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研究成果の概要（和文）：抗原提示細胞としての B 細胞上の共刺激分子リガンドである PD-L1
の発現を CpG-DNA によって亢進させることができた。スギ花粉症患者の末梢血から分離した

CD4+T 細胞をスギ花粉抗原で刺激した際に、T 細胞から産生される Th2 サイトカインで

ある IL-5、IL-13 の産生を、CpG-DNA で処理した B 細胞で抑制することができた。これは、

CpG-DNA が、B 細胞上の抑制的共刺激分子リガンドである PD-L1 の発現が亢進したからであ

ると考えられた。また、CpG-DNA が B 細胞上の PD-L1 の発現を亢進させる際のシグナル伝

達経路についても明らかにできた。 
研究成果の概要（英文）：Co-stimulatory molecules are important for regulating T cell 
activation and immune response. PD-L1 has emerged as an important immune modulator 
that can block T cell receptor signaling. We have investigated whether PD-L1 could be 
expressed in human B cells stimulated by CpG-DNA. CpG-DNA strongly induced the 
coinhibitory molecule ligand, PD-L1 of human B cells. Results show that nuclear 
factor-kappa B (NF-κB) signaling is involved directly in CpG-DNA- induced PD-L1 
expression in human B cells. We sought to determine the effect of CpG-DNA-treated B cells 
on Th2 cytokine production in Cry j 1 (Japanese pollen antigen)-stimulated human 
CD4-positive cells from patients with seasonal allergic rhinitis caused by Japanese cedar 
pollen. CpG-DNA-treated B cells reduced Cry j 1-induced IL-5 and IL-13 production in 
CD4-positive cells. When the binding of PD-1 to PD-L1 was inhibited by PD-1-Ig, this 
chimera-molecule reversed the previously described reductions in IL-5- and 
IL-13-production. These results indicate that CpG-DNA induces the coinhibitory molecule 
ligand PD-L1 expression in human B cells and PD-L1 can suppress Th2 cytokine 
production in Cry j 1-stimulated CD4-positive cells, while CpG-DNA increased Th1 
cytokine production and reduced the expression of costimulatory molecule ligands that can 
promote Th2 inflammatory responses. 
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【研究の目的】 

CpG-DNA は、細菌に含まれる非メチル化

DNA であり、plasmacytoid dendritic 

cell(pDC)と B 細胞が Toll like receptor9 

(TLR9)で認識する。CpG は、強力な抗アレ

ルギー作用を有することが知られている。

具体的な作用機序としては、pDC において、

IFNα、IFNβ、IL-12 を産生し、Th1 細胞

誘導を促すことや、B細胞において IgE へ

のクラススイッチを抑制することなどが

考えられている。 

今回われわれは、CpG-DNA の、抗原提示

細胞としてのB細胞上の共刺激分子リガン

ドに及ぼす影響とT細胞への役割について

検討を行った。 

T 細胞が抗原提示細胞から抗原提示を受

ける際、共刺激分子によって T細胞は正の

方向にも負の方向にも制御される。共刺激

分子のひとつ programmed deth 1 (PD-1)

は抑制系の共刺激分子の一つであり、抗原

提示細胞上の(programmed death ligand 

1)PD-L1 と結合し T細胞活動を抑制の方向

に向かわせる。 

そこで、B細胞に CpG-DNA を作用させ、

PD-L1 の発現がどのように変化するか、そ

のときのB細胞内のシグナル伝達経路つい

て、また、発現が変化した PD-L1 が、T細

胞 (CD4 陽性細胞)のサイトカイン産生に

どのような影響を与えるかということに

ついても検討した。 

 

【方法】 

ヒト末梢血単核球(PBMC)から磁気ビー

ズを用いて分離したヒト B細胞、B細胞株

である Ramos2G6 に対して、CpG-DNA で刺激

し、培養した後の B細胞上の PD-L1 の発現

を real time RT-PCR を用いて調べた。ま

た、実際の PD-L1 蛋白の発現に関しては

FACS や Western blotting を用いて確認し

た。 

スギ花粉症患者の PBMC から磁気ビーズ

を用いて CD19 陽性細胞（B細胞）と CD4 陽

性細胞（T細胞）を分離した。B細胞は、

あらかじめ CpG-DNA と共に培養した後、

CpG-DNA を除去し、CD4 陽性細胞、スギ花

粉抗原である Cry j 1 と共に 24 時間培養

した。その上清中の、CD4 陽性細胞（T細

胞）が産生した IL-5、IL-13 濃度を ELISA

法で測定し、CpG-DNAで処理したB細胞が、

CD4 陽性細胞からの Th2 サイトカイン産生

に及ぼす影響を検討した。 

また、CpG-DNAでB細胞を刺激した際の、

他の共刺激分子リガンドの発現変化も調

べた。 

CpG-DNA で B 細胞を刺激した際に共刺激分

子リガンドの発現変化が起きるときの、シ

グナル伝達経路についても、各種阻害薬を

用いて調べた。 

 

【結果】 

 B タイプ CpG-DNA（CpG-B）と Aタイプ

CpG-DNA（CpG-A）でヒト B細胞を６時間刺

激した場合、CpG-B では、コントロールに

比べて PD-L1 の mRNA レベルで著明な発現

増強がみられた。一方、CpG-A での刺激で

は約半分の発現であった。Ramos2G6 でも同

様の傾向がみられた（図１）。 

 次に、FACS、Western blotting でも CpG-B

による PD-L1 の発現増強が確認された（図

２）。 

発現が増強したPD-L1の機能について検

討した。スギ花粉症患者から B細胞と CD4



陽性細胞を分離した。CpG-B タイプで前処

理した B細胞と CD4陽性細胞を混合して培

養し、スギ花粉抗原で刺激した時の上清中

のサイトカイン濃度を測定した。上清中の

IL-5 濃度は、B細胞が混合されていないサ

ンプルでは著明な上昇をみせたが、CpG-B

で処理した B細胞を混合すると、IL-5 の濃

度は抑制された。さらに、これらに加えて、

PD-1-Ig(PD-1 と IgG のキメラ蛋白)を加え

ると、CpG-B 処理 B細胞添加による IL-5 産

生抑制は解除された。PD-1 は、T細胞（CD

４陽性細胞）上の共刺激分子で、B細胞上

の PD-L1 と結合する。この PD-1 のキメラ

蛋白の添加によって、B細胞上の PD-L1 に

PD-1 のキメラ蛋白が結合し、CD4 陽性細胞

上の PD-1 への抑制シグナルの伝達が阻害

され、IL-5 の産生抑制が解除されたものと

考えられた（表１）。上清中の IL-13 の発

現に関しても IL-5 と同様の傾向がみられ

た（表２）。 

 CpG-B 刺激で B細胞上の他の共刺激分子

リガンドに変化がないか検討したところ、

T細胞に促進的に働く B7RP-1 と CD-30L の

mRNA 発現が抑制されることが分かった（図

３）。 

 次に、CpG-B が B 細胞の PD-L1 発現に影

響を与えるときのB細胞内でのシグナル伝

達経路について検討した。NFκB inhibitor 

(BAY117082 と NBD peptide)で B 細胞を前

処理した後、CpG-B で刺激して PD-L1 の発

現をreal time RT-PCRで検討したところ、

前処理なしの場合に比べて、PD-L1 の発現

抑制がみられた（図４）。また、BAY117082

と NBD peptide という 2種類のリン酸化阻

害剤で IκBαのリン酸化も阻害されたこ

とから、IκBのリン酸化も PD-L1 の発現亢

進のシグナル伝達に重要であると考えら

れた。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図１． 

 

 

 

図２． 

 

 

図３． 
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図４． 

 

       表１． 

 

      

表２． 

【考察】              

CpG-DNA は、B細胞上の PD-L1 の発現を亢

進し、CpG-DNA 処理した B細胞が、CD4 陽

性細胞からの IL-5、IL-13 の産生を抑制

した。IL-5、IL-13 は Th2 サイトカイン

であり、好酸球の活動を活性化し、B細

胞における IgE へのクラススイッチを促

進する。これらのことから、CpG の抗ア

レルギー作用の一端を、発現が亢進した

PD-L1とPD-1の結合が担っている可能性

が示唆された。PD-1 の発現異常は、様々

な自己免疫疾患や感染症でも関連が報

告されており、今回の実験結果で PD-1、

PD-L1 の相互作用が T細胞に影響を及ぼ

したこととも一致する。また、T細胞に

促進的に働く共刺激分子リガンドであ

る B7RP-1 や CD30L の発現は、CpG-DNA に

よって抑制された。これらの共刺激分子

リガンドの発現変化も同時に CpG-DNA の

抗アレルギー作用発現に関与している可

能性があると考えられる。 

 

【結論】 

 CpG-B は、ヒト B細胞上の PD-L1 の発現

を亢進し、スギ花粉症患者の CD4 陽性細

胞からの Th2 サイトカインである IL-5、

IL-13 の産生を抑制した。以上のことから、

CpG-B がアレルギー性鼻炎の治療薬とな

る可能性が示唆された。 
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