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研究成果の概要（和文）：現在、臓器移植成績の向上を阻む最大の課題は、抗体関連拒絶反応で

ある。抗体関連拒絶反応は、組織適合性抗原(HLA)ペプチドや血液型抗原及び異種糖鎖抗原が

標的になる。それぞれの抗原に応答する B 細胞は、特徴的なフェノタイプや分化機構を示し、

免疫抑制剤の感受性も大きく異なるこ。本研究では、効率的なヒト B 細胞の in vitro 活性化・

分化モデルおよびヒューマナイズドマウスを確立し、これを用いて抗体関連拒絶反応に有用で

ある可能性のある免疫抑制剤や我々が独自に開発した抗 CD1d 抗体（抗体拒絶反応抑制剤: 特

願 2009-110887）の特異性と感受性を解析し、B 細胞の分化・増殖機構に即した新規抗体関連

拒絶反応制御法を考案した。 

 
研究成果の概要（英文）：Antibodies produced through the activation of T cell-dependent B-2 

cells and independent B-1 cells are now appreciated as important mediators of acute and 

chronic rejection. It is important to suppress sufficiently both type of B cell activation for 

improvement of allograft survival. However, the sensitivity of B-1/B-2 cell differentiation to 

various immunosuppressants still remained to be elucidated. To address this issue, in the 

present study, we have established in vitro and in vivo B cell activation models, in which 

the differentiation to B-1a, B-1b, and B-2 cells can be induced.  By use of those models, we 

have evaluate the sensitivity and specificity of various immunosuppressive drugs and 

anti-CD1d antibody newly developed by us to B cell activation. 
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１．研究開始当初の背景 

 現在、臓器移植成績の向上を阻む最大の課
題は、抗体関連拒絶反応である。臓器移植に
おける抗体関連免疫応答において、HLA 由
来のペプチド抗原に反応する B 細胞は、T 細
胞と接触しながらサイトカインの刺激を受
け、増殖を繰り返しリンパ節に濾胞を形成し、
イムノグロブリンクラス変換を経て抗体産
生細胞へと分化する。一方、血液型や異種抗

原などの糖鎖に反応する B 細胞では、連続す
る糖鎖抗原が B 細胞受容体を架橋すると、T

細胞非依存性に活発な抗体産生が誘導され
る。これらの移植関連抗原に反応するＢ細胞
は、それぞれ分化機構や組織局在および薬剤
感受性の異なる B 細胞亜群に属することを
我々は解明した。すなわち、HLA ペプチド
反応 B 細胞は CD19+CD11b-CD5- B-2 細胞、
血液型抗原反応 B 細胞は CD19+CD11b+ 
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CD5+ B-1a 細胞、異種糖鎖 Gal や NeuGc 反
応 B 細胞は CD19+CD11b+CD5- B-1b 細胞に
分類された（マウスとヒト B 細胞で共通）。 

 

２．研究の目的 

 抗体関連拒絶反応は、組織適合性抗原
(HLA)ペプチドや血液型抗原及び異種糖鎖抗
原が標的になる。我々は、それぞれの抗原に
応答する B 細胞が特徴的なフェノタイプや
分化機構を示し、免疫抑制剤の感受性も大き
く異なることをマウスモデルで解明した。本
研究では、効率的なヒト B 細胞活性化・分化
モデルおよびヒューマナイズドマウスを確
立し、これを用いて抗体関連拒絶反応に有用
であると期待されているプロテアソーム阻
害剤や我々が独自に開発した抗 CD1d 抗体
（抗体拒絶反応抑制剤: 特願 2009-110887、
発明者: 大段秀樹、伊禮俊充）の特異性と感
受性を解析し、B 細胞の分化・増殖機構に即
した新規抗体関連拒絶反応制御法を開発す
ることを目的とする。 

 

３．研究の方法 

 1. ヒト B 細胞活性化・分化 in vitro モデル
の確立 

 B細胞は、そのフェノタイプによって B-1
細胞（CD5の表出の強度によって B-1aと B-1b
に分けられる）、B-2細胞とサブクラスが分か
れ、各々認識する抗原も異なる。B-1a, B-1b, 
B2細胞はそれぞれ血液型糖鎖抗原、ウイルス
や細菌由来の糖脂質抗原、ペプチド抗原を認
識する。これらは活性化するメカニズムも異
なっており、B-1細胞は T細胞非依存性の活
性化経路で、B-1a細胞は、連続する糖鎖抗原
が B細胞レセプターを架橋することによって
活性化を促す。B-1b細胞は、この糖鎖の架橋
とともに、細菌などの刺激によって Toll- 
likeレセプター(TLR)を介したシグナルがさ
らに入ることで分化し活性化する。B-2細胞
はＴ細胞依存性に活性化し、同一の MHCによ
って認識された T細胞から産生される IL-4
などのサイトカイン刺激に加え、CD40 ligand
を介したシグナルが入ることで活性化が促
される。以上の事を踏まえ、ボランティア末
梢血 CD19+細胞を用い、以下の in vitro分化
モデルによって各細胞への分化誘導が成り
立つかを検討した。 
A) B-1a細胞（CD19+CD11b+CD5+）分化誘導 

 B細胞受容体(BCR)の架橋(cross-linking)
により B-1a細胞に分化することから
anti-Human IgM抗体 F(ab)’2と rhIL-4を添
加したメディウムで培養した。 
B)B-1b細胞（CD19+CD11b+CD5-）分化誘導 

 BCRの架橋と共に Toll-like 
receptor(TLR)シグナルが供給されると、
B-1b細胞への分化が促進される可能性が示
唆されている。 抗 IgM抗体 F(ab)’2、IL-4

と共に LPS（TLR4を刺激）あるいは、CpG（TLR9
を刺激）を添加し、B2への分化誘導を試みた。 
C)B-2細胞（CD19+CD11b-CD5-）分化誘導 

 MHC classIIと CD40を架橋すると B-2細胞
に分化することから、マウス線維芽細胞にヒ
ト CD40LBと BAFFを同時表出したフィーダー
細胞とともに、抗 IgM抗体 F(ab)’2および 
IL-2、IL-4の添加し培養を実施した。 
なお、A～Cいずれの系においても B細胞の分
裂増殖の確認するために、あらかじめ CFSE
色素でＢ細胞を染色し、その後フローサイト
メトリーを用いて、解析を行った。 

２．抗 CD1d抗体の各 B細胞亜群への分化に
おける感受性の解析 
 マウスをヒト血液型Ａ赤血球で免疫する
と血清抗Ａ抗体(IgM、IgＧ)の上昇を認める
が、抗マウス CD1d抗体の投与により抗体価
の上昇は完全に抑制可能であった。本研究で
は、ヒト B細胞移入ヒューマナイズドマウス
in vivoモデルを用い、それぞれ抗ヒト CD1d
抗体を添加あるいは投与して、B細胞分化・
増殖あるいは抗体産生能を IgMおよび各 IgG
サブクラス別に解析した。この場合、活発な
抗体産生には NKT細胞の存在を要する可能性
があり、マウス内に CD3+CD56+ NKT細胞フラ
クションを B 細胞と共に移入して解析した。 
 
 

図 1. ヒト B細胞活性化・分化 in vitroモデル 

ヒト末梢血 B細胞から CD19+リンパ球を単離し、上記

の条件で分化を促した。 



 

 

４．研究成果 
 1. ヒト B細胞活性化・分化 in vitroモデ
ルの確立 
 B 細胞はそのフェノタイプによって B-1 細
胞（CD5 の表出の強度によって B-1a と B-1b
に分けられる）、B-2細胞とサブクラスが分か
れ、各々認識する抗原も異なる。今回の検討
で、 各誘導法いずれにおいても CD19+B細胞
の分裂増殖を認め、そのフェノタイプは、
B-1a細胞（CD19CD5+）、B-1b細胞（CD19+CD5dim）、 
B-2細胞（CD19+ CD5-）と特異的に誘導されて
いることがわかった（図２）。 

 

B-1a細胞、B-1b細胞、B-2細胞それぞれの活
性化系に各種免疫抑制剤を添加し、感受性を
解析した結果、カルシニュ−リン抑制剤であ
るシクロスポリンとタクロリムスは、B-1a細
胞と B-1b 細胞への分化を臨床的濃度で抑制
するが、B-2 細胞への分化には感受性がない
事が判明した。また、エベロリムスはいずれ
の B細胞亜群への分化も抑制し、特に B-2細
胞への分化を抑制することが確認された（図
３）。 

 
本結果から、血液型抗体の産生抑制予防には
カルシニュ−リン抑制剤が、HLA抗体の産生予
防にはエベロリムスの投与が有効であると
考えられた。 
 
２．抗 CD1d 抗体の各 B 細胞亜群への分化に
おける感受性の解析 
 1Gy の放射線照射を施した Non-obese 
diabetic/severe combined immunodeficient 
(NOD/SCID)/γcnull マウスにヒト末梢血リ
ンパ球（20×106 個/mouse）を移入し、ヒュ
ーマナイズドマウスモデルを作製した。この
マウスに抗ヒト CD1d 抗体 (CD1d42)また
はコントロール抗体を投与した。その後、ヒ
トＡ型赤血球で免疫し、抗Ａ抗体価を測定し
た。抗ヒト CD1d 抗体は、Ａ抗原認識Ｂ-1a

細胞の増勢を抑制し、抗Ａ抗体の上昇を完全
に抑制した。以上の結果は、抗 CD1d 抗体が
血液型不適合移植における新規の免疫抑制
薬となり得る可能性を示すものである。 
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