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研究成果の概要（和文）：これまでの多くの研究にも関わらず、記憶Ｂ細胞の生成や生存に関す

る分子機構には不明な点が多く残されている。そこで、本研究においては PLCγ2 が、これら
の機構にどのような役割を果たしているのかを明らかにすることを試みた。その結果、PLCγ2
が記憶Ｂ細胞生成の場である胚中心の形成に重要な役割を果たしていることが明らかになり、

さらに生成した記憶Ｂ細胞の維持にも必須であることが明らかになった。 
 
研究成果の概要（英文）：In spite of previous researches, molecular basis for the development 
and survival of memory B cells remains largely unknown.  In this study, we tried to clarify 
the roles of PLCγ2 on such molecular machinery.  As the result, we found that PLCγ2 is 
playing a pivotal role in the formation of germinal center, where memory B cells are formed.  
It was also revealed that PLCγ2 is essential for the maintenance of the memory B cells. 
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１．研究開始当初の背景 
	
 個体レベルの免疫システムがどのような

分子機構で構築されているのかを明らかにす

ることは、免疫疾患に対する医学的な応用を

考える上でも非常に重要であると考えられる。

また、個体レベルでの免疫情報の獲得、選別、

蓄積、いずれの過程においても種々のシグナ

ル分子がもっとも基本的なコンポーネントと

して働いているのは明らかである。しかし、

これらのシグナル分子による細胞レベルの応

答制御が個体レベルの免疫システムをどのよ

うに実現しているのかという問題については、

多くのアプローチがなされてきたが依然とし

て不明な点が多く残されている。中でも、獲
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得・選別された免疫情報の蓄積というべき、

免疫記憶の形成と維持において抗原レセプタ

ー（BCR）シグナル分子群がどのような役割を

果たしているのかという点については、国際

的にも少数の研究のみが行われており不明な

点が多く残されていることから、この点を明

らかにする研究の進展が強く期待されていた。	
 

	
 
２．研究の目的 
	
 本研究においては、BCR	
 シグナル分子群の

中でも、複数のシグナル経路の分岐点に位置

する重要な分子である	
 PLCγ2	
 に焦点を当て

て、記憶応答の形成と維持に果たしている役

割を詳細に解析し、明らかにすることを試み

た。	
 

	
 一方、従来より、BCR	
 シグナル分子群が免

疫応答に果たす役割を明らかにする試みは、

本研究を含め多くのグループが行ってきた。

しかし、BCR	
 シグナル分子の多くにおいては、

それらの分子の欠失によってB	
 細胞の分化そ

のものに異常をきたすことが知られている。

そのため、B	
 細胞分化が正常に行われる野生

型マウスと同様の条件下で、それらの分子が

記憶応答に果たしている役割を解析すること

は困難であると考えられてきた。本研究の代

表者は、従来より	
 PLCγ2	
 の重要性に着目し、

その免疫応答における役割について明らかに

することを試みてきた。しかし、先に述べた

ように、通常のノックアウトマウスを使用す

る解析には問題点が多く、記憶応答における

本質的な疑問を解決するには至っていない。

そこで、これまでの成果を踏まえて、分化・

成熟過程においては正常に	
 PLCγ2	
 を発現し、

成熟後に抗原により活性化したB	
 細胞でのみ

PLCγ2遺伝子が欠失するコンディショナルノ

ックアウトマウスの開発を試みてきた。本研

究においては、当該マウスを利用し、記憶応

答の形成・維持において、PLCγ2	
 を介するシ

グナルがどのような役割を果たしているのか

を明らかにすることを試みた。	
 
 
３．研究の方法 
(1)IgG1-CreマウスとLoxP-PLC-γ2 との交配 

	
 IgG1 遺伝子座3'端にIRES -Cre をノックイ

ンしてあるマウス(PNAS,103:7369,2006)と研

究代表者らのグループによりすでに作製・解

析が進んでいるLoxP-PLC-γ2 マウスを交配し、

IgG1-Cre/PLC-γ2flox マウス(PLC G1 KO)を作

製した。このマウスにおいては、IgM 陽性成

熟B 細胞ではCre の発現が認められないため、

分化・成熟過程ではPLC-γ2 を正常に発現して

いる。その後、抗原刺激に応答して活性化し、

IgG1 germline transcript の発現の開始と共に

Cre が発現するため、この段階ではじめて

PLC-γ2 を選択的に欠失することが期待され

る。したがって、分化・成熟段階に影響を与

えることなく、IgG1 陽性B 細胞においての

みPLC-γ2 を介するBCRの働きを解析できる。 

 

(2) PLC G1KO マウスにおける記憶応答およ

び親和性成熟の解析 

	
 現在までの、予備検討の結果、当該マウス

における抗原特異的 IgG1 記憶応答の著しい

低下が認められていることから、さらにこの

点に関して、他のクラスの抗体産生量を含め

て詳細な検討を行った。さらに、そのとき、

一次応答、記憶応答の両者において、抗原に

対する親和性成熟が正常に行われているか否

かを検討した。 

 

(3) PLC G1KO マウスにおける胚中心形成・記

憶細胞形成の継時的解析 

	
 記憶細胞の多くは、胚中心における選択を

経て生成されると言われている。一方、胚中

心B 細胞ではCD38 の発現が低下し、記憶B 

細胞では、CD38 の高い発現が認められるこ

とが報告されている。そこで、PLC G1KO マ



ウスにおいて、免疫記憶の形成が正常に行わ

れているか否かを明らかにする目的で、一次

免疫後の胚中心の形成および、記憶B 細胞の

生成を、CD38 の発現を指標として継時的に

解析した。 

 

(4) PLC G1KO マウス由来IgG1 陽性B 細胞

の寿命の測定 

	
 本研究の代表者は、過去にPLC-γ2 欠損マウ

スにおいては、未熟B 細胞から成熟B 細胞の 

turnover rate が上昇していることを示してい

る。そこで、本研究においては、PLC-γ2 の欠

失によりBCRシグナルが伝わらない状態で、

IgG1 にクラススイッチした細胞の寿命が変

化するのか否かをBrdU のin vivo での

pulse-chase 実験により解析した。その結果よ

り、記憶細胞の維持にBCR シグナルが果たし

ている役割を明らかにした。 

 

(5) PLC G1KO マウス由来 IgG1 陽性細胞に

おける体細胞突然変異の検討 

	
 先の項目(1)で作製、検討を加えたPLC 

G1KO マウスに NP ハプテンを免疫し、抗体

産生を誘導した。PLC G1KO マウスが 

C57BL/6 back ground であることから、NP 化

抗原を免疫した場合には VH186.2 可変部を

持つ抗NP 抗体陽性B 細胞がdominant に応

答することが予想された。そこで、PLC G1KO 

マウスにNP-CGG を免疫後、IgG1 陽性細胞

の抗体可変部の塩基配列をRT-PCR法によっ

て解析した。その結果より、野生型と比べて

PLC-γ2 欠損IgG1 陽性細胞における体細胞突

然変異の出現頻度が低下しているのか否かを

検討し、体細胞突然変異におけるPLC-γ2 を介

するBCR シグナルの役割を明らかにした。 

 
４．研究成果	
 
	
 
(1)	
 胚中心でコンディショナルに PLCγ2 の遺

伝子を欠失した	
 (PLC	
 G1KO)	
 マウスにおける
記憶応答	
 
	
 
	
 本実験で使用した PLC	
 G1KO マウスにおい
ては、IgM 陽性成熟 B 細胞では Cre の発現
が認められないため、分化・成熟過程では
PLC-γ2 を正常に発現している。その後、抗
原刺激に応答して活性化し、IgG1 germline 
transcript の発現の開始と共に Cre が発現す
るため、この段階ではじめて PLC-γ2 を選択
的に欠失することが期待された。実際に当該
マウスに抗原 NP-CGGを免疫して、IgM陽性
細胞や胚中心細胞等を分画し、それぞれの細
胞集団の遺伝型を PCR法で検討したところ、
期待どおり IgM陽性細胞では野生型のPLCg2
遺伝子座を維持しており、胚中心以降の分化
段階でおいてのみ PLCg2 遺伝子の欠失が認
められた。 
	
 そこで、免疫後に採取した血清中の免疫抗
原に対する抗体価を調べたところ、図１のよ
うに IgM クラスの応答は野生型のコントロ
ールマウスと有意の差が見られなかったの
に対して、PLCg2遺伝子をコンディショナル
に欠失させた IgG1 クラスにおいては、記憶
応答に特に著しい障害を受けていることが
明らかとなった。従来の方法と異なり細胞分
化に影響を与えず、記憶応答を評価した結果
として、非常に重要な発見であると考えられ
る。	
 

（図１）PLC	
 G1KO における免疫応答	
 
	
 
(2)	
 胚中心の形成と記憶Ｂ細胞の生成にお
ける PLCγ2 の役割	
 
	
 
	
 PLC	
 G1KO マウスの IgG1 クラスにおける記
憶応答の減弱が、胚中心の形成能の低下によ
る記憶Ｂ細胞数の減少によるものなのか否
かを検討する目的で、PLC	
 G1KOマウスの免疫
後の胚中心（GC)Ｂ細胞数と記憶(memory)Ｂ



細胞数について検討を加えた（図２）。その
結果、胚中心Ｂ細胞の数が著しく減少してお
り、記憶Ｂ細胞も 1/2 程度まで減少していた。
記憶Ｂ細胞数の減少は、これらの細胞が生成
される場である胚中心の形成に障害を受け
ていることに、その原因の一部があると考え
られる。しかし、記憶Ｂ細胞数の減少の度合
いを考えると、（図１）に示した IgG1 クラス
の記憶応答の障害の程度は、それのみでは説
明できないと考えられる。したがって、PLC	
 
G1KO マウスにおいては、胚中心形成能の低下
を介する記憶Ｂ細胞数の減少のみならず、記
憶Ｂ細胞の維持もしくは抗体産生細胞への
分化に障害を受けていることが予想された。	
 

	
 
（図２）PLC	
 G1KOマウスにおける胚中心(GC)
細胞数と記憶(memory)Ｂ細胞数の継時変化	
 
	
 
(3)	
 記憶Ｂ細胞の維持における PLCγ2 の役割	
 
	
 
	
 上記の検討の結果、PLC	
 G1KOマウスにおい
ては、記憶Ｂ細胞の維持にもある程度の異常
をきたしている可能性が示唆されたため、
PLCγ2 の記憶Ｂ細胞の維持に対する影響につ
いても評価を加えた。	
 
	
 この目的を実現するために、タモキシフェ
ン(4OHT)の投与に依存して PLCγ2 遺伝子座を
コンディショナルに欠失させることができ
る PLC	
 cKO マウスを PLCγ2	
 flox マウスと
ER-Cre マウスの交配により作製した。当該マ
ウスにおいて、生成した記憶Ｂ細胞の維持を
解析するために、免疫後記憶Ｂ細胞が生成し
た後にタモキシフェンを投与して、コンディ
ショナルに PLCγ2 遺伝子座を欠失させるよう
試みた。その結果、PLC	
 G1KOマウスと同様に
期待通り、タモキシフェンを投与したマウス
においてのみ、PLCγ2 遺伝子座の欠失が認め
られたことから、タモキシフェン処理後の記
憶Ｂ細胞の数について検討を加えた（図３）。
その結果、タモキシフェン投与前にはコント
ロール群と同程度生成されていた記憶Ｂ細
胞の数が、投与後 10 日目には、PLC	
 cKOマウ
スにおいて激減していることが明らかとな
った。このことは、PLCg2 が記憶Ｂ細胞の生
成にのみ重要な役割を果たしているのでは
なく、いったん生成された記憶Ｂ細胞が、免
疫後に長期にわたって生体内で維持されて

いくために必須の役割を果たしていること
が明らかとなった。	
 

	
 
（図３）タモキシフェン(4OHT)処理による
PLCγ2 遺伝子座欠失の後の記憶Ｂ細胞数	
 
	
 
(4)	
 体細胞突然変異と親和性成熟における
PLCγ2 の役割	
 
	
 
	
 記憶Ｂ細胞の生成と維持に PLCγ2 が必須で
あるということを明らかにしたが、一方で胚
中心中で行われている正の選択・負の選択に
PLCγ2 が必要であるか否かという点について
も検討を加えた。一般に、記憶応答は一次応
答に比べて抗原に対して、高親和性の抗体が
生成されることが知られている。そこで、ま
ず、NP-CGG で免疫した抗体の抗原に対する親
和性に大きく影響を与えることが知られて
いる W33L のアミノ酸置換を含む点変異の有
無について検討を加えた（図４）。その結果、
PLCg2 の欠失の有無に関わらず、W33L の置換
を伴った体細胞突然変異が生じることが明
らかとなった。	
 

	
 
（図４）PLC	
 cKO マウスにおける体細胞突然
変異	
 



	
 
	
 加えて、PLC	
 G1KO マウスに抗原 NP-CGG を
免疫し血清中の抗 NP 抗体の NP ハプテンに対
する親和性を詳細に調べたところ、PLC	
 G1KO
マウスにおいて弱い親和性の低下は見られ
たものの、記憶応答の IgG1 抗体価とはこと
なりほぼ正常に親和性成熟が行われている
ことが示された（図５）。	
 
	
 

（図５）血中抗体の親和性成熟に対する
PLCγ2 の果たす役割。	
 
	
 
	
 本研究の結果を総合すると、PLCγ2 は、記
憶Ｂ細胞の生成の場である胚中心の形成を
介して記憶Ｂ細胞の生成を制御すると共に、
生成された記憶Ｂ細胞が生体内で長期にわ
たって維持されるためにも必要であること
が明らかになった。一方で、PLCγ2 を欠失し
た場合にもクローン選択には顕著な影響を
及ぼしていないが、このことは本研究で使用
した Cre マウスによって PLCγ2 遺伝子座が欠
失する以前に選択が完了しているという可
能性を否定するものではなく、今後、この点
についてさらに詳細な検討が必要であると
考えられる。	
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