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研究成果の概要（和文）：  
 記憶 B細胞の末梢リンパ器官内での存在領域を明らかにするため、免疫組織染色を行った。そ
の結果 IgG 陽性記憶 B細胞は収縮した胚中心の近傍に位置することが明らかとなった。また、
IgG 陽性記憶 B 細胞は抗原による再刺激後、その存在場所、胚中心の近傍で活性化されること
を明らかにした。IgG 陽性の記憶 B細胞とは異なり、IgM 陽性の記憶 B細胞は濾胞の胚中心とは
異なる領域に存在していることも明らかとなった。 
 
研究成果の概要（英文）： 
 For clarifying the location of memory B cells at peripheral lymphoid organs, I performed 
immunohitological analysis. This analysis reveals that IgG positive memory B cells locate 
adjacent to contracted germinal centers. I also clarified that IgG positive memory B cells 
enter S/G2/M phase of cell cycling after antigen re-stimulation in vivo adjacent to 
germinal center, where they reside. In contrast to IgG positive memory B cells, IgM 
positive memory B cells reside at follicle outside germinal center. 
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１．研究開始当初の背景 

外来抗原を有効に排除するために免疫シ
ステムが備えている最も重要な特性として、
外部環境に応じてそのシステムを調節でき
ることがあげられる。たとえば外部環境に存

在する有害な感染源などに対して免疫応答
を惹起された個体は、再度の感染源への暴露
に備え、迅速かつ有効に同一の感染源に対し
て応答するためのシステムを構築すること
が知られる。この免疫記憶と呼ばれる機構は
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長期間にわたって維持されるため、ヒトなど
では幼年期に一度感染した病原体に対して、
ほぼ一生涯にわたり耐性を示す例がある。ま
た、ワクチンにより感染防御を付与する際に
は、免疫記憶を適切に誘導できるか否かによ
ってその有効度が大きく左右されることが
知られている。 
 記憶 B 細胞は免疫記憶応答時に高親和性
抗体を分泌する抗体産生細胞へ迅速に分化
すると考えられており、その重要性が広く認
められているのに対して、これらの細胞が末
梢リンパ器官のどのような領域に存在して
いるのか、またそれらが再度の抗原刺激に対
してどのような様式で応答しているかにつ
いては全く不明であった。上記の問題はワク
チンなど人為的に免疫系を賦活化する際に、
どのような形態、形状の抗原をどのような経
路で投与するのが有効かを考察する上でも
重要な知見となる。 
 近年、細胞動態や細胞の位置情報を解析す
るための種々の遺伝子改変マウスが開発さ
れており、生体内に少数しか存在しない細胞
の検出、動態解析が可能となった。これらの
解析系を免疫記憶担当細胞に応用しようと
する試みがされだしてきた。 
 
２．研究の目的 
 これまで報告されている記憶 B 細胞の細
胞表面マーカーを染色する抗体を用いて免
疫組織染色を行い、記憶 B 細胞の末梢リンパ
器官内での存在領域を明らかにする。また、
ナイーブ B 細胞が抗原刺激により活性化さ
れる際、活性化の初期に AID 分子が発現する
ことを利用し、この分子の発現に依存して細
胞が蛍光ラベルされるシステムを構築する。
それにより、記憶 B 細胞の存在領域を明らか
にすることも試みる。 
 免疫担当細胞はその活性化、分化の際、
種々の細胞との相互作用を行うため末梢リ
ンパ器官の様々な領域を移動することが知
られている。これを踏まえたうえで、記憶 B
細胞が再度の抗原刺激により活性化する際
に、その存在領域で活性化されるのか、ある
いは別の領域へと移動した後活性化される
のかについて明らかにする。 
 これら記憶 B 細胞の存在領域、活性化様式
がナイーブ B 細胞と異なることが示唆され
た場合、記憶 B 細胞の活性化に必要とされる
細胞群の同定を試みる。 
 
３．研究の方法 
 AID 分子の転写制御領域に cre 遺伝子を結
合させたものを導入した遺伝子改変マウス
と ROSA 遺伝子座に cre の発現に依存して蛍
光タンパク RFPを発現するように遺伝子が組
み込まれた遺伝子改変マウスを交配して、抗
原刺激を受け AID を発現した細胞のみが RFP

で標識されるマウスを作製した。このマウス
に NP-CGG を免疫し、抗 CD38 抗体や抗 IgG 抗
体を用いて免疫組織染色を行った。また、遺
伝子の改変を行っていない野生型マウスに
同様の抗原を投与し、抗体による染色で記憶
B細胞の存在領域を明らかにする試みも行っ
た。 
 上記のマウスを用いた実験系では、検出さ
れた記憶 B細胞が投与した NP-CGG に特異的
なものかを明らかにすることは困難である。
また近年その重要性が指摘されだしてきて
いる IgM 陽性記憶 B細胞の検出は上記の実験
系では困難なため、NP に特異的に反応する免
疫グロブリン重鎖が組み込まれた遺伝子導
入マウスを用いて同様の実験を行った。 
 検出された記憶 B細胞が再度の抗原刺激に
よりどのような領域でどのような様式で再
活性化されるかを明らかにするするため、細
胞周期の S/G2/M 期の細胞のみが蛍光ラベル
される遺伝子導入マウス(Fucci-マウス)を
用い、二次免疫応答時に記憶 B細胞がどのよ
うな領域、様式で活性化されるかについて明
らかにしようと試みた。 
 
４．研究成果 
 野生型のマウス、C57BL/6 マウスに抗原と
して NP-CGG を alum アジュバントとともに免
疫した。免疫後 30 日、60 日後にマウスより
脾臓を回収し、IgG 陽性記憶 B 細胞のマーカ
ーとして知られる CD38 に対する抗体、及び
記憶 B細胞ではきわめて弱い発現をし、胚中
心細胞では強い発現を示す GL7に対する抗体
を、抗 IgG 抗体とともに用いて免疫組織染色
を行った。その結果、CD38 陽性で IgG を発現
する IgG 陽性記憶 B細胞は GL7 陽性の胚中心
細胞の周辺に細胞塊を形成して存在してい
ることが示唆された。またこの細胞塊は免疫
グロブリンλ鎖を発現していることも明ら
かとなり、NPに反応して形成されたことを示
唆していた。 
 上記の胚中心の周辺には濾胞樹状細胞が
存在し、この細胞には免疫グロブリンと抗原
の複合体が高い濃度で結合することが知ら
れている。したがって、上記の免疫組織染色
で抗 IgG抗体により検出されたシグナルは記
憶 B細胞上の IgG 発現を検出しているもので
はなく、濾胞樹状細胞上の免疫グロブリン抗
原複合体を検出している可能性がある。この
可能性を検証するため、B 細胞の活性化に伴
い発現する AID 分子の転写調節領域下流に
cre 遺伝子を結語させた遺伝子を導入し、
ROSA遺伝子領域にcreの発現に依存して蛍光
タンパク RFPを発現する形で遺伝子を導入し
たマウス(AID-cre/RFP-ROSA マウス)を作製
した。このマウスでは記憶 B細胞を含む抗原
刺激で活性された B細胞は RFP で標識される
が、濾胞樹状細胞など B細胞系列以外の細胞



 

 

は標識されないため、上記の可能性を検証す
ることが可能となる。このマウスで IgG 陽性
記憶 B細胞が RFP で実際に標識されているか
を検討するため、NP-CGG で免疫されたこのマ
ウスから脾臓細胞を調整し、フローサイトメ
トリー解析により、NP 特異的 IgG 陽性記憶 B
細胞での RFP 発現を検討した。その結果、NP
特異的 CD38 陽性 IgG 陽性の記憶 B 細胞のう
ち、約 90%のものが RFP で標識されているこ
とが明らかとなり、この手法は記憶 B細胞の
標識法として有効であることが確認された。
NP-CGG で免疫された AID-cre/RFP-ROSA マウ
スの脾臓免疫組織染色を行ったところ、野生
型マウスで見られたのと同様の CD38 陽性の
細胞塊が胚中心周辺でみられ、それらの細胞
の大多数が RFPで標識されていることが明ら
かとなった。さらに、RFP で標識され抗 IgG
抗体で染色される細胞の大多数は、胚中心周
辺に存在していることが明らかとなり、IgG
陽性の記憶 B細胞の多数は胚中心の周辺に細
胞塊を形成して存在していることが明らか
となった。 
 上記 AID-cre/RFP-ROSA マウスを NP-CGG で
免疫した場合、IgG 陽性の記憶 B 細胞以外の
CD38陽性細胞もRFPで標識されることが明ら
かとなった。これらの多くは B細胞濾胞内に
散在する形で存在していた。これらが IgG を
発現しない記憶 B細胞、すなわち IgM 陽性の
記憶 B細胞である可能性を検討するため、免
疫した AID-cre/RFP-ROSA マウス脾臓細胞の
フローサイトメトリー解析を行ったところ、
CD38 が陽性で IgM を発現する NP-特異的 B細
胞が RFPで標識されることが明らかとなった。
IgM 分子はナイーヴ B 細胞に発現しており、
それらは濾胞内に多数存在しているため、抗
IgM 抗体染色により記憶 B 細胞を検出、同定
することは困難となる。上記の濾胞内に散在
する抗原刺激を受けたと想定される B細胞が
IgM 陽性記憶 B 細胞である可能性を検討する
ため、NP 反応性の免疫グロブリン重鎖遺伝子
がノックインされ B 細胞の多数が NP 反応性
を持つ遺伝子改変マウス(B1-8hi マウス)を利
用し、NP 反応性 B細胞を養子移植する実験系
を用いた。このマウスの脾臓から精製した B
細胞を細胞分裂回数の指標となる CFSE で標
識した後、野生型マウスに移入した。移入マ
ウスを免疫し 1-2カ月後の脾臓細胞を解析し
たところ、移植細胞由来の CD38 陽性で IgM
が陽性、さらに CFSE 標識の程度から、細胞
分裂を多数回行っていると判断された細胞
が観察され、IgM 記憶 B 細胞がこの実験系で
生成したことが示唆された。これらの細胞の
脾臓内での存在領域を明らかにするため、
IgM allotypeを特異的に認識する抗IgMa抗体
を用いた免疫組織染色を行った。この実験系
では移植されたB1-8hiマウス由来細胞はIgMa

を発現しているのに対して、宿主由来のナイ

ーブ B細胞等は IgMbを発現しているため、記
憶 B細胞とナイーブ B細胞との区別をつける
ことが可能である。免疫組織染色の結果から、
宿主由来の CD38 陽性 IgMa陽性 B 細胞は濾胞
内に散在していることが明らかとなり、また
これらの細胞は多数回の細胞分裂を経て生
成したものであることが明らかとなった。こ
の結果は、IgM 陽性記憶 B 細胞は IgG 陽性の
記憶 B細胞と異なった領域、すなわち濾胞内
に散在して存在していることが明らかとな
った。 
 濾胞内に存在するナイーブ B細胞が抗原刺
激を受けた場合は T細胞領域へと移動し、そ
こで抗原刺激を受けた T細胞と相互作用を行
った後、活性化、抗体産生細胞等へと分化す
ることが明らかにされている。記憶 B細胞の
うち、IgG 陽性記憶 B 細胞はナイーブ B 細胞
とは異なった領域に存在していることが明
らかとなったので、特にこの細胞が二次免疫
応答時に活性化される場合、どのような様式
で活性化されるのかについて解析した。この
目的のために、細胞周期の S/G2/M 期の細胞
のみが特異的に蛍光標識される probe, 
Fucci-probe の遺伝子を導入された遺伝子改
変マウスを用いた(Fucci マウス)。このマウ
スでは増殖期の細胞のみが緑色の蛍光で標
識されるため、記憶 B細胞の再活性化に伴う
細胞増殖をフローサイトメトリー及び免疫
組織染色で観察することが可能となる。
Fucci マウスに NP-CGG を免疫し、2カ月後の
脾臓細胞をフローサイトメトリーで解析し
たところ、IgG 陽性 CD38 陽性の NP特異的 IgG
記憶 B 細胞は、Fucci-probe を発現していな
い静止期の細胞であることが明らかとなっ
た。一方、免疫後 2 カ月の後、再度 NP-CGG
を投与されたマウスでは20-30%のIgG陽性記
憶 B細胞が Fucci-probe を発現するようにな
り、Fucci マウスを用いた実験系は記憶 B 細
胞の再活性化を観察することが可能な系で
あることが確認された。上記と同様の実験系
で、脾臓の免疫組織染色を行ったところ、
NP-CGG の再投与により胚中心周辺の CD38 陽
性 IgG 陽性細胞塊が Fucci-probe を発現する
ようになることが明らかとなった。すなわち、
IgG 記憶 B 細胞が抗原刺激により活性化され
る際には、ナイーブ B細胞とは異なり、細胞
の移動を伴わずその存在領域で迅速に活性
化されることが示唆された。 
 上記の結果から、IgG 陽性記憶 B 細胞はナ
イーブ B細胞とは全く異なった領域、様式で
活性化されることが明らかとなった。このこ
とを踏まえ、IgG 陽性記憶 B 細胞の活性化時
にどのような細胞種が必要とされるのかを
検討した。ナイーブ B細胞が T依存性抗原で
活性化される際は T細胞が必須であることが
知られているため、記憶 B細胞の活性化時に
T 細胞が必要とされるかについて検討した。



 

 

野生型マウスに NP-CGG で免疫を行い、2カ月
後に抗 CD4 抗体で CD4 陽性 T細胞を生体内か
ら除去し、その後 NP-CGGを再投与した場合、
二次免疫応答に特徴的な高親和性抗体の産
生は見られなかった。また Fucci マウスに
NP-CGG を免疫し、2カ月後に CD4 陽性細胞の
除去を同様の手法で行った場合、NP-CGG の再
投与による記憶 B細胞の細胞増殖は起こらな
いことが明らかとなった。これらの結果は
IgG 記憶 B 細胞の活性化初期に CD4 陽性の T
細胞が必要であることを示唆している。IgG
陽性の記憶 B細胞の活性化時に、どのような
種類の CD4 陽性 T細胞が必要かについて検討
するため、下記の細胞移入実験を行った。野
生型マウスより精製した IgG 記憶 B 細胞を T
及び B 細胞を欠損した Rag1 欠損マウスへと
移入し、NP-CGG 投与を行ったところ、記憶 B
細胞の抗体産生細胞への分化が見られず、こ
の実験系では記憶 B細胞単独では活性化を誘
導できないことが明らかとなった。この実験
系で、CGG 免疫された野生型マウスから精製
した T 細胞を IgG 陽性記憶 B 細胞とともに
Rag1 欠損マウスへ移入し、NP-CGG を投与し
たところ、抗体産生細胞への分化が観察され
た。また、このとき移入する T細胞を CGG で
免疫を行っていないマウスから精製、移入し
た場合には、記憶 B細胞の活性化、分化は起
こらなかった。これらのことから IgG 陽性記
憶 B細胞の活性化には, 抗原で刺激を受けた
T 細胞が必要とされることが示唆された。さ
らに、IgG 陽性記憶 B 細胞の周辺には、抗原
刺激に依存して出現する PD-1 陽性の T 細胞
群が存在することを免疫組織染色により明
らかにした。これらの結果から、IgG 陽性記
憶 B細胞が近傍に位置する T細胞と相互作用
することにより、記憶 B細胞の迅速な活性化
が可能になっていることが示唆された。 
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