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研究成果の概要（和文）：マイクロアレイによる解析にて候補となったPTENがB細胞特異的に欠損するマウスを作製し
、制御性B細胞の解析を行った。このようなB細胞特異的PTENコンディショナルノックアウトマウスでは、脾臓B1細胞に
相当する新たな制御性B細胞が著増しており、この制御性B細胞がIL-10産生を介して免疫反応を強力に抑制することが
明らかになり、自己免疫疾患や悪性腫瘍における新たな治療標的になりうると考えられた。また、制御性B細胞に共通
する新たな表面マーカーも同定された。

研究成果の概要（英文）：Microarray analysis suggested that PTEN is involved in the signal transduction of 
regulatory B cell development. Conditional kick-out mice that has no PTEB expression specifically in B 
cells were generated. In this mouse, a novel regulatory B cell subset was identified in B-1 cell 
population. This subset has potent suppressing capability in various immune responses, and thus is 
considered as a potential target in treating autoimmune diseases and cancers. Additionally, new cell 
surface markers for regulatory B cells are identified.

研究分野：皮膚科学

キーワード： 免疫
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１．研究開始当初の背景 

生体免疫機構は、様々な皮膚疾患の惹起や

終息に関与している。そのなかで Bリンパ

球は、種々の感染症、蕁麻疹、自己免疫性

水疱症、膠原病をはじめとする諸疾患にお

いて、液性免疫担当細胞として抗体産生に

よって中心的な役割を果たしているが、近

年、B 細胞には、抗体産生以外にもサイト

カイン産生、抗原提示、T 細胞や樹状細胞

の分化や機能の制御など様々なはたらきを

もつことが明らかにされてきており、古典

的に「抗体」によって考えられてきたより

も幅広い疾患群においてB細胞が関わって

いる可能性が示唆される。このことは、臨

床的には、近年可能になった抗 CD20 抗体

をはじめとする B細胞標的療法が、従来予

想された以上の数多くの疾患において有効

性が示唆されていることからも窺える。 

 生体免疫機構には、炎症を終息させ、自

己に対する寛容を維持するための装置とし

て「抑制性細胞」のサブセットが重要であ

り、「ブレーキ」の役割をもつ抑制性因子の

破綻は自己免疫疾患をはじめとする深刻な

病態の発症を引き起こしうる。一方、これ

らの抑制因子は悪性腫瘍の増殖・進展にも

大きく関わっている。近年、B 細胞のなか

に抑制性の機能をもつ「制御性（regulatory） 

B 細胞」が存在することがわれわれや他の

グループから報告され、解析されてきた

（ Fillatreau et al, Nat Immunol, 2002; 

Mizoguchi et al, Immunity, 2002など）。われ

われは、B 細胞特異的な細胞表面蛋白で B

細胞のシグナル伝達をコントロールする中

心的な分子である CD19 を欠損したマウス

において接触過敏反応が著明に亢進してい

ることを見出し、制御性 B細胞はマウス脾

臓の marginal zone (MZ) B細胞の分画中に

存在し、CD5+CD1dhighCD23lowCD21highの表

現型をもち、IL-10 の産生が必要であるこ

と、CD19 欠損マウスでは制御性 B 細胞が

欠損していることを示した（Watanabe et al, 

Am J Pathol, 2007, Yanaba et al. Immunity, 

2008）。制御性 B 細胞は多発性硬化症モデ

ルである実験性自己免疫性脳脊髄炎 

(EAE) や SLE、強皮症の動物モデルにおい

ても重要な抑制性の役割をもつことが観察

され、（Matsushita et al, Am J Pathol, 2006, 

Watanabe et al, J Immunol, 2010, Le Huu et al. 

Blood, 2013）、B 細胞除去療法は制御性 B

細胞を除去した場合には病態の悪化を招き

うることを明らかにした(Matsushita et al, J 

Clin Invest, 2008, Haas & Watanabe et al, J 

Immunol. 2010)。 

 

２．研究の目的 

 近年、免疫反応において制御性 B細胞の

重要性が明らかにされ、自己免疫疾患や腫

瘍免疫など種々の病態で大きな役割を果た

すこともわかってきた。さらに、複数の制

御性B細胞のサブセットが存在することも

示唆されている。本研究は、制御性 B細胞

の臨床応用を目指した治療への利用の基礎

を確立することを目的とする。 

 

３．研究の方法 

マウスは、野生型 C57BL/6 マウスおよび

C57BL/6 バックグラウンドの Cd19Cre+/- マ

ウス、PtenloxP/loxPマウス、およびμMT マウ

ス（B 細胞欠損マウス）を Jackson 研究所

より購入し使用した。Cd19Cre+/- マウスと

PtenloxP/loxPマウスを交配して、B 細胞特異

的 Pten 欠損マウスを作製し、種々の解析を

行った。 

 

４．研究成果 

 はじめに、制御性 B細胞で重要なシグナ

ル伝達経路を同定するために、野生型マウ

ス IL-10 産生 B細胞と非産生 B細胞との間

でマイクロアレイを用いた遺伝子発現解析

を行ったところ、いくつかの分子の高発現



が認められた。特に PI3 キナーゼ経路の分

子の発現異常が目立っていたため、PI3 キ

ナーゼ経路について検討を行うこととした。 

 PI3 キナーゼおよび下流の Akt の活性を

それぞれ阻害するLY290042とTriciribine

を前処理に用いたところ、B 細胞の IL-10

産生条件において、IL-10 産生は完全に阻

害された。したがって、PI3 キナーゼ経路

の活性化が制御性 B細胞の IL-10 産生に必

須であることが示された。 

 そこで、PI3 キナーゼ経路を拮抗的に制

御するPTENをB細胞特異的に欠損させたマ

ウスを作製し、IL-10 産生制御性 B 細胞に

ついて解析を行った。B細胞特異的 PTEN 欠

損マウスでは、脾臓の MZ B 細胞および B1

細胞の分画が著増しており、また末梢血、

リンパ節、脾臓、腹腔内の IL-10 産生 B細

胞もコントロール群マウスに比べて有意に

増加していた。したがって、PI3 キナーゼ

経路は制御性 B細胞の分化に重要な役割を

果たしていることが示された。 

 次に、B 細胞における PI3 キナーゼ経路

の活性化亢進の皮膚アレルギー疾患におけ

る影響を評価するために、B 細胞特異的

PTEN 欠損マウスを用いて接触過敏反応を

検討した。通常のとおり、DNFB により感作

した後に再塗布により惹起すると、B 細胞

特異的 PTEN 欠損マウスではコントロール

群マウスに比べて耳介の腫脹が約 50%に減

少した。さらに、B細胞特異的 PTEN 欠損マ

ウスでは、皮膚病変部に浸潤する FoxP3 陽

性 CD4 陽性制御性 T細胞の割合が有意に増

加していた。したがって、PTEN 欠損 B細胞

が、接触過敏反応の抑制に関与している可

能性が示唆された。これを直接的に検証す

るために、B細胞特異的 PTEN 欠損マウスお

よびコントロールマウスから B細胞を精製

し、B細胞欠損マウス（μMT マウス）に移

入して、同様に接触過敏反応を評価した。

野生型マウスのB細胞を移入されたμMTマ

ウスは、PTEN 欠損 B細胞を移入されたμMT

マウスに比べて耳介の腫脹が有意に亢進し

ていた。 

 さらに、B細胞特異的 PTEN 欠損マウスに

おける脾臓の IL-10 産生 B細胞の分画を解

析した。これまでの研究では、IL-10 産生

制御性 B 細胞の多くは CD1dhiCD5+の分画

（MZ-B10 細胞）に含まれると考えられてい

たが、B細胞特異的PTEN欠損マウスのIL-10

産生B細胞は主にCD1dintCD5hiの表現型をも

つ B-1 細胞であり、B1-B10 細胞と呼ぶこと

にしたい。そこで、この B1 B10 細胞を精製

して、前述の実験と同様にμMT マウスに移

入して接触過敏反応を検討した。その結果、

B1 B10 細胞も強力な抑制効果をもつことが

明らかにされた。この B1 B10 細胞は、B細

胞特異的 PTEN 欠損マウスのみならず、野生

型マウスにも認められた。さらに、B1-B10

細胞は脾臓、腹腔内のみならず、末梢血、

リンパ節にも認められた。一方で、MZ-B10

細胞は腹腔内、末梢血、リンパ節には認め

られなかった。以上より、B1-B10 細胞は新

しい制御性 B細胞サブセットと考えられ、

生体内における免疫抑制に重要な役割を担

っていることが示唆された。 

 MZ-B10細胞とB1-B10細胞に共通したB10

細胞全体の細胞表面マーカーを検討した。

前述のマイクロアレイによる遺伝子発現解

析により候補となったCD9およびCD80につ

いて検討したところ、CD9+CD80+の B細胞分

画には両方の B10 細胞分画が含まれ、

CD9-CD80-の B 細胞分画よりも 30 倍以上高

頻度に B10 細胞が存在することが明らかに

なった。したがって、CD9 および CD80 は B10

細胞に特異性の高いマーカーと判断され、

この組み合わせにより特異性高く B10 細胞

を標識することができることが示された。 
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