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研究成果の概要（和文）： 
天疱瘡などの自己免疫性疾患ではグロブリン大量療法の奏功する例が多いことが分かっている
が、その作用機序はあまり分かっていない。また、効果が短期間しか持続しない例も多い。そ
こで、免疫反応を抑制する働きのあるサイトカインである IL-10を産生する末梢血中の B細胞
が、天疱瘡に対するグロブリン大量療法の前後で変化するかを検討したところ、長期的に効果
の持続する例では治療後に比率が増加していることが判明した。 
 
研究成果の概要（英文）： 
Although intravenous immunoglobulins treatment is effective for various autoimmune 
diseases such as pemphigus, the exact mechanism of the therapy is unknown. Moreover, the 
efficacy is observed for limited periods in many cases. I evaluated the fluctuation 
of circulating IL-10 secreting B lymphocytes associated with intravenous immunoglobulins 
treatment. IL-10 secreting B cells were increased after the therapy in a case of pemphigus 
in which long-term clinical remission was achieved. 
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１．研究開始当初の背景 
（１）皮膚科領域における重篤な疾患である

全身性エリテマト－デスや皮膚筋炎は膠原

病の１種であり、病因としては免疫寛容の破

綻が示唆されているが、あまり解明されてい

ない。全身性エリテマトーデスのモデルマウ

スには(NZB×NZW)F1 マウスがあり、B1-B 細

胞の機能に異常があると以前より報告され

ている。一方、皮膚筋炎と B1-B 細胞の関連

を解析した報告は見あたらない。そのため、

B1-B細胞に注目した。 

 

（２）B1-B 細胞は、B220+CD5+の表面形態を

有し、IgM を高発現することから通常の B 細
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胞（B2-B 細胞）と区別される。B1-B 細胞は、

細菌感染やウイルス感染において、適応免疫

系が働くよりも早期に重要な役割を果たすと

いわれている。マウスの腹腔内に豊富に存在

し、ヒトでは末梢血中にも存在することが知

られているが、ヒト B1-B細胞に関する論文は

ほとんど見あたらない。 

 

（３）全身性エリテマト－デスと皮膚筋炎は

異なる疾患であるが、ともに多彩な皮疹を生

じ、時に類似の皮疹を呈する。皮疹およびそ

の病理組織像が診断に大きな比重をしめる

が、病理組織標本の H.E染色のみでは、類似

の所見を認めるため両者を明確に鑑別する

ことができない。蛍光抗体直接法でループス

バンドテストを施行すれば、ある程度鑑別す

ることができるが、そのためにはホルマリン

固定していない凍結標本が必要とされてき

た。免疫組織化学染色はホルマリン固定後で

もできるが、既存の表面マーカーでは両者を

鑑別できない。しかし、B1-B細胞の特異的な

表面マーカーは見つかっていないため、全身

性エリテマト－デスや皮膚筋炎といった膠

原病、特にその皮疹に B1-B 細胞がどれほど

関与しているかも解析されていない。B1-B細

胞の特異マーカーが見つかれば、ホルマリン

固定した皮膚病理組織標本を用いて、免疫組

織化学染色で皮膚への B1-B 細胞の浸潤の程

度、様式を解析することができ、上記の鑑別

に用いることができるだけでなく、その病態

の解明に大きく寄与できる可能性が高いと

考えられる。 

 

（４）これまでの自らの研究では、マウスの

腹腔内 B1-B細胞を in vitroで CpG刺激する

と、MHC の発現には変化がないが、副刺激分

子である CD86の発現は一旦増加し 48時間後

には逆に減少することが判明している。また、

腹腔内 B1-B細胞は、細胞表面の B7-DCや CD70

の発現が 2峰性であることから、単一な集団

ではなく複数の機能の異なる亜集団で構成

されている可能性があることが判明してい

る。 

 
２．研究の目的 
（１）マウス B1-B 細胞と CD1dhiCD5+B 細胞の

違いを検討する。 

（２）人の自己免疫性疾患に B1-B 細胞（も

しくは抑制性 B細胞）が関与しているか検討

する。 

（３）マウス B1-B 細胞の特異的表面マーカ

ーを発見し、可能であれば特異抗体を作成す

る。 

 
３．研究の方法 
（１）BALB/cマウスか C57/B6マウスの腹腔
内細胞と脾臓細胞を回収し、in vitroで PMA
と ionomycin もしくは抗 CD40抗体と CpGで
刺激後に表面抗原を染色し、固定後に細胞内
染色して IL-10産生細胞のフェノタイプをフ
ローサイトメーターで解析する。B1-B細胞と
CD1dhiCD5+B細胞の関係を細胞表面抗原より 
検討する。また、IL-10を産生 B細胞が均一
な集団でありソーティングできるようであ
れば、ソーティングして回収して mRNAを抽
出し、マイクロアレイで IL-10産生 B1-B細
胞に特異的に発現している表面蛋白遺伝子
を同定する。 
 
（２）ヒト末梢血中の IL-10産生 B細胞を同
定するための刺激方法を確立するため、健常
人ヒトより採血して単核球を分離し、in 
vitroで種々の方法で刺激する。細胞内染色
して IL-10産生 B細胞の比率をフローサイト
メーターで解析する。 
 
（３）ヒト自己免疫疾患患者と健常人の末梢
血単核球中の IL-10産生 B細胞の比率の差を
フローサイトメーターで解析する。また、自
己免疫疾患に対するガンマグロブリン大量
療法の効果を検討するため、 IL-10産生 B細
胞の比率の変化を治療の前後でフローサイ
トメーターを用いて解析する。 
 
４．研究成果 
（１）2009年度 
①細胞内のサイトカインを染色してフロー
サイトメーターで解析することにより、マウ
スの脾臓にも IL-10を産生する B細胞が存在
することを確認した。この細胞は、LPSや CpG
などによる Toll-like receptor 刺激だけで
は IL-10 を産生せず、PMA と ionomycin によ
る刺激が必要であった。脾臓の B 細胞では、
過去の報告のように CD1d の発現が高い
CD1dhiCD5+B 細胞が IL-10 を産生するが、
IL-10の産生は CD9や CD38の発現とも相関す
る可能性があることが判明した。また、IL-10
産生細胞が全て CD1d の発現が高い訳ではな
かった。一方、マウスの腹腔内に存在する
B1-B 細胞では、CD1d の発現と IL-10 の産生
には相関がなかった。また、B1-B細胞は刺激
早期に IL-10 を産生し、CpG により 48 時間
in vitro で培養して CD86 の発現が低下した
細胞では、ほとんど IL-10を産生しなかった。
その他の表面分子の発現も解析したが、フェ
ノ タ イ プの 違 いか らは マ ウス の 脾臓
CD1dhiCD5+B細胞と腹腔内B1-B細胞の明らか
な相関を見いだせなかった。そのため、マイ
クロアレイによる mRNA の解析も施行できな
かった。 



 
②IL-10 を産生する B 細胞は、ヒトの末梢血
中にも少数ながら存在することが判明した。
しかし、CD1dは発現しておらず CD5も陰性で
あった。マウスの CD1dhiCD5+B 細胞や B1-B
細胞とは異なるフェノタイプであると考え
られた。また、自己抗体産生により水疱を形
成する自己免疫性水疱症患者の末梢血中に
も IL-10産生 B細胞の存在が確認できたため、
健常人との頻度・機能の差異を検討したが、
数人の検討では明らかな差はみられなかっ
た。 
 
（２）2010年度 
①マウスの脾臓の B細胞は、過去の報告のよ
うに CD1d の発現が高い CD1dhiCD5+B 細胞が
IL-10 を産生した。IL-10 産生細胞に特異的
に発現しているその他の表面分子を捜した
ところ、CD9 と B7-DC が IL-10 を産生しない
細胞では発現していないのに対して、IL-10
を産生する細胞では発現する細胞と発現し
ない細胞がみられた。IL-10 を産生する細胞
に特異的に発現する分子がないか、多数の表
面抗原を染色して、これらの分子の発現と
IL-10 産生能との関係を検討したが、IL-10
産生細胞に特異的な表面抗原の同定には至
らなかった。腹腔内に存在する B1-B細胞は、
PMA+ionomysin の刺激だけでも数時間の刺激
でかなりの比率で IL-10を産生する。脾臓細
胞では LPS で先に 48 時間刺激すると IL-10
産生細胞が増加するという報告があるが、腹
腔内 B1-B 細胞は TLR 刺激（CpG）で 48 時間
先に刺激すると、むしろ IL-10産生細胞は減
少した。また、CD1dの発現と IL-10の産生に
も相関がなく、マウスの脾臓 CD1dhiCD5+B細
胞と腹腔内 B1-B細胞は、IL-10産生に関して
はかなり違う性質を示すことが分かった。 
 
②ヒトの末梢血中の B細胞は、マウスと同様
の 刺 激 では IL-10 を 産 生し な い が、
BrefeldinA 存在下に PMA+ionomysin で 20 か
ら 24 時間刺激すると、細胞内染色で IL-10
産生細胞を同定できた。自己免疫性水疱症患
者、皮膚筋炎患者と健常人で末梢血中の
IL-10 産生 B 細胞の比率を比較したが、優意
な差は認めなかった。治療に伴う IL-10産生
B 細胞の変化に関しては、天疱瘡 1 例、血管
炎 1例の検討では、グロブリン大量療法によ
る治療の直前と直後では、IL-10 産生 B 細胞
に優意な差は認めなかった。 
 
（３）2011年度 
① マ ウ ス 脾 臓 中 の CD1dhiCD5+B 細 胞 は 、

PMA+ionomycinでin vitroで4-5時間刺激すれ

ばかなりの比率でIL-10を産生することが分

かっている。しかし、ヒト末梢血中のB細胞は

マウスと同様の刺激方法ではほとんどIL-10

を産生しない。そこで、ヒト末梢血中B細胞の

in vitroでのIL-10産生を細胞内染色で検出

できる条件を再度検討した。CpGで48時間刺激

後にBrefeldin A 存在下にPMA、ionomycinで5

時間刺激する方法や、初めからBrefeldin A 

存在下にPMA、ionomycinおよびCpGで5時間刺

激する方法でIL-10産生B細胞分画を同定でき

ると最近の論文では報告されているが、CpG

を併用しなくてもPMA+ionomycinで20時間刺

激（最後の4-5時間のみBrefeldin Aを使用）

で十分にIL-10産生細胞が検出できることが

判明した。また、IL-10産生B細胞はCD5陽性で

あるとする報告があるが、健常人で検討した

ところCD5陰性の集団が主であった。従来報告

されている方法では長時間の培養を要す方法

やCpGでの刺激を要するという特殊な条件で

の培養方法を用いていたため、自然な生体内

での動態を反映していない細胞集団を検討し

ていることになる可能性がある。しかし、今

回の研究で見いだした方法は、従来の方法よ

りも自然な方法であり、この方法を用いて自

己免疫疾患患者におけるL-10産生B細胞の検

討をこれから行っていくことで、疾患の原因

の解明ひいては治療法に繫がっていくと考え

る。 

 

②グロブリン大量療法がヒトIL-10産生B細胞

に与える影響を検討した。グロブリン大量療

法で治療した成人川崎病患者において、治療

の前後での末梢血中のIL-10産生B細胞分画の

比率の変化を経時的に検討した。治療により

速やかに症状は軽快し、その後も再燃は認め

なかったが、末梢血中のIL-10産生B細胞分画

の比率は経過中大きな変化はみられなかった

。また、グロブリン大量療法で治療した天疱

瘡患者でも同様に末梢血中のIL-10産生B細胞

分画の比率の変化を経時的に検討した。グロ

ブリン大量療法は臨床的に短期的な効果が得

られたが、ほとんどの症例で自己抗体の再上

昇や臨床症状の増悪によりステロイドの再増

量を余儀なくされた。そのような症例では、

治療の前後で末梢血中のIL-10産生B細胞分画

の比率に変化はみられなかった。しかし、グ

ロブリン大量療法で長期寛解が得られた天疱

瘡患者においては、治療後にIL-10産生B細胞

分画の増加を認めた。この結果は、天疱瘡患

者に対するグロブリン大量療法の作用に、

IL-10産生B細胞が重要な役割を果たしている

ことを示唆している。このような報告はいま

までになされておらず、グロブリン大量療法

の作用機序の今後の解明につながるものと考

える。 
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