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研究成果の概要：B 細胞抗原受容体(BCR)下流の正負シグナルのバランス調節は、自己反応性
B 細胞を自己寛容あるいは自己免疫の方向へ誘導するかの運命決定の上で重要である。本研究
では、c-Cbl会合アダプター(CIN85)が BCR下流においてこのようなシグナルバランス調整に
重要な分子であることが明らかになった。 
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１．研究開始当初の背景 
 近年，自己免疫疾患におけるB細胞の重要

性が，抗CD20抗体を使用した殺B細胞療法が

効果をあげていることより再認識されてい

る。ただ，抗CD20抗体療法は，骨髄プレB細

胞からプレプラズマ細胞の段階までのB細

胞を非特異的に除去するため，自己免疫疾

患の病態を担う自己反応性B細胞を標的と

した治療というには程遠い。我々は，理想

的な治療法の開発のためには，自己反応性B

細胞の機能制御メカニズムをより明らかに

する必要があると考える。 

 自己抗原のB細胞抗原受容体(BCR: B cell 

receptor)への結合後，生存・増殖・分化・

抗原提示などの機能が抑制された自己寛容

性B細胞となるか，あるいはこれらの機能の

亢進した自己免疫性B細胞となるかの運命

は，細胞内における刺激性ならびに抑制性

シグナルのバランスにより決定される

(Niiro and Clark. Nat.Rev.Immunol. 2002)。
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この自己反応性B細胞の運命決定(自己寛容 

vs 自己免疫)において，BCR下流の抑制性シ

グナルはきわめて重要である(Cannons and 

Schwartzberg. Curr.Opin.Immunol. 2004)。

我々は，この抑制性シグナルの制御に，上

流シグナル分子と標的分子をつなぐアダプ

ター分子が重要だと考える。 

 Cbl ファミリー蛋白の c-Cbl, Cbl-b は，

血液細胞を含む種々の細胞で発現している

分子である。Cbl-b 欠損マウスにおいては自

己免疫疾患の発症を見ることより，この分

子は抑制性シグナルに関与する（Bachmaier 

et al. Nature 2000）。最近，Cbl に会合す

る 新 規 ア ダ プ タ ー 分 子 と し て ，

CIN85(c-Cbl-interacting protein of 85 

kDa)が同定された。CIN85 は，３つの SH3 ド

メイン，proline-rich ドメイン(PRD)，

coiled-coil ドメイン(CC)のアダプタード

メインで構成されている。その後の研究で，

CIN85 はそのアダプタードメインを介して

Cbl のみならず，様々なシグナル分子と直接

会合しうることが判明した。ここで興味深

いのは，CIN85 と会合しうる分子の中に，

BLNK, PI3K, PLCγ, Btk といった BCR の刺激

性シグナルに関与する分子ならびに

Src-family kinase, SHIP といった BCR の抑

制性シグナルに関与する分子の両方を含ん

でいる点である。以上より，我々は，CIN85

が Cbl と同様，BCR 下流の抑制性シグナルの

制御に重要な役割を果たすのではないかと

考えた。 

 また，我々がこのアダプター分子に着目

したもう一つの理由として，CIN85が

endophilinなどのレセプターの取り込みや

プロセシングに関与する分子とも結合しう

る点である。実際，CIN85はEGFレセプター

の細胞内取り込みと分解を促進する

（Soubeyran et al. Nature 2002）。B細胞

におけるBCRの役割は，シグナル伝達のみで

なく，自らが抗原を取り込み，プロセスし，

MHCともにT細胞に提示する。この過程にお

いて，取り込んだ抗原を分解へ導くか，ま

たはMHCと会合させ抗原提示へ導くかの振

り分け(sorting)が重要であるが，この過程

の分子機構については現時点では明確でな

い。そこで，我々は，CIN85がBCR下流にお

けるこのsortingの過程にも重要な役割を

果たすのではないかと考えた。すなわち，

CIN85は，抗原を取り込んだ後に主に抗原を

分解の方向へ導くことで，MHC上への抗原提

示を抑制している可能性がある。 

 現在まで，CIN85によるB細胞の機能制御

については，国内・国外ともに全く報告が

ない。 

 
２．研究の目的 
（１）ヒトB細胞におけるCIN85のBCRシグナ

ル伝達の制御機構について分子レベルで明

らかにし，B細胞の生存，増殖，分化，抗原

提示機能への作用を明らかにする。 

（２）臨床検体から純化したB細胞を使用し，

ヒト自己免疫疾患B細胞におけるCIN85の発

現ならびに機能異常を明らかにする。 

 
３．研究の方法 

（１）CIN85によるBCRシグナル伝達制御メカニ

ズムの解明（新納，赤司） 

  我々は野生型ならびにドメイン欠損型

CIN85を発現したB細胞株を既に樹立した。

これらの細胞を使用し，BCR刺激時のLyn・

Syk,・Btkの活性化，Cbl・BLNKのリン酸化，

PI3K・PLCγ2の活性化，Ca flux，NFκB・MAP

キナーゼ(ERK,JNK,p38MAPK,ERK)の活性化

状態をリン酸化にてモニターすることで，

CIN85の各アダプタードメインの機能的意

義を明らかにする。 

  CIN85の機能解明には，上記のような外因

性CIN85を導入する系のみでは不十分である。

そこで，B細胞の内因性CIN85をノックダウン

するloss-of-functionの系を使用する．B細

胞株へは通常のRNAiオリゴ導入は効率が悪

いため，標的配列をデザインし挿入した

CIN85 RNAiベクターを作成した。我々は，こ

れらのベクターを使用し内因性CIN85発現が

強くノックダウンされた細胞株を既に樹立

した。これらの細胞を使用し，上記と同様に，

各BCRシグナル伝達分子の活性化状態を明ら



かにする。 

 正常ヒトB細胞は，in vitroでは死にや

すく通常の遺伝子導入は困難である。そこ

で，我々は遺伝子導入の方法を検討し，純

化B細胞に，野生型ならびにアダプタード

メイン欠損型CIN85コンストラクト，CIN85 

RNAiベクターを発現させて，BCRシグナル

伝達分子の活性化状態を評価する。さらに，

正常B細胞では，BCRシグナルによる生存，

増殖，分化などの機能発現の評価も可能な

ため，この点に関してもCIN85の作用につ

いて明らかにする。 

（２） CIN85による抗原提示制御メカニ
ズムの解明（新納） 

 我々は，CIN85がBCRの取り込みやプロセ

スの過程を制御するかを解析する。CIN85

野生型，アダプタードメイン欠損型，RNAi

ベクター発現細胞を使用し，BCRの取り込

み，プロセスの過程をフローサイトメトリ

ーにて解析する。 

（３）自己免疫疾患B細胞におけるCIN85の

発現ならびに機能異常の解明（新納，赤司） 

 CIN85 mRNAの発現レベルは，前述のよう

にB細胞サブセットで異なるので，自己免疫

疾患B細胞(CD19+)をセルソーターにてサブ

セット分画へ純化を行い，real-time PCR

を使用し定量的に評価する．また，CIN85

抗体を使用して蛋白レベルの確認も行う。 

 
４．研究成果 

（１）CIN85の各アダプタードメインの機能解

明 

 野生型、SH3ドメイン欠損型CIN85を発現し

たB細胞株を使用して研究を行った。その結果

、CIN85のSH3ドメインはCblとBLNKとの結合に

きわめて重要であり、 CIN85は抗原受容体刺

激による Ca fluxに対して作用することが判

明した。  

（２）CIN85ノックダウンによるB細胞機能の

解明 

 CIN85の機能解明には(1)のような外因性 

CIN85を導入する系のみでは不十分と考え、 

CIN85 shRNAベクターによる内因性CIN85発現

が90％程度にまでノックダウンされたB細胞

株を使用し、CIN85は Syk,PLCγ2などといった

B細胞抗原受容体シグナル伝達における重要

な分子の活性化を制御することが判明した。 

（３）ヒト正常B細胞におけるCIN85の機能解

明 

 CIN85による B細胞機能制御の解明には（１

）や（２）のようなB細胞株のみを使用した研

究では不十分と考え、健常人より純化したB

細胞に nucleofectionシステムによりCIN85 

shRNAベクターを導入した。その結果、 CIN85

がノックダウンされたB細胞では、 BCRによる

B細胞生存や増殖が変化することが判明した。  

（４）CIN85による抗原提示制御メカニズム

の解明 

 BCRは、生存、増殖、分化に必要なシグナル

を産生すると同時に、自らは抗原を取り込み

プロセスするという抗原提示機能の上で重要

である。CIN85野生型、アダプタードメイン欠

損型、RNAiベクターによるCIN85ノックダウン

細胞を使用し、刺激後のBCRの取り込み

(internalization)についてフローサイトメ

トリーを使用し評価した。その結果、いずれ

の細胞においてもBCRのinternalizationはコ

ントール細胞と同様であり、B細胞の抗原提示

能の最初の段階である抗原の取り込みについ

て、CIN85は作用しないことが判明した。 

（５）自己免疫疾患B細胞におけるCIN85の発

現異常の解明 

 CIN85によるBCRシグナルの可能性は、この

アダプター分子の自己免疫疾患（特にSLE）に

おけるB細胞の機能異常への関与を示唆する。

自己免疫疾患B細胞(CD19+)をナイーブならび

にメモリーB細胞サブセットの分画まで純化

を行い、real-time PCRによるCIN85 mRNAの定

量的評価ならびにwestern blotによるCIN85

蛋白の定量的評価を行った。その結果、健常

人B細胞サブセットに比べ、自己免疫疾患B細

胞サブセットにおいてCIN85発現がmRNAなら

びに蛋白レベルの両方において低い傾向にあ

ることが判明した。 

以上の研究成果より、CIN85は、抗原受

容体を介したB細胞機能を制御することに



より、自己免疫疾患における自己反応性B

細胞の運命決定に重要なアダプター分子で

あることが強く示唆される。  
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