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研究成果の概要（和文）： 
 新規に樹立したマウスの濾胞樹状細胞の細胞株 FL-Y を用いて、抗体の親和性成熟過程を胚中

心におけるＢ細胞の選択機構に焦点を当てて解析した。FL-Y 細胞は、ヘルパーＴ細胞由来の

サイトカイン IL-21 存在下で、Ｂ細胞死を誘導した。この細胞死には、FL-Y の産生する PGE2
が関与することを明らかにした。IL-21 と PGE2 による B 細胞死は胚中心におけるＢ細胞の新

規な負の選択機構を示唆するものである。 
 
 
研究成果の概要（英文）： 
 Using a novel murine follicular dendritic cell line, FL-Y, I analyzed affinity maturation 
process of antibodies focusing on B cell selection in germinal centers (GCs). I found that 
FL-Y cells induced B cell death in the presence of a helper T cell cytokine, IL-21.  The B 
cell death was shown to be dependent on PGE2 produced from FL-Y cells, The 
IL-21/PGE2-induced B cell death implicates a new negative selection mechanism of B cells 
in GCs.   
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１．研究開始当初の背景 
抗原刺激された B 細胞はリンパ組織中に形

成された胚中心に移行し、活発に増殖する過

程で抗体遺伝子に高頻度に変異が導入され

る。変異により多様化した B 細胞は濾胞樹状

細胞（FDC）ネットワーク上に捕捉された抗

原と相互作用し、抗原と強く結合する高親和

性 B 細胞のみが生存でき、大部分の低親和性

B 細胞は死滅する。この結果、抗体の親和性

成熟が進行するとされているが、高頻度突然

変異の誘導に必要な B 細胞への刺激や、

FDC との相互作用を介する B 細胞の生存あ

るいは死を決定する機構については不明な

点が多い。これは、主として中心的役割を担

う FDC の単離と維持が困難であり、in vitro

での機能解析が進んでいないためである。こ

の難点を克服するために我々はリンパ節を

断片化しコラーゲンゲル中で３次元培養し、

抗原刺激を長期間繰り返すという独自に開

発した手法によりマウスのFDC細胞株FL-Y

を樹立することに世界で初めて成功した。得

られた FL-Y は、これまでで最も忠実に DC

の表現型を保持しており、これを用いて、親

和性成熟の機構を詳細に解析することを計

画した。 

 
２．研究の目的 
 
（１）FDC 上での高親和性 B cell の選択機
構の解明：抗原特異性の明確な抗体可変部遺
伝子ノックインマウスの B 細胞を用い、
FL-Y 細胞との共培養系で、胚中心で進行し
ている高親和性B 細胞の選択過程を in vitro
で再現できる実験系の構築を行う。このよう
な培養系で低親和性 B 細胞が優先的に死滅
する条件が存在することを明らかにしたい。 
（２）B 細胞の抗体遺伝子への高頻度変異導

入の誘導機構の解明： 

胚中心 B 細胞において、抗体遺伝子は可変部

へ変異導入を受けるが、この過程は AID に依

存している。しかし変異を誘導する因子は未

解明である。FDC 近傍で centroblast 型に分

化した B 細胞に変異が起こるとされている

が、FL-Y 細胞と B 細胞の共培養系では、Ｂ

細胞が centroblast の表現型を獲得する条件

を解析する。 

（３）親和性成熟機構の抗体作製システムへ

の応用：我々は AID 依存性に抗体遺伝子を変

異させる能力を保持したニワトリ B 細胞株

DT40-SW を用いて、個体への免疫を行うこ

となく培養細胞ライブラリーから効率的に

抗体を取得できる in vitro 抗体作製システム

を開発している。（１）、（２）の検討により

得られた成果をこの系に適用し、変異頻度の

向上や目的抗体産生クローンの効率的選択

法の開発などに応用し、より実用性の高い抗

体作製システムへ進化させる。 
 
３．研究の方法 
（１）FDC 上での B cell の抗原親和性の強さ

に基づく選択機構の解析：我々は、FL-Y 細

胞とＢ細胞の共培養系で、FL-Y や胚中心内

のヘルパーＴ(Th)細胞が産生する IL-21 の刺

激を受けると低親和性Ｂ細胞は死滅するこ

と、高親和性Ｂ細胞は Th からの CD40 シグ

ナルを受けとって生存、増殖するという、in 

vivo で予想されているのと同様のプロセス

を in vitro で再現できることを示す結果を得

ている。これを更に確証するために、抗原特

異性の明確な抗体可変部遺伝子ノックイン

マウス由来の B 細胞を用い、FL-Y 細胞、Th

細胞、親和性の異なる抗原などの存在下で培

養する実験系を構築する。これを用いて、抗

原に対する親和性の強さに応じて、Ｂ細胞の

生死を分けるのに関与する因子について、特

に IL-21 を中心にその役割を解明する。 

（２）B 細胞の抗体遺伝子への高頻度変異導

入の誘導機構の解析：Ｂ細胞を in vitro で培

養し、AID 発現を上昇させて再現性よく変異



を誘導できる条件は確立されていない。In 

vivo では FDC 近傍の centroblast 型に分化

した B 細胞に変異が起こるとされているが、

我々の FL-Y 細胞と B 細胞の共培養系に、

CD40L, 抗原、サイトカインなど種々の刺激

を付加することにより、変異導入を誘導する

ために必要な刺激因子を同定する。 

（３）親和性成熟機構の抗体作製システムへ

の応用：我々は AID を発現し、その発現を可

逆的にスイッチ出来るように遺伝子操作し

たニワトリ B 細胞株 DT40-SW を用いる in 

vitro 抗体作製システムを開発している。(研

究業績１２，１３)。上記１）、２）の検討に

より得られた成果を基づいて DT40-SW 細胞

を改変し、変異頻度の向上や目的抗体産生ク

ローンの選択の効率化などを実現し、進化分

子工学系としてより高性能なものに改良す

る。 

 
４．研究成果 

濾胞樹状細胞（FDC）の細胞株 FL-Y を用いて

in vitroＢ細胞選択系を構築し、親和性成熟

の基本的機構である胚中心Ｂ細胞の変異と

選択の機構を解析した。さらにニワトリ B細

胞株 DT40 を用いて AID による変異導入機能

について以下の重要な新事実を発見した。                                 

（１） FDC、T 細胞、B 細胞の相互作用によ

る B細胞の選択機構； 

T 細胞由来の IL-21 単独ではＢ細胞の生存は

促進されるが、FL-Y 由来の低分子可溶性因子

プロスタグランジンＥ２がＢ細胞に IL-21と

同時に作用すると細胞死が誘導されること

を見いだした。この細胞死（アポトーシス）

には Bim とそれの誘導に関与する転写因子

Foxo1 の発現促進が重要であることを明らか

にした。 

（２）IL-34 依存性新規単球系細胞 FDMC によ

る、 B 細胞の増殖促進とセントロブラストへ

の分化誘導機構の発見； 

我々は、FL-Y 細胞と共培養により脾臓中の

c-kit 陽性前駆細胞から分化する新規な骨髄

系細胞 FDMC が、Ｂ細胞のセントロブラスト

への分化,増殖を促進することを見いだした。

また、FDMC の分化には FL-Y 由来のサイトカ

イン IL-34 が必須であることを見いだした。 

（３）DT40 細胞を用いる抗体遺伝子への変異

導入機構の解析； 

DT40の変異株DT40-ASFではAIDに依存する髙

頻度突然変異が全く入らないことを見出し、

この変異株で欠損している遺伝子の解析から

、splicing factor SRSF1のsplice variant

であるSRSF1-3が、AIDの機能発現に必要であ

ることを発見した。 

 

以上の結果は、抗体の親和性成熟機構におけ

る新規なＢ細胞選択機構を明らかにしたもの

として重要である。またAIDが変異導入に関与

するために必要な特異的補助因子を世界で初

めて同定することに成功した。これらの成果

は、免疫生物学領域の進歩に大きく貢献する

ものであり、権威ある学術誌に論文が受理さ

れた。 
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