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研究成果の概要（和文）：濾胞性ヘルパーT細胞の分化制御、ホメオスタシス制御機構を明らかにすることを目的とし
、以下のことを行った。1）In vitro TFH様細胞の分化誘導培養系を樹立した。2）TFH細胞が記憶T細胞として長期生存
可能であること、また記憶B細胞による抗原提示により速やかに活性化されることを明らかとした。3）転写因子BATFの
コンディショナルノックアウト・レポーターマウスを作製し、BATFがTFH細胞に強く発現することを明らかとした。4）
転写因子BATFを誘導性に除去すると、胚中心が消失することを明らかとした。

研究成果の概要（英文）：In order to clarify the molecular mechanisms of development and maintenance of 
follicular helper T cells (TFH cells), the followings have been demonstrated or shown in three years.
1) In vitro culture to induce TFH-like cells with high levels of Bcl6 was established. 2) TFH cells were 
able to survived as long-term memory T cells. Antigen-specific memory B cells serves as 
antigen-presenting cells during secondary activation of memory TFH cells. 3) The conditional 
knock-out/GFP-reporter mice of the transcription factor BATF were generated. TFH cells express high 
levels of BATF. 4) Inducible deletion of BATF after germinal center has been established elicited the 
collapse of germinal center.

研究分野：免疫学
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１．研究開始当初の背景 
濾胞性ヘルパーT 細胞（TFH 細胞）は抗原刺
激により分化誘導され、抗原特異的 B細胞を
活性化し胚中心 B細胞へと分化させる。さら
に胚中心B細胞と相互作用することで長期生
存記憶細胞やプラズマ細胞への分化も誘導
する。つまり TFH 細胞は液性免疫応答の誘導
に必須の T 細胞である。TFH 細胞のマスター
遺伝子として Bcl6 が同定され、TFH 細胞の分
化誘導や機能に関する理解は飛躍的に進ん
だ。しかしその分化機構をより詳細に解析す
るための実験系が存在せず、TFH 細胞の分化
制御の分子機構には不明な点が多く残され
ていた。またエフェクターTFH 細胞の重要性
は示されていたものの、エフェクターTFH 細
胞が記憶T細胞として長期に渡って生存可能
かどうか不明であった。 
 
２．研究の目的 
濾胞性ヘルパーT 細胞（TFH 細胞）は生体内
液性免疫応答に必須の T細胞である。その分
化・機能異常は自己免疫疾患につながること
から、分化・機能の分子基盤を理解する必要
がある。TFH 細胞のマスター遺伝子として
Bcl6 が同定されているが、申請者は転写因子
BATFがTFH細胞の分化に必須であることを独
自に見出した。しかし TFH 細胞が分化する過
程で Bcl6 が誘導される機構、TFH 細胞がエフ
ェクター細胞としての機能を果たした後の
運命、生体内で BATF が TFH 細胞のホメオス
タシスをどのように制御しているかは不明
である。本研究では以上の疑問に答えること
を目標として、以下のことを行う。1）in vitro 
TFH 様細胞の誘導培養系の樹立、2）記憶 TFH
細胞の生存維持・活性化機構、3）転写因子
BATF の TFH 細胞生存制御機構の解析。 
 
３．研究の方法 
1）T 細胞抗原レセプタートランスジェニック
（TCR Tg）マウスから CD4 陽性 T細胞を分離
し、抗原タンパク質の存在下、B 細胞レセプ
ターノックインマウス由来B細胞とともに培
養する。2-4 日後に T 細胞の Bcl6, Batf, 
CXCR5 等の発現を調べる。 
2）TCR Tg マウス由来 T 細胞をレシピエント
マウスに移入後に抗原タンパク質で免疫を
行う。7 日後にエフェクターTFH 細胞を分離
し、ナイーブマウスに移入する。1 カ月後の
ドナーT 細胞の生存率や表現系を調べる。ま
たTFH細胞を樹状細胞を欠損させられるマウ
スや記憶B細胞の存在しないマウスに移入し、
抗原の再投与による活性化がどのような影
響を受けるかについても調べる。 
3）転写因子 BATF のコンディショナルノック
アウト・GFP レポーターマウスを作製し、抗
原特異的な免疫応答を誘導した際の生体内
BATF の発現を観察する。 
4）抗原特異的免疫応答を誘導した後に、BATF
を誘導性にノックアウトし、それが胚中心応
答に及ぼす影響を調べる。 

 
４．研究成果 
1）In vitro TFH 細胞の分化誘導培養系の樹
立 
これまで in vitro の培養系において TFH 細
胞に必要不可欠な転写因子である Bcl6 を高
レベルで発現し、TFH 細胞と同様の表現系を
持つ T 細胞を誘導することは困難であった。
このためTFH細胞の分化誘導機構の解明が遅
れていた。従来の方法は T細胞を抗 TCR 抗体
およびサイトカイン（IL-6 や IL-21）の存在
下で培養するものであったが、本研究では抗
原特異的な T細胞と B細胞を抗原の存在下で
培養することを試みた。その結果、T 細胞を
抗TCR抗体で刺激した場合や樹状細胞と培養
した場合と比較して、抗原特異的 B細胞と培
養した際に T 細胞に Bcl6 発現を高効率に誘
導できることを見出した。この時 TFH 細胞の
表面マーカーの一つであるCXCR5も高レベル
で誘導されていた。したがってこの実験系を
用いることでTFH細胞の分化誘導機構の詳細
を解析することが可能となった。 
 
2）記憶 TFH 細胞の生存維持、活性化機構 
TFH 細胞は胚中心の形成を誘導し、高親和性
抗体を持つ B細胞の選択を行うが、時間の経
過とともに胚中心は縮小し、やがて消滅する。
この時 TFH細胞が他の T細胞と同じように記
憶T細胞として長期にわたって生存可能なの
か、またもし生存するのであればどのような
フェノタイプを持つT細胞として生存するの
かは不明であった。そこで抗原特異的 TFH 細
胞を分離しナイーブなマウスに移入するこ
とで長期生存可能かどうかを検討した。その
結果、TFH 細胞は抗原の非存在下で記憶 T 細
胞として生存可能であることが明らかとな
った。この記憶 TFH 細胞は T細胞領域のみな
らず、T 細胞－B 細胞領域の境界や B 細胞領
域にも存在していた。 
エフェクターTFH 細胞と比較して、記憶 TFH
細胞が発現する Bcl6 のレベルは非常に低い
ものであった。Bcl6 を誘導性にノックアウト
すると記憶TFH細胞数が著しく減少したこと
から、Bcl6 は記憶 TFH 細胞の維持に必要であ
ることが判明した。記憶 TFH 細胞は再刺激後
速やかに Bcl6 を高発現し、Bcl6 の発現の
kinetics は一次応答時によりもはるかに速
いものであった。記憶 TFH 細胞の再活性化は
一次応答時とは異なり、樹状細胞の非存在下
でも起こり得ることが樹状細胞を誘導性に
除去する実験系で明らかとなった。また記憶
TFH 細胞の効率良い活性化には抗原特異的記
憶 B細胞による抗原提示が必要であった。 
以上のことから抗原特異的記憶 TFH 細胞と
記憶 B細胞の効率の良い相互作用が、記憶抗
体産生応答を制御していることが示唆され
た。 
 
3）転写因子 BATF のコンディショナルノック
アウトマウスの樹立 



AP-1 ファミリー転写因子 BATF は TFH 細胞分
化や胚中心誘導に必須の転写因子である。し
かしその詳細な分子機構や生体内での発現
制御などは不明であった。生体内における
BATF の役割を明確に示す目的で BATF のコン
ディショナルノックアウトおよびレポータ
ーマウスを作製した。すなわち BATF の exon3
を loxp 配列で挟んだマウスを作製した。ま
たこの exon3 のストップコドンの下流に GFP
を挿入することで BATF の発現をモニターで
きるようにした。 
 
4）転写因子 BATF の胚中心リンパ球における
発現の解析 
樹立した BATF-GFP ノックインマウスを用い
て生体内リンパ球（T細胞、B細胞）、特に胚
中心リンパ球における BATF の発現を解析し
た。ナイーブ T細胞、B細胞における BATF の
発現は低いものであったが、抗原刺激により
その発現は上昇した。抗原の投与から 7日後
に抗原特異的 T 細胞の BATF の発現を観察し
たところ、TFH 細胞において非常に強い発現
が認められた。このことから BATF が TFH 細
胞の誘導のみならず、TFH 細胞の維持や機能
にも重要である可能性が考えられた。また
BATF の発現は TFH 細胞のみならず、胚中心 B
細胞の一部においても認められた。このこと
から BATF が胚中心の機能に何らかの役割を
果たしている可能性が示唆された。 
 
5）誘導性 BATF ノックアウトマウスを用いた
胚中心維持・TFH 細胞維持における BATF の機
能解析 
胚中心の維持における BATF の役割を解析す
る目的で、タモキシフェンの投与により BATF
を誘導性にノックアウトできるマウス(Batf 
fl/fl x ERT2-cre マウス)を作製した。この
マウスに抗原を免疫し、胚中心が十分に形成
された時期（免疫から 7-10 日後）にタモキ
シフェンを投与したところ、胚中心 B細胞が
ほぼ完全に消失した。このことから BATF が
胚中心の維持に必須であることが明らかに
なった。現在 BATF が胚中心 B 細胞、あるい
はTFH細胞のどちらに発現することが大事な
のかを明らかにする目的で、このコンディシ
ョナルノックアウトにT細胞レセプターある
いはB細胞レセプターのトランスジェニック
マウスを交配させ、解析を行っているところ
である。 
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