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研究成果の概要（和文）：自己免疫疾患やアレルギー疾患などの免疫難病の背景として抗原特異的抗体の産生異
常があり、これらの理解を深めるべく本研究では濾胞ヘルパーＴ(Tfh)細胞に着目した。Tfh細胞は二次リンパ組
織胚中心内でＢ細胞機能を調節し、抗原特異的抗体産生に寄与する。このTfh細胞に高発現するBob1転写共役因
子の機能について検討したところ、Tfh細胞の数的制御や免疫チェックポイント分子の発現を制御し、液性免疫
応答を調節している事実が明らかとなった。さらにBob1は免疫記憶型(メモリー)Tfh細胞の発生に関与してお
り、メモリーTfh細胞の制御機構に必要であることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：Abnormalities in the production of antigen-specific antibodies are the 
background of immune intractable diseases such as autoimmune and allergic diseases. To better 
understand these diseases, I focused on follicular helper T (Tfh) cells. Tfh cells regulate B cell 
function within secondary lymphoid tissue germinal centers and contribute to antigen-specific 
antibody production. In this study, I investigated the mechanism of Bob1, which is highly expressed 
in Tfh cells. It is revealed that Bob1 regulates the number of Tfh cells and the expression of 
immune checkpoint molecules, thereby modulating the humoral immune response. Furthermore, Bob1 is 
involved in the development of memory Tfh cells, suggesting that it is required for the regulatory 
mechanism of memory Tfh cells.

研究分野：免疫学

キーワード： Tfh細胞　Bob1　メモリーTfh細胞　免疫記憶　液性免疫
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研究成果の学術的意義や社会的意義
ヒトおよびマウスTfh細胞にBob1が高発現する事実はこれまで報告があったが、本研究にてBob1によるTfh細胞の
機能制御機構の詳細が初めて明らかになった。特に、Bob1がメモリーTfh細胞の数的制御を調節することから、
自己免疫疾患やアレルギー疾患など、これまでメモリーTfh細胞との関係が報告されていた疾患について、Tfh細
胞におけるBob1の多寡が診断マーカーや治療標的分子となり得る可能性を示した。

※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 

免疫システムは感染に対する必須の防御機構であり、細胞性免疫応答や液性免疫応答により

ウイルス、細菌、寄生虫など様々な病原体を特異的に排除する。このうち液性免疫応答では B細

胞が産生する抗原特異的抗体により病原体の補足、排除を行う。そのため、抗原特異的抗体産生

機構の破綻は感染症、アレルギー疾患や自己免疫疾患などの病態に深く関与しており、この制御

機構に対する研究が多角的に行われている。 

本研究課題では、抗原特異的抗体産生を司る濾胞ヘルパーT(follicular helper T, Tfh)細胞

に焦点を当てた。Tfh 細胞は CD4 陽性ヘルパー(CD4+)T 細胞サブセットのひとつであり、二次リ

ンパ組織内で B 細胞に作用して抗原特異的抗体の産生を制御する重要な細胞として近年同定さ

れた(Nurieva RI, et al. Science. 2009)。パンデミックとなった SARS-CoV2 感染患者では二

次リンパ組織中 Tfh 細胞が減少しており、B細胞調節に影響を及ぼしている可能性が示されてい

る(Kaneko N, et al. Cell. 2020)。また、組織から全身循環血中に移行した免疫記憶型(メモリ

ー)Tfh 細胞の数的差異やエフェクター機能異常は、アレルギー疾患や自己免疫疾患などの免疫

難病の発症や病態への関与が報告されている(Crotty S. Immunity. 2019)。このため Tfh 細胞

への注目は非常に高まっており、Tfh 細胞の機能制御機構を明らかにすることは、液性免疫応答

が病因となる疾病の理解に深くつながると考えた。 

 研究代表者は、この Tfh 細胞に高発現する B-cell Oct-binding protein-1(Bob1、遺伝子名

Pou2af1)転写共役因子に注目した(Yamashita K, et al. Eur J Immunol. 2016)。Bob1 は全身性

に発現する Oct1 転写因子とリンパ球に発現する Oct2 転写因子の共役因子であり、B細胞でのク

ラススイッチを調節する分子として同定された(Schubart DB, et al. Nature. 1996)。CD4+T 細

胞でもBob1が発現しIL-17産生を調節することが報告されているが(Ikegami I, et al. Biochem 

Biophys Res Commmun. 2019)、Tfh 細胞における Bob1 の機能は依然として不明なままであった。

その理由として、ナイーブ CD4+T 細胞から Tfh 細胞への多段階な分化様式が挙げられる。Tfh 細

胞はナイーブ CD4+T 細胞が抗原提示細胞により活性化され、未熟 Tfh 細胞となる。この未熟 Tfh

細胞は、同じ抗原を認識する B細胞と会合し、二次リンパ組織胚中心内で成熟 Tfh 細胞として B

細胞に作用し、抗原特異的抗体の産生を促す(Read KA, et al. Immunology. 2016)。そのため、

B細胞と Tfh 細胞の両細胞で Bob1 が欠損している全身性 Bob1 欠損マウスでは、Tfh 細胞の機能

を正確に解析できなかった。そこで本研究では、Bob1 の遺伝子領域を loxP 配列で挟み込む Bob1-

floxed マウスを CRISPR/Cas9 システムにより作出し、このマウスと CD4+T 細胞に Cre リコンビ

ナーゼが発現する CD4-CRE マウスとを交配することで、CRE/loxP システムにより CD4+T 細胞特

異的 Bob1 欠損(Bob-CD4KO)マウスを作出した。つまり、B細胞における Bob1 発現は正常なまま、

Bob1 欠損 Tfh 細胞の機能を一個体内で評価する実験系を世界に先駆けて構築した。 

  

２．研究の目的 

本研究の目的は液性免疫応答を司る Tfh 細胞での Bob1 の機能を明らかにすることである。Tfh

細胞に Bob1 が発現している事実は複数報告されているものの(Matsumiya H, et al. Immunol 

Lett. 2017, Vella LA, et al. J Clin Invest. 2019)、Tfh 細胞における Bob1 の機能制御機構

は未だ解明されていない。そこで、ナイーブ CD4+T 細胞から Tfh 細胞への分化や、B細胞制御機

能に対する Bob1 の関与を検討した。さらに、その制御機構が明らかとなっていないメモリーTfh

細胞における Bob1 の機能的意義も検討を進めた。 



３．研究の方法 

(1) FoxP3(DTR/GFP)CD4 特異的 Bob1 欠損マウスの作出 

 Tfh 細胞には FoxP3 陽性となる濾胞制御性 T(follicular regulatory T, Tfr)細胞の存在が報

告されている。Tfh 細胞と Tfr 細胞を区別して Bob1 の機能的意義を評価した報告はこれまでな

いため、FoxP3(GFP/DTR)レポーターマウスと Bob-CD4KO マウスを交配し、FoxP3(DTR/GFP)Bob-

CD4KO の作出を作出した。マウスの作出は得られた 4～6 週齢の産仔の体組織(尾または指)から

ゲノムを抽出し、PCR 法にて遺伝子改変様式を確認した。 

(2) Bob1 欠損 Tfh 細胞による B細胞制御の解析 

 Bob-CD4KO マウスまたは同腹子の Bob1-floxed マウス(Bob1 が CD4 細胞に発現する比較対照

群)に対して、NP-CGGを Complete Freund’s adjuvant(CFA)と混合したNP-CGG/CFAを投与した。

解析は、未免疫状態、外来抗原投与後 7 日目から 14 日目の初期免疫応答、外来抗原投与後 30-

50 日後の免疫記憶期、NP-CGG を PBS に懸濁した NP-CGG/PBS 投与後の再免疫応答について経時

的に行った。各免疫時相で血清を尾静脈採血により回収し、ELISA 法により IgM や IgG1 抗体価

を測定した。また、所属リンパ組織における抗体産生細胞を FACS Canto Ⅰフローサイトメータ

ーにて解析した。(1)で得られた FoxP3(DTR/GFP)Bob-CD4KO マウスについても同様のスケジュー

ルで外来抗原を投与し、Tfh 細胞(GFP-CD4+CXCR5+PD-1+)と Tfr 細胞(GFP+CD4+CXCR5+PD-1+)の数的

差異や機能的差異を検討した。 

(3) メモリーTfh 細胞の機能解析 

 CD45.1、CD45.2 コンジェニックマウスを用いた養子免疫モデルで、免疫応答後に長期生存す

るメモリーTfh 細胞の解析を行った。CD45.2-Bob-CD4KO マウスに卵白アルブミン(OVA)と CFA 混

合した OVA/CFA を投与し、30-50 日後の免疫記憶期における T細胞サブセットを FACS AriaⅡセ

ルソーターで単離精製し、コンジェニックマウスである CD45.1-TCR鎖欠損マウスに尾静脈注射

で養子免疫を行った。養子免疫 1日後に、OVA と Incomplete Freund’s adjuvant(IFA)を混合し

た OVA/IFA を投与した。その後、OVA/IFA 投与後 7 日目の CD45.2 陽性 T 細胞サブセットの再活

性化様式を FACS CantoⅠで解析した。 

 

４．研究成果 

(1) FoxP3(DTR/GFP)CD4 特異的 Bob1 欠損マウスの作出 

Bob1 は B2 細胞に高発現しており、全身性 Bob1 欠損マウスを用いた研究では、Tfh 細胞での

Bob1 の機能を解析するのは困難であったため、新たに Bob-CD4KO マウスを樹立した。さらに、

FoxP3(DTR/GFP)レポーターマウスと交配し作出された FoxP3(DTR/GFP) Bob-CD4KO マウスを樹立

した。このマウスにより、制御性 T(regulatory T, Treg)細胞や Tfr 細胞をホルマリン固定操作

せずに生細胞のまま分画することができるため、Tfh 細胞における Bob1 の機能をより明確に個

体レベルで解析可能となった。 

(2) Bob1 欠損 Tfh 細胞による B細胞制御の解析 

 NP-CGG/CFA を Bob-CD4KO マウスに投与すると、対照群の Bob1-floxed マウスに比べ NP特異的

IgG 抗体価の減少が一部の免疫時相で認められた。NP特異的 IgG1 抗体価の減少を認めた時相は

初回免疫後 42 日目の免疫記憶期と NP-CGG/PBS 投与後の再免疫応答で、未免疫状態ならびに初

期免疫応答では両群に差が認められなかった。NP 特異的 IgM 抗体価についてはどの免疫時相で

も差異が認められなかった。(1)で樹立した FoxP3(DTR/GFP)Bob-CD4KO 欠損マウスを用いて、同

様の時相を解析したところ、Tfh 細胞に発現する免疫チェックポイント分子発現の変化を認めた。

また、Tfh 細胞の数的差異は免疫記憶期-再免疫応答は対照群の FoxP3(GFP/DTR)Bob1-floxed マ



ウスと差はなかったものの、組織メモリーTfh 細胞の可能性が示唆されている PD-1loTfh 細胞

(GFP-CD4+CXCR5+PD-1lo)が免疫記憶期に FoxP3(DTR/GFP)Bob-CD4KO マウスで減少を認めた。末梢血

液中の循環メモリーTfh 細胞も、所属リンパ組織と同様に免疫記憶期の FoxP3(DTR/GFP)Bob-

CD4KO マウスで減少を認めた。 

(3) メモリーTfh 細胞の機能解析 

 FoxP3(DTR/GFP)Bob-CD4KO で減少を認めた、免疫記憶期の PD-1loTfh 細胞について、CD45.1-コ

ンジェニック TCR鎖欠損マウスへ養子免疫を実施し、CD45.2-PD-1loTfh 細胞の再活性化機構を

検討した。その結果、Bob1 欠損 CD45.2-PD-1loTfh 細胞は CD45.2-Tfh 細胞へ分化する頻度が低下

していた。 

 

 

(1,2,3)の研究成果から、Bob1 は Tfh 細胞のメモリー細胞化ならびに再活性化機構を調節し、

液性免疫応答を制御する可能性が示唆された(下図)。本研究成果に基づき、アレルギー疾患や自

己免疫疾患患者の Tfh 細胞における Bob1 発現と病態との関係を解析し、Tfh 細胞における Bob1

が新規診断標的分子または治療標的分子になり得るかなど、臨床への応用について検討したい。 
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A role of IL-9 signaling in Tfh cells to establish humoral immune responses.

IL-9 promotes skin inflammation via Pyy in imiquimod-induced psoriasis-like dermatitis

鼻炎合併喘息患者におけるダニ舌下免疫療法の濾胞ヘルパー及び濾胞制御性T細胞を中心とした解析

イミキモド誘発性乾癬様皮膚炎におけるIL-9の役割の検討
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