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研究成果の概要（和文）：骨髄移植による骨髄混合キメラ導入は難治性SLEの治療に有効であるが、その治療機序につ
いては不明なことが多い。本研究では、遺伝子改変動物の骨髄を導入することにより、正常な骨髄より発生したT細胞
が自己反応性B細胞を制御してSLEの発症を抑制していることを示した。さらに、BXSBループスマウスは本態性に血清の
BAFFの値が上昇し、B細胞が活性化しやすい体内環境を形成することがわかったため、骨髄移植によって置き換えられ
ない細胞の中にB細胞の抗体産生に関わる細胞の異常があると考え、BXSBの濾胞樹状細胞にTLR7が過剰発現しているこ
と、TLR7からの刺激がBAFF産生に関わっているという結果を得た。

研究成果の概要（英文）：Induction of allogeneic bone marrow(BM)chimerism has been reported as a　therapy 
for patient with severe systemic lupus erythematosus(SLE),however, the ditails of therapeutic mechanism 
is still unknown.To clarify this mechanisms, we transplanted BM cells taken from TCR knock-out or BCR 
knock-out mice, into BXSB lupus prone mice. As the result,mixed chimeric BXSB mice donated TCR KO BM 
cells developed SLE but not in chimeric mice donated BCR KO BM cells. These results indicated that normal 
T cell developed from donor BM regulated auto-reactive B cells.
Moreover,we revealed that the serum level of BAFF was spontaneously increased in BXSB lupus mice, and 
this cytokine may be one of triggers of auto-reactive B cell activation. We detected that transcription 
of TLR7 of follicular dendritic cells(FDCs)in BXSB mice increased two to four fold higher than that in 
normal C57BL/6 mice.The stimulation of TLR7 of FDC may induce production and secretion of BAFF.

研究分野：臨床免疫学
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１．研究開始当初の背景 
全身性ループスエリテマトーデス（Systemic 
lupus erythematosus : SLE）は原因不明の
自己免疫性疾患である。治療はステロイドや
免疫抑制剤などを用いる対症療法が主体で
あり、現在も根治療法の確立が求められてい
る。近年、様々な自己免疫性疾患に対し、骨
髄移植による治療が試みられており、動物実
験では有意な効果がある事がわかってきて
いるが、実際の臨床現場では、骨髄移植が根
治療法として取り入れられることは少なく、
特に日本では成功例の報告も多くない。骨髄
移植が自己免疫疾患の根治治療として浸透
しない理由として、臨床例ではMHCが適合
するドナーを見付けることが困難であるこ
とや、骨髄移植という治療自体に侵襲性があ
ること、GVHDなどの副作用の発症する恐れ
があるにも拘らず、骨髄移植による自己免疫
性疾患の治療機序に不明な点が多いことな
どが考えられる。我々は、骨髄移植の臨床上
の問題点を解決する方法として「MHC 不完
全一致ドナーの骨髄をホストの骨髄細胞を
残存させた状態で共存させる骨髄混合キメ
リズム」の導入を考え、安定な混合キメラ導
入のプロトコールを検討してきた。その過程
において移入されたドナー骨髄より発生し
た正常T細胞がホストのB細胞の中から自己
反応性 B 細胞のみを特異的に刈り込んでい
ることを示す実験結果を得た。また、ヒト
SLE のモデルとして用いた BXSB マウスに
は B 細胞活性化の閾値を下げる体内環境が
できており、このマウスに正常 T 細胞との
interaction を阻害した正常 B 細胞を導入す
ると抗核抗体を産生し始めることがわかっ
た。この BXSBマウスの lupus proneの性質
がどのような細胞の異常に起因するかを明
らかにすることは、ヒト SLE の発症機序を
理解するうえでも有用な知見になると考え
られる。 
 
２．研究の目的 
上記の研究背景を踏まえ、本研究課題ではま
ず、骨髄移植が SLE の発症を抑制する機序
をより明確にするため、遺伝子組み換えマウ
スと lupus prone BXSB/Yaaマウスとの骨髄
キメラを作製し、遺伝子異常を持つ BXSB側
の B 細胞が残存していても T/B interaction
によって異常なB細胞をT細胞が刈り込むこ
とができれば SLE 症状は進行しないことを
示す。 
また、BXSB を host にすると、遺伝子異常
を持たない正常マウス骨髄由来の B 細胞で
も抗核抗体を産生するようになるため、
BXSBでは正常B細胞を自己反応性にするよ
うな因子を骨髄移植で置換できない細胞が
産生していることが予想される。我々は、近
年ヒトの SLE で疾患の消長との関連が指摘
されているサイトカイン BAFFに注目し、リ
ンパ球以外の host BAFF 産生細胞の特定を
試みる。 

 
３．研究の方法 
（１）BXSB/Yaa (H-2ｂ)を host にした骨髄
混合キメラの誘導：host には 7 週齢のオス
BXSB を用い、骨髄移植前日に４Gy の放射
線全身照射を行い、抗 CD40L抗体 2mg(i.p.)
とともに 2.0×107cellのドナー骨髄細胞を静
脈注射した。ドナーには RAG2-/-・C57BL/6, 
TCRα-/-・C57BL/6,μMT-/-・C57BL/6 の 3
系統のノックアウトマウスを用いた。移植後
8週目に FACSで骨髄混合キメラが生着した
ことを確認し、その後 4週ごとに血清を採取
した。50週を経過したところで屠殺し、lupus
腎炎の病理学的評価を行った。 
（２）血清 BAFFと anti-dsDNA Abの測定：
生後 5週齢からBXSBマウスの血清を 4週ご
とに採取し、BAFF と anti-dsDNA Ab を
ELISA法にて測定した。 
（３）濾胞樹状細胞の分離と TLR7, BAFF
発現の qRT-PCR による測定：前日に 10Gy
放射線をマウスに照射し、リンパ節から抗
FDC１抗体とmagnetic beadsを用いて濾胞
樹状細胞を分離した。この細胞のｍRNA を
逆転写し TLR7と BAFFの発現を qRT-PCR
を用いて正常と BXSBで比較した。 
（４）R848 刺激後の濾胞樹状細胞の BAFF
産生の変化：TLR7 の特異的 Ligand である
R848を静脈より投与し、4～20 時間後の脾臓
の濾胞樹状細胞が発現する膜型 BAFF の量
に変化が見られるか、FACSにて解析した。 
 
４．研究成果 
（１）BAFF(B cell activating factor)は、近
年ヒトの SLE やシェーグレン症候群患者で
その血清の値が上昇していることが明らか
になってきており注目されているサイトカ
インである。まず、BXSB/Yaaマウスの血清
BAFFがどのように変化するか自然経過を把
握するため、生後４週齢から 4週おきに血清
BAFFの値を測定したところ、BXSBでは生
後 12 週齢頃から上昇し始め、BAFF の上昇
と同時に抗 dsDNA抗体価が上昇していくこ
とがわかった。BXSB/Yaaマウスの抗核抗体
産生に血清 BAFF が関わっている可能性が
示唆された。 
（２）BXSBには Yaaというmutationが存
在し、X染色体の Y染色体への転座によりオ
スのマウスにおいて TLR7 遺伝子が重複し、
主にB細胞でTLR7が2倍発現するためBCR
からの signal 感受性が亢進して抗核抗体を
作りやすくなるということが知られている。
我々の今までの正常マウスを用いた骨髄移
植実験の結果では、Yaa geneを持つ hostの
B細胞が残存しても正常なT細胞を移入すれ
ば自己反応性 B細胞が刈り込まれ SLE症状
が抑制されることが示唆されている。このこ
とを明らかにするために RAG2-/-(T,B cellを
欠損)、TCRα-/-(T 細胞を欠損)μMT-/-(B 細胞
を欠損)マウス（全て C57BL/6 :H-2b）の骨髄
を BXSBマウスに移植し、FACSで骨髄キメ



ラになったことを確認したうえで血清抗
DNA 抗体の推移と糸球体腎炎の評価を行っ
た。RAG2-/-と TCRα-/-を移植したマウスは血
清の抗 dsDNA抗体の上昇はおさえられるこ
とがなかった。また、μMT-/-の骨髄を移植し
たマウスでは、lupus 腎炎の進行が見られな
かったのに対し、RAG2-/-と TCRα-/-の骨髄を
移植したマウスでは lupus腎炎の進行したマ
ウスの数が多く、骨髄移植により T細胞によ
る B細胞の制御を正常化することが SLEの
発症を防いでいることが示唆される結果と
なった。 
（３）次に、我々は骨髄移植で置換できない
細胞の中で BAFFを産生し、B細胞を活性化
の trigger となる細胞として濾胞樹状細胞
（FDC）に着目した。FDC は骨髄幹細胞か
ら発生する細胞ではないと考えられており、
BCR が認識しやすいように可溶性抗原を抗
原抗体複合体の形で膜状に保持し B 細胞に
提示してはいるものの、MHC を介した抗原
提示はしないのでMHC完全ミスマッチの正
常 B 細胞が移植された場合でも過剰に活性
化できる可能性をもっている。近年の研究で
は FDCが BAFFを産生しているという報告
もあり、SLE proneの体内環境を作り得る細
胞の候補と考えられた。 
そこで、BXSB と正常 C57BL/6 マウスより
リンパ節中の FDC を分離し、RT-PCR で
TLR7,TLR9, MyD88の発現を調べたところ、
いずれも FDC での発現が確認され、BXSB
では TLR9,MyD88 の発現は正常と同程度で
あるが、TLR7 の発現は正常の約 2～4 倍で
あることが明らかになった。これは、Yaa 
mutation の特徴である TLR7の重複がB細
胞のみならず、FDCでも影響していることを
示唆する所見である。 
（４）FDC に TLR7 が過剰発現することが
明らかになったため、FDC が TLR7 からの
刺激により B 細胞の抗体産生を促すか in 
vitro で実験した。Anti-FDC1 Ab を用いて
autoMACS により BXSB または正常
C57BL/6より分離した FDCと naïve B細胞
を抗原抗体複合体 (OVA/rabbit anti-OVA 
1:6)存在下で 48 時間 co-cultureし、培養上清
中の BAFF と mouse anti-OVA IgM を
ELISA法で測定した。または、分離した FDC
を TLR7 の Ligand である R848 で刺激し、
培養上清中の BAFF を測定した。本方法は
J.G.Tewらにより J．Immunol誌上などに繰
り返し publishされているが、今回我々が追
試したところ再現性はなく、IgM, BAFF い
ずれも検出感度以下であった。原因として
FDC を分離する際に用いる抗 FDC1 抗体が
感知する FDC 上の抗原が放射線を照射しな
いと発現が低いため、放射線照射による FDC
の viability の低下が回避できないためと考
えられた。 
そこで、放射線を照射しなくても FDC を検
出できる新たな抗体、抗 FDC2抗体を入手し
FDC を分離せずに解析する実験系を立ち上げ

た。BXSB または C57BL/6 に TLR7 の
Ligandである R848を静脈注射し、投与後 4
時間と 20 時間後にマウスを屠殺して脾臓を
採取、CD45-ICAM+ FDC2+の細胞集団を
FDCとして、FDCに発現した細胞内 BAFF
と膜型BAFFを染色してFACSにて蛍光強度
を測定して発現量を比較した。対照群には
DMEMを静脈注射した。その結果、FDCの
BAFF産生は R848投与の影響を受けて変化
することが対照群との比較でわかった。しか
しながら、FACSでは分泌型の BAFFを検出
できないためBXSBのFDCの方がC57BL/6
よりも R848 刺激に強く反応して大量の
BAFFを産生しているという確証は得られな
かった。BAFFはもともと TLR Ligandなど
の第一の刺激で多くは膜型として産生され、
その後 ɤ-IFN などの第二の刺激で分泌型と
して放出されることが知られているが、
BXSB のような SLE を自然発症するマウス
では BAFF 以外にも炎症性サイトカインの
過剰な産生などが存在することは十分考え
られ、C57BL/6 と膜型 BAFF を比較したと
きに、その状態が分泌される前なのか後なの
かを同定することができない。この点を補う
ために R848投与後の時間や投与量を変えて
何度か実験を行ったが、使用できるマウスの
個体数にも限りがあり、期間内にこの測定系
だけで統計学的な有意差を得ることはでき
なかった。 
また、仮に BXSBの FDCが TLR7刺激によ
り BAFF を過剰に産生するようになったと
しても、FDCはもともと体内に存在する細胞
数が少なく、（１）で示したように血清の
BAFF の値を有意に上昇させるほど大量の
BAFFを産生できるのかは疑問である。この
点につき、BXSB の様々な細胞を分離して
qRT-PCRを用いて BAFFの発現している細
胞を探した結果、活性化 T 細胞と好中球で
BAFFのmRNAの発現が高かった。その後、
ELISA によっても好中球の BAFF の産生量
が他の細胞よりも多いことが確認できた。 
SLE のような自己免疫性疾患における好中
球の役割は長年考えられてこなかったが、近
年 NETosis などの新たな好中球の機能が発
見されたことで、好中球と SLE の進展との
関わりは急速に注目されるようになった。今
後はこのような自然免疫系の細胞と獲得免
疫系の異常とがどのように影響しあうかを
考慮しつつ、本課題で得られた研究結果を活
かして発展させていく予定である。 
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