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研究成果の概要（和文）：ワクチン療法の原動力である高親和性IgＧ産生メモリーＢ細胞や長期生存プラズマ細胞の胚
中心での分化誘導におけるIL-21とBCL6の機能をIL-21やBCL6の機能改変マウスを用いて解析した。その結果、高親和性
IgＧ抗体を産生する長期生存プラズマ細胞の分化にはIL-21が必須であることや、IL-21とBCL6はIgＥへのクラススイッ
チを抑制することにより高親和性IgＧ産生メモリーＢ細胞や長期生存プラズマ細胞の分化を増強することを明かにした
。

研究成果の概要（英文）：To elucidate a role of IL-21 or Bcl6 in differentiation of high affinity IgG produ
cing memory B cells and long-lived plasma cells in germinal centers, we used IL-21-deficient or Bcl6-defic
ient mice. Using these mice, we demonstrated that IL-21 is essential to differentiation of high affinity I
gG producing long-lived plasma cells, and that IL-21 or Bcl6 represses the Ig class switch recombination t
o IgE and augments the differentiation of high affinity IgG producing memory B cells and long-lived plasma
 cells. 
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１．研究開始当初の背景 

 ワクチン療法の原動力である高親和性 IgG
産生メモリーＢ細胞や長期生存プラズマ細胞
は、二次リンパ器官の胚中心（Germinal 
Center: ＧＣ）で分化する。 

脾臓では、抗原の侵入により濾胞内で特異
的な成熟Ｂ細胞が活性化される。またＴ細胞
領域内で抗原を提示した樹状細胞により活性
化されたヘルパーＴ細胞の一部が CXCR5 陽性
の濾胞ヘルパーＴ（T follicular helper；Tfh）
細胞となる。この両者がＴ/Ｂ Collaboration
を起こして相互に活性化される。この活性化
Ｂ細胞の一部が、CXCR4 を発現上昇させて
Centroblast として濾胞内で増殖して胚中心
を形成する。この Centroblast 内では、抗体
遺伝子Ｖ領域において高率に体細胞超突然変
異（Somatic Hypermutation: SHM）を起こし
て抗原に対する親和性を変化させる。その後、
Centroblastは CentrocyteとなりCXCR4の発
現を低下させて濾胞樹状細胞の存在する場所
に移動する。Centrocyte では IgG へのクラス
スイッチによりＶ領域に変異をもつ IgG 抗体
を細胞表面に発現させ、抗原に対して親和性
がより強いクローンが、濾胞樹状細胞上の抗
原と選択的に反応する。また、CXCR5 陽性の
Tfh 細胞は、胚中心に移動して GL7 陽性の
GC-Tfh 細胞に分化する。さらに、濾胞樹状細
胞上の抗原を取り込んで活性化した
Centrocyte は、GC-Tfh 細胞とＴ/Ｂ 
Collaboration を起こして、GC-Tfh 細胞から
の IL-4 や IL-21 などの刺激を受けて、高親和
性 IgG 産生メモリーＢ細胞や長期生存プラズ
マ細胞へと分化する。しかし、その分化の分
子機構の詳細は未だ不明である。 

また、花粉症などのアレルギー患者は抗原
の飛散しない時期にも高親和性 IgE 抗体が高
値を示すことから、高親和性 IgE 抗体産生長
期生存プラズマ細胞の存在が示唆されている。
しかし、その分化の場所や機序なども明らか
にされていない。さらに、高親和性 IgE 産生
細胞の分化におけるGC-Tfh細胞やTh2細胞の
役割なども未だ不明である。 

 申請者らはすでに、胚中心で強発現してい
る BCL6 の欠損（KO）マウスを作製し、活性化
B細胞内における BCL6の発現が胚中心形成に
必須であることを明らかにした。さらに胚中
心が欠損しても低親和性 IgG 産生メモリーＢ
細胞が分化できることから、胚中心はＢ細胞
が抗原に対する親和性を高める場であること
や、長期生存プラズマ細胞は胚中心Ｂ細胞か
らのみ分化することを明らかにした。 
 
２．研究の目的 

IL-21 や BCL6 の機能改変マウスを用いて、 

（１）胚中心における高親和性 IgG 産生メモ
リーＢ細胞や長期生存プラズマ細胞の分化誘
導機序や、 

（２）高親和性 IgE 産生長期生存プラズマ細
胞の分化誘導機序などを分子レベルで明らか
にする。 
 
３．研究の方法 

（１）高親和性 IgG 産生メモリーＢ細胞の分
化誘導機序の解析 

① IL-21 レセプター欠損（IL-21R-KO）マウ
スを抗原 NP-CG とアジュバント（Alum）で
免疫して、経時的に採血して血中 IgM や
IgG1 抗 NP 抗体価を親和性とともに測定す
る。 

② 上記①のマウス脾臓における胚中心形成
を、組織学的に解析したり、FACS を用いて
解析する。 

③ 免疫後１０日目における IL-21R-KO マウ
スや（IL-21R-KO x Lckd-BCL6-Tg）マウス
脾臓由来の IgG1 陽性の胚中心Ｂ細胞を
FACS で分取する。この胚中心Ｂ細胞からＤ
ＮＡを分離して、抗体遺伝子Ｖ領域
（VH186.2）の遺伝子をＰＣＲ法で解析する。 

（２）高親和性 IgG1 産生長期生存プラズマ細
胞の分化誘導機序の解析 

① IL-21R-KO マウスを抗原 NP-CG と Alum で
免疫して４－５週後に、骨髄細胞を分離し
て、IgG1 抗 NP 抗体産生プラズマ細胞を
ELISPOT 法により解析する。 

②（IL-21R-KO x Lckd-BCL6-Tg）マウスを抗
原 NP-CG と Alum で免疫して、上記①と同様
の解析を行う。 

（３）In vitro 系での IgG1 産生長期生存プ
ラズマ細胞の分化誘導機序の解析 

① 正常マウス脾臓由来の成熟Ｂ細胞を抗
IgM抗体と抗CD40抗体とIL-4で刺激する。
その後に、IL-21 で再刺激して６日目の培
養上清中のIgG1抗体価をELIZA法で測定す
る。 

② 成熟Ｂ細胞を抗 IgM 抗体と抗 CD40 抗体
と IL-4 で刺激した後、３日目に IL-21 で再
刺激して６日目の培養細胞中のプラズマ細
胞数を抗CD138（抗Syndecan-1）抗体とFACS
で解析する。さらにプラズマ細胞の分化に
関係する分子の発現をモノクロナール抗体
と FACS を用いて解析する。 

（４）In vitro 系を用いた IgE 産生長期生存
プラズマ細胞の分化誘導機序の解析 

① IL-21R-KO マウス、Lckd-BCL6-Tg マウス
や（IL-21R-KO x Lckd-BCL6-Tg）マウスの



脾臓由来の成熟Ｂ細胞を抗 IgM 抗体と抗
CD40 抗体と IL-4 で刺激する。その後に、
IL-21 で再刺激して６日目の培養上清中の
IgE 抗体価を ELIZA 法で測定する。 

② 上記①の実験から IgE の産生が最大とな
る培養系を用いて成熟Ｂ細胞を刺激培養し
て６日目の培養細胞中の IgE 産生プラズマ
細胞の頻度を抗CD138抗体とFACSで解析す
る。 

③ 上記②の細胞を CFSE でラベルした後、同
系正常マウスに移植して４０日後の骨髄や
脾臓における IgE 産生長期生存プラズマ細
胞の分化を FACS により解析する。 

（５）In vivo 系を用いた高親和性 IgE 産生長
期生存プラズマ細胞の分化誘導機序の解析 

 IL-4 遺伝子座内のＤＮＡ領域（IL-4 
Intron2）400bp を欠損させた（IE-KO）マウ
スを作製して NP-CG で免疫したところ、その
Th2 細胞は IL-4 を全く産生できないのに、
GC-Tfh 細胞では正常マウスと同様に IL-4 産
生がみられることを見出している。そこで
Th2 細胞からの IL-4 が IgG1 や IgE 抗体産生
に重要であるかを明らかにするために、この
IE-KO マウスを用いて以下の実験を行う。 

① IE-KO マウスを抗原 NP-OVA で免疫して
IgG1 や IgE 抗 NP 抗体の産生を ELISA 法で
解析する。 

② DO11-10-Tg、（IE-KO x DO11-10-Tg）や
（BCL6-KO x DO11-10-Tg）マウス由来の CD4
Ｔ細胞から In vitro 系で OVA 特異的 Th2
細胞を誘導する。この Th2 細胞を同系の
IE-KO マウスに移入した後、抗原 NP-OVA で
免疫してIgE抗NP抗体の産生をELISA法で
解析する。 

③（IL-21-KO x DO11-10-Tg）マウス由来の
CD4Ｔ細胞からIn vitro系でOVA特異的Th2
細胞を誘導する。この Th2 細胞を同系の
IE-KO マウスに移入した後、抗原 NP-OVA で
免疫してIgE抗NP抗体の産生をELISA法で
解析する。 

④ 上記②におけるTh2細胞の存在する場を
抗 TCR（KJ1-26）抗体で組織学的に同定す
ることにより、IgE 抗 NP 抗体産生細胞が分
化する場を組織学的に明らかにする。 

 
４．研究成果 

（１）IL-21R-KO マウスを抗原 NP-CG で免疫し
て、血中 IgM や IgG1 抗 NP 抗体価を親和性
とともに測定したところ、胚中心形成が著
しく低下し、高親和性抗体の産生がほとん
ど見られなかった。さらに免疫して４－５
週後に、IgG1 抗 NP 抗体産生長期生存プラズ

マ細胞をELISPOT法により解析したところ、
ほとんど検出できなかった。この結果から、
長期生存プラズマ細胞の分化には IL-21 が
必須であることを明らかにした。 

（２）IL-21R-KO マウスを抗原 NP-CG と Alum
で免疫後 7日目と１４日目における脾臓由
来のIgG1陽性の胚中心Ｂ細胞をIgG1, Fas, 
GL7 に対する抗体と反応させて FACS で分取
する。これらの胚中心Ｂ細胞の抗体遺伝子
Ｖ領域（VH186.2）の遺伝子解析を行ったと
ころ SHM の頻度が正常マウスからの胚中心
Ｂ細胞の頻度よりも著しく低いことを明ら
かにした。このことから、IL-21 が高親和性
IgG1 抗体産生メモリーＢ細胞や長期生存プ
ラズマ細胞の分化に必須であることを明ら
かにした。 

（３）IL-21 や BCL6 の機能改変マウスの脾臓
由来の成熟Ｂ細胞を抗IgM抗体と抗CD40抗
体と IL-4 で刺激した。その後に、IL-21 で
再刺激して６日目の培養上清中の IgE 抗体
価を ELIZA 法で測定した。その結果、IL-21
は IgE へのクラススイッチを抑制すること
により IgG1 抗体産生を増強することや、細
胞内BCL6の量とIgE抗体産生量が負の相関
することからBCL6は IgEへのクラススイッ
チを抑制することを明かにした。 

（４）IE-KO マウスを抗原 OVA と Alum で免疫
後に鼻腔から OVA を感作して、7日目と１４
日目における血中IgEや IgG1抗 OVA抗体量
を ELIZA 法で測定した。その結果、IgG1 抗
OVA 抗体価は正常であったが、IgE 抗 OVA 抗
体の産生は全く見られなかった。また、感
作 IE-KO マウス由来のヘルパーＴ細胞の機
能を解析したところ、OVA 刺激により濾胞ヘ
ルパーＴ細胞ではIL-4の産生が見られたが、
Th2 細胞では見られなかった。これらの結果
から、IgE抗体産生にはTh2細胞からのIL-4
が必須であることが示唆された。 

（５）DO11-10-Tg マウス由来の Th2 細胞や濾
胞ヘルパーT細胞を IE-KO マウスに移入し
た後 OVA で感作したところ、Th2 細胞の移入
によりIgE抗 OVA抗体の産生が見られたが、
濾胞ヘルパーＴ細胞の移入では見られなか
った。この結果、IgE 抗体産生には Th2 細胞
からのIL-4が必須であることが明らかとな
った。すでに Th2 細胞は組織中に遊走する
ことから、IgE 抗体産生細胞の分化は、胚中
心ではなく組織中で起きていることが示唆
された。 
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