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研究成果の概要（和文）：全身性エリテマトーデスでは、低親和性抗ssDNA前駆B細胞が体細胞変異を経て、病原
性抗dsDNA抗体産生細胞へ進化する。本研究では、生体でのこの前駆B細胞にが受ける制御を明らかにする為、患
者由来抗dsDNA抗体のgermline配列をIg遺伝子座に挿入したKIマウス G9glを作製した。このマウスでは、レセプ
ター編集によって大部分のG9gl B細胞が除去された。末梢に逃れたG9gl B細胞は、アナジーに陥っており、様々
な条件で誘導した自己抗体産生経路に参加することができなかった。従って、抗ssDNA前駆B細胞は、多階層免疫
寛容チェックポイントにて制御されていることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：In systemic lupus erythematosus patients, low-affinity anti-ssDNA precursor 
B cells evolve into high-affinity anti-dsDNA antibody-secreting cells through somatic hypermutation.
 We attempted to unveil regulation of such precursor B cells in vivo. To this end, we generated G9gl
 KI mouse line which carries unmutated germline sequences from a lupus patient-derived pathogenic 
anti-dsDNA antibody. In the KI mice, a large proportion of B cells underwent receptor editing. In 
the periphery, escapee cells from receptor editing exhibited anergic phenotypes and failed to 
differentiate into germinal center B cells and antibody-producing cells. Collectively, multiple 
tolerance checkpoints prevent low-affinity precursors of pathogenic anti-dsDNA B cells from 
undergoing clonal expansion and affinity maturation.

研究分野：免疫学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
自己反応性BCR KIマウスを用いた先行研究は多くあるが、それらは、自己抗原に対し高親和性を呈し、ヒト自己
免疫疾患での自己抗体産生細胞の前駆B細胞を反映している訳ではなかった。本研究では、SLE患者由来の高親和
性dsDNA抗体の抗体遺伝子配列を用いて、低親和性ssDNA BCR KIマウスを作製し、病原性自己抗体産生細胞の前
駆B細胞の性状を調べた。この研究から、SLE発症においては、高親和性自己抗体産生に先んじて、B細胞免疫寛
容の破綻が起こり、低親和性抗ssDNA前駆B細胞の分化・活性化が制限されない環境が作られることが示唆され
た。今回得られた知見は、新たな治療戦略の構築に有用である。

※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。
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１．研究開始当初の背景 
全身性エリテマトーデス（SLE)患者では、様々な自己抗体が産生される。特に、血清での抗 dsDNA

抗体の力価は疾患活動性に関連している。これまでの先行研究では、体細胞長変異が抗 dsDNA 抗

体の抗原反応性に貢献していることが示されている。我々のこれまでの研究から、抗 dsDNA 抗体

は、親和性の低い ssDNA 反応性の前駆 B細胞から、親和性成熟とクローン拡大を経て、SLE 患者

体内で産生されていることが分かってきた。 

 
２．研究の目的 
これまでの既報や我々の先行研究から、低親和性抗 ssDNA を有する前駆 B細胞は、免疫寛容維持

機構によって抑制されるのか、という疑問が出てきた。その疑問を明らかにすべく、我々は SLE

患者由来抗 dsDNA 抗体クローン 121G9gl の germline 可変領域配列を免疫グロブリン遺伝子座に

組み込んだノックインマウス G9gl を作製し、生体における低親和性抗 ssDNA B 細胞の表現系や

活性化状態を解析した。 

 

３．研究の方法 
SLE 患者から分離した抗 dsDNA 抗体 121G9 に由来する germline 抗体 121G9gl は弱い抗 ssDNA 反

応性を呈する。Crsper/Cas9 システムを用いて 121G9gl の可変領域を免疫グロブリン遺伝子座へ

ノックインした G9gl KI マウスを作製した。この KIマウスについて、末梢 B細胞における G9gl 

KI 免疫グロブリン遺伝子の発現、各 B 細胞サブセットの割合、抗体産生、各種条件における自

己抗体産生と G9gl BCR 発現細胞の割合、分化、体細胞変異獲得などを評価した。 

 

４．研究成果 

（１）G9gl ヘテロ KI マウスでは、VH replacement によるレセプター編集により大部分の B細

胞が除去される 

G9gl ヘテロマウスでは、B細胞の減少が顕著で、

脾臓 B細胞の約 27％のみが G9gl BCR を発現して

いた（図１）。残りの B細胞は、ノックイン遺伝子

を持たないH鎖アレル由来の免疫グロブリン遺伝

子、あるいは、ノックイン遺伝子座からマウス VH

と G9gl H 鎖が融合した BCR を発現していた。免

疫グロブリン遺伝子座の配列解析などから、G9gl

ヘテロマウスでは、H 鎖におけるレセプター編集

が起こっていることが分かった。 

 

図１．G9gl KI マウス 脾臓濾胞 B 細胞における
G9gl BCR 発現の検出. 各マウスの脾臓から濾胞
B 細胞を単一細胞レベルで分取し、発現している
BCR H鎖 L鎖を RT-PCRにて増幅の後、配列決定
した。 



（２）末梢において G9gl B 細胞は、部分的なア

ナジーに陥り、容易にアポトーシスする 

G9gl ホモマウスでは、ほぼ全ての成熟ナイーブ

B細胞が KI Ig H 鎖 L鎖の両方を発現していた。

この B細胞は、細胞表面 IgM 及び IgD の発現量が

低く、これまでに報告されたアナジーB 細胞の表

現型を示した。DNA に対する反応性を細胞質カル

シウム流入で計測すると、G9gl B 細胞は、dsDNA

には全く反応しなかったものの、ssDNA に対して

は、即座にカルシウムイオンの細胞質流入が起こ

った（図２）。このことから、G9gl B 細胞が高親

和性抗dsDNA B細胞の前駆体のモデルとなること

が確認された。in vitro における培養では、抗

CD40 抗体と IL4、IL5 存在下で、コントロールと

同等に細胞増殖とクラススイッチをすることが分

かった。抗体産生細胞への分化と IgM 産生は、コ

ントロールと同等であったが、IgG 産生について

は、G9gl B 細胞では著しく低かった。 

 

さらに詳細な表現型解析を行うため、コントロールと G9gl KI ホモマウスの脾臓成熟濾胞 B 細

胞を分取し、遺伝子発現を RNAseq にて調べた。G9gl B 細胞ではコントロールに比べて、分化・

増殖・活性化因子の発現上昇が認められた。その一方で、AKT1 遺伝子の大幅な発現減少やアポ

トーシス関連遺伝子の増加が認められた。実際に G9gl B 細胞を培養すると、コントロール B細

胞に比べて、生存率の半減期が約 60％短いことが分かった。以上の結果から、G9gl B 細胞は、

低親和性 ssDNA 反応性を有し、ユニークなアナジーに陥っており、細胞死を起こしやすい形質を

持っていることが判明した。 

 

（３）代替自己抗原の免疫によって、G9gl B 細胞はメモリーB細胞へと分化する 

BSA をコンジュゲートしたバクテリア DNA を免疫すると、G9gl KI ヘテロマウスは自己抗体を産

生した。この免疫下では、胚中心が形成されるが、胚中心分画において G9gl B 細胞は検出され

なかった。一方、Boost した後の switched メモリーB細胞では、約 20％の割合で G9gl B 細胞が

存在した。その一方、形質芽細胞分画では、G9gl B 細胞はほとんど検出できなかった。 

 

以上の結果から、抗 dsDNA 抗体産生細胞の前駆 B 細胞である低親和性抗 ssDNA B 細胞の親和性

成熟とクローン拡大は多層性免疫寛容チェックポイントにおいて、負の制御を受けることが示

された。 

図 2．G9gl B細胞は、ssDNAに対して応答する.。
コントロール及び、G9gl KIホモマウス脾臓から分
取した濾胞 B 細胞を ssDNA, 又は dsDNA で刺激
し、細胞内カルシウム流入をフローサイトメトリー
で検出した。 
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