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研究成果の概要（和文）：　ヒトIgG4関連疾患では血中IgG4免疫グロブリンの高値と線維化を特徴とする自己免
疫秒である。また、IgG4がアレルギーを抑制することが示されており、IgG4とアレルギー疾患との関連性が疑わ
れているものの、詳細は不明である。IgG4に関する研究が進展しない大きな理由として、マウスにIgG4が存在し
ないことが挙げられる。そこで、ヒトIgG4を産生する新規マウス樹立を作成した。本マウスのB細胞分化は正常
であった。また、免疫によりIgG4の産生がみられた。以上のことから、新規に作成したIgG4産生マウスはin 
vivoでのIgG4の役割を検証するための有用なツールになる可能性を示した。

研究成果の概要（英文）：IgG4-related disease is characterized by high blood IgG4 antibody levels and
 fibrosis. In addition, IgG4 has been shown to suppress allergies. Although the relationship between
 IgG4 and allergic diseases is suspected, the details are unknown. A major reason for the lack of 
progress in IgG4 research is the absence of IgG4 in mice. Therefore, we gnerated a new mouse that 
produces human IgG4. We showed that B cell differentiation of this mouse was normal. In addition, 
IgG4 production was observed by immunization. Thus, the newly created IgG4-producing mouse may be a 
useful tool for verifying the role of IgG4 in vivo.

研究分野： 免疫学

キーワード： IgG4

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究で作成した新規ヒトIgG4産生マウスは、これまで不可能だったIgG4陽性B細胞のin vivoでの活性化や分
化、ならびにIgG4抗体の疾患制御の役割を検証することが可能となり、IgG4の病理的意義を直接的に調べること
ができる。よって、IgG4関連疾患およびアレルギー疾患の理解と予測、さらには、治療の選択に貢献できると考
えられる。また、謎の多いIgG4の機能という、基礎免疫学の研究領域の発展に大きく貢献することが期待され
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。
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１．研究開始当初の背景 
 IgG4 はヒト病態の悪化と抑制の二面性が知られている。例えば、IgG4 関連疾患は、様々な臓
器の肥厚性病変を認める全身性疾患であり、血中 IgG4 の高値と、罹患部の IgG4 陽性プラズマ細
胞の浸潤および線維化を特徴とするが、IgG4 の病的作用が示唆されている（文献１-3）。一方、
IgG4 がアレルギーを抑制することが示されており、IgG4 とアレルギー疾患との関連性が疑われ
ているものの、詳細は不明である（文献 4）。ヒト IgG には IgG1、IgG2、IgG3、IgG4 が存在する
が、IgG4 は他のサブクラスと異なり、1) 補体と結合しない  2) Fc 受容体への結合が弱い 3) 
Fab-Fc 結合する 4) 二重特異性の IgG 分子を形成するというユニークな特徴をもつ（図 1）。In 
vitro 実験の報告はあるものの、IgG4 が免疫応答において果たす役割や IgG4 関連疾患における
病態形成に対する意義は全く不明である。IgG4 研究の進展を阻んでいる大きな障壁は、マウス
に IgG4 が存在しないことだと考えられる。そのため、IgG4 陽性 B細胞や IgG4 の in vivo 解析
ができないのが現状である。そこで、本研究課題ではこれらの問題点を克服するために、ヒト
IgG4 を産生する新規マウスを樹立・解析することにより、IgG4 陽性 B細胞の活性化・分化機序
と IgG4 の病理的意義を明らかにすることを到達目標とする。 

 
２．研究の目的 
本研究では、新規ヒト IgG4 産生マウスモデルを樹立し、免疫グロブリン IgG4 産生 B 細胞の応
答と免疫疾患病態の理解を目指す。 
 
 
３．研究の方法 
(1) 新規ヒト IgG4 産生マウスの作成 
 B 細胞レセプター(BCR)の多様性を維持したままヒト IgG4 を発現する B 細胞および IgG4 抗体
を分泌できるマウスの樹立を行った。マウス IgG1 の定常領域（Cγ1)をヒト IgG4 の定常領域と
入れ替えた系統を作成した（γ1-hIgG4 マウス）。コントロールとして同じ部位を欠損させた IgG1
ノックアウトマウスを樹立した。 
 
(2) γ1-hIgG4 マウスマウスの B細胞分化と抗体産生 
① フローサイトメトリー 
γ1-hIgG4 ヘテロマウスおよびコントロール IgG1 ヘテロ欠損マウスの骨髄、脾臓、腹腔内液か
ら細胞を回収し、フローサイトメトリーにより B細胞の数、分化の状態を解析した。 
 
② 免疫と ELISA 
静脈血から採血後、血清を回収し、ELISA 法により IgG1 および IgG4 の抗体価を検証した。100 
μg NP-CGG（4-ヒドロキシ-3-ニトロフェニルアセチル・ハプテンが、アミド結合を介してチキ
ンガンマグロブリン (CGG) リジンに結合させた抗原）とアラムを腹腔内に投与することにより
マウスを免疫し、免疫後、１週間ごとに採血した。2ndチャレンジでは 100 μg NP-CGG で腹腔内
投与により免疫した。免疫後の抗原特異的抗体は NP-BSA を用いた ELISA 法により検出した。 
 
③ B 細胞培養実験 
脾臓 B 細胞を CD43 ビーズによりネガティブセレクションでナイーブ B 細胞を単離した（95%以
上の精度）。単離した B 細胞は anti-CD40+IL-4 で培養し、3 日後にフローサイトメトリーにて
IgG1 および IgG4 のクラススイッチを検証した。 



 
４．研究成果 
（1) γ1-hIgG4 マウスの樹立 
γ1-hIgG4 マウス F1と C57B6/J WT マウスとの交配によりγ1-hIgG4 ヘテロマウスを樹立した。
Genomic PCR によりノックインを確認した。本マウスはヒトγ1とマウスγ1を入れ替えている
ため、γ1-hIgG4 ヘテロはマウス IgG1 の片アリルがノックアウトされた状態になる。よって、
コントロールとして IgG1 ノックアウトマウスを独自に樹立した。本マウスは生存可能で、繁殖
に問題なく、予想されるメンデルの法則の頻度で仔が生まれた。 
 
（2) γ1-hIgG4 マウス解析 
定常状態（非免疫）γ1-hIgG4 ヘテロマウスマウスの血清を用いて、ELISA により抗体価を検証

したところ、IgG1 抗体は野生型の約半分量であった。γ1-hIgG4 ホモマウスでは、IgG1 抗体は
完全にノックアウトされていることも確認した。血中ヒト IgG4 抗体は ELISA にて確認すること
ができたことから、ヒト IgG4 産生マウス（γ1-hIgG4 マウス）の樹立に成功した。また、IgG1
ノックアウトマウスも同様に ELISA にて目的のターゲッティングできていることを確認した。 
 
γ1-hIgG4 ヘテロマウスおよび IgG1 ヘテロマウスの B 細胞分化を検証したところ、骨髄（proB, 

PreB, immature B, mature B 細胞）、脾臓（濾胞性 B細胞、辺縁帯 B細胞）、リンパ節（B細胞）、
腹腔内 B１細胞の頻度および絶対数に野生型 B6 マウスと比較して大きな変化はなかった。よっ
て、今回樹立したマウスラインは IgG4 を検証するためのツールとして問題ないと判断した。 
 
（3) γ1-hIgG4 マウスの IgG4 抗体応答 
γ1-hIgG4 マウスを T 細胞依存的抗原である NP-CGG とアラムで免疫し、抗原特異的な免疫応答
を経時的に検証した。その結果、NP特異的な IgG1 抗体だけでなく、IgG4 抗体を検出することが
できた。この結果は、ヒト型 IgG4 を発現する B 細胞が、B-T 相互作用を介して、プラズマ細胞
へ分化し、IgG4 抗体を産生することが可能であることを示している。さらに、IgG4 抗体におい
て２次応答も示したことから、IgG4 陽性記憶 B 細胞が産生していることを強く示唆する。よっ
て、本マウスは IgG4 抗体産生応答を検証するモデルとして有用であると考えられる。 
 
(4) γ1-hIgG4 マウス由来 B細胞の IgG4 へのクラススイッチ 
γ1-hIgG4ヘテロマウス由来B細胞の IgG4へのクラススイッチの頻度やIgG4陽性 B細胞の性状
を検証するため、単離したナイーブ B 細胞を in vitro で anti-CD40 抗体と IL-4 で刺激した。
３日後にフローサイトメトリーにて、IgG1 と IgG4 陽性 B 細胞を調べると、IgG4 へのクラスス
イッチは IgG1 と同程度に起きていることがわかった。このことから、ヒト型 IgG4 を発現したマ
ウス B細胞の生存にも大きな影響がないと考えられる。 
 
本研究で作成した新規ヒト IgG4 産生マウスは、これまで不可能だった IgG4 陽性 B 細胞の in 
vivo での活性化や分化、ならびに IgG4 抗体の疾患制御の役割を検証することが可能となり、
IgG4 の病理的意義を直接的に調べることができる。よって、IgG4 関連疾患およびアレルギー疾
患の理解と予測、さらには、治療の選択に貢献できると考えられる。また、謎の多い IgG4 の機
能という、基礎免疫学の研究領域の発展に大きく貢献することが期待される。 
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