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研究成果の概要（和文）：本研究は、主にpHrodoにて標識された肺炎球菌を用いて、これをin vitroにて貪食したマウ
スB細胞（以下、貪食B細胞と省略）を分取し、貪食B細胞が生体に及ぼす影響を検証した。貪食B細胞は莢膜多糖類に特
異的なanti-PPS IgMを産生した。貪食B細胞をマウスに移入すると、肺炎球菌の表面タンパクに特異的なanti-PspA IgG
が血中にて検出された。貪食B細胞が十分量投与されたマウスでは、致死量の肺炎球菌投与に対して抵抗性を獲得した
。
これらの知見は、B細胞が自身でanti-PPS IgMを産生するとともに、抗原提示細胞として獲得免疫を誘導することを示
唆する。

研究成果の概要（英文）：We have previously reported that mammalian B cells could phagocytose bacterial 
pathogen although their physiological functions have not been clarified. The present research was aimed 
at elucidating their functions in the host defense against bacterial infection, especially focused on the 
acquired immune responses, mainly by sorting B cells positive for pHrodo- or FITC-labeled Streptococcus 
pneumoniae. Phagocytic B cells not only produced IgM specific for pneumonoccal polysaccharide (anti-PPS 
IgM) by themselves, but also induced transferred mouse to produce IgG specific for pneumococcal surface 
protein A (anti-PspA IgG). When transferred with sufficient number of B cells positive for FITC-labeled 
bacteria, they acquired resistance to fatal dose of bacteria with intravenous injection.
These findings suggest that phagocytic B cells themselves produce anti-PPS IgM, while they would initiate 
acquired immune responses as antigen presenting cells likewise other phagocytic cells.

研究分野：免疫学
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１．研究開始当初の背景 
(1) 液性免疫の主役である B 細胞は、分化・
発達、自然抗体の産生、T 細胞に非依存的な
刺激による活性化、T 細胞との相互作用によ
る B細胞のクラス変換、親和性の成熟など液
性免疫の獲得（抗体産生）に関して膨大な検
討がなされてきた。一方、自然免疫機能に関
しては、自然抗体（natural IgM）産生に関す
る検討が主であり、B 細胞は一般的に貪食能
を有さないと考えられている。近年ようやく
ウイルスなどの微細粒子を食飲（endocytosis）
した際の応答が議論されるようになった。 
本研究の契機となったのは、申請者らがマ
ウス肝臓 B 細胞の貪食殺菌能を見出した
（J.LB. 2012）ことにある。これは、病原体微
生物の貪食から特異的抗体の産生に至る過程
において、B 細胞は獲得免疫の final effector
としてだけでなく、初期の感染応答である貪
食にも直接的に従事していたことを示唆する
ものである。 
(2) van Ham SM らは、細胞内寄生菌である
Salmonella Typhimuriumをヒト末梢血B細胞内
に感染（寄生）させた際に B細胞がサルモネ
ラに特異的な IgM抗体を産生するだけでなく、
T 細胞にも抗原提示することを報告している
（Souwer, J Immunol. 2009）。これは、B細胞
は能動的に細胞内に細菌を取り込んだ後、細
菌に特異的な抗体を産生したり、マクロファ
ージのような抗原提示細胞として機能する可
能性を推測させる。B 細胞の抗原提示は、こ
れまで脾臓やリンパ節内にて自らが表出する
抗体の親和性が成熟する際に議論されること
はあったが、マクロファージが Th1応答を誘
導するような状況にて議論されることは殆ど
みられなかった。 
(3) Streptococcus pneumoniae（肺炎球菌）は成
人における市中肺炎の原因菌として第 1 位を
占めるが、高齢者および小児には多糖類から
構 成 さ れ る 莢 膜 抗 原 （ pneumococcal 
polysaccharide: PPS）を用いた予防接種が積極
的に行われており、その有効性が確認されて
いる。肺炎球菌の表面には抗原性を有する部
位として、PPS だけでなく表面タンパク抗原
（pneumococcal surface protein A: PspA）を有す
ることが知られる。PPSは成熟 B細胞の細胞
表面 IgM分子を同時に架橋し、胸腺非依存的
に抗体産生を促す（Thymus-independent antigen 
Ⅱ: TI-2 antigen）ことが知られる一方、PspA
は T細胞を介して産生されるものと考えられ
ている。  
 
２．研究の目的 

B 細胞は細菌を貪食するという知見は、細
菌感染時の免疫応答の広範囲にわたって連続

的に B細胞が関与する可能性を示唆する。上
述のサルモネラによる B細胞への細胞内寄生
は、B細胞表面 IgMとサルモネラ LPSに対す
るそれぞれの抗体を結合させたテトラマー複
合体を添加しないと成立しないため、生理的
とはいえない現象を捉えている。それでも、
この場合と同様に B細胞は細菌を貪食した後
に特異的抗体を産生したり、他の抗原提示細
胞のように獲得免疫を誘導する可能性が否定
できない。既に述べたように肺炎球菌はヒト
においてワクチン投与による感染予防効果が
得られるため、マウスにおいても獲得抗体が
得られれば感染予防が可能と考えた。そこで
本菌を用いて、貪食した B細胞が有する機能
や生体に及ぼす影響をマウスにて検証するこ
ととした。 
 
３．研究の方法 
(1) 正常（C57BL/6）マウスの肝臓/脾臓単核球
から磁気細胞分離装置を用いて B細胞を分取
する。MACS にて IgM 陽性細胞を positive 
sorting するか iMAG にて CD5 陰性 B 細胞を
separationするかのいずかを採用した。これに
肺炎球菌を添加して約 1～2時間培養する。蛍
光顕微鏡やフローサイトメトリーなどにて解
析する場合、肺炎球菌は予め FITCや食細胞の
phagolysosome などの酸性環境にて蛍光発色
する pHrodo を用いて標識した（以下、
FITC-St.pneumoniae お よ び
pHrodo-St.pneumoniae と省略）。本菌は貪食抵
抗性を示すため、培養液にはオプソニン化の
ためマウス血清を予め添加した。培養後の B
細胞について蛍光顕微鏡だけでなく電子顕微
鏡などにて観察したり、セルソーターにて
pHrodo-St.pneumoniae+IgM+ cells（以下、貪食 B
細胞と省略）や pHrodo-St.pneumoniae-IgM+cells
（以下、非貪食 B細胞と省略）を分取した。
また FITC-St.pneumoniae は細胞の内外を問わ
ず同様に FITCによる蛍光発色を生じるため、
FITC-St.pneumoniae+IgM+ cellsは、少なくとも
肺炎球菌と結合している B細胞と考えられる。 
(2) 分取した貪食B細胞は、培養に用いるか、
他の正常マウスに経静脈的に移入した。その
後、培養上清やマウスの血清を回収し、ELISA
（サンドウィッチ法）にて anti-PPS IgM、
anti-PspA IgM 、 anti-PspA IgG 、
anti-St.pneumoniae specific IgM、total IgM、total 
IgGの濃度を決定した。 
貪食 B 細胞を移入した正常マウスと B 細胞
（IgH-/-）欠損マウスに対して、致死量の肺炎
球菌を投与し、予後に及ぼす効果を検証した。
貪 食 B 細 胞 の 代 わ り に
FITC-St.pneumoniae+IgM+ cellsも投与した。 
 



４．研究成果 
(1) 単核球マウス肝臓 B 細胞は血清を添加し
た上で約 100～500倍の pHrodo-St.pneumoniae
と培養すると、約 5～10%が貪食していること
が蛍光顕微鏡やフローサイトメトリーにて確

認された。図
1 に電子顕微
鏡にて捉えた
B 細胞の貪食
像を示す。こ
れらの所見は、
大腸菌を用い
た以前の報告
（ Nakashima, 
JLB, 2012）と
同様に、肝臓
B 細胞が貪食
能することを

裏付けるものである。 
pHrodo-St.pneumoniaeを用いた解析では、脾
臓 B細胞には貪食細胞が殆どみられなかった
が、脾臓単核球に対して FITC-St.pneumoniae
を 約 100 ～ 500 倍 添 加 す る と 、
FITC-St.pneumoniae+IgM+ cellsは約 10%に認め
られた。この FITC-St.pneumoniae+IgM+ cellsは
貪食阻害剤 cytochalasin D を添加するにした
がい半減した（図 2）。つまり脾臓 B細胞も約
5%が肺炎球菌を細胞内に取り込んでいるも
ののその後は殆ど processing を行っていない
ものと考えられる。 

なお本研究に先立ち、食細胞の lysosomeを
GFP 発色させたマウスにおいて肝臓の好中球
や脾臓のB細胞における lysosome発現を定量
したが、好中球では 76%が陽性であるのに対
し、肝臓 B細胞では約 3%、脾臓 B細胞では
1%未満であった。 
(2) セルソーターにて肝臓の貪食 B 細胞を分
取し、5 日間培養すると anti-PPS IgM の産生
を認めた（図 3）。anti-PspA IgMについては、
ごく低濃度の産生を疑っているが、現在確認
中である。一般的には anti-PspA IgMは、肺炎

球菌に感染した生体内においてすら産生され
ないものとみなされている。今回の検証から
は、おそらく貪食 B細胞は自身で抗原特異的
な IgMを産生するものの、それは莢膜抗原の
ような TI-2 antigenを対象としたものであり、
蛋白抗原に対しては産生できないと考えられ
る。なお非貪食 B細胞はいずれの IgMも産生
しなかったが、非特異的な IgMは貪食 B細胞
と同様に産生した。 
この細胞を 50 万個だけ正常マウスに移入
すると、anti-PPS IgMだけでなく anti-PspA IgG
が産生されるのが確認された（図 4）。anti-PspA 

IgM に関しては有意な産生を認めることがで
きなかった。同様に 50万個の貪食 B細胞を正



常マウスや B細胞欠損マウスに移入し、致死
量の肺炎球菌が経静脈投与された際に、予後
に与える影響を調べたが、コントロール群と
比較しても改善はみられなかった。 
(3) 磁 気 的 に 採 取 し た 脾 臓 の
FITC-St.pneumoniae+IgM+ cellsを正常マウスや
B 細胞欠損マウスに 500 万個移入すると、致
死量の肺炎球菌投与に対して予後の改善を認
めた（図 5）。これは、上述の(2)において 50
万個の貪食 B細胞を移入した場合の結果と矛
盾するように思われるが、(2)では移入細胞数
が少なかった可能性がある。生存率を向上さ
せるために十分な免疫を獲得させるには、移
入細胞数がある程度必要であると考えている。 
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