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研究成果の概要（和文）：胚中心B細胞のアポトーシス制御因子として、これまでにBCL-2やFASなどの分子が知
られているが、本研究では新たに転写伸長関連因子EAF2が胚中心B細胞のアポトーシスを促進することを明らか
にした。EAF2欠損マウスでは、自己抗体の産生が誘発され、コラーゲン誘導性関節炎が重症化した。RNAシーケ
ンスの結果、EAF2が抗アポトーシス因子Bcl-2の発現を抑制し、逆にアポトーシス誘発因子Bbc3/Pumaの発現を促
進することも明らかになった。これらの結果から、EAF2が自己反応性胚中心B細胞を除去することにより自己免
疫疾患を抑制することが解明された。

研究成果の概要（英文）：BCL-2 and FAS are known to regulate the apoptosis of the germinal center 
(GC) B cells. In the present study, we have identified the transcription elongation-associated 
factor EAF2 as a GC B-specific apoptosis inducer. EAF2-deficient mice produce elevated levels of 
autoantibodies and develop severe collagen-induced arthritis. RNA sequencing analysis revealed that 
EAF2 suppresses the transcription of the anti-apoptotic factor Bcl-2 and promotes the transcription 
of the pro-apoptotic molecule Bbc3/Puma. These results collectively demonstrate that EAF2 functions 
to suppress autoimmunity by facilitating the elimination of autoreactive GC B cells.

研究分野： 免疫学

キーワード： アポトーシス　胚中心B細胞　転写伸長因子

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究により、胚中心B細胞のアポトーシスを制御する新たな因子が発見された。BCL-2やFASなどの従来知られ
ているアポトーシス制御分子と異なり、本研究で発見されたEAF2は胚中心B細胞に特異的に発現し、自己反応性B
細胞の除去と自己免疫疾患の抑制に特化した機能を有する点に独創性がある。本研究により、新たなB細胞免疫
寛容機構が提示できた。また、本研究は遺伝子改変マウスを中心に進められたが、今後、ヒト胚中心B細胞のア
ポトーシス制御において、EAF2が同様な機能を発揮することが判明すれば、ヒト自己免疫疾患の発症、診断およ
び治療の手掛かりとなりうるので、社会的意義が大きい。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。
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１． 研究開始当初の背景 

 
病原体の侵入に対し、B 細胞は T 細胞の補助やサイトカイン刺激により急速に細胞分裂

を繰り返し、リンパ節や脾臓の二次免疫器官にて胚中心を形成する。胚中心では、B 細胞の
抗体遺伝子に高頻度の体細胞変異がランダムに導入され、その結果、高親和性抗体を産生
する B 細胞が選択され、抗体産生細胞や記憶 B 細胞へ分化する。一方、体細胞変異によっ
て生じうる自己抗原に反応する胚中心 B 細胞はアポトーシスによって除去されると考えら
れている。 
これまでの研究で、胚中心 B 細胞のアポトーシスは、BCL family の BCL-2、MCL-1 など

の内因性因子と、TNF family の FAS ligand などの外因性因子によって制御されていること
が示されている。例えば、BCL-2 を過剰発現するトランスジェニックマウスでは、脾臓 B
細胞数が著しく増加するとともに、胚中心 B 細胞のアポトーシスが低下し、記憶 B 細胞及
び抗体産生細胞数が増加することが示された。一方、胚中心 B 細胞で特異的に FAS を欠損
させたマウスでは、脾臓とリンパ節の肥大とともに、成熟 B 及び T 細胞、さらに胚中心 B
細胞が顕著に増加していた。これらの結果はアポトーシス制御が胚中心 B 細胞の形成や液
性免疫応答に必須な役割を果たすことを示している。しかしながら、BCL-2 や FAS などの
分子はもともと胚中心 B 細胞に特異的に発現しているものではなく、これらの分子の過剰
発現や欠損によって誘発される胚中心 B 細胞の機能異常はしばしばリンパ球のホメオスタ
シスの異常を伴うもので、観察された表現型がどの程度胚中心 B 細胞自身のアポトーシス
異常によるものかは必ずしも明確ではない。取り分け、自己反応性胚中心 B 細胞のアポト
ーシスを特異的に誘導するメカニズムは分かっていない。 

 
図１ EAF2 はパイエル板（PP）と胚中心 B 細胞（GC B）で特異的に高発現する。
Activation-induced cytidine deaminase 遺伝子（Aicda）の発現パターンに似ている。 
 
胚中心 B 細胞のアポトーシスを特異的に制御する分子を同定するために、申請者は 90

種類以上の免疫細胞や亜集団における遺伝子発現を比較検討した。その結果、胚中心 B 細
胞で特異的に発現しそれ以外の免疫細胞ではほとんど発現しない遺伝子として EAF2 を同
定した（図１）。EAF2 はもともと前立腺がんのアポトーシス誘導因子として発表されてい
たが、胚中心 B 細胞における機能は不明であった。申請者は EAF2 欠損マウスを作製し解
析した結果、EAF2が胚中心B細胞のアポトーシス誘導に重要な役割を果たすこと（図２）、
さらに EAF2 欠損マウスが自己抗体を産生し、自己免疫疾患が発症やすいことを明らかに
した。 



 
 

図２ EAF2 欠損マウスでは、T 依存性抗原に対する応答において、胚中心 B 細胞のアポト
ーシス（TUNEL、矢印）が減少し、胚中心が大きくなる（PNA 染色）。 

 
 
本研究では、EAF2 が自己反応性胚中心 B 細胞のアポトーシス誘発に果たす役割を明確

にするとともに、EAF2 のターゲット遺伝子の同定と EAF2 によるアポトーシス誘導の分
子機構を解明する。 

 
 
２．研究の目的 
 
１）EAF2 が自己反応性胚中心 B 細胞のアポトーシス誘導に果たす役割を明確にする；２）
EAF2 のターゲット遺伝子を明らかにする；３）EAF2 によるアポトーシス誘導の分子機構
を解明する。 
 
 
３．研究の方法 
 
３－１ EAF2 が自己反応性胚中心 B 細胞のアポトーシス誘導に果たす役割の解明 

 
１） WT 及び EAF2 欠損マウスより、胚中心 B 細胞を多く含むパイエル板細胞を回収する。

無刺激並びに異なる濃度の F(ab’)2-anti-IgM 抗体の存在下で 0 時間―24 間培養した後、
GL7、FAS、7-AAD、Annexin-V で染色し、生細胞中の胚中心 B 細胞（GL7+FAS+）の
割合を解析する。この実験により、自己抗原（F(ab’)2-anti-IgM）による胚中心 B 細胞
のアポトーシス誘導における EAF2 の役割を明らかにする。 

２） Cell sorter を用いて、パイエル板より胚中心 B 細胞を分取してから、１）と同様に
F(ab’)2-anti-IgM 抗体の存在下で培養する。培養後、細胞を 7-AAD と Annexin-V で染色
し、アポトーシス細胞の割合について解析する。 

３） WT 及び EAF2 欠損マウスを T 依存性抗原 NP-CGG+Alum で腹腔免疫し、10 日後にマ
ウスに NP-BSA またはコントロールとして BSA を投与する。NP-BSA または BSA を
投与してから 4 時間ー12 時間後に脾臓の切片を作製し、TUNEL assay により胚中心 B
細胞のアポトーシスについて解析する。    
 

３－２ EAF2 ターゲット遺伝子の解析 

１） WT 及び EAF2 欠損マウス由来の胚中心 B 細胞を用いて、RNA シーケンスを行った

結果、268 個の遺伝子の発現が EAF2 欠損胚中心 B 細胞において有意に上昇または低

下していた。これらの遺伝子をゲノム構造、発現パターン、細胞内局在さらに機能な

どの指標に基づき分類し、EAF2 ターゲット遺伝子の特徴を明らかにする。 

２） EAF2 タンパクの異なる領域に対するペプチド抗体を作製する。 

３） RNA シーケンスの結果、EAF2 が Bcl-2 及び Puma の発現を制御しうることが判明し

ている。EAF2 が直接 Bcl-2 及び Puma 遺伝子の転写伸長反応の制御に関わっているか

どうかについて、CHIP assay を用いて明らかにする。 



 

 

３－３ EAF2 によるアポトーシス誘導の分子機構の解明 

１） ウイルスベクター（pMX-IRES-GFP）を用いて EAF2 を脾臓 B 細胞で一過性に発現さ

せると、アポトーシスが誘導されることが判明している。このアポトーシスが CD40L

単独、CD40L+F(ab’)2-anti-IgM、CD40L+F(ab’)2-anti-IgM+IL-4 などの刺激により阻止で

きるかどうかについて解析する。 

２） EAF2 をヒト胚中心 B 細胞株である Daudi で pMX-IRES-GFP を用いて一過性に強制発

現させると、アポトーシスが誘導されることをすでに確認している。この際、同時に

BCL-2、BCL-xL、BAX または BIM を pMX-IRES-hCD8 を用いて強制発現させた場合、

アポトーシスが促進または抑制されるかどうかを解析する。また、EAF2 と BCL family

分子によるアポトーシス誘導の違い（アポトーシス細胞の形態や割合、アポトーシス

の速さなど）についても解析する。これらの実験により、EAF2 と BCL family 分子に

よるアポトーシス制御の類似点や相違点、さらに機能的相互作用を明確にする。 
 
 
４．研究成果 
 
胚中心 B 細胞のアポトーシス制御因子として、これまでに BCL-2 や FAS などの分子が知

られているが、本研究では新たに転写伸長関連因子 EAF2 が胚中心 B 細胞のアポトーシス

を促進することを明らかにした。EAF2 欠損マウスでは、自己抗体の産生が誘発され、コ

ラーゲン誘導性関節炎が重症化した。RNA シーケンスの結果、EAF2 が抗アポトーシス因

子 Bcl-2 の発現を抑制し、逆にアポトーシス誘発因子 Bbc3/Puma の発現を促進することも

明らかになった。これらの結果から、EAF2 が自己反応性胚中心 B 細胞を除去することに

より自己免疫疾患を抑制することが解明された。 
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