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要旨  

	
 TGF-βおよび IL-10は代表的な抑制性サイトカインであるが、向炎症性作用も有し

ており、両サイトカインによる協調的作用は解明されていない。本研究では TGF-β

および IL-10の B細胞に及ぼす影響を検討した。TGF-βは、抗 CD40抗体および IL-4

刺激による抗体産生を抑制したが、TLR刺激下では IL-10の存在がその抑制能に必要

であった。IL-10添加による協調的阻害作用は、eIF2α-ATF4シグナル伝達経路抑制を

介した B細胞オートファジー制御によるものと考えられた。両サイトカインによる協

調的液性免疫制御は、自己抗体産生機序を介する自己免疫疾患の新規治療法開発に繋

がる可能性を内包している。 
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序文  

	
 全身性エリテマトーデス（systemic lupus erythematosus: SLE）は、抗核抗体、抗 double 

strand DNA（ds-DNA）抗体などの多彩な自己抗体産生を特徴とし、腎臓・皮膚・神経

など全身性に障害が起こる難治性全身性自己免疫疾患である。自己反応性 T細胞や B

細胞の活性化、各種自己抗体による免疫複合体の組織沈着などがその病態形成に関与

すると考えられている 1。SLEの病態形成において B細胞は、自己抗体や過剰な炎症

性サイトカインの産生に加えて、自己抗原提示、炎症性 CD4陽性 T細胞、CD8陽性

細胞誘導など中心的な役割を担っており、自己抗体産生メカニズムを介する自己免疫

疾患の治療ターゲットとして B細胞が近年注目されてきている 2。B細胞表面に発現

する CD20に対する抗 CD20抗体であるリツキシマブ（Rituximab）は、B細胞の直接

障害やアポトーシスを誘導する。オープンラベル試験や症例報告では SLE に対する

有効性が示されているが 3, 4、大規模臨床試験では明らかな効果は示されず 5, 6、臨床

試験における患者選択や併用薬剤の問題が指摘されている。B細胞表面に発現し、抑

制性のシグナルを伝達する CD22に対する抗体、エプラツズマブ（Epratuzumab）は第

Ⅲ相試験が進行中である 7。また、B細胞の生存に必須なサイトカイン B cell activating 

factor（BAFF）に対する中和抗体であるベリムマブ（Belimumab）は臨床試験にて有

効性が認められ 8, 9、2011年にアメリカ食品医薬品局（FDA）に 56年ぶりに SLE治療
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の新規薬剤として認証された。その他多様な新規薬剤が SLE に対する治療薬として

検討されているが実用化に至る薬剤は限られており、新たな治療戦略の開発が求めら

れている。 

	
 制御性 T細胞（regulatory T: Treg）は免疫応答の抑制的制御（免疫寛容）を司る T

細胞サブセットであり、その機能障害は自己免疫性疾患発症に直結することより 10、

自己免疫性疾患治療への応用が期待されている。Treg は胸腺で誘導される胸腺由来

Treg（tTreg）と末梢（胸腺外）で誘導される末梢性 Treg（pTreg）に大きく分類され、 

tTregとしては、転写因子 forkhead box P3（Foxp3）をマスター制御遺伝子とする CD4

陽性 CD25陽性 T細胞が知られている 11, 12。免疫学的恒常性は、tTregと pTregが協調

することで保たれているが、近年まで pTregの特異的な細胞表面マーカーや転写因子

が不明であり、pTreg 研究の大きな障害となっていた。当研究室では、末梢で誘導さ

れ、定常状態において転写因子 Egr2を特異的に発現する CD4陽性 CD25陰性 LAG3

陽性 Treg（以下、LAG3+ Treg）を同定した 13, 14。LAG3+ Tregは抑制性サイトカイン

IL-10を高産生し、活性化 T細胞を制御する。近年我々は、LAG3+ Tregが Egr2およ

び Fas発現依存性に transforming growth factor-β3（TGF-β3）を産生すること、またル

ープスモデル MRL-Faslpr/lpr (MRL/lpr) マウスにおける自己抗体産生および病勢を

TGF-β3依存性に改善することを明らかにした 15 。 
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 TGF-βは細胞の分化・遊走・接着、個体発生、創傷治癒、炎症・免疫、癌の浸潤・

転移など幅広い領域に重要な役割を担っているサイトカインである。TGF-β には

TGF-β1, β2, β3の 3つのアイソフォームがあり、このうち TGF-β1が免疫調整作用を

もつサイトカインとして広く知られている。TGF-β1が T細胞に及ぼす影響として、

naïve CD4+ T細胞から Foxp3+ Tregを誘導する一方、IL-6存在下ではヘルパーT細胞の

サブセットの一つである IL-17産生性 Th17細胞を誘導し、SLE、関節リウマチを始め

とする各種自己免疫性疾患の病態形成に関与していると考えられている。また、

TGF-β1は naïve CD4+ T細胞から Th1, Th2への分化を抑制する 16, 17。一方、近年まで

TGF-β2 および TGF-β3 は免疫学的恒常性維持に主要な役割を果たしていないと考え

られてきたが 18, 19, 16、2012年に Kuchrooらが、IL-6存在下において TGF-β3がより病

原性の強い Th17細胞を誘導することを報告した 20。またクロマチン制御因子 TRIM28

欠損マウスにおける検討では、T 細胞からの亢進した TGF-β 3 産生が IL-17 産生を

誘導することも報告され 21、免疫制御機構における TGF-β3 の役割が注目されてきて

いる。 

	
 B 細胞に対して TGF-β1 は増殖や活性化を阻害することが知られている 19。マウス

Bリンパ球前駆細胞では TGF-β1により B細胞の分化を促進する転写因子である E2A

の阻害蛋白 Id3が誘導され、Bリンパ球前駆細胞の増殖が阻害される 22。また、マウ
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ス脾細胞から分離した B細胞において TGF-β1は B細胞受容体（B cell receptor: BCR）

シグナルを抑制する Ship-1や CD72の発現を誘導し、BCRシグナルを制御する 23。マ

ウス B 細胞株においては、TGF-β1 はサイクリン依存キナーゼインヒビターである

p27Kip1発現を誘導する 24。抗体産生に関しては、TGF-β1は in vitroで LPS刺激された

マウス B 細胞の IgA へのクラススイッチを誘導して IgA 産生を増強させることが知

られている 25, 26。TGF-β1 が B 細胞上に存在する TGFβ レセプターII（TGFβRII）と

TGFβRIからなるヘテロマーに結合すると、リン酸化された Smad2および Smad3が核

内へ移行し、IgAへのクラススイッチに必要な constant heavy chain α（Cα）のプロモ

ーター領域に結合することで、IgAへのクラススイッチが誘導されることが報告され

ている 27。一方、TGF-β1は in vitroで IL-4によって誘導されるマウス B細胞の IgG1

産生を抑制する 28。生体内では B 細胞特異的に TGFβRII をノックアウトしたマウス

の血清 IgG濃度は上昇し、血清 IgA濃度は減少することも示されている 29。このよう

に、TGF-β1は液性免疫においても促進性、抑制性の両作用を有している。 

	
 一方で、TGF-β3 による免疫抑制作用については不明なままであったが、近年我々

は、TGF-β3 が強力な液性免疫制御能を有し、ループスモデルマウスの病勢を改善す

ることを報告した 15, 30。しかしながら、SLEの病態形成において B細胞における Toll

様受容体（Toll-like receptor: TLR）2、4、7、8、9シグナルが亢進することが広く知ら
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れており 31、これら自然免疫系を介した液性免疫制御機構における TGF-β3 の役割は

不明なままであった。 

	
 本研究では、LAG3+ Treg が高産生する抑制性サイトカインである TGF-β3 および

IL-10 による液性免疫制御機構につき、獲得免疫系、自然免疫系の両面から TGF-β1

との異同も含め詳細な検討を行った。 
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方法  

マウス   

	
 7-8 週齢のメス C57BL/6J（B6）マウスおよびメス BALB/c マウスは日本 SLC から

購入した。 MyD88 ノックアウトマウスおよび TRIF ノックアウトマウスはオリエン

タル酵母工業から購入した。 8週齢のメス GFP-LC3マウス 32は理研 BRCより購入し

た。 全てのマウスは specific pathogen free環境で飼育し、7-9週齢のマウスを実験に用

いた。 本研究は東京大学第二種使用等拡散防止措置（部局認証番号 29-6）および動

物実験計画（認証番号 医-P14-121）において承認を受け、東京大学のガイドラインに

基づいて行った。  

 

試薬  

	
 Recombinant TGF-β1（rTGF-β1）および rTGF-β3はMiltenyi Biotec、rIL-10は R＆D、

rIL-4 は Cell Signaling、抗マウス IgM F（ab'）2 フラグメント（αIgM）は Jackson 

ImmunoResearch Laboratories、CpG-ODN1826（CpG）は Enzo Life Sciences、抗 CD40

抗体（αCD40）は BD Pharmigen、R-848は Enzo Life Sciences、Lipopolysaccharides from 

Escherichia coli 055:B5（LPS）は SIGMAより購入した。 

	
 APC-Cy7抗 B220抗体（RA3-6B2, 2:100）、7-AAD（3:100）は BioLegendより、抗
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phospho-Syk抗体 、抗 Syk抗体、抗 phospho-STAT6抗体 、抗 STAT6抗体は Cell Signaling

より購入した。  

	
 B細胞は RPMI-1640に 10% FBS、100 μg/ml L-グルタミン、100 U/mlペニシリン、

100 μg/mlストレプトマイシン、50 μM 2-メルカプトエタノール（全て Sigmaから購入）

を添加した培地を用いて培養した。 

 

B細胞の分離   

	
 B 細胞はマウス脾細胞を単離したのち、B cell アイソレーションキット（Miltenyi 

Biotec）を用いた magnetic-activated cell sorting（MACS）システムにて以下の手順で採

取した。マウス脾臓を採取後、細かく切断して 70 μmセルストレイナー（BD Bioscience）

にて単細胞にした後、ACK lysis buffer にて赤血球を溶血した。細胞溶液 400 μL に

biotin-antibody cocktail（CD43, CD4, Ter-119に対する monoclonal抗体カクテル）を 100 

μL加え 4℃で 10分間反応させた後、anti-biotin microbeadsを 200 μL加え 4℃15分反

応させ、LSカラムを用い negative selectionにより B細胞を分離した。分離後、抗 B220

抗体にて染色を行い FACSで解析したところ purityは 95%以上であった。 

 

B細胞培養  
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 細胞増殖の測定には、0.2 μg/mlの 5- or 6-（N-スクシンイミジルオキシカルボニル）

フルオレセイン 3',6' -ジアセテート（CFSE; Dojindo）で 37℃10分標識させた B細胞

を用いた。96 well flat bottomプレートに分離した B細胞を 3 × 105個/well、RPMI培地

を 100 μL/well加え、αIgM 10 μg/ml、LPS 10 μg/ml、R-848 200 ng/mlにて刺激し、rTGF-β1 

2ng/mlまたは rTGF-β3 2ng/mlおよび IL-10 50 ng/mlを加えて 37℃で 3日間培養した。

細胞を回収後、APC-Cy7 抗 B220 抗体、7-アミノアクチノマイシン D（7AAD）で染

色し、FACSVantage SE（BD Bioscience）にて解析した。得られたデータは FlowJo 

Software（Tree star）を用いて解析した。  

 

抗体濃度測定、サイトカイン濃度測定  

	
 抗体濃度測定および IL-6濃度測定には、B細胞を αCD40 10 μg/ml、 IL-4 20 ng/ml、

LPS 10 μg/ml、R-848 200 ng/ml、CpG 1μMで刺激し、rTGF-β1 2 ng/mlまたは rTGF-β3 

2 ng/mlおよび IL-10 50 ng/mlを加えて 37℃で 7日間培養した上清を用いた。上清中の

イムノグロブリン濃度はMouse IgG、IgM、IgA ELISA Quantitation Set（Betyl Laboratories）

を用い、製造者の説明書に基づいて測定した。 IL-6濃度測定には、Mouse IL-6 ELISA 

Ready-SET-Go!（eBioscience）を用いた。 
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ウエスタンブロット  

	
 MACSシステムで分離したマウス B細胞を CpG-ODN刺激で 72時間培養し、最後

の 16時間は rTGF-β3 20 ng/mlを添加した。その後 αIgM 10 μg/mlまたは rIL-4 10 μg/ml

で刺激し、0、1、5、15分後に細胞を回収した。回収した細胞は Halt Protease Inhibitor 

cocktail kit（Thermo Fisher, 1:100）を加えた lysis buffer（50 mM Tris-HCL、0.15 M NaCl、

1% Triton-X、1 mM EDTA）で処理し、2 × Laemmli Sample Buffer（Sigma）を加え 95℃

5分間反応させた。BCA Protein Assay kit（Pierce）にて総タンパク質濃度を測定して

サンプル間のタンパク濃度をそろえた後、7.5%ミニプロティアン TGX プレキャスト

ゲル（Bio-Rad）にて泳動し、Immobilon-P PVDFメンブレン（Millipore）に転写、5% 

BSAでブロッキングした。抗 phospho-Syk抗体、抗 Syk抗体、抗 phospho-STAT6抗体、

抗 STAT6抗体 （すべて 1:1000）で一晩 4℃にて反応後、ヤギ抗ウサギ IgG - horseradish 

peroxidase（HRP）（Invitrogen, 3:10000）で 1 時間室温で反応させ、ECL Prime（GE 

Healthcare）を用いて検出した。 

 

RNA抽出、cDNA合成、定量的 RT-PCR 

	
 RNAは RNeasy Micro kit（QIAGEN）を用いて製造者の説明書に基づいて抽出し、

SuperScript III（Invitrogen） および Random Primers（Invitrogen）を用いて cDNAに逆
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転写した。定量的 RT-PCR（qRT-PCR）は QuantiTect SYBR Green PCR Kit（QIAGEN）

を用いて iCycler（Bio-Rad）にて行った。β-アクチンに対する目的遺伝子の相対的な

RNA発現量を測定した。 

	
 qRT-PCRに用いたプライマー配列は以下の通りである。 

Atf4_FW：5’-TCGATGCTCTGTTTCGAATG-3’ 

Atf4_RV：5’-GGCAACCTGGTCGACTTTTA-3’ 

Atg12_FW：5’-GGCCTCGGAACAGTTGTTTA-3’ 

Atg12_RV：5’-CAGCACCGAAATGTCTCTGA-3’ 

Atg16l1_FW：5’-GCCCAGTTGAGGATCAAACAC-3’ 

Atg16l1_RV：5’-CTGCTGCATTTGGTTGTTCAG-3’ 

Cebpb_FW：5’-ATCGACTTCAGCCCCTACCT-3’ 

Cebpb_RV：5’-TAGTCGTCGGCGAAGAGG-3’ 

Ddit3_FW：5’-CCTAGCTTGGCTGACAGAGG-3’ 

Ddit3_RV：5’-CTGCTCCTTCTCCTTCATGC-3’ 

Map1lc3b_FW：5’-CGTCCTGGACAAGACCAAGT-3’ 

Map1lc3b _RV：5’-ATTGCTGTCCCGAATGTCTC-3’ 

Pkr_FW：5’-CCTCAGAGAACGTGTTTACG-3’ 
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Pkr_RV：5’-TCAATTCTGTGTTTCGCTTT-3’ 

Sqstm1_FW：5’-TGGGCAAGGAGGAGGCGACC-3’ 

Sqstm1_RV：5’-CCTCATCGCGGTAGTGCGCC-3’ 

Actb_FW：5’- AGAGGGAAATCGTGCGTGAC-3’ 

Actb_RV：5’- CAATAGTGATGACCTGGCCGT-3’ 

 

GFP-LC3解析  

	
 GFP-LC3マウスよりMACSシステムにて B細胞を単離し、96 well flat bottomプレ

ートに 3 × 105個/well加え、LPS 10 μg/ml、rTGF-β3 2 ng/ml、IL-10 50 ng/mlを添加し

て 37℃で 3日間培養した。培養後細胞を回収し、APC-Cy7抗 B220抗体、7AADで染

色したのち、0.05%のサポニンで2分間処理後FACSにてGFPの蛍光強度を観察した。 

 

次世代シーケンス解析サンプル作製、解析方法   

	
 24 well プレートにMACSにて単離した B細胞を 3.3 × 106個/well、RPMI培地を 1 

ml/wellで加え、LPS 10 μg/mlで刺激し、rTGF-β1 2 ng/mlまたは rTGF-β3 2 ng/mlおよ

び IL-10 50 ng/mlを加えて 37℃で 3日間培養した。細胞を回収後、APC-Cy7抗 B220

抗体、7-アミノアクチノマイシン D （7AAD）で染色し、7AAD-B220+細胞を 1 × 107
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個ソートし、RNeasy Mini kit（QIAGEN）用いて total RNAを抽出した。 

	
 シーケンスライブラリーの作成には、TruSeq Stranded mTNA HT Sample Preparation 

Kit（イルミナ）を使用した。total RNAより polyA+ RNAを単離したのち断片化し、

この RNA断片を鋳型として逆転写反応により一本鎖 cDNAを合成した。この一本鎖

cDNA を鋳型として dUTP を取り込ませた二本鎖 cDNA を合成し、得られた二本鎖

cDNAの両末端を平滑化・リン酸化処理した後、3’-dA突出処理を行い、index付きア

ダプターを連結した。アダプターを連結した二本鎖 cDNAを鋳型とし、dUTPを持つ

鎖を選択的に増幅しないポリメラーゼにより PCR 増幅を行い、シーケンスライブリ

ーとした。次世代シーケンサーHiSeq 2500（イルミナ）にて、シーケンス解析を行っ

た。シーケンス解析で得られたデータは、TopHat2 33にて参照配列 UCSC mm10にマ

ッピングを行い、HTseq 34を用いてリードカウントを算定した。各サンプル間の正規

化および Differentially Expressed Genes（DEGs）の検出（I/NI value > 0.2）は、R Dexus 

package35を用いて行った。検出された DEGsに関するヒートマップおよびクラスタリ

ングは R Heatplot packageを用いた。 

 

プラスミドベクター作製  

	
 TGF-β3 フラグメントは TGF-β3 cDNA を含む OmicsLink Expression-Ready 
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ORF-cloning vector （GeneCopoeia）を用いて単離し、EcoRI部位で pCAGGSベクター

36にサブクローニングし pCAGGS- Tgfb3を作製した。プラスミド pCAGGS-Il10は大

阪大学宮崎純一博士より供与を受けた 37。プラスミドはコンピテントセル Escherichia 

coli JM109（東洋紡）に形質転換させた後増幅し、EndFree plasmid Maxi kit（Qiagen）

を用い製造者の説明書に基づいて精製した。 

 

プラスミドベクター投与  

	
 精製したプラスミド pCAGGS-Tgfb3は 100 μgを乳酸リンゲル液 100 μlに溶解し、

眼窩静脈叢に注射を行った 38。プラスミド pCAGGS-Il10は乳酸リンゲル液に 0.1 mg/g 

body weightで溶解し、尾静脈より急速静注した。プラスミドベクターは 2週間毎に計

2回投与した。 

 

イミキモドクリーム塗布  

	
 7週齢のメス BALB/cマウスを用い、週 3回右耳に 5%イミキモド（IMQ）クリーム

（持田製薬）1.25 mgを塗布した。 

 

血清抗 ds-DNA抗体濃度測定  
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 レビス ds-DNA マウス ELISA KIT（シバヤギ）を用いて定法に従い血清中の抗

ds-DNA抗体価を測定した。 
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結果  

1) TGF-βは抗 IgM抗体刺激および、抗 CD40抗体/IL-4刺激による B細胞増殖を

抑制する  

	
 B細胞受容体（B cell receptor: BCR）刺激による B細胞活性化における TGF-β1お

よび TGF-β3 の影響につき検討を行った。マウス脾細胞より分離した B 細胞を

carboxyfluorescein succinimidyl ester（CFSE）にてラベルし、TGF-β1または TGF-β3存

在下、非存在下にて αIgM で刺激し、3 日間培養した。その結果、TGF-β1、TGF-β3

ともに B細胞の増殖を完全に抑制した（図 1a）。さらに、TGF-β3によるシグナル伝

達機構への影響についても検討を行った。αIgMにより B細胞受容体（B cell receptor: 

BCR）が架橋されると、spleen	
 tyrosine	
 kinase （Syk）がリン酸化され、その後の

カスケードが進行することで細胞増殖が誘導される 39。TGF-β1 は αIgM 刺激による

Sykのリン酸化を抑制することが報告されている 23。B細胞を CpG-ODN刺激で 56時

間培養して活性化したのち、TGF-β3を加えて 18時間培養し、αIgM刺激後の Sykリ

ン酸化を経時的に評価したところ、TGF-β3 も αIgM 刺激による Syk リン酸化の抑制

を認め、TGF-β3は Sykのリン酸化抑制を介して B細胞増殖を抑制すると考えられた

（図 1b）。 

	
 B細胞は細胞膜上に CD40を発現し、T細胞上に存在する CD40リガンドと結合す
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ると B細胞の増殖や分化が誘導される 39。この T細胞依存性の B細胞活性化は in vitro

では B細胞を αCD40で刺激することで再現され、さらに生体内においては T細胞が

産生する IL-4 を加えると B 細胞増殖は増強されるとともに、免疫グロブリンのアイ

ソタイプスイッチがおこり抗体産生が誘導される 40。そこで、αCD40 + IL-4刺激で B

細胞を TGF-β1または TGF-β3存在下、非存在下にて 7日間培養したのち、培養上清

中のイムノグロブリン（immunoglobulin: Ig）濃度を ELISA にて測定したところ、

TGF-β1、TGF-β3ともに IgG、IgΑ、IgM産生を抑制した（図 1c）。 

	
 IL-4が B細胞の IL-4受容体（IL-4R）と結合すると、janus kinase 1（JAK1）および

JAK3のリン酸化を介して signal transducer and activator of transcription 6（STAT6）がリ

ン酸化される。リン酸化 STAT6は二量体を形成して核内に移行し転写活性を示す 41。

TGF-β1はSTAT6リン酸化を抑制することで抗体産生を抑制することが報告されてい

る 23。IL-4 添加後のリン酸化 STAT6 をウエスタンブロッティングにて検出したとこ

ろ、TGF-β3も STAT6リン酸化を抑制した（図 1d）。 

	
 以上のことより、TGF-β3 は TGF-β1 と同様に B 細胞活性化に重要な Syk および

STAT6のリン酸化抑制を介して、獲得免疫系により誘導される液性免疫を制御してい

ると考えられた。 

2) TGF-βは LPS刺激下における B細胞活性化を抑制出来ない  
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 TLRはパターン認識受容体の一種であり、病原体に関連する分子パターンを認識し

てＩ型インターフェロンといった炎症性サイトカン産生の誘導など、自然免疫を惹起

する。B 細胞において TLR シグナルは炎症性サイトカインの産生の促進に加えて、

細胞の分化増殖および抗体産生促進にも関与する。マウス B細胞において細胞膜上に

は TLR1/2, TLR4が、エンドソーム内には TLR3, TLR7, TLR9が発現し、TLR1/2はリ

ポペプチド、TLR4 はリポ多糖（lipopolysaccharide: LPS）、TLR3 は二本鎖 RNA

（double-strand RNA: dsRNA）、TLR7は一本鎖 RNA（single-strand RNA: ssRNA）、

TLR9は GpG DNAをそれぞれ認識する 42, 43。TGF-β1は LPS刺激下で IgAへのクラス

スイッチを誘導することが報告されている 25。TLR4 が自己免疫疾患の病態に及ぼす

影響については複数の報告がある 44。ループス様症状を示す C57BL/6lpr/lprマウスは、

TLR2 または TLR4 が欠損することでリンパ節腫脹の減少や抗 ds-DNA 抗体の減少が

認められる 45。また、プリスタン誘導性ループスモデルマウスにおいて TLR4を欠損

させると、抗 ds-DNA抗体や抗 ribonucleoprotein（RNP）抗体は減少し、糸球体への免

疫複合体沈着が減弱する 46。 

	
 そこで、LPS刺激下での B細胞における TGF-βの作用を検討した。CFSEラベルし

た B細胞を TGF-β1または TGF-β3存在下、非存在下にて LPSで刺激し、細胞増殖の

変化および抗体産生量を調べた。その結果、TLR4刺激下では TGF-β1および TGF-β3
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は B細胞の増殖を抑制することができず（図 2a）、IgG、IgAの産生を逆に促進し（図

2b）、刺激条件によって TGF-βの B細胞への作用が異なる事が明らかになった。LPS

刺激下での B細胞増殖に対する TGF-β1の影響に関しては、細胞増殖を抑制するとす

る報告があるが 47, 48、培養時の細胞密度が今回施行した検討より少ないため異なる結

果となった可能性がある。抗体産生に関しては、LPS刺激下で TGF-β1は IgAおよび

IgG2b産生を増強し 47, 49、既報と矛盾しない結果であった。 

	
 TLR4 は下流のシグナル伝達経路としてアダプタータンパク質である

Toll-interleukin 1 receptor domain containing adaptor protein（ TIRAP）、myeloid 

differentiation primary response 88（MyD88）を介した経路と TIR-domain-containing 

adapter-inducing interferon-β（TRIF）、TRIF-related adaptor molecule（TRAM）を介し

た経路が存在する 50 。また、TLR4 アゴニストである LPS はリピド A 部分が TLR4

シグナルを引き起こすのに加え、ポリサッカライド部分は BCR シグナルを誘導する

51。LPS刺激下で TGF-βがいずれのシグナル伝達経路に作用しているか確認するため、

TRIFノックアウト（TRIF KO）マウス、およびMyD88ノックアウト（MyD88 KO）

マウスから得られた B細胞を用いて検討を行った。TRIF KOマウス B細胞を LPS刺

激すると、MyD88を介したシグナルおよび BCRシグナルを介して B細胞は増殖する

が 52、ここに TGF-βを加えると B細胞増殖は一部抑制され、LPS刺激 B細胞におけ
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る TGF-β3による増殖抑制抵抗性は TRIFシグナル伝達系が部分的に関与していた（図

2c）。MyD88 KOマウス B細胞を LPS刺激にて培養した場合では B細胞はほとんど

増殖せず 53、TGF-βによる B細胞増殖への作用は評価できなかった（図 2c）。 

	
 次に、MyD88 KOマウス、TRIF KOマウス B細胞を用いて TGF-βによる抗体産生

増強効果へのMyD 88および TRIFの影響を検討した。MyD88 KOマウスはWTマウ

スと比較して血清中の IgG2b、IgG2c、IgG3濃度が低く 54、MyD88 KO B細胞を in vitro

で CpG刺激すると IgM、IgG1、IgG2c産生が抑制され 55、抗体産生およびクラススイ

ッチにおける MyD88シグナルの関与が報告されている。培養上清中の IgG濃度を測

定したところ、TRIF KOマウスではWTマウスと比較し、TGF-βによる抗体産生増強

効果が弱かった。一方、MyD88 KO マウスでは LPS 刺激にて抗体産生はほとんどお

こらず、TGF-β による作用は評価できなかった（図 2d）。以上のことより TGF-β に

よる LPS刺激下の抗体産生増強効果は TRIFを介した経路が一部関与していることが

示唆された。 

3) TGF-βおよび IL-10は協調的に液性免疫を制御する  

	
 TGF-βは in vitroの検討にて TLR刺激下の B細胞増殖および抗体産生を抑制するこ

とが出来なかったが、LAG3+ Treg は TGF-β3 とともに IL-10 も高産生しており 15、

LAG3+ Tregが B細胞を抑制する機序として IL-10単独もしくは TGF-β3および IL-10
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のコンビネーションによる作用を想定した。 

	
 IL-10 は T 細胞、B 細胞，単球，マクロファージ，樹状細胞などの細胞が産生し、

抗炎症作用や免疫抑制能を持つサイトカインとして知られているが 56、T細胞の増殖

抑制やサイトカイン産生抑制、および樹状細胞やマクロファージにおける抗原提示抑

制やサイトカイン産生抑制能を有する 57。マウス B細胞に対する IL-10の作用につい

ては、主要組織適合遺伝子複合体（major histocompatibility complex: MHC）class IIの

発現を増強し、無刺激培養下で細胞の生存を高めるとする報告がある 58。LPS刺激下

の B 細胞増殖に関しては、IL-10 は影響を及ぼさないとする検討がある一方 58、増殖

を抑制したとする報告もある 59。抗体産生に関して、IL-10は LPS刺激されたマウス

B細胞において IgMから IgG3へのクラススイッチを誘導し、一方で LPS + TGF-β1

で誘導される IgAへのクラススイッチを抑制するという報告があるが、LPS刺激下に

おける IL-10 の影響は不明なままであり、IL-10 単独による影響なのか、TGF-β およ

び IL-10の協調的作用の結果なのかは明らかにされていない 60。 

	
 LPS 刺激下に TGF-β を加えて CFSE ラベルした B 細胞の増殖を検討した。予測さ

れた如く、TGF-β1 のみならず、TGF-β3 も LPS 刺激による B 細胞増殖を抑制出来な

かった（図 3a）。しかしながら、IL-10 存在下において TGF-β1 および TGF-β3 は共

に B細胞の増殖を抑制した（図 3a）。次に抗体産生について確認したところ、TGF-β
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単独および IL-10単独で抗体産生は増強していたが、TGF-βおよび IL-10を同時に添

加することで抗体産生は抑えられた（図 3b）。このように、TGF-βおよび IL-10は単

独では抗体産生促進性に機能するが、両サイトカインが同時に作用することで抗体産

生は抑制されるという新しい現象が観察され、ここに阻害性サイトカイン協調

（inhibitory cytokine synergy: ICS）作用という概念を提唱する。 

	
 TGF-β および IL-10 による ICS 作用に関連する遺伝子を網羅的に解析するため、

TGF-β3 単独、IL-10 単独または、TGF-β3 および IL-10 の存在下、非存在下にて LPS

刺激した B細胞を次世代シーケンサー（next generation sequencer: NGS）を用いて RNA

シークエンス解析（RNA-sequencing: RNA-seq）を行った。変動遺伝子（Differentially 

Expressed Gene：DEG）のクラスター解析を行ったところ、無刺激 B 細胞と LPS + 

TGF-β3 + IL-10刺激（以下 ICS条件）B細胞が同じクラスターに分類された（図 3c）。

この結果は、TGF-β3 および IL-10 が同時に作用することで、LPS 刺激された B 細胞

が各単独サイトカイン添加時と全く異なる無刺激状態に近い遺伝子発現プロファイ

ルになることを意味しており、これまでの各刺激条件における抗体産生の結果と矛盾

しない。さらに検出された DEGに関して 16のクラスターに分類したところ、無刺激

条件と ICS条件でともに発現が低下している群に、Prdm1が含まれた。Prdm1は転写

因子Blimp-1をコードし、Blimp-1は形質細胞の分化に必須の転写因子である 61。Prdm1
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遺伝子発現を qRT-PCRでも検討したところ、ICS条件で確かに Prdm1の遺伝子発現

は低下していた（図 3d）。また、同様に形質細胞分化に必須な転写因子 IRF4の遺伝

子発現も qRT-PCRで検討したが、ICS条件で低下していた（図 3d）。このことから、

ICS条件では、Blimp-1や IRF4の発現低下を介して形質細胞分化が抑えられ、抗体産

生が抑制されたと考えられた。 

4) TGF-βおよび IL-10は協調してオートファジーを抑制する  

	
 オートファジーは真核生物で酵母から高等動植物まで高度に保存された、リソソー

ムでのタンパク質やオルガネラの分解機構である。細胞内での過剰なタンパク質蓄積

を防いだり細胞飢餓に対処したりする働きをもち、ユビキチン・プロテアソーム系と

並ぶ主要な細胞内分解システムである 62。オートファジーは B細胞において形質細胞

の維持や SLEの病態形成においても中心的役割を果たしている 63, 64。 

	
 そこで、qRT-PCRでオートファジー関連遺伝子の発現を検討したところ、ICS条件

ではオートファジー関連タンパク質である LC3b、Atg12、p62、Atg16L1 の遺伝子発

現が低下していた（図 4a）。 

	
 次に、実際にオートファジーが抑制されているかを検討するため、green fluorescence 

protein（GFP）- microtubule-associated protein light chain 3（LC3）トランスジェニック

マウス（GFP-LC3 Tgマウス）由来 B細胞を用いた実験を行った。オートファジーに
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おいて、タンパク質やオルガネラはオートファゴソームと呼ばれる二重膜構造に包み

込まれ、そこにリソソームが結合して消化される 62。LC3はオートファゴソーム形成

に重要なタンパク質であり、合成された後に細胞質内で可溶性の LC3-I となった後、

オートファジーが誘導されると膜結合型の LC3-II となりオートファゴソーム膜に結

合する。LC3-IIの量はオートファゴソーム形成と相関するため、オートファジーの誘

導や抑制を評価するための実験手法として LC3-II量の測定が用いられている 65。CAG

プロモーター、すなわちサイトメガロウイルスエンハンサーとチキン β-アクチンプロ

モーターをつなげた構造と、ウサギ β-グロビン遺伝子の polyA シグナルサイトによ

って、ほぼ全身の臓器で LC3と GFPの融合タンパク質を発現する GFP-LC3 Tgマウ

ス 32由来の B 細胞を各種刺激条件で活性化し、サポニンを用いて細胞質内の LC3-I

を溶出させることで LC3-IIの蛍光のみを検出することが出来る 66。 

	
 GFP-LC3 マウス B 細胞を 3 日間培養後、サポニンで処理して GFP の蛍光強度を

FACSにて解析したところ、TGF-β3、IL-10の各単独刺激条件では GFP発現の増強を

認めたが、ICS条件においては GFP発現が無刺激条件と同程度まで低下していた（図

4b）。以上の結果より、TGF-β3、IL-10は単独で LPS刺激によるオートファジーは促

進されるが、両サイトカインが協調的に作用することでオートファジーが抑制され、

抗体産生がパラドキシカルに制御されると考えられた。 
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5) TGF-βおよび IL-10は協調して eIF2α-ATF4 シグナル伝達経路を抑制する  

	
 オートファジーを誘導するシグナル経路として、eukaryotic initiation factor 2α（eIF2α）

- activating transcription factor 4（ATF4）シグナル伝達経路が報告されている 67。

eIF2α-ATF4シグナル伝達経路は TLR刺激を含む様々なストレス応答に関与する経路

である 68。eIF2はタンパク質の翻訳開始に必須な酵素で、α、β、γの 3つのサブユニ

ットからなる 68。細胞にさまざまなストレスがかかると、eIF2の αサブユニット（eIF2α）

のリン酸化が起こり、mRNA全体の翻訳活性の低下と転写因子 ATF4を始めとした一

部の遺伝子の活性化が誘導される。ストレスにさらされた細胞でタンパク質の合成を

減らす事で細胞への負担を減らす一方で、ストレスに対応するための特定の遺伝子を

発現させる作用がある 68。このような eIF2α のリン酸化を介した一連の翻訳制御は、

統合的ストレス応答（integrated stress response：ISR）とよばれている 69。哺乳類には

general control nonderepressible 2（GCN2）、protein kinase R（PKR）、PKR-like endoplasmic 

reticulum kinase（PERK）、heme-regulated eIF2α kinase（HRI）の 4つの eIF2αキナー

ゼが存在し、それぞれが異なるストレスにより活性化され eIF2αをリン酸化する。ア

ミノ酸飢餓が GCN2を、ウイルス感染が PKRを、小胞体ストレスが PERKを活性化

することがそれぞれ知られている 68。PKR は主に dsRNA により活性化され、細胞質

内の dsRNA が PKR に結合すると PKR は自己リン酸化して活性化し、二量体を形成
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して eIF2αをリン酸化する 70。dsRNA以外にも LPSが TLR4に結合すると、アダプタ

ータンパク質 TRIFを介して PKRが活性化し eIF2αのリン酸化が生じる 70。 

	
 eIF2α-ATF4シグナル伝達経路に関連するタンパク質の遺伝子発現を RNA-seqにお

いて確認したところ、ICS条件で発現が低下していた（図 5a）。また、qRT-PCRでも

検討したところ、RNA-seqにおける解析結果と同様に、PKR、ATF4、また ATF4の標

的遺伝子のひとつである C/EBP homologous protein（CHOP）の発現が LPS刺激と比較

して ICS条件で有意に低下していた（図 5b）。ATF4、CHOPはオートファジー関連

遺伝子の発現を誘導することが報告されており 67、これらの結果より TGF-β および

IL-10 は LPS 刺激条件下において協調して eIF2α-ATF4 シグナル伝達経路に関連した

遺伝子群を抑制することで、オートファジーを抑制して液性免疫を制御すると考えら

れた。 

6) TGF-βおよび IL-10による IL-6産生制御  

	
 IL-6は B細胞の抗体産生を誘導する B細胞刺激因子（BSF-2）としてクローニング

され、関節リウマチをはじめ自己免疫疾患の病態に深く関与する炎症性サイトカイン

として知られている 71。SLE患者の B細胞においては、IL-6受容体が恒常的に発現す

るとともに IL-6産生も起こり、この IL-6のオートクライン作用が B細胞の過剰な活

性化や自己抗体産生を惹起し、SLE の病態形成に関与している 72。IL-6 の転写は、



 28 

C/EBPβと nuclear factor-kappa B（NF-κB）が協調して活性化することや 73、CHOPに

より増強されること 74が報告されている。qRT-PCR では ICS 条件で CHOP および

C/EBPβの遺伝子発現は低かった（図 5b, 6a）。さらに B細胞を各種 TLR刺激下で培

養した上清中の IL-6 を測定したところ、ICS 条件では IL-6 産生が完全に抑制されて

いた（図 6b）。これらのことより、ICS条件においては、CHOPおよび C/EBPβ発現

抑制を介する IL-6 産生制御が B 細胞活性化阻害メカニズムに関与している可能性が

考えられた。しかし、炎症組織において IL-6 産生細胞は B 細胞以外にも報告があり

75、生体内における病態形成への影響については更なる検討が必要である。 

7) TGF-β3は IL-10と協調して TLR7アゴニストによるループス様病態を改善す

る  

	
 TLR7は SLEの疾患感受性遺伝子であり、SLEの病態形成において重要な役割を果

たしている 76。TLR7の遺伝子多型の SLE発症への関与が指摘されている 77。SLE患

者およびループスモデルマウスの形質細胞様樹状細胞（plasmacytoid dendritic cells：

pDCs）は TLR7を介して一本鎖 RNAを含んだ免疫複合体を認識して I型インターフ

ェロンを産生する 78。ループスモデルMRL/lprマウスにおいて TLR7を欠損させると

抗 Sm 抗体など自己抗体の産生および腎障害の改善が認められる 79。一方、TLR7 ト

ランスジェニックマウスでは糸球体腎炎や抗 RNA抗体産生が誘導される 80。 
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 そこで、TLR7刺激下での ICS効果につき、TLR7アゴニストであるレシキモド（R848）

を用いて in vitroにおける検討を行った 81。その結果、CFSEラベルした B細胞の R848

刺激下における細胞増殖を TGF-β3、IL-10は単独では抑制出来なかったが、TGF-β3、

IL-10が協調的に作用することで抑制効果を認めるようになった（図 7a）。抗体産生

に関しては IL-10 単独でも抑制されていたが、ICS 条件においてはより強い抗体産生

抑制効果を認めた（図 7b）。 

	
 In vivoにおける ICS効果について、TLR7 アゴニストである IMQ塗布ループスモ

デルマウスを用いて検討した。IMQを週 3回 BALB/cマウスの耳に塗布すると、4週

後には自己抗体である抗 ds-DNA抗体の上昇や糸球体腎炎などループス様の症状が認

められる 82。治療効果の確認には、pCAGGS-Tgfb3ベクターおよび pCAGGS-Il10ベク

ター37を用いた。pCAGGSプラスミドベクターは、CAGプロモーターによって、 導

入した遺伝子をほぼ全身性に過剰発現する 36。この IMQ 塗布ループスモデルマウス

に、pCAGGS-Tgfb3ベクターおよび pCAGGS-Il10ベクターを静脈内投与し、自己抗体

産生につき評価を行った。その結果、pCAGGS-Il10と pCAGGS-Tgfb3をともに投与し

た群においてのみ有意な治療効果を認め、IMQ塗布により上昇した血清中抗 ds-DNA

抗体が低下した（図 7d）。このことより pCAGGS-Tgfb3 + pCAGGS-Il10投与は IMQ

塗布ループスモデルマウスの病勢を改善する効果があると考えた。これらの結果より、
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TGF-β3は IL-10の存在下において有効な治療効果を発揮すると考えられた。 
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考察  

	
 本研究では、IL-10 および、TGF-β アイソフォームのうち免疫学的恒常性維持にお

いて中心的役割を果たしていることが想定される TGF-β1、3 のマウス B 細胞に及ぼ

す影響を検討した。TGF-βは抗 IgM抗体刺激下の細胞増殖や抗 CD40抗体および IL-4

刺激による抗体産生を抑制したが、TLR4アゴニストである LPS刺激による細胞増殖

を抑制出来ず、抗体産生は増強した。一方、IL-10存在下では、TGF-βは LPS刺激に

よる細胞増殖および抗体産生を抑制した。複数のサイトカインが同時に作用すること

で、個々のサイトカイン単独による作用の総和より強い効果を示すことが知られてお

り、cytokine synergyと呼ばれている 83。今回我々は、LPS刺激下で単独では抗体産生

促進性に機能する TGF-βおよび IL-10が同時に存在すると、逆に抗体産生は抑制され

る現象を観察し、阻害性サイトカイン協調（inhibitory cytokine synergy: ICS）作用とい

う新たな概念を提唱した。さらに、TGF-βおよび IL-10は、様々なストレス応答に関

与している eIF2α-ATF4シグナル伝達経路の抑制を介し B細胞のオートファジーを制

御することで、ICS作用をもたらすことを示した。 

	
 今回、LAG3+ Tregが産生する TGF-β3と共に、以前より免疫調整能が指摘されてい

る TGF-β1が B細胞に及ぼす影響を検討したが、in vitroの検討にて TGF-β1と TGF-β3

の効果に大きな違いは認められなかった。TGF-β1 と TGF-β3 が T 細胞に及ぼす影響
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の違いに関して、TGF-β1と IL-6は Th17を誘導するが、TGF-β3と IL-6はより病原性

の強い Th17 を誘導するという報告がある 20。しかし TGF-β3 単独の T 細胞への影響

は不明であり、IL-10は Th17誘導阻害効果がある 84ことを考慮すると、TGF-β3と IL-10

が同時に存在する ICS 条件では TGF-β3 による病原性の強い Th17 への誘導効果が得

られないと推測される。 

	
 In vitroでのB細胞に対するTGF-β1とTGF-β3の作用の違いは認められなかったが、

in vivoでの両者の作用の相違は報告されている。TGF-β1は TGF-β3より強く肺の線維

化を引き起こし 85、創傷治癒において TGF-β1 は瘢痕化を誘導する一方 TGF-β3 は瘢

痕化を抑制する 86。また、TGF-β1は耐糖能異常を引き起こすが 87、TGF-β3は耐糖能

異常を改善する 88。これらの観点より、自己免疫疾患における自己抗体産生抑制の治

療効果を狙って全身性に TGF-β1または TGF-β3投与を検討した場合、TGF-β1は線維

化や耐糖能異常を起こす可能性があり、TGF-β3投与が適していると考えられる。 

	
 IL-10 は抗炎症性サイトカインとして知られているが、B 細胞に対しては抗体産生

誘導に働くことが知られている。ヒト B細胞に対する IL-10の作用は詳細に検討され

ており、IL-10は in vitroでヒト B細胞の生存を増強し 89、細胞増殖を誘導する 90。ま

た、IL-10は抗 CD40抗体で活性化された B細胞において IgG1、IgG3へのクラススイ

ッチを誘導し 91、CpG刺激と協調して STAT1、STAT3、interferon regulatory factor1 1
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（IRF1）、IRF4 を活性化し、IgG1、IgG2、IgG3 へのクラススイッチを誘導する 92。

マウス B細胞における IL-10の作用は不明な点が多い。既報では IL-10は LPS刺激下

の IgG3産生を抑制するが、IL-5および IL-4存在下での IgG1産生は抑制できない 93。

今回の検討では LPS刺激下で IL-10単独では IgGおよび IgA産生を誘導し、R848刺

激下では IgG1、IgA産生は抑制された。LPSや R848および IL-10の濃度、培養時の

細胞密度などが in vitroにおける IL-10の抗体産生に影響を及ぼした可能性が考えられ

る。 

	
 SLEにおける IL-10の関与については、ループスモデルマウスである New Zealand 

black and New Zealand white（NZB/W）F1マウスに抗 IL-10抗体を投与すると自己免疫

症状の発症が遅れ 94、SLE患者の T細胞が除去されたヒト末梢血単核細胞に IL-10を

加えて培養すると抗体産生が増強することが報告されている 95。また、SLE患者では

疾患活動性と血清中 IL-10 濃度が正の相関を示し 96、SLE の疾患感受性と IL-10 遺伝

子の一塩基多型との関連が示されていることが知られており 97、IL-10 による抗体産

生誘導が SLE発症機序に関与することが示唆されている。 

	
 IL-10受容体は IL-10 Receptor 1（IL-10R1）と IL-10R2からなり、JAK1および thyrosine 

kinase 2（TYK2）を介して STAT1、STAT3および STAT5を活性化する 56。STAT3を

欠損した好中球やマクロファージでは IL-10による炎症性サイトカインの産生抑制が
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起こらないことなどから 98、特に STAT3を介したシグナル伝達が IL-10の免疫抑制能

に関与していると考えられている。同じく STAT3を活性化する IL-21が、TGF-β1に

よる IgG2b へのクラススイッチを抑制することが報告されており 47、STAT3 が B 細

胞における TGF-βの作用調整に関与している可能性が推測される。 

	
 TGF-β1 による IgA へのクラススイッチを誘導する機序に関しては、T 細胞依存性

の経路と非依存性の経路が示されている 27。TGF-β1が TGF-βRに結合すると Smad2、

Smad3がリン酸化され Smad4とともに核内に移行し、IgAへのクラススイッチに必要

な遺伝子である Cαのプロモーター領域にある Smad-binding elements（SBEs）に結合

する。さらに Cα のプロモーター領域にある RUNX-binding elements（RBEs）に

runt-related transcription factor 3（RUNX3）が、cyclic AMP response element（CRE）に

cyclin AMP response element binding protein（CREB）がそれぞれ結合する事で Cαの発

現が誘導される。これに加え、T細胞依存性の経路では CD40下流の NF-κBがクラス

スイッチに必須な酵素である activation-induced deaminase（AID）の発現を誘導し、T

細胞非依存性の経路では、TLR、MyD88を介して NF-κBが核内に移行することで AID

の発現がおこる。 

	
 ICS 条件にて IgA の産生増強が起こらなかった要因に関して、Cα の発現を誘導す

る Smadや RUNX3、CREBなどの転写因子の発現や活性化を IL-10が抑制した可能性
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が考えられ、実際に CREBのサブタイプの一つである ATF4の遺伝子発現は ICS条件

にて低下していた。また、TGF-βの下流の Smadと IL-10下流の STAT3が相互作用し、

単独での転写活性と異なった転写制御能を示す可能性も考えられる。実際、STAT3

と Smad1 が p300 を介して複合体を形成してプロモーター上で協調的に働くことで、

シグナルの協調作用が起こることが明らかにされており 99、このような STATと Smad

の協調効果により cytokine synergy が得られた可能性も推測される。その他、TGF-β

のシグナルの下流には Jun N-terminal kinase（JNK）、Ras-extracellular signal-regulated 

kinase（Erk）などを介した Smad-independent pathwayも重要な役割を果たしているこ

とが知られており 17, 18、これらのシグナル伝達経路の関与についても今後検討を要す

る。 

	
 ICS作用に関与する遺伝子の解析を行うため RNA-seqを施行したところ、ICS条件

は無刺激 B細胞と同じクラスターに分類され、ICS条件で細胞増殖および抗体産生が

抑制されることと矛盾しない結果となった。無刺激条件と ICS条件でともに発現が低

下している遺伝子群として eIF2α-ATF4 経路があり、ATF4 が遺伝子発現を誘導する

オートファジー関連遺伝子の影響を検討した。qRT-PCR においても Atf4 発現は低下

しており、オートファジー関連遺伝子発現も低下、また GFP-LC3マウス B細胞を用

いた in vitroの実験で ICS条件ではオートファジーが抑制されていた。TGF-β1がオー
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トファジーに及ぼす影響に関しては、ヒト肝癌由来細胞株やヒト乳癌由来細胞株で

TGF-β1はオートファジーを亢進 100、マウス尿細管上皮細胞では亢進 101、ヒト肺線維

芽細胞では抑制 102と細胞種によって異なり、IL-10はマウスマクロファージにおける

オートファジーを抑制すると報告されている 103。B細胞特異的にオートファジー関連

遺伝子である Atg5を欠損させたマウスでは抗体産生能が障害され 63、NZB/W F1ルー

プスモデルマウスの B 細胞ではオートファジーは亢進し、SLE 患者でも B 細胞での

オートファジー活性化が認められていることより 64、形質細胞分化や自己反応性 B細

胞の生存維持にオートファジーが関与していると考えられている。これらの背景より、

ICS条件でオートファジーが抑制されていることが抗体産生抑制の要因の一つと考え

た。 

	
 TLR7は ssRNAを認識し、ループスの発症に深く関与していることが明らかになっ

ており 76、TLR7アゴニストである R848を用いて in vitroの検討を行った。R848刺激

下では TGF-βおよび IL-10による B細胞増殖抑制効果は弱く、また抗体産生に関して

は IL-10単独で抗体産生は部分的に抑制され、そこに TGF-βを加えることでさらに抑

制されるという LPS 刺激とは一部異なる結果であった。TLR4 下流では、TIRAP / 

MyD88および TRIF / TRAMを介した経路が存在するが、TLR7下流ではMyD88がシ

グナル伝達に関与し 50、それぞれ細胞内のシグナル伝達経路が異なる。そのため、LPS
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刺激下で認められた ICS作用における抑制メカニズムが TLR7刺激下でも同様に生じ

るのか、更なる検討が必要である。また、TLR7 アゴニストである IMQ 用いた SLE

誘発モデルマウスを用いての検討では、pCAGGS-Tgfb3および pCAGGS-Il10の投与は

生体内における自己抗体産生を有意に抑制し、in vivoにおいては TGF-β3と IL-10が

協調的に作用することが示された。 

	
 IL-10 を始めとした抗炎症性サイトカインの全身投与は自己免疫疾患に対する治療

戦略として検討されてきたが、正常組織への副作用の問題から投与量が制限され十分

な治療効果が得られなかった 104。そこでモノクローナル抗体とサイトカインを融合さ

せ、標的細胞にのみサイトカインを作用させるイムノサイトカインが新たな治療薬と

して期待されており、既に関節リウマチに対して、フィブロネクチンの extra domain A

に対する抗体と IL-10を融合させたイムノサイトカインの臨床試験が行われている 105。

SLEにおいて、自己抗体産生や炎症性サイトカインに関与する B細胞をターゲットと

した治療開発が注目されている。今回の検討から、B細胞表面マーカーに対する抗体

に IL-10および TGF-β3を結合させ、B細胞特異的に IL-10および TGF-β3を作用させ

るイムノサイトカインが、自己抗体産生を介する SLE を始めとした自己免疫疾患の

新規治療戦略となり得ることが期待される。 
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図１	
 TGF-βは αIgM刺激および αCD40 + IL-4刺激による B細胞増殖を抑制する  

a)	
 CFSE染色した B細胞を無刺激または αIgM刺激下で TGF-β1または TGF-β3を添加し 3日間培養

した。7AAD- B220+でゲートしたヒストグラムを提示した。 

b)	
 左：B細胞を CpG-ODN刺激で 72時間培養後 TGF-β3を添加し 16時間培養し、その後 αIgMを添

加し 0, 1, 5, 15分後に細胞を回収して得られた細胞溶解液を用いて pSykおよび Sykのウエスタンブロ

ットを施行した。右：pSykと Sykの割合を示した。*p < 0.05（unpaired two-tailed Stutdet's t-test）。 

c)	
 B細胞をαCD40 + IL-4刺激にTGF-β1またはTGF-β3を添加し 7日間培養後得られた上清中の IgG、

IgA、IgM濃度を ELISAで測定した。*p < 0.05（Bonferroni's multiple comparison test）。 

d)	
 左：B細胞を CpG-ODN刺激で 72時間培養後 TGF-β3を添加し 16時間培養し、その後 IL-4を添加

し 0, 1, 5, 15分後に細胞を回収して得られた細胞溶解液を用いて pSTAT6および STAT6のウエスタン

ブロットを施行した。右：pSTAT6と STAT6の割合を示した。*p < 0.05（unpaired two-tailed Stutdet's t-test）。 
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図２	
 TGF-βは LPS刺激下における B細胞活性化を抑制出来ない  

a)	
 CFSE染色した B細胞を αIgM刺激または LPS刺激下で TGF-β1または TGF-β3を添加し 3日間培

養した。7AAD- B220+でゲートしたヒストグラムを提示した。 

b)	
 B細胞を αCD40 + IL-4刺激または LPS刺激下で TGF-β1または TGF-β3を添加し 7日間培養後得

られた上清中の IgG、IgA濃度を ELISAで測定した。*p < 0.05（Bonferroni's multiple comparison test）。 

c)	
 C57BL/6（B6）マウス、TRIFノックアウト（KO）マウス、MyD88 KOマウス由来の B細胞を CFSE

染色し、LPS刺激下で TGF-β1または TGF-β3を添加し 3日間培養した。7AAD- B220+でゲートしたヒ

ストグラムを提示した。 

d)	
 B6マウス、TRIF KOマウス、MyD88 KOマウス由来のB細胞を LPS刺激下で TGF-β1または TGF-β3

を添加し 7 日間培養後の上清中の IgG 濃度を ELISA で測定した。*p < 0.05（Bonferroni's multiple 

comparison test）。 
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図３	
 TGF-βおよび IL-10は協調的に液性免疫を制御する  

a)	
 CFSE染色した B細胞を αIgM刺激下で IL-10、TGF-β1または TGF-β3を添加し 3日間培養した。

7AAD- B220+でゲートしたヒストグラムを提示した。 

b)	
 B細胞を αCD40 + IL-4刺激または LPS刺激下で IL-10、TGF-β1または TGF-β3を添加し 7日間培

養後得られた上清中の IgG、IgA濃度をELISAで測定した。*p < 0.05（Dunnett's multiple comparison test）。 

c)	
 B細胞を LPS刺激下で L-10、TGF-β3を添加し 3日間培養後の RNA-seqを NGSを用いて行い、変

動遺伝子のクラスター解析を行った。 

d)	
 B 細胞を LPS 刺激下で IL-10、TGF-β3 を添加し 3 日間培養後の B 細胞における各遺伝子発現を

qRT-PCRにて比較した。*p < 0.05（Bonferroni's multiple comparison test）。 
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図 4	
 TGF-βおよび IL-10は協調してオートファジーを抑制する  

a)	
 B 細胞を LPS 刺激下で IL-10、TGF-β3 を添加し 3 日間培養後の B 細胞における各遺伝子発現を

qRT-PCRにて比較した。*p < 0.05（Bonferroni's multiple comparison test）。 

b)	
 左：GFP-LC3 Tgマウス由来の B細胞を LPS刺激下で IL-10、TGF-β3を添加し 3日間培養し、サ

ポニン処理後の GFP 蛍光強度を測定した。7AAD- B220+でゲートしたヒストグラムを提示した。右：

GFPの mean fluorescence intensity（MFI）を示した。*p < 0.05（Bonferroni's multiple comparison test）。 

 

 



 55 

 

図 5	
 TGF-βおよび IL-10は協調して eIF2α-ATF4 シグナル伝達経路を抑制する  

a)  RNA-seqにおける各培養条件間での遺伝子発現変化をヒートマップにて示した。 

b)	
 B 細胞を LPS 刺激下で L-10、TGF-β3 を添加し 3 日間培養後の B 細胞における各遺伝子発現を

qRT-PCRにて比較した。*p < 0.05（Bonferroni's multiple comparison test）。 

 
 
 

 

図 6	
 TGF-βおよび IL-10による IL-6産生制御  

a)	
 B細胞を LPS刺激下で L-10、TGF-β3を添加し 3日間培養後の B細胞における Cebpbの遺伝子発

現を qRT-PCRにて比較した。*p < 0.05（Bonferroni's multiple comparison test）。 

b)	
 B細胞を LPS刺激下で IL-10、TGF-β1または TGF-β3を添加し 7日間培養後得られた上清中の IL-6

濃度を ELISAで測定した。*p < 0.05（Dunnett's multiple comparison test）。 
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図 7	
 TGF-β3は IL-10と協調して TLR7アゴニストによるループス様病態を改善する  

a)	
 CFSE染色した B細胞を R848 + αIgM刺激下で IL-10、TGF-β1または TGF-β3を添加し 3日間培養

した。7AAD- B220+でゲートしたヒストグラムを提示した。 

b)	
 B細胞を R848 + aIgM刺激下で IL-10、TGF-β1または TGF-β3を添加し 7日間培養後得られた上清

中の IgA、IgG1濃度を ELISAで測定した。*p < 0.05（Dunnett's multiple comparison test）。 

c)	
 イミキモド塗布ループスモデルマウスに pCAGGS-Il10、pCAGGS-Tgfb3を投与した。 

d)	
 4 週後の血清抗 ds-DNA 抗体濃度を ELISA にて測定した。*p < 0.05（Holm-Sidak's multiple 

comparisons test）。 

 


