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研究成果の概要（和文）：全身性エリテマトーデス（SLE）について、自己反応性リンパ球のみ

を特異的に制御する治療法の開発が望まれる。SLE モデル「抗 DNA 抗体遺伝子ノックイン・マ

ウス」を用い、自己反応性 B細胞がどのように制御されているかを解析した。ホモ接合（Homo）

型の脾臓 B細胞数は著明に減少しており、骨髄で成熟が抑制されていた。Homo 型の B細胞は脾

臓において辺縁帯に高い割合で分布する傾向を認めた。Homo 型の B細胞は野生型に比べ IgM・

IgD の発現が低下しておりアナジー（無反応化）に陥っていると考えられた。本モデルのさら

なる検討により SLE の病態解析につながる。 
 
研究成果の概要（英文）：A therapy that inhibits only autoreactive lymphocytes is desirable 
for the treatment of systemic lupus erythematosus (SLE).   We analyzed an SLE model 
‘anti-DNA-antibody-knock-in mouse' to know how autoreactive B cells are regulated.   
The homozygotes' splenic B cells were significantly decreased, and their maturation was 
inhibited in the bone marrow.   Homo's B cells tended to move to the marginal zone in 
their spleens.   Homo's B cells showed low expression levels of IgM/IgD, and were supposed 
to be regulated by anergy.   Further analyses will elucidate the pathophysiology of SLE. 
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１．研究開始当初の背景 
(1) 全身性エリテマトーデス（SLE）は多臓
器をおかす難治性慢性疾患で、治療薬はステ
ロイドと免疫抑制薬であるが、特異的治療で
はないため目的以外の好ましくない副作用
（易感染性、骨粗鬆症等）をきたし問題とな
る。SLE の病因・病態を特異的に抑制する治
療法が望まれている。 
 
(2) SLE 患者では抗 DNA 抗体などの自己抗体
を血中に認めるが、健常者では「自己抗体産

生 B細胞」は「自己寛容系＝自己反応性監視
システム」により排除・抑制されている。 
 
(3) SLE において「自己抗体産生 B 細胞」が
なぜ「監視システム」を逃れるかを明らかに
するため、実績のある SLE 動物モデル「抗 DNA
抗体遺伝子トランスジェニック・マウス＝
R4A-Tg マウス」を用いて研究してきた（文献
1-3）。今回、R4A-Tg マウスを改良した「抗
DNA 抗体遺伝子ノックイン・マウス＝R4A-Ki
マウス」を開発した。R4A-Ki マウスは、抗

機関番号：１４３０１ 

研究種目：若手研究(B) 

研究期間：2011～2012 

課題番号：２３７９１１１１ 

研究課題名（和文） 改良型モデル抗ＤＮＡ抗体ノックイン・マウスにおける 

自己反応性Ｂ細胞制御メカニズム 

研究課題名（英文） Regulation of autoreactive B cells in an anti-DNA antibody- 

knock-in mouse model 

研究代表者 

吉藤 元（YOSHIFUJI HAJIME） 

京都大学大学院医学研究科・臨床免疫学・助教 

 研究者番号：20422975 



 

 

DNA 抗体重鎖の可変領域（Fab）のみを V-D-J
遺伝子領域に遺伝子ターゲティングにより
挿入しているので、各サブクラス（IgM→IgD
→IgG）の抗 DNA抗体を発現することができ、
より生理的な SLE モデルである。 
 
２．研究の目的 
改良された SLE モデルである R4A-Ki マウス
の野生型・ヘテロ接合（Hetero）型・ホモ接
合（Homo）型の 3者を比較するという手法を
用いて、生体が「自己抗体産生 B細胞」をど
のように抑制しているのか、明らかにする。 
 
３．研究の方法 
(1) R4A-Ki マウスの表現型を確認した。4週
齢の仔マウスの尾部を採取し DNA を抽出、ノ
ックインした抗 DNA 抗体（R4A）遺伝子を PCR
法により増幅し同定した。Homo 型と野生型の
違いは、正常 JH1 遺伝子を PCR 法により増幅
して鑑別する。すなわち、正常 JH1 遺伝子が
両アリルより完全に欠失していれば Homo 型
であり、R4A-PCR 陽性かつ正常 JH1-PCR 陽性
であれば Hetero 型である。 
 
(2) 遺伝子導入した抗 DNA抗体の発現を確認
するために、8週齢の R4A-Ki マウスより採血
し、血中抗 DNA 抗体を ELISA 法により測定し
た。血清 IgG も ELISA 法により測定した。 
 
(3) R4A-Ki マウスの B細胞分化を解析するた
めに、9週齢の R4A-Ki マウスの両大腿骨を採
取し骨髄細胞を得て、フローサイトメトリー
により、(a) B220 陽性 IgM 陰性 CD43 陽性プ
ロ B細胞、(b, c) B220 陽性 IgM 陰性 CD43 陰
性プレ B細胞（大型プレ B細胞と小型プレ B
細胞は FSC で区別）、(d) B220 陽性 IgM 陽性
未熟 B細胞、(e) B220 強陽性 IgM 陽性成熟 B
細胞の数をカウントした。9週齢の R4A-Ki マ
ウスの脾臓を採取し、重量を測定し、フロー
サイトメトリーにより、(a) AA4.1 陽性 CD21
陰性CD23陰性T1-B細胞、(b) AA4.1陽性CD21
陽性 CD23 陽性 T2-B 細胞、(c) A4.1 陰性 CD21
陽性 CD23 陽性濾胞 B細胞、(d) AA4.1 陰性
CD21強陽性辺縁帯B細胞の数をカウントした。
T1-B 細胞、T2-B 細胞、濾胞 B細胞、辺縁帯 B
細胞の 4つのゲートに分けて膜表面 IgM と
IgD の蛍光強度を測定した。 
 
(4) B 細胞が正常に分化しているかを確認す
るために、9週齢の R4A-Ki マウスの脾臓を凍
結し、薄切切片を作成し、抗 B220, 抗 CD3, 抗
MOMA-1 抗体（辺縁帯マクロファージを染め
る）による免疫染色により濾胞構造を解析し
た。次に、抗 IgM, 抗 IgD 抗体による免疫染
色を行い、B細胞表面の免疫グロブリン発現
を調べた。 
 

(5) B 細胞の機能を調べるため、フローサイ
トメトリーを用いたカルシウム流入試験を
行った。11週齢の R4A-Ki マウスの脾臓を採
取し、indo-1 色素を添加して培養し、表面マ
ーカーを B220, AA4.1, CD21, CD23 に対する
抗体で染色し、フローサイトメトリーにかけ
る直前に抗 IgM および抗 IgD 抗体を添加して、
カルシウム流入反応を 3分間観察した。 
 
４．研究成果 
(1) R4A-Ki マウスの Hetero 型の雌雄同士の
交配により、野生型：Hetero 型：Homo 型＝1：
2：1の割合で仔マウスが生まれ、メンデルの
法則に従っていた。性比も雄：雌＝1:1 であ
り偏りが無かった。R4A-Ki マウスの遺伝子変
異は発生期に特段の障害をきたさないこと
を確認できた（表 1）。 
 
表 1．R4A-Ki マウスの Hetero 型の雌雄同士
の交配による仔マウスの遺伝子型 

  Number (%) Expected 

WT 33 (23%) 25% 

Hetero 72 (50%) 50% 

Homo 38 (27%) 25% 

Total 143 (100%) 100% 

 
(2) 当初、Homo 型が最多量の抗 DNA 抗体を産
生すると予想していた。しかし、Hetero 型が
有意に高い血中抗 DNA抗体価を示したのに比
べ、意外にも Homo 型では抗 DNA 抗体をまっ
たく認めなかった（図 1）。その原因を調べる
ために、R4A-Ki マウスの血清 IgG を測定した
ところ、Homo 型では IgG が産生されていない
ことがわかった。自己抗体産生 B細胞が「監
視システム」により抑制されていることが示
唆された。 
 
(3) Homo 型の B細胞が分化段階で排除されて
いる可能性が考えられたため Homo 型の脾臓
を調べたところ、脾臓重量が野生型に比べ有
意に減少していた（図 2）。フローサイトメト
リーにより脾臓 B220 陽性 B 細胞をカウント
したところ、野生型に比べ著明に減少してい
た。R4A-Ki マウスの骨髄を採取し、プロ B細
胞、大型プレ B細胞、小型プレ B細胞、未熟
B 細胞、成熟 B 細胞の数をカウントしたとこ
ろ、Homo 型では、小型プレ B細胞の段階まで



 

 

は野生型と著変ないが、未熟 B細胞の段階か
ら著明に細胞数が減少していた。すなわち、
未熟 B細胞の初期段階でチェックポイントが
あり、自己反応性 B細胞が「細胞死」の機序
により排除されていると考えられた。 
 
図 1．R4A-Ki マウスの血清抗 DNA 抗体価 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
図 2．R4A-Ki マウスの脾臓重量 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
(4) 骨髄での排除をまぬがれた抗 DNA抗体産
生 B細胞が脾臓にたどりつくと考えられるが、
どの分画の B細胞が脾臓に移行しているのか
を解析した。脾臓組織の免疫染色を行ったと
ころ、意外にも Homo 型の脾臓では濾胞構造
（T 細胞領域、濾胞 B 細胞領域、辺縁帯マク
ロファージ、辺縁帯 B細胞領域）が正常に保
たれていた。ただし、Homo 型の濾胞はサイズ
が小さい傾向にあった（図 3）。 
 
(5) 次にHomo型の脾臓を採取し、T1-B細胞、
T2-B 細胞、濾胞 B細胞、辺縁帯 B細胞の数を
カウントした。T1-B 細胞、T2-B 細胞、濾胞 B
細胞の絶対数は野生型に比べ著明に少なか
ったが、辺縁帯 B 細胞の絶対数は Homo 型で

も野生型と同等に保たれていた。各分画 B細
胞の割合を調べたところ、T1-B 細胞、T2-B
細胞、濾胞 B細胞の割合は野生型と著変ない
が、辺縁帯 B細胞のみが著明に増加していた。
以上より、骨髄での排除をまぬがれた抗 DNA
抗体産生 B細胞の多くは辺縁帯 B細胞に分化
していると考えられた。過去の文献でも辺縁
帯 B細胞が自己免疫に関わるとされており興
味深い（文献 1,4-5）。 
 
図 3．R4A-Ki マウスの脾臓の免疫染色 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
(6) R4A-Ki マウスの脾臓の B細胞の性質を調
べるため、脾臓組織の免疫染色により B細胞
表面の免疫グロブリン発現を調べた。Homo 型
の B細胞表面に IgM を認め、R4A-Ki マウスで
免疫グロブリンが発現していることを確か
めることができた。しかし、野生型に比べ
Homo型ではIgD陽性B細胞が著明に減少して
いた。次に、フローサイトメトリーで T1-B
細胞、T2-B 細胞、濾胞 B細胞、辺縁帯 B細胞
の 4つのゲートに分けて IgM と IgD の蛍光強
度を解析したところ、T1-B 細胞の IgM 発現が
低下し、すべての B細胞分画において IgD 発
現が低下していた。 
 
(7) R4A-Ki マウスの脾臓 B細胞の機能を調べ
るため、フローサイトメトリーを用いたカル
シウム流入試験を行った。細胞膜表面 IgM ま
たは IgDの架橋刺激によって起こるカルシウ
ム流入反応を観察したところ、野生型および
Hetero型のB細胞では正常なカルシウム流入
が観察されたが、Homo 型の T1-B 細胞は IgM
架橋刺激への反応が低下し、Homo 型の辺縁帯
B 細胞は IgD 架橋刺激への反応が低下してい
た。Homo 型の B細胞がアナジー（無反応化）
に陥っている可能性が考えられた。 
 
(まとめ) R4A-Ki マウスの Homo 型の脾臓 B細
胞数は著明に減少していた。骨髄の各分化段
階の B細胞をカウントしたところ、小型プレ
B 細胞から未熟 B 細胞へと分化する段階で成
熟が抑制されていた。Homo 型の B細胞は、脾
臓において辺縁帯に高い割合で分布する傾
向を認め、自己反応性細胞と辺縁帯の関連が
示唆された。R4A-Ki マウスの B細胞の表現型
を調べたところ、Homo 型の B細胞では野生型
に比べ、IgM および IgD の発現が低下してい



 

 

た。R4A-Ki マウスの B細胞の機能を調べるた
めカルシウム流入試験を行ったところ、Homo
型の B 細胞は刺激への反応が低下しており、
アナジー（無反応化）に陥っている可能性が
考えられた。本モデルにおいて自己反応性 B
細胞が排除・抑制されているメカニズムの一
端がわかった。さらに検討することにより
SLE の病態解析につながることが期待される。 
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