
	 

様式Ｃ‐１９	 

	 

科学研究費助成事業（科学研究費補助金）研究成果報告書	 

 

平成２４年５月１５日現在 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
研究成果の概要（和文）： 
	 我々は、RNAi ベクターによる CIN85 ノックダウン B 細胞を使用して、CIN85 分子のヒト B 細
胞分化への作用を in	 vitro レベルで明らかにした。また、マウス CIN85	 RNAi	 loxP ベクタート
ランスジェニックマウスを作成し、これらのマウスと Cre トランスジェニックマウスとのかけ
合わせにて B 細胞特異的ノックダウンに成功し、今後 in	 vivo レベルでの CIN85 アダプター分
子の機能解析が可能と思われる。	 

	 

研究成果の概要（英文）： 
  In the present study, we have shown a novel effect of CIN85 on the differentiation of human B cells, 
and have also established B-cell-specific CIN85 knockdown mice that can serve to evaluate an in vivo 
function of this adaptor molecule.  
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１．研究開始当初の背景 

  自己免疫疾患におけるB細胞の重要性は，
近年の抗CD20,	 抗CD22,	 抗BAFF抗体による

殺B細胞療法が効果をあげていることより実

証された。ただ、これらの治療法は非特異的

B細胞を標的としたものであり、自己免疫疾

患の本態を担う自己反応性B細胞を標的とし

た治療にはまだ程遠い。我々は，理想的な治

療法の開発のためには，自己反応性B細胞の

機能制御メカニズムをより明らかにする必

要があると考える。	 

	 自己抗原のB細胞抗原受容体(BCR:	 B	 cell	 

receptor)への結合後、自己反応性B細胞は、

通常生存・増殖・分化・抗原提示などの機能

が抑制された自己寛容性となるが、これらの

機能が抑制できないと自己免疫性となる。す

なわち、この自己反応性B細胞の運命決定（自

己寛容	 vs	 自己免疫）において、BCRシグナ
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ル伝達の制御はきわめて重要である（Niiro	 

and	 Clark.	 Nat.	 Rev.	 Immunol.	 2002;	 

Cannons	 and	 Schwartzberg.	 Curr.	 Opin.	 

Immunol.	 2004）。	 

	 E3ユビキチンリガーゼであるc-Cblと

Cbl-bは、細胞内シグナル分子のユビキチン

化という蛋白レベルでの修飾を介してシグ

ナル伝達を巧妙に制御している。最近、B細

胞特異的c-Cbl/Cbl-b両欠損マウスが報告さ

れた(Kitaura	 et	 al.	 Immunity	 2007)。この

マウスの特徴として、自己反応性の高いB細

胞として知られるT1,	 MZ	 (marginal	 zone),	 

B1細胞数の末梢での増加、BCRシグナル伝達

ならびに生存増殖の異常、自己抗原へのアナ

ジー誘導障害があげられ、さらには全身性自

己免疫疾患を自然発症した。以上より、我々

は 自 己 反 応 性 B 細 胞 の 運 命 決 定 に

c-Cbl/Cbl-bの機能制御は重要であると考え

る。	 

 BCRシグナル伝達において、アダプター分
子はアダプタードメインを通じて複数のシ

グナル分子と会合し、上流シグナルを統合し

効率よく下流標的分子へ繋ぐ役目を果たす

(Niiro	 and	 Clark.	 Nat.	 Rev.	 Immunol.	 2002)。

最近、c-Cbl,	 Cbl-bに会合する新規アダプタ

ー分子として、CIN85(c-Cbl	 interacting	 

protein	 of	 85	 kDa)が同定され、その後の研

究により、CIN85はc-Cbl,	 Cbl-b以外の様々

なシグナル分子とも会合しうることが判明

した。我々は、CIN85がB細胞に強く発現して

いることから、このアダプター分子を介した

B細胞の機能制御に強い興味を持った。まず、

我々は、野生株CIN85あるいはアダプタード

メイン欠損CIN85をヒトB細胞株に強発現し

た系を使用し、CIN85はCblに加え、重要なBCR

シグナル分子であるBLNKとも強く会合する

ことを明らかにした。	 

 次に、	 CIN85の	 B細胞に対する機能的意義

をより明らかにするために、野生株CIN85を

強発現させたgain	 of	 functionの系、内因性

CIN85をRNAiベクターでノックダウンさせた

loss	 of	 functionの系を使用した。その結果、

CIN85はBCRシグナル伝達の上流で機能し、

Cblリン酸化を増強し、Syk,	 BLNK,	 PLCγ2と

いったBCRシグナル分子のリン酸化を抑制し

た。B細胞の生存、分化、増殖といった機能

発現にPLCγ2は重要であるが、我々は上記

RNAiベクターにてヒト正常B細胞の内因性

CIN85ノックダウンにも成功し、CIN85は少な

くともB細胞の生存・増殖を負に制御してい

ることを見いだした。また、我々は全身性エ

リテマトーデス(SLE)をはじめとした全身性

自己免疫疾患B細胞におけるCIN85発現につ

いて検討し、自己免疫疾患B細胞では正常B

細胞に比べてCIN85発現が低かった。	 

	 現在まで、CIN85による正常ならびに自己

免疫疾患B細胞の機能制御についての研究は、

国内・国外ともに全く報告がない。	 

 
２．研究の目的 
(1)	 ヒトB細胞を使用し、CIN85のB細胞の形

質細胞への分化への作用について明らかに

する。	 

(2)	 SLEをはじめとする自己免疫疾患由来B

細胞におけるCIN85発現異常の機序につい

て明らかにする。	 

(3)	 ヒトB細胞を使用した我々のこれまで

のin	 vitroの系の結果に基づき、マウスの

系を用いたin	 vivoレベルでのB細胞特異的

CIN85ノックダウンを行う。	 

 
３．研究の方法 

 	 (1)	 CIN85によるヒトB細胞分化への作用の解
明（新納，赤司）	 

	 高純度の正常ヒト B細胞サブセット（>99%）

を使用した我々の結果では、BCR 刺激単独で

は抗体産生細胞への分化を誘導できず、この

分化には BAFF,	 CD40,	 TLR	 ligand といった

共刺激が必須であった。ただ、Cbl-b 欠損 T

細胞の活性化は T細胞受容体	 (TCR)を介する

刺激のみで十分で CD28 分子を介した共刺激

が必要でないこと(Chiang	 YJ,	 et	 al.	 Nature	 

2000;	 Bachmaier	 K,	 et	 al.	 Nature	 2000)や	 

B細胞における共刺激CD40シグナル下流でも

Cbl-b 分子が機能しているという報告(Qiao,	 

et	 al.	 J	 Immunol	 2007)があることから、Cbl



 

 

機能が変化したB細胞においては	 BCR刺激単

独でも B細胞分化のプログラムを始動できる

可能性がある。我々の正常ヒト B細胞への

CIN85	 RNAi	 (GFP)ベクター導入の系では、	 セ

ルソーターによる高純化 GFP 陽性細胞におい

て CIN85 蛋白発現が~80%程度にまでノック

ダウン可能である。この高純化 GFP 陽性細胞

を使用することにより、CIN85 ノックダウン

のヒト B細胞分化への効果について評価する。

まず、形質細胞分化誘導の始動に重要とされ

る Blimp-1,	 Xbp-1,	 IRF-4 遺伝子発現に着目

し、我々が既に確立した TaqMan	 probe によ

る real-time	 PCR の系にて、これらの遺伝子

発現を経時的かつ定量的に評価する。次に、

ELISA	 を使用し培養液中の各種免疫グロブ

リン産生量の評価ならびに ELISPOT を使用し

た抗体産生細胞の評価も行う。以上の評価を、

まずはヒト CD19 細胞の BCR 刺激単独にて行

うが、場合によってはBAFF,	 CD40,	 TLR	 ligand

といった共刺激も併用して行う。さらに、こ

れらの検討をセルソーターで分離した B細胞

サブセットごとにも行う。	 

  (2) マウスCIN85	 RNAiベクターの作成（新納）	 
	 正常ヒトＢ細胞における CIN85 ノックダウ

ンにより B細胞の機能亢進が見られることと、

SLEをはじめとする全身性自己免疫疾患由来 B

細胞で CIN85 発現が低いというこれまでの結

果に基づき、	 CIN85 ノックダウンが	 in	 vivo

レベルにおいて自己反応性Ｂ細胞の自己寛容

破綻をきたし、さらには自己免疫疾患を発症

するかをマウスの系にて検証する。	 

	 我々はまず RNAiベクターシステムがマウス

B細胞にも機能しうるかを確認することにし

た。マウス CIN85 遺伝子上で効率よいノック

ダウンが予想される約 20bp 配列の４か所（#1

~#4）を各々RNAi ベクターにクローニングし、

マウス A20 細胞株に遺伝子導入した。これら

の細胞におけるマウス CIN85	 mRNA 発現を

real-time	 PCR法を使用して定量的に評価した。

その結果、これらの配列の中には、ヒトの場

合と同様、マウス CIN85	 mRNA 発現を~80%ま

で抑制するものがあった（図 2 での#2 配列）。

さらに、我々はこれらの細胞において	 CIN85

蛋白も mRNA と同等レベルに抑制されているこ

とを確認した。これらのベクターを発現して

いる stable	 A20 細胞を樹立し、これらの細胞

を使用し BCR 刺激による下流のシグナル伝達

分子（特に Syk,	 Cbl,	 BLNK,	 PLCγ2,	 JNK,	 NFκB

等）の活性化への CIN85 ノックダウンの効果

を評価し、CIN85 が細胞に対してヒトの系と同

様の作用を示すかどうかを評価する。また、

ヒトの場合と同様、正常マウスＢ細胞への遺

伝子導入も困難とされているが、上記 RNAi ベ

クターの導入を試み、CIN85 の	 B 細胞生存、

増殖、分化への作用を明らかにする。	 

	 (3)	 CIN85	 RNAi	 loxPベクタートランスジェニ

ックマウスの作成（新納、赤司）	 

	 上記(2)の研究計画において選択したCIN85
ノックダウン効率のよい配列を使用して、

RNAi	 loxPトランスジェニックマウス用の新

規ベクターを構築する。このベクターは	 

宮崎純一教授（阪大）より供与いただいたCAG	 

(promoter)-loxP-CAT-loxP-EGFPベクターを

バックボーンにしており、loxP下流にmCIN85	 

RNAi配列を挿入したものである。通常、loxP

に囲まれた	 CATに続く終止配列により	 

mCIN85	 RNAiは発現することはないが、	 

Cre-loxPシステムにより	 CAT-終止配列が除

かれることでmCIN85	 RNAiが発現する。この	 

mCIN85	 RNAi	 loxPベクターを発現するトラン

スジェニックマウスが作成できると、CD19	 

-Creトランスジェニックマウスとのかけ合

わせにより、B細胞特異的にCIN85ノックダウ

ンが可能となる。このマウスを使用すること

により、個体レベルでのCIN85の機能が解析

できる。	 

(4)	 自己免疫疾患由来B細胞におけるCIN85

発現異常の機序（新納）	 

 ヒト自己免疫疾患Ｂ細胞における	 CIN85発

現異常の機序についても検討を行う。これま

でに我々は、健常人ならびにSLE患者から純

化したCD19＋B細胞よりnaïveならびにmemory

Ｂ細胞のサブセットに分離し、各々の集団に

おけるCIN85発現をreal-time	 PCRを使用した

RNAレベル、ウエスタンブロットを使用した

蛋白レベルで評価した。その結果、健常人に



 

 

比べ、SLE患者由来B細胞ではCIN85発現が

mRNAならびに蛋白レベルにて低かった。ただ、

その抑制は蛋白レベルでより顕著なことか

ら、主な機序として蛋白レベルでの発現制御

異常を予想している。我々のこれまでの検討

では、CIN85蛋白リン酸化は認めていないが、

ユビキチン化を含むその他の蛋白修飾をう

ける可能性があり、この点について検討を行

う。	 

	 
４．研究成果	 

(1)	 CIN85 によるヒト B 細胞分化への作用の

解明	 

	 まず正常ヒト B 細胞へ CIN85	 RNAi	 (GFP)

ベクターを導入すると、内因性 CIN85 発現が	 

10~20％程度まで抑制された。この CIN85 ノ

ックダウン細胞を用いて、B 細胞の抗体産生

細胞への分化を Blimp-1 や Xbp-1 遺伝子の発

現誘導にてモニターした。その結果、Blimp-1

と Xbp-1 遺伝子の発現は B 細胞抗原受容体

(BCR)単独刺激では誘導されず、それらの誘

導には BCR に加えて Toll-like 受容体(TLR)

の共刺激が必要であった。また、CIN85 は

BCR+TLR による B 細胞の分化誘導を抑制する

ことが判明した。以上より、CIN85 はこれま

での生存・増殖への作用に加えて、B 細胞分

化への作用も示すことが示唆される。	 

(2)	 マウス CIN85	 RNAi ベクターの作成	 

	 内因性マウス CIN85 を標的とした RNAi ベ

クターを発現している stable	 A20 細胞（マ

ウス B 細胞株）を樹立し、BCR 刺激による下

流のシグナル伝達分子の活性化への CIN85 ノ

ックダウンの効果を評価した。その結果、A20

細胞にて内因性 CIN85 発現が	 10~20％程度

まで抑制されることを確認した。さらに、こ

の細胞を使用して、CIN85 が BCR 刺激による

Syk ならびに PLCγ2 の活性化を抑制すること

が判明した。以上より、CIN85 はマウス B 細

胞に対してもヒトの系と同様の作用を示す

ことが示唆される。	 

	 次に、我々はCIN85	 RNAi	 loxPベクタートラ

ンスジェニックマウスの作成を行った。まず

はこのマウス作成のための新規ベクターだが

、宮崎純一教授（阪大）より供与いただいた

CAG	 promoter-loxP-CAT(終止配列)-loxP	 

-EmGFPベクターをバックボーンにloxP-EmGFP

下流にマウスCIN85	 (mCIN85)	 RNAi配列を挿入

した。尚、このベクターのCIN85	 RNAi配列部

位はスクリーニング実験で単独でノックダウ

ン効率の高かった配列をタンデムで２つ連結

したものであり、この方法により単独以上の

ノックダウン効率を確認した。次に上記ベク

ターが実際に機能することをin	 vitroで確認

するために、このベクターとCre発現ベクター

を共にマウスA20細胞(B細胞株)に導入したと

ころ、コントロールに比してCIN85発現がmRNA

ならびに蛋白レベルで80%以上抑制されるこ

とを確認した。こうして質の確認できたベク

ターを至適部位にて切断しlinearizeした後

に受精卵にマイクロインジェクションを行い

、その後breedingを重ねた結果、F1マウスの

genotypingにてGFP陽性を認めgerminal	 

transmissionがうまくいっていることを確認

した。	 

	 上記 CIN85	 RNAi	 loxP ベクタートランスジ

ェニックマウス	 F1４ラインを十分に増やし

た上で、CD19-Cre ならびに CD21-Cre トラン

スジェニックマウスとの交配を重ね、前者で

は骨髄 Pro	 B 細胞の段階からの、後者では成

熟 B細胞の段階からの CIN85 ノックダウンマ

ウスの作成を試みた。数ヶ月にわたる交配を

繰り返した結果、CD19-Cre による CIN85 ノッ

クダウンマウスを得ることはできなかった

が、CD21-Cre による CIN85 ノックダウンマウ

スを少数であるが得る事ができた。今後、こ

の後者のマウスの作成を継続しつつ、一方で

はこのマウスを用いて、１）中枢ならびに末

梢でのＢ細胞分化	 ２）免疫グロブリン産生	 

３）Ｂ細胞表面マーカー	 ４）Ｂ細胞内シグ

ナル伝達	 ５）Ｂ細胞のサイトカイン産生能	 

６）Ｂ細胞の生存・増殖	 ７）自己免疫疾患

発症の有無などについての検討が可能であ

る。	 

(3)	 自己免疫疾患由来 B 細胞における CIN85

発現異常の機序	 

	 我々はヒト自己免疫疾患Ｂ細胞における	 



 

 

CIN85 発現異常の機序の解明も試みた。SLE

患者 B細胞では CIN85 発現低下が蛋白レベル

で顕著なことから、ユビキチン化による蛋白

修飾系に着目した。その結果、CIN85 は BCR

シグナル伝達分子を標的としたユビキチン

化には促進的に作用したが、CIN85 蛋白自体

のユビキチン化は明確に認めなかった。現在、

microRNAを介したCIN85蛋白発現制御の可能

性についての検討も進めている。	 
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