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研究成果の概要（和文）：クローン病（CD）の病態における制御性B細胞（Breg）の機能解析をおこない、Bregの腸炎
抑制機序を解明した。マウス腸管のB細胞には、CpG DNAに反応してIL-10を産生するB細胞サブセットが存在し、主にCD
19highCD1dhighのポピュレーションに含まれていた。CDモデルマウス（SAMP1/Yit）の腸管B細胞、およびヒトCD患者末
梢血B細胞はCpG刺激に対して低応答性であり、IL-10の産生量が低値であった。さらに、SAMP1/Yitマウスの腸管CD4陽
性T細胞とB細胞をSCIDマウスに移入した実験腸炎モデルにおいて、Bregが腸炎抑制に関わることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：The role of regulatory B cells (Bregs) producing IL-10 in the pathogenesis of Croh
n's diseases (CD) remains unknown. We investigated IL-10 production in B cells from CD patients, as well a
s immunoregulatory functions of Bregs in experimental colitis mouse models. CpG DNA-induced IL-10 producti
on was decreased in B cells from CD patients, as compared to those from healthy controls, while Bregs were
 found to be enriched in a population of CD19(hi)and CD1d(hi) B cells isolated from both human and mouse s
amples. The severity of intestinal inflammation was increased in the Breg-depleted mice, with similar resu
lts also found in adoptive transfer colitis model mice even after regulatory T cells (Tregs) depletion. Ou
r findings show that Bregs reduced experimental colitis regardless of the presence or absence of Tregs. Th
ese results suggest that a deficiency or decrease of Bregs function exacerbates intestinal inflammation, w
hich may be associated with the pathogenesis of CD.
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１． 研究開始当初の背景 
（1）CD と潰瘍性大腸炎（UC）などの炎症性

腸疾患（IBD）は、本邦において近年急速に

患者数が増加しており、それとともに難治化、

重症化する症例が増えてきている。現在まで

に様々な抗炎症薬や免疫調節剤が開発され

使用されてきたが、それらの効果はいまだ十

分なものとはいえず、新たな治療法の開発を

念頭においた病態解明が必要である。 

（2）B細胞は、抗体産生、抗原提示、サイト

カイン産生など多様な機能を有しており、生

体において液性免疫の中心を担っている。し

かし一方では、B細胞による自己抗体産生や

アレルギー誘導は様々な免疫疾患の発症に

つながることから、B細胞は pathogenic な細

胞としての側面を持ち、B細胞依存性の過剰

免疫応答を標的とした治療法開発も進めら

れてきた。近年、従来から考えられてきたこ

れらの B細胞の機能とは別に、免疫や炎症を

負に制御する新規のB細胞サブセットとして

“制御性 B細胞（Breg）”の概念が報告され

てきた。本サブセットは、細菌の非メチル化

CpG DNA などの抗原の刺激に対して、免疫抑

制性のサイトカインであるIL-10を産生する

ことを特徴とし、炎症性サイトカイン産生や

ヘルパーT細胞依存性の免疫応答を負に制御

することが明らかとなっている。申請者らは、

マウスの腸管B細胞の機能解析をおこなって

いる過程で、腸管 B細胞の中に CpG DNA 刺激

に依存して IL-10 を豊富に産生する制御性 B

細胞のサブセットが存在することを明らか

にした。（Immunology. 2010）。ここまでの研

究で、CD の病態に Breg の機能異常が関連す

るという新知見を得たが、腸管炎症における

Breg の詳細な機能は不明であった。 

 

２．研究の目的 

（1）IBD 患者の末梢血 B細胞を用いた実験に

よって、ヒト IBD の病態における Breg の関

与を検討する。 

（2）SAMP1/Yit マウスの腸管 CD4 陽性 T細胞

を免疫不全マウスである SCID マウスに移入

した慢性腸炎モデルを作製し、B細胞存在の

腸炎の発症と増悪における Breg の機能解析

をおこなう。 

 

３．研究の方法 

（1）ヒト末梢血を用いた検討 

マウスの実験結果を踏まえ、ヒト IBD 患者の

末梢血 B細胞の CpG DNA 刺激時の IL-10 産生

能を健常人と比較した。クローン病 30 人、

潰瘍性大腸炎 30 人、健常人 45 人を対象とし

た。対象者の末梢血単核球から CD19 抗体磁

気ビーズを用いて B細胞を分離・培養し、CpG 

DNA刺激後72時間でIL-10をEIAで測定した。 

（2）マウス腸炎モデルを用いた検討 

○腸炎の作製 

SAMP1/Yit の腸管膜リンパ節（MLN）から単核

球を調整し、CD4 の抗体磁気ビーズを用いて

CD4+T細胞を分離しSCIDマウスの腹腔内へ移

入することで腸炎モデルを作製した。（5ｘ

105/mouse）（Burns, Gastroenterology. 2001）。

T細胞移入後は経時的に体重変化を観察し、8

週後に摘出した回腸および大腸の病理組織

によって腸炎発症を評価した。 

○B細胞の共移入の効果 

上記モデルに B細胞を co-transfer すること

によって腸炎の発症や増悪の程度を検討し

た。移入 B細胞は SAMP1/Yit およびコントロ

ールの AKR/J の腸管膜リンパ節（MLN）から

分離した。CD19 の抗体磁気ビーズによって高

純度の B 細胞ポピュレーションを分離した。

さらに Breg 分画（CD1dhighCD19high）と Breg

除去分画についても各々調整した。B細胞（5

ｘ106/mouse）は CD4+ T 細胞の移入と同時期に

尾静脈から投与し、8週後に回腸および大腸

を摘出し、病理組織、サイトカイン産生によ

って腸炎の重症度を評価した。 

○Breg の抗炎症効果における制御性 T細胞

（Treg）の存在の関与 

慢性腸炎モデルを作製時に CD4+ T 細胞から

Treg 分画（CD4+CD25-）を除去したマウスモデ



ルを作製し、全 B細胞を共移入した時の腸炎

抑制効果を検討する。 

 

４．研究成果 

（1）ヒト末梢血を用いた検討 

フローサイトメトリーを用いた検討では、ヒ

トの IL-10 産生 Breg サブセットはマウスと

同様に CD1dhighCD19high分画に存在した。測定

したIL-10値はクローン病と潰瘍性大腸炎患

者のいずれの群も健常人に比べて低値であ

ったが、特にクローン病では顕著な結果であ

った。対象とした IBD 患者の臨床重症度、血

液検査、治療内容などを考慮して、多変量解

析もおこなったが、IL-10 産生が低値になる

最も有意な因子はクローン病の存在であっ

た。 

（2）マウス腸炎モデルを用いた検討 

○腸炎の作製 

SAMP1/Yit の腸管膜リンパ節（MLN）から分離

した CD4+ T 細胞を CID マウスの腹腔内へ移入

することによって、移入後 4週頃から徐々に

体重減少が認められるようになり、7-8 週時

において、腸管短縮、組織学的な炎症、炎症

性サイトカイン産生が有意に認められた。本

モデルを用いて以下の実験をおこなった。 

○B細胞の共移入の効果 

上記モデルに全 B細胞をco-transferしたモ

デルでは、SAMP1/Yit マウス由来の B細胞移

入が明らかに腸炎を増悪させた。さらに、

Breg 分画と Breg 除去分画についても各々移

入したモデルにおいては Breg 除去分画移入

によって腸炎は明らかに重症となった（病理

組織学的検討および IL-1、MIP-2 産生によ

る評価）。炎症局所における B細胞の局在を

検討する目的で CD19 抗体を用いた免疫染色

をおこなったところ、大腸の粘膜固有層内に

CD19 陽性細胞を確認した。 

○Breg の抗炎症効果における制御性 T細胞

（Treg）の存在の関与 

腸炎作成時に Treg 分画（CD4+CD25-）を除去

したマウス腸炎モデルを作製して、Treg 除去

による B細胞を co-transfer の効果を検討し

た。本検討では、Treg 除去によって作製した

モデルで腸炎が悪化したが、B細胞による炎

症抑制効果に差は認められなかった。 

 

５．考察 

マウス腸管の粘膜固有層や腸間膜リンパ節

に IL-10 を産生する Breg が存在することが

示された。CD1dhighCD19highのポピュレーショ

ン中に Breg が存在する可能性が示唆された

が、本マーカーが Breg を規定する絶対的な

細胞表面とは言えず、今後のさらなる検討が

必要と考えられた。クロ－ン病モデルマウス

である SAMP1/Yit マウスの腸間膜 B細胞が

CpG DNA 刺激に対して、IL-10 産生能が低い

という新規の知見が得られ、この現象は、ヒ

トのクローン病の末梢血B細胞を用いた検討

からも明らかとなった。SAMP1/Yit マウスの

腸管 CD4 陽性 T細胞と B細胞を SCID マウス

に移入した実験腸炎モデルにおいて、Breg が

腸炎抑制に関わる可能性を示唆する結果が

得られたことも合わせると、Breg の機能がク

ローン病の病態に関与していることが示唆

された。また、Breg の炎症抑制効果には、必

ずしも Treg の存在が必要でないことも明ら

かとなった。しかし、何故、クローン病にお

いて Breg の機能低下がみられるのかという

点は明らかにされておらず、Breg の分化や体

内動態、さらに自然免疫応答に関わる細胞内

シグナルなどについて今後検討する必要が

あると考えられた。 
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