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研究成果の概要（和文）：  これまでの私共の研究で、制御性B細胞（Breg）の存在・機能によって腸管炎症が
抑制されることが明らかになっていた。今回の申請課題において得られた知見として、アポトーシス細胞をマウ
ス腸炎モデルに経静脈的投与することによってBregが誘導され、結果的に腸炎が抑制されること、さらに、その
過程にはTLR9シグナルとMFG-E8を介したアポトーシス細胞の貪食が関わることを明らかにした。本研究成果は、
生体内でBregを誘導する方法として新規の知見であり、炎症性腸疾患の病勢をコントロールする新たな治療法開
発へつながる可能性がある。

研究成果の概要（英文）：Although we recently reported anti-inflammatory roles of regulatory B cell 
(Breg), methodologies regarding the effective induction of Bregs remain unknown. Apoptosis is a 
programmed death of unwanted cells, and handling of apoptotic cells (ACs) is thought to have 
profound effects on immune-mediated disorders. In the present study, we injected ACs into a chronic 
colitis model in the presence and absence of co-transferred Bregs. We also injected syngeneic ACs 
into control mice as a control and into milk fat globule-epidermal growth factor 8 knockout (MFG-E8 
KO) mice deficient of phagocytic function. Colitis severity of mice was reduced in the AC as opposed
 to control group. The AC-mediated effect was lost in the absence of Bregs. ACs induced splenic B 
cells to secrete significantly increased levels of IL-10 in wild mice but not MFG-E8 KO mice. Our 
results show that ACs are protective only in the presence of B cells and phagocytosis of ACs induced
 IL-10 producing Bregs. 

研究分野： 消化器病学
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１． 研究開始当初の背景 
私共は、これまでに炎症性腸疾患（IBD）

モデルマウス（クローン病自然発症モデル
SAMP1/Yit マウス、SCID マウスへのナイー
ブ T 細胞移入腸炎モデル）を用いて、IBD の
病態における制御性 B 細胞（Breg）の機能を
検討してきた（Immunology 2010, Inflamm 
Bowel Dis 2014）。この研究結果によって、
Breg が存在しない個体では、過剰な免疫応答
をともなう腸炎が増悪することが明らかに
なっていた。 
しかし、腸管免疫の恒常性維持において、

どのように Breg が誘導・活性化されるかに
ついては全く不明であった。また一方で、私
共のグループは、Breg の研究とは別に、生体
内でアポトーシス細胞が処理される過程を
研究しており、実際、このシステムが破綻す
ると炎症性疾患が誘発されることを明らか
にしていた（J Immunol 2009）。この研究過程
で、アポトーシス細胞によって免疫寛容が誘
導されることが想定されたため、アポトーシ
ス細胞が制御性の免疫サブセットを誘導す
る可能性を想定していた。特にアポトーシス
細胞による Breg の誘導や治療への応用につ
いての研究や報告は皆無であった。 

 
２． 研究の目的 
 生体内での Breg の誘導・活性化機構の解
明、特にアポトーシス細胞の処理機構との関
連を解明し、Breg の免疫調整作用を応用した
新規の IBD 治療法を開発することを目的と
した。 
 
３．４．研究の方法 
❶ アポトーシス細胞の移入による腸炎抑制 
アポトーシス細胞の生体内への移入によ

り腸管炎症の抑制が可能になるか否かを検
討した。体外においてデキサメサゾンで誘
導・調整したアポトーシス細胞（胸腺細胞）
を CD19 陽性 B 細胞とともに、腸炎モデル（T
細胞移入 SCID マウス）に経静脈的に移入し
た。移入後に体重減少の抑制、腸管の組織学
的炎症、腸管における炎症性サイトカイン産
生を評価した。 
➋ アポトーシス細胞による腸炎抑制におけ
る Breg の関与 
上記腸炎モデルにおいて、Breg 存在の有無

が腸炎抑制に与える影響を検討した。FACS
によって Breg（CD1dhighCD19high）を除去し
たB細胞群、除去しない全B細胞群を調整し、
アポトーシス細胞とともに、腸炎モデル（T
細胞移入 SCID マウス）に経静脈的に移入し
た。同様に、移入後に体重減少の抑制、腸管
の組織学的炎症、腸管における炎症性サイト
カイン産生を評価した。 
➌ アポトーシス細胞によるBregの誘導メカ
ニズムの解析 
①ここまでの検討で、移入アポトーシス細

胞が Breg を介して炎症を抑制することが明
らかになったので、次に、生体内でアポトー

シス細胞がどのように Breg を誘導するかを
検討した。他の研究グループの先行研究によ
って、移入したアポトーシス細胞は脾臓に蓄
積することが報告されていた。そこで、野生
型 C57/BL マウスにアポトーシス細胞を移入
後に、マウスから脾細胞を分離して、FACS
で Breg 分画（CD1dhighCD19high）の誘導率
を解析した。また、誘導された Breg が PMA
や非メチル化CpG DNAに対して IL-10を産
生するか否かを in vitro で検討した。 
②アポトーシス細胞による Breg 誘導過程

における TLR9 の必要性について、TLR9 KO
マウスの B 細胞共移入する腸炎モデルを作
成し、腸炎の抑制効果を検討した。 
➂本実験系における Breg 誘導には、食細

胞によるアポトーシス細胞の貪食が必須で
あると仮定し、Milk fat globule-EGF 
factor-8 （MFG-E8）KO マウス（アポトー
シス細胞の貪食機能が欠失したマウス）を用
いて検討した。具体的には、MFG-E8 KO マ
ウス、および野生型マウスにアポトーシス細
胞を移入し、Breg 分画（CD1dhighCD19high）
の誘導率を解析した。 
 
４．研究の成果 
❶ アポトーシス細胞の移入による腸炎抑制 
対外で調整したアポトーシス細胞の移入

によって、体重減少の抑制、腸管の組織学的
炎症や炎症性サイトカイン産生の抑制が顕
著に認められた。以上のことから、アポトー
シス細胞の移入によって腸炎の抑性が可能
になることが明らかとなった。 
➋ アポトーシス細胞による腸炎抑制におけ
る Breg の関与 
本検討によって、Breg 非存在下では、体重

減少の抑制、腸管の組織学的炎症や炎症性サ
イトカイン産生の抑制が十分に認められず、
アポトーシス細胞による腸炎抑制効果が減
弱することが明らかとなった。 
➌ アポトーシス細胞によるBregの誘導メカ
ニズムの解析 
① アポトーシス細胞移入後に野生型マウ

スの脾細胞を分離して、Breg の誘導率を解析
したところ、、コントロール（非移入群）に
比べて、アポトーシス細胞移入群で有意に
Breg が誘導された。また、誘導された Breg
は PMA や非メチル化 CpG DNA に対して
IL-10 を有意に産生するサブセットであった。 
② TLR9 KO マウスの B 細胞を共移入し

たモデルでは、Breg の誘導率が低いことから、
アポトーシス細胞を介した Breg の誘導には
B 細胞に発現する TLR9 の存在が必須である
ことが明らかとなった。 
➂ MFG-E8 KO マウス、および野生型マ

ウスにアポトーシス細胞を移入後に、マウス
の脾細胞を用いて Breg の誘導率を解析した
ところ、MFG-E8 KO マウスでの Breg 誘導
率が野生型に比べて有意に低いことが明ら
かとなった。 
 



【まとめ】 
 申請課題の研究成果によって以下の点を
明らかとした。 
① Breg の存在・機能によって腸管炎症が抑

制される。 
② アポトーシス細胞を経静脈的投与するこ

とによって腸炎が抑制される。 
③ 移入アポトーシス細胞によって Breg が

誘導され、その過程には TLR9 シグナル
と MFG-E8 を介したアポトーシス細胞
の貪食が関わる。 

上記の研究成果を基に、今後は IBD への治
療応用を目指した研究へつなげていきたい。 
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