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研究成果の概要（和文）：濾胞樹状細胞（FDC）は、胚中心反応において重要な役割を担う。我々は、マウスFDC株が新
規な単球系細胞（FDMC）の分化を誘導することを発見した。本課題では、FDMCの分化機構および免疫学的役割について
検討した。まず、FDMCの分化にはFL-Yが産生するIL-34がCSF-1Rに作用することが重要であった。さらに、FDMCは、抗C
D40抗体で刺激したB細胞の増殖および胚中心マーカーの発現を著しく促進し、抗体遺伝子への高頻度突然変異を誘発し
た。最後に、生体内において、FDMC様の単球系細胞を同定した。これらの結果は、FDCから産生されるIL-34とFDMCが胚
中心反応に関与する可能性を示唆する。

研究成果の概要（英文）：Follicular dendritic cells (FDCs) play a critical role for germinal center (GC) 
reactions. We found that a novel class of monocytic cells, named as FDMC, during the analysis of a mouse 
FDC line, FL-Y. In this study, we examined the mechanisms underlying FDMC differentiation and its 
immunological functions. As a result, I found that CSF-1R signaling was necessary to FDMC 
differentiation, which was triggered by IL-34 produced from FL-Y. In immunological functions of FDMC, 
FDMC significantly enhanced the cell division and the expression of GC-markers on anti-CD40-stimulated B 
cells in vitro. Furthermore, FDMC induced somatic hypermutation at immunoglobulin variable gene in 
anti-CD40-stimulated B cells. Finally, I detected FDMC-like cells in the spleen of immunized mice. These 
results suggest that IL-34 and FDMC might be involved in GC reactions in vivo.

研究分野： 細胞工学、免疫学
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１．研究開始当初の背景 
 
 生体内に病原体（抗原）が侵入した際，リ
ンパ球の一種であるB細胞より産生される抗
体は，病原体の排除において重要な役割を果
たす。抗原により刺激を受けた B 細胞は最終
的に抗体産生細胞へと分化するが，その過程
で一部のB細胞はリンパ節内で活発に増殖し，
胚中心と呼ばれる微小環境を構築する。胚中
心は，主に B 細胞，濾胞ヘルパーT 細胞（Tfh
細胞）そして濾胞樹状細胞（FDC）により構
成される。胚中心では，その三者の細胞間相
互作用により，B 細胞の抗体分子の多様化と，
抗体の抗原に対する親和性に基づくクロー
ン選択により，抗体の親和性成熟が進行する
と考えられている。しかし，B 細胞の抗体の
多様化の誘導や高親和性クローンの選択に
関する機構など，胚中心での反応には不明な
点が多数存在する。その原因の一つとして，
胚中心の形成およびクローン選択に重要で
あるとされる FDC が体内に少数しか存在せ
ず，さらには FDC の安定な単離，維持が困難
であり，in vitro での解析が不可能であったこ
とが挙げられる。これらの問題を解決するべ
く，申請者らは独自の手法を用いてマウス
FDC 株（FL-Y）を樹立した。 
 さらに，FL-Y を用いた研究成果として，
FL-Y が，脾臓中の非リンパ球系細胞にも作
用し，胚中心 B 細胞の表現系をもつ細胞の分
化と細胞分裂を著しく促進する能力をもつ
新規な単球系細胞（ FDMC: FDC-induced 
monocytic cell）を誘導することを発見した。 
  
２．研究の目的 
 
 本研究では，FDC により誘導される単球系
細胞（FDMC）の B 細胞に与える作用を明ら
かにし，胚中心の形成および親和性成熟機構
への関与について解明する。そのため、主に
以下の 3 点について検討する。 
 
(1) in vitro培養系を用いるFDMCの胚中心B
細胞の分化促進についての解析 
 FDMCにより活性化された胚中心B細胞の
性質について検討する。特に，胚中心 B 細胞
で誘発される抗体遺伝子への高頻度突然変
異の誘発能力について検討する。 
(2) FDMC 分化誘導因子の解析 
 FL-Y により誘導される FDMC の分化機構
を明らかとする。そのため，in vitro の FDMC
誘導系を利用し，誘導因子の同定およびその
作用メカニズムの解明を行う。 
(3) in vivo における FDMC の同定と機能解
析 
 in vivo において，FDMC の存在および胚中
心反応への関与について検討する。FDMC の
細胞表面マーカーを指標とし，in vivo での免
疫に伴う FDMC 様細胞の細胞数の変化およ
び免疫学的機能を解析する。 
 

３．研究の方法 
  
(1) in vitro 培養系を用いる FDMC の胚中心
B 細胞の分化促進についての解析 
 FDMCにより活性化されたB細胞の細胞内
の変化を詳細に検討するため，FDMC によっ
て活性化されたB細胞での転写因子等の遺伝
子発現パターンを解析した。 
 T 細胞と B 細胞を除去した脾臓細胞を
FL-Y 上で 9 日間培養し FDMC を誘導する。
誘導した CD11b 陽性 FDMC をセルソーター
を用いて単離した。本研究課題で用いる
FDMC は，すべてこのスケジュールにより調
整した。FDMC の B 細胞への作用を検討する
ため，非免疫マウスの脾臓より調整した B 細
胞を CFSE で標識し、単離した FDMC と 4 日
間共培養した。その後，活性化 B 細胞から
mRNA を抽出し，胚中心で高発現することが
知られている転写因子（BCL6, IRF4, IRF8）
および胚中心反応に関わる因子（AID）の発
現を RT-PCR 法を用いて評価した。また，抗
体可変部遺伝子配列をクローニングし，シー
クエンス解析により変異導入の有無につい
て検討した。 
(2) FDMC 分化誘導因子の解析 
 FDMC 誘導因子を同定するため，単球の
増殖因子およびその受容体に対する中和抗
体を用いて，FDCM 誘導効率を比較した。
さらに、中和抗体で効果の見られた IL-34
および CSF-1 に対するノックダウンベクタ
ーを FL-Y にトランスフェクションし，各
ノックダウン株を作製した。作製した FL-Y
ノックダウン株を用いて，FDMC の誘導効
率を比較した。 
(3) in vivo における FDMC の同定と機能解
析 
 BALB/cマウスにTNP-KLHを免疫し， 12
日後に脾臓を摘出し，細胞懸濁液を調整し
た。その後，FDMC に特徴的な表面抗原に
対する抗体を用いて多重染色し，フローサ
イトメーターを用いて，免疫に伴う FDMC
の出現について検討した。さらに，FDMC
の表面マーカーを持つ細胞集団をセルソー
ターを用いて単離し，in vitro の培養系を用
いて胚中心B細胞への分化誘導能力につい
て検討した。 
 
４．研究成果 
 
(1) in vitro 培養系を用いる FDMC の胚中心
B 細胞の分化促進についての解析 
 抗 CD40 抗体で刺激した B 細胞を FDMC
と共培養すると、GL-7/Fas 陽性胚中心 B 細
胞の割合が増加していた。さらに、FDMC
との共培養により、細胞分裂の指標である
CFSElowの細胞集団が増加していた。また、
FDMCにより活性化したB細胞において胚
中心で発現がみられる AID や BCL6 の発現
が見られた。さらに、FDMC との共培養条
件下において、B 細胞の抗体遺伝子への変



異が認められ、この変異導入頻度は、抗原
刺激条件を加えることにより増加していた。 
(2) FDMC 分化誘導因子の解析 
 FDMC の誘導系に抗 CSF-1R 抗体を添加
すると FDMC 誘導効率が有意に減少した。
一方で CSF-1R のリガンドである CSF-1 に
対する中和抗体は FDMC の誘導効率に影
響しなかったが、他のリガンド IL-34 に対
する中和抗体の添加により FDMC の誘導
が抑制された。さらに、IL-34 ノックダウ
ン FL-Y 株を作製し、FDMC の誘導効率を
検討した結果、IL-34 ノックダウン FL-Y に
おいて、FDMC 誘導能力が低下していた。
これらの結果は、FDMC 誘導には FL-Y の
産生する IL-34 が FDMC 前駆細胞上に発現
する CSF-1R に作用することが重要である
ことを示す。 
(3) in vivo における FDMC の同定と機能解
析 
 TNP-KLHを免疫したBALB/cマウスから
脾臓細胞懸濁液を調整し、FDMC に特徴的
な表面抗原に対する抗体を用いて多重染色
し、FDMC の出現について検討した。その
結果、FDMC の表面マーカーを持つ細胞集
団（CD11b＋CXCR4+CD11b-MHCII-）が免疫
に伴い増加していた。次に、FDMC 様細胞
をセルソーターを用いて単離し，in vitro の
培養系を用いて胚中心B細胞への分化誘導
能力について検討しところ、in vitro にお
いてFL-Y上で誘導されたFDMCと同様に、
B 細胞の活性化能力を保持していた。これ
らの結果は、FDMC の胚中心反応への関与
を示唆する。 
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