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研究成果の概要（和文）：T細胞依存性免疫応答において形成される記憶B細胞は抗原の再侵入に際して大量の高
親和性抗体を産生する、いわゆる想起応答を担っている。我々は記憶B細胞の一部がIL-9というサイトカインを
産生し、想起応答時にIL-9受容体を発現する記憶B細胞自身に作用して増殖と抗体産生を促進すると同時に、
ICOSリガンドの発現を抑制することにより胚中心形成を抑制していることを見出した。また、想起応答時の記憶
B細胞におけるIL-9の発現増強はCD40を介した刺激によると考えられた。我々は、記憶B細胞がエフェクター細胞
として免疫応答を制御する役割をもつことを提唱する。

研究成果の概要（英文）：Memory B (Bm) cells are generated during the T-cell-dependent primary 
response and crucial in the antibody recall response in which they expand and produce a large amount
 of high-affinity antibody against re-invaded antigens. We have found that a fraction of Bm cells 
produce a cytokine IL-9 and facilitate the antibody recall response of Bm cells that express 
IL-9-receptor, and also suppress ICOS-ligand expression on Bm cells and thus regulate 
germinal-center formation by Bm cells. Our data suggested that IL-9 production by Bm cells is 
augmented at the recall response by stimulation through CD40. From these data, we propose a new role
 of Bm cells as the effector cells that regulate immune responses. 
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研究成果の学術的意義や社会的意義
ワクチンによって免疫記憶が形成され維持されることの実態は記憶B細胞が産生され維持されることである。記
憶B細胞は元の病原体に出合うと増殖し、大量に抗体を産生することで病原体を排除する。記憶B細胞はそれだけ
でなく、サイトカインを介して記憶B細胞の免疫応答を制御するエフェクター細胞としての役割を果たすことを
我々は見出した。長期間生存する抗原特異的な記憶B細胞はエフェクター細胞として、想起応答のみならず自己
免疫やアレルギーといった慢性免疫疾患の発症や病態をも制御している可能性がある。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
 免疫記憶を担う記憶 B 細胞は主に T 細胞依存性（TD）免疫応答の過程で胚中心において形
成され、典型的には、IgG にクラススイッチした高親和性の抗原受容体を発現する長期生存 B
細胞と定義される。胚中心における免疫グロブリン（Ig）V 領域遺伝子の体細胞超突然変異の
結果、抗原に高親和性となった B 細胞が選択され（親和性選択）、記憶 B 細胞あるいは長期生
存形質（LP）細胞へと分化する。記憶 B 細胞は同じ抗原に再び遭遇すると自己複製の後、直
ちに形質細胞に分化して高親和性 IgG 抗体を大量に産生する（想起応答）。一方、LP 細胞は高
親和性抗体を長期間産生し続ける。マウスにおいて記憶 B 細胞の数は脾臓あたり数千個と非常
に少なく、形質細胞（CD138+）と異なり、特異的マーカーがない。よって実験が容易でなく、
記憶 B 細胞の特性や遺伝子・蛋白発現プロファイル、増殖分化の制御機構は未だ明らかでない。 
 想起応答の際に記憶 B 細胞は形質細胞に分化して抗体を産生するだけでなく、新たに胚中心
を形成し、さらに親和性の亢進した記憶 B 細胞として再生することも知られている。最近、こ
の 2 方向性の反応をする主に 2 種類の記憶 B 細胞サブセットが同定された（Zuccarino-Catania et 
al., Nat. Immunol. 2014, 15:631）。また近年、IL-10 を産生する制御性 B 細胞や、Th2 応答におい
て出現する IL-4 産生 B 細胞が見出され、抗体産生・抗原提示に加えて、エフェクター細胞と
しての B 細胞機能にも注目が集まっている。長期に維持される抗原特異的な記憶 B 細胞にも
何らかのエフェクター機能をもつ新たなサブセットが存在すると仮定すると、想起応答への関
与のみならず自己免疫やアレルギーといった慢性炎症性疾患の発症や病態制御のメカニズム
にも新たな可能性が生まれてくる。 
 記憶 B 細胞の解析を加速するために、CD40L と BAFF を発現させたフィーダー細胞（40LB）
上で B 細胞を培養し、胚中心様 B（iGB）細胞を大量に作製し、これをマウスに移入して多数
の記憶細胞様（iMB）細胞を作る方法を開発した（野島ら Nat. Commun. 2011, 2:465）。そして、
iMB 細胞に比較的多く発現する膜受容体遺伝子として IL9Ra を同定した。IL9Rα は共通 γ 鎖と
ともに IL-9 受容体（IL-9R）を形成し、マスト細胞を始めいくつかの細胞に発現しており、そ
れらの活性化と増殖を促進するとされていたが、B 細胞の免疫応答に関する報告はなかった。
IL9Ra mRNA は記憶 B 細胞や後期胚中心 B 細胞で高く発現していたが、当時はフローサイトメ
トリー（FCM）に使える抗マウス IL-9R 抗体がなく、細胞表面に IL-9R を発現する B 細胞種の
詳細は不明であった。 
 免疫応答における IL-9R の役割を解明するために、IL-9R 欠損マウスを導入し、TD 抗原で免
疫し解析したところ、想起応答における記憶 B 細胞の増殖および抗体産生が有意に抑制されて
いた。また、キメラマウス実験より、この異常が B 細胞内因性であることが分かった。さらに、
単離した記憶 B 細胞や iMB 細胞を 40LB 上で培養する際に IL-9 を添加すると細胞増殖と抗体
産生が IL-9R 依存的に増強された。以上より、TD 免疫応答において IL-9 は記憶 B 細胞の想起
応答を促進すると考えられた（髙塚ら Nat. Immunol. 2018, 19:1025）。 
 
２．研究の目的 
 B 細胞免疫応答を制御する IL-9 の産生細胞を同定するために、TD 抗原で免疫後長期経過し
たマウスの脾臓を FCM にて解析したところ、IL-9 は記憶 T 細胞、胚中心 B 細胞には検出され
ず、驚いたことに IgG1+ 記憶 B 細胞の数%が IL-9 を産生していた。さらに、２次免疫後３日目
にはそれが 20%程度にまで増加した。また、１次免疫後２週目にはすでに IL-9+ 記憶 B 細胞が
検出された。さらに、記憶 B 細胞や上記 iMB 細胞を 40LB 上で培養すると、上澄中に IL-9 が
検出された。一方、脾臓の未感作 B・T 細胞その他の血球系細胞は IL-9 陰性であった（髙塚ら
2018）。以上より、記憶 B 細胞の一部は IL-9 を産生し、記憶 B 細胞自身の想起応答を促進する
だけでなく、IL-9R を発現する後期胚中心 B 細胞や他の細胞に作用し、免疫応答を制御する役
割を担う可能性が示された。また、もしアレルゲンや自己抗原に特異的な記憶 B 細胞が形成さ
れ得るとすると、それらは、抗原が存在する組織において IL-9 を介してマスト細胞等の細胞を
刺激し、アレルギーや自己免疫を誘発・促進するエフェクターとして働く可能性がある。本研
究では、IL-9 を発現する記憶 B 細胞を Bm9 細胞と呼ぶこととし、Bm9 細胞のこのようなエフ
ェクター機能を in vivo 系で解明することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
まず、エフェクター記憶 B 細胞の分類と各サブセットの特性・形質を解析する。TD 免疫応答
において形成される IgG1+ 記憶 B 細胞の中で、表面分子や産生するサイトカインの違いにより
記憶 B 細胞サブセットの分類を試みる。また、IL-9 を発現する Bm9 細胞が特定の記憶 B 細胞
サブセットに属するかどうかを調べる。Bm9 細胞に選択的に発現する表面受容体が分かった場
合は、その受容体に対する阻害抗体を２次免疫の際に同時に投与し、想起応答において記憶 B
細胞の IL-9 の発現を促進する因子を同定する。さらに、記憶 B 細胞あるいは iMB 細胞を 40LB
上で培養する際に、抗原や種々のサイトカイン・刺激因子を与え、IL-9 の発現を増強するもの
を探索する。さらに、B 細胞免疫応答における Bm9 細胞の新たなエフェクター機能を探る。T
細胞依存性免疫応答における免疫細胞を FCM で詳細に解析し、正常マウスと比較して IL-9R
欠損マウスにおいて異常を示す細胞を探索する。 
 



４．研究成果 
我々は IL-9 が一次免疫後 2 週目以降に一部の記憶 B 細胞から産生され、想起応答時により多
くの記憶 B 細胞から産生されるようになることを示した。他のグループは一次免疫応答早期に
濾胞Tヘルパー（TFH）細胞が IL-9を産生し、記憶B細胞の形成を促進していると報告した（Wang 
et al. Nat. Immunol. 2017, 18:921）が、私達の解析では免疫１週後の TFH細胞の中に IL-9 を産生
する細胞はほとんど検出できず、また、記憶 T 細胞の中にも見られなかった。したがって、免
疫記憶細胞の中では IL-9 は記憶 B 細胞に選択的に発現すると考えられた。 
また、免疫 4 週および 10 週後の記憶 B 細胞の数に IL-9R 欠損マウスと正常マウスとで有意差
がないことが分かった。記憶 B 細胞は、想起応答において主に形質細胞に分化する CD80high

細胞と、主に胚中心を形成する CD80low細胞に大別できるが（Zuccarino-Catania et al. 2014）、
CD80high細胞の割合も両マウスで有意差はなかった。さらに、in vitro で記憶 B 細胞や胚中心 B
細胞を IL-9 の有無で培養したが、両細胞の生存に差は見られなかった（髙塚ら 2018）。以上よ
り、IL-9 は記憶 B 細胞の形成や長期生存には関与しないと考えられた。一方、記憶 B 細胞の
中で CD80high 細胞と CD80low 細胞を比較すると、IL-9R は CD80high 細胞の方に高く発現してい
た。このことは CD80high細胞が想起応答において形質細胞に分化しやすいことの理由のひとつ
と考えられた。 
T 細胞依存性抗原で免疫して 4 週後のマウスの脾臓細胞を種々の細胞表面抗原および IL-9 に
対する抗体で染色し、フローサイトメトリー（FCM）で解析し、記憶 B 細胞サブセットのさら
なる分類を試みた。その結果、すでに報告されている、CD80、PD-L2、CD73 の発現により分
類されたもの以外に新たなサブセットは見出せなかった。また、IgG1+記憶 B 細胞の中で、IL-9+

（Bm9）細胞と IL-9–細胞で発現の異なる細胞表面抗原を探索したが、FCM で検出できる程の
違いを示す抗原は見出せなかった。 
想起応答の際に記憶 B 細胞における IL-9 の発現を促進する因子を見出すために、記憶 B 細胞
に相当する iMB 細胞を 40LB フィーダー上で培養する際に、様々なサイトカイン・刺激因子を
加え IL-9 の発現を FCM で調べた。しかし、フィーダー細胞上で培養するだけで IL-9 の発現が
誘導され、それ以上に増強する因子は見出せなかった。このことから、Bm9 細胞を誘導するの
は何らかのサイトカインではなく、CD40 を介した強いシグナルではないかと考えられた。 
B 細胞免疫応答における Bm9 細胞の新たなエフェクター機能を探索する中で、まず、IL-9 が

in vitro で記憶 B 細胞上の ICOS リガンドの発現を選択的に抑制することを見出した。また、
IL-9R 欠損マウスの想起応答では胚中心 B 細胞の産生が増強していた。これは、IL-9R 欠損記
憶 B 細胞上に抑制されずに高発現した ICOS リガンドを介してより強く記憶 T 細胞が活性化さ
れ、そのため胚中心 B 細胞への分化が促進されたものと考えられた。このことは ICOS リガン
ドに対する阻害抗体の in vivo 投与によって証明された。よって、Bm9 細胞は IL-9 を介して記
憶 B 細胞から胚中心 B 細胞への分化を抑制する機能を持っていることが明らかとなった。 
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