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研究成果の概要（和文）：自己免疫疾患における病原性自己抗体の産生機序の解析にあたって、Ｔ細胞によるＢ細胞の
抗体産生抑制機序の解明を行った。Ｔ細胞の活性化に伴って出現するCTLA-4分子がB細胞表面に存在するCD80/CD86分子
を介して抑制シグナルを伝達するのではないかという仮説を立て、その検証を試みたが、抗体による阻害実験では確証
に至らなかった。
　一方固相化抗CD3抗体によるT細胞依存性のB細胞活性化のシステムにおいてIgG型の自己抗体が産生されるかについて
検討を行ったが、抗DNA抗体・抗Sm抗体・抗RNP抗体のいずれも検出されなかった。IgM型抗DNA
抗体のIgG型へのクラススイッチの誘導も出来なかった。

研究成果の概要（英文）：In order to delineate the mechanism of polyclonal  B cell activation, we first exp
lore the mechanism of suppression of B cell by activated T cells using the system with immobilized anti-CD
3. Although it was suggested that interactions between CTLA4 on T cells and CD80/86 on B cells might invol
ve in the suppression, we could not get direct evidence.
 We also examined whether IgG type autoantibodies might be produced in cultures with immobilized anti-CD3 
stimulated mitomycin C-treated T cells and B cells.  However, none of IgG anti-DNA, anti-Sm, anti-RNP were
 produced.  Nor could we induce class switch of IgM anti-DNA to IgG anti-DNA with monocytes or alpha-inter
feron.
 Further studies are required to investigate the mechanism of production of IgG anti-DNA.
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１．研究開始当初の背景 
 全身性エリテマトーデス(SLE)に代表

される自己免疫疾患においては、抗 DNA

抗体や抗 ENA 抗体などの種々の自己抗体

が病態に深く関与する。従って、その産

生機序を明らかにすることが病因および

病態の解明のため重要である。 

 SLE などの膠原病においては特異的な

自己抗体の上昇に加えて、多クローン性

の高ガンマグロブリン血症が見られるこ

とから、自己抗体の産生機序としては、

多クローン性のＢ細胞活性化と抗原特異

的なＢ細胞の活性化の機序の両者が関与

すると考えられる。 

 坂口らにより、Fox P3 陽性 CD25 陽性

CD4陽性T細胞が免疫抑制作用を有するこ

とが近年発見された(調節性T細胞；Treg)。

さらに、この Treg は、IL-2 依存性にその

機能を発現すること、さらに、マクロフ

ァージとの直接接触によりその抗原提示

能を抑制することが明らかにされている。 

一方、SLE 患者では、何らかの機序で、IgM

型の抗 DNA 抗体から IgG 型の病原性の高

い抗 DNA 抗体への class switch と

affinity maturationが生じていると考え

られるが、未だその機序は不明である。 

 
２．研究の目的 

 これらの背景にたって、本研究では、

申請者がこれまで確立してきたヒト T 細

胞依存性 B 細胞活性化のシステムを用い

て、自己免疫疾患の病態の根幹をなす自

己抗体産生機序を解明することを試みた。

具体的には①T細胞によるB細胞活性化の

調節不全による多クローン性 B 細胞活性

化の機序と②自己抗原特異的 B 細胞活性

化の機序の 2 つの側面から解析を行なっ

た。 
    
３．研究の方法 
（１）固相化抗 CD3 抗体刺激 CD4 陽性 T 細

胞の抗体産生抑制の分子メカニズムの比較

検討 
 

  近年、制御性 T 細胞はその CTLA4 により

マクロファージ上のCD80を介してマクロフ

ァージの機能を抑制することが示されてい

る。そこで、CD4 陽性 T細胞による B細胞の

抗体産生抑制において、CTLA4-CD80(CD86)

の相互作用の果たす役割を検討する。 

 マイトマイシン C処理 CD4陽性 T細胞(T4 

mito)+B 細胞にマイトマイシン C非処理 CD4

陽性 T 細胞(T4 control)を添加して、固相

化抗 CD3 抗体存在下に 10 日間培養する。こ

こに、抗 CTLA4 抗体を添加し、抗体産生抑

制効果がいかに変化するかを検討する。 
 

  CTLA4-Ig(アバタセプト)を T4 mito +B 細

胞の培養に添加し、抗体産生に対する抑制

効果の有無について検討する。さらに B 細

胞の DNAポリメラーゼαの発現に及ぼす影

響についてもフローサイトメトリー及び

RT-PCR(いずれも現有設備)を用いて検討す

る。 

（２）健常人末梢血リンパ球からの IgG 型自

己抗体の in vitro での誘導 
 
 健常人より採取した末梢血より磁気ビー

ズにてCD4陽性T細胞とB細胞を精製する。

CD4陽性T細胞はマイトマイシンCで処理す

る(T4 mito)。T4 mito と B 細胞を固相化抗

CD3 抗体存在下で 10 日間培養し、IgM 型抗

DNA 抗体、IgG 型抗 DNA 抗体の産生を ELISA

にて検討する。この際、単球由来の B 細胞

刺激因子である BAFF(Blys)および同一健常

人ドナーから得た単球、樹状細胞を添加し、

その効果を検討する。 
 
４．研究成果 

（１）固相化抗 CD3 抗体刺激 CD4 陽性 T 細

胞の抗体産生抑制の分子メカニズムの比較

検討 

 病原性自己抗体の産生機序の解析にあた

って、Ｔ細胞によるＢ細胞の抗体産生抑制



機序の解明をまず行った。CTLA4-Ig である

アバタセプトが単球のアポトーシスを誘導

する事を見いだした（図１）。 

 

 
図１ アバタセプトによる活性化単球の

アポトーシス誘導 

 

以上の結果に基づき、Ｔ細胞の活性化に

伴い出現するCTLA-4分子がB細胞表面に

存在する CD80/CD86 分子を介してアポト

ーシスを誘導する抑制シグナルを伝達す

るのではないかという仮説を立て、その

検証を試みた。 

 

 検証にあたり固相化抗CD3抗体によるT

細胞依存性の B 細胞活性化のシステムを

用いた。このシステムでは、T細胞は強力

な抗体産生抑制作用を発揮して、その抑

制能は T 細胞を mitomycin C(MMC)で処理

すると消失する。このシステムにて MMC

非処理の T 細胞（conT）存在下抗 CTLA4

抗体を添加すると IgM 産生が約２倍増加

した （表１）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

また T 細胞を MMC 処理すると IgM の産生

は増加したが、その際に T 細胞の CTLA4

の発現も有意に低下していた。ただ

CTLA4/Tｇ融合蛋白であるアバタセプト

は、末梢血 B 細胞を Staphylococcus 

aureus (SA) と IL-2 にて刺激した際の

IgM 産生をむしろ増強した。また、MMC 非

処理 T 細胞 (conT) を MMC 処理 T 細胞

(MMCT)と B 細胞の培養に加えた際に見ら

れる IgM 産生抑制に対して、抗 CTLA４抗

体は有意な影響を及ぼさなかった（表２）。

また抗 CTLA4 抗体は固相化抗 CD3 抗刺激

MMC処理T細胞とB細胞の培養における免

疫グロブリン産生はむしろ抑制した。 

 

 

 以上の結果は、CTLA4 は B細胞の活性化

に対しても、また活性化 B 細胞の免疫グ

ロブリン産生の抑制にも関与している可

能性を示唆している。この点において、

CTLA4 は CD１５４と類似の役割を果たす

可能性があると考えられる（Hirohata S: 

The role of CD40-CD40 ligand 

表２ IgM (ng/mL) IgG (ng/mL) 

 

MOPC 

10 

μg/ml 

anti- 

CD152  

10 

μg/ml 

MOPC  

10 

μg/ml 

anti- 

CD152  

10 

μg/ml 

B50k 

+MMCT100k 

 +conT10k 

8096 4208 6724 4006 

B50k 

+MMCT100k 

 +conT30k 

1878 339 1346 615 

B50k 

+MMCT100k 

+conT100k 

130 59 62 0 

B50k 

+MMCT100k 

36556 21962 25112 17402 

表１ 
IgM 

(ng/mL) 
   IgG (ng/mL) 

 

MOPC 

 

10 

μg/ml 

anti- 

CD152 

10 

μg/ml 

MOPC 

 

10 

μg/ml 

anti- 

CD152 

10 

μg/ml 

B+MMCT 15726 9142 5190 1726 

B+conT 1051 1923 472 603 

     



interactions in suppression of human B 

cell responsiveness by CD4+ T cells. 

Cell Immunol, 182: 20-28, 1997）。今後

はCTLA4欠損 T細胞などを作製して、B 細

胞に対する作用を検証してゆく必要があ

ると考えられた。 

 

（２）健常人末梢血リンパ球からの IgG

型自己抗体の in vitro での誘導  

一方固相化抗 CD3 抗体による T 細胞依存

性の B 細胞活性化のシステムにおいて

IgG 型の自己抗体が産生されるかについ

て検討を行ったが、抗 DNA 抗体・抗 Sm 抗

体・抗 RNP 抗体のいずれも検出されなか

った。IgM 型の抗体については抗 DNA 抗

体のみ検出された。抗 DNA 抗体について、

その IgG 型へのクラススイッチが in 

vitro で誘導できるか検討を行ったが、

マクロファージやその産生する I 型アル

ファインターフェロンを添加しても、免

疫グロブリンの産生は増加させたものの、

IgG へのクラススイッチを惹起する事が

出来なかった。従って、IgG 型の自己抗

体産生の惹起のメカニズムの解明に当た

っては今後更なる検討が必要である。 
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