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研究成果の概要（和文）：胎生期に形成される免疫記憶は免疫系の発達や内臓脂肪炎症などの成人病に対する感
受性と関連することが示唆されている。本研究ではRAG2遺伝子の転写履歴を持つリンパ球細胞を追跡できるシス
テムを作製し、胎生期に発生・分化するB細胞の成体B細胞プールへの寄与ならびに性状について比較解析した。
その結果、成体腹腔、脾臓および骨髄におけるCD5陽性B細胞の約10％は胎生期由来であり、その殆どは変性自己
抗原と反応するB細胞抗原受容体(BCR)を発現した。自然抗体を産生する骨髄形質細胞のBCRは胎生期由来B細胞と
類似性を示すことから、成体で維持される胎生期B細胞から供給されることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：B-1a B cells have been demonstrated to develop during the embryonic period 
and play a major role in natural antibody secretion and immune regulation. In the present study, we 
created a highly efficient temporally controllable RAG2-based lymphoid lineage cell labeling and 
tracking system to understand the biological properties of B-1a cells generated during the embryonic
 period. This approach revealed that many B-1a cells with a history of RAG2 expression during the 
embryonic period persist in the adult B-1a compartment. Furthermore, neonatal depletion of B cells 
caused the loss of bone marrow IgM+ plasmablasts/plasma cells that had expressed RAG2 during the 
embryonic period, indicating a continuous replenishment from the adult B-1a cell compartment with 
RAG2 expression history during the embryonic period. These findings define the importance of B-1a 
cells generated during the embryonic period for natural IgM production under native hematopoietic 
conditions. 

研究分野： 基礎獣医学

キーワード： 早期ライフステージ　免疫系　B細胞　自然抗体
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研究成果の学術的意義や社会的意義
腹腔などの脂肪組織に局在するB細胞は胎生期造血系に由来し、広域交差反応性の自然抗体や抑制性サイトカイ
ンIL-10を産生することで免疫制御に関与すると考えられてきた。しかしながら、表現型を軸とした既存の解析
手法では胎生期B細胞の免疫記憶と成体疾患の直接的な関連性を解析することは不可能であった。本研究で作製
した生理的条件での胎生期B細胞の遺伝学的細胞系譜追跡システムを用いた知見はこれまでの胎児肝細胞移入を
用いた研究成果を生理的条件で厳密に確定するものであり、今後、内臓脂肪炎症などの免疫疾患における胎生期
B細胞の機能解析の応用基盤を構築するものである。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
過栄養や運動不足などの生活習慣の変化に関連した肥満に伴う II型糖尿病などの内臓脂肪炎症

に起因する疾患は遺伝的な要因以外に、妊娠時の胎生期栄養環境が関与するとい

う”Developmental Origins of Health and Disease: DOHaD” 仮説がレトロスペクティブな疫学研究

から注目を集めつつある。これに関連して、胎生期栄養環境要因による DNA メチル化などの

エピゲノムの変化や食餌によって変化する腸内細菌叢由来の短鎖脂肪酸の血流を介した胎仔組

織への直接的影響が最近報告されている。一方、腸内細菌叢と密接に関連し、内臓脂肪炎症を

制御することが知られている免疫システムの関与については明確になっていない。これに関連

して、胎生期に卵黄嚢や胎児肝臓の前駆細胞から一過性に分化する胎仔型 B 細胞(B1 細胞)は発

生過程でアポトーシスした細胞由来の自己抗原と交差反応する広域交差反応性の限定された抗

原受容体を発現し、成体においては主に腹腔や胸腔に存在する内臓脂肪組織で自己複製により

維持され、腸管免疫などに関与すると考えられている。しかしながら、胎児型 B 細胞が広域交

差反応性の抗原受容体を介して胎生期栄養環境を認識･記憶し、それが肥満やインスリン抵抗性

などの内臓脂肪炎症に「胎生期免疫記憶」として影響を与える可能性については明らかになっ

ていない。 
 
２. 研究の目的 
本研究は胎生期に発生･分化する胎児型 B 細胞に着目し、本細胞が広域交差反応性の抗原受容

体を介して変性自己抗原ならびに腸内細菌由来成分を認識することに基づき、胎生期栄養環境

を記憶することで成体における内臓脂肪炎症の制御に関与している可能性を検討するものであ

る。胎児型 B 細胞を独自技術である “胎生期という時空間に発生･分化する B 細胞“として遺

伝学的に検証可能なシステムを用いることで胎生期栄養環境が成体の内臓脂肪炎症の発症に

「胎生期免疫記憶」として関連することを立証し、妊娠時の栄養療法による内臓炎症疾患の予

防獣医学･医学の進展に貢献することを目指すものである。 
 
３．研究の方法 
胎児型 B 細胞は CD5 などの環境要素（刺激など）によって変化する「表現型」を基準として
成体型 B 細胞と区別され、脂肪組織で代謝･炎症に関与する B 細胞の解析についても同様であ
り、胎生期に発生･分化した細胞である根拠を明確に示した研究はない。時期特異的に遺伝子を
操作する技術として、タモキシフェン投与による Cre 組換え酵素とエストロゲン受容体融合体
(CreER)の核内移行を利用する方法が汎用されているが、タモキシフェンはエストロゲンアンタ
ゴニストであることから、用量によっては流産などの胎仔への影響が大きく、正常分娩ではな
く帝王切開による出産が必要になることから、胎生期栄養環境が成体の内臓脂肪炎症関連疾患
に及ぼす影響を正確に解析することはできない。そこで胎生期環境に影響しないテトラサイク
リン誘導体であるドキシサイクリンの飲水投与の有無で Cre の活性化を OFF/ON 可能な
Tet-OFF システムを胎児型リンパ球特異的遺伝学標識および遺伝子操作に応用するマウスシス
テムを開発する。それを用いて、胎生期栄養環境が、胎生期に発生･分化し、新生仔期に内臓脂
肪の増加に伴って体腔移行・定着する胎児型 B 細胞によって記憶され、成体での内臓脂肪炎症
に影響を与える可能性について遺伝子発現や BCR レパトアの観点から解析を行う。 
 
４．研究成果 
(1) 胎生期に分化するリンパ球系細胞の細胞運命追跡システムの確立： 胎児型 B細胞の分化と
機能に関する長年の謎を解明するために、抗原受容体遺伝子座である V-(D)-J 遺伝子組換えを行う 
RAG2 遺伝子座を活性化するリンパ系細胞を時間的にパルスラベルするリンパ球系列細胞の細胞系
譜追跡システムを構築した。最も広く利用されている細胞系譜追跡法である CreER システムは、エスト
ロゲン拮抗薬であるタモキシフェンが胚に致死的影響を与え、出産に人工帝王切開を必要とするとい
う欠点があることから、テトラサイクリン（Tet）誘導性 Cre を介した時期特異的細胞系譜追跡システムの
構築を選択した。テトラサイクリントランスアクティベーター（tTA）或いは改良型リバーステトラサイクリン
トランスアクティベーター（rtTA）を CRISPR-CAS9 ゲノム編集技術を用いて RAG2 遺伝子の最初の翻
訳コドンにノックインした RAG2-tTA および RAG2-rtTA マウスを作製した。これらマウスをテトラサイ
クリン応答性(TetO)配列下流で Cre の発現が制御される TetO-Cre アレルを有する LC1-Cre マウス
と Rosa26-lsl-tdTomato マウス と 交配す る こ と で 、 RAG2-tTA/ RAG2-rtTA; LC1-Cre; 
Rosa26-lsl-tdTomatoマウスを作製し、ドキシサイクリン(Dox)投与で厳密に RAG2遺伝子の転写
履歴を持つリンパ球系細胞を追跡できる発生時期選択的テトラサイクリン制御システム
(RAG2-tTA-Tet-OFFおよび RAG2-rtTA-Tet-ONマウス)を構築した。Cre誘導性薬剤である Doxの胚
発生への影響を最小限にするため、胎児期に発生するリンパ球系細胞の標識には RAG2-Tet-OFF シ
ステム（胎齢 E0.5から E18.5まで Dox投与なしでシステム ON、E18.5以降から出生後 18週齢まで 0. 
1 mg/ml 飲水投与でシステム OFF）、新生児と成体由来のリンパ球系細胞の標識には RAG2-Tet-ON 



システム（P0~P7、P56~63 の間 2mg/ml投与でシステム ON、それ以外の期間は Dox投与せずシステ
ム OFF）を用いた。RAG2-Tet-OFFマウス系では、E18.5胚の胎児肝臓の CD19+ B系列細胞、胸腺の
CD3+ T 系列細胞の 95%以上が tdTomato で標識された。一方、受胎後 0.5 日（E0.5）から出生後 18
週までDoxを投与した成体マウス（18週齢）の骨髄、脾臓、腹腔、胸腺では tdTomato標識細胞は検出
されなかった。RAG2-Tet-ONマウスでは、新生児期および成体期にDoxを 1週間投与すると、骨髄の
CD19+ B系列細胞および胸腺の CD3+ T系列細胞の 90％以上が tdTomatoで標識されたが、Doxを
投与しない状態では、いずれの細胞系列でも tdTomato陽性細胞は検出されなかった。以上の結果か
ら、RAG2-Tet-OFF および RAG2-Tet-ON マウスは、RAG2 発現履歴を持つ胎児期、新生児期および
成体のリンパ球系列細胞を Dox 投与により効率よく誘導的かつ不可逆的に標識することが可能であり、
成体における B-1細胞プールへの寄与を生理的条件で検討することが可能であることが判明した。 
 
（2）胎生期、新生児期ならびに成体で発生した B 細胞の成体 B-1a 細胞分画への寄与： 
RAG2-tTA-Tet-OFFおよび RAG2-rtTA-Tet-ONマウスを用いて、胎児期、新生児期、成体期にRAG2
を発現した履歴のあるリンパ球系細胞を標識し、12~18週齢マウスの腹腔におけるB-1a(CD5+CD11b+)、
B-1b (CD5+CD11b-)および B-2 (CD5-CD11b-)細胞、脾臓における B-1a (CD5+~lowB220low~-) と
B-2(CD5-B220+)細胞への寄与について解析を行った。その結果、腹腔 B-1a 細胞の約 20%が胎児由
来、40％が新生児由来、10%が成体由来であることが判明した。また、脾臓においては、B-1a 細胞の
約 20%および 80%が胎児と新生児期由来で、成体期由来の細胞はほとんど検出されなかった。さらに、
B-1a 細胞の特徴の一つである自己反応性と厳密に関連している細胞膜と細菌細胞壁の両方に
共通するリン脂質であるホスファチジルコリン（PtC）に反応する細胞群における寄与を解析し
たところ、胎児由来の細胞が、その一部を占め、残りは新生児に由来することが明らかになっ
た。この PtC に反応する B 細胞抗原受容体(BCR) のクロノタイプは IgH/IgL 鎖が VH 11/ VK 14
と VH 12/ VK 4 から構成されることが知られており、そこで、抗 VH 11 抗体および抗 VH 12 抗体
を Kyoko Hayakawa博士ならびに Klaus Rajewsky博士より供与して頂き、検討した結果、VH 11
を発現する B-1 細胞は胎児期、新生児期に発生するのに対して、VH 12 を発現する B-1 細胞の
発生は胎児期にはほとんど検出されず、新生児期から出現することが判明した。以上の結果は、
成体の B-1 細胞プールは、様々な発生段階に由来する細胞から構成されており主に胎児期、新
生児期に由来する細胞が支配的であるが、胎児期と新生児期の間でも質的差異(BCR クロノタ
イプなど)が存在することを示唆している。 
 
（3）胎生期、新生児期ならびに成体期に RAG2 発現履歴のある B-1a 細胞の免疫グロブリン重鎖
（IGH）遺伝子レパトア： 胎生期、新生児期、成体期に RAG2発現歴を持つ B-1a細胞の BCRレパト
アを調べるため、骨髄、腹腔および脾臓の B-1a細胞の IGH遺伝子の塩基配列を決定し、IMGT High 
V-QUESTを用いてその性質を解析した。IGHV11の使用は、胎生期および新生児期の両方で RAG2
の発現歴のあるB-1a細胞で優位であり、新生児期にRAG2を発現したB-1a細胞は、胎生期にRAG2
を発現したB-1a細胞よりも、腹腔で IGHV11の高い使用率を示した。一方、骨髄と脾臓では、胎生期と
新生児期のRAG2発現履歴を持つB-1a細胞間で、ほぼ同等の IGHV11使用率が観察された。一方、
骨髄、腹腔および脾臓で成体期に RAG2 発現歴のある B-1a 細胞は、骨髄、腹腔および脾臓で
IGHV4、6、9が優先的に使用されることに加え、胎生期および新生児期にRAG2発現歴のある細胞よ
りも IGHV1の使用率が高かった。IGHD遺伝子のうち、IGHD1 と 2の優先的な使用は、骨髄、腹腔お
よび脾臓を含むすべての組織に局在する B-1a細胞で観察された。注目すべきことに、IGHD1遺伝子
の使用率は、成体期に比べて、胎生期にRAG2の発現歴のあるB-1a細胞で高い傾向があった。逆に、
IGHD2遺伝子の使用率は、胎生期に RAG2の発現歴のある B-1a細胞では、成体期に比べて低下し
ていた。IGHJ1は胎生期および新生児期にはRAG2の発現履歴を持つ骨髄、腹腔および脾臓に局在
するB-1a細胞で選択的に利用されていた。逆に、成体期のRAG2発現履歴を持つ腹腔と脾臓に存在
するB-1a細胞は、すべての IGHJ遺伝子をまんべんなく利用しており、骨髄では IGHJ4が例外的に優
先的に利用されていた。IGH遺伝子の相補的決定領域（CDR）3 における N-ヌクレオチド挿入を評価
した結果、胎生期にRAG2発現歴のあるB-1a細胞ではN-ヌクレオチドの挿入はほとんど検出されず、
新生児 RAG2発現歴のある細胞でわずかに高くなり、成体 RAG2発現歴のある細胞で最高レベルに
達した。   
 
（4）自然 IgM 抗体産生細胞の起源：骨髄のプラズマ細胞と B-1a細胞の両方が自然 IgM抗体の供
給源であると考えられているため、RAG2-tTA-Tet-OFF および RAG2-rtTA-Tet-ON マウスを用いて、
骨髄プラズマ細胞の発生起源を調べた。IgM+ プラズマ細胞は、胎生期および新生児期の RAG2 発
現履歴を持つものが多数を占めた（28.8％および 41％）。IgM+  プラズマ細胞とは対照的に、胎生期
および新生児期の RAG2 発現履歴を持つ IgA+プラズマ細胞は少なかった（1.8％および 17.6％）。こ
れらの所見から、成体の血液中に存在する自然 IgM 抗体は、主に胎生期と新生児期に分化したプラ
ズマ細胞によって産生されており、IgA+プラズマ細胞とは異なることが示唆された。胎生期、新生児期、
成体期の RAG2 発現履歴を持つ骨髄プラズマ細胞の IGH 配列を評価したところ、IGHV、IGHD、
IGHJ 遺伝子の使用頻度が同時期に分化した RAG2 発現履歴を持つ B-1a 細胞に類似していた。
Morisita indexを用いて CDR3配列の重なりを評価した結果、胎生期に RAG2発現履歴を有する細胞
では、IgM+プラズマ細胞と様々な組織に存在する B-1a細胞との間で、クローン型が高レベル（0.74以
上）で保存されていることが明らかになった。この IgM+プラズマ細胞とB-1a細胞のクローン型の類似性



は新生児期に RAG2 発現歴のある細胞では低く、IgM+プラズマ細胞のクローン型と比較して、CDR3
重複指数が 0.5 以上（0.75）を示すのは骨髄 B-1a 細胞のみであった。成体期に RAG2 発現歴のある
B-1a 細胞のクローン型は類似性を示さなかった（0.5 未満）。これらの所見を総合すると、約 70％の骨
髄 IgM+プラズマ細胞が胎生期および新生児期に RAG2 発現履歴を有し、胎生期および新生児期由
来の骨髄 IgM+プラズマ細胞と B-1a 細胞は起源を共有していることが示された。
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