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研究成果の概要： 
プレ B 細胞受容体（Pre-BCR）は、H 鎖遺伝子再編成の停止（対立遺伝子排除）、細胞増殖の誘

導、あるいは軽鎖（L 鎖）遺伝子再編成の誘導など、B 細胞の初期分化に重要な役割を担って

いる。しかし、リガンドの必要性を含め Pre-BCR シグナルを惹起する分子メカニズムに関して

は、未だ決定的な証拠が得られていない。そこで本研究では上記の未解明な分子メカニズムを

申請者らが開発、応用してきたスクリーニング及びクローニングシステムを基に明らかにする

ことを目的とした。                                                         
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１．研究開始当初の背景 
  Pre-BCRは免疫グロブリンのμ重鎖

（μH鎖）及びVpreB、λ5からなる代替軽

鎖の3分子で構成され、さらにH鎖と細胞

膜で会合するIgα/βによってシグナルが

伝達される。Pre-BCRの発現は非常に一過

性であり、分化段階早期のプレB細胞にの

み発現が認められる。しかし、H鎖遺伝子

再編成の停止（対立遺伝子排除）、細胞

増殖の誘導、あるいは軽鎖（L鎖）遺伝子

再編成の誘導など、その後に続くB細胞分

化に非常に重要な役割を担っており、事

実、Pre-BCRを構成する分子の遺伝子欠損

マウスは全て、プロB細胞からプレB細胞

への分化移行が強く抑制されている。ま

た、ヒトでもPre-BCR構成分子の遺伝子変

異による先天性B細胞免疫不全の症例が

報告されており、Pre-BCRを介したシグナ

ルはB細胞の初期分化に必須であること

が明らかとなっている。興味深いことに、

このシグナル生成については、Pre-BCR
を構成するλ5の電荷的な自己架橋による

リガンド非依存的なシグナル、及び骨髄
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ストローマ細胞など、B細胞分化に重要な

支持細胞が発現するGalectin-1やヘパラ

ン硫酸をリガンドとするリガンド依存的

なシグナルが報告されている（図1）。実

際、代替軽鎖欠損マウスのプロB細胞に

μH鎖をde novo合成で発現させると、組換

え活性化遺伝子（RAG）やターミナルデ

オキシヌクレオチジルトランスフェラー

ゼ（TdT）の発現は停止する。従って、

μH鎖対立遺伝子排除にはリガンドの結

合が必要ではない可能性がある。しかし、

同じマウスのシステムを用いてプレB細

胞をin vitroで増殖させるためには、λ5、
及びストローマ細胞あるいは高濃度の

IL-7が必要であることも明らかにされて

おり、生理的なプレB細胞の増殖にはスト

ローマ細胞上に発現するPre-BCRリガン

ドが必要である可能性が強く示唆されて

いる。また、リガンドが結合し得ないμH
鎖によって、Pre-BCR欠損マウスのB細胞

分化が回復した例がこれまでに報告され

ているが、このような欠損型μH鎖はそれ

自体、恒常的活性型となっている可能性

があるため、これをもってリガンドの必

要性を否定することはできない。一方、

リガンドの可能性に関してもリガンド発

現細胞との結合が示されているのみであ

り、生理的な機能は一切明らかにされて

いない。以上のような理由から、Pre-BCR
シグナルを惹起する分子メカニズムに関

しては、未だ決定的な証拠が得られてい

ないのが現状である。 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
（図 1）Pre-BCR シグナルのリガンド依存性 
 
２．研究の目的 
 申請者は後の「方法」で詳述する

NFAT-GFPレポーター細胞や、結合親和性

の低い会合分子（リガンド）を検出可能

な12量体Fcγキメラタンパクを用いたレ

トロウイルスcDNAライブラリーの発現

クローニング、さらにはTAP（Tandem 

Affinity Purification）法を組み込んだ免疫

沈降試料のマス解析などタンパクレベル

でのクローニングを得意とし、新規なレ

セプターとリガンドの相互作用を分子レ

ベルで同定してきた。これらの実験手法

は「Pre-BCRシグナルを惹起する分子メカ

ニズムの解明」にも応用が可能である。

特に、前述した2つの可能性を相対的に比

較するシステムを構築できれば、Pre-BCR
を刺激する新たな重要因子の発見にも繋

がると考え、本課題を申請するに至った。 
 
３．研究の方法 

 我々は、共同研究者である荒瀬（大阪

大学・微生物病研究所・教授）らが開発

し た NFAT-GFP レ ポ ー タ ー 細 胞

（Ohtsuka et al. Proc. Natl. Acad. Sci. 
USA 2004; 特許 WO0207728）に改良を

加え、I 型膜タンパクであれば種類を問

わず強制発現、それに続くシグナル伝達

（NFAT-GFP）がモニタリング可能なカ

セットベクターを構築し、レセプターと

リガンドの相互作用の解析に有用なシ

ステムを作製している。 （Shiroishi et al. 
J. Biol. Chem 2006）。本研究では Pre-BCR
を発現させたNFAT-GFPレポーター細胞

を作成し（図 2）、レポーター細胞単独で

の培養、及びマウス骨髄細胞との共培養

を行う。そして、上述した 2 つのシグナ

ルの有無、あるいはシグナルの相対強度

を、レポーター細胞が発現する GFP の

蛍光強度を指標に比較することにした。

なお、このシステムでは遺伝子導入した

BCR の発現を DAP12 に付加した FALG
タグで確認可能であり、かつ、BCR のリ

ガンドが細胞表面分子であっても液性

因子であっても解析が可能となる（図 3）。 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
（図 2）CT237 レポーター細胞 
 
 
 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（図 3）Pre-BCR 及びコントロール BCR を発
現させた CT237 細胞 
 
 
 
４．研究成果 
 （図 2）で示したように、Pre-BCR を発現

する CT237 レポーター細胞は、μH 鎖のみ、

あるいは IgM 型を発現するレポーター細胞

と比べ、単独培養でも GFP の発現が優位に認

められた。この結果より、（図 1）で示した

Pre-BCR の自己架橋によるシグナルが作製し

たレポーター細胞でも確認できることが明

らかとなった。また、B 細胞の初期分化が展

開される骨髄中の細胞と共培養を行った結

果、細胞数に依存したシグナルの増強は認め

られなかった（図 4）。しかし、興味深いこと

にB細胞の初期分化に重要と考えられる骨髄

ストローマ細胞の細胞株 OP9、ST2 と共培養

を行った結果、ST2 細胞との共培養でのみ、

自己架橋によるシグナルより優位に強い

GFP シグナルが認められた（図 5）。ST2 細胞

の培養上清を添加した培地でレポーター細

胞を培養しても GFP シグナルの増強は認め

られないことから、細胞接触依存的な、即ち、

Pre-BCR シグナルを惹起するリガンドが ST2
の細胞表面上に発現している可能性が示唆

された。以上の結果から、既報のとおり、

Pre-BCR は、λ5 の電荷的な自己架橋によるリ

ガンド非依存的なシグナルを細胞内に伝達

すること、しかし、自己架橋によるリガンド

非依存的なシグナルより強いシグナルが ST2
細胞の細胞表面上に発現するリガンドによ

って惹起されることが明らかとなった。現在

Pre-BCR の Ig キメラ分子及び ST2 細胞のレ

トロウイルス cDNAライブラリーを用いた発

現クローニング法で、ST2 の細胞表面に発現

するリガンドの同定を行っている。 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（図 4) CT237レポーター細胞とマウス骨髄
細胞の共培養 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（図 5）CT237 レポーター細胞と骨髄ストロ
ーマ細胞株の共培養 
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