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研究成果の概要（和文）：   自己免疫疾患に対するB細胞標的療法の臨床的効果によって、B細胞の抗体非依存
性機能、中でもサイトカイン産生能が着目されるようになった。本研究では、GM-CSF, CXCL9/10, IFNγを産生
する新規メモリーB細胞サブセットを同定し、これらのサブセットの分化誘導メカニズムならびに自己免疫疾患
の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 clinical efficacy of B cell-targeted therapy for autoimmune diseases 
has gained attention to the antibody-independent functions of B cells, particularly their ability to
 produce cytokines. In this study we identified novel memory B cell subsets that produce GM-CSF, 
CXCL9/10, and IFNγ,and elucidated the differentiation induction mechanisms and  their roles in the 
pathogenesis of autoimmune diseases. 

研究分野： リウマチ学

キーワード： 自己免疫疾患　B細胞　免疫学

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
   近年の研究から、B細胞には病原性ならびに制御性サブセットの両方が存在することが明らかとなった。自己
免疫疾患に対する現在のB細胞標的療法は、これら両方のサブセットを無差別に標的とするものである。本研究
で得られた知見は、本疾患における病原性サブセットのみを標的とした理想的B細胞標的療法の開発につながる
可能性がある。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 

自己免疫疾患における B細胞の役割は、T細胞の指令のもとで自己抗体を産生することであ
る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細胞の抗体産生以外の役割が明らかになった。すなわち、B細胞は、
自己抗体を産生する形質細胞への分化とは別に、抗体非依存性の機能を営むエフェクターB細
胞(effector B cell: Beff)へも分化する。Beff は、抗原提示、共刺激分子発現、炎症性メデ
ィエーター産生などを介して他の免疫•炎症細胞と相互作用しながら病原性を発揮する。Beff
の抗体非依存性機能の中で近年着目されているのがサイトカイン産生である。B 細胞の TNF や
IL-6 産生はこれまで報告があるが、我々は関節リウマチ(RA)において関節液 B細胞の TNF 
family サイトカイン RANKL の産生と破骨細胞分化誘導について報告した。また、多発性硬化症
では抗 CD20 抗体療法が GM-CSF 産生性 B細胞を標的にしていることが最近報告された。  

エフェクターCD4+T 細胞にはサイトカイン産生能の異なるサブセット(Th1, Th2, Th17, Tfh)
が存在し、これらは特異的マーカーを用いて純化が可能である。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定義されていることが多
く、特異的マーカーについては未だ不明な部分が多い。ヒト末梢血には異なる B細胞サブセッ
トが存在し、我々はそれらが異なる活性化機構をもつことを報告した。また、我々は、RA 患者
の RANKL 産生性 Beff は switched memory B 細胞内の CD80+CD86+CXCR3+分画に豊富に存在する
ことを示した。  

全身性自己免疫疾患の代表として、RA、全身性エリテマトーデス (SLE)、全身性強皮症 
(SSc)がある。これらの疾患は共通して HLA-class II 関連のため CD4+T 細胞の病態における重 
要性が示唆される。ただ各病態では、異なるエフェクターCD4+T 細胞サブセットの関与が示唆
されること、B細胞は HLA-class II を発現し CD4+T 細胞と直接相互作用することから、 サイ
トカイン産生性 Beff の誘導には CD4+T 細胞サイトカインが重要であると予想される。 我々
は、RA患者の RANKL 産生性 Beff の誘導には BCR と CD40 刺激に加え、Th1 サイトカイン IFNγ
が重要であることを見いだした。一方、最近我々は Th2 サイトカイン IL-4 が GM-CSF 産生性
Beff を誘導し、この Beff は SSc で増加しているという予備結果を得ている(未発表データ)。
SLE 患者に特徴的なサイトカイン産生性 Beff につい ては未だ知見に乏しいが、転写因子 T-bet
を発現した B細胞の SLE 病態への関与が報告され、この B細胞のサイトカイン産生への可能性
も示唆される。  

以上より、各自己免疫疾患において病原性をもつサイトカイン産生性 Beff は異なっている可
能性が強く示唆される。 

２．研究の目的 

本研究では、自己免疫疾患に特徴的なサイトカイン産生性 Beff に着目し、その（1）誘導メ 
カニズム、（2）機能的意義(非 B細胞への作用)、（3）自己免疫疾患(RA,SSc,SLE)における量 
的・質的異常ならびに臨床データとの相関、(4)プロスペクティブな分離・純化を目的とした
Beff の新規マーカーの同定、を目的とする。  

３．研究の方法 

(1) サイトカイン産生 Beff の誘導メカニズム: フローサイトメトリーにて純化したヒト末梢血
B細胞サブセット(nai v̈e, IgD+ memory, double-negative, switched memory)を用い、抗原/
共刺激(BCR/CD40)に加え、CD4+T 細胞サブセット(Th1, Th2, Th17, Tfh)の特徴とされるサイト
カイン(IFNγ, IL-4, IL-17, IL-21) の刺激を行い、サイトカイン発現を mRNA レベル(real-
time PCR)や蛋白レベル(フローサイト メトリーと ELISA)にて評価を行う。GM-CSF 産生性 Beff
については発現誘導のための dose や time course について詳細に検討を行う。T-bet 発現 Beff
についてはこうした刺激条件にて T-bet が誘導されるかをまず確認し、TNF や IL-6 などを含め
特徴的なサイトカイン産生が見られるか検討を行う。我々は Th1 環境下で RANKL 産生性 Beff が
誘導されることを見出したが、この Beff の発現する液性因子についてさらに検討を行う。 

(2) サイトカイン産生性 Beff の機能的意義 (非 B 細胞への作用) : GM-CSF の標的細胞として
主に単球・マ クロファージが想定されるため、GM-CSF 産生性 Beff がこうした細胞の増殖・分
化・活性化などに影響を与えるか検討を行う。また、GM-CSF 産生性 Beff の誘導に IL-4 が必要



なため、この条件下で 特定の樹状細胞 (DC)分化を誘導する可能性もあり、 DC サブセット特
有の表面マーカー発現などの検討を行う。  

(3)自己免疫疾患(RA,SSc,SLE)における量的・質的異常、臨床データとの相関: RA 患者における
RANKL 産生 Beff は関節液中で増加していることは既に報告したが、この Beff の量的・ 質的異
常、またその他の臨床データとの関連については不明な部分が多いため解析を進める。GM-CSF 産
生性 Beff については、予備実験結果では SSc 患者の末梢血において増加を認めた。この Beff と
線維化病態(皮膚硬化、間質性肺炎)といった臨床データとの相関についても解析を行う。T-bet
発現 Beff については、 そのサイトカイン産生を含め、SLE のどういった臨床病態と関連性が深
いかについて検討を行う。  
 
(4)プロスペクティブな分離・純化を目的とした Beff の新規マーカーの同定：我々は、RANKL 産
生 Beff が switched memory B 細胞内の CD80+CD86+CXCR3+分画に豊富に存在 することを見いだ
した。同様に、GM-CSF 産生性 Beff をプロスペクティブに分離・純化を可能にする新規マーカー
を同定する。 
 
４．研究成果 
（1）GM-CSF 産生性 Beff の分化誘導メカニズム: フローサイトメトリーにて純化したヒト末梢
血 switched memory B 細胞を用い、抗原受容体/共刺激 (BCR/CD40L)に加え CD4+T 細胞サブセッ
ト(Th1, Th2, Th17, Tfh)の特徴とされるサイトカイン(IFNγ, IL-4, IL-17, IL-21)併存下に
て B 細胞のサイトカイン発現を評価した。その結果、Th2 サイトカイン IL-4 の併存下にて B 細
胞の GM-CSF 産生が特徴的に増加することを mRNA レベル(real-time PCR)ならびに蛋白レベル
(intracellular staining、ELISA)にて確認した。ヒト末梢血の Tfh は IFNγ, IL-4, IL-17 を
IL-21 と同時に発現する Tfh1, Tfh2, Tfh17 サブセットにさらに分類可能とされるが、IL-21 自
体は GM-CSF 産生 Beff を誘導できないが、Tfh2 条件下では誘導可能であることを mRNA ならびに
蛋白レベルにて確認した。ただ、GM-CSF 産生 Beff の誘導レベルは Th2＞Tfh2 条件下であった。 
 
（2）GM-CSF 産生性 Beff の他のサイトカイン産生性：ヒト GM-CSF 産生性 Beff が GM-CSF 以外に
特徴的なサイトカインを産生しないか検討した結果、IL-6 も強力に発現することが判明した。
IL-13 は IL-4 と受容体を共有する Th2 サイトカインとして重要である。IL-13 も IL-4 と同様に
GM-CSF 産生性 Beff を誘導することを mRNA ならびに蛋白レベルにて確認した。加えて、Th2 サ
イトカインは組織修復として線維化にも深く関与するとされているため、線維化サイトカイン
TGFβの GM-CSF 産生性 Beff への効果について検討を行った。その結果、TGFβは IL-4 や IL-13
に共同して GM-CSF 産生性 Beff の誘導を増強することが mRNA ならびに蛋白レベルにて判明し
た。 
 
（3）GM-CSF 産生性 Beff をプロスペクティブに分離・純化する新規マーカーの同定：Th2 サイト
カイン IL-4 や IL-13, 線維化サイトカイン TGFβにて特異的に誘導される GM-CSF 産生性 Beff
をプロスペクティブに分離・純化可能にする表面マーカーについて検討を行った。その結果、
CD30 陽性集団に GM-CSF 産生性 Beff は enrich されることが判明した。一方、CXCR3 や CD20 な
どの表面マーカーは、Th1 サイトカイン IFNγや Tfh サイトカイン IL-21 の環境下で著明に変動
することも判明した。さらに、CD30 陽性集団に発現する転写因子を検討した結果、形質細胞分
化に深く関与する Blimp-1 発現は低いことが判明し、GM-CSF 産生性 Beff 誘導は B細胞の抗体産
生とは異なる分子メカニズムであることが示唆された。 
 
（4）GM-CSF 産生性 Beff の機能的意義：Th2 サイトカイン IL-4 の環境下で GM-CSF は単球の樹
状細胞分化を促進することから、Th2 環境下で GM-CSF 産生性 Beff が同様の作用を示すか、CD14+
単球との共培養(in vitro)にて検討を行った。その結果、この新規 Beff は単球由来樹状細胞 
(DC-SIGN+CD1a+CD14-CD86+)を誘導することが判明した。 
 
（5）GM-CSF 産生性 Beff の SSc 病態における意義：強皮症 (SSc)の病態には Th2 サイトカイン
や線維化サイトカインの関与が知られている。SSc における GM-CSF 産生性 Beff の関与について
検討を行った結果、この新規 Beff は健常人に比較して SSc 患者に有意に多く、中でも限局型よ
りびまん型に、さらには間質性肺炎などの線維化病変をもつ SSc 患者に多いことが判明した。 
 
（6）RANKL 産生性 Beff の産生する新規液性因子の同定：RA患者における関節破壊への関与が示
唆される RANKL 産生性 Beff は、Th1 環境下にてメモリーB 細胞から分化誘導される。マイクロ
アレイを用いて、この分化過程において著明に発現増強される遺伝子について網羅的解析を行
った結果、ケモカイン CXCL9 と CXCL10 を新たに同定した。さらに、Th1 細胞との共培養下にて、
CXCR3+スイッチメモリーB 細胞から T-bet+CXCL9/10 産生性 Beff が誘導された。さらに、この
Beff は、RA 患者の関節液中に豊富に存在し、共存する活性化 Th1 細胞と正の相関が見られた。
Beff から産生される CXCL9/10 は CD4+T 細胞の関節内への集簇に関与することが強く示唆され



る。 
 
（7）CD4+T 細胞と類似した機能をもつ CD8+T 細胞：RAにおいて、CD4+T 細胞は Beff の分化誘導
に重要な役割を果たすが、CD8+T 細胞の中にも同様の機能をもつサブセット(PD-1hiCD8+)を新た
に同定した。このサブセットは、IL-21 産生を介して高い B細胞ヘルパー能を持ち、近年 CD4+T
細胞サブセットの一つとして着目されている末梢性ヘルパーT 細胞 (Tph)と類似していること
が判明した。このサブセットによるサイトカイン産生性 Beff の分化誘導についてはさらに解析
が必要である。 
 
（8）SLE における IFNγ産生性 Beff の存在：SLE 患者において、上記 RA患者でも同定された T-
bet 発現 Beff が存在することを見出した。興味深いことに、この Beff は高い IFNγ産生能を持
つことも判明した。SLE 病態は IFN signature で特徴づけられることから、T-bet 発現 Beff の
分化誘導メカニズムや病態への役割について今後さらに解析が必要である。 
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