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研究成果の概要（和文）：

Rap1 シグナルの B 細胞の胚中心における役割を解析するために、正常型と Mst1 マウス・
RAPL 欠損マウスの一次抗体応答と二次抗体応答を解析した結果、二次抗体応答が上昇して
いた。正常型 T細胞と正常、LFA-1 欠損 B 細胞を RAG2 欠損マウスに移入して免疫し B細胞
の胚中心、記憶 B 細胞の形成能を検討したが変化がなかっため、Mst1 と RAPL における 2
次抗体応答の上昇は LFA-1 の機能とは独立した事象である可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：
We found that secondary antibody responses were enhanced in Rap1-effector RAPL and
Mst1-/- mice. The fact that LFA-1-/- B cells showed normal germinal center and memory
B cell generation suggests LFA-independent regulation of B cell response in enhanced
antibody production of RAPL and Mst1-/- mice.
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１．研究開始当初の背景

胚中心は抗原に対して高親和性の抗体を分
泌する B細胞を選択する重要な免疫装置であ
る。胚中心（GC）における B 細胞の選択には
胚中心 B細胞と FDC や濾胞 T細胞との相互作
用が必須であり、胚中心 B細胞の特有の動態
がそれらの相互作用に重要であると示唆さ
れている。しかしながら GC B 細胞の動態が
どのように高親和性の B細胞の選択過程、効
率に関与するのかは未知であり、GC における
親和性成熟の過程を明らかにする上で非常
に重要である。興味深いことに胸腺の髄質に
おける自己反応性の未熟 T細胞も髄質内の高

速移動と胸腺上皮や樹状細胞と短い接着を
繰り返すことが知られている。リンパ球の選
択に特化された免疫器官においては、恒常的
リンパ球の動態と接着とは異なる特殊な動
態のプログラムが働いている可能性があり、
GCのB細胞の動態を追求することによりこれ
らの点を明らかにできる可能性がある
本研究室は低分子量 G 蛋白質 Rap1 そしてそ
の下流のエフェクター分子である RAPL や
Mst1 kinase (Mst1)が抗原やケモカインの刺
激によるリンパ球のインテグリン活性化の
過程を調節する鍵となる分子であることを
突き止めた。RAPLやMst1の欠損マウスでは、
T 細胞や B 細胞の HEV への接着低下によるホ
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ーミング異常によるリンパ節の低形成、T 細
胞や B細胞のリンパ節内の移動の低下、脾臓
の辺縁帯 B細胞の減少が観察され、Rap1 シグ
ナル経路がリンパ球の動態を調節している
ことを示した。また RAPL, Mst1 シグナルは
リンパ球の増殖にも関連していることが明
らかになりつつある。

２．研究の目的

本研究では細胞の動態を制御する Rap1 を介
したシグナルが胚中心 B細胞の細胞接着・移
動をどのように調節しているのか、また、い
かに Rap1 シグナルが高親和性 B 細胞選択過
程に寄与するのかを以下の点に注目しなが
ら明らかにする。

(1) Rap1、RAPL, Mst1 を欠損(KO)させたマウ
ス(KO)における GC の形成・抗体産生を測定
することにより、抗体産生応答における Rap1
のシグナル経路の寄与を明らかにする。

(2) B 細胞や FDC, T 細胞を可視化して、2光
子顕微鏡による生体イメージングにより胚
中心内の GC B 細胞の形態、動態の解析を行
う。Rap1、RAPL, Mst1 を欠損させたマウス由
来の B細胞の形態・動態を追跡することによ
り、Rap1 依存的な GC B 細胞の形態・動態の
過程を明らかにする。

３．研究の方法

(1) 抗体産生応答に対する Rap1 シグナルの
関与を明らかにするために、Rap1、RAPL, Mst1
を欠損したマウスに免疫して誘導される GC
の形成、抗体産生の詳細な解析を以下にして
行った。RAPLKO, Mst1KO マウスに
(4-hydroxy-3-nitrophenyl)acetyl（NP)に対
する抗体産生応答を解析した。NP に対する抗
体応答は優勢に選択される BCRの組み合わせ
（重鎖が V186.2, 軽鎖が λ1)や, 優位なク
ラススイッチ(IgG1 優性), 選択される体細
胞突然変異によるアミノ酸置換（重鎖 33 番
目 Trp が Leuなど）が明らかになっており、
抗原による B細胞の活性化、選択、分化を追
跡する上で有用である。そこで Alum をアジ
ュバントとして NP 標識 CGG (Chicken Gamma
Globulin) を免疫し、責任リンパ器官におけ
る GC の形成、NIP 抗原特異的な血中抗体価の
キネティックスを測定した。

(2) B 細胞の LFA-1 は、B細胞と FDC との接
着や濾胞内・GC における B細胞の移動に重要
であると予測される。リンパ球の RAG 欠損マ
ウスに αLインテグリン(αL)を発現する正

常型の B細胞と欠損マウス由来の B細胞を正
常型の T 細胞とともに移入した。正常型の B
細胞は CD45.1 アロ抗原により区別した。こ
の移入マウスに NP-CGG で免疫し、胚中心 B
細胞の割合を比較した。

(3)in vivoイメージングするためのレンチウ
イルス法の確立するために、骨髄幹細胞を単
離して、αL インテグリンを挿入したレンチ
ウイルスベクターにより作成したレンチウ
イルスを感染させ、目的の遺伝子を導入した。
この骨髄幹細胞を用いて、ガンマ線照射した
マウスを免疫再構築した。また、B細胞の活
性化を可視化するために c-Rel と NFAT が B
細胞の活性化依存的に核移行が誘導される
ことを利用し、NFAT-GFP と cRel-GFP の発現
ベクターを作製した。

４．研究成果
Rap1シグナルのB細胞の胚中心における役割
を解析するために、正常型と Mst1・RAPL 欠
損マウスの alum をアジュバントとして
NP-CGG で免疫し、それに対する一次抗体応答
を解析したが優位な差は見られなかった。し
かし、Mst1 欠損マウスでは胚中心細胞の割合
が正常型に比べて低下していたため(図 1)、
これらの欠損マウス（特に Mst1 欠損マウス）
において胚中心や記憶 B細胞の形成等に影響
があると考え、2 次免疫応答を測定したとこ
ろ、逆に上昇していた(図２)。

図 1 Mst1, RAPL 欠損マウスにおける胚中心 B
細胞の形成。緑が B220(B 細胞マーカー)赤が
胚中心 B 細胞に発現する GL7、青がヘルパーT
細胞のマーカーである CD4 である。

この変化がB細胞に発現するLFA-１を介する
かを検討するために、正常型 T 細胞と正常、
LFA-1欠損B細胞をRAG2欠損マウスに移入し
て NP-CGG で免疫し B 細胞の胚中心、記憶 B
細胞の形成能を正常型と LFA-1欠損と比較し
た。すると正常型と LFA-1 欠損型で変わらな
かった（図３）。



図 2 Mst1 または RAPL 欠損マウスにおける１
次、２次抗体産生応答。(赤)により二次抗体
応答が増強される。矢印が 2 回目の免疫の時
点を表す。

したがって、Mst1 と RAPL における 2 次抗体
応答の上昇は LFA-1 の機能とは独立した事象
である可能性が推測され、これらの分子のイ
ンテグリンの活性化以外の役割を検討中あ
る。また、Mst1 に関しては Mst2 が Mst1 の役
割を部分的に補う可能性があり、Mst1/2 の両
方の影響を検討するために現在 B細胞特異的

図 3 LFA-1 欠損 B細胞は正常型と同様に胚中
心 B 細胞に分化する。正常型、LFA-1 欠損型
の B 細胞を正常型の T 細胞とともに RAG2 欠
損マウスに移入して、免疫し胚中心 B細胞の
割合を測定した。GL7+Fas+陽性細胞が胚中心
B 細胞。

な Mst1;Mst2 のダブル欠損マウスを作製して
いる。これらに加えて、flox 化された Rap1a;
Rap1b マウスを樹立したので、B 細胞特異的
Rap1 欠損マウスを作製し、B 細胞における
Rap1 欠損の影響を解析する予定である。

また、B 細胞の胚中心における機能的なイメ
ージング行うための実験システムを構築す
るために、B 細胞の蛍光活性化マーカーを作

製し、in vivo のナイーブ B 細胞に遺伝子導
入する実験系を作製した。B 細胞の活性化に
は NF-kBのシグナルやカルシウムのシグナル
が重要であるため、これらのシグナルを可視
化するため c-Rel や NF-AT の蛍光マーカーを
作製した。

図 4 NFATc1GFP, cRel-GFP のベクターの作
製。NFATc1-GFP, c-Rel-GFP を発現ベクター
にクローニングし 293T 細胞あるいは NIH3T3
細胞に遺伝子導入後、PMA+Ionomycin で刺激
すると刺激依存的に核移行が観察された。n
は核。

in vivo の B 細胞にこれら目的遺伝子導入す
るためにレトロウイルスを用いた遺伝子導
入法を確立した。骨髄から造血幹細胞を単離
して、レトロウイルスベクターから作製した
レトロウイルスにより標的遺伝子と融合さ
せた蛍光タンパク質を導入して免疫再構築
により、in vivo で B 細胞に標的遺伝子を発
現させた。

図 5 レトロウイルスベクターを用いた生体
内の B細胞への遺伝子導入。骨髄の造血幹細
胞画分（Lineage-SCA-1+CD34+細胞）にイン
テグリン aL をレンチウイルスを用いて遺伝
子導入し、その幹細胞を用いてガンマ線照射
した aL 欠損マウスを免疫構築した。移植し
た造血幹細胞由来の細胞が Venus によりラベ
ルされ,anti-LFA-1 抗体によりインテグリン
αLを発現していることがわかる。



また、インテグリンの活性化を可視化するた
めに本研究室で作製した Rap1 の活性化の指
標である Rap1sensor は、レトロウイルスに
よる導入では変異を起こしやすいのでマウ
スに導入するための遺伝子断片を作製して
いる。

Mst1 や RAPL 欠損マウスを用いた本研究によ
り、Rap1 のシグナルが少なくとも部分的には
T 細胞特異的な抗体産生応答に寄与している
ことが、明らかになった。また、蛍光プロー
ブやレトロウイルスの遺伝子導入系な等、B
細胞の動態を直接観察する実験系を確立し
つつあるので、これらを用いて Rap1 シグナ
ルの B細胞の胚中心における役割が明らかに
することが期待される
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