
 

様式 C-19 

科学研究費補助金研究成果報告書 

平成 21 年 5 月 27 日現在 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

研究種目：基盤研究（C） 

研究期間：2007～2008 年度   

課題番号：19590503 

研究課題名（和文）B細胞応答を負に制御するアダプター分子、BANK の機能解析  

                     

研究課題名（英文）Analysis for the function of adaptor protein, BANK which negatively 

regulates immune response   

研究代表者 

饗場 祐一 （Aiba Yuichi） 

独立行政法人理化学研究所 分化制御研究グループ 研究員  

研究者番号：00273516 

 
 
 
研究成果の概要：B 細胞応答を負に制御するアダプター分子である BANK について、その制

御機構、また免疫抑制の意義について解析した。BANK に刺激依存的に結合する 85kd の未知

のタンパクを発見した。また免疫寛容の誘導時に BANK が関与するかについて、種々の遺伝

子改変マウスを用いて解析したが、BANK による免疫応答の負の制御は免疫寛容の誘導には関

与しないことが明らかとなった。一方 BANK は抗原刺激後初期の細胞増殖を負に制御するこ

とが明らかとなった。 
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研究分野：免疫学 
科研費の分科・細目：基礎医学 免疫学 
キーワード：B 細胞 アダプター分子 
 
１．研究開始当初の背景 
 BANK は末梢 B 細胞に特異的に発
現する約 100kd のアダプター分子として同
定、単離された。B 細胞株などを用いた解析
から、この分子が lyn などの B 細胞シグナル
伝達に重要である分子と会合することが明
らかにされ、B 細胞機能に何らかの役割を果
たすことが示唆されていた。しかし、細胞株
での機構解析がされているにもかかわらず、
BANK のより生理学的な機能、さらに B 細
胞免疫応答における役割については不明で

あった。我々のグループは、BANK の免疫応
答における機能をより生理学的な条件で解
析するため、BANK 欠損マウスを作成し、そ
の免疫応答能、さらに BANK 欠損 B 細胞の
シグナル伝達能について解析した。その結果、
BANK 欠損マウスでは T-依存性抗原に応答
して産生される、抗原特異的な IgM 抗体量が
増加しており、さらに T-依存性抗原に対する
反応に特徴的である胚中心反応が亢進して
いることが明らかとなった。この結果から
BANK は T 依存性抗原に対する免疫応答を



負に制御していることが示唆された。この負
の制御がどのような分子レベルでの調節に
より担われているかを調べるために、BANK
欠損マウスの B 細胞に種々の刺激をあたえ、
シグナル伝達経路にある分子の活性化状態
を調べたところ、BANK 欠損 B 細胞では、B
細胞抗原レセプターや CD40 分子を介する
Akt の活性化が亢進していることが明らかと
なった。したがって、BANK による免疫応答
の負の抑制はB細胞上に発現するB細胞抗原
レセプターおよびCD40分子からの刺激によ
り活性化されるリン酸化酵素、Akt の活性を
負に制御することによるものである可能性
が示唆された。BANK の B 細胞免疫応答に
おける機能が明らかにされ、また B 細胞のシ
グナル伝達経路における役割が示唆された
一方、この分子による負の制御が免疫システ
ム全体を調節するに当たって、どのような意
義を持つのかは不明であり、またどのような
機構で B 細胞シグナル伝達を調節している
かについては、今後解明されるべき問題とし
て残されていた 
 
２．研究の目的 
 免疫寛容とは自己抗原に対する免
疫応答を負に制御する機構であると考えら
れている。外来抗原に対する免疫応答を負に
制御することが明らかとなった BANK が、
自己抗原に対する免疫応答の負の制御であ
る免疫寛容の誘導にも関与するかについて、
BANK 欠損マウスで自己免疫疾患が発症す
るかについて調べ明らかにする。また免疫寛
容誘導のモデルとして広く用いられている、
抗HEL抗体遺伝子および可溶性HEL遺伝子
の二重遺伝子導入マウスを用いても調べる。
B 細胞抗原レセプターや CD40 分子からの刺
激による Akt の活性化を、BANK がどのよ
うに抑制しているかについて明らかにする
ため、B 細胞抗原レセプターや CD40 刺激に
依存して BANK に結合する分子を同定し、
BANK によるシグナル伝達の負の制御機構
を分子レベルで解明することを試みる 
 
３．研究の方法 
 (1)免疫寛容誘導において、BANK による免
疫抑制機能が関与する可能性についての検
討 
 BANK が免疫寛容誘導に関与するか
について明らかにするため、BANK 欠損マウス
が自己抗体の産生などの自己免疫様症状を
呈するかについて経時的に血清や尿を回収
し、血清中の自己免疫抗体価、および尿中タ
ンパク濃度を測定し調べる。また、BANK が他
の免疫抑制にかかわる分子と協調して免疫
寛容誘導に関与している可能性を考え、BANK
と他の免疫抑制分子との二重欠損マウスを
作成し、これらのマウスが自己免疫様症状を

呈するかについても解析する。さらに、中枢
性免疫寛容のモデルとして広く用いられて
いる、すべての B細胞が自己抗原に反応する
マウスである抗 HEL 抗体と可溶性 HEL 遺伝子
の二重遺伝子導入マウスで、BANK が欠損する
マウスを作成し、このマウスで免疫寛容機構
の一部が破綻していないかについても検討
する。 
 
 (2)BANK による B細胞シグナル伝達抑制の
機構についての解析 
 BANK がどのようにして B細胞抗原
レセプター、および CD40 分子からの刺激に
よる Akt活性化を阻害しているかについて明
らかにするため、B細胞抗原レセプター刺激、
または CD40 分子刺激に依存して結合する分
子の同定を試みる。マウス脾臓 B細胞を抗原
レセプターまたは抗 CD40分子抗体で刺激し、
細胞から調整した溶解液から、抗 BANK 抗体
を用いた免疫沈降法により BANK および BANK
結合タンパクを精製する。沈降タンパクを
SDS page gel で分離し、銀染色法により刺激
に依存して出現するバンドがあるかについ
て検討する。刺激依存性に BANK に結合する
タンパクが観察された場合に、このタンパク
の性状をさらに詳しく解析する。 
 
４．研究成果 
  (1)免疫寛容誘導における BANKの関与の可
能性の検討 
 BANK 欠損マウス、および対照として野生型
のマウスで生後 1ヶ月令のものから一月おき
に生後 18 ヶ月令まで血清、及び尿を回収し
た。血清中の抗一本鎖 DNA 抗体価、抗二本鎖
DNA 抗体価、抗ヒストン抗体価を ELISA 法に
て測定した。さらに、上記以外の抗核抗体が
血清中に存在するかについて、マウス細胞株
の NIH3T3 株を、回収した血清で染色し、細
胞株の核が染色されるかを基準に、蛍光抗体
染色法により検討した。さらに尿中のタンパ
ク室濃度をタンパク定量用の試験紙を用い
て測定した。いずれの方法でも BANK 欠損マ
ウスで抗自己抗体の産生や尿中タンパク質
濃度の上昇などは認められなかったことか
ら、BANK 遺伝子単独の欠損はマウスに SLE 様
の病状発症には結びつかないことが示唆さ
れた。また、生後 12 ヶ月以上の BANK 欠損マ
ウスでも、関節炎などの著変は認められず、
生存率も野生型マウスと変化がなかったた
め、SLE 以外の病状、特に自己免疫疾患の発
症にも関与しないことが示唆された。 
 B 細胞の応答は種々のシグナル伝達経路で
調節されていることが知られており、抑制性
のシグナル伝達経路も複数知られている。な
かでも、CD22, FcγレセプターtypeII(Fcγ
II)は B 細胞の免疫応答を負に制御すること
が知られており、BANK に結合するチロシンキ



ナーゼである lynを介して応答を抑制するこ
とが知られている。これらの分子が、BANK と
同様のシグナル伝達経路を用いて、応答の負
の制御を行っている可能性があるため、CD22
と BANK, FcγII と BANK の二重欠損マウスを
作出し、これらのマウスで免疫寛容の破綻に
伴う自己免疫様症状を呈するかについて検
討した。 BANK 単独欠損マウス、CD22BANK 二
重欠損マウス、FcγIIBANK 二重欠損マウスと
対照として野生型マウスから、血清と尿を上
記と同じ方法で回収し、抗自己抗体価、尿中
タンパク濃度を測定した。いずれのマウスで
も抗自己抗体産生や尿タンパク質濃度の上
昇は認められず、BANK が CD22 分子や FcγII
と協調して免疫寛容の維持を行っている可
能性は低いと考えられた。一方、FcγII と
BANK の二重欠損マウスでは、それぞれの単独
の欠損マウスと比較し、T 依存性抗原投与後
の抗原特異的な IgMの産生が亢進しているこ
とが明らかとなり、これらの分子が外来抗原
に対する応答時には協調して負の制御を行
っている可能性が示唆された。 
 免疫寛容の維持は複数の機構で維持され
ており、機構の一部の破綻が自己免疫疾患に
は直ちに結びつかない例も知られている。
BANKは末梢のB細胞に特異的に発現している
こと、末梢 B細胞の免疫寛容の誘導は主にク
ローン麻痺で行われることを考え、クローン
麻痺誘導のモデルとして広く認められてい
る抗 HEL 抗体遺伝子及び可溶性 HEL 遺伝子の
二重遺伝子導入マウスで BANK を欠損するマ
ウスを作出し、このマウスでクローン麻痺誘
導に異常が認められるかについて検討した。
すでに報告されているように、抗 HEL 抗体遺
伝子と可溶性 HEL遺伝子の二重欠損マウスで
は、正常マウスと比較し末梢 B細胞の減少が
認められるが、BANK 欠損二重遺伝子導入マウ
スでは末梢 B細胞数が増加していることが明
らかとなった。しかしながら、血清中の HEL
抗体価の上昇は認められず、このモデルでも
BANK の欠損により免疫寛容が破綻すること
はないことが示唆された。さらにクローン麻
痺誘導の指標として用いられる、B 細胞抗原
レセプター刺激後の細胞内カルシウム濃度
上昇の抑制は、BANK 欠損二重遺伝子導入マウ
スでも二重遺伝子導入マウスと同様に起こ
ることが明らかとなり、クローン麻痺の誘導
には BANK が関与しないことが示唆された。
一方、BANK 欠損抗 HEL 抗体遺伝子導入導入マ
ウスの B細胞を正常マウスに移入し、外来抗
原として HEL-OVA を投与したときには、BANK
欠損 B細胞は正常 B細胞と比較し、細胞増殖
が亢進していることが明らかとなり、外来抗
原に対する反応は HEL抗原に対しても上昇し
ていることが明らかとなった。 
 本研究課題が進行中に、ヒト SLE 患者で
BANK 遺伝子の変異が認められるとの報告が

あり、免疫寛容の破綻とそれに伴う自己免疫
疾患の発症に BANK が関与することが示唆さ
れたが、BANK 欠損マウスを用いた解析では、
免疫寛容の破綻や自己免疫疾患の発症に
BANK が関与する結果は得られなかった。ヒト
とマウスの BANK の機能が違う可能性、ある
いはここで検討した CD22 や FcγII 以外の分
子と協調して免疫寛容の維持に関与してい
る可能性があり、今後の検討を要することと
考えられる。 
 
 (2)BANK による B 細胞シグナル伝達抑制の
機構についての解析 
 BANK がどのようなシグナル伝達経路を介
して B細胞の応答、特に Akt の活性化を抑制
するかについて明らかにするため、BANK に刺
激依存性に結合するタンパクの同定を試み
た。マウス脾臓 B細胞を抗 B細胞抗原レセプ
ター抗体または抗 CD40 抗体で刺激し、細胞
溶解液を調整した。抗マウス BANK 抗体で免
疫沈降後のタンパクを SDS page で分離し、
ゲルを銀染色後、刺激に依存して出現するバ
ンドを検索した。抗 B細胞抗原レセプター刺
激後の免疫沈降物では 85 kda のバンドが確
認された。このバンドは未刺激の B細胞およ
び BANK 欠損 B 細胞では認められないことか
ら、抗原レセプター刺激に依存して BANK に
特異的に結合するタンパク質であることが
示唆された。 
 このタンパク質の性状をより詳しく解析
するため、種々のシグナル抑制に関与する分
子に対する抗体を用いて Western blot を行
ったところ、抗 SHIP 抗体で 85 kda タンパク
が検出できることが明らかとなった。抗 SHIP
抗体のうち、タンパクの N末端部分を認識す
る抗体、C 末端部分を認識する抗体、いずれ
でもこの 85 kda タンパクが認識されること
から、このタンパクが SHIP の isoform であ
ることが強く示唆された。 
 これまで報告されてきた SHIP の isoform
の中に 85 kda のものはないため、今後遺伝
子レベルでの解析を通じて、BANK の抑制機能
が明らかにされるものと考えられる。また、
SHIPのisoformには特定の細胞種のみに発現
しているものがあり、我々が発見したこのタ
ンパクが BANK と同様に末梢 B 細胞のみで発
現しているかなどに関しても検討されるべ
き課題となる。 
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