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研究成果の概要（和文）：従来FDCはその抗原を細胞表面に長期間保持することによってB細胞へ抗原を提示し、胚中心
形成を促すと考えられてきた。我々はFDC特異的マーカーであるFDC-M2を用いてマウスのリンパ組織からFDCを単離する
方法を確立したが、単離FDCを用いた解析からFDCが抗原を保持するのみならず、Fca/mRを介して抗原を細胞内に取り込
むことを見いだした。一方、抗原の細胞内取り込みに伴ってFDC細胞表面上においては抗原量の減少が認められた。よ
ってFca/mRはFDCによる抗原の細胞内取り込みを介してFDC細胞表面上の抗原量を調節し、B細胞の活性化、ひいては胚
中心形成を制御していることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：Follicular dendritic cells (FDCs) capture and retain antigen for long period to ac
tivate cognate B cells, leading to germinal center formation. We established a novel method for FDCs isola
tion from lymphoid organs of naive mice. Surprisingly, analysis with this method showed that FDCs internal
ized capturing antigen via Fca/mR. Aa a result of this internalization, antigen amount on FDCs cells surfa
ce was decreased. These results suggested that Fca/mR regulates antigen amount on FDCs cell surface, leadi
ng to the regulation of B cells activation and germinal center formation.
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１．研究開始当初の背景 

(1) リンパ組織に到達した抗原は濾胞内に

存 在 す る 濾 胞 樹 状 細 胞 (Follicular 

dendritic cells, FDC)上に集積する。FDC

は抗原を提示するのみならず、サイトカイ

ン・ケモカイン産生や膜分子からの共刺激

を行う結果、抗原特異的 B細胞の増殖を惹

起して胚中心を形成する。胚中心は B細胞

の抗原親和性成熟や記憶B細胞の樹立にも

重要であることから FDC は抗体産生応答

を制御するキープレイヤーであるといえる

(Vinuesa et al., Immunol. Rev. 2010)。  

(2) 免疫細胞は抗体の Fc 部分に対する受

容体である Fc 受容体を発現しているが、

Fc受容体は抗体との結合の結果、免疫細胞

を活性化して免疫応答を惹起する一方で

FcRIIb のように免疫細胞の活性化を調節

する分子も存在することが明らかにされて

きた(Nimmerjahn et al., Immunol. Rev. 2010)。

IgM は自然抗体の大部分を占め、また抗原

に対して最初に産生される抗体でもあるた

め初期段階から免疫応答に関与する抗体で

あ る こ と が 知 ら れ て い る (Binder et 

al.,Springer Semin Immunol. 2005)。我々のグル

ープは世界に先駆けて IgMに対する Fc受

容体、Fc/R(CD351)を同定して解析を行

ってきた。樹立したFc/R特異抗体(Cho et 

al. Biochem. Biophys. Res. Commun. 2006)を用

いた免疫組織染色によって Fc/R が胚中

心を形成する FDC上に発現し(Honda et al., 

Proc. Natl. Acad. Sci. USA 2009)、特に胚中心

形成が強く認められるパイエル板 FDC に

Fc/R が高発現していることを見いだし

た。また、 我々が作製した Fc/R欠損マ

ウスでは投与された T細胞非依存性(TI)抗

原の FDCによる捕捉が亢進し、TI抗原に

対しては通常形成されないとされる胚中心

形成が認められ、抗体産生応答が増強して

いた。すなわち Fc/Rは FDCの抗原捕捉

を調節し、胚中心形成を抑制していること

が示されている(Honda et al., Proc. Natl. Acad. 

Sci. USA 2009)。 

 

２．研究の目的 

我々は上記の知見から胚中心形成に関わる

FDCに Fc/Rが高発現し、抗原捕捉を始

めとした FDC の活性化を調節していると

いう仮説を立てた。本研究は FDC 単離法

を確立し、この仮説を検証することを目的

とした。 

 

３．研究の方法 

(1) 新しい FDC単離法の確立 

FDC に関する詳細な解析を行うためには

細胞単離が必須であるが、これまでに報告

されている単離方法は放射線照射や抗原投

与が必要である点で定常状態の FDC の機

能を評価できない点に問題があった。そこ

で、我々は FDC をナイーブマウスから単

離する新たな手法の確立を目指した 

(2) Fc/R発現変化の定量的解析 

ハプテン化抗原とアジュバントを用いてマ

ウスを免疫後、経時的に脾臓を採取して

FDC を単離し、Fc/R 遺伝子発現量につ

いて定量的 RT-PCR法を用いて検討した。 

(3) FDCにおける抗原局在の検討 

蛍光標識された抗原をマウスに投与後FDC

を単離した。抗原由来の蛍光を指標に FDC

における抗原の局在を共焦点顕微鏡を用い

て検討した。 

(4) FDCによる抗原捕捉の検討 

ハプテン化抗原を野生型マウスおよび

Fc/R欠損マウスに投与後 FDCを単離し、

細胞膜透過処理の後に抗ハプテン抗体を用



いて染色を行ってフローサイトメトリー法

を用いて解析した。細胞膜透過処理の有無

により細胞表面上、および細胞内の抗原量

について定量を行った。 

 

４．研究成果 

(1) 新しい FDC単離法の確立 

メ ス に て 細 切 し た マ ウ ス 脾 臓 を

collagenase と DNase の酵素カクテルに

て処理して間質系細胞を含む細胞懸濁液を

調整し、血球細胞マーカーである CD45お

よび FDC特異的マーカーである FDC-M2

による染色を行った。フローサイトメータ

ーを用いた解析により、血球系マーカー

CD45 陰性分画中に FDC マーカー

FDC-M2 陽性の細胞分画を見いだすこと

に成功した。この細胞分画は CD21/35 や

FDC-M1、ICAM-1 といった FDC に特徴

的な分子を発現し、培養後は樹状突起を伸

ばした三次元の網目状の構造を形成した。

さらに、この細胞分画は BAFFの産生を介

して B細胞の増殖を促進させた。蛍光標識

抗原をマウスに投与し、FDCに捕捉された

抗原の動態を解析したところ、抗原投与 24

時間後の脾臓において抗原は FDC に特異

的に集積していたが(図 A)、フローサイト

―メトリー法による解析においても抗原由

来の蛍光は単離 FDC においてのみ認めら

れた(図 B)。 

 

上記の様に FDCの単離法を確立し、フロ

ーサイトメトリー法や定量的 RT-PCR 法な

どを用いた詳細で定量的な解析への基盤を

得ることに成功した。 

(2) Fc/R発現変化の定量的解析 

抗原免疫後のマウス脾臓から FDC を単離

し、定量的 RT-PCR 法を用いて Fc/R の

発現量を経時的に検討したところ、免疫 2

週後においてその発現量が免疫前の状態か

ら約 2 倍に亢進していることが明らかとな

った。これまでの免疫組織染色法を用いた

解析においても脾臓 FDCにおける Fc/R

の発現は胚中心形成時に増強していること

が示唆されており、この結果に矛盾しない

と考えられた。一方、FDC特異的マーカー

として知られる FDC-M1(MFG-E8)遺伝子

については免疫前後においてその発現変化

は認められなかった。 

(3) FDCにおける抗原局在の検討 

蛍光標識された抗原をマウスに投与後FDC

を単離して共焦点顕微鏡を用いて観察を行

ったところ、抗原由来の蛍光は驚くべきこ

とに細胞表面のみならず、細胞内にも認め

られた。すなわち、FDCが抗原を捕捉する

のみならず、その一部を細胞内に取り込む

という、これまで未知であった新機構を見

い出すことに成功した。 

 



(4) FDCにおける抗原捕捉の検討 

ハプテン化抗原を投与した野生型マウスか

ら単離した FDC を細胞膜透過処理の前後

で抗ハプテン抗体を用いて染色を行い、フ

ローサイトメトリー法で解析したところ、

蛍光は細胞膜透過処理前のみならず、処理

後においても検出された。すなわち FDC細

胞表面のみならず、細胞内にも存在してい

るハプテン化抗原がフローサイトメトリー

法で検出可能だった。同様の解析を野生型

マウスおよび Fc/R 欠損マウスにハプテ

ン化抗原を投与し、上記の解析を行ったと

ころ、細胞膜透過処理前の Fc/R 欠損

FDC 上の蛍光強度は野生型 FDC と比較し

て減少し、一方で細胞膜透過処理後の

Fc/R 欠損 FDC 内の蛍光強度は野生型

FDCと比較して増加していた。よって野生

型マウスにおいては FDC に捕捉された抗

原の一部が Fc/R によって細胞内に取り

込まれる結果、細胞表面上の抗原量が減少

していると考えられた。この結果は Fc/R

が FDC による抗原の細胞内取り込みに関

与し、B細胞へ提示される FDC細胞表面上

の抗原量を制御していることを示している。 
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