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研究成果の概要（和文）：免疫記憶形成維持の分子機構の解明は有効なワクチンの開発や感染防

御対策において極めて重要である。免疫応答の過程で、末梢リンパ組織内の胚中心において抗

原に高い親和性をもつ B 細胞が選択されて記憶 B 細胞に分化し、その後長期に維持されるが、

その過程の分子機構はほとんど分かっていない。本研究では、我々が確立した誘導性胚中心 B
細胞培養系を用いて、記憶B細胞の分化と維持に関わる因子の候補を同定することに成功した。 
 
研究成果の概要（英文）：Elucidation of molecular mechanisms for development and 
maintenance of memory B cells is important for development of efficient vaccination and 
protective immunity. During immune responses, B cells that bind antigens with a high 
affinity are selected in the germinal centers of peripheral lymphoid tissues, develop into 
memory B cells, and maintained for a long time, mechanisms for which have largely been 
unknown. In this study, we utilized the induced germinal center B (iGB) cell culture system, 
and identified candidates for the factors involved in the development and maintenance of 
memory B cells. 
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１．研究開始当初の背景 
(1)(1)(1)(1) T 細胞依存性免疫応答細胞依存性免疫応答細胞依存性免疫応答細胞依存性免疫応答におけるにおけるにおけるにおける B 細胞細胞細胞細胞

記憶形成記憶形成記憶形成記憶形成 
 抗原受容体 (BCR) により抗原を認識し

た B 細胞は、ヘルパーT (Th) 細胞から

CD40リガンド(CD40L) や IL-4 等を介して

活性化され増殖し、一部はプラズマ細胞へ

と分化し抗体を産生するが、別の一部は濾

胞ヘルパーT (Tfh) 細胞の産生する IL-21 に

よりさらに増殖し胚中心を形成する。胚中心

の B 細胞には免疫グロブリン (Ig) 遺伝子の

IgG へのクラススイッチと体細胞超突然変異 
(SHM) が起こり、BCR の抗原親和性が多様

化し、その中から高親和性の B 細胞が選択さ

れる。選択されたクローンは増殖して、記憶

B 細胞か長期生存プラズマ（LP）細胞へと分
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化する。記憶 B 細胞はリンパ節や脾臓で長

期に維持され、再び同じ抗原に遭遇すると

速やかに増殖・分化して高親和性抗体を産

生する。一方、LP 細胞は主に骨髄におい

て高親和性抗体を産生し続け、液性免疫記

憶を担う。このような TD 免疫応答の過程

はよく知られているが、その分子機構、特

に以下のことについてはほとんど分かっ

ていない。 
(2(2(2(2) ) ) ) 胚中心胚中心胚中心胚中心におけるにおけるにおけるにおける高親和性高親和性高親和性高親和性BBBB細胞細胞細胞細胞のののの選択選択選択選択    

 ほとんどの B 細胞が抗原特異的である

胚中心の中で、より親和性の高い B 細胞が

如何に選択されるのかは未だ不明である。

免疫抗原は抗体や補体との複合体の形で

濾胞樹状細胞（FDC）上の Fcγ受容体 (FcγR) 
や補体受容体 (CR) に結合して提示され

る。高親和性 B 細胞はこれに競合的に結合

することで優位に FDC から何らかの生存

シグナルを受ける、あるいは優位にその抗

原を提示し Th 細胞からヘルプを受けると

従来説明されている。しかし、胚中心反応

のある時点で選択されるべき高親和性 B
細胞の数は抗原複合体の数よりはるかに

少ないので、そのような競合が成立するか

疑問である。実際、FDC上の抗原抗体複合

体が著しく増加した FcRγ変異マウスにお

いて抗体の親和性成熟を含む TD 免疫応答

は正常であった  (Vora et al, J Immunol, 
1997)。一方、胚中心B細胞はFasを発現し、

Fas リガンド (FasL) によりアポトーシス

に陥ることが知られているが、Fas 変異マ

ウスでは高親和性 B 細胞の選択が障害さ

れ、Ig 遺伝子にランダムな変異が蓄積した

記憶 B 細胞が増加すると報告された

（Takahashi et al, Immunity, 2001）。また、B
細胞特異的 Fas欠損マウスでも胚中心 B 細

胞と記憶 B 細胞の著しい増加が見られた

（Hao et al, Immunity, 2008）。以上より、Fas
による B 細胞のアポトーシスが胚中心に

おける親和性選択の基盤にあり、高親和性

B 細胞は何らかの機構で Fasシグナル耐性

となると考えられる。それにしても、抗原

に対し相対的に高親和性である B 細胞を

どのように決定するかは依然不明である。 
(3) (3) (3) (3) 選択選択選択選択されたされたされたされた高親和性高親和性高親和性高親和性 B 細胞細胞細胞細胞のののの分化誘分化誘分化誘分化誘

導機構導機構導機構導機構      
 T 細胞分野では特徴的な細胞表面マーカ

ーで同定・分画できる Th1, Th2, Th17, Treg
といった各エフェクターサブセットを誘

導する in vitro 培養系が確立され、その分

化を決定するサイトカインや分化に必要

な転写因子が同定され、その分化制御機構

などの研究が盛んである。また、プラズマ

細胞は CD138 というマーカーと抗体産生

という機能から明確に定義することがで

き、Blimp1, Xbp1といった特有の転写因子

を含めてその分化機構の理解は進んでい

る。LP 細胞への分化には転写因子 Aiolos が

必要であることも報告されている（Cortes et 
al, J Exp Med, 2004）。それに対して記憶 B 細

胞の分化機構はほとんど分かっていない。従

来、記憶 B 細胞は「TD 免疫後長期に維持さ

れる抗原特異的 IgG 陽性 B 細胞」と定義さ

れ、ナイーブ B 細胞や胚中心 B 細胞と区別す

るための特徴的なマーカーがなかったこと

がその大きな原因の１つである。そのため記

憶 B 細胞の in vitro の分化誘導系の作成やそ

の分化の評価が困難であった。 
 胚中心では、BCRの抗原親和性により選択

された B 細胞が再び増殖過程に入り SHM を

受け、親和性選択が繰り返されると考えられ

ている。したがって、選択の後、再度増殖過

程に入るか、それとも記憶 B 細胞か LP 細胞

へと分化するかを決定する機構が存在する

と思われる。胚中心においては時間経過に沿

って多数の B 細胞の増殖・多様化・選択・分

化が非同期的に進行するので、マウス個体を

用いてこのような細胞分化の決定機構を解

析することは困難であり、この問題の解決に

はモデルとなる in vitro の実験系が不可欠で

ある。 
(4(4(4(4) ) ) ) 記憶記憶記憶記憶 B 細胞細胞細胞細胞のののの維持機構維持機構維持機構維持機構およびおよびおよびおよび応答様式応答様式応答様式応答様式    

 記憶T細胞の特性やその維持に必要なサイ

トカイン等についての研究はかなり進んで

いるが、記憶 B 細胞についてはほとんど分か

っていない。ヒト B 細胞のうち CD27陽性画

分を記憶B細胞として行われた研究はあるが、

ヒトでは細胞移入実験や記憶応答実験はで

きないので CD27が本当に記憶 B 細胞のマー

カーとして適切かどうかは疑問が残る。マウ

スでは免疫後に得られる記憶B細胞の数は数

千個にすぎず、その性状についてはアレイに

よる mRNA 発現解析や限られたフローサイ

トメトリーのデータしかなく、記憶 B 細胞の

維持や応答に必要なサイトカインや膜分子、

また、記憶 B 細胞の局在やニッチについても

ほとんど不明である。 

 
２．研究の目的 
 上述のような問題を解決するために私た

ちは、胚中心様 B 細胞の著しい増殖、高率の

クラススイッチ、抗原特異的 B 細胞の選択、

記憶 B 細胞あるいは LP 細胞への条件的分化

誘導が可能な in vitro の実験系、誘導性胚中心

B (induced germinal center B: iGB) 細胞培養系

を確立した。本研究ではこの系とマウスを用

いた in vivo の実験を組み合わせて、1) 胚中

心において高親和性B細胞が選択される機構、

2) 記憶 B 細胞への分化を決定するシグナル

と分化を誘導する転写因子、3) 記憶 B 細胞

の維持と応答に必要なシグナルを解明する

ことを目標とした。 

 本研究の最大の特色は、in vivo では見えな

い胚中心で起こる B 細胞の増殖・選択・分化



を再現する新たな in vitro 実験系を確立し

たことである。従来の B 細胞培養法では生

細胞数はせいぜい 10 倍程度にしか増えず

数日で死滅する。後述するように、iGB 細

胞培養系では IgG1陽性 B 細胞が 10000倍
以上にも増殖し、条件により記憶 B 細胞あ

るいは LP 細胞への分化が誘導される。こ

れはかつてない画期的な実験系であると

いえる。しかも、脾臓や末梢血の B 細胞を

特定のフィーダー細胞株とサイトカイン

のみで培養するという単純な系なので、再

現性が高く、多くの研究者が容易に利用で

きる。また、iGB 細胞をマウスに移入した

後に 105
個以上の記憶 B 細胞が得られるの

で、記憶 B 細胞の特性や反応機構の研究が

飛躍的に進展すると期待される。 
 本研究は胚中心における高親和性 B 細

胞の選択、記憶 B 細胞分化・維持・応答の

制御機構の解明をめざすもので、その成果

はより確実で強力で長く維持される新た

なワクチンの開発に貢献するものと期待

される。また、胚中心由来の自己抗体が原

因である自己免疫病の治療法の開発にも

本研究の成果とこの iGB 細胞培養系が大

いに役立つと思われる。さらにこの研究を

もとに、免疫を経ずに高親和性抗体を産生

する in vitro システムの開発をめざしてい

る。 
 
３．研究の方法 
(1)(1)(1)(1)    胚中心様胚中心様胚中心様胚中心様 B 細胞培養系細胞培養系細胞培養系細胞培養系    

 私たちは CD40L と BAFF を発現する

Balb/c 3T3細胞 (40LB) を作製し、その上

で B 細胞を著しく増殖させることができ

る iGB 細胞培養系を確立した。脾臓ナイー

ブ B 細胞を 40LB上で IL-4 を添加して培養

すると４日間で生細胞数が約 100倍となり、

その全てが胚中心 B 細胞の表現型 (GL7+, 
Fas+, PNAbinding) を有し、IgG1（~60%）か

IgE（~30%）を発現する（１次培養）。この

細胞をマウスに移入するとその数%が記憶

B 細胞の表現型をもつ induced memory B 
(iMB) 細胞として末梢リンパ組織に長期

維持される。次に IL-4 に代えて IL-21 を添

加して培養すると IGB 細胞は４-6 日間で

さらに 100-1000倍に増殖し、IgG1 陽性細

胞が優位となる（２次培養）。この細胞は

胚中心 B 細胞マーカーを維持しているが、

約半数は CD138 陽性で抗体を産生してい

る。２次培養後の CD138陰性の細胞をマウ

スに移入すると iMB 細胞とはならず、LP
細胞となり骨髄に長期維持される。さらに、

２次培養後の細胞をサイトカイン無添加

で 40LB上で２日間培養すると（３次培養）

増殖率は低下するが iMB 細胞への分化能

を回復する。以上より、この iGB 細胞培養

系は胚中心における B 細胞の増殖と分化

をよく再現するかつてない in vitro 実験系と

言える。この系を基本として以下の実験を行

う。 
(2) (2) (2) (2) 胚中心胚中心胚中心胚中心におけるにおけるにおけるにおける高親和性高親和性高親和性高親和性 B 細胞細胞細胞細胞のののの選択選択選択選択

機構機構機構機構のののの解明解明解明解明    

 TD 免疫応答で産生される抗体の抗原親和

性は時間とともに上昇する。よってその時々

で選択される B 細胞の BCR の親和性は相対

的であるはずで、そのための基準が必要であ

る。その基準は時間とともに変化するはずで、

それは抗体以外にないと思われる。上述のよ

うに Fasによる B 細胞淘汰が親和性選択の基

盤にあるとすると、ある時点で存在する抗体

より親和性の高い BCR を有する B 細胞だけ

が Fasシグナル耐性となり選択されるという

機構が考えられる。これを証明するために以

下のモデル系を作製した。まず FasL を発現

する 40LB (40LB-FL)を作製し、これにモデル

抗 原 で あ る nitrophenyl (NP)と chicken 
γ-globulin (CGG)の共役物 (NP-CGG) を提示

させるために、ニワトリ高親和性 FcY(γ) 受
容体 (FcYR) を導入した (40LB-FL-FcYR)。
抗 NP抗体 B1-8の VH ノックイン(KI)マウス 
(B1-8H) のB細胞を培養して得た２次 IGB細

胞を、NP-CGGを結合させた 40LB-FL-FcYR
上で IL-21 を添加して培養すると、VHB1-8と

の組み合わせで NPに結合するλ+ B 細胞だけ

が生存し、κ B 細胞は死滅した（NP選択系と

呼ぶ）。よって、抗原に結合した B 細胞はす

べて Fasシグナル耐性となり生存するという

基本システムができた。 
 また、40LB-FL-FcYRの代わりに 40LB-FL
を用いると、NP-CGG存在下でも VHB1-8H/λ+ 

B 細胞は生存しなかったことから、細胞膜に

固定されない抗原に結合する B 細胞は Fasシ
グナル耐性とならないことも分かった。この

NP選択系を用いて以下の実験を行う。 
①精製した B1-8H/λ+ B 細胞を用いた NP選択

系にいずれも同じ IgG1 クラスの B1-8 抗体、

B1-8より NP親和性の高い (C6)、あるいは低

いモノクローナル抗体を添加する。上述のよ

うに、同時に存在する抗体より抗原親和性の

高い BCR をもつ B 細胞だけが選択されると

すると、前２者の場合、B 細胞は Fasシグナ

ル感受性となり死滅するはずである。 
② ①でB1-8およびC6添加によりB1-8H/λ+ 

B 細胞が死滅した場合、これらの抗体が B 細

胞上のFcγRIIB を介してBCRシグナルを抑制

した可能性を検証するために、1) の実験に

FcγRIIB をブロックする抗体 (2.4G2)を入れ、

B 細胞死が抑制されるかどうかを調べる。 
③蛋白抗原として膜型鶏卵白リゾチーム 
(mHEL) を 細 胞 表 面 に 発 現 す る

40LB-FL-mHEL 細胞を用いて、HEL 特異的

BCR KI マウス (Hy10: 入手済) を選択する

系を作製し、上記 1) 2) と同様の実験を行う。 
(3)(3)(3)(3)記憶記憶記憶記憶 BBBB 細胞細胞細胞細胞へのへのへのへの分化分化分化分化をををを決定決定決定決定するするするするシグナルシグナルシグナルシグナル



とととと分化分化分化分化をををを誘導誘導誘導誘導するするするする転写因子転写因子転写因子転写因子のののの同定同定同定同定 
①①①①新新新新たなたなたなたな記憶記憶記憶記憶 BBBB 細胞細胞細胞細胞マーカーマーカーマーカーマーカーgp49gp49gp49gp49 のののの発見発見発見発見    

(1)で述べたように、１次および３次培養

後の iGB細胞をマウスに移入すると IgG1+, 
CD38hi, Fas+, GL7-, B7.1+ 

といった記憶 B 細

胞の表現型をもつ iMB 細胞に分化するが、

骨髄の LP 細胞にはほとんど分化しない。

B1-8H/λ+ B 細胞由来の１次/３次 iGB 細胞

をマウスに移入して得られた iMB 細胞を、

CGGで感作された CD4+ T 細胞とともに別

のマウスに移入し、そのマウスを可溶性

NP-CGGで免疫すると速やかに抗 NP-IgG1
抗体が産生された。よって、iMB 細胞は機

能的にも記憶 B 細胞と言える。一方、２次

培養後の CD138- 
細胞をマウスに移入する

と iMB 細胞はほとんど検出されないが、骨

髄には多くの LP細胞がELISPOT法にて検

出された。 
 私たちは公開データから記憶 B 細胞に

特異的に発現する遺伝子を探索し、膜蛋白

gp49が B 細胞系列では記憶 B 細胞に特異

的に発現することを見出した。gp49は相同

性の高い A, B２本の鎖からなる Ig 様受容

体でマスト細胞や NK 細胞等に発現するこ

とが知られているが、そのリガンドや機能

は不明である。そして、１次培養および３

次培養後の iGB 細胞にのみ gp49陽性の細

胞集団が現れること、さらに、iMB 細胞も

生理的記憶 B 細胞と同様に gp49陽性であ

ることを明らかにした。したがって記憶 B
細胞への分化能と gp49 の発現が強く相関

することが分かった。よって、２次培養 iGB
細胞における gp49 の発現誘導を指標とす

ることで、記憶 B 細胞分化の決定シグナル

および細胞内分化誘導因子の探索が可能

となった。 
②②②②記憶記憶記憶記憶BBBB細胞細胞細胞細胞へのへのへのへの分化分化分化分化をををを決定決定決定決定するするするするシグナルシグナルシグナルシグナル

のののの解明解明解明解明    

 記憶 B 細胞への分化を決定する膜受容

体の同定：(2)の NP選択系では iGB 細胞が

抗原に結合して生存しても gp49 の発現は

起こらなかった。よって、BCRシグナルが

記憶 B 細胞への分化を直接決定するので

はなく、何か別のシグナルがそれを決定す

ると思われる。IL-21 が記憶 B 細胞分化を

抑制しているとすると、胚中心 B 細胞が記

憶 B 細胞に分化するには IL-21R シグナル

を抑制する細胞内シグナルが必要で、その

シグナルを発する何らかの膜受容体が新

たに発現すると思われる。私達は独自の網

羅的発現解析や公開データを基に、胚中心

B 細胞に特異的に発現する複数の膜受容体

を同定した。その中から２次 iGB 細胞に発

現しているものについてはそのリガンド

を２次培養に添加し、発現のないものにつ

いてはレトロウィルスにより受容体遺伝

子を導入した上でリガンドを添加し、その

結果、２次 iGB 細胞に gp49の発現を誘導す

る受容体を決定する。また、この gp49 を発

現した細胞をマウスに移入し、iMB 細胞とな

ることを確かめる。さらに同定した受容体を

リガンドで刺激すると２次 iGB 細胞が IL-21
に無反応となるかどうかを細胞増殖によっ

て調べる。最後に、決定した受容体の Fc 融

合蛋白を作製して、これを免疫マウスに投与

して、記憶 B 細胞の形成が阻害されるかどう

か調べる。 
③③③③記憶記憶記憶記憶BBBB細胞細胞細胞細胞へのへのへのへの分化分化分化分化をををを誘導誘導誘導誘導するするするする転写因子転写因子転写因子転写因子のののの

同定同定同定同定    

 網羅的発現解析により、２次 iGB 細胞には

発現せず、gp49陽性の３次 iGB 細胞に発現す

る遺伝子をすでに同定した。そのうち、転写

に関わる因子を選んでレトロウィルスベク

ターにより２次 iGB 細胞に導入し、まず gp49
陽性化を指標として、次にマウスに移入後の

iMB 細胞形成を指標として記憶B細胞分化誘

導因子を決定する。決定した転写因子につい

ては siRNA によりその発現を消失させると、

３次培養における gp49発現誘導や in vivo で

の iMB 細胞形成が抑制されることを確かめ

る。また(3)で決定した受容体を刺激すると

この転写因子の発現が上昇するかどうかを

調べる。これらの結果を基に、この転写因子

の、胚中心以降の B 細胞に条件的な遺伝子欠

損マウスを IgG1-Cre マウスを用いて作製す

る。 
((((4444))))    記憶記憶記憶記憶BBBB細胞細胞細胞細胞のののの維維維維持持持持とととと応答応答応答応答にににに必要必要必要必要ななななシグナシグナシグナシグナ

ルルルルのののの解明解明解明解明    

①①①①    gp49 のののの役割役割役割役割    

 gp49Aと gp49Bの細胞内ドメインはそれぞ

れ細胞の活性化とその抑制の機能を持つが

（Lee et al, J Immunol. 2000; Rojo et al, J 
Immunol. 1997）、両者の細胞外ドメインは相

同性が高く現状では抗体で見分けられず、ま

たリガンドも不明なので、その生理機能はよ

く分かっていない。gp49B欠損マウスではマ

スト細胞、好中球、樹状細胞等の活性化が亢

進し炎症が促進されるが、獲得免疫系の異常

は報告されていない。gp49A欠損マウスの報

告はまだない。記憶 B 細胞に発現する gp49
の役割を理解するために、まず、gp49B欠損

マウス（Kasai et al, E.J.I. 2008：入手済）の B
細胞を B 細胞欠損マウスに移入して、同様に

TD 免疫後の記憶応答を調べる。 
②②②②    3 次次次次 iGB 細胞細胞細胞細胞にににに選択的選択的選択的選択的にににに発現発現発現発現するそのするそのするそのするその他他他他

のののの膜受容体膜受容体膜受容体膜受容体のののの機能解析機能解析機能解析機能解析    

 (3)-③で述べた３次 iGB細胞に選択的に発

現する遺伝子の中から膜受容体をコードす

るものを選択し、記憶 B 細胞や iMB 細胞に

おけるそれらの発現を調べる。抗体のないも

のについては、それらのリガンドの Fc 融合

蛋白をすでに作製する。発現している受容体

についてはその遺伝子の変異マウスを入手

し、免疫後の記憶 B 細胞の維持と再免疫に対



する応答を調べる。 
 

４．研究成果 
(1)(1)(1)(1)胚中心胚中心胚中心胚中心におけるにおけるにおけるにおける高親和性高親和性高親和性高親和性 B 細胞細胞細胞細胞のののの選択選択選択選択

機構機構機構機構のののの解明解明解明解明 
 ある時点で胚中心に存在する抗体より

親和性の高い BCR を有する B 細胞だけが

Fas シグナル耐性となり選択されるという

仮説を証明するために、FasLを発現し、モ

デル抗原 NP-CGG を提示する 40LB 細胞

（40LB-FL-FcYR）を作製した。その上で

NP 特異的ノックインマウス由来の iGB 細

胞が選択・濃縮される系を確立した。この

系に、B1-8と同じ親和性を有する抗 NP抗

体を加えて培養したが、iGB-21の選択・濃

縮に影響しなかった。 
 また、40LB-FL-mHEL細胞をフィーダー

として、Hy10マウス由来のHEL特異的 iGB
細胞を選択する系も作成した。この系にお

いて HEL 特異的抗体を加えて培養したが、

Hy10-iGB 細胞の選択的濃縮に影響はなか

った。以上より、胚中心 B 細胞の親和性選

択に抗原特異的抗体との競合が関与して

いることを示すデータは得られなかった。 
(2)(2)(2)(2)記憶記憶記憶記憶 B 細胞細胞細胞細胞のののの維持維持維持維持とととと応答応答応答応答にににに必要必要必要必要ななななシグシグシグシグ

ナルナルナルナルのののの解明解明解明解明 
 抗体染色により gp49が iMB 細胞や生理

的記憶 B 細胞、および marginal zone B細胞

に発現することを確認した。gp49B欠損マ

ウスの解析から、記憶 B 細胞には主に

gp49B が発現することが明らかになった。

gp49B欠損マウスの免疫応答を解析したと

ころ、1 次免疫後の IgM 抗体産生、また 2
次免疫後の IgG 抗体産生が亢進していた。

以上より、marginal zone B細胞と記憶 B 細

胞の抗体産生応答が gp49B を介して制御

されていると考えられた。また、T 非依存

性抗原に対する抗体産生も亢進していた。

よって、gp49Bはリガンドとの相互作用に

よってmarginal zone B細胞と記憶B細胞の

抗体産生細胞への分化を負に制御してい

ることが明らかとなった。 
(3)記憶記憶記憶記憶 B 細胞細胞細胞細胞へのへのへのへの分化分化分化分化をををを誘導誘導誘導誘導するするするする因子因子因子因子のののの

同定同定同定同定 
 iGB-21細胞と比較して iGB-4・iGB-m細

胞に高く発現する遺伝子の中から、さらに

iMB 細胞にも高く発現するものを記憶B細

胞分化誘導因子の候補として複数同定し

た。それらから膜受容体と転写因子に絞り、

機能を解析している。それらをレトロウィ

ルスベクターにより iGB-4細胞に過剰発現

させたところ、その後の CD138+プラズマ

系細胞の増加を抑制し、gp49Bの発現を増

強する遺伝子を見出した。また、その中に

は過剰発現により in vivo での iMB 細胞形

成を促進する遺伝子が存在した。現在、そ

れらのノックアウトマウスにおける記憶 B

細胞形成について解析中である。 
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