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研究成果の概要（和文）：　関節リウマチ(RA)におけるB細胞標的療法の結果によって、B細胞の抗体非依存性機
能が着目されるようになった。本研究では、RAにおけるRANKL産生性エフェクターB細胞(Beff)とIL-10産生性制
御性B細胞(Breg)を同定し、これらのサブセット誘導の分子機構ならびに病態における役割について明らかにし
た。

研究成果の概要（英文）：　The advent of B cell-targeting therapy underscores a novel Ab-independent 
role of B cells in the pathogenesis of rheumatoid arthritis (RA). In this study we identified two 
distinct B cell subsets, RANKL-producing effector B cells (Beff) and IL-10-producing regulatory B 
cells (Breg), and elucidated the molecular mechanisms of induction of these subsets and their roles 
played in RA. 

研究分野：リウマチ学
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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 
 自己免疫疾患における B細胞は、T細胞の
指令のもとで単に自己抗体を産生するエフ
ェクター細胞と長い間認識されてきた。とこ
ろが、抗 CD20 抗体などの殺 B細胞療法の臨
床応用に伴い、本疾患の病態における B細胞
の多彩な役割が判明した。ここで注目すべき
点は、B細胞は、自己抗体産生に加え、抗体
非依存性に抗原提示、共刺激分子発現、サイ
トカイン•ケモカイン産生、エフェクター分
子発現などを介して免疫•炎症細胞と相互作
用を行っている病原性エフェクター細胞
(Beff)である。また一方で、殺 B細胞療法に
て悪化する病態も判明し、B細胞は制御性細
胞(Breg)としても機能しうる。CD4+ T 細胞に
おいてもエフェクター細胞(Teff)と制御性
細胞(Treg)が存在するが、以上から、個々の
自己免疫疾患の病態においては、T細胞と B
細胞はエフェクター細胞と制御性細胞の比
重が異なるものと予想される。 
 CD4+ Teff には Th1, Th2, Th17 などサイト
カイン産生の異なるサブセットが存在し、特
異的マーカーを用いて各サブセットの純化
が可能である（Zhu et al. Annu Rev Immunol 
2010）。一方、Beff については、炎症性サイ
トカイン産生•抗原提示•共分子発現の亢進
など機能的側面から解析されていることは
多い（Finnegan et al. Auto- immunity 2012）
が、特異的マーカーには乏しいことから不明
な部分が多い。 
 ヒト末梢血B細胞には主に３つのサブセッ
ト(naïve, unswitched memory, switched 
memory)が存在するが、我々はこれらのサブ
セットにおける活性化機構について明らか
にしてきた(Jabbarzadeh- Tabrizi et al.J 
Immunol 2009)。では、これらの中の特定の
サブセットが特定の刺激による活性化に伴
い Beff になるのか？この興味ある疑問に対
して、最近我々は、国外のグループ同様（Yeo 
et al. Ann Rheum Dis 2014）、RA 患者の
switched memory サブセットにおいて骨破壊
のエフェクター分子 RANKL が高発現し、Beff
の組織（関節）破壊への直接的関与が示唆さ
れることを見いだした。すなわち、これらの
結果は特定のサブセットで Beff 誘導へのポ
テンシャルが高いことを強く支持するが、そ
の分子機構については明らかにされていな
い。 
 Breg は、IL-10 産生を介した免疫制御とし
て主に機能していることから、別名 IL-10 産
生 B細胞(B10)とも呼ばれる（Candando et 
al.Immunol Rev 2014）。我々は、IL-10 がマ
クロファージ•好中球の活性化抑制を介して
炎症反応を制御することを報告した（Niiro 
et al. Blood 1995; Niiro et al. Blood 1997）
が、このサイトカインは樹状細胞、T細胞な
どにも直接的に作用して免疫反応も制御す
る。B10 も Beff 同様に特異的マーカーは明確
ではないが、我々はヒト B10 が TLR9 リガン
ド刺激下で上記 unswitched memory サブセッ

トにおいて強力に誘導され、全身性エリテマ
トーデス(SLE)患者においてはB10の量的•質
的異常があることを見いだした。ただ、Beff
同様、Breg 誘導の分子機構については不明な
部分が多い。 
 以上のように、ヒト Beff と Breg の研究は
国内外ともにまだまだ未熟な段階と言える。 
２．研究の目的 
 本研究では、自己免疫疾患の中で特に RA
における RANKL 発現 Beff と IL-10 産生
Breg(B10)に着目し、1) Beff 純化のための新
規マーカーの同定、2)Beff における
RANKL/OPG 発現バランス、3)Beff 誘導の分子
機構、 4)Beffによる破骨細胞分化•活性化の
誘導、5)Breg(B10)誘導の分子機構、6)RA 患
者におけるBeffやBreg(B10)機能異常の分子
機構を明らかにすることを目的とする。 
３．研究の方法 
(1) Beff の RANKL 発現(新納、赤司) 
 RANKL は生理的に骨芽細胞などに発現し、
RAでは病的に滑膜細胞やT細胞での発現が見
られる（Schett and Gravallese. Nat Rev 
Rheumatol 2012）が、本研究では Beff での
発現に着目する。まずは、RANKL を高発現す
る Beff を絞り込むため、純化ヒト末梢血 B
細胞サブセット(naïve, unswitched memory, 
switched memory)を用い、Toll様受容体(TLR)、
抗原受容体(BCR)、CD40 などの刺激下、RANKL
発現を mRNA レベル(real-time PCR)や蛋白レ
ベル(フローサイトメトリー)で評価を行う。
我々の予備実験結果では、BCR と CD40 による
共刺激が switched memory サブセットに
RANKL 分子を強く誘導したが、発現誘導の
doseや time course について詳細に検討する。 
(2) Beffの RANKL発現へのサイトカインの作
用（新納、赤司） 
 Beff の RANKL 発現における CD40 の作用は
T細胞の関与を示唆する。T細胞にはサイト
カイン産生パターンの異なる様々なサブセ
ットが存在することが知られているため、こ
れらに関与するサイトカインがBeffのRANKL
発現に影響を与えるかについて mRNA レベル
や蛋白レベルで評価を行う。 
(3) Beff の特異的マーカーの同定（新納、赤
司） 
 サブセット内の一部はRANKLを発現してい
るため、CD80/86, CD69 などを含む表面マー
カーと RANKL との二重染色を用いて、さらに
純度の高い RANKL 発現 Beff を同定する。ま
た、上記(2)で作用を示すサイトカインが同
定できた際には、そこに関与する表面マーカ
ーなども検討を行う。ただ、このアプローチ
では限界があるため、ある程度純度の高まっ
た Beff を使用しマイクロアレイ解析
(Ishikawa, Niiro et al. Blood 2007)を行
うことで新規の Beff 特異的マーカーの同定
を行う。 
(4) Breg(B10)誘導の分子機構（新納） 
 我々は H26年度までの研究において B10誘
導能が高いヒトB細胞サブセットを同定した。



ここでは、B10 誘導の分子機構についてさら
に解析を進める。我々は予備実験結果として、
B10 の IL-10 と Blimp-1 遺伝子発現がパラレ
ルであることを見いだした。Blimp-1 は形質
細胞分化に重要な転写抑制因子のため、
Blimp-1 以外の形質細胞分化関連分子と
IL-10 発現との相関についても検討を行う。
また、Blimp-1 を含む相関を認めた分子につ
いてはノックダウンなどにより機能的な検
証を行い、B10 誘導に最も重要な分子を同定
する。 
(5)Beff における RANKL と OPG 発現（新納、
赤司） 
 B 細胞は decoy 受容体として
osteoprotegerin(OPG)も発現（Yun et al. J 
Immunol 1998）し、RANKL-RANK 結合を阻害す
る。よって、RANKL／OPG 発現のバランスが破
骨細胞の分化•活性化には重要である。Beff
における OPG 発現について mRNA レベルや蛋
白レベルで評価を行い、上記(2)で作用を示
すサイトカインについては、RANKL／OPG 発現
のバランスに影響を与えるかについて検討
を行う。 
(6) Beff における RANKL 発現の分子機構（新
納） 
 B 細胞内シグナル伝達経路として重要なも
のに PKC,calcium,PI3K,Jak-STAT,MAPK(ERK, 
JNK,p38 MAPK),NFB経路などがあり、これ
らの経路の阻害薬を使用し、Beff の RANKL 発
現に関与する経路をスクリーニングする。次
に阻害薬のoff-target効果を否定するため、
標的分子のノックダウン(Niiro et al. Blood 
2012)を行い機能的な検証を行う。また、こ
れらのシグナル伝達経路の最下流において
RANKL 発現誘導に重要な転写因子(TF)の同定
も試みる。 
(7) Beffによる破骨細胞分化•活性化の誘導
（新納） 
 BeffはRANKL以外の様々な分子を発現して
いる可能性があるため、Beff 自体が破骨細胞
の分化•活性化を誘導できるかは検証が必要
である。そこで、Beff と単球由来の破骨前駆
細胞との共培養を行い、破骨細胞の分化•活
性化に関与する cathepsin K や NFAT 発現の
検討や TRAP 染色などにて形態学的にも評価
を行う。また、RANKL を介しているか確認の
ため、骨粗鬆症の治療薬である抗 RANKL 抗体
(デノスマブ)が上記 Beff を介した破骨細胞
の分化•活性化を阻害するか検討を行う。 
(8) RA 患者 Beff の機能異常ならびに分子機
構（新納、赤司） 
 我々は RA 患者の switched memory サブセ
ットでRANKL発現が高いことを確認している
が、(3)で同定したマーカーなどを使用し、
さらに純化した Beff で RANKL 発現について
の評価を行う。また、(5)と同様、患者 Beff
で RANKL と OPG 発現について評価を行い、
RANKL/OPG バランスについて検討を行う。さ
らに、患者 Beff において(6)で同定した分子
の発現•機能の評価を行い、RA 患者 Beff にお

ける機能異常の分子機構を明らかにする。 
(9) RA 患者 Breg(B10)の機能異常ならびに分
子機構（新納、赤司） 
 我々の予備実験結果では RA 患者の memory 
B 細胞では Breg 誘導能が低下していた。
Memory B 細胞内には unswitched と switched
のサブセットがあるため、これらのサブセッ
トに分けてBreg誘導能について評価を行う。
また、そのサブセットにおいて(4)で明らか
となった分子の発現•機能の評価を行い、RA
患者 B10における機能異常の分子機構を明ら
かにする。 
４．研究成果 
（1）Beff の RANKL 発現            
 フローサイトメトリーを用いてヒト末梢
血から naïve, IgD+memory, switched-memory 
(Sw-m) B細胞サブセットを分離・純化し、Toll
様受容体(TLR)、抗原受容体(BCR)、CD40 など
の刺激下にて RANKL mRNA ならびに蛋白レベ
ルを解析した結果、BCR と CD40 による共刺激
にて Sw-m B 細胞が最も強く RANKL を産生す
ることが判明した。 
(2) Beff の RANKL 発現へのサイトカインの作
用 
 RANKL 産生に CD40, CD80/CD86 の必要性を
示す上記の知見はT細胞の関与を強く示唆す
るため、活性化 T細胞サイトカインの RANKL
産生への効果について検討した。その結果、
Sw-m B細胞のBCR/CD40誘導RANKL発現をIFN
は増強し、一方 IL-21 は抑制することが判明
した。また、IFNは B細胞の CXCR3 発現も増
強させ、CXCR3+Sw-m B 細胞では RANKL 産生が
高く、さらに CXCR3 リガンド CXCL10 も RANKL
産生を増強した。 
(3)Beff の特異的マーカーの同定 
 RANKL 産生は、未刺激状態でわずかに見ら
れる T細胞共刺激分子(CD80+CD86+)発現 B細
胞において高いことが判明した。さらに、
BCR/CD40 刺激にて CD80+CD86+B 細胞分画は著
明に増加し、同時に RANKL を強く産生してい
た。 
(4) Breg(B10)誘導の分子機構 
 非 B細胞の IL-10 産生に関与する種々の転
写因子について、ヒト Breg 誘導での関与に
ついて検討を行った。まずは、BCR/TLR9 刺激
によるIL-10発現とパラレルな発現パターン
を示す転写因子に絞り込んだ後、これらの各
転写因子についてsiRNAによるノックダウン
を行うことで評価を行った。その結果、B細
胞の形質細胞分化に関与する IRF-4 と
Blimp-1 が候補として残り、この中でも
Blimp-1がBreg誘導に最も関与していること
が示唆された。 
(5) Beff における RANKL と OPG 発現 
 ヒト switched-memory (Sw-m) B 細胞が
RANKL を主に発現することが判明したが、B
細胞は RANKL-RANK 結合を阻害する
osteoprotegerin (OPG)も発現しうる。よっ
て、RANKL/OPG 発現のバランスが破骨細胞の
分化・活性化に重要といえる。抗原受容体



(BCR)/CD40 による共刺激下で Sw-mB 細胞は
RANKL に加えて OPG を発現するが、IFNが併
存すると RANKL 発現増加と逆に OPG発現は著
明に低下し、RANKL/OPG 比が上昇することで
破骨細胞の分化・活性化に傾くことが判明し
た。一方、RANKL 発現を抑制する
BCR/CD40/IL-21刺激下ではOPG発現も低下す
るが、形質細胞分化に重要な転写因子
Blimp-1 発現は著明に増加することが判明し
た。 
(6) Beff における RANKL 発現の分子機構 
 B細胞のRANKL発現に重要なBCR/CD40下流
のシグナル経路を明らかにするために、MAPK 
(ERK, JNK, p38 MAPK)、NFB、CyA などの選
択的阻害薬を使用し、RANKL mRNA の発現変化
を評価した。その結果、ERK と NFB 経路の阻
害薬では濃度依存的にRANKL発現の抑制を認
めた。一方、JNK 阻害薬と CyA では抑制効果
を認めず、p38 MAPK 阻害薬ではごくわずかの
抑制であった。以上より、RANKL 発現には
BCR/CD40下流のCa2+非依存性経路の重要性が
示唆されるが、これらのシグナル経路は OPG
発現にも作用する可能性があり、RANKL/OPG
発現比という形でさらなる検討が必要であ
る。 
(7) Beffによる破骨細胞分化•活性化の誘導 
 Beff は RANKL 以外にも様々な分子（サイト
カインなど）を産生しているため、Beff の
RANKL 自体が破骨細胞分化を誘導できるかを
検討した。RAW-Venus1 細胞にて破骨細胞分化
を簡便にモニターできる系を使用し、
BCR/CD40 刺激、さらには IFN追加による活性
化B細胞との共培養が破骨細胞分化を誘導し、
この現象は抗 RANKL 抗体（デノスマブ）で阻
害できた。以上より、Beff 由来の RANKL が直
接破骨細胞分化を誘導することが判明した。 
(8) RA 患者 Beff の機能異常ならびに分子機
構 
 RA 患者滑液においては末梢血に比べて
CD80+CD86+ならびに CXCR3+B 細胞が多く存在
し、これらの分画では RANKL 発現が高いこと
をフローサイトメトリーで確認した。さらに、
この RANKL 発現が高いサブセットは Sw-mB と
double-negative (DN)B 細胞であることも判
明した。 
(9) RA 患者 Breg(B10)の機能異常ならびに分
子機構 
 RA 患者の Breg 機能について検討した。RA
患者由来 B細胞の CpG刺激による IL-10 産生
能は健常人と比較して低下し、その変化は
memory B 細胞で著明に見られた。また、共培
養による活性化T細胞のIFN産生変化として
Breg 機能を評価した結果、RA 患者由来 B細
胞では Breg 機能が著明に低下していた。今
後、この機能低下の分子機構のさらなる解明
が必要である。 
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