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研究成果の概要（和文）：リンパ球は，血管やリンパ管を通して全身のリンパ節を循環し，病原体が侵入した際
には感染部位近傍のリンパ節においてストローマ細胞の制御の元で免疫応答を行う．本課題では，リンパ球支持
能力の高いストローマ細胞を樹立するため，ストローマ細胞の免疫系細胞に対する作用機構の解明を行なった．
マウスストローマ細胞株（FL-Y細胞）にB細胞活性化因子(BAFF)と走化性因子（CXCL13）を発現させることによ
りB細胞の活性化と走化性の促進が見られた．また，FL-Y細胞の発現するSLAMF8は，B細胞活性化能力を持つ単球
系細胞の分化促進作用を持つ一方，SLAMF5はB細胞による抗体産生機構を抑制することを見出した．

研究成果の概要（英文）：Lymphocytes circulate in the body through blood vessels, lymph vessels and 
secondary lymphoid tissue including lymph nodes. When pathogens invade in the body, lymphocytes 
initiate in immune response under the control of stromal cells in draining lymph nodes. In this 
project, I aim to elucidate the regulatory mechanism of stromal cells on immune cells including 
lymphocytes to establish stromal cells with high lymphocyte-supporting ability. Firstly, we found 
that expression of B cell activating factor (BAFF) and chemotaxis factor (CXCL13) in a mouse stromal
 cell line (FL-Y cells) promoted B cell activation and chemotaxis. We also found that SLAMF8 
expressed by FL-Y cells promotes the differentiation of monocytic cells with B cell activating 
ability, while SLAMF5 suppresses antibody responses by B cells.

研究分野： 免疫学

キーワード： リンパ節　B細胞　抗体　濾胞樹状細胞

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
抗体は，病原体の排除のみならず感染予防においても有効である．実際，ワクチンの効果の一部は，体内に病原
体に対する高機能な抗体を誘導することにより発揮される．ストローマ細胞は，リンパ球の集合体であるリンパ
組織の構造構築のみならず，感染後に生じる高機能抗体の産生調節に重要な役割を担う．そのため，ストローマ
細胞による免疫系細胞の制御機構を明らかにすることは，感染症対策やがん予防分野への展開が考えられる．

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．科研費報告研究開始当初の背景 

リンパ球の一種である B 細胞より産生される抗体は，生体内に侵入した病原体 (抗原) の排
除に重要な役割を担う．リンパ球は，血管とリンパ管を通して全身のリンパ組織を循環している
が，病原体が侵入した際には感染部位近傍のリンパ節で活性化し，ストローマ細胞の制御のもと
抗原への免疫応答を開始する．リンパ節は，B細胞とそれらを活性化する T 細胞を含むリンパ球
や樹状細胞などが，組織常在性ストローマ細胞の時空間的な制御のもとに規則性を保って集合
することにより形成されている．なかでも，抗原を認識した B細胞は，ストローマ細胞の一種で
ある濾胞樹状細胞 (FDC) の制御のもとヘルパーT細胞 (Tfh) などからの刺激を受け，抗体の高
機能化を起こしたのちに抗体産生細胞や二次免疫応答で活躍する記憶 B 細胞へと分化すること
で病原体排除に貢献する．ストローマ細胞は，リンパ節の形成および動的変化に必要不可欠であ
り，効率的な抗体応答を誘導する上で鍵となる細胞である．しかし，どのような刺激によりリン
パ節が形成され，B細胞に抗体の高機能化が誘発されるかなどを含め，リンパ節内でのリンパ球
の時空間的制御の詳細は不明であるため，ストローマ細胞の機能解明は，リンパ節の構築および
高機能抗体産生機構の全容を明らかにするために重要な課題である．しかし，リンパ組織に存在
するストローマ細胞の単離が難しく，ストローマ細胞によるリンパ節の四次元的な制御機構を
解明することが困難であった． 

ストローマ細胞による二次リンパ組織の形成や効率的な免疫応答の動的制御にはサイトカイ
ンの一種であるリンホトキシン(LT)が重要な役割を担うことが知られている．そこで申請者は，
マウスリンパ節から，LT刺激により増殖するストローマ細胞株 (FL-Y) を樹立した．FL-Y細胞
は，B細胞の生存を支持するなど体内の FDC の特徴を非常に良く再現する細胞株である．FL-Y 細
胞を利用した細胞培養系は，FDCによる B細胞分化の制御メカニズムを解析するために有用であ
り，B細胞応答の新たな発見へと繋がっている． 

 

２．研究の目的 

本課題では，これまでの細胞培養系から得られている成果を発展させ，FDC株を利用して，生
体内に免疫能力を備えた人工リンパ節構造を構築できる手法を開発することを目的とした．こ
れまでに，腎皮膜下へ移植した FL-Y細胞の周辺にリンパ節様構造が形成され，さらにその中に
は B 細胞と T 細胞が集積していることを見出している．この発見は，FL-Y 細胞がリンパ節様構
造を構築する能力を有することを示す．しかし，体内のリンパ節と比較して，FL-Y 細胞により
形成された人工リンパ節様構造へ集積したリンパ球数は少ない．そのため，FL-Y 細胞のストロ
ーマ細胞としての機能を正確に評価できない．また今後は，人工的に作製したリンパ節様構造で
の抗体産生を含む免疫能力を正確に評価する必要がある．そこで，リンパ球の集積・活性化に関
わる因子を遺伝子操作した FL-Y細胞を作製し，細胞培養系を用いてリンパ球の活性化支持能力
の高い細胞株を選択する．さらに，リンパ球の支持能力が高い改変 FL-Y 細胞を用いて，生体内
のリンパ節と同等の免疫能力を有する人工リンパ節様構造を構築することを目的とした． 

 

３．研究の方法 

(1) FL-Y細胞の培養 
免疫したマウスリンパ節より樹立した FDC株，FL-Y を使用した． FL-Y細胞は，10%牛胎児血

清および 50 µM 2-メルカプトエタノールを含む RPMI-1640/DMEM 培地中で培養した．また，FL-Y
細胞の培養には終濃度 5 ng/mL の TNF-を添加した．FL-Y細胞の刺激培養では，24穴プレート
に播種しておいた FL-Y細胞に抗 LTR抗体（2.5 µg/mL）を添加し，４日間培養した． 

 
(2) FL-Y細胞の機能改変 

24 穴プレートに播種しておいた FL-Y 細胞に，ピューロマイシン耐性遺伝子を含む BAFF 発現
ベクターとネオマイシン耐性遺伝子を含む CXCL13発現ベクターを連続的に導入した．遺伝子導
入翌日に，それぞれの薬剤を含む培地に交換し，薬剤耐性細胞を選択した（FL-YBC 細胞）．その
後，FL-YBC細胞から細胞破砕液を調整し SDS-PAGEにより分離したのち，BAFFおよび CXCL13 の
発現を抗 BAFF 抗体および抗 CXCL13抗体を用いたウエスタンブロットにより評価した．また、同
様の方法で SLAMF5 と SLAMF8 高発現 FL-Y 細胞を樹立した． 
 
(3) FL-Y細胞の B細胞活性化能力の評価 

TNP-KLHを足裏に免疫して 4日後のマウスから，膝窩部リンパ節を摘出し細胞懸濁液を調製し
た．前日に播種した FL-Y細胞もしく遺伝子改変 FL-Y 細胞（2×103 cells/mL)上で，調整したリ
ンパ節細胞（4×105 cells/mL）を培養した．この際 TNP-KLH（10 µg/mL）の刺激を加えた．培養
6 日目にフローサイトメトリーを用いて活性化 B細胞数を評価した．また、トランスウェルの下
層に，FL-Yおよび FL-YBC細胞から回収した培養上清を添加した．上層には，マウス脾臓細胞（2
×107 cells/mL)を添加し，3時間培養した．その後，下層に遊走した細胞をフローサイトメトリ
ー用いて評価した． 
 
(4) FDMCの分化誘導 

前日に播種しておいた FL-Y 細胞（1×104 cells/mL）上で，T 細胞を除去した脾臓細胞（1×
106 cells/mL）を培養した．培養７から 12日目にフローサイトメーターを用いて FDMC数を評価



した．また，FL-Y細胞上での FDMC分化誘導の際，SLAMF8 タンパク質は培養 0, 3, 6 日目に添加
した． 
 
 
４．研究成果 
(1) BAFF/CXCL13 高発現 FL-Y細胞の B細胞活性化能力の評価 
FDC は，活性化に伴い B細胞活性化因子（BAFF）や遊走因子（CXCL13）を産生することが知られ
ている．そのため，FDCの活性化状態により B細胞調節能力が異なると考えられる．本研究では，
活性化状態にある FDCを利用することが必要である．そこで，FL-Y 細胞に BAFF 発現ベクターと
CXCL13 発現ベクターを導入し，BAFF/CXC13 を恒常的に発現する FL-Y 細胞（FL-YBC）を樹立し
た．薬剤選択後の FL-YBC細胞における BAFF と CXCL13 タンパク質の発現をウエスタンブロット
により確認した．その結果，元の FL-Y 細胞と比較し FL-YBC 細胞では BAFF と CXCL13 が高発現
していた（図１Ａ）．次に，FL-YBC細胞のリンパ球に与える作用を解析するため，免疫したマウ
スより回収したリンパ節細胞を FL-YBC細胞上で 6日間共培養した．その後，培養細胞を回収し，
活性化 B細胞（GL7+Fas+ B細胞）数をフローサイトメトリーにより算出した．その結果，FL-YBC
細胞上で培養したリンパ球では，活性化 B細胞数が有意に増加していた（図１Ｂ）．さらに，FL-
YBC 細胞の産生する CXCL13 の B細胞遊走活性能力を評価するため，FL-YBC 細胞の培養上清を用
いてトランスウェルアッセイを行った．その結果，FL-YBC 細胞の培養上清用いた場合において，
B細胞の遊走活性が
向上していた（図１
Ｃ）．これらの結果
は，FL-YBC細胞が B
細胞に対し高い活
性化能力を持つと
ともに，B細胞の誘
因能力が高いこと
を示しており，生体
内に人工的なリン
パ組織を形成する
ために有用な細胞
株となる可能性が
ある． 
 
(2) FDCの発現する SLAMF8 の免疫系細胞に対する作用の解析 
FDCは細胞表面に発現する LTR刺激に伴い活性化することが知られている．先行研究において，
FDC の活性化状態について評価するため，FL-Y 細胞を抗 LTR 抗体で刺激し mRNA の発現変化を
マイクロアレイにより解析した．その
結果，Slamf8や Enpp2 を含む mRNAの
発現上昇が認められた（図２）．SLAMF8
は，これまでに免疫調節機能を持つこ
とが報告されている 9 種類からなる
SLAMF メンバーの一つである．FDC に
おける SLAMF8 の機能を明らかにする
ため，B細胞の生存促進因子であり，
FDCにおいて活性化に伴い発現するこ
とが知られている B cell activating 
factor (BAFF)を発現する FL-Y 細胞
（FL-YB）を親株として，レトロウイ
ルス遺伝子導入法を用いて恒常的に
SLAMF8 を高発現する FL-YB 細胞を作製した（BS8）（図３Ａ）．次に，TNP-KLH で免疫したマウス
より調整したリンパ節細胞を FL-YBS8細胞上で培養し，B細胞数および培養上清中の抗体量を評
価した．その結果，FL-Y細胞での SLAMF8 発現は B細胞の生存および増殖に大きな影響を与えな
かった（図３Ｂ）．また，抗体産
生量にも有意な差が見られな
かった（図３Ｃ）．これらの結果
は，FDCの発現する SLAMF8 は活
性化 B細胞に対して直接作用し
ないことを示す．これまでに，
FDC の新たな機能として B 細胞
活性化能をもつ単球系細胞
（FDMC）の分化誘導を報告して
いる．そこで，SLAMF8の FDMC 分
化に対する作用を解析するた

 

 

 



め， SLAMF8を高発現させた FL-Y細胞（FL-YS8）上で FDMC の分化誘導を行なった（図４Ａ）．
その結果，SLAMF8 の高発現により FDMCの分化促進および FDMCの最大数の増加が認められた（図
４Ｂ）．また，FL-YS8細胞上で分化誘導した FDMCにおいて，FL-Y細胞上で分化誘導した FDMC で
特徴的に発現が見られる CXCR4 や Plau mRNA の同レベルの発現が認められた（図４Ｃ,Ｄ）．これ
らの結果は，SLAMF8 が FDMC の分化促進を行う可能性を示唆する．SLAMF8 は，ホモフィリックな
相互作用により免疫系細胞の機能調節を行うことが報告されている。そこで，B 細胞活性化およ
び抗体産生を促進できる機能物質の開発を最終目的とし，外因性の SLAMF8 による FDMC の分化
促進効果について検討した．まず，SLAMF8 の細胞外領域，ヒト IgG1 定常部と His タグにより構
成される融合タンパク質（SLAMF8-Fc）を作製するための発現ベクターを構築した．構築した発
現ベクターを遺伝子導入し，Expi293発現系を用いて培養上清中に SLAMF8-Fc 融合タンパク質を
発現させた．その後，培養上清からニッケルカラムを用いて SLAMF8-Fcタンパク質を精製した．
次に，作製した SLAMF8-Fc 融合タンパク質を FL-Y細胞上で FDMCを分化誘導する際に添加した．
その結果，SLAMF8-Fc の添加により
FDMC 数の有意な増加が見られた（図
４Ｅ）．一方，SLAMF8の細胞外領域と
His タグの融合タンパク質（SLAMF8-
His）やヒト IgG1 定常部（Human IgG1）
では，FDMC 数の増加は見られなかっ
た．SLAMF8-Fc は二量体構造を形成す
るのに対し，SLAMF8-His は単量体構
造を持つ．そのため，SLAMF8-Fcによ
る FDMCの分化促進は，SLAMF8 の FDMC
への強い結合力もしくは SLAMF8 受容
体の多量体化によるものであり，
SLAMF8-Fc が FDMC 分化の促進に有用
であると考えられる． 
 
(3) FDCの発現する SLAMF5 の B細胞に対する作用の解析 
FL-Y細胞において活性化に伴い Slamf8 mRNAの発現が見られたため，他の SLAMF メンバーの発
現も検討した．その結果，FL-Y細胞において Slamf5 mRNAの発現増加も見られた．そこで，FDC
の発現する SLAMF5の機能を解析するため，SLAMF5
高発現 FL-Y 細胞を作製した．次に，SLAMF5 高発
現 FL-Y 細胞上で，免疫したマウスより調整した
マウスリンパ節細胞を免疫抗原と共に培養した．
その結果，抗体産生細胞の減少と分泌抗体量が減
少していた（図５Ａ）．一方，B細胞のみを FL-Y細
胞上で培養した結果，SLAMF5 高発現による抗体産
生への影響は見られなかった（図５Ｂ）．これらの
結果は，FDCの発現する SLAMF5 が B細胞と T細胞
と細胞間相互作用を阻害することで抗体産生を
抑制する可能性を示唆している． 
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