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研究成果の概要（和文）：FcγRIIB-/-.Yaaマウスは、自己抗体産生を伴うループス腎炎を発症する。B細胞特異
的FcγRIIB欠損マウスCD19Cre.Yaaおよびmyeloid系細胞特異的FcγRIIB欠損マウスC/EBPαCre.Yaaを作成し、Fc
γRIIBのループス腎炎における役割を細胞特異的に解析した。その結果、前者ではFcγRIIB欠損B細胞の自発活
性化によりリンパ濾胞胚中心(GC)およびGC外領域に活性化B細胞が存在した。一方、後者ではGCにのみ活性化B細
胞が存在した。この原因は、単球上のFcγRIIB欠損により、B 細胞活性化サイトカイン産生能の高い活性型
Gr-1-単球が増加するためと考えられた。

研究成果の概要（英文）：FcγRIIB-/-.Yaa mice develop severe lupus nephritis with high serum levels 
of autoantibodies. To determine cell type-specific role of FcγRIIB for autoantibody production, we 
established B cell-specific FcγRIIB-deficient 　 CD19Cre.Yaa and myeloid cell-specific Fcγ
RIIB-deficient C/EBPαCre.Yaa mice. In CD19Cre.Yaa mice, FcγRIIB-deficient B cells were 
spontaneously activated in both inside and outside of germinal centers (GCs). In contrast, in C/EBP
αCre.Yaa mice, activated B cells were located typically in GCs but not outside GCs. RNA sequencing 
analysis revealed that B cell activation in C/EBPαCre.Yaa mice was due to the increased production 
of B cell-stimulating cytokines by activated Gr-1- monocytes, because FcγRIIB-deficient monocytes 
were activated and differentiated from Gr-1+ into Gr-1- phenotype subset, the latter showed high 
potential to produce B cell-stimulating cytokines.

研究分野：免疫学、病理学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
(1)B6.FcRIIB-/-.Yaaマウスにおけるループ
ス腎炎の発症 
 全身性エリテマトーデス(SLE)は、自己抗
体産生により血中に IgG 免疫複合体が形成
され、その結果、全身臓器の炎症をきたす難
治性の疾患で、中でもループス腎炎は死因に
つながる重篤な病態である。我々は、抑制型
IgG Fc受容体である FcRIIBの発現を欠損
した C57BL/6 (B6).Yaaマウスに、高力価の
自己抗体産生を伴う重篤なループス腎炎が
発症することを見出した。B6.Yaa マウスに
も B6.FcRIIB-/-マウスにも病態は発症しな
いので、B6.FcRIIB-/-.Yaaマウスのループス
腎炎発症は、FcRIIB発現欠損と TLR7の重
複を伴う自己免疫促進遺伝子 Yaa の相加効
果によると考えられる。 
 
(2)細胞特異的 FcRIIB発現欠損 Yaaマウス
系の樹立 
 FcRIIBは代表的なB細胞活性化抑制分子
であるが、B細胞のみでなく、様々な免疫細
胞にも発現し、その機能を負に制御している。
従って、どの免疫細胞上での FcRIIB発現欠
損が、ループス腎炎の発症にどのように関わ
っているかは不明である。この点を解明する
ために、細胞特異的に FcRIIB発現を欠損す
る B6.Yaa マウス系を樹立して、各々の細胞
上での FcRIIB 分子の自己抗体産生および
ループス腎炎発症に及ぼす影響の解析を試
みた。予備実験の結果では、B細胞特異的に
FcRIIB 発現を欠損するマウス系(CD19Cre. 
Yaa)では予想通り、自己抗体産生を伴うルー
プス腎炎の発症が認められたが、myeloid 系
細胞特異的に FcRIIB 発現を欠損するマウ
ス系 (C/EBPCre.Yaa)でも、 B 細胞上に
FcRIIB が発現しているにも関わらず、
CD19Cre.Yaaマウスと同程度の自己抗体産生
とループス腎炎の発症が認められた。一方、
樹状細胞特異的に FcRIIB 発現を欠損する
マウス系(CD11cCre.Yaa)では自己抗体産生も
ループス腎炎発症も認められなかった。 
 
(3)リンパ濾胞胚中心と瀘胞外領域 
 興味深いことに、CD19Cre.Yaaマウスでは
リンパ濾胞胚中心 germinal center (GC)のみ
でなく瀘胞外領域にも活性化 B 細胞の存在
が認められたのに対して、C/EBPCre.Yaaマ
ウスでは、GC内にのみ活性化 B細胞が認め
られる傾向にあった。これらの所見から、B
細胞上のFcRIIB分子とmyeloid系細胞上の
FcRIIB分子は各々異なる機序でB細胞活性
化の抑制に寄与していることが示唆された。 
 
２．研究の目的 
(1)細胞特異的 FcRIIB欠損 Yaaマウスの病
態を比較し、各細胞における FcRIIB欠損の
自己抗体産生およびループス腎炎発症に対
する役割を明らかにする。 
 

(2)細胞特異的 FcRIIB欠損 Yaaマウスにお
ける T細胞、B細胞、樹状細胞、マクロファ
ージ、単球などの免疫細胞の変化を解析して、
各細胞における FcRIIB欠損の、これら免疫
細胞に対する効果を明らかにする。 
 
(3)C/EBPCre.Yaaマウスにおける B細胞活
性化の機序を明らかにする。 
         
３．研究の方法  
(1)細胞特異的 FcRIIB欠損 Yaaマウス系の
作成 
 CD19, C/EBPおよび CD11c 遺伝子プロ
モーター領域にCreを導入したB6マウスと、
B6 マウス由来 ES 細胞を用いて作成した
FcRIIBflox/floxマウスを交配して、各々B細胞、
myeloid系細胞、樹状細胞特異的 FcRIIB欠
損マウス系を作成した。さらにこれらを
B6.Yaa と交配して Yaa 変異遺伝子を導入し
た。各々のマウス系を仮に CD19Cre.Yaa, 
C/EBPCre.Yaa および CD11cCre.Yaa マウス
と命名した。 
 
(2)血中自己抗体価の測定 
 抗二重鎖 DNA(dsDNA)抗体価、抗 RNP 抗体価
は ELISA 法で測定した。 
 
(3)蛋白尿の測定 
  尿中アルブミン/クレアチニン比(ACR)を、
シーメンスの DCA vantage を用いて測定した。 
 
(4)腎臓および脾臓の組織学的解析 
 腎臓のホルマリン固定切片を PAS 染色し、
糸球体の細胞増殖の程度に応じて、病態の程
度を 0から４までスコアー化し、各マウス群
で比較解析した。脾臓の凍結切片は
B220/CD4&8/PNA の組み合わせで蛍光染色を
行い、PNA 陽性活性化 B 細胞の存在部位を解
析した。 
 
(5)脾臓細胞および末梢血白血球の変化の解
析 
 脾臓細胞、末梢血白血球を蛍光標識した各
種の抗体で染色し、flow cytometer を用いて
解析した。 
  
(6)末梢 Gr-1+および Gr-1-単球の遺伝子発現
の比較解析 
 末梢の Gr-1+および Gr-1-単球を flow 
cytometerを用いて分離し、各細胞群からRNA
を抽出し、RNA sequencing 解析にて、両細胞
群の遺伝子転写レベルを比較解析した。 
 
４．研究成果 
(1)細胞特異的 FcRIIB欠損 Yaaマウスの病
態比較 
 各マウスの８ヶ月齢における血中自己抗
体価を図１に比較して示した。CD19Cre.Yaa
および C/EBPCre.Yaaマウスは、いずれの抗
体価も CD11cCre.Yaa マウスおよび FcRIIB



を欠損しない FcRIIBflox/flox.Yaa マウスに比
較して有意に高かった。抗 dsDNA抗体価に
関しては、CD19Cre.Yaaマウスで C/EBPCre. 
Yaaマウスに比較して高い傾向が見られたが、
統計学的な有意差は認められなかった。 

図１ 8ヶ月齢における血中自己抗体価の比較。各
マウス系の平均値と標準誤差および統計学的有意
差を示した(*P<0.05. **P<0.01)。 
  
 次に、12ヶ月齢におけるループス腎炎の程
度を比較した。尿蛋白量をACRで図２Aに、
また炎症に伴う糸球体の細胞増殖の程度を
図２Bにスコアー化して示した。C/EBPCre. 
Yaa マウスでは CD19Cre.Yaa マウスに比較
して程度は低いが、明らかに腎炎の発症が認
められた。一方、CD11cCre.Yaaマウスでは蛋
白尿の出現、ループス腎炎の発症は認められ
なかった。 

図 2  12ヶ月齢における尿中 ACR値(A)および腎
炎スコアー(B)の比較。Aでは各マウス系の平均値
と標準誤差を、B では平均値を、統計学的有意差
とともに示した(*P<0.05. **P<0.01. ***P<0.001)。 
 
(2) 細胞特異的 FcRIIB 欠損 Yaa マウスに
おける脾臓免疫細胞の変化の解析 
 12 ヶ月齢マウスの脾臓細胞分画を flow 
cytometer で解析した。その結果、ループス
腎 炎 を 発 症 す る CD19Cre.Yaa お よ び
C/EBPCre.Yaa マウスでは、発症しない
CD11cCre.Yaaマウスに比較して、B細胞、T
細胞の活性化および樹状細胞、マクロファー
ジの比率の増加が認められた。 
 次に、活性化 B細胞の存在部位を、脾臓の
凍結切片を用いて解析した。B細胞マーカー
B220、T細胞マーカーCD4/CD8および活性
化 B 細胞のマーカーPNA で染色した結果、
図３Aに示すように、CD19Cre.Yaaマウスで
は赤色に染色される PNA陽性活性化 B細胞
がB細胞領域のリンパ濾胞GC内のみでなく
濾胞外領域にも認められたのに対して、
C/EBPCre.Yaa マウスでは、PNA 陽性細胞
がGC内にのみ存在することが明らかとなっ
た。CD11cCre.Yaa マウスでは。PNA 陽性細
胞はほとんど認められなかった。 
 Flow cytometer 解析の結果、CD11cCre. 
Yaaマウスでは PNA陽性活性化 B細胞比率

および形質細胞比率は極めて低かった。これ
に対して、C/EBPCre.Yaaマウスでは B細胞
上に FcRIIB が発現しているにもかかわら
ず、B 細胞上に FcRIIB が発現していない
CD19Cre.Yaaマウスと比較して、PNA陽性活
性化 B 細胞比率はむしろ高い傾向が見られ
た。また、抗体産生形質細胞への分化が
CD19Cre.Yaaマウスと同様に亢進しているこ
とが示された（図３B）。そこで、C/EBPCre. 
YaaマウスでB細胞が活性化する機序の解明
を次の研究目的とした。 

図 3  12ヶ月齢マウスの脾臓の免疫組織学的解析
(A)と flow cytometerによるPNA陽性活性化B細
胞および形質細胞比率 (B)の比較。B では各マウ
ス系の平均値と標準誤差を、統計学的有意差とと
もに示した(*P<0.05. **P<0.01)。 
 
(3) 細胞特異的 FcRIIB 欠損 Yaa マウスに
おける末梢血白血球の変化の解析 
 ８ヶ月齢における末梢白血球分画を flow 
cytometer で解析した。その結果、図４に示
すように、ループス腎炎を発症する
CD19Cre.Yaa および C/EBPCre. Yaaマウス
では、発症しない CD11cCre.Yaa マウスに比
較して、単球比率が有意に高かった。また、
興味深いことに、CD19Cre.Yaa マウスでは
Gr-1+ 単 球 比 率 が 高 い の に 対 し て 、
C/EBPCre.Yaa マウスでは Gr-1-単球比率が
高いことが判明した。Gr-1+単球は Gr-1-単球
へと分化成熟することが知られている。
C/EBPCre.Yaaマウスで見られる現象は、単
球上に FcRIIBが発現していないため、単球
の分化成熟が亢進するためと考えられる。 

図 4  8ヶ月齢における末梢血単球比率の比較。各
マウス系の平均値と標準誤差を、統計学的有意差
とともに示した(*P<0.05. **P<0.01. ***P<0.001)。 
 
(4) 末梢 Gr-1+および Gr-1-単球の遺伝子発
現の比較解析 
 我々は、従来からループス腎炎発症マウス
において、自己抗体価の上昇や腎炎発症に相



関して、末梢血での単球、ことに Gr-1-単球
比率が増加することを見出している。この点
を踏まえ、上記の解析結果を考察すると、
C/EBPCre.YaaマウスにおけるB細胞活性化
の原因が、Gr-1-単球比率の増加に起因する可
能性が示唆される。そこで、この点を明らか
にする目的で、C/EBPCre.Yaaマウスの末梢
Gr-1+およびGr-1-単球を flow cytometerにて
分離し、各々の細胞群から RNA を抽出して
RNA sequencing解析により、13322個の遺
伝子について転写発現レベルの比較解析を
行った。その結果、図５に示すように、Gr-1-

単球は Gr-1+単球に比較して、B 細胞活性化
に 働 く サ イ ト カ イ ン IL-10 、 B cell 
stimulating factor 3 (BSF-3)および IL-10の
発現が極めて高く、また、アポトーシス抵抗
性を示すBcl2およびBcl6発現レベルの高い
ことが判明した。さらに、樹状細胞マーカー
である CD11c、CD83および Adamdec1の発
現レベルも高く、Gr-1-単球は Gr-1+単球に比
較して、アポトーシス抵抗性でかつ樹状細胞
への分化能が高いことが示された。 

図 5  8 ヶ月齢 C/EBPCre.Yaa マウスの末梢血の
Gr-1+および Gr-1-単球を分離し、各々の遺伝子転
写レベルを比較した。 
 
 以上の結果から、CD19Cre.Yaaマウスでは
B細胞上の FcRIIB発現欠損により、GC内
のみでなく、濾胞外領域においても B細胞の
自発活性化が起こり自己抗体産生をきたす
のに対して、C/EBPCre.Yaaマウスでは、単
球上の FcRIIB発現欠損により Gr-1-分化型
単球比率が増加し、そのため、B細胞活性化
サイトカイン産生の増加と樹状細胞への分
化亢進によりGC内でのB細胞活性化および
自己抗体産生が生じると考えられた。ループ
ス腎炎の程度は、C/EBPCre.Yaaマウスに比
較してCD19Cre.Yaaマウスでより高度であっ
たが、その差は濾胞外領域でより病的な自己
抗体が産生されるためと考えられた。細胞特
異的 FcRIIB 発現欠損マウス系の樹立によ
る本解析から、ヒト SLE の治療ターゲット
細胞として、B細胞に加えて、単球の役割を
考慮する必要性が示唆された。 
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