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要旨 

 トランスフォーミング増殖因子-β1（TGF-β1）は、免疫において抑制性のサイトカインと

して知られているが、TGF-β3 の報告は限られている。近年、マウスにおいて TGF-β3

が B細胞の増殖・抗体産生を抑制することが報告された。ヒト B細胞に対する TGF-β3

の作用は明らかでなく、今回ヒト B 細胞に対する TGF-β3 の作用を検討した。TGF-β3

は、ヒト B細胞の増殖、抗体産生を抑制した。TGF-β3は、Sykのリン酸化を抑制し、抗

体産生細胞への分化に重要であるBlimp-1等の転写因子の発現を抑制した。TGF-β3

を介した治療が、全身性エリテマトーデス等の自己免疫疾患に有用である可能性が示

唆された。  
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序文 

トランスフォーミング増殖因子-β（transforming growth factor-β、TGF-β）は、当初線

維芽細胞の形質転換を促す因子として報告されたサイトカインである[1, 2]。その後、

TGF-β は、細胞増殖、アポトーシス、発生、分化等、形質転換以外にも様々な生命活

動に関与することが報告され、がん、動脈硬化、発生、免疫等あらゆる分野において

着目されている[3-7]。 

TGF-βは、アクチビン（activin）、骨形成因子（bone morphogenetic protein、BMP）等

とともに、TGF-βスーパーファミリーに属する[8]。哺乳類において、TGF-βにはアミノ酸

配列の異なる 3つのアイソフォームが報告されている[8, 9]。いずれのアイソフォームも、

latency associated protein（LAP）と結合し二量体となり、small latent complex（SLC）を

形成、更に latent TGF-β binding protein（LTBP）と結合して分泌される[8, 9]。この状態

で TGF-β は活性を持たず、plasmin や matrix metalloproteinase（MMP）等のプロテア

ーゼ（protease）、インテグリン（integrin）等によって活性化されることによって、TGF-βは

その機能を発揮するようになる。TGF-β1、β2、β3 のいずれも、リガンドが結合すること

により TGF-β receptor I（TβRI）と TGF-β receptor II（TβRII）が複合体を形成し、TβRI

がリン酸化され、キナーゼ（kinase）としての活性を持つようになり、下流の分子にシグ

ナルが伝わる[8, 9]。 
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TGF-β1、β2、β3 の発現臓器や時期が異なることや[10, 11]、それぞれのアイソフォ

ームの欠損マウスの表現型が大きく異なること等から、アイソフォームによって生物学

的意義が異なると考えられている。具体的なアイソフォームによる発現部位の違いに

関しては、評価方法・文献によって異なるが、一般的には、TGF-β1 が最も広範に発現

しているアイソフォームとされている[8, 10-12]。TGF-β1 欠損マウスは、卵黄嚢の血管

や造血の異常のため胎性致死となることがあり[13, 14]、胎性致死とならない場合には、

生後種々の臓器で炎症細胞浸潤が見られることから、TGF-β1 は、発生や免疫系の制

御に重要であると考えられている[15, 16]。ヒトにおいても、TGFβ1 の多型は、関節リウ

マチ[17-19]、強皮症[20, 21]等の自己免疫疾患との関連が報告されている。その他、

TGF-β1 の多型は癌[22-24]や心血管イベント[25, 26]、骨粗鬆症[27]、糖尿病性腎症

[28]等、様々な疾患との関連が報告されており、あらゆる臓器の生理において重要な

役割を果たしていると考えられる。 

一方、TGF-β2は胎児の神経細胞、グリア細胞、腎臓等で発現が高いとされている[8, 

10]。TGF-β2 欠損マウスでは、心血管系や肺、頭蓋顔面、四肢、尿路系等、様々な臓

器に奇形が見られ、これらの臓器の発生において重要と考えられている[14]。ヒトで、

TGF-β2 の変異は、ファロー四徴症[29]、大動脈瘤や大動脈解離[30]との関連が報告

されている。 
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TGF-β3は、発生中の口蓋、心血管系、筋肉、乳腺等での発現が高く[10, 12]、発生

における上皮・間葉系の組織の相互作用に重要なサイトカインとされている。TGF-β3

欠損マウスでは口蓋裂や肺の低形成が見られる[14, 31, 32]。ヒトで TGF-β3の変異や

多型は、口蓋裂・口唇裂[33]、大動脈瘤や大動脈解離[34]、不整脈原性右室異形成

[35]、筋肉量の低下や関節拘縮を伴う奇形症候群[36]等との関連が報告されており、

これらの臓器の発生、ホメオスターシスに重要であると考えられている。TGF-β3の多型

は、肺病変を伴うサルコイドーシスとの関連も報告されており、TGF-β3 は、ヒトにおける

免疫の制御に関与している可能性が示唆されている[37, 38]。 

ノックアウトマウスの表現型の違いの多くは、発現臓器や時期による違いによるもの

と考えられているが、TGF-β1欠損マウスのTGF-β1遺伝子座にTGF-β3遺伝子を導入

したマウスの表現型は野生型と異なるため、TGF-β1 と β3の作用は完全には同一では

ないと考えられている[39]。また、

アイソフォーム特異的な中和抗体

を損傷部位に添加した際の作用

が異なること[40]等からも、TGF-β1

と β3 は発現の制御機構だけでな

く、その生物学的活性も異なると

考えられている。特に損傷治癒の過

図 1. TGF-β1 と β3の異なる作用 

TGF-β1とβ3は異なる作用を発揮すること
もある。文献 40、42、44をもとに作図。 
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程における線維化への影響が、TGF-β1と β3で異なるという報告は複数あり、皮膚[40, 

41]、肺[42]、角膜[43]の損傷治癒において、TGF-β1 は線維化を促し、TGF-β3 はこれ

を抑制すると報告されている。また、TGF-β1は骨化を促すが、TGF-β3は抑制する[44]。

糖の代謝に対する影響も TGF-β1 と TGF-β3 で異なると報告されている[39]（図 1）。

TGF-β1、β3 ともに同じ受容体を介して作用するにも関わらず、その生物学的活性が

異なる理由としては、受容体に結合した際のリガンドと受容体の複合体の形態が異な

るためと考えられている[12]。 

前述の通り、ノックアウトマウスの表現型等から、TGF-β1は免疫の制御に重要と考え

られており、TGF-βの 3つのアイソフォームのうち、免疫では、今まで主にTGF-β1が着

目を浴びてきた。TGF-β1 は、免疫系のあらゆる細胞に作用することが知られている。

TGF-β1は、過剰な免疫応答を抑制する制御性 T細胞の代表例である Foxp3制御性

T 細胞（Foxp3
+ 

Treg）の分化を促す[45, 46]。一方、TGF-β1 は、インターロイキン（IL）

-6等の炎症性サイトカインと同時に存在すると、炎症を惹起するTh17細胞への分化を

促進する[47-49]。また、TGF-β1は、樹状細胞（dendritic cell、DC）の遊走能を抑制し、

またDCによる共刺激分子（co-stimulatory molecule）や炎症性サイトカインの発現を抑

制する[50]。TGF-β1は natural killer細胞（NK細胞）の増殖、活性も抑制する[51]。 

B細胞に関しては、TGF-β1 がマウス・ヒト B細胞の増殖を抑制し、アポトーシスを誘

導すること、抗体産生を抑制することが古くから報告されている[52-58]。しかし、一部
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の条件では、TGF-β1 は B 細胞の増殖、IgA へのクラススイッチ、IgA の産生を促し、

その作用は環境に依存する[59-61]。生体内で、TGF-β1は、Foxp3
+
 Tregの膜表面に

発現しており、Foxp3
+
 Treg による B 細胞の抑制に関与する[62]。B 細胞自身も

TGF-β1を分泌し、その分裂の抑制に関わるとの報告もある[63-65]。 

近年、主にマウスでの研究から、免疫においても TGF-β3の重要性が認識されるよう

になりつつある。例えば、マウス B細胞が TGF-β3を産生し、Foxp3
+
 Tregの増殖を促

す[66]。また、マウスにおいて、TGF-β3存在下で誘導された Th17細胞は、TGF-β1存

在下で誘導された Th17 細胞と比較して、炎症を惹起する能力が高いとの報告もある

[67]。また、TGF-β3の産生が亢進している T細胞特異的 tripartite motif containing 28

（TRIM28）欠損マウスでは、自己反応性の T細胞の増加が認められる[68]。 

それまで、TGF-β3の液性免疫（humoral immunity）への影響の報告はなかったが、

最近当研究室からTGF-β3がマウスの液性免疫の制御において重要であることが報告

された。CD4陽性 CD25陰性 LAG3陽性制御性 T細胞（LAG3
+
 Treg）は、2009年当

研究室から報告された IL-10を産生する制

御性 T 細胞であり、細胞表面マーカー

lymphocyte activation gene-3（LAG3）、転

写因子 early growth response gene-2（Egr2）

の発現を特徴とする[69]。2015年 1月マウ

図 2. TGF-β3とマウス B細胞 

LAG3+ Tregは、TGF-β3を介して B細胞の
機能を抑制する。文献 69、70をもとに作図。 
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スにおいて、LAG3
+ 

Treg が、TGF-β3 を産生し、TGF-β3 を介して、B 細胞の活性化、

増殖、抗体産生を抑制することが報告された[70]（図 2）。また、TGF-β3 発現ベクター

の投与により、全身性自己免疫疾患の代表例である全身性エリテマトーデス（systemic 

lupus erythematosus、SLE）のモデルマウスの病勢は改善し、TGF-β3 の治療応用が、

自己免疫疾患に有用である可能性が示唆された[70]。 

今までヒト B 細胞に対する TGF-β3 の作用の報告はなく、今回私はヒト末梢血 B 細

胞を使用し、ヒト B細胞における TGF-β3の作用を検討した。TGF-β3は、TGF-β1 と同

様に、ヒト B細胞の増殖、抗体産生細胞（antibody secreting cell、ASC）への分化、抗

体産生を抑制した。 

TGF-β1による B細胞の抑制は以前から報告されているものの、そのメカニズムの検

討は腫瘍学の文脈で悪性リンパ腫細胞を使用したものが多く、正常な免疫系の B 細

胞における TGF-β による抑制のメカニズム、特に抗体産生に関連する経路への影響

に関しては不明な点が多い。今回、その点に関して、初代培養のヒト末梢血 B 細胞を

使用し、RNA-Sequencing（RNA-Seq）によるトランスクリプトーム解析、細胞内染色やウ

ェスタンブロット法を用いて検討した。  
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方法 

B細胞の分離 

健常人の末梢血から Ficoll-Paque Plus（GE Healthcare）による密度勾配遠心

（density gradient centrifugation）にて末梢血単核球（peripheral blood mononuclear 

cells、PBMC）を分離した。Ammonium chloride potassium（ACK）溶血緩衝液を用い

て溶血を行った後、Human B Cell Isolation Kit II（Miltenyi Biotec）を使用し、ネガティ

ブセレクションで B細胞を磁気細胞分離（Magnetic Activated Cell Sorting、MACS）し

た。大部分の実験において、精度 95%以上の B細胞が得られた。健常人末梢血の使

用は、東京大学院医学系研究科・医学部の倫理委員会にて承認を受けている（承認

番号：G3582）。 

 

細胞培養 

細胞の培養では、特に記載のない限り、RPMI1640（Invitrogen）に 10%ウシ胎児血

清（fetal calf serum、FCS）（Equitech Bio）、100µg/ml L-グルタミン、100U/ml ペニシリ

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

を添加した培地を使用した。一部の実験では、FCSの TGF-βの作用を除外するため、

X-VIVO15（Lonza）を使用した。 
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細胞は原則として 3x10
5
/150µl/wellで 96穴プレートを用いて培養を行った。SLE患

者と健常人のB細胞でのTGF-β１、TGF-β3の作用の比較の際には、SLE患者の末梢

血において、リンパ球、B 細胞が少ないことから、1x10
5
/150µl/well で培養を行った。

Smad蛋白のリン酸化の評価の際には 1.3x10
6
/1ml/wellで 24穴プレートを用いて培養

した。 

TGF-β1、TGF-β3（R&D）は、特に記載のない限り 1ng/ml で使用した。インターロイ

キン-21（IL-21）（PeproTech）は 50ng/ml、可溶性 CD40 リガンド（sCD40L）（PeproTech）

は 2µg/ml、CpG-ODN 2006（Enzo Life Sciences）は 6µg/mlで使用した。B細胞受容体

（ BCR ） 刺 激 に は 、 Goat anti-Human IgA + IgG + IgM （ H+L ） （ Jackson 

ImmunoResearch）を 2.5µg/mlで投与した。 

 

抗体産生の評価 

IL-21 と sCD40L刺激の場合には 11日後、CpG-ODN2006刺激の場合には 7-8日

後に上清を回収した。IgG、IgA、IgM は、それぞれ Human IgG ELISA Quantitation 

Set、Human IgA ELISA Quantitation Set、Human IgM ELISA Quantitation Set（Bethyl）

および ELISA Starter Accessory Kit（Bethyl）を用いて定量した。 

 

細胞分裂の評価 
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2%FCS 含有の培地に、1x10
7
/ml の濃度で B細胞を浮遊させ、最終濃度 2µM とな

るように Carboxyfluorescin Succinimidyl ester（同仁化学研究所）を添加し、5分間、室

温にて標識を行った。その後、100% FCS で洗浄、10%FCS 入りの培地に細胞を再浮

遊し、培養した。IL-21 と sCD40L 刺激の場合には 5 日後、CpG-ODN2006 刺激の場

合には 6日後にフローサイトメトリー解析を行った。 

 

フローサイトメトリー 

Human Fc Receptor Binding Inhibitor Purified（eBioscience）で非特異的な抗体結合

を阻害し、次のモノクローナル抗体での染色を行った。HLA-DR の発現評価の際には、

CD19-APC（clone: HIB19、BioLegend）、HLA-DR-PE（clone: L243、eBioscience）で染

色を行い、CD38high 形質芽細胞への分化を評価する際には、CD19-APCCy7（clone: 

HIB19、BioLegend）、CD38-APC（clone: HIT2、BioLegend）で染色を行った。 

死細胞率の評価には、7-Amino-Actinomycin D（Biolegend）を使用した。CFSEによ

る細胞分裂を評価する際や、細胞表面マーカーを解析する際にも、培養期間 5 日間

以上の細胞 を 解析す る 場合 に は 、 死 細胞 の影響 を 除去す る た め 、

7-Amino-Actinomycin D（Biolegend）を併用した。 

Blimp-1 の 細 胞内染色 には 、 Foxp3/Transcription Factor Staining Buffer

（eBioscience）、Blimp-1（N-20）AF488（Santa Cruz）を使用した。リン酸化 STAT3の細
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胞内染色の評価の際には、反応時間終了後、細胞を 2%パラホルムアルデヒドで固定

し、96%メタノールで細胞膜を透過させ、PE Mouse Anti-Stat3 (pY705)（BD）で染色

した。 

フローサイトメトリー解析には、MoFlo XDP（Beckman Coulter）を使用した。データは

FlowJo 7.6.5（Tree Star）で解析した。 

 

RNA-Seq 

IL-21 と sCD40L、もしくは、CpG-ODN2006 刺激下で、B 細胞を 48 時間培養した。

RNAはRNeasy micro kit（Qiagen）で抽出し、TruSeq Stranded mRNA LT Kit（Illumina）

を使用してライブラリー調整、MiSeq（Illumina）で、paired-end のシークエンシングを行

った。Cutadapt[71]、FASTX-Toolkit（http://hannonlab.cshl.edu/fastx-toolkit）を使用し、

アダプター配列、phred クオリティスコア 20未満の末端をトリミングした。Quality control

後のリード数は、 5.9x10
5～ 8.2x10

5 であった。UCSC hg19 reference sequence 

(http://genome.ucsc.edu/)を reference genome とし、STAR[72]を用いてマッピングを行

い、UCSC gene model をもとに HTSeq[73]を用いて各遺伝子の read countを求めた。

ライブラリー調整、シークエンシング、マッピング、read count の算出は理化学研究所

統合生命医科学研究センター自己免疫疾患研究チームに依頼した。 

http://genome.ucsc.edu/
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Trimmed Mean of M-values（TMM） normalization[74]を行い、log2(count+2)を用い

て、limma[75]のplotMDS機能を使用しmulti-dimensional scaling（MDS）plotを作図し

た。MA plot の作図および発現変動遺伝子（differentially expressed genes、DEG）の

判定には、edgeR[76]を使用した。Benjamini-Hochberg 法により false discovery rate

（FDR）0.05以下となる遺伝子を DEG とした。RNA-Seqデータの解析には、R version 

3.1.1を使用した。 

前述の基準により DEG と判定された遺伝子群の遺伝子名および log fold change 

（log FC）を Ingenuity Pathway Analysis（IPA）（Qiagen）（http://www.ingenuity.com/）に

入力し、パスウェイ解析を行った。 

 

定量的ポリメラーゼ連鎖反応（polymerase chain reaction、PCR） 

RNeasy micro kit（Qiagen）を用いて RNAを抽出し、random primers（Invitrogen）、

Superscript Ⅲ（Invitrogen）を用いて、 相補的 DNA（complementary DNA、cDNA）を

作成した。定量的 PCRには、QuantiTect SYBR Green PCR Kit（Qiagen）、CFX コネク

トリアルタイム PCR（BioRad）を使用した。使用したプライマーは表 1の通りであり、遺伝

子発現量の比較は、GAPDHを基準とした比較 Ct法を用いて行った。 

  

http://www.ingenuity.com/
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表 1. 定量的 PCRで使用したプライマー配列 

遺伝子名  プライマー配列 

GAPDH 
Forward 

Reverse 

GAAGGTGAAGGTCGGAGTC 

GAAGATGGTGATGGGATTTC 

IRF4 
Forward 

Reverse 

ACCTGCAAGCTCTTTGACAC 

AAAGCATAGAGTCACCTGGAATC 

PRDM1 
Forward 

Reverse 

GTGTCAGAACGGGATGAACA 

GCTCGGTTGCTTTAGACTGC 

XBP1 
Forward 

Reverse 

CCGCAGCACTCAGACTACG 

TGCCCAACAGGATATCAGACT 

 

 

ウェスタンブロット法 

反応時間終了後、細胞をリン酸緩衝生理食塩水（phosphate-buffered saline、PBS） 

で洗浄し、Halt Protease Inhibitor Cocktail、Halt Phosphotase Inhibitor Cocktail

（Thermo Scientific）を添加した Lysis バッファー（50mM Tris HCl pH 7.5、150mM 

NaCl、1% Triton X-100、1mM EDTA）で、細胞を溶解した。Laemmli Sample Buffer

（BioRad）を加え、95℃、5分間沸騰し、変性させた。 

ミニプロティアン TGXゲル 7.5%（BioRad）および 10倍希釈したプレミックスバッファ

ー10x トリス/グリシン/SDS（BioRad）を用いて、ドデシル硫酸ナトリウム-ポリアクリルアミ

ドゲル電気泳動（SDS-PAGE）を行った。その後、セミドライ式ブロッティングにて、

Immobilon-P Transfer Membrane（Millipore）に転写した。 
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5% ウシ血清アルブミン（Sigma）もしくはスキムミルク（雪印）を使用し、2時間以上室

温でブロッキングを行った。その後、抗 phospho-Syk（Tyr525/526）（C87C1）抗体（Cell 

Signaling）、もしくは、抗 phospho-Smad1/5（Ser463/465）（41D10）抗体（Cell Signaling）、

抗 phospho-Smad3（Ser423/425）（C25A9）抗体（Cell Signaling）で、4℃、一晩インキュ

ベートし、翌日 horseradish peroxidase（HRP）-Goat Anti-Rabbit IgG（H+L）（Zymed）で、

室温で 1時間インキュベートした。検出には、ECL Select Western Blotting Detection 

Reagent（GE Healthcare）を使用し、画像は ImageQuant LAS 4000（GE Healthcare）を

用いて取得した。 

ストリッピングは、抗 phospho-Smad1/5抗体の場合には、Restore PLUS Western Blot 

Stripping Buffer（Thermo Scientific）で 2 時間、室温でインキュベートした。抗

phospho-Syk抗体、抗 phospho-Smad3抗体の場合には、上記バッファーでの処理後も

シグナルが残存することから、自作のストリッピング・バッファー（50mM 2-メルカプトエ

タノール（Sigma）、2% ドデシル硫酸ナトリウム、100mM Tris-HCl）で、50℃、30分間イ

ンキュベートした。 

ストリッピングの後再度ブロッキングを行い、抗 Syk 抗体（Cell Signaling）、もしくは、

抗 Actin（I-19）抗体（Santa Cruz）、抗 phospho-Smad2（Ser465/467）（138D4）抗体（Cell 

Signaling）でインキュベートし、以後前述の通り、二次抗体のインキュベーションおよび
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検出を行った。バンドの濃度は、ImageQuant TL ver 9.1（GE Healthcare）を用いて評

価した。 

 

統計学的分析 

 データは、平均値±標準偏差として記載した。RNA-Seq データ以外のデータの統計

学的分析には、GraphPad Prism 5を使用し、2群間の比較には、Mann-Whitneyの U

検定を使用した。多群間の比較には、一元配置分散分析法（one way analysis of 

variance、one way ANOVA）、Dunnett 法を使用した。p 値 0.05 以下を有意と判定し

た。  
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結果 

TGF-β3は IL-21 と sCD40L刺激下での B細胞機能を抑制する 

B 細胞の活性化のメカニズムは、T 細胞依存性と T 細胞非依存性に大別される。T

細胞依存性の活性化において、B 細胞は、リンパ組織の胚中心（germinal center）の

濾胞性ヘルパーT細胞（follicular helper T cell、Tfh）の膜表面に発現している CD40L

等の共分子（costimulatory molecule）、および、Tfhが分泌する IL-21を初めとしたサイ

トカイン等による刺激を受ける。これらのシグナルにより、B 細胞は生存・増殖し、形質

芽細胞（plasmablast）・形質細胞（plasma cell）といった抗体産生細胞（antibody 

secreting cell、ASC）に分化し、抗体を産生する[77]。 

今回、T細胞依存性の B細胞活性化のモデルの一例として、IL-21 と sCD40L刺激

下でのヒト末梢血 B 細胞への影響を検討した。TGF-β1 と同様に、TGF-β3 は IL-21 と

sCD40L刺激下での IgG、IgA、IgMの産生を抑制した（図3A）。また、培地のウシ胎児

血清には、LTBP と結合し、生物学的活性を持たない latent formが主体であるものの、

1-2ng/mlのTGF-β1が含まれている[78]。その影響を除いて、TGF-β1、TGF-β3の作用

を検討するため、非血清培地を使用して同様の実験を行い、同様の結果を得た（図３

B）。TGF-β1 と同じく、TGF-β3 の投与により、死細胞は増加し、細胞死の増加が

TGF-β3による抗体産生抑制のメカニズムの一因である可能性が示唆された（図 3C）。

また、TGF-β3は、TGF-β1 と同様に、B細胞の分裂、CD38high形質芽細胞への分化 
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図 3. TGF-β3は IL-21 と sCD40L刺激下での B細胞機能を抑制する。 
B細胞を IL-21 と sCD40L刺激下で 11 日間 (A)血清培地、(B)非血清培地で培養
し、抗体産生を評価した。IL-21 と sCD40L 刺激を行ったサンプルにおいて、TGF-β
を投与した各群と TGF-β非投与群を Dunnett法で比較した（n=3）。nsは p≧0.05、*
は p＜0.05、****は p＜0.0001を示す。 
B細胞を IL-21 と sCD40Lで 5日間刺激し、(C)死細胞率、(D)分裂と形質芽細胞へ
の分化を評価した。 
（A）、（B）、（D）は 2回、（C）は 3回の類似した実験の代表的な結果である。 
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も抑制し、TGF-β1、β3 による B細胞の抗体産生の抑制には、B細胞の細胞死の増加

に加えて、B 細胞の増殖の抑制および ASC への分化の抑制が関与していることが示

唆された（図 3D）。 

 

TGF-β1、β3は Toll様受容体-9刺激下での B細胞機能を抑制する 

一部の抗原は、BCR をクロスリンク（ cross link ）すること、Toll 様受容体

（Toll-likereceptor、TLR）を刺激することにより、T 細胞非依存性に B 細胞活性化を促

図 4. TGF-β1、β3 は Toll 様
受容体-9 刺激下での B 細胞
機能を抑制する。 
(A) CpG-ODN2006 で、B 細
胞を 8 日間刺激し、上清での
IgG、IgA、IgM を測定した。
CpG-ODN2006 刺激を行った
サンプルにおいて、TGF-β を
投与した各群と TGF-β 非投
与群を Dunnett 法で比較し
た。****は p＜0.0001 を示
す。2 回の類似した実験の代
表的な結果である。 

(B) CpG-ODN2006で B細胞

を 6日間刺激し、細胞分裂を

評価した。2回の類似した実

験の代表的な結果である。 

(C) CpG-ODN2006で B細胞

を 7日間刺激し、HLA-DRの

発現をフローサイトメトリーで

評価した。3回の類似した実

IgG、IgA、IgM を測定した。CpG-ODN2006 刺
激を行ったサンプルにおいて、TGF-β を投与し
た各群とTGF-β非投与群をDunnett法で比較し
た（n=3）。****は p＜0.0001を示す。2回の類似
した実験の代表的な結果である。 
(B) CpG-ODN2006で B細胞を 6日間刺激し、
細胞分裂を評価した。2回の類似した実験の代
表的な結果である。 
(C) CpG-ODN2006で B細胞を 7日間刺激し、
HLA-DRの発現をフローサイトメトリーで評価し
た。3回の類似した実験の代表的な結果であ
る。 
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す[79]。TLR刺激下でのヒト B細胞への TGF-βの影響の検討は、TGF-β1 も含めて限

られており、今回、TLR-9のアゴニストであるCpG-ODN 2006刺激でB細胞を刺激し、

TGF-β1、β3による影響を検討した。 

TGF-β1、β3は、CpG-ODN 2006刺激によるB細胞の IgG、IgA、IgMの産生を抑制

した（図 4A）。また、CpG-ODN2006 刺激下での細胞の増殖は、TGF-β1、β3 によって

濃度依存性に抑制された（図4B）。TGF-β1、TGF-β3は、HLA-DRの発現を抑制し（図

4C）、B細胞の抗原提示細胞としての機能も抑制する可能性が示唆された。 

 

TGF-β1、β3投与により、B細胞のトランスクリプトームは大きく変化する 

以上をまとめると、TGF-β3は、T細胞依存性・非依存性の活性化において、TGF-β1

と同様に、ヒト B細胞の増殖や抗体産生を抑制する。 

TGF-β1によるヒト B細胞の抑制は以前から報告されているものの、その機序の検討

は、腫瘍学の文脈の中で、悪性リンパ腫由来の細胞株を使用したものがほとんどであ

る[65, 80-83]。初代培養のヒトB細胞を用いた検討は少なく、TGF-βによるB細胞抑制

のメカニズムの検討は p53-upregulated modulator of apoptosis （ PUMA ）や、

BCL2-interacting killer（BIK）、BCL2-like 1（BCL2L1）等のがん遺伝子やがん抑制遺

伝子、アポトーシス関連遺伝子に限られており、抗体産生に関連する経路への報告は

限られている[65, 80]。 
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がん化の過程において、細胞の TGF-β への感受性が変化することは多々あり、悪

性リンパ腫細胞と正常の B細胞では、TGF-βの受容体、および、そのシグナル伝達に

関わる分子の発現が異なると報告されている[8, 82, 83]。そのため、正常なB細胞にお

いて TGF-β が B 細胞を抑制するメカニズムを解明するに当たっては、初代培養の B

細胞を使用し、TGF-β作用のメカニズムを検討する必要があると考えた。 

TGF-βによる B細胞抑制のメカニズムを検討するため、IL-21 と sCD40L刺激もしく

は CpG-ODN2006刺激下で健常人 2名の B細胞を培養し、TGF-β1、TGF-β3の投与

によるトランスクリプトームへの影響を RNA-Seq で比較した。いずれの刺激下でも、

TGF-β を投与した B 細胞では、トランスクリプトームに大きな変化が認められ、TGF-β1

と β3によるトランスクリプトームへの影響は類似していた（図 5A）。 

B 細胞が抗体産生細胞へ分化する際に重要であるインターフェロン調節因子 4

（interferon regulatory factor 4、IRF4）は、IL-21 と sCD40L刺激および CpG-ODN2006

刺激のいずれの刺激下においても、TGF-β3 によって抑制された[84]（図 5B、5C）。ま

た、B 細胞の生存を抑制する dual specificity phosphatase 4 （DUSP4 ） [85]、

Sphingosine-1-phosphate receptor 2（S1PR2）[86]、および、B細胞の活性化を抑制する

Fc receptor-like 4（FCRL4）[87]は、いずれの刺激下でも、TGF-β3 による発現の亢進

が認められた（図 5B、5C）。 
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図 5. TGF-β1、β3 の投与により、B 細胞のトランスクリプトームは大きく変化
する。 
健常人 2名の B細胞を IL-21と sCD40L刺激および CpG-ODN2006刺激下で培養
し、TGF-β 非投与群(β(-))、TGF-β1 投与群(β1)、TGF-β3 投与群(β3)を比較した。 
(A) MDS plot。(B) IL-21 と sCD40L刺激下、(C) CpG-ODN2006 刺激下での TGF-β
非投与群 vs.TGF-β3投与群の MA plot。赤色が DEGを示す。一部の DEGの遺伝
子名も併せて提示した。 
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その他、IL-21 と sCD40L 刺激下では、TGF-β3 の投与により、Janus kinase（Jak）

-signal transducer and activator of transcription（STAT）経路を抑制する suppressor of 

cytokine signaling 1（SOCS1）の発現の亢進が認められた[88]。また、CpG-ODN2006

刺激下において、TGF-β3 は、ASC への分化に関わる PRDM1、X-box 結合タンパク

質 1（X-box binding protein 1、XBP1）[84]、細胞増殖に重要である c-Myc[89]等の発

現を抑制した（図 5C）。 

CpG-ODN2006 刺激下での、TGF-β 非投与群と TGF-β3 投与群の間での DEG を

Ingenuity Pathway Analysis（IPA）を用いて解析したところ、unfolded protein response

（UPR）に関連する遺伝子が、多く含まれていた（表 2）。UPR は、小胞体において、正

常な構造に折りたたまれない蛋白質が蓄積することに伴う細胞毒性（Endoplasmic 

reticulum stress、小胞体ストレス）から細胞を守るための機構であり、適切に UPRが惹

起されないと、小胞体ストレスから細胞は細胞死に至る。ASCは、大量の抗体を産生し、

それに伴い正常な構造に折りたたまれない蛋白質も多く発生することから、ASC にお

いて UPRは重要であり、ASCにおいては、XBP1が UPRの誘導に重要な役割を担っ

ている[84, 90]。 
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表 2. CpG-ODN2006刺激下で TGF-β3による変動が予測されるパスウェイ 

Canonical Pathway p-value 

Unfolded protein response 0.000 

Superpathway of Cholesterol Biosynthesis 0.000 

tRNA Charging 0.000 

Aryl Hydrocarbon Receptor Signaling 0.002 

IL-4 Signaling 0.003 

Cholesterol Biosynthesis I 0.003 

Cholesterol Biosynthesis II (via 24,25-dihydrolanosterol) 0.003 

Cholesterol Biosynthesis III (via Desmosterol) 0.003 

Hypoxia Signaling in the Cardiovascular System 0.003 

p53 Signaling 0.005 

TR/RXR Activation 0.005 

Glycolysis I 0.005 

B Cell Receptor Signaling 0.009 

Cell Cycle: G1/S Checkpoint Regulation 0.009 

IPA を使用し、CpG-ODN2006 刺激下での TGF-β 非投与群と TGF-β3 投与群の間で
の発現変動遺伝子の canonical pathway解析を行った。p-valueは、DEGが、IPAに登
録されている既知のパスウェイ（canonical pathway）中の分子と偶然一致する確率を
Fisher’s exact testで評価し、Benjamini Hochberg法による多重検定補正を行った結果
を示す。p値 0.01以下となるパスウェイを提示した。 

 

 

 

TGF-β1、β3は、ASCに重要な転写因子を抑制する 

刺激を受けた B細胞では、核内因子 κB（nuclear factor-kappa B、NFκB）や STAT3

が活性化し、それらを介して IRF4、B lymphocyte-induced maturation protein 1

（Blimp-1; 遺伝子 PRDM1 によってエンコードされる）が誘導され、これらによって、

XBP1が誘導されるとされている[84, 91-93]（図 6A）。TGF-β1、β3による抗体産生の抑

制のメカニズムの一つとして、この経路が抑制されている可能性を考え、TGF-β1、β3

によるこの経路への影響を検討した。 
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まず、定量的 PCRで、IRF4、PRDM1、XBP1の発現を評価した。これらの遺伝子の

発現は、TGF-β1、β3 によって抑制された（図 6B、6C）。さらに、Blimp-1 に関しては、

細胞内染色を行い、蛋白質のレベルでも TGF-β1、β3によって抑制されることを確認し

た（図 6D）。なお、STAT3 のリン酸化に関しては、TGF-β1、β3 投与による変化は認め

なかった（図 6E）。 

 

図 6. TGF-β1、β3は、ASC への分化に重要な転
写因子を抑制する。 
(A) ASC への分化に関わる分子の模式図。文献
84、90-93をもとに作成。  
IL-21 と sCD40L刺激下で、(B)3日間、(C)5日間
培養した B細胞で定量的 PCRを行った。TGF-β
非投与群(β(-))を、TGF-βを投与した各群
(TGF-β1：β1、TGF-β3：β3)と Dunnett法で比較し
た（n=3）。****はp＜0.0001を示す。3回の類似し
た実験の代表的な結果である。 
(D) B細胞を IL-21と sCD40L、CpG ODN2006刺
激下で 4日間培養し、細胞内染色で Blimp-1の
発現を比較した。2回の類似した実験の代表的な
結果である。 
(E) B細胞を一晩 TGF-β非投与下もしくは
TGF-β1、β3投与下で培養した後、15分もしくは
60分 IL-21で刺激し、STAT3のリン酸化を評価し
た。2回の類似した実験の代表的な結果である。 
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TGF-β1、β3は、Sykのリン酸化を抑制する 

前述のパスウェイ解析にて、B 細胞受容体（BCR）シグナリングに関連する分子も、

DEGに多く含まれていたことから（表 2）、次に、この経路に着目した。Sykは、BCR刺

激によって、リン酸化を受け、活性化するチロシンキナーゼであり、BCR刺激後のB細

胞の大部分の反応において必須な分子である[94]。BCR 刺激後、Syk を介して、

NFκBや nuclear factor of activated T cells（NFAT）、activator protein-1（AP-1）等の B

細胞の生存、増殖、ASC への分化に重要な転写因子が活性化される（図 7A）[95]。

Sykは、BCR刺激だけでなく、TLR9刺激によってもリン酸化を受け、TLR9刺激による

B細胞の増殖・抗体産生にも必須であると報告されている（図 7A）[92, 96]。 

関節リウマチや SLE等の自己免疫疾患の患者の末梢血 B細胞では、Sykのリン酸

化が亢進しており、Syk はこれらの疾患の病態生理において重要と考えられている

[97-99]。TGF-β1、β3は、マウス B細胞における Sykのリン酸化を抑制すると報告され

ているが[53, 70]、ヒト B細胞における報告はない。 

ウェスタンブロット法により、TGF-β1、β3 投与下で BCR 刺激後の Syk のリン酸化を

評価した。TGF-β1、β3 ともに、Sykのリン酸化を抑制した（図 7B）。 
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図 7. TGF-β1、β3は、Sykのリン酸化を抑制する。 
(A) Sykに関連する分子の模式図。文献 92、94-96をもとに作図。 
(B) B 細胞に一晩培地のみ(β(-))もしくは TGF-β1(β1)、β3(β3)を投与した後、15 分間
BCR刺激を行い、Sykのリン酸化をウェスタンブロット法にて評価した。2回の類似した
実験の代表的な結果を示す。サンプル量の制限のため、各実験ともに n=2 であり、統
計学的検定は行わなかった。 

 

TGF-β3は、Smad1・Smad5のリン酸化を引き起こす 

TGF-β スーパーファミリーのサイトカインのシグナル伝達には、Smad 蛋白が重要で

ある。Smad 蛋白は、receptor-activated Smad（R-Smad）、common Smad（co-Smad）、

inhibitory Smad（I-Smad）の 3 種類に分類される。リガンドが受容体することにより、

R-Smad がリン酸化を受け、co-Smad の Smad4 と複合体を形成し、核内に移行しその

作用を発揮する[4]。R-Smad には、Smad1、Smad2、Smad3、Smad5、Smad8 の 5 種類

が知られており、一般的には、TGF-β の場合には、Smad2・Smad3 がリン酸化され、

Smad1・Smad5・Smad8は BMP等の TGF-βスーパーファミリーの他のサイトカインのシ

グナル伝達に関与するとされている[4]。 

しかし、B 細胞特異的 Smad2 欠損マウス、Smad3 欠損マウスを用いた検討から、

TGF-β1 によるマウス B 細胞抑制には Smad2、Smad3 は必要でない可能性が示唆さ
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れている[100, 101]。また、B 細胞系のヒト悪性リンパ腫細胞を用いた検討では、

TGF-β1 による B 細胞の増殖抑制には、Smad2・Smad3 ではなく、Smad1・Smad5 のリ

ン酸化が関与している可能性が示唆されており、ヒト末梢血 B 細胞で TGF-β1 は

Smad1・Smad5のリン酸化を引き起こすと報告されている[83]。 

そのため、TGF-β3によるヒト B細胞の抑制に Smad1・Smad5のリン酸化が関与して

いる可能性を考え、TGF-β3 も Smad1・Smad5 のリン酸化を引き起こすか検討した。血

液中のTGF-βの影響を除くため、ヒト末梢血B細胞を一晩非血清培地で培養した後、

TGF-β1、β3で刺激を行い、ウェスタンブロット法にて Smad1・Smad5のリン酸化を評価

した。TGF-β3は、TGF-β1 と同様に、Smad2、Smad3の Smad1・Smad5のリン酸化を引

き起こした（図 8）。 

 

図 8．TGF-β3は、Smad2、Smad3に加えて Smad1・Smad5のリン酸化を引き起こす。 
一晩非血清培地で培養した B細胞を 1時間 TGF-β1 もしくは β3 10ng/ml で刺激し、
Smadのリン酸化を評価した。2回の類似した実験の代表的な結果を示す。サンプル量
の制限のため、Smad1・5 は、各実験ともに n=2 であり統計学的検定は行わなかった。
Smad2、Smad3は、TGF-β非投与群(β(-))を、TGF-βを投与した各群とDunnett法で比
較した（n=3）。***は p<0.001、****は p＜0.0001を示す。 
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TGF-β1、β3は、SLE患者の B細胞の抗体産生も抑制する 

 SLE患者の末梢血リンパ球では、健常人と TGF-βの受容体の発現が異なると報告さ

れている[102]。そのため、SLE 患者の B 細胞では、TGF-β1、β3 の作用が健常人と異

なる可能性を考え、SLE患者の B細胞に TGF-β1、β3を投与し、IgG産生への影響を

検討した。SLE患者の B細胞の抗体産生も、TGF-β1、β3によって抑制され、3例とい

う今回の限られた検討の中では、健常人との有意な差は見られなかった（図 9）。

 

  

図 9．TGF-β1、β3 は、SLE患者の B細胞 
抗体産生も抑制する。 
健常人（HD）3名と SLE患者（SLE）3 名
の B細胞を CpG-ODN2006刺激下で 7日間
培養し、TGF-β1、β3 の投与による抗体産
生を評価した。Mann-Whitneyの U検定。
ns は p≧0.05を示す。 
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考察 

 TGF-βの 3つのアイソフォームのうち、免疫における TGF-β1の重要性は長年認識さ

れていたものの、免疫系における TGF-β3に関する検討は少なかった。しかし、最近マ

ウスでの検討から、免疫においても、TGF-β3の重要性が指摘されている[66, 67, 70]。

今までヒト B 細胞における TGF-β3 の作用の検討はなく、今回私はヒト末梢血 B 細胞

に対する TGF-β3の作用を検討した。TGF-β3は、TGF-β1 と同様に、IL-21 と sCD40L

刺激、CpG-ODN2006 刺激のいずれの刺激下においても、B 細胞の増殖と抗体産生

を抑制した。 

 TGF-β1、β2によるヒト B細胞の抑制は古くから報告されているものの[54, 103]、その

機序の検討は、腫瘍学の文脈の中で、悪性リンパ腫由来の細胞株を使用したものが

多く、初代培養の B 細胞を用いた検討は限られている[80-82]。がん化の過程におい

て、TGF-βへの感受性や、TGF-β受容体および TGF-βのシグナル伝達にかかわる分

子の発現が変化することもあることから[82, 83]、初代培養の B細胞を使用し TGF-βに

よる B 細胞抑制の機序を検討する必要があると考え、ヒト末梢血 B 細胞を用いて、

TGF-βによる B細胞抑制の機序を検討した。 

 RNA-Seq にて、TGF-β1、β3 による B 細胞のトランスクリプトームへの影響を評価し、

パスウェイ解析を行ったところ、TGF-β3 は、ASC にとって重要である UPR に関わる遺

伝子に大きく影響を与えることが推測された。そのため、ASC における UPR の誘導に
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重要であるXBP1への影響を検討し、TGF-β1、β3は、XBP1とその誘導に関わる IRF4

や Blimp-1 の発現を抑制することを示した。その他、パスウェイ解析の結果、TGF-β3

は、BCR シグナリングにも影響を与えることが推測されたことから、TGF-β1、β3 による

BCR シグナリングへの影響を検討し、BCR シグナリングに重要である Syk のリン酸化

が TGF-β1、β3によって抑制されることを示した。 

 IRF4を誘導する因子の一つとして NFκBが知られており[104]、マウス B細胞におい

て TGF-β1 は NFκB の抑制因子である I kappa-B（IκB）の発現を誘導することにより、

NFκB の活性を抑えることが報告されている[105]。TGF-β1、β3 はヒト B 細胞において

も、IκB の発現を誘導することにより NFκB を抑制し、NFκB の抑制を介して IRF4 や

Blimp-1 等の転写因子、ASC への分化を抑制している可能性が考えられる。また、

BCR刺激により IκBの分解が亢進し、NFκBが活性化されることから[106]、NFκBの抑

制には、Sykの抑制も関与している可能性がある（図 10）。 

 

図 10. TGF-β1、β3によるヒト
B細胞抑制の機序 
TGF-β1、β3によるヒトB細胞
抑制の機序の模式図。今回
の実験結果および文献 89、
90-96をもとに作図した 
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通常 TGF-β1や β3のシグナル伝達には Smad2・Smad3が重要であるとされているも

のの、TGF-β1 によるヒト B 細胞の抑制には、Smad1・Smad5 が重要と報告されており

[107]、今回 TGF-β3 も Smad1・Smad5 のリン酸化を引き起こすことを示した。Smad1・

Smad5によって誘導される因子の一つとして、inhibitor of differentiation（Id）が知られ

ている[108]。マウス B 細胞において、Id3 は、リンパ球の分化や増殖の制御に重要で

ある E proteinの作用を拮抗することにより、B細胞のアポトーシスや増殖抑制を引き起

こすことが示唆されており[109]、ヒトB細胞においても Smad1・Smad5は、Id3の誘導を

介して B細胞を抑制している可能性が考えられる。 

なお、同じく Smad1・Smad5 を介して作用する BMP-6 は、ヒト B 細胞において、

XBP1 を抑制するものの、IRF4、Blimp-1 は抑制しないと報告されており[107]、今回の

TGF-β1、β3が IRF4 と Blimp-1を抑制するという結果と異なる。この相違は、細胞密度

や培地等の培養条件による差の可能性もあるが、BMP-6とTGF-β1、β3でB細胞抑制

の機序が異なる可能性も否定できない。具体的には、TGF-βは、Smad蛋白を介さず、

mitogen activated protein kinase（MAPK）等の non-Smad pathwayを介して作用するこ

ともあり[8]、non-Smad pathwayが TGF-β1、β3によるヒト B細胞の抑制に関わっている

可能性も考えられる。今回、non-Smad pathway に関する検討は不十分であり、今後よ

り詳細な検討が必要である。 
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なお、今回行った検討の大部分において、濃度が同じである場合、TGF-β1、β3 の

作用は同じであった。しかし、部位・時期にもよるが、多くの場面において、生体内で

のTGF-β1、β3の濃度は異なる。例えば、血漿において、TGF-β1濃度は 0.1ng/mlから

25ng/ml と報告されており[110]、TGF-β3 濃度は 0.1ng/ml[111]から 1.6ng/ml[110]と報

告されており、TGF-β1 の方がやや高い。血小板中に、TGF-β1 は 4000 分子/個、

TGF-β3 は 10 分子/個含まれており[110]、血小板が活性化する損傷治癒の場面等に

おいては、TGF-β1の濃度が高いと考えられる。一方、臍帯ではTGF-β3の濃度が高い

と報告されている[112]。そのため、試験管内で同じ濃度の TGF-β1と β3の作用が同じ

でも、生体内での意義は異なる可能性がある。 

 本研究にはいくつか限界がある。まず、今回行った実験は、いずれも試験管内での

系であり、活性化した TGF-β1、β3 を使用したが、生体内で TGF-β は LTBP と結合し

活性を持たない状態で分泌され、その作用を発揮するにはインテグリン等による活性

化が必要である[8, 9]。生体内で TGF-β1、β3 が B細胞に作用する際に、TGF-β1、β3

を活性化している分子、および、それを発現している細胞に関しては、まだ検討が不

十分である。 

 また、今回 TGF-β1、β3の B細胞全体への影響のみを見ており、B細胞のサブセット

によって、TGF-β1、β3 の影響が異なるか検討できていない。TGF-β1、β3 と同じく

TGF-β スーパーファミリーに属する BMP6および BMP7に関しては、ナイーブ B細胞
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とメモリーB細胞を分離してヒト B細胞への影響を検討した報告があり、抗体産生や細

胞分裂、ASCへの分化への影響は、ナイーブ B細胞とメモリーB細胞で同じ傾向であ

ることが報告されている[107, 113]。そのため、TGF-β1、β3 も、ナイーブ B細胞、メモリ

ーB細胞両者の機能を抑制する可能性が高いと考えられる。しかし、BMP6のヒト B細

胞アポトーシスへの影響は、ナイーブ B 細胞とメモリーB 細胞で異なるとの報告もあり

[113]、今後ナイーブ B細胞とメモリーB細胞を分離し、TGF-β1、β3の作用を検討する

必要があると考えられる。 

また、FCRL4等、TGF-β1、β3によるB細胞の抑制に関与していると思われる分子の

一部に関しては、RNA-Seq の一手法のみでの検討となっており、今後定量的 PCR 等、

他の手法での確認が必要であると考えられる。さらに、SLE 患者と健常人の B 細胞で

の TGF-β1、β3の作用の比較は、ごく少数例であり、今後より多くの症例、より多彩な症

例での検討が必要である。 

SLE のモデルマウスの病勢は TGF-β3 発現ベクターの投与で改善し[70]、今回

TGF-β3がヒト B細胞の機能を抑制することが示されたことから、TGF-β3 を介した治療

がヒトの自己免疫疾患に有用である可能性が示唆される。今回の検討において、

TGF-β1と β3は両者ともに同じようにヒトB細胞を抑制したが、他臓器におけるTGF-β1

と β3の作用は異なるため、TGF-β3の方がより自己免疫疾患の治療に適している可能

性がある[39, 42-44]。具体的には、TGF-β1 では他臓器の線維化や耐糖能の悪化等
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の副作用が懸念されるが[39, 42-44]、TGF-β3 はこのような副作用を起こさずに、自己

免疫疾患における過剰な B細胞の活性化を抑制できる可能性が考えられる。 

TGF-β3の治療応用を検討するに当たっては、追加で検討が必要な点がいくつかあ

る。まず、強皮症において、TGF-β1、β2、β3 の全てのアイソフォームに対する中和抗

体である fresolimumab[114]は皮膚硬化を改善するものの、TGF-β1 のみに対する

CAT-192 では改善が見られなかった[115]。この解離の原因の一つとして、TGF-β2、

β3 が強皮症における皮膚硬化に関与しており、その中和を行うことによって、治療効

果が得られた可能性が指摘されている[114]。そのため、自己免疫疾患への TGF-β3

の治療応用を検討するに当たっては、強皮症様の病態を引き起こさないか十分に注

意が必要であると考える。 

また、マウス T細胞において、TGF-β3は、炎症を惹起する能力の高い Th17細胞の

誘導[67]や自己反応性の T 細胞の増加[68]との関連が報告されているため、TGF-β3

の投与により、炎症が悪化する可能性も否定できない。この点に関しては、今後ヒト T

細胞に対するTGF-β3の作用の検討が必要と思われ、またTGF-β3の治療応用に当た

っては、抗体とサイトカインを融合させ特定の部位のみに作用させる antibody-cytokine 

fusion protein[116]としての治療応用も検討される。臨床応用に向けての検討課題は

まだ多いが、本研究により、TGF-β3の治療応用に向けて一歩前進したと思われる。 
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