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研究成果の概要（和文）：メモリーB細胞を抗体産生細胞まで分化誘導可能なインビトロアッセイ系を利用し、
培養上清中のIgMとIgG型の抗ドナーHLA抗体を合わせて評価することで抗原抗体反応の賦活化レベルをより詳細
に評価可
能であること、IgM抗体が産生されている症例において移植臓器が抗原抗体反応から保護されていること、IgMメ
モリーB細胞が免疫抑制機能を有しB cell mediated diseaseの病態、発症抑制に関与する可能性を明らかにし
た。

研究成果の概要（英文）：Using an in vitro assay system that can induce memory B cells to 
differentiate into antibody-producing cells, we found that the level of activation of the 
antigen-antibody reaction can be evaluated in detail by evaluating IgM and IgG type donor-specific 
HLA antibodies together in the culture supernatant, and that transplanted grafts are protected from 
antigen-antibody reaction in cases in which IgM antibodies are produced. We found that IgM memory B 
cells have an immunosuppressive function and may be involved in the pathogenesis and suppression of 
B cell mediated disease.

研究分野： 移植免疫

キーワード： 制御性B細胞　IgMメモリーB細胞　Transitional B細胞　B細胞レセプター　Tool-like receptor 9　IL-
10　CpG-ODN　免疫寛容

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
B細胞分画ごとの免疫抑制機能を評価することで、臓器移植における抗体関連型拒絶反応を含む、B cell 
mediated diseaseにおける、病態改善や発症抑制に有用な分画が同定できた。またIgM -BCR　stimulationと
TLR９ signalingの組み合わせがこれらの分画の生存、分化を調節していることが明らかとなったため、免疫抑
制機能を有するB細胞分画の生存、分化の誘導に応用できる可能性が示唆された。今後、従来の免疫抑制療法に
代わり、臓器移植分野における免疫寛容誘導などへの治療応用も期待される。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
臓器移植分野において抗体関連型拒絶反応 (ABMR)の制御が課題となっている。発症前のより早
期での診断が困難であり、病態が不可逆的に進行した後に腎生検で診断されることが多い。診断
の補助として主に IgG 抗体に臨床的意義が認められてきた。IgM 抗体は高い補体活性能を有し，
組織への傷害をもたらすことが知られてきた。一方で炎症反応による傷害から組織を保護する
などの相反する効果も報告されており、IgM 抗体においては一致した見解を認めていない。メモ
リ−B 細胞の抗体産生細胞への分化を誘導する、インビトロ末梢血単核球アッセイ系を利用して
培養上清中の IgG （抗ドナーHLA 抗体（DSA）,IgM DSA 産生を解析した結果、IgM DSA 検出例に
おいて移植臓器が抗原抗体反応から保護されている可能性が示唆された。よって IgG 抗体に加
え，IgM 抗体も評価対象とすることでより詳細に ABMR の病態把握が可能となると考えられた。
インビトロ末梢血単核球培養上清中の IgM 抗体に着目することで特定の抗原に対する液性免疫
反応の賦活化を予測できることから早期診断法としての応用も期待された。よって従来、着目さ
れてこなかった IgM 抗体の臨床的意義が明らかになりつつあった。 
２．研究の目的 
本研究では IgM 抗体の ABMR への関与方法と関与方法に影響を及ぼすサイトカインなどを明らか
にし、臓器移植分野における臨床的意義を証明することである。また IgM 抗体を対象とした、薬
剤感受性試験なども行い、新規の ABMR 治療法の開発につなげる。よって本研究の発展により病
態に即した免疫抑制療法の導入などの ABMR 制御法の発展につながり，移植後生命予後と移植臓
器予後の改善、さらには腎移植においては透析再導入数の減少など医療経済への貢献すること
を目的としている。またインビトロでメモリーB細胞を抗体産生細胞まで人工的に分化誘導して
おり、抗体産生細胞分化前のメモリーB細胞の機能も評価することで、免疫抑制機能なども検証
することで、B 細胞の機能を考慮した、より有効な免疫抑制療法の導入につなげたいと考えてい
る。 
３．研究の方法 
【１】IgM 抗体の ABMR 発症における役割を明らかにする。 
（方法）移植後、血清中に IgG 抗ドナーHLA 抗体(DSA)検出例において、IgM 抗体も Luminex 
single antigen beads assay にて解析し、IgG DSA、IgM DSA 検出と病態との関連を検証した。
IgM DSA 抗体価/IgG DSA 抗体価と ABMR 発症との関係を比較検討し、結果、IgM DSA が IgG DSA
と比べ、多く産生されている症例において ABMR 発症が抑制されている可能性が示唆された。今
後、IgM DSA の移植臓器保護機能などを明らかにするためには患者背景（免疫抑制療法、性別な
ど）を考慮した上でより多くの症例における検証が必要となる。 
 
Case1 抗体関連型拒絶反応非発症例 
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Case2 抗体関連型拒絶反応発症例 
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【２】B 細胞の各分画における、免疫抑制機能を比較検討し、生存分化に関与する因子などを明
らかにする。 
（方法） 
（１）B cell mediated disease 発症時を模倣したインビトロアッセイ系を確立する。IgM -BCR 
（B cell 受容体）stimulation と TLR（Tool 様受容体）９ signaling の組み合わせは自然免疫、
獲得免疫のバランスを制御するなど、B細胞免疫応答を調節し、抗体の産生など発症に重要な役
割を果たし、疾患発症への関与、さらに IL-10 産生を介し、免疫担当細胞活性化や抗原提示能な
どを調節し、B cell mediated disease での病態改善、発症抑制に働くとの報告を認めている。 
これらの報告を参考に健常人由来の PBMCs (n=5) に IL-21, CD40 ligand, phorbol myristate 
acetate (PMA), and phytohemagglutinin/leucoagglutinin (PHA-L)を基本培地として加え、
さらに IgM BCR 刺激のために AffiniPure F(ab')₂ Fragment Goat Anti-Human IgM, Fc5μ 
fragment specific（anti-IgM）と TLR agonist として CpG-ODN をそれぞれ添加し,36 時間培養
する。 
（２）IgM メモリーB細胞の免疫抑制機能をその他 B細胞分画と比較する。 
（方法） 
Flow cytometryにてB細胞をClass switched メモリーB細胞、IgM メモリーB細胞、Transitional 
B 細胞、ナイーブ B 細胞の各分画に分類し、IL−10 発現を比較検討した。IgM メモリーB細胞と
Transitional B 細胞において有意に IL−10 が高発現であることを確認した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（３）IgM BCR stimulation と TLR９signaling の組み合わせが IL−10 enriched B cell 
subset(Transitional B 細胞, IgM メモリーB 細胞)の生存分化へ及ぼす影響を比較検討する。 
（方法） 
Anti-IgM（０、10ug/ml）と CpG-ODN(0,2.5,5ug/ml)をそれぞれ添加の上,36 時間培養し、IL−10 
enriched B cell subset(Transitional B cell, IgM メモリーB 細胞)の生存分化を Flow 
cytometry にて比較検証した。 
Transitional B cell は anti-IgM 非添加群では CpG―ODN 添加濃度間に有意差は認めなかった。
一方で anti-IgM 添加群(10ug/ml)では CpG-ODN 濃度依存性に分化が有意に抑制された。IgM メ
モリーB細胞は anti-IgM 非添加添群では CpG―ODN（5ug/ml）添加で分化が抑制され、anti-IgM 
添加群では CpD -ODN（2．5、５ug/ml）添加群で分化が優位に抑制された。Transitional B cell
への CpG―ODN 関与法は抗原による、IgM BCR 刺激により強調され、IgM メモリーB 細胞は IgM 
BCR と CpG―ODN が協力して分化を抑制することが示唆された。 
４．研究成果 

抗体関連型拒絶反応を含む、B cell mediated disease における IgM 抗体の役割を明らかにし

た。インビトロアッセイ系を利用することで B−２細胞を由来とする IgM 抗体を選択的に評価可

能となり、B−１細胞由来の自然抗体の影響を除外することができた。結果、IgG DSA と IgM DSA

を培養上清中より早期に高い精度で検出することが可能となり、今後の臨床での応用も期待さ

れる。さらに IgM DSA が移植臓器を抗原抗体反応から保護している可能性が明示唆されたこと

がきっかけとなり、IgM メモリーB 細胞の機能に着目した結果、B 細胞各分画の免疫抑制機能を

比較検討につながり、免疫抑制機能を有する分画の生存分化に抗原刺激下では TLR９signal が

重要な役割を果たしている可能性が示唆された。インビボにおける、検証も必要であるが、イン

ビトロでの結果より、抗原による IgM BCR 刺激下において CpG -ODN シグナルの遮断は B cell 

mediated disease 発症、病態の進展抑制に有効である可能性が示唆され、新たな抗体関連型拒

絶反応制御法の開発につながる可能性が明らかとなった。 
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