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研究成果の概要（和文）：自己反応性B細胞は、骨髄において、抗体再編成、細胞の除去など、自己寛容のメカ
ニズムを使って抑制されている。
自己寛容は、自己抗原とB細胞上のB細胞受容体が結合して初めて起こる。では、自己反応性B細胞が認識するこ
の自己抗原は、いったいどこからくるのか？　私たちは、別の目的で、ある自己反応性抗体が認識する抗原のプ
ロテオミクス解析を行った。偶然、この抗体は多くの細胞外微粒子関連タンパクと結合することがわかった。私
たちは自己抗原が細胞外微粒子によって運ばれているのではないかと仮説を立てた。本研究では、自己抗原を微
粒子上に持つ細胞外微粒子がB細胞の自己寛容に関わっていることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Self-reactive B cells are negatively regulated by several mechanisms, 
including receptor editing, cell death, and anergy, to maintain central tolerance. Engagement of an 
antigen and B cell receptor initiates these regulatory mechanisms. However, how can these 
self-antigens be delivered to the bone marrow?
Based on our study of a self-reactive antibody, BCR-expressing B cells, which are destined to be 
receptor-edited in vivo, bind largely to proteins related to extracellular vesicles (EVs), as shown 
by proteomics analysis. Administration of isolated EVs decreased the number of newly born 
self-reactive B cells. In contrast, administration of an EV biosynthesis inhibitor increased the 
number of self-reactive B cells.
Our research revealed that self-antigen-carrying extracellular vesicles in blood inhibit the 
emergence of self-reactive B cells. This finding provides new insight into how autoimmunity emerges 
and how we can prevent autoimmune diseases such as lupus.

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
これまでB細胞の内在的な要因、すなわちB細胞の細胞死や活性化に関わるシグナル伝達の機能不全が自己寛容の
破綻に大きく関わっていると考えられていたが、本研究成果により、細胞外微粒子のデリバリーという外来性の
要因が、自己免疫疾患などの発症に関わっている可能性を示し、新たな視点を提供した。今後、細胞外微粒子と
いう新たな軸で、ヒト自己免疫疾患を見直す必要がある。今後、ヒトサンプルを用いて、本研究で確立した手法
にて細胞外微粒子がヒト自己免疫疾患に影響を及ぼしているのか検討する。将来、膠原病やリュウマチなどの治
療薬開発に新たなコンセプトを提供するものである。

※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 
 

本研究に至った経緯は、私たちが樹立した遺伝子改変マウスの詳細な解析から得られ
たユニークな現象の発見が起点となる。私たちは、インフルエンザウイルスに対する広域中和抗
体(C179)の抗体産生機序の解明を目指し、この広域中和抗体遺伝子の B 細胞受容体(BCR)のノッ
クインマウスを樹立、インフルエンザウイルス広域中和抗体 B 細胞の発生、維持を追跡していた
（投稿準備中）。このマウスの B 細胞は、発生の段階で、人ではメジャーな自己寛容メカニズム
の一つである抗体再編成を起こす(Science 2003 Sep 5;301(5638):1374-7)。すなわち、導入し
た抗体軽鎖遺伝子ではない、他の抗体軽鎖遺伝子を代替えとして発現し、本来の抗原であるイン
フルエンザウイルスHA抗原にはわずかにしか反応しなくなっている。このことは、C179抗体は、
インフルエンザウイルスの HA 抗原に結合するが、同時に、何らかの自己抗原も認識している可
能性があることを示唆する。 

自己反応性 B細胞は、骨髄において、抗体再編成、細胞の除去、不応答など、自己寛
容のメカニズムを使って抑制されることが知られている。 
自己寛容は、自己抗原と B 細胞上の B細胞受容体が結合して初めて起こる。では、自己反応性 B
細胞が認識するこの自己抗原は、いったいどこからくるのだろうか？ B 細胞を教育する際の教
科書的な全ての組織由来の自己抗原カタログはどのように提供されるのかは、これまで謎のま
まである。 

広域中和抗体 C179 が認識する自己抗原を同定する目的で、新生児マウス個体の溶解液
を用いて、C179 抗体による免疫沈降産物のプロテオミクス解析を行った。同定された 761 個の
タンパクの Gene ontology 解析の結果、エキソソームなどの細胞外微粒子(EV)に関連するタン
パクが特に多いことがわかった(表１)。 

 
 
２．研究の目的 
 
私たちは、『生体内を流れる細胞外微粒子（EV）が、自己抗原のカーゴとして、骨髄に運ばれ、
自己反応性 B 細胞の抑制に寄与するのではないか』という仮説を立てた（下図）。本研究では、
この仮説を立証することを目指す。 
 



 
 
３．研究の方法 
 
細胞外微粒子の精製 
マウス血漿からゲル濾過により分画に分け、その後の実験に使用した。 
 
細胞外微粒子の特性解析 
ナノ粒子追跡システム NanoSight LM10 を用いて、粒子濃度、サイズについて測定を行った。 
 
抗体と細胞外微粒子との結合 
Biacore3000(GE Healthcare)を用いた表面プラズモン共鳴分析法により解析を行なった。セン
サーチップ上にさまざまな抗体を固相化し、細胞外微粒子の粗精製分画を流し、抗体と細胞外微
粒子の結合を計測した。 
 
B 細胞解析 
Flow cytometry 法により、B 細胞の動態の解析をおこなった。新生 B 細胞については EdU にて
ラベル、および CD93 陽性細胞画分を用いて実験を行なった。 
 
 
４．研究成果 
 
（１） EVは実際に自己反応性の抗体C179に結合するのか？ 
マウス血漿より EV を精製し、微粒子のサイズ、数を
定量化することができる NanoSight を用いて精製 EV
の性状を解析し、この精製 EV を用いて、表面プラズ
モン共鳴法にて、C179 抗体との結合について調べた。
EVがインフルエンザウイルス広域中和抗体 C179 抗体
と結合するが、他の 2 種類の抗体（抗(4-hydroxy-3-
nitrophenyl)acetyl (NP)抗体 clone C6 と抗インフ
ルエンザウイルス HA head 抗体 clone NSP2）には強
い結合を示さなかった。(図１)。このことから、プロ
テオミクス解析で予想したC179がEVに特異的に結合
することがわかった。 
 
（２）EV 過剰投与による自己反応性 B 細胞への影響
について 
インフルエンザウイルス抗原ではない、モデル抗原を
発現するマウス末梢血から精製した EV をこのモデル
抗原を認識する抗体を発現する BCR マウスに投与し
た。結果、EV を投与することで、新生 B 細胞が減少し
た。EV の獲得免疫への関与は、1996 年、Raposo らに
よって B 細胞から pMHC(peptide-MHC) 複合体を表面
にだす EV が産出される、という最初の報告がある（J. 
Exp. Med. 183, 1161–1172(1996)）。その後、EV は抗
原提示細胞の T 細胞への Cross-presentation の一つ
の機構として提唱されている(Nat.Rev.Immunol.23, 
236–250 (2023))。自己寛容という点では、胸腺での
胸腺上皮細胞が放出する EV が自己抗原を提示し、負
の選択において働いているという報告もある
（Immunol. Cell Biol. 93, 727–734 (2015)）。ただ、
現時点で、自己反応性の B 細胞の抑制に EV が関わっ
ているという報告はない。 
 
（３）血中 EV の量を減らしたことによる自己反応性
B 細胞への影響について 
EV 放出を阻害することで知られる Alutenusin(Sci Signal 2017, 10(473))を投与することによ
り、血漿中の EV の粒子数は減少した（図２）。 



 

自己反応性抗体の C179 BCR マウスに Altenusin を投与したところ、自己反応性 B細胞の数が末
梢血で増加した。このことか、エクソソームなどの細胞外微粒子による自己反抗性 B細胞の制御
が行われている可能性が示唆された。 
 
(1)-(3)を含む本研究の結果から、細胞外微粒子が自己反応性 B 細胞の発生に寄与していること
を示した。細胞外微粒子には全ての組織由来のさまざまなタンパク分子が発現していると考え
られる。自己免疫疾患患者では、自己抗原の発現制御のみではなく、細胞外微粒子の生成過程、
および量の制御にも問題がある可能性がある。 
 
現在、時空間的に細胞外微粒子上にモデルタンパク抗原の発現をコントロールできる、またこの
モデル抗原に対する抗体の BCR を持つマウスの作成した。できるだけ生理的条件下で、細胞外微
粒子の自己反応性 B細胞の発生への影響を調べる。 
また、今後、本研究で構築した解析技術を用いて、ヒトにおける細胞外微粒子の自己抗原の定量
化も進めていく予定である。 
 
 
 
（特許の出願の可能性があるため、一定期間公表を見合わせる必要がある箇所がある。本研究成
果報告書は掲載可能な一部のみ） 
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