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研究成果の概要（和文）： 
記憶 B 細胞の迅速で強い抗体産生機能を調べるために、免疫したマウスで抗原刺激により
シグナリングが起こる B 細胞集団を見出した。さらに蛋白性カルシウムプローブ
Cameleon を B 細胞に発現させたマウスを作製し、カルシウムシグナリングをモニターで
きるマウスの系を構築した。 
研究成果の概要（英文）： 
To analyze the mechanism of rapid and robust antibody production from memory B 
cells, we identified a subset of B cells from immunized mice, which induced 
antigen-induced signaling. We generated proteinaceous calcium rpobe, Cameleon, 
-expressing mice in which calcium signaling of B cells can be monitored.  
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１．研究開始当初の背景 
 感染症に対する生体防御として自然免疫

とともに記憶免疫が重要な役割を果たして

おり、ワクチン療法の根源をなしている。記

憶B細胞の多くはクラススイッチして IgG陽

性で、IgM/IgD を発現しているナイーブ B 細

胞と比べ、抗原に対して迅速で強い抗体産生

を引き起こす。インフルエンザなどの感染防

御にはワクチンによる記憶 B 細胞の誘導が

重要であることが知られている。IgG 陽性と

なった活性化B細胞は記憶B細胞や形質細胞

に分化し、２次リンパ組織の濾胞を離れ、長

寿命形質細胞は骨髄に、記憶 B 細胞は骨髄や

２次リンパ組織の濾胞辺縁体などに局在す

ることが知られている。                                
 IgG陽性記憶B細胞の迅速で強い抗体産生

機構を解明する目的で、C.C.Goodnow のグ

ループは IgG あるいは IgG の膜貫通・細胞内
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領域を持つ IgM/IgG キメラ分子を発現する

トランスジェニックマウスを作製し、

IgM/IgD の代わりに IgG を発現するだけで

免疫に応じて著しく増殖し、免疫応答が亢進

することを見出している (Nat Immunol 
2002)。我々は同一の抗原特異性も持った

IgM および IgG、IgM/IgG キメラを再構築し

た B細胞株の抗原受容体(BCR)シグナル伝達

を解析することにより、IgM より IgG あるい

は IgM/IgG キメラを抗原受容体として持つ

場合の方が、抑制性共受容体による制御が弱

く、より強い BCR シグナリングが起こるこ

とを見出している(Science 2003)。記憶 B 細

胞からの抗体産生には、T 細胞と同時に、抗

原が必要なことから BCR シグナリングがそ

の活性化および形質細胞への分化に重要で

あると考えられており、我々の結果は記憶 B
細胞の特性を説明する上でよく合致してい

ると考えていた。しかし、最近の研究から、

抗原の種類などにより抑制性共受容体の制

御の差異だけでは IgG陽性B細胞の特性を説

明 で き な い こ と が わ か っ て き て お り

(Horikawa et al. JEM, Waisman et al. JEM 
2007)、さらなる解析が必要である。 
 
２．研究の目的 
記憶B細胞がナイーブB細胞に比べて迅速で

強い抗体産生を起こす機序について BCR シ

グナリングの差異以外にも下記のようにい

くつかの可能性が考えられる。 
①   免疫後、樹状細胞などに保持された生

体内に残る抗原と反応して既に活性化

された状態でアナジー様になっている。 
②  IgG が細胞表面に発現することで恒常

的な活性化が起きて、アナジー様にな

っている。 
③   高効率抗体産生はBCRシグナリング

の強度とは関係なく、IgG 陽性細胞の

他の分子との相互作用や抗原提示など

他の機序による。 
 
より効率的なワクチン開発のためにも、記憶

B 細胞による迅速で強い抗体産生の機序を理

解する必要があり、そのためには、IgG 陽性

細胞の活性化、および形質細胞への分化の分

子機構を解明することとともに、微小環境に

よる記憶 B 細胞や形質細胞の空間的制御の

解明は不可欠である。しかし、IgG 陽性の記

憶 B 細胞についてはその活性化・分化機構は

不明な部分が多く、長寿命形質細胞について

もその詳細は不明である。 
そこで本研究では、我々がこれまでに得た in 
vitro、in vivo の知見をもとに、特に正常マ

ウスからの IgG 陽性細胞に着目し、ⅰ）記憶

B 細胞活性化の分子機構、ⅱ）記憶 B 細胞お

よび形質細胞の空間的制御機構の２つを中

心に解明することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
（１）IgG 陽性細胞の in vitro での BCR シ

グナリングの測定 

C57BL/6 マウスは購入した。ハプテン（ニト

ロフェノール（ＮＰ））に特異的な免疫グロ

ブリンＨ鎖可変領域遺伝子をノックインし

た QM マウスは Wabl 教授（カルフォルニア大

学サンフランシスコ校）より供与していただ

いた。これらのマウスから脾臓、大腿骨を摘

出し、赤血球を除去した細胞について MAP キ

ナーゼの活性化やカルシウムシグナリング

を IgG 陽性細胞と IgM/IgD 陽性のナイーブ B

細胞で解析した。なおマウスは東京医科歯科

大学・動物実験のガイドラインに従い、東京

医科歯科大学難治疾患研究所・組換えマウス

実験室で SPF 環境にて飼育した。 

 

（２）B細胞特異的 Cameleon 発現トランスジ

ェニックマウスの作製
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図１．Cameleon 遺伝子トランスジェニックコン



ストラクト  
CAG プロモーターの下流にタンデムな LoxP 配列に挟
まれたネオマイシン耐性遺伝子を持ち、Cameleon 遺伝

子はその下流に挿入してある。Cre リコンビナーゼにに
よりネオマイシン耐性遺伝子は切り出され、下段のよう
な遺伝子構造になる。 
 

Cre-LoxP の部位特異的組換えを利用して条

件 的 に Cameleon を 発 現 で き る

Cameleon(YC3.60)遺伝子（理研・宮脇博士よ

り供与）を持つ発現ベクターDNA（図１）を

制限酵素切断によって直線化した後、

C57BL/6 の卵母細胞にインジェクションし、

floxed YC3.60 トランスジェニックマウスを

作製した。さらに、CD19 遺伝子座に Cre リコ

ンビナーゼ遺伝子をノックインし、B 細胞特

異的に Cre リコンビナーゼを発現する

CD19-Cre マウスはハーバード大学 Rajewsky

教授より供与していただき、このマウスと

floxed YC3.60 トランスジェニックマウスを

交配することによりB細胞特異的にCameleon

を発現するマウスを作製した。 

 

（３）Cameleon 発現マウスでの in vivo のカ

ルシウムシグナリングの検出 

Cameleon を発現するマウスについて、共焦点

レーザー顕微鏡を用いた生体イメージング

により脾臓B細胞のカルシウムシグナリング

を Cameleon の蛍光共鳴エネルギー移動

(FRET)を検出することによって調べた。 

 

４．研究成果 

 
（１）Cameleon を用いたの in vitro でのカ

ルシウムイオンの動員の評価 

記憶 B 細胞の BCR シグナリングを詳細に調

べるために、まずマウス細胞株を用いてカル

シウムイオンに対するタンパク質性バイオ

プローブ Cameleon を用いて抗原により

BCR シグナリングをモニターできる系を構

築し、従来のカルシウムイオン指示薬 Fluo-4

と感度的に比べてもそん色がないことを示

した。 

 
（２）IgG 陽性細胞の in vitro での活性化の

解析 

IgG 陽性細胞（記憶 B 細胞、長寿命形質細胞）

を免疫した正常マウスから分離し、これらの

細胞集団について抗原刺激によるシグナル

分子の活性化を調べ、特に骨髄に抗原刺激に

よりシグナル分子の活性化が起こる亜集団

があることを見出した（図 2）。また、QM マ

ウスの IgG 陽性 B 細胞では抗原刺激により

IgM/IgD 陽性のナイーブ B 細胞とほぼ同程

度のシグナリングがみられた。 
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図 2．骨髄 B細胞での抗原による ERK の活性化 
骨髄の IgM 陰性 B細胞で抗原（NP-BSA）刺激後、2分、5

分で ERK が活性化される細胞が検出された。 

 
（３）Cameleon トランスジェニックマウス

を用いた B 細胞カルシウムシグナリングの

解析 
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図 3．脾臓 B 細胞での Cameleon の発現 



B細胞マーカーであるB220陽性細胞のほとんどが

Cameleon 陽性となっている。 

 
図 3 のようにほぼすべての B 細胞に

Cameleon を 発 現 す る Ｂ 細 胞 特 異 的

Cameleon 発現するマウスを樹立した。 

このマウスから脾臓Ｂ細胞を分離し、フロー

サイトメーターを用いて、抗原受容体架橋に

よるカルシウムイオンの動員が測定できる

系を構築した（図４）。 
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図４．Cameleon 発現マウス B 細胞での抗原受容

体を介したカルシウムイオンの動員 
脾臓 B 細胞にて抗原受容体に対する抗体を添加して経

時的に Cameleon の FRET を測定した。 

 

 
また、生体イメージングにより、脾臓内のＢ

細胞でカルシウムイオンの動員を検出する

系を構築し、カルシウムイオンの動員がみら

れた。 
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