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研究成果の概要（和文）：本研究では、マイクロ空間を用いた独自の技術と方法論を用い、全身性強皮症
(systemic sclerosis; SSc)における自己反応性B細胞の機能と役割を明らかにした。topoI抗原への親和性とサ
イトカイン産生能との関係について、high affinityなB細胞においてIL-6やIL-23などの炎症性サイトカインを
産生するB細胞の割合が多く、産生量も多かった。同様にlow affinityなB細胞からはIL-10やIL-35の抑制性サイ
トカインを産生するB細胞の割合が多く、産生量も多かった。前者はTh17細胞を誘導し、後者はTreg細胞を誘導
することも明らかにした。

研究成果の概要（英文）：In this study, we used original microspace-based techniques and 
methodologies to elucidate the function and role of autoreactive B cells in systemic sclerosis 
SSc). Regarding the relationship between affinity to topoI antigen and cytokine production capacity,
 the proportion of B cells producing inflammatory cytokines such as IL-6 and IL-23 was higher in 
high affinity B cells, and the amount produced was also higher. Similarly, low affinity B cells 
produced a higher percentage of B cells that produced IL-10 and IL-35 inhibitory cytokines, and the 
amount produced was also higher. The former was also shown to induce Th17 cells and the latter Treg 
cells.

研究分野： 皮膚科学

キーワード： 自己反応性B細胞　サイトカイン　全身性強皮症　T細胞　microfluidics　単一細胞解析

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究は、自己抗原反応性B細胞の機能を明らかとすることで、数あるB細胞集団中から、病原性を有するB細胞
集団を明らかとする。さらに我々の技術では、少数の自己抗原反応性B細胞のタンパク分析を可能としており、
表面抗原の分析によって新たな治療ターゲットの同定につながることが期待される。このような研究は他に類が
無く、他の自己免疫疾患においても応用可能であることから、革新的かつ創造的な研究となることが期待され
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 
1） 全身性強皮症の病態に対する自己抗原反応性 B 細胞の関与  
全身性強皮症(systemic sclerosis; SSc)は、①自己免疫、②皮膚および内臓諸臓器の線維化、

③血管障害を主徴とする。有効な治療法がなく、患者の QOL は著しく障害されるため、病態の
解明と新たな治療法の開発が求められている。SSc の病因は不明だが、その発症には自己免疫が
重要と考えられている。その根拠として、SSc では線維化や血管障害が顕在化する前から、核内
抗原である topoisomerase （topo） I などに対する自己抗体が検出されること、出現する自己
抗体の種類によって、合併症の頻度や予後が大きく異なることが挙げられる。このように自己免
疫反応によって産生される自己抗体は SSc の病態と密接に関連しており、その自己抗体産生の
担い手である B 細胞は病態形成において中心的な役割を果たすと考えられる。しかし、自己抗
原の多くは核内や細胞質内に存在するため、細胞外にある自己抗体が、直接病態形成に関与する
とは考えにくい。このため、自己抗原反応性 B 細胞と SSc の病態の関係は不明瞭なままであっ
た。 
2） B 細胞の持つ免疫系における多彩な機能と抗原特異性 
近年の研究により、B 細胞は抗体産生のみならず多彩な機能を持つことが明らかとなってき

た。B 細胞は抗原提示を行い、サイトカインを産生し、さらに他の免疫細胞の分化と活性化を誘
導し、免疫系に対して様々な影響を与える。これらの多彩な機能を B 細胞が発揮するには、B 細
胞受容体（B cell receptor; BCR）に特異的に結合する抗原刺激が必要であり、各々の B 細胞は
それぞれ独自の BCR を持つことから、B 細胞機能の多くは抗原特異的に発揮されると考えられ
る。このように B 細胞は抗原特異的な BCR 刺激を介して重要な役割を果たし、自己免疫疾患に
おいて自己抗原反応性 B 細胞が病態の中心をなす可能性がある。 
3） 自己抗原反応性 B 細胞解析における課題 
このように重要と考えられる自己抗原反応性 B 細胞の直接的な役割が、現在までに明らかに

なっていない第一の理由として、患者から得られる自己抗原反応性 B 細胞は僅かしかなく、解
析出来る細胞数に限りがあるという点がある。第二に、少数の自己抗原反応性 B 細胞から産生
されるサイトカインは微量であるため、enzyme linked immunosorbent assay （ELISA）法や
LUMINEX 法®といった従来法では検出力が不足している点がある。第三に自己抗原反応性 B
細胞の機能を解析するためには、他の免疫細胞などとの細胞間相互作用の検討が不可欠である
が、細胞培養プレートや ELISA プレートといった従来のデバイスでは細胞に対してサイズが大
きすぎるため、生体内での細胞同士のやり取りが ex vivo で再現できていない点があった。自己
反応性 B 細胞の解析には、これらの問題点を解決する新しい手法が必要となっていた。 
 
２．研究の目的 
以上の背景より、本研究では SSc における自己抗原反応性 B 細胞の機能解析を行うことを目

的とした。この機能解析に伴う問題点は、医工連携研究によって確立した新しい独自の手法を用
いて解決することとした。本研究ではマイクロチップ上に形成されたマイクロ空間を用い、自己
抗原反応性 B 細胞の解析を行うことで、自己抗原反応性 B 細胞から産生されるサイトカインを
検出することが可能となり、また自己抗原反応性 B 細胞が他の細胞と相互作用した際のサイト
カイン産生能を検討することも可能となった。このような手法により解析を行うことで、ブラッ
クボックスであった SSc における自己抗原反応性 B 細胞の機能が明らかとなることが期待され
る。本研究で得られる新しい知見は他の自己免疫疾患にも応用可能であることが予想され、自己
免疫疾患全体における新たな病因論を創造出来る可能性がある。 
 
３．研究の方法 
1） マイクロ空間における B細胞機能解析 
マイクロチップを用いた独自のアッセイ系を用いて、topo I 特異的 B 細胞の解析を行った。 
① SSc 患者末梢血からの topo I 特異的 B細胞抽出 

抗 topo I 抗体陽性の SSc 患者から、通常の診療で得られた採血検体を用い、蛍光標識
された topo I 抗原に結合する B細胞をセルソーターで抽出することにより topo I 特異的
B細胞を得た。 

② topo I 特異的 B細胞の遺伝子発現解析 
topo I 特異的 B細胞の発現する遺伝子の解析を行った。 

③ マイクロチップ上での共培養 
マイクロチップ上で topo I 特異的 B細胞および T細胞を培養し、細胞間相互作用を検

討し、B細胞が T細胞に与える影響の検討を行った。 
④ マイクロ ELISA によるサイトカイン、抗原結合能解析 

 B 細胞や T細胞から培養液中に放出された微量のサイトカインを、マイクロ空間に展開
した捕捉抗体結合ビーズを用いて解析した。検出には高感度な熱レンズ顕微鏡検出系を用
いることで、従来法よりも 102-4倍の感度で解析が可能となった。 さらに topo I 特異的 B
細胞が産生する抗 topo I 抗体をマイクロチップ上で検討した。 



2） SSc モデルマウス解析 
① topo I 誘導 SSc モデルマウス作成 

 野生型マウスに topo I 抗原を免疫し、SSc モデルマウスを作成した。 
② マイクロ空間による B細胞機能解析 

ヒトと同様に、topo I 特異的 B細胞の解析を行った。 
③ 養子移入実験による topo I 特異的 B細胞の病原性確認 

topo I 誘導 SSc マウスから得た topo I 特異的 B細胞を野生型マウスへ養子移入し、病
理組織・血清サイトカイン・自己抗体を解析した。 

 
４．研究成果 
本研究では、マイクロ空間を用いた独自の技術と方法論を用い、SSc における自己反応性 B細

胞の機能と役割を明らかにした。まず抗 topo I 抗体陽性 SSc 患者における末梢血中の topo I 特
異的 B細胞のサイトカイン産生能の解析を行い、interleukin (IL)-6 や IL-23 の炎症性サイト
カインを産生する B細胞や IL-10 や IL-35 の抑制性サイトカインを産生する B細胞が topo I 特
異的 B細胞集団中に存在することを見出した。さらに topo I 抗原への親和性とサイトカイン産
生能との関係について、high affinity な B 細胞において IL-6 や IL-23 を産生する B細胞の割
合が多く、産生量も多かった。同様に low affinity な B細胞においては IL-10 や IL-35 の抑制
性サイトカインを産生する B細胞の割合が多く、産生量も多かった。さらに topo I 抗原に対し
て high affinity な B 細胞が多いほど、皮膚硬化が強く、肺機能が悪かった。 
 次に topo I 誘発 SSc モデルマウスにおいて、B細胞の affinity の上昇とサイトカイン産生能
の関係について検討した。topo I 蛋白を免疫する毎に B細胞の topo I に対する affinity は強
められ、Low affinity な B細胞が多い、topo I1 回免疫モデルでは、IL-10 や IL-35 といった抑
制性のサイトカインを産生する B細胞の割合が多いのに対し、high affinity な B 細胞が多い、
topo I4 回免疫モデルでは、IL-6 や IL-23 の炎症性サイトカインを産生する割合が多かった。こ
れらの high affinity な B細胞は Th17 細胞を誘導し、low affinity な B細胞は Treg 細胞を誘
導することも明らかにした 
これらの B細胞の養子移入実験により、topo I を１回免疫後に得られた topo I 反応性 B細胞

は topo I 誘発 SSc モデルマウスの線維化病変を抑制したのに対し、topo I を４回免疫後に得た
topo I 反応性 B細胞は線維化病変を促進することが明らかとなった。さらにこれらの線維化病
変は IL-6 もしくは IL-23 に対する中和抗体によって有意に抑制され、IL-6 もしくは IL-23 欠損
マウスに topo I 抗原を 4回免疫したマウスから得た topo I 反応性 B細胞は、線維化病変を誘
導しなかった。B細胞受容体の下流に位置し、affinity maturation に関わる Bruton’s tyrosine 
kinase の阻害薬は、topo I high affinity B 細胞を減らし、low affinity B 細胞を増やすこと
が明らかとなった。今回の研究により、topo I 特異的 B細胞は topo I に対する親和性が低い場
合には線維化病変を抑制し、親和性が高くなると線維化病変を増悪させ、これらの機能は B細胞
からのサイトカイン産生を介して発揮されることが示唆された。 
 B 細胞は様々な機能を有しており、自己免疫疾患においても重要な役割を果たす。特に B細胞
受容体を介した自己抗原刺激は、自己反応性 B細胞の活性化とサイトカイン産生を誘導し、その
結果、病態の形成と進展に大きく関与すると考えられる。しかし、自己抗原に対する反応性やサ
イトカイン産生能、他細胞との相互作用などを含めた自己反応性 B 細胞の機能に関する直接的
な検討は、技術的な難しさから全く行われていなかった。今回、このような新たな手法を用いて
解析を行うことで、ブラックボックスであった SSc における自己抗原反応性 B 細胞の機能が明
らかとなった。本研究で得られた新たな知見は、他の自己免疫疾患にも応用可能であることが予
想され、自己免疫疾患全体における新たな病因論を創造出来る可能性が示唆された。 
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