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研究成果の概要（和文）： 
 近年、免疫反応を抑制する作用を持つ IL-10 産生制御性 B 細胞が発見され、免疫疾患において
非常に重要であることが明らかとなった。制御性 B 細胞の分化・増殖には B細胞の表面マーカー
である CD19 およびそのシグナル伝達(PI3K シグナル)が重要であることが示唆されている。本研
究では、PI3Kシグナルによる制御性 B細胞の制御機構を解析した。本研究にて PI3Kの阻害剤が、
用量依存性に IL-10 産生を阻害しりことを明らかとした。さらに PI3K/AKT の inhibitor である
PTENの B細胞特異的欠損マウスを作成し、同マウスにて IL-10産生制御性 B細胞が著増している
ことを確認した。B 細胞特異的 PTEN 欠損マウスでは Contact hypersensitivity 反応の著明な低
下が認められた。以上より、IL-10産生制御性 B細胞の制御機構において、PI3K/AKT 経路が重要
であることが明らかとなった。 
 
研究成果の概要（英文）： 
IL-10 producing regulatory B (Breg) cells negatively regulates autoimmune disease and 

inflammation, such as contact hypersensitivity (CHS). CD19 expression is critical for Breg 

cells development, since CD19 loss results in decreased number of Breg cell and increased 

reactivity of CHS. However, molecular mechanism of Breg cell development remains poorly 

understood. CD19 downstream signal is depend on the activation of phosphoinositide 

3-kinases (PI3K)-AKT pathways, while phosphatase and tensin homologue (PTEN) attenuates 

PI3K-AKT pathways. In this study, we investigated the role of PI3K-AKT pathway in the 

development of Breg cells. The effect of PI3K-AKT pathway inhibitors on Breg cell 

development was examined in vitro. B cell-specific PTEN deficient mice, which exhibit 

aberrant activation of PI3K-AKT pathway in B cell, were generated using Cre-loxp system. 

CHS severity in B cell-specific PTEN deficient mice was investigated. The current studies 

demonstrate that PI3K-AKT pathway inhibitors reduced Breg cells in vitro in dose-dependent 

manner. However, PTEN inhibitor had no effect on Breg cells. Breg cell number and frequency 

were significantly increased in various organs of B cell-specific PTEN deficient mice when 

compared with wild-type mice. Furthermore, CHS response was significantly diminished in 

B cell-specific PTEN deficient mice when compared with wild-type mice. Thus, PI3K-AKT 

pathway positively regulates Breg cell development, while PTEN negatively regulates it. 

PI3K-AKT pathway in B cell is critical for Breg cell development and could be a potent 

therapeutical target.   
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１．研究開始当初の背景 
B 細胞はこれまで主に抗体産生細胞としての
側面から研究が進められてきたが、B 細胞は
抗体産生のみならず、抗原提示能やサイトカ
イン産生、T-B 細胞相互作用を介して免疫反
応において非常に重要な役割を果たしてい
ることが明らかになってきた。さらに関節リ
ウマチ患者においてリツキサン®（抗 CD20抗
体）による B細胞除去療法が予想以上の治療
効果を挙げたことから、B 細胞の自己免疫反
応を促進的に制御する役割に世界中の注目
が注がれた。しかしながら、近年 B細胞のな
かに免疫反応を抑制するサブセットが存在
することが我々のグループを含め多数報告
され、制御性 B細胞として知られるようにな
った。我々は、この制御性 B細胞を制御する
分子として CD19 が重要であることを、世界
に先駆けて発見している(Matsushita et al, 
Am J Pathol, 2006)。CD19を遺伝的に欠損し
たマウスでは、多発性硬化症のモデルマウス
で あ る 実 験 的 自 己 免 疫 性 脳 脊 髄 炎 
(experimental autoimmune 
encephalomyelitis: EAE)が著明に重症とな
る。また、CD19欠損マウスでは接触過敏反応
（contact hypersensitivity: CHS）も著明
に亢進することが報告されている（Watanabe 
et al, Am J Pathol, 2007; Yanaba et al. 
Immunity, 2008）。さらに EAE、CHSいずれに
おいても CD19 欠損マウスでの抑制機能の破
綻は、制御性 B細胞が欠損しているためであ
ることが示されている。以上より、制御性 B
細胞が炎症反応・自己免疫反応の抑制に重要
であり、制御性 B 細胞と CD19 には強い関連
性が存在する。 
制御性 B細胞は IL-10を特異的に産生する B
細胞亜集団と定義され、CD1dhighCD5+の表現型
を有し（Yanaba et al. Immunity, 2008）、
IL-10 産生により過剰な炎症反応および自己
免疫反応を抑制する（Matsushita et al. J 
Clin Invest, 2008; Matsushita et al. J 
Immunol, 2010）。CD19欠損マウスでは IL-10
産生制御性 B 細胞が著明に減少し、反対に
CD19 トランスジェニックマウスでは制御性 
B 細胞が著明に増加していることが明らかに
されており(Yanaba et al. Immunity, 2008, 
Matsushita et al. J Immunol, 2010)、CD19
からのシグナルが制御性 B細胞の分化・増殖
を制御している。CD19は B細胞の細胞表面マ
ーカーで、BCR の刺激を調節する重要な分子
である。CD19からのシグナルは B細胞内にお

いて主に Phosphoinositide 3-kinase (PI3K)
を介して伝えられる。PI3Kは植物、酵母から
ヒトまで種を超えて普遍的に存在する非常
に保存された lipid signaling kinase であ
る。PI3K には class I、II および III が存
在し、class IA が B 細胞のシグナル伝達に
おいて重要である。活性化されたPI3KはPIP3
を産生し、PI3K のすぐ下流にある AKT(別名
protein kinase B: PKB)を活性化することに
より、細胞の活性化や分化・増殖を制御する。
一 方 、 Phosphatase and Tensin Homolog 
Deleted from Chromosome 10 (PTEN)は PI3K
シグナルを阻害する。近年、樹状細胞におい
て、PI3K↑/AKT↑/mTOR↑/IL-10↑といった
一連のシグナル伝達が確認され、少なくとも
樹状細胞において PI3K シグナルが IL-10 産
生を正に制御することが明らかとなってい
る(Ohtani and Koyasu et al, Blood, 2008)。
以上より、B細胞においても PI3Kシグナルが
IL-10 産生を正に制御していることが推測さ
れる。 
２．研究の目的 
近年、免疫応答における IL-10を産生する制
御性 B 細胞の重要性が明らかにされてきた。
特に接触過敏反応や実験的自己免疫性脳脊
髄炎などのモデルマウスを使用した研究で、
制御性 B細胞は過剰な免疫反応や炎症を抑制
することが示されている。また、制御性 B細
胞の分化・増殖には B細胞の表面マーカーで
あるCD19およびそのシグナル伝達(PI3Kシグ
ナル)が重要であることが示唆されている。
本研究は、PI3Kシグナルによる制御性 B細胞
の制御機構の解明を目的としたものである。 
３．研究の方法 
まず、PI3Kシグナルによる制御性 B細胞の制
御機構を解析する。我々の予想では PI3Kシ
グナルを抑制すると制御性 B 細胞が減少し、
PI3Kシグナルを増強させると制御性B細胞が
増加する。PI3Kシグナルを抑制する方法とし
ては PI3Kの阻害薬(LY294002)を使用し in 
vitroで解析する。また PI3Kシグナルの抑制
因子である PTENを B細胞特異的に欠損した
マウス(制御性 B細胞が著明に増加すること
が予想される)を作成し、接触過敏反応や実
験的自己免疫性脳脊髄炎などのマウスモデ
ルにおける制御性 B細胞の機能を解析する予
定である。 
４．研究成果 
PI3KおよびAKTの阻害剤を脾臓細胞の培養に
加え、B細胞の IL-10産生能を FACSで解析し



た。Figure 1 に示すとおり PI3K 阻害剤は、
用量依存性に IL-10 産生を阻害した。また、
AKTでも強力な阻害作用が認められた。 
次に、vivo での PI3K/AKT シグナルを解析す
るために PTEN 欠損マウスを作成した。PTEN

欠損マウスは胎生致死なので、CD19cre と
PTENloxpマウスを掛け合わせ、B細胞特異的
PTEN欠損マウスを作成した。PTENはPI3K/AKT
の inhibitorなので、PTENを欠損させること
により PI3K/AKT シグナルが増強される。マ
ウスを解析したところ B 細胞特異的 PTEN 欠
損マウスでは IL-10産生制御性 B細胞の著明
な増加が認められた(Figure 2)。 

以上より、PI3K/AKTシグナルが制御性 B細胞
の制御機構において非常に重要であること
が明らかとなった。 
さらに Contact hypersensitivity 反応を B
細胞特異的 PTEN 欠損マウスとコントロール
マウスで比較したところ、B細胞特異的 PTEN
欠損マウスで著明な反応低下が認められた
(Figure 3)。 
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