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研究成果の概要（和文）：生体内で長期生存するメモリーB細胞やLong-lived Plasma細胞の分化

メカニズムを明らかにするために、胚中心Ｂ細胞を誘導する培養系を確立した。その系を用いて

、胚中心Ｂ細胞上のCXCR4の発現がBCL6によるCD63の発現抑制により維持されていることや、胚

中心Ｂ細胞がPlasmablastsへ分化した時点でIL-21刺激を受けることによりLong-lived Plasma

細胞へ分化することを明らかにした。 

 

研究成果の概要（英文）：To elucidate differentiation mechanisms of memory B cells and 

long-lived plasma cells, we established the culture system to generate germinal center B 

cells. Using the system, we demonstrated that Bcl6 represses CD63 which recruits CXCR4 to 

late endosome to express CXCR4 on centroblasts and that the stimulation of plasmablasts 

with IL-21 generates long-lived plasma cells.  

 
 

交付決定額 

                               （金額単位：円） 

 直接経費 間接経費 合 計 

２００８年度 6,400,000 1,920,000 8,320,000 

２００９年度 4,400,000 1,320,000 5,720,000 

２０１０年度 4,400,000 1,320,000 5,720,000 

年度    

  年度    

総 計 15,200,000 4,560,000 19,760,000 

 
 

研究分野：医歯薬学 

科研費の分科・細目：基礎医学・免疫学 

キーワード：免疫記憶・Ｂリンパ球・胚中心・サイトカイン 

 
１．研究開始当初の背景 

 免疫記憶の成立がワクチン療法の原動力で

あり、ヒトの感染予防の根幹をなすといって

も過言ではない。すでに成熟Ｂ細胞がメモリ

ーＢ細胞や Long-lived Plasma 細胞へ分化す

る場が、脾臓やリンパ節内の胚中心であるこ

とが明らかにされた。 

 脾臓内で抗原により活性化された成熟 B 細

胞は、PALS（T 細胞領域）においてヘルパーT

（Th）細胞からのヘルプを受けて活性化 B 細

胞となり、その一部は BCL6 の強発現を伴って

Follicle（B 細胞領域）に移動して、再度濾

胞ヘルパーT（Tfh）細胞からのサイトカイン

刺激や濾胞樹状細胞（FDC）上の抗原刺激を受

けて胚中心 B細胞として増殖・分化する。胚

中心では、増殖の盛んな Centroblasts におい
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て転写抑制因子である BCL6 を強発現させて、

かつ細胞表面に CXCR4 を発現させて、その Ig

遺伝子において高率に体細胞突然変異をおこ

す。その後 Centroblasts は、BCL6と CXCR4

の発現を低下させて、かつ細胞増殖を低下さ

せ Ig遺伝子のクラススイッチを起こして IgG

陽性の Centrocytes に分化する。 

 Centrocytes では、抗原親和性がより高い

Ｂ細胞クローンが選択的に生存増殖し、高親

和性の IgG抗体を持つメモリーＢ細胞へと分

化する。また、Ig遺伝子における体細胞突然

変異により抗原親和性の低下したクローンや

自己反応性となったクローンはアポトーシス

により除去される。 

 さらに、胚中心で分化した高親和性 IgG B細

胞の一部は、BCL6の発現を低下させ、かつ

BCL6の標的遺伝子である Blimp-1の発現誘導

を介して Plasma 細胞へ分化する。この胚中心

B細胞から分化した Plasma細胞は骨髄へ移動

した後、Long-lived Plasma 細胞として長期

間にわたり高親和性 IgG 抗体を産生し続ける。 

 しかし、成熟 B細胞から胚中心Ｂ細胞

（Centroblasts や Centrocytes）を経て、メ

モリーＢ細胞や Long-lived Plasma細胞へ分

化する分子機構などは未だ明らかにされてい

ない。 

 すでに私たちは、胚中心で強発現している

BCL6の欠損（BCL6-KO）マウスを作製し、活

性化 B細胞におけるBCL6の発現が胚中心形成

に必須であることを明らかにした。さらに

BCL6-KOマウス由来の成熟 B 細胞を用いた解

析から、胚中心が欠損しても IgGへクラスス

イッチした低親和性のメモリーB 細胞が分化

できることや、BCL6-KOマウス由来の IgG メ

モリーＢ細胞では抗体 V領域遺伝子に体細胞

突然変異が全くみられないことを見出した。 

 これらの結果から、胚中心は高親和性の

IgGメモリーB細胞が分化する場であり、活性

化 B細胞がメモリーB細胞として長期生存能

力を獲得する場ではないことが示唆された。

また、BCL6-KOマウス由来の Plasma 細胞は

Long-lived Plasma 細胞に分化出来ないこと

も明らかとなった。 

 最近になって私たちは、胚中心の Tfh細胞

から産生される主要なサイトカインである

IL-21 が、胚中心 B 細胞における主要な BCL6

の発現誘導因子であることや活性化 B細胞に

アポトーシスを誘導することを明らかにして

きた。また BCL6-KOマウスや BCL6トランスジ

ェニック（BCL6-Tg）マウスを用いて、活性化

B細胞における BCL6の発現量が IL-21による

アポトーシス誘導を阻害する効果と相関する

ことを見出している。また、IL-21は Tfh細

胞ばかりでなく FDCからも産生されることも

明らかとなっていることから、胚中心 B細胞

の分化には従来から知られている Th細胞か

ら産生される IL-4 の他に、Tfh細胞や FDCか

ら産生される IL-21の刺激が重要であること

が示唆されている。 

２．研究の目的 

 本研究は、生体内で長期生存するメモリーB

細胞や Long-lived Plasma 細胞の形成に関す

るこれまでの BCL6 に関する研究成果を踏ま

えて、胚中心Ｂ細胞（Centroblasts や

Centrocytes）から高親和性 IgGメモリーB細

胞胞や Long-lived Plasma 細胞への分化のメ

カニズムを分子レベルで明らかにする。その

ために、In vitro 系において胚中心 B細胞を

分化誘導する系を開発する。また胚中心 B 細

胞から分化した Plasma 細胞が Long-lived 

Plasma 細胞に分化する機序を明らかにする。

そのために以下のように研究を進める。 

（１）In vitro系において胚中心 B 細胞を分

化誘導する系を開発する。 

 その培養系を用いて、 

（２）胚中心Ｂ細胞（Centroblasts や

Centrocytes）における CXCR4 の発現調節機構

を明らかにする。 

（３）胚中心Ｂ細胞（Centrocytes）から

Long-lived Plasma 細胞が分化する機序を明

らかにする。 

 

３．研究の方法 

（１）In vitro 系において胚中心 B 細胞を分

化誘導する細胞培養系の開発 

 正常マウス、BCL6-KOマウスや BCL6-Tg マ

ウス由来の成熟 B細胞を抗 IgM抗体と抗 CD40

抗体と IL-4 で刺激した後、IL-4や IL-21 で

再刺激した。その後、経時的に培養細胞を胚

中心 B細胞（Centroblasts や Centrocytes）

に特異的な細胞表面抗原に対する抗体で染色

して、胚中心Ｂ細胞の分化を FACSで解析した。 

（２）胚中心Ｂ細胞（Centroblasts や

Centrocytes）における CXCR4 の発現調節機構

の解析 

 CXCR4 は、Centroblasts では強発現してい

るが Centrocytes に分化すると、その発現が

低下する。これら２種類の胚中心Ｂ細胞にお

ける CXCR4 mRNAの発現量を Real-time RT-PCR

法で解析した。さらに、CXCR4 タンパクのエ

ンドソームへのソーティングを行なう CD63



 

 

の発現を BCL6の発現と比較検討した。CD63

と BCL6の両者間で逆相関がみられたので、

BCL6による CD63発現調節機能をプロモータ

ーアッセイ法を用いて解析した。 

（３）胚中心Ｂ細胞（Centrocytes）から

Long-lived Plasma 細胞が分化する機序の解

析 

 上記培養系（６日間培養）の様々な時期に

IL-4や IL-21で再刺激した。この培養で分化

した CD138（Syndecan-1）陽性の Plasma 細胞

を CFSEでラベルした後に、正常マウスへ移植

して 2－3ヵ月後の骨髄における CFSE 陽性の

Long-lived Plasma 細胞の存在を FACS で解析

した。Long-lived Plasma 細胞の分化が確認

された培養系において、培養６日目の Plasma

細胞の表面抗原型を IL-4や IL-21で再刺激し

ていない系で分化した Plasma 細胞のそれと

比較することにより、Long-lived Plasma 細

胞に特異的な細胞表面型を解析した。 

 

４．研究成果 

（１）In vitro系において胚中心 B 細胞を分

化誘導する細胞培養系の開発 

 正常マウスの脾臓由来の成熟 B細胞を、抗

IgM抗体、抗 CD40抗体と IL-4で刺激する。

その後、経時的に IL-4や IL-21で再刺激して

細胞増殖と IgG1陽性細胞数を FACSで解析し

た。その結果、始めの刺激から 48時間後に

IL-21 刺激を加えることにより、培養開始後

４日目をピークとする細胞増殖反応の増強と

IgG1陽性細胞数の著名な増加がみられた。こ

の IL-21での再刺激により増殖してくる IgG1

陽性細胞は、Centrocytes（GL7+,CXCR4-）で

あることも見出した。また、培養 48 時間後に

IL-4の再刺激により Centroblasts

（GL7+,CXCR4+）が増殖することも明らかにし

た。この結果から、IL-4の再刺激が胚中心Ｂ

細胞の Centroblasts の増殖に重要であるこ

とや、IL-21 の再刺激が Centroblasts から

Centrocytes への分化に重要であることが示

唆された。 

 つぎに、胚中心 B細胞の分化がみられない

BCL6-KOマウスの脾臓由来の成熟 B 細胞や

BCL6-Tgマウス由来の成熟Ｂ細胞を上記の方

法で刺激して、細胞増殖能と IgG1陽性細胞数

を経時的に FACSで解析した。その結果、

BCL6-KOマウス由来の成熟 B 細胞では、細胞

増殖能や IgG1陽性細胞数が正常マウスの約

半分に低下していた。逆に、BCL6-Tgマウス

由来の成熟Ｂ細胞では、IgG1 陽性細胞数が正

常マウスの倍近くに増加していた。さらに、

正常 B細胞で IL-21の再刺激により培養後５

日目以降にアポトーシス誘導がみられるのに、

BCL6-Tgマウスの成熟 B細胞では、IL-21の再

刺激をしても培養７日目以降でもアポトーシ

スに陥ることなく生存し続けていた。 

 これらの結果から、この細胞培養系で

Centroblastsから Centrocytesなどの胚中心

Ｂ細胞が分化誘導できることや IL-4の再刺

激が Centroblasts の増殖に、また IL-21の再

刺激が Centroblastsから Centrocytesの分化

に重要であることが支持された。 

（２）胚中心Ｂ細胞（Centroblasts や

Centrocytes）における CXCR4 の発現調節機構

の解析 

 Centroblasts から Centrocytes への分化

過程で CXCR4 の発現が低下する機序に関して、

上記の培養系を用いて解析した。BCL6-KOマ

ウスの脾臓由来の成熟 B細胞を上記の方法で

培養し再刺激しても CXCR4 の発現が見られな

いことから、BCL6が CXCR4 の発現に必須であ

ることが示唆された。 

 さらに、正常マウス由来の成熟Ｂ細胞から

分化誘導させた Centroblasts（GL7+,CXCR4+）

や Centrocytes（GL7+,CXCR4-）を FACS で分

取した後、これら２種類の胚中心Ｂ細胞にお

ける CXCR4 mRNAの発現量を Real-time RT-PCR

法で解析した。その結果、これらの胚中心Ｂ

細胞における CXCR4 mRNAの発現量はほぼ同じ

であった。このことから、Centrocytes にお

ける CXCR4 の細胞表面における発現低下は、

CXCR4 タンパクのエンドサイトーシスの亢進

か細胞内分解に向けたエンドソームへのソー

ティングであることが示唆された。 

 そこで、BCL6が転写抑制因子であることや、

BCL6-KOマウスの活性化 B細胞表面では CXCR4

の発現が見られないことから、BCL6の欠損に

より発現増強して CXCR4 の細胞表面での発現

を抑制している分子を調べた。その結果、

CXCR4 タンパクのエンドソームへのソーティ

ングをする CD63の遺伝子発現が BCL6-KOマウ

ス由来の活性化Ｂ細胞において発現増強して

いることを見出した。 

 つぎに、CD63 遺伝子が BCL6の標的遺伝子

である可能性を明らかにする目的で、CD63遺

伝子のプロモーター領域における BCL6 の結

合サイトなどを解析した。その結果、CD63遺

伝子の三箇所に BCL6 の結合サイトを見出し、

ChIP法により成熟Ｂ細胞のそれらサイトに

BCL6が結合していることを明らかにした。こ

れらの結果から、CD63 遺伝子が BCL6の標的

遺伝子であり、Centroblasts では Bcl6の強



 

 

発現により CD63の発現が抑制されて CXCR4の

エンドソームへのソーティングが阻害される

ことにより、その細胞表面における発現を維

持していることを明らかにした。 

 また、正常マウス由来の成熟 B細胞の培養

系に CD63に対する siRNA を投与して CD63の

発現を抑制することにより、Centrocytes に

分化しても CXCR4 の発現が持続したことから、

Bcl6の発現が低下し始める Centrocytesでは

BCL6の機能低下から逆に CD63の発現誘導が

見られ、その CD63が CXCR4 をエンドソームへ

ソーティングすることにより Centrocytes 上

の CXCR4 の細胞表面への発現を抑制してこと

を明らかにした。 

（３）胚中心Ｂ細胞（Centrocytes）から

Long-lived Plasma 細胞が分化する機序の解

析 

 胚中心Ｂ細胞（Centrocytes）から

Long-lived Plasma 細胞への分化における

IL-21 の関与に関して、上記の培養系を用い

て解析した。始めの刺激から 48 時間後に

IL-21 で再刺激をすることにより、培養開始

後４日目をピークとする細胞増殖と IgG1陽

性細胞数の著名な増加がみられた。しかし、

この培養系では、Long-lived Plasma 細胞へ

の分化は見られなかった。そこで、上記活性

化Ｂ細胞を IL-21で再刺激する時期の検討を

行い、活性化Ｂ細胞が IgGへのクラススイッ

チを経て Plasmablasts から Plasma細胞へ分

化する培養 3日目以降に IL-21を添加するこ

とにより、CD138（Syndecan-1）陽性の Plasma

細胞への分化が促進され、かつ培養上清中の

IgG1抗体の産生量が著しく上昇することを見

出した。 

 この培養 3日目以降に IL-21で再刺激する

ことにより分化誘導された Plasma 細胞を

CFSEでラベルした後に、正常マウスへ移植し

て 2ヵ月後の骨髄における CFSE陽性の

Long-lived Plasma 細胞の存在を FACS で解析

した。その結果、Long-lived Plasma 細胞が

分化していることを明らかにした。しかし、

培養 3日目以降における IL-4 の再刺激では、

Long-lived Plasma 細胞の分化は見られなか

った。 

 さらに、培養 3日目以降に IL-21 で再刺激

した後の培養後 6日目における Plasma細胞の

表面抗原型を FACS で詳細に解析した。その結

果、Ki62陰性（細胞増殖を完全に止めた細胞）

でかつ CD38 陽性の Plasma 細胞が分化してい

ることを見出した。この Ki62 陰性 CD38 陽性

の Plasma細胞は、IL-4で再刺激した場合や

再刺激をしない培養系では一切その分化誘導

がみられないことから、この Ki62陰性 CD38

陽性の Plasma 細胞が骨髄に移動して

Long-lived Plasma 細胞として長期生存して

いることが強く示唆された。 
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