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研究成果の概要（和文）：形質細胞が産生している抗体遺伝子解析を解析することにより、T細胞依存性免疫応答にお
けるIgM型抗体のレパートリーを明らかにした。IgM型後期抗体レパートリーには初期抗体やIgG型後期抗体とは異なる
配列的特徴を持つものが多く含まれていた。このタイプのIgMは非常に低い抗原親和性を示すが補体活性化やB細胞受容
体としての機能は有しており、高親和性IgGと共に生体防御に重要であると考えられる。

研究成果の概要（英文）：By analyzing sequences of the IgM genes expressed in plasma cells which were isola
ted from secondary immunized mice, we found many VH genes which were rarely found in IgM repertoire of the
 primary immune response or in IgG repertoire. These IgM antibodies showed very low affinity to antigen, a
lthough they activated complement pathway and signaling pathway when they recognized antigens. These findi
ngs indicated that in the secondary immune response to T cell-dependent antigen, not only high affinity Ig
G antibodies but also low affinity IgM antibodies are produced.
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１．研究開始当初の背景 
 T 細胞依存性免疫応答の過程では、産生さ
れる抗体レパートリーが変化する。このこと
が、一次免疫応答に比較して二次免疫応答で
はより効率的な抗原排除が出来るという、獲
得免疫応答の重要な特長の基盤となってい
る。従来は、二次免疫応答時に産生される後
期抗体の特徴はIgGなどにスイッチした抗原
親和性の高いものであるとされてきた。しか
し近年、二次免疫応答で活性化する B細胞は
より多様であり、クラスや抗原親和性の異な
る抗体が産生されることがわかってきた。
我々は、C57BL/6 マウスを用いて、ハプテン
の(4-hydroxy-3-nitrophenyl)acetyl (NP)
に対する免疫応答をモデルに用いて、抗体レ
パートリー変化と抗原親和性向上について
研究している。これまでに、抗原親和性の非
常に低いIgM型抗体を産生する多くのハイブ
リドーマを二次免疫後のマウスから得てい
る。しかし、実際に生体内で産生される IgM
型抗体のレパートリーや機能については未
知であった。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、IgG 型後期抗体と比較してこ
れまで研究が進んでいないIgM型後期抗体に
注目し、免疫応答の成熟に伴う抗体の構造上
の特徴や機能の変化とそのメカニズムを解
明することを目的とする。具体的には、生体
内で実際に抗体を産生している形質細胞の
抗体遺伝子を解析することで、IgM 型後期抗
体の一次構造を決定し、その特徴を初期抗体
や IgG 型抗体と比較する。次に、IgM 型後期
抗体の抗原親和性や機能活性を測定し、初期
抗体と比較してどのように変化するのかを
明らかにし、生体防御反応との関係を探る。
さらに、IgM 型後期抗体の選択メカニズムの
解明を目指す。 
 
３．研究の方法 
(1) Affinity matrix 法を用いた抗原特異的
抗体産生細胞の検出 
① 抗 NP 抗体産生細胞株は、NP 特異的 IgM も
しくは IgG1 の重鎖遺伝子を、λ軽鎖を発現
しているJ558L細胞株に電気穿孔法で導入し
て作製した。ネガティブコントロールには、
EL-4 もしくは J558L 細胞株を用いた。 
② 細胞を PBS で洗浄し、NP-スクシンイミド
エステルを反応させることにより、NP 標識し
た。もしくは、NHS-biotin を反応させた後、
NP 化ストレプトアビジンを用いて標識した。 
③ 標識した抗体産生細胞株を37℃で30分間
培養した後、分泌され細胞表面の抗原に結合
した抗体を蛍光標識した抗 Ig 抗体によって
染色し、フローサイトメトリーで解析した。 
④ NP-CGG/alum で免疫したマウスの脾細胞
から B220+細胞を磁気ビーズで除去した後、
細胞表面の B 細胞受容体(BCR)を抗λ鎖抗体
で染色した。細胞を NHS-biotin と NP-ストレ
プトアビジンで標識した後 37℃で 30 分間培

養し、分泌されて細胞表面の抗原に結合した
抗体を抗λ鎖抗体で検出した。同時に、形質
細胞のマーカーであるCD138に対する抗体で
染色した。セルソーターで抗 NP 抗体を産生
している形質細胞を分離した。 
⑤ ソートした細胞をスライドグラスに貼付
けて固定し、抗λ鎖抗体で細胞内染色して蛍
光顕微鏡で観察した。また、ソートした細胞
を NP-BSA でコートした ELISPOT プレートに
播種し、抗 NP 抗体産生細胞数を ELISPOT で
計測した。 
 
(2) 形質細胞に見られる抗 NP 抗体の遺伝子
配列決定 
① マウスを NP-CGG/alum で免疫し、７日目
に脾細胞を採取した。また、８週目に NP-CG
G/PBS で追加免疫し、３および５日目に脾細
胞を摘出した。 
② 脾細胞から形質細胞を磁気ビーズで分離
した。さらに抗 IgM 抗体と抗λ鎖抗体で細胞
内染色し、IgM+Ig+細胞（IgM 産生形質細胞）
と IgM-Ig+細胞（クラススイッチした形質細
胞）をセルソーターで分離した。 
③ 分離した細胞をプロテアーゼ処理後、VH1
86.2を用いている抗体重鎖遺伝子をPCRで増
幅し、プラスミドベクターにクローニングし
て遺伝子配列を決定した。 
 
(3) 組換え抗体の作製と機能解析 
① 形質細胞由来のVH領域遺伝子をC領域遺
伝子と組み合わせて発現ベクターにクロー
ニングし、J558L 細胞株に導入した。G418 で
選択し、抗 NP IgM 抗体を産生する安定細胞
株を作製した。細胞上清を調製し、含まれて
いる IgM の濃度を ELISA で測定した。 
② NP1.6-BSA と NP23-BSA を抗体として ELISA
プレートをコートし、それぞれの抗原に対す
る結合を、抗 IgM 抗体を用いた ELISA 法で測
定した。抗原親和性を吸光度の比で計算した。 
③ヒツジ赤血球を NP-スクシンイミドエステ
ルを反応させることにより NP 標識し、抗 NP 
IgM 抗体とウサギ補体を添加することにより
溶血反応を起こした。反応液上清の吸光度を
測定し、水による完全溶血と比較して溶血度
を求めた。 
 
(4) 免疫後に見られる抗 NP B 細胞の検出 
① NP-CGG/alum 免疫したマウスの脾細胞や
骨髄細胞を、蛍光標識した NP と B 細胞サブ
セットを識別するマーカー分子に対する抗
体で染色し、フローサイトメトリーで解析し
た。 
② NP-CGG/alumで免疫したマウスから記憶B
細胞を含む B 細胞集団(CD19+ CD38+ GL-7-)、
辺縁帯B細胞(CD19+ CD21+ CD23-)、B-1細胞(B
220+ CD5+)をセルソーターで分離し、CGG/alu
m で免疫したマウスに移植した。NP-CGG/PBS
で追加免疫し、産生される抗体を ELISA で解
析した。 
 



(5) 低親和性 IgM BCR 発現細胞の作製と BCR
シグナルの解析 
① J558L 細胞株に、IgM 型 BCR の発現に必要
な CD79a 遺伝子の cDNA を発現ベクターに組
み込み導入した。 
② 形質細胞から得られた VH 領域遺伝子と膜
結合型 C領域遺伝子を組み合わせて発現ベ
クターにクローニングし、上記 CD79a 発現 J
558L 細胞株に導入した。 
③ 抗 NP BCR 発現細胞株を NP-CGG を抗原と
して刺激し、CD79a と CD79b のリン酸化をウ
ェスタンブロットで解析した。 
 
４．研究成果 
(1) Affinity matrix 法により抗原特異的形
質細胞を検出できる。 
① EL-4 細胞株を NP 標識し、抗 NP 抗体を外
から加えたところ、結合した抗 NP 抗体をフ
ローサイトメトリーで検出できた。細胞を直
接 NP 化するよりも、ビオチン化して NP 化ス
トレプトアビジンで標識する方がより強い
シグナルを得られた。 
② 抗 NP抗体産生細胞を NP標識した後、37℃
で 30 分間培養すると、分泌された抗 NP 抗体
が細胞表面の NP に結合する。これを抗 Ig 抗
体で検出することが出来た。さらに、抗 NP
抗体産生細胞と非産生細胞を混合した時は、
抗体産生細胞がより強く染色され、フローサ
イトメトリーで分離することが出来た。 
③ NP-CGG/alum で免疫したマウスの脾細胞
を NP 標識後、37℃で 30分間培養すると、分
泌された抗体を結合している細胞がフロー
サイトメトリーで検出できた。さらに抗 NP
抗体産生細胞の純度を上げるため、以下の３
点の改良を行った。すなわち、あらかじめ B
220+細胞を磁気ビーズにより除いておくこと、
残っている細胞表面BCR発現細胞を抗λ鎖抗
体により標識しておくこと、形質細胞のマー
カーであるCD138に対する抗体で染色してお
くことである。表面 Ig- CD138+ 分泌 Ig+細
胞をセルソーターで回収した。 
④ 得られた細胞を抗λ鎖抗体によって細胞
内染色すると非常に強いシグナルが得られ、
多量の抗体を産生している細胞であること
がわかった。また ELISPOT によって、抗 NP
抗体産生細胞が得られていることを確認し
た。全脾細胞中に含まれる形質細胞は 1%以下
であるが、この方法で抗 NP 抗体産生細胞を
最大 90%程度に濃縮できた。 
 以上の結果から、この方法は形質細胞をそ
の抗原特異性を指標にして分離する手段と
なりうることが示されたが、純度については
さらに改良が必要である。 
 
(2) 二次免疫後に見られるIgM型抗体産生細
胞のレパートリーは、一次免疫や二次免疫の
IgG のレパートリーとは異なる。 
① NP-CGG 免疫マウスの脾細胞から、形質細
胞を分離した。磁気ビーズとセルソーターに
より、IgM 産生形質細胞とクラススイッチし

た形質細胞を分離した。λ鎖と共に抗 NP 抗
体を構成すると予想される VH186.2 遺伝子を
PCR で増幅して配列を比較した。 
② 一次免疫後７日目の形質細胞から得られ
た配列は、IgM 産生細胞とクラススイッチし
た細胞いずれにおいても重鎖 95 番目のアミ
ノ酸が Tyrである Tyr95 型で突然変異はほと
んど見られなかった。二次免疫後のクラスス
イッチした形質細胞から得られた配列は、突
然変異が多く、高親和性抗体に特徴的な W33
L 変異を含む Tyr95 型や、Gly95 型の配列が
多く見られた。二次免疫後３日目の IgM 産生
形質細胞から得られた配列には、突然変異が
少なく 95 番のアミノ酸が Tyr でも Gly でも
ない X95 型が多かった。これは IgG や初期型
IgM ではほとんど見られない配列である。二
次免疫後５日目になるとIgM産生形質細胞に
もIgGと同様の高親和性型の配列も認められ
た（図１、図２）。 
 以上の結果は、ハイブリドーマのレパート
リー解析で見られた変化と同様であった。す
なわち、初期抗体は IgM と IgG ともに突然変
異のほとんど無い Tyr95 型が多い。後期抗体
の IgG には W33L 変異を持つ Tyr95 型や Gly9
5 型のような、抗原親和性の向上したものが
多く見られる。一方、後期抗体の IgM には突
然変異の無い X95 型が多く見られる。すなわ
ち、二次免疫応答の IgM では一次免疫応答の
IgM や二次免疫応答の IgG とは違うレパート
リーが選択されていることがわかった。 

 

 

 
(3) 二次免疫後のIgMレパートリーに特徴的
な抗体は、抗原親和性が低い。 
①形質細胞から得られた IgM の配列のうち、
突然変異を含まないものを選び、C遺伝子と
組み合わせて発現ベクターにクローニング



し、J558L 細胞株に導入した。培養上清に分
泌される IgM 抗体は NP に結合できることが
確認された。 
② 得られた IgM の抗原親和性を ELISA 法で
解析したところ、二次免疫後の IgM の配列、
特にX95型は非常に低い抗原親和性を示す傾
向があった（図３）。これは、二次免疫後に
は抗原親和性が向上するIgG型抗体とは対照
的である。 
③ 各 IgM の補体活性化を、NP 化ヒツジ赤血
球を用いた溶血反応で測定した。抗原親和性
が低い IgM でも補体活性化能を示した。 
 以上の結果から、二次免疫応答に特徴的な
X95 型 IgM は、非常に低い抗原親和性を示す
が活性のあるIgMとして機能しうることがわ
かった。 

 
 
(4) 二次免疫後の IgM レパートリーは、記憶
B細胞が産生している可能性がある。 
① 免疫マウスの脾細胞や骨髄細胞中の抗 NP
 BCR 産生細胞をフローサイトメトリーで解
析した。辺縁帯 B 細胞や B-1 細胞に抗 NP BC
R を発現している細胞は検出できなかった。 
② 免疫マウスから辺縁帯 B 細胞や B-1 細胞
をセルソーターで分離し、キャリア免疫マウ
スに移植して追加免疫を行ったが、二次免疫
に特徴的な IgM の産生は確認できなかった。 
 最近 IgM型 BCR を発現する記憶 B細胞には
高親和性BCRを発現しているものの他に低親
和性のX95型配列を持つものが存在している
ことが示され、これが二次免疫応答時に低親
和性IgMの産生に関与している可能性が考え
られる。 
 
(5) 低親和性 IgM 型 BCR は、抗原を認識して
リン酸化される。 
① CD79a遺伝子を導入したJ558L細胞株にさ
らに膜結合型抗 NP IgM 遺伝子を導入するこ
とで、BCR 発現細胞株を樹立できた。これら
の細胞は、NPを結合できることが確認された。 
② 抗 NP IgM BCR 発現細胞株を NP-CGG で刺
激したところ、低親和性の IgM でも高親和性
のものよりも低いが CD79a と CD79b のリン酸
化が観察された。このことから、低親和性で
あってもBCRとして機能しうることが明らか
となった。 
 以上の結果から、低親和性 IgM であっても
機能的BCRとしてシグナル伝達が出来ると考
えられる。 
 今回の研究によって、形質細胞の抗体遺伝
子解析により、IgM 型後期抗体レパートリー
には初期抗体やIgG型後期抗体とは異なる特
徴的配列を持つものが多く含まれることが

明らかとなった。このタイプの IgM 型抗体は
非常に低い抗原親和性を示すが補体活性化
の機能は有している。このタイプの IgM 型後
期抗体は低親和性 IgM型 BCR を発現している
記憶 B細胞に由来する可能性を考えおり、低
親和性 IgM型 BCR でもシグナル伝達機能があ
ることが示された。本研究によって明らかと
なった新たな IgM レパートリーが高親和性 I
gG と共に後期抗体として選択されているこ
とは、その生体防御における重要性を示唆し
ている。 
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