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研究成果の概要：B リンパ細胞は抗原受容体（BCR）を介して抗原（異物）を認識し、その異

物を排除するために抗原特異的な抗体を産生する。この抗原の結合により BCR からもたらさ

れる信号は、B リンパ細胞の分化段階に応じて、細胞の分化、活性化、細胞死といった様々な

細胞反応を引き起こす。本研究において、新規のタンパク脱リン酸化酵素調節サブユニットで

ある G5PR が、リンパ細胞の生存に必須の分子であり、BCR 信号伝達の調整に重要な役割を

果たしていることを明らかにした。 
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１．研究開始当初の背景 
(1) 抗原侵入後に末梢リンパ組織で形成さ
れる胚中心でその発現が増強する新規の哺
乳動物プライマーゼ GANP（Germinal Center 
associated nuclear protein）を新たにクローニン
グし、その機能解析を行っていた。GANP ノ
ックアウトマウスの解析から、GANP が胚中
心B細胞における抗体遺伝子の体細胞超突然
変異、その結果としての抗体の親和性成熟に
重要な分子であることがわかった。しかし、
GANP 自身にはプライマーゼ活性しか見いだ
せず、mutator としての機能がどのようにして
発揮されるのかについてはわからなかった。

また GANP 分子を欠損すると細胞の癌化が
起こり、DNA の修復機構や細胞周期における
役割も示唆された。 
(2) GANP の多彩な生物学的活性は、GANP
と会合する機能分子によってもたらされる
可能性が考えられたため、酵母ツーハイブリ
ッド法により GANP 結合分子を同定した。 
(3) 同定された分子はタンパク脱リン酸化
酵素である PP2A の調節サブユニットである
PR タンパクと、タンパクレベルで相同性を
有していたため、G5（GANP fragment 5 
binding）PR と名付けた。PP2A は histone 
H2AX の脱リン酸化を行い、DNA 損傷を制
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御していることが示唆されていたので、
GANP に会合する G5PR が、PP2A の活性調
節を通して GANP の機能を発揮している可
能性が示唆された。 
 
２．研究の目的 
G5PR の生物学的機能を 
 (1) 細胞レベル 
 (2) 個体レベル 
で、明らかにする。 
 
３．研究の方法 
(1) G5PR 欠損マウスの作製 
G5PR が調節サブユニットとして結合する
PP2A の酵素サブユニットを遺伝子ノックア
ウト法により欠損させたマウスは胎生致死
になること、また会合分子である GANP 欠
損マウスも胎生致死であることから、G5PR
の欠損マウスも胎生致死になって解析でき
ない可能性があることが懸念されたため、コ
ンデイショナルノックアウト法により組織特
異的に欠損させる手段をとった。G5PR 遺伝
子のエクソン２および３の前後にバクテリ
アのリコンビネースであるCreに認識される
flox 配列を挿入したノックアウトベクターを
構築し、相同組み換え法によって、G5PR-flox
マウスを得た。このマウスと、B 細胞マーカ
ーであるCD19の遺伝子座にCreがノックイ
ンされ、CD19 のプロモーター制御下に Cre
を発現するようにしたCD19-Creノックイン
マウスを交配して、B 細胞において G5PR が
欠損する子孫マウスを得て解析に供した。同
様に、T 細胞抗原受容体（TCR）シグナル伝
達分子であるLckチロシンキナーゼのプロモ
ーター制御下にCreを発現するLck-Creトラ
ンスジェニックマウスとの交配により、T 細
胞において G5PR が欠損する子孫マウスを
得て解析に供した。 
(2) G5PR が過剰発現細胞の作製 
分子を欠失させたことにより、細胞自身の分
化が停止したり、細胞死を起こしてしまうよ
うなケースでは解析が不能になってしまう
ので、リンパ細胞株に G5PR 発現ベクターを
導入し、G5PR を過剰発現した細胞を作製し
て解析に供した。 
 
４．研究成果 
(1) G5PR は B 細胞生存因子である。 
B 細胞コンデイショナルノックアウトマウス
は正常に出生、発育し、外見上異常を認めな
かった。しかし、脾臓は対照の野生型マウス
に較べて小さく、B 細胞の数は半分に減少し
ていた（図 1）。 
 
 
 

 

図 1. A. 対照マウス（+/-）と G5PR 欠
損マウスの脾臓の概観。 B. 脾臓の細胞総数
（total）、B 細胞 数（B cell）、T 細胞 数（T cell）。 

 
また、脾臓に残っていた B 細胞を抗 BCR 抗
体で刺激したところ、対照 B 細胞は細胞増殖
を示したのに対し、G5PR 欠損 B 細胞はほと
んど増殖が見られなかった。解析の結果、増
殖に関連する分子群は正常に機能していた
が、細胞死が増殖能を上回ったために見かけ
上増殖が見られなかったことが判明した。細
胞死が亢進している原因を調べたところ、細
胞死実行分子である Bim の発現および活性
化の亢進と、その上流と考えられる c-Jun 
terminus kinase（JNK）のリン酸化の亢進、す
なわち活性化の亢進が認められた。このマウ
スに抗原を投与しても抗体産生能は対照に
較べて低く、二次リンパ組織での胚中心形成
能も低下していた。これらの結果から、G5PR
は末梢においてB細胞が抗原と接触したとき
に、BCR からもたらされる B 細胞生存シグナ
ルに深く関与していることが示唆された。 
 
(2) G5PR は BCR を介する細胞死誘導シグナ
ルを抑制する。 
B 細 胞 の 抗 原 受 容 体 架 橋 に よ る
Activation-induced cell death (AICD)は免疫寛
容と抗体の成熟に関与している。G5PR は、B
細胞が AICD から回避するために重要な分子
であろうことが B 細胞コンデイショナルノッ
クアウトマウスの解析から明らかになった。
次に B 細胞分化と G5PR 発現誘導の関係を解
析し、G5PR の B 細胞クローン選択における
役割を明らかにすることを目的とした。新生
仔期 C57BL/6 マウス（生後４日以内）の脾臓
の未熟 B 細胞と、成体の脾臓 B 細胞とをセル
ソーターによって分離し、抗 IgM 抗体刺激後
の細胞増殖、AICD の感受性、および G5PR
の mRNA の発現量を RT-PCR によって比較、
検討した。IgMloIgDhi の成熟 B 細胞を抗 IgM
架橋によって刺激するとB細胞の増殖が起こ
り、それとともに G5PR の発現が上昇した。
一方、IgMhiIgDlo の未熟 B 細胞は同刺激によ
り細胞死が誘導されるが、この細胞では
G5PR の発現誘導は全く認められなかった。
このことは新生仔マウスの未熟 B 細胞や、非
致死性放射線照射後に生じる末梢の移行期 B
細胞においても認められなかった。従って、
成熟B細胞においてのみ発現上昇が起こるも
のと考えられる。さらに分化段階の異なる
BTK 欠損 B 細胞（CBA/N）と BTK+B 細胞（野
生型）を用いて G5PR の発現誘導を比較した。
その結果、G5PR の発現誘導と AICD からの
回避は常に相関性を示し、その最終分化には
チロシンキナーゼ BTK の存在が必要である
ことが明らかになった。抗 IgM 刺激による
AICD には未熟 B における Casapse-3 依存性



 

 

の細胞死と成熟 B 細胞における Casapse-3 非
依存性の細胞死があることが明らかとなっ
た。そこで G5PR による細胞死回避が未熟 B
細胞においても機能することができるかど
うかを、抗 IgM 刺激で細胞死を起こす未熟 B
細胞腫瘍株 WEHI-231 に G5PR を過剰発現さ
せた系で抗 IgM 刺激で刺激し検討した結果、
明らかな細胞死の抑制効果を認めた（図２）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 2. G5PR 過剰発現 WEHI-231 細胞における
BCR 誘導性細胞死の抑制。GFP＋は G5PR が
過剰発現した細胞集団であることを表して
いる。図中の数字が大きいほど、死んでいる
細胞の割合が多いことを示している。 
 
G5PR はその脱リン酸化酵素活性の制御機能
によって pro-apoptotic 分子 Bim のリン酸化の
持続や JNK の活性化亢進を抑制することが
明らかになっている。末梢で抗原刺激を受け
た B 細胞が増殖・分化して抗体産生細胞にな
る過程で、抗原刺激依存性に AICD が起こる。
成熟 B 細胞ではその AICD から回避する必要
があると思われる。抗原刺激が同時に AICD
の発現誘導を起こさせるということは末梢
のリンパ組織におけるB細胞の選択の機構を
明らかにする上で重要であると考えられた。 
 
(3) T 細胞分化・生存における G5PR の役割 
BCR と T 細胞抗原受容体（TCR）は構造のみ
ならずシグナル伝達経路においても多くの
共通点を有している。したがって T 細胞が抗
原ペプチド＋MHC 複合体を認識した際に細
胞内に伝達されるシグナルにおける G5PR の
役割を明らかにする目的で、Lck-cre トランス
ジェニックマウスと floxed-G5pr マウスを交
配し、T細胞特異的G5PR欠損マウスを得た。
このマウスの胸腺は 1/3 に萎縮し、胸腺細胞
は正常の 10 分の 1 に減少していた（図３）。 

 
 
 
 
 
 

図 3. (C) 対照マウス（f/f）と G5PR 欠損マウ
スの胸腺の概観。 (D) 胸腺の細胞総数。(E) 
(C) 対照マウス（f/f）と G5PR 欠損マウスの
胸腺の組織切片（ヘマトキシリン染色）。C：
cortex（皮質）、M：medulla（髄質）。 
 
CD4/CD8 二重陰性胸腺細胞は正常マウスと
ほぼ同数であったが、CD4/CD8 二重陽性胸腺
細胞は正常の 10％しか認められず、CD4 or 
CD8 単陽性胸腺細胞は殆ど認められなかっ
たことから、G5PR は DN 細胞から DP 細胞へ
の分化に必須か、DP 細胞の生存に必須であ
ろうと考えられた。G5PR 欠損 B 細胞は培養
中に高率にアポトーシスを起こして死滅す
ること、また TUNEL 解析によって胸腺の皮
質においてアポトーシスに陥っている細胞
が増えていることから、G5PR は DP 細胞の
細胞死の抑制において重要な役割を果たし
ているだろうことが示唆された。G5PR は脱
リン酸化酵素結合制御ユニットであること
から、胸腺細胞での種々のキナーゼ活性を見
たところ、JNK と p38 MAP kinase の活性の恒
常的活性化を認めたものの、アポトーシス実
行分子である Bim の発現ならびにその活性
化を認めなかったため、B 細胞とは異なるメ
カニズムでT細胞の生存に関わっていること
が示唆された。検討を重ねたところ G5PR 欠
損 CD4/CD8 二重陽性胸腺細胞ではアポトー
シスシグナルを伝達する FasL の発現が野生
型に較べて倍程度上昇していることが明ら
かとなった。JNK の標的分子として FasL が
示唆されていることから、おそらく G5PR が
JNK を直接、あるいはその上流を抑制して
FasL の発現を抑制的に制御し、CD4/CD8 二
重陰性胸腺細胞から CD4/CD8 二重陽性胸腺
細胞に分化するときの生存に深く関与して
いることが明らかとなった。 
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