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研究成果の概要（和文）：IgA腎症患者(IgAN)口蓋扁桃胚中心(GC)において、B細胞の分化に関わるサイトカインである
APRILの発現上昇を認め、その発現量と疾患重症度，血清IgG-IgA免疫複合体および口蓋扁桃摘出術とステロイドパルス
併用療法の治療効果との間に相関を認めた。また、口蓋扁桃GCのAPRILの主要な産生源がB細胞であることが判明し、外
来抗原によりTLR9活性化を介し過剰に発現したB細胞由来のAPRIL variantを含むAPRILがGC B細胞の延命に関与し、gly
can specificまたはpolyreactiveな内因性抗体産生を介し免疫複合体形成に関わり、腎症進展に寄与していると考えら
れた。

研究成果の概要（英文）：Up-regulation of APRIL from tonsillar germinal center (GC) B cells in IgA 
nephropathy (IgAN) patients was observed. The expression levels of APRIL in tonsillar GC were correlated 
with the urinary protein levels, treatment responses such as decrease of proteinuria after tonsillectomy 
combined with steroid pulse therapy, and the serum levels of IgG-IgA immune complex (IC) in IgAN 
patients. We also found that this up-regulation of APRIL consists of not only soluble APRIL (APRIL-α), 
but also membrane bound APRIL such as APRIL-δ. Up-regulation of tonsillar TLR9, and the correlation 
between the expression levels of TLR9 and those of APRIL-α or APRIL-δ in tonsillar GC B cells were also 
found in IgAN. Taken together, aberrant expression of APRIL, partly with APRIL variants, from tonsillar 
GC B cells induced by TLR9 activation could be critical in the progression of IgAN, presumably via 
production of anti-glycan or poly-reactive antibodies prior to IC formation with Gd-IgA1.

研究分野：免疫
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１．研究開始当初の背景 
A proliferation-inducing ligand (APRIL) は、
B細胞および形質細胞の分化・延命に中心的
な役割を担うサイトカインである。APRIL
は SLE などの自己免疫疾患において自己抗
体 産 生 (Arthritis Rheum. 
2009;60(7):2083-2093)や、B細胞性慢性リン
パ性白血病などの悪性リンパ腫において腫
瘍化した B 細胞のアポトーシス回避に関与
していることが明らかにされてきている
(Blood 2004;103:679-688)。近年、APRILと
IgA 腎症の病因の関連が示唆され、IgA 腎症
患者は健常者と比較し血清 APRIL が高値で
あり、血清 APRIL の値が尿蛋白量と相関す
る と 報 告 さ れ て い る (J Clin Invest 
2011;121:3991-4002)。また、Genome-Wide 
Association Study(GWAS)により IgA腎症の
疾患感受性候補領域として、APRILを含む領
域 が あ が っ て い る (Nat Genet. 
2012;44(2):178-182)。しかしながら、APRIL
の産生部位や産生細胞、病因との関連につい
ては明らかにされていない。 
 
２．研究の目的 
IgA腎症の病因に粘膜免疫異常、特に口蓋扁
桃における免疫異常が示唆され、口蓋扁桃摘
出術とステロイドパルス併用療法(扁摘パル
ス)の効果を示唆する報告があるが、その理論
的根拠の解明には至っていない。そこで今回
APRILの側面から扁桃免疫に着目し、IgA腎
症患者口蓋扁桃における APRIL の発現を検
証し、その責任細胞、分子メカニズムおよび
臨床的意義を検証することを目的とした。
IgA腎症においては糖鎖異常 IgA産生とそれ
に対する内因性抗体産生が病因に関与して
いることが示唆されていることから、口蓋扁
桃における APRIL 発現との関連も併せて検
証する。これまで IgA腎症患者口蓋扁桃にお
ける APRIL 発現の検証や、口蓋扁桃におけ
る APRIL 発現と臨床経過や病因との関連を
詳細に検討した報告は皆無である。口蓋扁桃
における APRIL に関連した免疫異常の解明
は、扁摘パルスの理論的根拠のつながる可能
性が高いと思われる。 
 
３．研究の方法 
(1) IgA 腎症患者とコントロールとして慢性
扁桃炎患者の口蓋扁桃における APRIL と、
そ の レ セ プ タ ー で あ る 
TACI(transmembrane activator and 
calcium modulator cyclophilin ligand 
interactor) 、 BCMA(B-cell maturation 
antigen)および TLR9 (Toll like receptor 9)
のmRNA発現量を real -time PCRで解析し
た。 
 
(2)口蓋扁桃摘出術とステロイドパルス併用
療法(扁摘パルス)が施行された IgA 腎症患者
(IgAN)56名および慢性扁桃炎患者(CT)12名
の口蓋扁桃における APRIL 発現量と、臨床

経過の関連を検討した。 
 
(3)APRIL 産生細胞に特異的な抗体である
Stalk-1を用い、IgANと CTの口蓋扁桃の免
疫染色 (IHC)を行い、口蓋扁桃における
APRIL 産生細胞の局在と程度を比較検討し
た。 
 
(4)Stalk-1を用いた口蓋扁桃の IHCの染色特
性、特に胚中心(GC)における染色性と、疾患
活動性として尿潜血や尿蛋白、血清糖鎖異常
IgA、血清糖鎖異常 IgA 免疫複合体の他、扁
摘パルスの治療効果との関連を評価した。 
 
(4)IgAN の口蓋扁桃における APRIL 産生細
胞を明らかにするため、Stalk-1と樹状細胞、
好中球および B細胞のマーカーを用い、IHC
やフローサイトメトリー(FCM)の解析を行
った。 
 
(5)IgAN口蓋扁桃における APRI産生細胞と
分泌された APRIL の関係を検証するため、
Stalk-1と、APRIL産生細胞に特異的な抗体
である Aprily-2の 2重染色を行った。また、
口蓋扁桃 B 細胞が発現している APRIL 
variantを明らかにするため、IgANと CTの
口蓋扁桃B細胞におけるAPRIL alpha (wild 
type)、APRIL deltaの発現量を RT-PCRで
検証した。今回用いた APRIL delta primer
が APRIL delta の他、APRIL delta と同様
furin cleavage siteの欠損した APRIL zeta
も増幅させるため、IgAN および CT の口蓋
扁桃 B細胞における APRIL delta primerに
よる PCR 産物の sequence を行い、PCR 産
物の内容と割合を検証した。 
 
(6) IgANおよびCTの口蓋扁桃B細胞におけ
る APRIL alpha、APRIL deltaおよび TLR9
のmRNA発現量を real-time PCRで解析し
た。さらに、B cell line Rajiに TLR9のリガ
ンドであるCpGで刺激を行いAPRIL発現上
昇を認めるかどうかと、CpG に加え TLR9 
antagonist投与により APRIL発現に低下が
みられるか In Vitroの実験で検証した。 
 
 
４．研究成果 
(1)口蓋扁桃における APRILおよびそのレセ
プ タ ー で あ る TACI(transmembrane 
activator and calcium modulator 
cyclophilin ligand interactor)、BCMA(B-cell 
maturation antigen) 、 TLR9(Toll like 
receptor 9)のmRNA発現量は、CTと比較し
IgAN で有意に高値であった (Figure.1A 
P<0.05)。 

 
 
 
 
 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
(2)IHCにおいて、CTと比べ IgANの口蓋扁
桃胚中心(GC)で多くの APRIL産生細胞が確
認された(Figure.1B)。また、IgAN口蓋扁桃
GC 内細胞における Stalk-1 の染色所見は、
扁桃上皮や多核白血球の染色所見と異なっ
ていた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
(3)IgAN の口蓋扁桃 GC の Stalk-1 陽性率
(Stalk-1 陽性細胞を伴う GC の割合)は、CT
と比較し有意に高値であり(P=0.0005)、尿蛋
白量 (P=0.0017)、扁摘パルス後の尿蛋白低
下 量  (P=0.0003) と 相 関 を 認 め た
(Figure.2A-C)。また、血清 IgG-IgA 免疫複
合体との相関(P=0.0304)が確認されたが、糖
鎖異常 IgA1 との間に相関関係は認めなかっ
た(Figure.3A-C)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
(4)IHCおよび FCMにより、IgANの口蓋扁
桃 GC における主要な APRIL 産生細胞が、
通常 APRIL を産生しないとされている
CD19+B 細胞である可能性が示唆された
(Figure 4, 5)。一方、IHCで、IgANの口蓋
扁桃 GCにおいて、APRILを産生することが
報告されている樹状細胞のマーカーである
CD11cと Stalk-1との co-localizeは、一部で
あった(Figure.4B)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
(5)IHC により、IgAN 患者口蓋扁桃 GC におい
て Stalk-1 と IgG または IgA の co-localize
が確認され、Stalk-1 と IgM の cl-localize
は極一部であったことから、IgAN 患者口蓋扁
桃 GC における APRIL 産生細胞が、主に IgG
と IgA を産生している可能性が示唆された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
(6) IHC により APRIL 産生細胞に特異的な抗
体である Stalk-1 と、分泌された APRIL を特
異的に認識する抗体である Aprily-2 の
co-localize が確認された(Figure.7A)。これ
まで Stalk-1 と Aprily-2 が co-localize し
ている所見の報告はない。 
また、RT-PCR および sequence により、IgAN
と CT の口蓋扁桃における B細胞が、furin に
よる cleavage site の欠損した APRIL delta
と APRIL zeta を産生していることが判明し、
さたに APRIL delta primer による PCR 産物
の割合は IgAN と CTでほぼ同様であることが
確認された(Figure 7B, C, Table.1)。一方、
real-time PCR による定量的な評価により、
IgAN は CT と比較し、口蓋扁桃 B 細胞におけ
る APRIL alpha および APRIL delta の mRNA
発現量が亢進していることが明らかになっ
た(Figure 7D)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
(7) TLR9 は細菌やウイルスの非メチル化
CpG を認識する自然免疫分子の一つである。
これまで我々は、IgAN口蓋扁桃 B細胞にお
けるTLR9の発現量と扁摘パルス療法の治療
効果の相関を認め(Nephrol Dial Transplant 
2011; 0:1-8)、IgA腎症モデルマウスにおいて
粘膜への CpG 刺激により腎症悪化を認めた
ことから (J Am Soc Nephrol 2008; 3: 
1301-1307)、IgA腎症の病因に TLR9が関与
していることが示唆されている。今回 IgAN
患者口蓋扁桃 B 細胞における TLR9 の発現量
がCTと比較し高値であり(Figure.7D)、また、
IgANにおいてその発現量が APRIL alpha およ
び APRIL delta の発現量と相関していること
が明らかとなった(Figure.7E)。さらに、In 
Vitro の実験で、Starvation 後に CpG 刺激を
行うことで B cell line Raji における APRIL
発現の亢進と、CpG に加え TLR9 antagonist
投与による APRIL 発現低下が確認された
(Figure .8)。以上より、IgA 腎症患者の口蓋
扁桃 B 細胞において、外来抗原などによる
TLR9 の活性化に伴い APRIL alpha および
delta を含めた furin cleavage site のない
APRIL variantsが過剰に発現している可能性
が示唆された。 
 
(8) 今回、IgA 腎症患者の口蓋扁桃 GC の一部
の B細胞における APRIL 発現亢進を確認され
た。この APRIL の過剰発現は、外来抗原など
による TLR9 活性化により APRILα に加え、
APRIL delta を含む APRIL variatns が過剰発
現することで APRIL が GC B 細胞表面にとど
まっていると考えられ、これらの過剰に発現
したAPRILがGC B細胞の延命に関与し、gycan 
specific または polyreactive な内因性抗体
産生を介し免疫複合体形成、さらには腎症進
展に関わっている可能性が考えられた
(Figure.9)。 
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