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研究成果の概要（和文）：B細胞受容体の活性化は、そのチロシンリン酸化に端を発し、B細胞腫瘍の悪性化とそ
の性質の維持に重要な役割を果たしている。B細胞悪性腫瘍の治療には、B細胞受容体シグナル伝達の下流分子に
対する複数のリン酸化酵素阻害剤が用いられているが、B細胞受容体の各チロシンリン酸化との関連は不明であ
った。本研究では、治療に用いられているリン酸化酵素阻害剤の作用機作解明と感受性予測を目的として、我々
が作製した新規抗体を用いてB細胞受容体の二つの異なる部位のチロシンリン酸化を調べた。その結果、イブル
チニブ耐性細胞では、感受性細胞では見られないCD79BY196におけるリン酸化が恒常的に起こっていることを初
めて示した。

研究成果の概要（英文）：Activation of B cell Receptor (BCR), initiated by phosphorylation of the 
multiple tyrosin residues, plays important roles for tumorigenesis and proliferation of B cell 
malignancies. Many kinase inhibitor drugs involving the B cell signaling have been developed to 
treat B cell malignancies. In order to predict the efficacy of these kinase inhibitors and analyze 
the mechanisms of the therapeutic effects, we produced novel monoclonal antibodies specific to two 
different phosphorylated tyrosines in BCR and evaluated the site-specific phosphorylation in B cell 
lines. We revealed constitutive phosphorylation of CD79BY196 in the BCR in an Ibrutinib-resistant 
cell line by flow cytometry.

研究分野：免疫学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
B細胞悪性腫瘍の治療薬としてB細胞受容体シグナル伝達に関与する多くのリン酸化酵素に対して様々な阻害剤が
開発されているが、その治療効果は、標的リン酸化酵素の発現やリン酸化状態とは必ずしも相関せず、適切な治
療薬選択は難しい現状である。我々の新規抗体によってもたらされた本研究成果は、薬剤の標的リン酸化酵素の
上流に位置するB細胞受容体自身の特定のチロシンリン酸化の検出が、治療効果の予測に有用である可能性を示
した。



１. 研究開始当初の背景  
（１）B 細胞受容体の活性化は B 細胞の生理学的働きのみならず、B 細胞腫瘍の悪性化とその性質の維持に重要な役
割を果たす。B細胞受容体自身のチロシンリン酸化の後の下流のシグナルカスケードの活性化の研究は進んでおり、B 
細胞悪性腫瘍の治療薬として B細胞受容体シグナル伝達に関与する多くのリン酸化酵素に対して様々な阻害剤が開発
されている。しかし、その治療効果は、標的リン酸化酵素の発現やリン酸化状態とは必ずしも相関せず、適切な治療薬
選択は難しい現状である。 
（２）B細胞受容体は、特異抗原への結合を担う膜型抗体と B細胞シグナル伝達を担うCD79A、CD79B の複合体で
あり、計 6個の細胞内チロシン残基が存在する（図 1)。これら 6個のチロシン残基のリン酸化は、その下流のシグナ
ル伝達において異なる働きを持つことがアミノ酸変異導入実験などによって示唆されている。その後の研究から、B細
胞悪性腫瘍の患者サンプルの遺伝子解析に基づき、CD79B のチロシン（Y）196 のアミノ酸変異を伴う遺伝子変異が
びまん性大細胞リンパ腫の活性化 B 細胞型で高頻度に検出され、さらに、この遺伝子変異を持つ培養細胞株ではブル
トン型チロシンキナーゼ（BTK）阻害剤イブルチニブの感受性が高いことが判明した。この知見が意味するところは、
標的リン酸化酵素の上流の分子のチロシンリン酸化が起こらないことで、その下流のリン酸化酵素阻害の効果が上が
ることがあるという一見相反するものであるが、これまでは特異抗体がなかったために行われてこなかった B 細胞受
容体の個々のチロシンリン酸化の B 細胞受容体シグナロソーム全体における役割の解明の、リン酸化酵素阻害剤の効
果予測における重要性を示している。 

（３）我々は最近 B 細胞受容体のチロシン残基のリン酸化を区別できる配列特異的抗リン酸化抗体の作製を進めてお
り、これらの抗体を使えば、これまでの遺伝子解析ではわからなかった実際のリン酸化の状態を解析することが可能
になる。 

２. 研究の目的  
B 細胞受容体 CD79B の Y196 の B 細胞シグナル伝達における役割と、その下流のシグナル伝達分子のリン酸化酵素
阻害剤感受性相関のメカニズムを、B 細胞受容体の異なるチロシンリン酸化を特異的に認識するモノクローナル抗体
を用いて解析する。最終的には B細胞悪性腫瘍の治療に用いられるイブルチニブなどの様々な B細胞受容体シグナル
伝達に関与するリン酸化酵素群阻害剤の治療効果の予測と、それに基づく適切な治療薬選択を可能にすることを目指
す。 

３. 研究の方法  
（１）フローサイトメトリーを用いた B細胞受容体およびその下流のシグナル伝達分子のリン酸化の解析 
①各標的リン酸化トチロシンとその近傍配列を含むリン酸化ポリペプチド抗原を抗原に用い、部位特異的リン酸化を
検出できる抗体の作製を行った。リン酸化ペプチドビーズ複合体を用いたフローサイトメトリーにより確認し、唯一
の市販抗体との比較を行った。②抗体産生細胞を大量培養し、その培養上清から抗体分子を精製した。さらに、これら



の精製抗体の蛍光標識を行った。これらの標識抗体を用いた多色フローサイトメトリーの実験系の確立を試みた。 
（２）我々の抗体を用いた免疫組織染色 
悪性リンパ腫の患者サンプルにおいてこの B 細胞受容体の部位特異的チ
ロシンリン酸化を調べるために、我々の抗体を用いて免疫組織染色を試み
た。 
（３）いくつかのヒト B細胞株で、イブルチニブ耐性細胞の樹立と、この
細胞における B細胞受容体の異なるチロシンのリン酸化の解析を行った。 

４. 研究成果  
（１）我々が作製した、B細胞受容体の 2つの異なるリン酸化チロシンに
対する抗体Aと Bは、それぞれ Y188 と Y196 に対して完全な配列特異性
およびリン酸化チロシン特異性を示した（図 2）。これに対し、B細胞受容
体のリン酸化チロシンに対して現在市販されている唯一の抗体は、リン酸
化された Y188 を特異的に認識するとされているにもかかわらず、B 細胞
受容体の他のリン酸化チロシンにも、非リン酸化ペプチドにも結合した。 

（２）これらの精製抗体の蛍光標識をDyLight シリーズで行ったところ、
抗体 A は標識後も変わらぬ抗原結合能を維持したが、抗体 B は標識後に
抗原結合能が消失した。このため、抗体 A による pY188 の解析は標識抗
体を用いた多色フローサイトメトリーが可能であったが、抗体 B による
pY196 の解析は多色フローサイトメトリーが困難となった。この原因とし
ては、抗体 Bの抗原結合部位にリジンが含まれていて蛍光色素のラベルが
入ることで結合能が失われた可能性が示唆されるが、詳細は不明である。
そこで、抗体 Bの結合解析は、蛍光標識した二次抗体を用いたフローサイ
トメトリーで行うことにした。 

（３）抗体Aと抗体 Bを用いた免疫組織染色の条件を検討したが、組織切片上の変性下抗原では、染色できる条件を
見つけることはできなかった。このため、悪性リンパ腫の患者サンプルにおいて B 細胞受容体の部位特異的チロシン
リン酸化を調べることは断念した。 

（４）二つの B 細胞株において、抗
IgM 刺激前後のリン酸化を我々の抗
体と市販抗体で調べたところ、我々の
抗体は抗体 A, B ともリン酸化を検出
できたが、市販抗体は非常にバックグ
ラウンドが高く、特に SU-DHL-6 細
胞ではリン酸化の評価は不可能であ
った。 

（５）CD79B Y196 のリン酸化と B細胞受容体の下流シグナルの動きと、各種阻害剤感受性の関係を探るためのモデ
ルとして、様々な B 細胞株について、イブルチニブを含む様々なリン酸化酵素阻害剤存在下での長期培養により、薬
剤耐性細胞の樹立を目指したところ、びまん性大細胞リンパ腫の細胞株である SU-DHL-6 細胞において、イブルチニ
ブ耐性細胞を樹立することができた。 

（６）イブルチニブ感受性 SU-DHL-6 細胞とイブルチニブ耐性 SU-DHL-6 細胞について B 細胞受容体のチロシンリ
ン酸化を調べたところ、CD79AY188 のリン酸化レベルに差は無かったが、CD79BY196 もリン酸化レベルは耐性細胞



の方が高かった（図４A）。抗 IgM 抗体によって刺激すると、感受性細胞では
CD79AY188 も CD79BY196 もリン酸化の上昇が見られたのに対し、耐性細胞で
は CD79AY188 のみで上昇が見られ、CD79BY196 は刺激前後でリン酸化レベル
に差が無かった（図４B）。つまり、イブルチニブ耐性 SU-DHL-6 細胞においては、
感受性細胞では見られない CD79BY196 の恒常的なリン酸化が起こっていると考
えられる。これは、文献情報で、CD79BY196 に遺伝子変異を持つ培養細胞株では
イブルチニブの感受性が高い傾向があったという所見とも矛盾しない。従って、今
回の結果は、抗体 Bのイブルチニブ感受性診断薬としての有用性を示唆している。
下流のシグナル伝達分子のリン酸化を含む、より詳細な解析のためには、抗原結合
能を失わない方法での抗体 B の蛍光標識が必要であり、今後はその方法を追求し
たい。 

（７）本研究は、B細胞受容体の異なるチロシン残基においてリン酸化レベルが異
なっていることを初めて実証したものであり、これまでは一塊の B 細胞受容体の
リン酸化として語られていたものが、実は異なるチロシン残基が独立して働くこ
とを示した研究となった。 
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