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研究成果の概要（和文）：免疫応答において、抗原刺激を受けたB細胞は、抗体分泌を担う形質細胞へ分化す
る。転写抑制因子Bach2は、このB細胞の活性化応答を調節するが、機構は不明であった。本研究から転写因子
Bach2の直接標的遺伝子群には、細胞増殖を制御する遺伝子群と細胞死を制御する遺伝子群が有意に含まれた。
さらに、B細胞内のBach2タンパク質がB細胞運命を規定する内因であることをシングルセル解析で解明し、Bach2
タンパク質複合体解析では、細胞内Bach2タンパク質量を調節する因子候補を見出した。

研究成果の概要（英文）：In humoral immune responses, antigen activated B cells differentiate into 
antibody secreting plasma cells (PCs) to eliminate antigen, or undergo class switch recombination 
(CSR) of immunoglobulin gene to change the isotype of antibody. Dynamic changes in gene regulatory 
network (GRN) are the molecular mechanism of these cellular responses. It has been proposed that 
transcriptional repressor Bach2 is required for controlling the cell fate decisions in activated B 
cells, the mechanism of this decision making by Bach2 in individual cells remains to be elucidated. 
This research demonstrated that Bach2 is required to sustain high levels of B cell proliferation in 
response to BCR signaling. We also revealed that Bach2 expression levels are the intrinsic factor 
for determining the fate of B cell development. In B cells, we identified that Bach2 expression 
levels were negatively regulated in response to activation signals.

研究分野：分子生物学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
最近、ヒトBACH2変異が要因の免疫不全の症例が初めて報告された。このBACH2変異はアミノ酸置換を伴い、ハプ
ロ不全で症状が現れる。これは、細胞内Bach2タンパク質量が適切に保たれる必要があるという本研究成果と矛
盾しない。患者B細胞ではクラススイッチに障害があるという結果も本研究と一致する。したがって、本基礎研
究の結果が治療戦略の開発に貢献できる可能性がある。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
（１）B細胞分化調節  
 抗原で活性化された成熟 B細胞は、胚中心 B細胞の分化段階を経て、抗体の産生および分泌
に特殊化した形質細胞へ最終分化する。その胚中心 B 細胞は、2 種類の抗体遺伝子の改変をお
こなう。ひとつはクラススイッチ DNA組換え（CSR）で、もうひとつは体細胞突然変異（SHM）
である。CSRでは、抗体のクラスが IgMから IgG、IgAもしくは IgEなど他のアイソタイプに
変更される。その結果、B細胞は、認識する抗原は同じでも液性免疫応答の種類の異なる抗体を
産生するようになる。一方の SHMでは、抗体の抗原を認識するドメインをコードする遺伝子領
域に体細胞突然変異が導入される。その後、抗原に対する親和性が高い抗体を産生する B 細胞
が選抜される。結果として、親和性の上昇した抗体によって液性免疫応答がおこなわれる。いず
れの反応も免疫応答の最適化には重要である一方で、抗体遺伝子以外の遺伝情報にも変異が導入
される可能性から腫瘍化などのリスクを有すため、厳密に制御される必要がある。初期に提唱さ
れた細胞分化制御モデルでは、B細胞の性質を維持する転写因子群（Pax5と Bcl6）に拮抗して、
形質細胞分化を促す転写因子群（Blimp-1と Irf4）との間で相互に抑制する関係に基づいた分化
の制御が想定されていた。しかし、この二者択一型の分化モデルでは、中間段階としての胚中心
B細胞への分化と応答を規定できないことが理解されつつあった。 
（２）転写因子 Bach2 
 申請者は、転写因子 Bach2が胚中心 B細胞への分化に必須であることに加えて、Bach2が前
述の Blimp-1 をコードする遺伝子（Prdm1）の転写抑制を介して形質細胞分化を制止すること
を解明した。これらの研究結果を踏まえて、実際の B 細胞の活性化応答は、Pax5 と Blimp-1
などの拮抗関係に基づいたシンプルな転写ネットワークではないと考えた。そこで、Bach2 に
よる形質細胞分化の制止が、胚中心 B 細胞の分化および胚中心応答の実行を可能にするという
モデルを提唱した。さらに、活性化 B 細胞のシングルセル（単一細胞）レベルの解析では、活
性化 B 細胞では細胞ごとに Bach2 の発現量に違いを見出し、その Bach2 の発現の揺らぎが B
細胞の運命を決定する主要な内的要因であることを強く示唆した。しかし、Bach2 を中心に据
えた B 細胞活性化の制御モデルもいくつかの課題を残した。第一に、実験結果では、すべての
Bach2 高発現細胞が CSR を実行することは無く、一方ですべての Bach2 低発現細胞が形質細
胞へ分化する訳ではない。したがって、B 細胞の分化制御を理解するためには、先ず、CSR す
る細胞で Bach2に協力する転写因子や Prdm1遺伝子発現誘導を含め、形質細胞分化を駆動する
転写因子と Bach2とがどの様に連携するのかを明らかにする。第二に、Bach2は胚中心 B細胞
で機能する遺伝子群を直接制御する可能性が予備的知見から考えられた。そのために Bach2 の
直接標的遺伝子を同定する。第三に、Bach2が Prdm1遺伝子などのヒストン脱アセチル化を促
進することを見出したが、このエピジェネティック制御に関わる因子は不明であった。 
 
２．研究の目的 
 胚中心 B細胞から形質細胞への分化過程で Bach2の制御する転写ネットワークの全容を明ら
かにし、その制御因子を同定するために、標的遺伝子、タンパク質複合体の解析を組み合わせて
取り組み、Bach2による B細胞運命決定のメカニズムを明らかにすることを本研究の目的とし
た。 
 
３．研究の方法 
（１）クロマチン免疫沈降-シークエンスによる Bach2の直接標的遺伝子の同定。 
（２）Bach2 の標的遺伝子上で他の転写因子モチーフを検索し、Bach2 と連携する候補因子を
検索する。 
（３）Bach2複合体の精製と質量分析（マススペクトロメトリー（MS）分析）解析によるエピ
ジェネティック制御因子の同定。 
（４）B細胞と形質細胞に発現する因子のタンパク質レベルでの解析。 
（５）以上で同定した因子の機能の検討として、B細胞初代培養系でのノックダウン実験。 
 
４．研究成果 
（１）Bach2直接標的遺伝子の同定 
   野生型および Bach2ノックアウトマウスの脾臓 B細胞を採取し、培養系にて B細胞受容体
（BCR）刺激をおこなった。DNAマイクロアレイ解析を実施して、刺激前と２４時間刺激後の
野生型と Bach2ノックアウト B細胞における遺伝子発現様式を比較した。得られた遺伝子発現
データを用いたクラスター解析において、Bach2 が転写抑制因子であるというこれまでの知見
を加味して、細胞刺激前もしくは後で Bach2ノックアウト B細胞における発現が上昇する遺伝
子群を抽出した。さらに、これらの遺伝子群に対して遺伝子オントロジー解析をおこなった。そ
の結果、Bach2 遺伝子をノックアウトした場合に、発現が上昇する遺伝子群には、細胞増殖を



制御する遺伝子群と細胞死を制御する遺伝子群が有意に含まれることを明らかにした。 
  次に、クロマチン免疫沈降—シークエンス解析により、B細胞株において Bach2が直接結
合する遺伝子領域を解明した。そのうえで、Bach2 結合領域の近傍にある遺伝子を同定した。
前述の戦略で抽出した、Bach2ノックアウト B細胞で発現上昇する細胞増殖を制御する遺伝子
群と細胞死を制御する遺伝子群のほとんどが Bach2 の結合活性が遺伝子領域の近傍に見出され
たことから、これらの遺伝子群は Bach2により直接転写調節されることを明らかにした。 
  すなわち、Bach2 は、直接標的遺伝子である Cdkn1a (p21 タンパク質をコードする)、
Cdkn2a (p19)および、Cdkn1b (p27)といったサイクリン依存キナーゼ阻害因子の遺伝子を抑制
することによって、B細胞の増殖を支援する役割を担うと考えられる。 
 一方、Bach2の直接標的遺伝子群には、Bcl2ファミリーの BclxLの遺伝子（Bcl2l1）が含ま
れており、Bach2ノックアウト B細胞で遺伝子発現が低下する。Bach2ノックアウト B細胞に
BclxLを過剰発現したところ、細胞増殖の障害は救済できたが、限定的であり、野生型と同等ま
でには回復しなかった。これらの結果から Bach2 は、サイクリン依存性キナーゼ阻害因子の遺
伝子発現を抑制し、BclxL の発現を促進することで、活性化 B 細胞の細胞増殖を支援すると考
えられた（図）。 

図）DNAマイクロアレイ解析、クラスター解析、遺伝子オントロジー解析およびクロマチン免
疫沈降—シークエンス解析結果。青は野生型、赤は Bach2ノックアウト B細胞における各遺伝
子発現量を表す。緑線は、発現量の相対的な差を示す。マゼンダは、ChIP-seqの結果から、遺
伝子近傍に Bach2結合活性を見出したことを表す。白色は、Bach2結合活性が無いことを表す。 
C3、C6はクラスター解析の結果、付与したクラスター名であり、GOは遺伝子オントロジー解
析で有意差のある遺伝子オントロジー名である。（発表論文リスト２より） 
 
（２）Bach2結合領域近傍の転写因子モチーフの検索 
  少なくとも 2 種類の転写因子ファミリーの結合モチーフが有意に見出されている。現在、
これらの転写因子ファミリーの B 細胞の活性化応答における役割をノックダウン実験方法で検
討中であり、Bach2をノックダウンした場合と同様の予備的な実験結果を得ていることから、B
細胞活性化・分化において、Bach2と協働する可能性を考えている。 
 
（３）Bach2複合体の精製 
  私たちは、転写因子 Bach2 が標的遺伝子を転写抑制する際に、ヒストン脱アセチル化酵素
と複合体を形成して機能することを明らかにしてきた (Tanaka H, Muto A, et al, Epigenetic 
Regulation of the Blimp-1 Gene (Prdm1) in B Cells Involves Bach2 and Histone Deacetylase 
3. J Biol Chem. (2016), DOI: 10.1074/jbc.M116.713842. )。本研究において、Bach2の細胞内タ
ンパク質量を調節する役割を担う複合体因子を BAL17成熟 B細胞株から同定した。同因子をノ
ックダウンした結果、B細胞株および、活性化したマウス脾臓 B細胞において、内在性の Bach2
タンパク質量が増加したことから、生理的には Bach2 のタンパク質量を低く抑える方向で調節



する因子であることを解明できた。 
 
（４）（５）Bach2と協働する因子のノックダウン実験 
  野生型マウス由来の B細胞に比べ、Bach2ノックアウト B細胞では、ほとんど CSRが生
じない。Bach2 ヘテロ B 細胞では CSR 応答する細胞の頻度が半減することから、細胞ごとの
Bach2 の発現量の違いが細胞の運命決定に寄与する可能性が示唆されていた。そこで、マウス
脾臓 B細胞を Bach2の発現量に基づいて分画し、初代培養系で活性化したところ、Bach2の発
現量の多い B細胞は、CSRする傾向にあり、一方で Bach2の発現量の低い B細胞は、形質細
胞へ分化する傾向があった。次に、培養系で活性化したあとで、Bach2 の発現量差で分画し、
刺激下で培養を続けたところ、同様の結果を得た。ここでの疑問は、Bach2 の発現量が何によ
って規定されるかという点である。第一の可能性として、細胞種類の違いである。というのも脾
臓の成熟 B細胞には、辺縁帯 B細胞と濾胞 B細胞の二種類が存在する。そこで、主要な細胞分
画である濾胞 B細胞で同様の実験を行ったところ、Bach2の発現量に依存した細胞分化傾向が
観察された。Bach2 の発現量の違いは、細胞種の違いを反映しているだけではないと考えられ
る。第二の可能性として、B細胞ごとの抗体分子の抗原特異性が Bach2の発現量を規定する可
能性がある。抗体遺伝子トランスジェニックマウスで同様の実験をおこなったところ、Bach2
の発現量が細胞運命を規定する傾向が観察された。従って、抗原親和性が Bach2 の発現量と相
関するだけではないと考えられる。 
 以上の結果から、B細胞における Bach2の発現量は内因因子として機能し、（３）の結果と合
わせると、タンパク質の量を減らす方向の調節がされており、細胞間の Bach2 タンパク質量の
違いの原因になると考えられた。さらに、外因因子である細胞刺激を受けた時点での Bach2 の
発現量は、細胞運命決定における重要な要素である可能性が強く示唆された。 
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