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研究成果の概要（和文）：ポリマー粒子を用いてマウス間質系細胞を３Ｄに構築し、マウス胎児肝細胞より分化
させたＢ１前駆細胞を16週まで３Ｄ構造内に長期維持し、In vitroで分泌される自然抗体IgMを高感度サンドイ
ッチ ELISA法にて解析しうるシステムを開発した。２Dに比べ３D培養の方が長期に安定して自然抗体IgMを産生
していた。マウス間質系細胞にヒト培養細胞を共培養させると、産生される自然抗体IgMは低下した。この系に
おいては、共培養させる細胞を幅広く選択することが可能であり、各種病態下での自然抗体IgMの役割の解析に
有用であると考えられた。

研究成果の概要（英文）：Natural IgM plays an important role in the beginning of infection, 
transfusion, and transplantation, as well as autoimmune diseases, cancers and atherosclerosis.  
However, because in vitro production of natural IgM has never been successful, analysis of the role 
of natural IgM was mainly limited in the setting of in vivo.  We developed the novel system to 
establish long-term, up to 16 weeks, 3D-culture of B1 precursors derived from mouse fetal liver 
cells by use of 3D-culture of mouse stroma cells with polymer particles and to evaluate in vitro 
secreting natural IgM using high-sensitive sandwich ELISA.  Coculture of mouse stromal cells and 
human cells decreased the production of natural IgM.  With a variety of cells involving in 
pathogenesis of the diseases, as well as cancer cells and/or xenogeneic cells, this system will be 
useful to analyze the precise role of natural IgM in many diseases, still awaiting the new therapy.

研究分野：移植免疫学

キーワード： ３Dストローマ培養　ポリマー粒子　自然抗体　B1細胞　サンドイッチELISA　異種細胞
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研究成果の学術的意義や社会的意義
自然抗体は、感染の初期防御や輸血・移植のみならず自己免疫疾患、癌、動脈硬化症など幅広い疾患において生
体内で重要な役割を担っている。本研究では、ポリマー粒子を用い各種間質系細胞を３Ｄに構築し、その構造内
でＢ１細胞の前駆細胞を長期間維持培養し、Vitroで長期に自然抗体を産生させることに成功した。本法はVitro
の系であるため共培養させる細胞に、癌細胞や異種細胞も含め各種病因に寄与する多くの種類の細胞を選択する
ことが可能であり、幅広い病態下での自然抗体の役割の解析に有用であると考えられた。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

自然抗体は血中 IgM 抗体の 70％以上を構成し、種を越えて進化的に保存されている重要な免疫
系の構成成分である。近年、感染防御の第一線としてウイルスなどの病原体の中和、補体の活性
化、抗体依存性細胞性障害に寄与するだけでなく、アポトーシス細胞の除去に関与して局所の炎
症反応を抑える作用、自己免疫反応を抑制する作用、正常 B 細胞の分化維持に作用することも
明らかとなり、自己免疫疾患の発症抑制、癌の微小転移の抑制、動脈硬化症の抑制など各種病態
に広く関与すると考えられるようになった。一方、自然抗体は Innate immunity の構成成分と
して個体の誕生時にはすでに備わっており、vitro で自然抗体を安定して産生させる系が確立さ
れていないこともあり、その発生機序、担当細胞、病態下での機能の詳細な解明には障害が大き
く、多くの不明な点が残されていた。 

一方、本研究分担者である安田らは特殊な合成ポリマー粒子を開発し、間質系細胞を３D に培養
することにより、その中で造血系幹細胞を長期間安定して培養することに成功していた（安田昌
弘他、特許登録番号 5725394、2015 年）。 

 

２．研究の目的 

安田らの開発した合成ポリマー粒子を利用し、vitro で長期に安定して自然抗体を産生する系を
確立する。次に、vitro で産生される IgM は生体内で産生される IgM と比べると極めて微量で
あるため、IgM の極微量測定方法を確立する。さらに、間質系細胞と共培養させる細胞の存在に
より、産生される IgM の影響を測定し、各種細胞との共存下での自然抗体産生機能の解明に有
用であるか検討を行った。 

 

３．研究の方法 

①マウスで自然抗体 IgM を産生する可能性がある B1 前駆細胞が２Ｄで誘導される系（マウス胎
児肝細胞を２Ｄ培養された間質系細胞 TSt-4 下に共培養させる）を、合成ポリマー粒子を用いて
３Ｄにおいても B1 前駆細胞への誘導が可能であるか検討した。B1 前駆細胞への誘導は、抗 IgM
抗体または抗 CD19 抗体でラベル後、confocal microscopy または多重焦点倒立蛍光顕微鏡を用
いて確認した。 
 
②３D に構築された培養系が、どれぐらい長期に安定して維持できるか検討した。 

 

③分泌される IgM を測定しうる微量測定法として、高感度 Western blot 法または高感度
Sandwich ELISA 法を開発した。 

 

④間質系細胞に異種細胞を予め共培養させ、異種細胞共存下で B1 細胞を誘導し、産生される
IgM を測定することにより、異種細胞共存下での自然抗体産生能を検討した。 

 
４．研究成果 
 
①左図に示すように、TSt-4 細胞を２Ｄで培養し、マウス胎児肝細胞と共培養させるとＢ細胞コ
ロニーが TSt-4 細胞のシート上に出現した。一方、TSt-4 をポリマー粒子と共培養することによ
り３Ｄに構成し、そこにマウス胎児肝細胞を共培養させると、分化したＢ１前駆細胞は TSt-4 細
胞の３Ｄ構築内に内包される形で存在していた。右図は、Ｂ１前駆細胞を抗 CD19 抗体でラベル
し、多重焦点倒立蛍光顕微鏡にて検出したものである。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Ｂ細胞コロニー CD19 positive cells   

  

       



②通常の培養 Dish を用いて継続培養を行うと、１週間程度で３Ｄ構造の TSt-4 細胞でも底面へ
の付着が始まり、3 週を越えると３Ｄ構造が維持できなくなった。そこで低接着表面を有する
Dish（EZ-BindShutSP,IWAKI）にて継続培養を試みたところ底面への接着は生じなくなり、TSt-
4 の３Ｄ構造は最長 16 週まで維持できた。 
 
③Western Blot 法の感度を上げるため、Blocking 溶液、抗原抗体反応促進試薬、一次抗体の調
整、検出器の調整等行った。Blocking 溶液に IS-CD-500W（コスモバイオ）、抗原抗体反応試薬に
IS-P-250 (コスモバイオ)、一次抗体に Polyclonal anti-mouse IgM Ab-HRP (Abcam)、検出器に
ケミイメージャー（LAS4000 mini）を組み合わせることにより、IgM の測定感度は数百 pg/ml ま
で上昇させることができた。しかし、今回の３Ｄ培養の上清中の IgM の検出には不十分であっ
た。そこで、次に Sandwich ELISA 法を用い、感度の増強を試みた。１次抗体に Monoclonal anti-
mouse IgM Ab (BioLegend)、Coating buffer と Assay buffer に BioLegend 社製を使用。バック
グラウンドの軽減のため Washing の回数を増やし、サンプルとの incubation time を増強。２次
抗体に polyclonal anti-mouse IgM Ab-HRP (Abcam)を使用。発色液に High sensitivity TMB 
Substrate (BioLegend)を組み合わせ、発色時間の最大化を行った。結果として IgM の測定感度
は数十 pg/ml まで上昇し、今回の３Ｄ培養の上清中の IgM の検出に十分な感度を得ることがで
きた（下図）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
上記の検量線を基に、９週までの２Ｄと３ＤB1 前駆細胞培養上清中の自然抗体 IgM を測定した
ところ、91.1±42.4 pg/ml と 122.9±65.3 pg/ml にて、３Ｄ培養の方が有意に（p<0.05）安定
して IgM を産生していることが明らかとなった。 
 
④TSt-4 細胞に予め異種細胞であるヒト AA101 を混合し、同様にポリマー粒子を用いて３Ｄ培養
を試みたところ、混合状態を維持したまま TSt-4 細胞単独と同様に３Ｄ構造を形成させること
が可能であることがわかった。そこにマウス胎児肝細胞を共培養させると、TSt-4 細胞単独と同
様に B1 前駆細胞に分化し、自然抗体 IgM を産生することがわかった。しかし、AA101 共存下で
産生される IgM は TSt-4 単独より低下しており、自然抗体においても negative selection の機
序は作用していると考えられた。 
 
以上の結果から、vitro で安定して自然抗体 IgM を産生させる系の確立に成功し、この系におい
ては共培養させる細胞が IgM の産生に影響を及ぼしうることが示された。癌細胞を含む各種上
皮細胞、自己免疫疾患や動脈硬化症を惹起する担当細胞、また各種の同種異種細胞との共培養が
可能であり、各種病態における自然抗体の役割の解明に大いに有用であると考えられた。 
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