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研究成果の概要（和文）：胚中心において，B 細胞は免疫複合体を保持している濾胞樹状細胞と

IL-21 を産生する濾胞ヘルパーT 細胞（Tfh）によるクローン選択を受ける。細胞レベルでこの

選択機構を解析するため，我々は濾胞樹状細胞株，FL-YB を利用し，in vitro において胚中心 B

細胞を解析することが出来る培養系を構築した。FL-YB は，BAFF 依存的にマウス B 細胞の生

存を促進する。興味深いことに，我々は，主に Tfh から産生され，単独では B 細胞に対し生存

促進効果を示す IL-21 が， FL-YB との共培養時には，逆に急速な B 細胞死を誘導することを

見いだした。この IL-21 依存的な B 細胞死は，FL-YB から産生される低分子の可溶性因子に依

存しており，この可溶性因子がプロスタグランジン E2（PGE2）であること同定した。さらに，

IL-21/ PGE2により B 細胞を刺激すると，転写因子 Foxo1 とその下流に存在する，アポトーシス

促進因子の一つとして知られている Bim の発現が上昇することを発見した。また，IL-21/ PGE2

による B 細胞死には，PGE2受容体のなかでも，EP4 が重要であった。これは，PGE2が B 細胞

に対し，IL-21 の作用を反転させる内因性のケミカルメディエーターであることを示す。さら

に，IL-21/ PGE2による B 細胞死は，抗 CD40 抗体の刺激により救済された。また，IL-21 受容

体欠損マウスにおいて，免疫後，胚中心内の caspase3 陽性 B 細胞の頻度は優位に減少しており，

これと一致して，抗体の親和性成熟も抑制されていた。以上の結果は，IL-21/ PGE2誘導性の B

細胞死が，胚中心内の B 細胞選択において重要な役割をもつことを示す。 
 
 
研究成果の概要（英文）：In germinal centers (GCs), B cells are selected through interaction with 

follicular dendritic cells bearing immune complexes and follicular helper T (Tfh) cells secreting Tfh 

cytokines, including IL-21. To analyze these cellular interactions, we have explored culture conditions 

that can simulate GC B cell selection in vitro using a mouse follicular dendritic cell line, FL-YB. FL-YB 

cells efficiently enhanced viability of cocultured mouse B cells in a BAFF-dependent fashion. 

Interestingly, we found that addition of IL-21, a major Tfh cytokine, readily induced death of B cells that 

were cocultured with FL-YB cells, whereas IL-21 alone sustained viability of B cells in the absence of 

FL-YB cells. The IL-21-induced death was dependent on a low m.w. soluble factor that was released 
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from FL-YB cells, which was finally identified as PGE2. Treatment of B cells with IL-21 plus PGE2, but 

not either alone, resulted in enhanced expression of a proapoptotic protein Bim and the upstream 

transcription factor Foxo1. A PGE2 receptor isoform, EP4, was responsible for IL-21/PGE2-induced B 

cell death. Thus, PGE2 is an endogenous chemical mediator that can switch pleiotropic actions of IL-21 

on B cells. IL-21/PGE2-induced B cell death was rescued if B cells were costimulated via CD40. In 

immunized mice, deficiency of IL-21R in B cells led to a significant decrease in the frequency of 

activated caspase-3-positive GC B cells concomitant with impaired affinity maturation of Abs. Taken 

together, results implicate a physiological role of IL-21/PGE2-induced B cell death in GC B cell 

selection. 
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研究分野：医歯薬学 
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１．研究開始当初の背景 
 生体内に病原体（抗原）が侵入した際，リ

ンパ球の一種であるB細胞より産生される抗

体は，その排除において需要な役割をもつ。

抗原により活性化されたB細胞は最終的に抗

体産生細胞へと分化するが，その過程で一部

のB細胞は活発に増殖しリンパ節内に胚中心

と呼ばれる微小環境を形成する。胚中心は，

主に抗原により活性化したB 細胞，瀘胞ヘル

パーT細胞（Tfh細胞）そして瀘胞樹状細胞

（FDC）より構成され，その三者の相互作用

により，B細胞の抗体分子の多様化と抗原に対

する親和性に基づく高親和性クローンの選択

による，親和性成熟が達成されると考えられ

ている。抗体の親和性成熟は，効率良い病原

体の排除に重要なプロセスであるが，現在ま

でB細胞の多様化誘導機構や高親和性クロー

ンの選択機構など，不明な点が多数存在する。

その主たる原因として，胚中心の形成および

高親和性クローンの選択に重要であるとされ

ているFDCが生体内には少数しか存在せず，

安定な単離，維持が困難なため，in vitroでの

詳細な解析が不可能であったことが挙げられ

る。 

 これらの問題を解決するべく，申請者らは

マウスFDC株の樹立を試み，コラーゲンゲル

三次元培養法を用いることにより，免疫した

マウスのリンパ節より初めてFDC株（FL-YB）

の樹立に成功した。さらには，FDC株の遺伝

子改変も可能であって。これは，胚中心内の

細胞間相互作用をin vitroで解析するために非

常に有用なツールと成り得る。 

 
２．研究の目的 
 本研究課題では，申請者らが独自に確立し

た新規in vitro胚中心反応解析系を利用し，抗

体の親和性成熟機構，特に多様化したB細胞

の抗原に対する親和性に基づく選択機構の



解明を目的とした。 

 申請者は，それぞれ生存促進効果をもつ

IL-21 とFL-YBをB細胞と共培養すると，逆に

積極的にB細胞死が誘導することを発見し

ていた。これは，IL-21 の多面的な作用をFDC

が制御する事を示唆する。更に，IL-21 の作

用を反転させるFDC由来因子がプロスタノ

イドの 1 種であるプロスタグランジンE2 

(PGE2)である事を発見していた。一方で，こ

のB細胞死は高親和性クローンがTfhより受

けるとされているCD40 刺激により救済され

た。以上の結果は、胚中心内でのB細胞選択

において、TfhとFDCが高親和性クローンの

正の選択のみならずIL-21 とPGE2による低

親和性クローンの負の選択に関与する可能

性を示唆している。 

 そこで，本研究では，IL-21 と FDC の関与

する B 細胞アポトーシス誘導メカニズムの

解析及び IL-21/PGE2 誘導性アポトーシスの

抗体の親和性成熟への関与，特に低親和性 B

細胞の負の選択機構への寄与について詳細

な解析を行った。 

 
３．研究の方法 
 IL-21とPGE2により誘導される活性化B細胞

アポトーシス誘導のメカニズムを解明し，親

和性成熟への寄与を解析するため，以下の検

討を行った。 

(1) IL-21/PGE2により誘導される B細胞アポ

トーシスに関与するPGE2レセプターを同定

するため，抗原TNP-KLHを免疫したマウスよ

りリンパ節細胞を回収し，抗Thy1.2抗体を結

合したマグネティックビーズを用いてT細胞

を除去し，B細胞のみを単離した。その後，各

レセプターのmRNA発現をRT-PCR法とフロ

ーサイトメーターを用いて検討した。 

(2) IL-21/PGE2によるアポトーシスに関与す

る可能性のある因子を(1)で同定した後，各

PGE2レセプターに対するアゴニスト，アンタ

ゴニストやターゲット分子に対する阻害剤を

利用し，IL-21/PGE2によるアポトーシスの誘

導メカニズムについて検討した。 

(3) IL-21/FDCによるB細胞アポトーシスの

Bcl-2ファミリー因子の関与を検討するため，

(1)と同様に調製したB細胞を，IL-21とPGE2

を含む培地で1日間培養した。その後，培養し

たB細胞よりmRNAを抽出し，Bcl2ファミリー

分子（Bcl-2, Bim, Bcl-xL, Bax）の遺伝子発現

をRT-PCR法を用いて解析した。 

(4) 活性化B細胞でのPGE2レセプター及び

IL-21レセプター(IL-21R)発現パターンを解析

するため，抗原を免疫したマウスの脾臓細胞

を回収し，胚中心B 細胞でのPGE2レセプター

およびIL-21Rの発現量をRT-PCR法とフロー

サイトメーターを用いて検討した。 

(5) IL-21/ PGE2によるアポトーシスの，抗体

の親和性成熟に関与を解析するため，IL-21R

ノックアウト(IL-21R-KO)マウスに抗原

NP-CGGを免疫した後，免疫染色とフローサ

イトメーターを用い，胚中心内のアポトーシ

ス細胞の頻度について検討した。更に、免疫

マウスの血清中の抗NP IgG抗体の親和性を

ELISA法を用いて評価した。 

 
 
４．研究成果 

(1) 免疫したマウスのリンパ節細胞におけ

る PGE2受容体の発現を解析した結果，EP1, 

EP2, EP4 の発現が認められた。 

(2) 様々な PGE2受容体のアンタゴニストお

よびアゴニストを用いて，IL-21/PGE2 誘導

性の B 細胞アポトーシスについて検討した

結果，IL-21/PGE2 誘導性のアポトーシスに

は EP4 からのシグナルが重要でであった。 

(3) 免疫マウスより調整した B 細胞を

IL-21/PGE2 で刺激した結果、アポトーシス

促進因子 Bim と転写因子 Foxo1 mRNA の発



現増加が見られた。更に、IL-21/PGE2 誘導

性の B 細胞アポトーシスは Bim ノックアウ

トマウスでは見られなかった事から、

IL-21/PGE2 誘導性のアポトーシスには、

Foxo1-Bim 経路が関与することが示唆され

た。 

(4) 免疫したマウスの IL-21 受容体および

EP4 の発現レベルを検討した結果，活性化 B

細胞と比較し，胚中心 B 細胞においてわずか

に発現上昇が認められた。 

(5) 生体内での IL-21/PGE2誘導性の B 細胞

死を調べるため、IL-21 受容体欠損マウスお

よび PGE2合成阻害剤であるインドメタシン

と PGE2受容体のアンタゴニストを用いた。

その結果、IL-21 受容体欠損マウスにおいて、

胚中心内のアポトーシス細胞の減少が認め

られた。また、インドメタシンと PGE2受容

体アンタゴニストを投与したマウスにおい

ても同様の傾向が認められた。更に，IL-21

受容体欠損マウスにおいては，抗体の親和性

成熟の抑制が認められた。 

 
 以上の結果は，FDC（PGE2）と IL-21 に

よる胚中心 B 細胞死の誘導が抗体の親和性

成熟において，負の選択機構の一端であるこ

とを示唆する。 

 抗体の親和性成熟機構の解明は，効果的な

ワクチンの開発や免疫腑活剤の開発の基礎

的な研究となる。また，IL-21 の多面的な作

用は, がん治療などの標的分子としても注目

されている。そのため、IL-21 の多面的な作

用と FDC による制御機構を明らかにし，更に

その分子メカニズムを明らかにする事は，が

ん治療などへの応用が期待出来る。 
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