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研究成果の概要（和文）：胚中心B細胞では体細胞突然変異（SHM）により抗体の親和性成熟が起こる。SHMにはシチジ
ン脱アミノ化酵素AID が必須である。In vitroで刺激されたB細胞ではAIDが高く発現するがSHMは起こらないことが知
られる。私たちが確立したiGB細胞培養系では、B細胞が著しく増殖し胚中心様B細胞（iGB細胞）となり、IgG1やIgEへ
のCSRを高率に起こすが、SHMは起こらない。一方、iGB細胞をマウスに移入して形成される記憶B細胞様のiMB細胞を同
じ系で培養すると高率にSHMが生じた。これには、抗原受容体の刺激、Blimp1の発現抑制、AIDの核内維持が重要である
ことが分かった。

研究成果の概要（英文）：Activation-induced deaminase (AID) is essential for both somatic hypermutation 
(SHM) and class switch recombination (CSR), contributing to antibody affinity maturation. Although both 
occurs in germinal center (GC) B cells, only CSR is induced in B cells cultured with mitogen, expressing 
AID. Therefore some mechanism works in germinal center B cells to induce SHM but not in cultured B cells.
We utilized the system called iGB cell culture, in which naive B cells are cultured on feeder cells with 
IL-4 or IL-21. The cultured B cells greatly proliferate, acquire GC phenotype and undergo CSR, but not 
SHM. However, memory B cells cultured similarly with Ag stimulation undergo SHM. Blimp1-deficient B cells 
accumulated even more SHM. Introduction of Bcl6 enabled B cells to proliferate for more than 2 months 
with accumulating SHM, but eventually only clones with a dominant nuclear AID kept undergoing SHM.

研究分野：免疫学
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１．研究開始当初の背景 
 免疫応答の過程で胚中心B細胞において免
疫グロブリン（Ig）遺伝子 V領域に体細胞突
然変異（somatic hypermutation: SHM）が蓄積
され、その結果、抗原受容体と抗体の抗原親
和性が多様化する。その中から抗原に高親和
性の抗原受容体をもつ B細胞が選択され、高
親和性抗体を産生する形質細胞や記憶B細胞
が形成される。SHMとクラススイッチ組換え
（class switch recombination: CSR）の誘導には
シチジン脱アミノ化酵素（activation-induced 
cytidine deaminase: AID）が必須であるが、
SHMと CSRでは AIDの作用点が異なり、異
なる制御を受けていると考えられている。実
際、in vitro で活性化された B 細胞には AID
が発現し、サイトカインを加えると容易に
CSR が起こるが、SHM は起こらない。よっ
て、in vivoの胚中心 B細胞には in vitro の活
性化 B細胞にはない SHM誘導機構が存在す
ると考えられた。 
 
２．研究の目的 
 私たちが確立した誘導性胚中心様 B
（induced germinal center B: iGB）細胞培養系
は、CD40Lと BAFFを発現する線維芽細胞株
（40LB）をフィーダーとして IL-4/IL-21とい
うサイトカインを順次加えてB細胞を初代培
養するものだが、この培養系では B細胞は著
しく増殖して胚中心B細胞様の iGB細胞とな
り、IL-4により IgG1や IgEへの CSRを高率
に起こすが、SHMは起こらない。iGB細胞に
Bcl-6 を強制発現させると、フィーダー細胞
と IL-21 存在下で長期に培養することが可能
となるが、それでもSHMは起こらなかった。
一方、iGB 細胞をマウスに移入すると、記憶
B細胞様の iMB（induced memory B）細胞に
分化し、二次リンパ組織に維持される。この
iMB細胞を iGB細胞と同様に Bcl-6導入によ
り長期培養した細胞（これを iMGB細胞と呼
ぶ）では高率に SHM が生じることが分かっ
た（図１）。よって、iGB細胞は in vivoに一
定期間おかれたことによって SHM 誘導能を
獲得したと考えられた。この SHM 誘導能の
実態を明らかにすることを目的として、本研
究を開始した。 
 

 
 

３．研究の方法 
 ハプテン抗原として知られる (4-hydroxy- 
3-nitrophenyl) acetyl（NP）をキャリアタンパ
クと結合させたものを抗原として、NP 特異
的抗原受容体の VH鎖遺伝子 B1-8hiのノック
インマウスをモデルとして用いる。マウス脾
臓 B細胞を単離して γ線照射した 40LB細胞
をフィーダーとして、最初 IL-4を加えて 4-5
日間培養する。この iGB細胞を亜致死量のγ
線照射したマウスに移入し、２週間以上経っ
たマウスの脾臓からドナー由来の iMB 細胞
を単離する。この iMB細胞をまた 40LBフィ
ーダーと IL-21で培養する（iMGB細胞）。iGB
細胞および iMGB細胞を長期培養するために
は、培養 2 日目に Bcl-6 をレトロウィルスベ
クターにより導入する。その後、IL-21 存在
下で、適宜フィーダーを交換しながら培養を
続ける。 
 B1-8hi H鎖は λL鎖とペアになると、NP抗
原に高い親和性で結合する抗原受容体を形
成する。この抗原受容体を検出する試薬とし
て、NP を低い価数で結合させた色素である
NPlo-APCを用いた。SHMの検出は、B1-8hi /λL 
BCR の NPlo-APC への結合性の低下を大まか
な指標とし、詳細には B1-8hi遺伝子を PCR法
で単離し、その塩基配列を決定した。 
 
４．研究成果 
（１）培養中の iGB／iMGB 細胞における変
異導入活性を塩基配列解読なしに容易に検
出する以下の実験系を作成した。B1-8hi ノッ
クインマウスの B 細胞由来の iGB 細胞は、
NPlo-APCで染色されるが、培養中に B1-8hi あ
るいは λL鎖の V領域にランダムな変異が起
こると、多くの場合親和性は低下し NPlo-APC
への染色性が低下する。実際に、上述のよう
にB1-8hiマウス由来の iMB細胞を長期培養す
ると NPlo-APC 陰性の細胞群が出現し、それ
らの細胞では NPlo-APC 陽性細胞と比べて V
領域の変異頻度が増加していた。 

 
（２）iMB細胞に発現する抗原受容体をソー
ティング時や培養中に抗原や抗体で刺激し
た場合にのみ、その iMB細胞を培養して作成
した iMGB 細胞において高率に SHM が生じ
ることが分かった。 
（３）形質細胞分化のマスター制御因子であ
る Blimp1 の欠損マウスの B 細胞から作成し
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た iMGB細胞は野生型マウスに比べて、２倍
以上の変異頻度を示した。 
（４）iMGB 細胞における SHM 頻度の増加
は長期培養中に頭打ちとなった。その原因は、
変異を起こさないクローンの増加にあった。
iMGB 細胞をクローン化して変異を蓄積した
クローンとそうでないクローンを比較する
と、前者では核内の AIDタンパク量が多かっ
た。よって、AIDの核内保持を制御する機構
が SHM 効率に大きな影響を与えていると考
えられた。 
 以上の結果から、iGB細胞は in vivoに移入
されると、何らかの機序で変異誘導活性を獲
得するが、それには Blimp1の発現低下や AID
の核内維持機構が関わっている可能性が見
出された。 
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