
大阪大学・免疫学フロンティア研究センター・特任准教授（常勤）

科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

１４４０１

国際共同研究加速基金（国際共同研究強化(B)）

2020～2018

新規レポーターマウスを用いた長寿命プラズマ細胞の可視化とその動態解析

Analysis of cellular dynamics of long-lived plasma cells identified by using a 
novel reporter mouse system

７０３２３４８３研究者番号：

伊勢　渉（Ise, Wataru）

研究期間：

１８ＫＫ０２２７

年 月 日現在  ３   ５ １５

円    13,700,000

研究成果の概要（和文）：プラズマ細胞を特異的にかつ誘導性に蛍光ラベルできる実験系を構築することで、長
期生存プラズマ細胞の同定に成功した。この長期生存プラズマ細胞を分離し、遺伝子発現の解析、細胞表面マー
カーの同定、さらにシンガポール免疫ネットワークとの国際共同研究により骨髄内ライブイメージング系を樹立
し、これまで不明であった長期生存プラズマ細胞の特徴を明らかにすることができた。

研究成果の概要（英文）：We have established the experimental system in which plasma cells can be 
specifically and inducibly labeled with fluorescent protein. This system allowed us to identify and 
isolate genuine long-lived plasma cells. We analyzed gene expression profile of long-lived plasma 
cells and identified their cell surface markers. Furthermore, we were able to perform intra-bone 
morrow live imaging of fluorescent-labeled, short-lived or long-lived plasma cells for the first 
time and found the difference in their dynamics in bone marrow, which may be related to their 
longevity.

研究分野：免疫学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
新型コロナウイルス禍で社会的にも認知が進んだように、抗体分子は生体に侵入してくるウイルスなどの外来異
物を排除するのに必要不可欠な分子である。抗体分子を産生するプラズマ細胞を以下に長期に渡って生存させる
か、その生存機構を明らかにすることはワクチン開発を考えるうえで非常に重要な課題である。本研究で行っ
た、長期生存プラズマ細胞の同定と動態解析は、インフルエンザウイルスや新型コロナウイルスへの免疫応答の
理解、ワクチン開発に大きな貢献をするものである。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｆ－１９－２ 
１．研究開始当初の背景 
我々の生体に侵入してくるウイルスなどの外来異物の排除に抗体分子は不可欠である。抗体
分子の半減期が数日～数週程度であるのに対し、感染・ワクチン接種後に抗体産生応答が時に
数十年と持続する。これは抗体を産生するプラズマ細胞の一部が骨髄で長期に渡って生存し続
けるからだと考えられてきた。実際にヒトの骨髄内に 50 年前に感染したと考えられる麻疹に
対する抗体を作り続けるプラズマ細胞が検出できた例が報告されている。したがってこのよう
な長寿命なプラズマ細胞の生存を支える分子細胞基盤を明らかにすることは効率の良いワクチ
ン開発のためにも必須である。 
 末梢リンパ組織で誕生したプラズマ細胞は大部分が数日から一週間以内で死滅するが、その
一部が骨髄に移動し、生存因子が供給される nicheで長期生存が支持されると考えられてきた。
しかし骨髄プラズマ細胞はheterogeneousな集団であり必ずしも全ての骨髄プラズマ細胞が長
寿命ではない可能性を指摘する報告もなされた。骨髄プラズマ細胞の生存を支える分子基盤を
明らかにするためには、まず機能的に長寿命なプラズマ細胞を識別・分離可能にする実験系を
構築すること、それを用いて骨髄内プラズマ細胞の生存、動態の追跡と遺伝子・分子レベルで
の変化を明らかにすることが不可欠であると考えられた。 
 
２．研究の目的 
本研究では、プラズマ細胞を特異的にかつ誘導性に蛍光ラベルできる新規マウスモデル系を用
いて、1）プラズマ細胞の生存を追跡することで、真に長期生存を果たしたプラズマ細胞を同
定すること、2）長期生存プラズマ細胞（長寿命プラズマ細胞）の遺伝子発現プロファイルを
明らかにすること、3）長期生存プラズマ細胞のライブイメージング系を確立し、その動態を
明らかにすること、を目的とした。 
 
３．研究の方法 
1）プラズマ細胞特異的遺伝子である Blimp-1 の下流に ERT2-cre を挿入した Blimp-1-ERT2cre
マウスと Rosa-Stop-tdTomato マウス（Ai14 マウス）を交配した。この Blimp-1-ERT2cre x Ai14
マウスにタモキシフェンを投与すると体内のプラズマ細胞が tdTomato で不可逆的に蛍光ラベ
ルされる。またタモキシフェンの投与をやめると、その後に de novo に誕生したプラズマ細胞
は蛍光ラベルされない。この実験系において、タモキシフェンを 3日間投与し全身のプラズマ
細胞を tdTomato でラベルした後、タモキシフェン投与を中断した。7、14、28、56 日後に骨髄
細胞を回収し、蛍光ラベルされたプラズマ細胞の割合や細胞表面分子の発現を解析した。 
 
2）タモキシフェン投与直後、28、56 日後に生存している tdTomato 陽性骨髄プラズマ細胞を分
離し、RNA シークエンス解析を行った。 
 
3）シンガポール免疫ネットワークの Dr. Ng とともに骨髄プラズマ細胞のライブイメージング
を行った。Blimp-1-ERT2cre x Ai14 マウスにタモキシフェンを投与した後、頭頂骨内に存在す
るプラズマ細胞の観察を二光子顕微鏡下で行った。またハプテン NP特異的 B細胞レセプターを
発現する B1-8 マウスを Blimp-1-ERT2cre x Ai14 マウスと交配し、得られたマウスの B細胞を
野生型マウスに移入した。これにタモキシフェンを投与し、NP特異的プラズマ細胞を tdTomato
でラベルした。二光子顕微鏡下で NP特異的プラズマ細胞の挙動を解析した。 
 
４．研究成果 
1）Blimp-1-ERT2cre x Ai14 マウスへのタモキシフェンの投与直後にはほぼ全ての骨髄プラズ
マ細胞が tdTomato 陽性であった。しかしタモキシフェン投与を中止して 7 日目には骨髄内に
tdTomato 陰性プラズマ細胞が検出されはじめ、14 日目には tdTomato 陽性プラズマ細胞の割合
は 50%にまで低下した（図 1A）。骨髄プラズマ細胞中の tdTomato 陽性プラズマ細胞の割合は時
間とともに減少し、56 日目には約 20%程度まで低下した（図 1B）。tdTomato 陽性細胞の割合は
その後ほとんど変わらなかったことから、骨髄流入から 2か月生存したプラズマ細胞は長寿命

を獲得していると考えられ
た。 
 
次に長寿命プラズマ細胞
を簡便に識別できる表面マ
ーカーを同定する目的で、骨
髄プラズマ細胞を蛍光ラベ
ルした後に細胞表面分子の
発現パターンの変化を経時
的に観察した。ここでは B
細胞マーカーである B220 と

MHC クラス II（MHC-II）の発現を解析した。蛍光ラベル直後のプラズマ細胞は、B220+MHC-II+、
B220-MHC-II+、B220-MHC-II-の 3 つのポピュレーションで構成されていた。しかし時間の経過
とともに B220+MHC-II+および B220-MHC-II-の割合が減少し、56 日後に生存していたプラズマ



細胞のほとんどは B220-MHC-II-であった（図 2）。各ポピ
ュレーションの細胞数の変化を元に、半減期を算出した
ところ、B220+MHC-II+は2.4日、B220-MHC-II+は49.3日、
B220-MHC-II-は 102.9 日であった。細胞表面マーカーの
変動をより正確にとらえるために、B 細胞の移入実験も
行った。ハプテン NP特異的 B細胞レセプターを発現する
B1-8 マウスを Blimp-1-ERT2cre x Ai14 マウスと交配し、
得られたマウスの B 細胞を野生型マウスに移入した。抗
原で免疫後、タモキシフェンを投与し、B1-8 プラズマ細
胞を蛍光ラベルした。免疫後骨髄に現れた B1-8 プラズマ
細胞は B220+MHC-II+のみであった。しかし時間の経過と
もに表現型が変化し、1か月後に生存していた B1-8 プラ
ズマ細胞はほぼ B220-MHC-II-となっていた。以上の結果
から、骨髄に流入した B220+MHC-II+プラズマ細胞はその
70-80%が死滅するが、残りは B220-MHC-II-として長期生
存することが明らかとなった。 
 

2）プラズマ細胞の生存や機能を制御している内的因子を同定する目
的で、タモキシフェン投与直後、28、56 日後に生存している tdTomato
陽性骨髄プラズマ細胞を分離し、RNA シークエンス解析を行った（図
3）。得られた遺伝子発現データを元にクラスター解析などを行った
ところ、長寿命プラズマ細胞では増殖や細胞周期に関わる遺伝子群
の発現が低下していることが判明し、quiescent な状態にあることが
示唆された。また長期生存プラズマ細胞に高発現する多くの遺伝子
が見出された一方で、有意に増加するパスウェイはほとんど見つけ
られなかった。 
 
3）シンガポール免疫ネットワークの Dr.Ng とともに骨髄内プラズマ
細胞のライブイメージングを行った。Blimp-1-ERT2cre x Ai14 マウ
スにタモキシフェンを投与してプラズマ細胞を蛍光ラベルした後に、
麻酔下で頭頂骨から二光子顕微鏡により骨髄内プラズマ細胞のイメ
ージングを行うことができた（図 4A）。抗原特異的プラズマ細胞のイ
メージングを可能にするために、先に述べた B1-8 B 細胞の移入系を
用いた。骨髄に到着したてのプラズマ細胞（免疫 7日目）と骨髄で長期生存を果たしたプラズ
マ細胞（免疫 2か月後）の動態を解析したところ、免疫 7日目の骨髄内抗原特異的プラズマ細
胞には著しく動いている細胞が含まれるのに対し、免疫 2か月後の骨髄内抗原特異的プラズマ
細胞のほとんどは静止していた（図 4B）。このことから骨髄内抗原特異的プラズマ細胞の動態
は生存・滞在時間に伴い変化することが示唆された。またこれらプラズマ細胞上の接着分子（イ
ンテグリンなど）の発現パターンを解析したところ、免疫 7日目と 2か月後では発現パターン
が変化する分子の存在
が明らかになった。した
がって長期生存プラズ
マ細胞は骨髄内環境
（niche）に親和性が高
くなっており、環境から
生存因子の供給をより
強く受けている可能性
が考えられた。 
  
 
そこで長期生存プラズマ細胞がコンタクトしている細胞を同定する目的で、Blimp-1-ERT2cre
マウスと光変換タンパク質（Photoactivatable-GFP）発現マウスを交配した。このマウスを用
いることで長期生存プラズマ細胞の近傍に位置する細胞を光照射により標識することが可能と
なる。長期生存プラズマ細胞の近傍を光照射することにより標識された細胞を回収し、フロー
サイトメトリーにより解析したところ、長期生存プラズマ細胞の周囲に存在する細胞種は、ラ
ンダム照射により回収された細胞種とは異なることが判明した（データ省略）。これより、長期
生存プラズマ細胞の生存は特殊な niche によって支えられている可能性が考えられた。現在、
長期生存プラズマ細胞の周囲に存在する細胞の性質を明らかにするためにより詳細な解析を進
めているところである。 
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