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研究成果の概要（和文）：我々はこれまでの研究で、胚中心に存在する記憶B前駆細胞を同定し、胚中心に留ま
る、あるいはプラズマ細胞に分化するB細胞集団と比較して、記憶B細胞に分化する細胞は表面B細胞受容体
（BCR）の発現が高いことを見出していたが、その生理的意義は不明であった。本研究ではヘテロジニアスな胚
中心B細胞集団のなかで、BCR発現の勾配を生み出している要因について探索した。我々が開発したシングルB細
胞解析技術を用い、抗原親和性が同等で表面発現量の異なるBCRノックインB細胞を作成し、in vivoにおける分
化を解析したところ、B細胞表面BCR発現量の差が記憶B細胞への分化効率に影響を与えることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：We have previously identified memory B precursor cells in the germinal 
center (GC) and found that GC B cells expressing higher surface BCR favor memory B cell fate. To 
elucidate the physiological significance of BCR expression during memory B cell differentiation, we 
analyzed the factor for generating the difference in surface BCR expression in GC B cells. Using our
 single B cell analysis technology, we generated BCR knock-in B cells with similar affinity and 
different levels of surface BCR expression, and analyzed their in vivo differentiation upon 
immunization. Our results suggest that the difference in BCR surface expression can affect the 
efficiency of GC B cell differentiation into memory B cells.

研究分野：免疫学
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究はこれまで明らかになっていない複雑な液性免疫記憶の成立のメカニズムの解明につながる基礎研究であ
り、将来的により効率的な新しいワクチン開発に貢献する可能性がある。

※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。
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１．研究開始当初の背景 
ウイルスや細菌といった病原体に対する感染防御免疫の中心の一つは、記憶 B 細胞が抗体産生

細胞へ分化し、高親和性抗体を産生して病原体を無毒化することである。また、記憶 B細胞の産

生や抗体産生細胞への分化に異常が生じると、感染防御能の低下、アレルギーや自己免疫疾患を

引きおこす。このような「免疫学的記憶」は獲得免疫系で最も特徴的な現象の一つであり、一度

目の免疫反応で産生された記憶 B細胞は、再感染時に迅速・頑強に反応できる。記憶 B細胞は主

に二次リンパ組織に形成される胚中心から産生されてくるが、胚中心における B細胞の選択、分

化メカニズムは複雑であり、完全に明らかになっていない。 

我々はこれまでの研究で、胚中心に存在する記憶 B前駆細胞を同定し、胚中心に留まる、ある

いはプラズマ細胞に分化する B 細胞集団と比較して、記憶 B 細胞に分化する細胞は低代謝状態

にあり、表面 B細胞受容体（BCR）の発現を上昇させてより多くの生存シグナルを獲得している

ことを見出した（① Inoue et al., J Exp Med, 2021）。このうち、低代謝状態と記憶 B細胞分

化の関係については、これまでの我々の低親和性 B細胞が記憶 B細胞に分化しやすい、という研

究結果と矛盾しない（② Shinnakasu et al., Nat Immunol, 2016）。すなわち、低親和性 B細胞

はcognateな濾胞ヘルパーT細胞との競合的相互作用の結果より少ないT細胞ヘルプシグナルを

受け取り、その下流に位置する mTORC1 活性が低くなると考えられるからである。一方、表面 BCR

発現の上昇については、これまで現象としての観察にとどまっており、その意義は不明である。 

 

２．研究の目的 

そこで本研究では、ヘテロジニアスな胚中心 B細胞集団のなかで、BCR 発現の勾配を生み出して

いる要因は何か、そしてその生理意義について明らかにするべく研究を行った（図１）。この課

題は記憶 B 細胞産生機構の理解を深めるだけでなく、記憶 B 細胞の特性の一つである長寿命性

（と一般的に考えられている）の分子基盤を提供する重要な問いである。本研究では、胚中心 B

細胞をシングルセルレベルで解析し、これまでの研究で開発したシングル B細胞レパトア解析、

抗体クローニング技術を駆使し、CRISPR/Cas9 システムを用いた BCR ノックイン技術の開発によ

る BCR 発現と記憶 B細胞分化の因果関係の検証を目的とした研究を行った。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



３．研究の方法 

(1) Bcl6 蛍光レポーターマウスを用いた NP ハプテン特異的胚中心 B 細胞と記憶 B 細胞のシン

グルセル解析 

Bcl6 レポーターマウスに NP ハプテン-タンパク抗原で免疫し、10 日～2 週後の脾臓より分化

選択中の胚中心 B細胞と、記憶 B前駆細胞集団をセルソーターで検出、シングルセル単離する。

この際インデックスソーティングにより表面 BCR 発現量情報を取得しておく。単離したシング

ル B細胞より RT-PCR により BCR 遺伝子を増幅、配列情報を取得する。同時に得られた BCR 遺伝

子断片をクローニングしてリコンビナント抗体を作製し、抗原との親和性を BLI 法により生化

学的に測定する。得られた情報から同等の親和性を持ち表面 BCR 発現量が異なる BCR 配列を選

択する。 

 

(2) CRISPR/Cas9 による効率的 BCR ノックイン技術の開発 

マウス B細胞の免疫グロブリン遺伝子座に CRISPR/Cas9 を用いて内在性の Igh 遺伝子を切断し、

特定の BCR 配列をノックインする技術を開発する。 

 

(3) BCR ノックイン B細胞における表面 BCR 発現量の解析 

(1)で取得、選択した BCR 配列を(2)の手法でマウス B 細胞にノックインする。ノックイン B 細

胞の表面 BCR 発現量を解析し、細胞単離前の BCR 発現量を再現できるか検討する。 

 

(4) BCR ノックイン B細胞の in vivo 記憶 B細胞分化解析 

(3)で得られた BCR ノックイン B 細胞をマウス個体内に養子移入し、ハプテン-タンパク抗原で

免疫することで、胚中心、記憶 B細胞への分化を誘導する。これにより異なる BCR 配列を持つ B

細胞が胚中心での競合の末、表面 BCR 発現量の高い B 細胞がより効率よく記憶 B 細胞に分化す

るという仮説を検定する。 

 

 

４．研究成果 

(1) 胚中心 B細胞、記憶 B細胞 BCR 由来モノクローナル抗体の解析 

細胞表面 BCR（IgG1）の発現量情報を取得の上、NP ハプテン特異的シングル胚中心 B細胞、記憶

B 細胞からそれぞれ 10 クローンずつのリコンビナント抗体をクローニングし、抗原との親和性

を BLI 法により測定した。これにより親和性と細胞表面発現量を連結させた BCR 配列情報を取

得することに成功した。 

 

(2) CRISPR/Cas9 による効率的 BCR ノックイン技術の開発 

先行論文（③ Hartweger et al., J Exp Med, 2019）による手法を改良し、in vitro で培養し

た primary マウス B 細胞に CRISPR/Cas9 を用いてより簡便、効率的に BCR をノックインする技

術の開発に成功した（図２）。 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(3) BCR ノックイン B細胞における表面 BCR 発現量の解析 

(1)で取得、選択した BCR 配列を(2)の手法でマウス B 細胞にノックインし、表面 BCR 発現量を

解析したところ、細胞単離前の胚中心あるいは記憶 B 細胞として発現していた表面 BCR 量を反

映していることが分かった。このことは少なくとも BCR レパトアの塩基配列そのものが表面 B細

胞の発現量を規定する主要な要因の一つであることを示唆している。 

 

(4) BCR ノックイン B細胞の in vivo 記憶 B細胞分化解析 

(3)で得られた BCR ノックイン B細胞（同等の親和性を持つが、異なる表面 BCR 発現を示す B細

胞）を数ペア選択し、野生型マウス個体内に共養子移入し、ハプテン-タンパク抗原で免疫した。

免疫 10 日後の in vivo における競合的な B細胞の分化を解析したところ、B細胞表面 BCR 発現

量の差が記憶 B 細胞への分化効率に影響を与えることが分かり、本研究仮説を支持する結果が

得られた。一方で、ノックイン B細胞の in vivo での応答自体は非常に弱いものであり、本研究

結果の解釈を確定するには実験系のさらなる改良、異なる抗原/BCR による再現性の確認が必要

であると考えられる。 

 

本研究はこれまで明らかになっていない複雑な液性免疫記憶の成立のメカニズムの解明につな

がる基礎研究であり、将来的により効率的な新しいワクチン開発に貢献する可能性がある。 
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