptor; BCR)に特異的に結合する抗原刺激が必
要であり、B 細胞機能の多くは抗原特異的に発揮されると考えられている。このように B 細胞
は抗原特異的な BCR刺激を介して免疫系において支配的な役割を果たしており、SScを含む自
己免疫疾患においても自己抗原反応性 B細胞が病態の中心をなす可能性がある。 

前述の通り、自己抗原反応性 B細胞は SScにおいて重要な役割を果たしていることが
強く示唆されているにも関わらず、直接的な役割は明らかとなっていない。この理由として第一
に挙げられるのは、患者から得られる自己抗原反応性 B 細胞は生体内に僅かしか存在せず、解
析出来る細胞数に限りがあるという点である。第二に、少数の自己抗原反応性 B 細胞から産生
されるサイトカインは微量であるため、enzyme linked immunosorbent assay (ELISA)法や
LUMINEX法といった従来の手法では検出力が不足している。第三に自己抗原反応性 B細胞の
機能を解析するためには、血管内皮細胞や他の免疫細胞との細胞間相互作用の検討が不可欠で
あるが、細胞培養プレートや ELISAプレートといった従来のデバイスでは細胞に対してサイズ
が大きすぎるため、生体内での細胞同士のやり取りが ex vivoで再現できていない。自己反応性
B細胞の解析には、これらの問題点を解決する新しい手法が必要となる。 

前述の通り、SSc は本邦における指定難病であり、患者数の少なさから十分な研究が
なされておらず、病因の解明に至っていない。このため、有効な治療法開発には未だ至っていな
い。発症には自己免疫の関与が示唆されており、ステロイドと免疫抑制薬が治療として用いられ
ている。これらの治療はある一定の効果を示すものの、重症例には効果がなく、また効果があっ
たとしても副作用のために患者の予後は悪い。従って、病因の解明とそれに基づく治療法の開発
が切望されている。SSc の病因には自己抗原反応性 B 細胞が重要であることは先に述べたが、
これを検討するための技術はこれまで確立されていなかった。このため、研究代表者らは生体内
にごく僅かしか存在していない自己抗原特異的 B 細胞を解析するため、東京大学工学部北森研
究室と 2014年から医工連携共同研究を行って来た。現在までの成果としてマイクロ空間を用い
た超微量タンパク測定法を確立している。この技術は患者から得られた僅かな自己抗原特異的 B
細胞の機能解析を可能とするものであり、本研究で計画した通り、SSc 患者における topo I 反
応性 B細胞解析に着想した。 
 
 
２．研究の目的 

以上のことから、本研究では SSc における自己抗原反応性 B 細胞の機能解析を行う。
この解析に伴う前項の問題点に関しては、医工連携研究によって確立した新しい独自の手法を
用いて解決する。詳細は次項で述べるが、本研究ではマイクロチップ上に形成されたマイクロ空
間を用い、自己抗原反応性 B細胞の解析を行う。これにより、自己抗原反応性 B細胞が血管内
皮細胞や線維芽細胞および T 細胞などの免疫担当細胞と相互作用した際のサイトカイン産生能
を検討することが可能となり、これまでブラックボックスであった SSc における自己抗原反応
性 B 細胞の機能が明らかとなることが期待される。本研究で得られる新しい知見は他の自己免

 

 
図 1. SSc と自己抗原特異的 B細胞 



疫疾患にも応用可能であることが予想され、自己免疫疾患全体における新たな病因論を創造出
来る可能性がある。本研究では SSc 患者における topo I 特異的 B 細胞の病原性を明らかにす
る。具体的には ex vivoで毛細血管環境を再現し、血管内皮細胞に topo I特的 B細胞が接触し
た際の機能を検討する。さらに、SScモデルマウスである topo I誘導 SScモデルから得られた
topo I 特異的 B 細胞を野生型マウスへ養子移入し、その病原性について確認する。毛細血管環
境の再現と、SSc患者から少数しか得られない topo I特異的 B細胞の解析には、我々が開発し
たマイクロ空間を用いた解析システムを用いる。 
 
 
３．研究の方法 
1) マイクロ空間における B細胞機能解析 
現在用いられている一般的な手法では、サイトカイン産生能を含めた B 細胞の機能を検討する
ためには、104-6個の細胞数が必要となる。これは、サイトカイン濃度測定に用いられる ELISA
法などでは検出のために最低でも 0.1 pmol/L以上のタンパク質濃度が必要とされ、B細胞から
産生されるサイトカインは微量であるためである。そもそも現在一般的に用いられているマイ
クロチューブなどの反応容器は、細胞に対してあまりに巨大であり、細胞を溶解した際の希釈率
は 10-8倍となる。さらにサイトカイン分子をヒトの大きさに例えると、検体の表層にあるサイ
トカイン分子が、ELISA プレート底面の捕捉抗体までにたどり着く道のりは、地球から月まで
の距離に等しい。さらに捕捉抗体に結合したサイトカイン分子を検出するのは、地球上に存在す
る個人を人工衛星から捜すようなものであるため、高い検出器が必要となる。これらに加え、
topo I 特異的 B 細胞は患者体内にごく僅かしか存在しないため、従来の測定方法では解析でき
ない。研究代表者はマイクロチップを用いた独自のアッセイ系を確立しており、これらの問題点
を解決した top I特異的 B細胞の解析を行うことができる。 
1-1) SSc患者末梢血からの topo I特異的 B細胞抽出; 抗 topo I抗体陽性の SSc患者から、通常
の診療で得られた採血検体を用い、蛍光標識された topo I抗原に結合する B細胞をセルソータ
ーで抽出することにより topo I特異的 B細胞を得る。 
1-2) マイクロチップ上での共培養; マイクロチップに形成された直径 100 μmの流路で血管内
皮細胞を培養する。次に topo I特異的 B細胞を 102個導入し、topo I特異的 B細胞と血管内皮
細胞の細胞間相互作用を検討する。対応抗原は不明ながらも、抗 topo I 抗体は血管内皮細胞の
表面分子に結合することが知られており、topo I特異的 B細胞は BCRを介して血管内皮細胞か
ら刺激を受けると考えられる。さらにマイクロ流路には栄養の供給のため培養液が流れており、
これは生体における血流に相当する。血流によって生じるシェアストレスは血管内皮細胞のタ
ンパク分子発現を変化させるため、B 細胞と血管内皮細胞の新しい相互作用を明らかにできる
可能性がある。 
1-3) マイクロ ELISAによるサイトカイン、抗原結合能解析; B細胞あるいは血管内皮細胞から
培養液中に放出された微量のサイトカインを、マイクロ空間に展開した捕捉抗体結合ビーズを
用いて解析する。検出には高感度な熱レンズ顕微鏡検出系を用いているため、従来法よりも 102-

4倍の感度で解析が可能である。 さらに topo I特異的 B細胞が産生する抗 topo I抗体や、その
他の自己抗体の血管内皮細胞に対する結合能をマイクロチップ上で細胞ELISAを行うことで検
討する。   
1-4) DNA マイクロアレイ解析; 共培養後の細胞をマイクロチップから取り出し、DNA マイク
ロアレイを行い、発現する遺伝子の解析を行う。 
 
2) SScモデルマウス解析 
2-1) topo I誘導 SScモデルマウス作成; 野生型マウスに topo I抗原を免疫し、SScモデルマウ
スを作成する。  
2-2) マイクロ空間による B細胞機能解析; ヒトと同様に、topo I特異的 B細胞の解析を行う。 
2-3) 養子移入実験による topo I 特異的 B 細胞の病原性確認; topo I 誘導 SSc マウスから得た
topo I 特異的 B 細胞を野生型マウスへ養子移入し、病理組織・血清サイトカイン・自己抗体を
解析する。 
 
４．研究成果 
1) マイクロ空間における B細胞機能解析 

SSc患者から抽出した topo I特異的 B細胞をマイクロチップ上で T細胞と共培養した
ところ、T細胞を IL-10産生性の regulatory T細胞に分化させる B細胞と、IL-17を産生する
Th17細胞へ分化させる B細胞が存在していることが明らかになった。 

マイクロ ELISAを用いて B細胞から産生されるサイトカインを検討したところ、B細
胞からはさまざまなサイトカインが産生されることが明らかとなった。特に、IL-6、IL-23、IL-
10、IL-35 の産生は T 細胞の分化と線維芽細胞からのコラーゲン産生に重要な役割を果たして
いることが示唆された。 

さらに topo I特異的 B細胞の DNAマイクロアレイの解析において、上記のサイトカ
イン産生に重要な経路の遺伝子発現が更新していることが明らかとなった。 

 



2) SScモデルマウス解析 
我々が樹立した topo I誘導 SScモデルマウスでは、topo Iによる免疫を複数回行うこ

とになる。Topo I誘導 SScモデルマウスの体内では、topo I特異的 B細胞の出現が認められた。
Topo Iによる免疫を 1回行った場合と、4回免疫した場合を比較したところ、topo I特異的 B細
胞から産生される抗 topo I抗体は、免疫の回数が多いマウスにおいて topo Iに対する抗原親和
性を増していることが明らかとなった。 

Topo I特異的 B細胞からのサイトカイン産生能を検討したところ、topo Iを用いて 1
回免疫したマウスから得られた抗原低親和性 B 細胞からは、IL-10 や IL-35 といった炎症抑制
性のサイトカイン産生が認められた。その一方で、topo Iで 4回免疫したマウスから得られた抗
原高親和性 B細胞からは炎症を惹起すると考えられる IL-6や IL-23の産生が認められた。 

次に IL-23に対する中和抗体を用いて、4回 topo Iで免疫したマウスの治療実験を行
った。その結果、それぞれの中和抗体の投与によって、topo I 誘導 SSc モデルマウスの皮膚硬
化と肺線維化は改善することが示された。 
 
 以上の結果をまとめると、SScにおいて topo I特異的 B細胞は抗原に対する親和性が
低いうちは、IL-10や IL-35を介して炎症抑制性に働き、その一方で、抗原親和性が亢進した際
には、IL-6や IL-23を介して炎症を引き起こし、線維化を促進することが示唆された。 
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