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1-1. 進化と生体防御 

 ⽣物は地球上に誕⽣して以来、様々な進化を繰り返し、いかに種を繁栄させる

か、存続させるかの模索を繰り返してきた。最初は単細胞であった⽣物は、種の

存続、個体維持のために、その他の種の存続も脅かし、そうした競争の中で偶然

変化を起こし⽣き残ったもの、あるいは偶然、共⽣という形が成⽴し、新たな⽣

体として維持されたものが新たな種となり進化をとげてきた。しかし、⽣体は他

の⽣物の⽣存を脅かすだけでなく、外敵から脅かされる側にもなり得ることか

ら、脅威に対する防御⽅法も模索してきたと考えられている(1)。例えば、現代

のバイオテクノロジーには⽋かせない制限酵素は、⼤腸菌に代表される微⽣物

が別の種の微⽣物からの侵略を防ぐ際に⾃⼰と⾮⾃⼰を区別し、⾮⾃⼰の DNA

を切断し排除する防御機構の⼀つと考えられる(2)。カビなどの真菌類では抗⽣

物質により他の原核⽣物から⾃⼰を防衛し、多細胞⽣物に進化すると、動物界で

はカイメンなどの無脊椎動物においても⾃⼰と⾮⾃⼰を区別する機能を獲得し

ている(3)。より⾼等な脊椎動物になると、⽣体を維持するためには個々の細胞

レベルでは対処できなくなる。そのため⽣物はホメオスタシスを維持しつつ、外

敵からの防御を⾏う専⾨の組織を作り複雑なネットワークを築いてきた。現代

では、このような防御の仕組みを免疫系と総称している。 

 無顎類から有顎類への進化するにつれ、当初、⾮常に単純な防御機構しか持た

なかったのが、より複雑かつ強固な防御の仕組みへと変化してきた。 

 

1-2. 「二度なし」から免疫学へ 

 体系だった免疫学の学問としての始まりは、1798 年に報告されたエドワー

ド・ジェンナーの天然痘に対する⽜痘ワクチンの利⽤(4)であるとされている。

しかし、紀元前 5 世紀頃のギリシアの記録書には「⼆度なし」の記述があり、こ

の頃には既に⼈類は「免疫」の現象に気がついていたことになる。その後、中世

ヨーロッパでペストが⼤流⾏した際、ペストに罹患したにも関わらず奇跡的に

助かった者は⼆度とペストには罹らないことから、法王はこれを神ご加護と捉

え、これらの者の課税を免除した。この「神のご加護のある⼈は課税( munitas )
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を免れる( im- )」が後に immunity の語源となった。それから 500 年あまり後、

オスマントルコの⼈痘法や⽜飼いが天然痘に罹患しにくいなどのことに着想を

得たジェンナーが「⼆度なし」を安全にかつ意図的に起こす⽜痘ワクチンを確⽴

した。だがこの時点でも、どのような仕組みで「⼆度なし」が起こるのかは科学

的に説明することはできなかった。そして 19世紀終盤にルイ・パスツール、ロ

ベルト・コッホ、そして北⾥柴三郎により抗毒素・抗体が発⾒され免疫学は⼤き

く前進することとなった(5)。 

 

1-3. 自然免疫と獲得免疫 

 ヒトにおける免疫系は⼤きく分けると、⾃然免疫系と獲得免疫系に分けられ

る(6)。⾃然免疫は、先に述べたカイメンなのどのように、糖鎖の繰り返し構造

等のパターン認識にもとづく⽐較的単純な仕組みで⾃⼰・⾮⾃⼰を区別し、外来

からの侵⼊者を補体や⾷作⽤などにより⾮選択的に排除する様式である。哺乳

類における⾃然免疫系では、補体系による侵⼊細胞やバクテリアの直接破壊に

加えて、好中球やマクロファージ、樹状細胞などの免疫細胞により侵⼊してきた

細菌などを⾷作⽤で排除する(7)。しかし、⾃然免疫は異物の侵⼊後、⻑期間に

わたって維持されることはないことから、主に外敵からの第⼀防御を担ってい

ると考えられている。加えて、⾃然免疫を担う細胞は、病原体に共通して変化し

ない構成成分を単純な仕組みでパターン認識する。そのため、同⼀の病原体が再

び侵⼊してきても、排除のための免疫反応は初回と同じ単純なものになり、免疫

応答が初回に⽐べて増強されることはない。したがって、⾃然免疫だけで「⼆度

なし」の機構を説明することは困難である。「⼆度なし」の現象では、侵⼊した

異物を個々に記憶するメカニズム（免疫記憶）があり、同じ外敵が再度侵⼊した

際には迅速かつ効果的に反応する仕組みの存在が⽰唆されてきた。現代では、多

くの研究の結果、これらの免疫記憶が獲得免疫と呼ばれる免疫系で実現されて

いるということが明らかとなっている(8)。さらに、獲得免疫と⾃然免疫は相互

に関係していることが明らかとなっている。主に、⾃然免疫で働くマクロファー

ジと樹状細胞（Dendritic cell; DC 細胞）は補体によりオプソニン化された主にタ
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ンパクよりなる異物や病原体を貪⾷すると細胞内で分解し、⽣成したペプチド

断⽚を class II主要組織適合遺伝⼦複合体（MHC II） 上に結合した形で獲得免

疫の司令塔の役割をする T細胞に提⽰する。その後、抗原提⽰を受けた T細胞

が活性化し多くの免疫細胞の活性化を誘導することで獲得免疫が稼働する。抗

原提⽰の作⽤はとりわけ樹状細胞が強く、未経験の外敵が侵⼊した際の獲得免

疫応答の開始は主に樹状細胞の抗原提⽰により開始されると考えられている(9)。

このように 2 つの免疫系はお互いに完全に独⽴しているわけではなく、樹状細

胞やマクロファージによる橋渡しがあることで、⾃然免疫から獲得免疫への移

⾏が効率よく、かつ正確になされ、免疫系全体が効果的に働くようなメカニズム

を構成している。 

 

1-4. 獲得免疫応答 

 獲得免疫に関与する代表的な細胞は、造⾎幹細胞に由来し⾻髄で分化・成熟す

る B 細胞と、⾻髄から移動して胸腺で分化・成熟する T細胞である。B細胞は、

異物を除去する抗体を産⽣し体液性免疫で中⼼的な役割を果たしている。⼀⽅、

T 細胞は様々なサイトカインを分泌したり共刺激分⼦を細胞表⾯に発現するこ

とで、B 細胞に対するヘルプ機能を提供したり抑制する機能を有する CD4+ T 

細胞群(Th1, Th2, Th17, Treg)と、ウイルスや細菌などの外敵が感染した細胞を直

接認識し破壊する、細胞性免疫で中⼼的な役割を果たしている CD8+ T細胞群の

2つに分けられる。体液性免疫においては、B細胞は抗原受容体を架橋した抗原

をエンドサイトーシスで貪⾷しペプチドまで分解し、MHC II 複合体として 

CD4+ Ｔ細胞に提⽰する。抗原提⽰を受けた CD4+ T細胞はサイトカインを分泌

し、共受容体を発現して B細胞を活性化することで獲得免疫が惹起される(10)。 

 

1-5. 抗原受容体の多様性獲得機構 

 ⾼等真核⽣物は外部から侵⼊する全ての外敵に対して対抗する必要があり、

⾼度な抗原認識システムを構築することでこれを達成している。⼀⽅で、このよ

うな多種多様な抗原すなわち異物をすべて認識するためには、Ｂ細胞上の B 細
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胞受容体( BCR )、T細胞上の T細胞受容体( TCR )がこの世に存在する全ての

抗原のエピトープ（抗原決定基）の種類だけ存在しなければならない。それぞれ

の抗原に対するレセプター遺伝⼦が１対１対応で存在すると仮定すると、それ

だけで 1015 個もの遺伝⼦が存在することになるが、ヒトの場合ゲノム上に存在

する遺伝⼦は 2〜3万個であると⾔われており、このような少ない数の遺伝⼦で

極めて⼤きな多様性を実現するメカニズムは、免疫学の⼤きな謎とされてきた。

利根川らは、1976年に遺伝⼦再構成による抗体の多様性創出機構の存在を証明

し、この問題を解決した(11)。この研究から、抗原受容体の抗原が結合する部位

(可変領域)を決定する遺伝⼦は複数の遺伝⼦断⽚からランダムに選ばれた後に、

切断・再結合の過程をへて再構成されることで作られることが明らかとなった。

さらに、その後の研究により、この抗原受容体の遺伝⼦再編成が⾏われる際に断

⽚と断⽚の間にランダムに塩基が挿⼊されることも⽰された。これらの研究か

ら、抗原受容体である TCRと BCRの多様性は、遺伝⼦断⽚のランダムな選択

と塩基のランダムな挿⼊・⽋失の⼆重の仕組みで膨⼤な種類の抗原に対抗して

いることが明らかとなった(12)。 

 

1-6. B 細胞の分化と成熟 

 B 細胞は成体においては、⼀時リンパ組織である⾻髄で proB 細胞、preB 細

胞を経て immature Ｂ細胞まで分化し、未成熟の状態で２次リンパ組織である脾

臓に移動し(13)、さらに transitional 1、transitional 2 Ｂ細胞の各段階を経て naive 

成熟Ｂ細胞まで成熟する(14)。体外からの抗原が侵⼊していない状態では、Ｂ細

胞は脾臓やリンパ節といった２次リンパ組織中で１次濾胞と呼ばれる領域を形

成しており、Ｔ細胞が集まっているＴ細胞領域とは分かれて存在している。この

ように１次濾胞を形成している成熟Ｂ細胞は、抗原によって活性化されるとそ

の⼀部がＴ細胞領域との境界でＴ細胞からの活性化を受ける。抗原とＴ細胞に

よる活性化を受けたＢ細胞は、髄索へと移動し⼀部が、いわゆる short-lived 

plasma cell と呼ばれる短寿命の抗体産⽣細胞へと分化する(15)。さらに、⼀部は

⼀次濾胞へと戻り胚中⼼を形成する。 
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1-7. 胚中心の形成と高親和性細胞の選択 

 B 細胞が抗原に感作し T 細胞からの刺激を受けると、抗体産⽣細胞へと分化

しなかった細胞の⼀部が、脾臓などの２次リンパ組織において胚中⼼（ germinal 

center; GC ）と呼ばれる微⼩環境を形成する。胚中⼼では B 細胞は活発に増殖

し、その数を増やすとともに、抗体遺伝⼦の可変部遺伝⼦にランダムに体細胞突

然変異（ somatic hyper mutation; SHM ）と呼ばれる変異を⼊れる。体細胞突然

変異により、⼀部のＢ細胞が抗原に対してより強固に結合できる可変部を持つ

抗体を産⽣出来る細胞に変化することが知られている(16)。 

 胚中⼼は発達すると、その内部に明領域( light-sone; LZ )と暗領域( dark-zone; 

DZ )と呼ばれる領域が形成される。DZ では細胞分裂が活発に⾏われるとともに、

⼀部のＢ細胞の持つ BCR のクラスが IgM から、IgG1 などの他のクラスへと

変化するクラススイッチが起きる。さらに、BCR の可変部遺伝⼦に SHM が導

⼊される。DZ で体細胞突然変異を起こしたＢ細胞は LZ へと移動する。LZ で

は、多数のＢ細胞のうち、DZ で SHM を起こした結果、抗原と⼗分強く結合で

きる BCR を獲得できた細胞は、濾胞樹状細胞（ follicular dendritic cell; FDC ）

が細胞表⾯に補体受容体を介して保持している抗原を FDC から奪い去り Tfh

細胞に抗原提⽰する。その結果、これらのＢ細胞は、Tfhから、さらなる分化シ

グナルを受けることになり、抗体産⽣細胞や記憶Ｂ細胞へと分化することが可

能となる。それに対して、SHMによって⾼い親和性を獲得することに失敗した

Ｂ細胞については、FDC から抗原を奪うことができないため、Tfh からの活性

化シグナルを受けることができずアポトーシスによって排除されるか、再び DZ 

へと戻り SHM を繰り返すと考えられている(17,18)。 
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図 1-1. 胚中心におけるＢ細胞の分化 

 胚中⼼を形成したＢ細胞の⼀部は、明領域で選択を受け記憶Ｂ細胞や抗体産

⽣細胞へと分化して胚中⼼から離脱する。離脱できなかった細胞は、暗領域へ

と移動し増殖した後に再び明領域へと移動し選択を受ける。 
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1-8. 体細胞突然変異と細胞選択 

 胚中⼼では上述したように、クラススイッチと並⾏して、抗体可変部遺伝⼦の

塩基配列に SHM を起こし、さらなる多様性と親和性を獲得することが知られ

ている。これを触媒しているのが Activation-Induced Cytidine Deaminase （ AID ）

と呼ばれる酵素である(19)。 

 Ｂ細胞で起こる SHM は、抗体可変部を構成するアミノ酸の置換・⽋失・挿

⼊を⾏うことにより、分⼦レベルで抗体の抗原に対する親和性に変化をもたら

す。このような現象を実現するために、AID は RAG-1、2 の働きで再構成され

た抗体重鎖可変部をコードする VDJ カセット、および、軽鎖可変部をコードす

る VJ カセットに変異を導⼊する。AID が 1本鎖 DNA に結合すると、AID の

シチジン脱アミノ基酵素活性により DNA 中の C （シチジン）を U （ウリジ

ン）へと変えてしまう。U を塩基として含むデオキシウラシル残基は、RNA を

構成するヌクレオチドであるウラシルに類似したヌクレオチドであり、本来、

DNA には含まれていない。したがって、CU 変換は、Ｂ細胞にとっては DNA 

の損傷に相当するため、DNA の修復機能が働き U は T （チミン）へと修正さ

れる。この修復により、DNA 上で C から T への変異がおこることになる。そ

の結果、元々は、C-G の塩基対を構成していた２本鎖 DNA のうち、⽚側の C 

が T へと変わってしまったために、T-G ミスマッチを⽣じることになる。この

ミスマッチを解消するために、細胞は、UT 修復に引き続き、G を A に置換す

る反応を⾏う。その結果、CG ペアであった配列が TA ペアへと置き換えられる

ことになる。このような修復機構による塩基置換以外にも、DNA に U が⼊り

込んだ部位を認識して、ウラシル N グリコシラーゼ（ UNG ）などの働きによ

り、異常な塩基の除去修復機構により塩基が除かれ修復が⾏われる。その際、

T/A/G のいずれかが⾮選択的に挿⼊される反応が起こることで変異が導⼊され

る場合があることが知られている。あるいは、塩基が取り除かれた領域周辺で 

error-prone DNA ポリメラーゼによる DNA 合成が起きることにより、塩基置換、

挿⼊、⽋失を伴う体細胞突然変異が引き起こされる場合があることも知られて

いる。胚中⼼で活性化して AID を発現しているＢ細胞での SHM は分裂１世代
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で 1000 塩基対に１つの程度の割合で起こり、AID が発現していない静⽌期Ｂ

細胞と⽐較すると約 100 万倍⾼い変異の導⼊頻度であることが知られている

(20)。このようにして、胚中⼼中で元々の可変部の構造をランダムに変化させた

Ｂ細胞集団から、( 1-7 ) で述べたような機構で⾼親和性を獲得したクローンが

選択され、さらなる増殖、分化を⾏うことになる。 

 

1-9. 記憶免疫応答 

 ⾃然免疫と獲得免疫の⼤きな違いは、⼀度体内に侵⼊した外敵をタンパクレ

ベルで記憶し、再度侵⼊された際に迅速に、かつ初回よりも強⼒な免疫応答がな

される点である。この、いわゆる記憶免疫応答では、初回免疫によって誘導され

る分化過程で⻑期寿命を獲得した記憶B細胞と記憶T細胞が⾮常に重要な役割

を果たしている。さらに、これらの細胞に加えて、初回の免疫応答時に⾼親和性

を獲得たＢ細胞から分化し、⾻髄へと移動した後、⻑期間にわたって抗体を出し

続ける⻑寿命の抗体産⽣細胞も重要な役割を果たしていることが知られている。 

 最近の我々や他のグループの研究により、これまで広く知られていた胚中⼼

を経由して産⽣される記憶 B 細胞に加えて、胚中⼼を経由せずに産⽣される記

憶 B細胞の存在が明らかとなっている。これらの記憶 B細胞は⼆回⽬に抗原に

再感作されると、迅速かつ⼤規模に胚中⼼を形成し、さらなるクラススイッチと

親和性成熟が⾏われる。その速さは初回の免疫応答が 1 〜 2 週間かかるのに

対し、⼆回⽬の応答では 4 〜 5 ⽇程度であると⾔われている。さらに、記憶応

答においては、⼀次応答と⽐べて⾼親和性の抗体が産⽣されるように変化する。 

 繰り返し同⼀のウイルスに感作されることに対する防御機構の解明や効果的

なワクチンを実現するためには、記憶応答がどのような分⼦機構によって制御

されているのか、すなわち、胚中⼼反応により、記憶Ｂ細胞がどのようなメカニ

ズムで⽣成されているのかという問題を明らかにする必要がある。しかし、記憶

Ｂ細胞の数が⾮常に少ないことや、記憶Ｂ細胞の誘導に⾮常に⻑い時間がかか

る、などの技術的なハードルの⾼さが障害となり、記憶Ｂ細胞の⽣成機構や制御

機構の分⼦メカニズムには不明な点が多く残されている(15)。 
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1-10. Ｂ細胞選択と Bcl-2 ファミリー分子 

 真核⾼等⽣物において不要な細胞を取り除くメカニズムとして中⼼的な役割

を果たしているのがアポトーシスによるプログラム細胞死である。免疫系にお

いても⾃⼰反応性の B細胞やT細胞は、それぞれ⾻髄や胸腺でアポトーシスが

誘導され、⾮⾃⼰反応性の細胞だけが選択され残されている。このようなアポト

ーシスによる、いわゆる負の選択を⼈為的に正常に起こせなくした遺伝⼦組換

え動物では激しい炎症反応を伴う⾃⼰免疫疾患様の症状を呈することから、正

常な個体では、アポトーシスにより⾃⼰を攻撃する細胞を除去することで⾃⼰

免疫疾患の発症が抑制されていることが広く知られている。 

 ⼀⽅で、獲得免疫応答の中で、⾎中抗体の親和性成熟を実現するために、⾼親

和性を獲得したＢ細胞が選択され増殖し、低親和性のＢ細胞がどのように排除

されているのかという分⼦機構は未だ詳細には解明されてない。本研究では免

疫応答におけるＢ細胞のアポトーシス制御機構に着⽬し、この重要な問題にア

プローチを試みた。 

 これまでの多くの研究から細胞選択に関わる最も重要なアポトーシス制御分

⼦群として Bcl-2 ファミリー分⼦が広く知られている(21)。Bcl-2 ファミリー分

⼦群は、アポトーシスを抑制する anti-apoptotic な分⼦群とアポトーシスを促進

する pro-apoptotic な分⼦群より構成されており、これらの分⼦群の中で代表的

な pro-apoptotic な制御分⼦の⼀つである Bim は胸腺における⾃⼰反応性の T細

胞における負の選択に強く関与していることが報告されている(22) (23) 。また、

B細胞においても Bim遺伝⼦を⽋損させると⾃⼰抗原による BCR の刺激による

アポトーシスの誘導が阻害され、⾻髄中での⾃⼰反応性の B 細胞の除去に問題

を⽣じることが報告されている(24)。しかし、これらの報告においては、いずれ

も T細胞もしくは B細胞が成熟する過程での選択機構を解析しており、それら

の選択が正常に終わった後、末梢リンパ組織において免疫応答が惹起された時

に、胚中⼼で起こる⾼親和性Ｂ細胞の選択の過程に Bim によるアポトーシスが

どのように関与しているかという点については多くが未解明のまま残されてい



 - 15 - 

る。 

 さらに、胚中⼼ B細胞においては通常の B細胞と⼤きく異なる遺伝⼦の発現

制御が⾏われていることが知られており、遺伝⼦の発現を制御する転写因⼦に

関する研究も多くなされている。中でも、Bcl6 は胚中⼼の形成に不可⽋な重要

な転写制御因⼦であることが明らかにされている。我々は、この点に着⽬し、

Bcl6 の B細胞選択的コンディショナルノックアウト（ cKO ）マウスを作製し、

免疫応答を詳細に解析した。その結果、記憶 B 細胞の⽣成経路には、これまで

知られてきた胚中⼼における⽣成経路以外にも、胚中⼼を経由せず免疫応答の

ごく初期の段階で⽣成される経路が存在することが明らかとなった(25) (26) (27)。

同時期に、他の研究グループからも同様の報告がなされており(28) 、このよう

な経路で⽣成される記憶 B 細胞がどのような役割を持っているのかという点に

注⽬が集まっている。 

 胚中⼼外で⽣成された記憶 B 細胞は、体細胞突然変異を受けることができな

いことから、胚中⼼で⽣成される記憶 B 細胞と⽐べて抗原に対して低親和性を

保持していることが明らかとなっている。したがって、⼆度⽬の抗原感作が起き

たときには、これらの記憶細胞が分化して⽣成される形質細胞からは、抗原に対

して低親和性の抗体がつくられることが予想される。⼀⽅で、実際の免疫応答に

おいては、多くの場合、抗原に対して⾼親和性を獲得した記憶 B 細胞が分化し

て⽣成される形質細胞が抗原の排除に重要な役割を果たしていると考えられて

いる。しかし、⽐較的短期間に構造を変化させるウイルス等の⽣体内からの排除

においては、特定の限られたエピトープにだけ⾼親和性を獲得した抗体だけで

⼗分排除できるのか否かは明らかではない。そのような抗体を産⽣する B 細胞

の BCR は、その他の類似した構造のエピトープに対する結合活性を失ってしま

っている可能性があり、ウイルスの抗原性の変化に対応できなくなってしまう

とも考えられるからである。このような仮説にもとづき、免疫応答の初期に胚中

⼼を経由せずに抗原に対して低親和性の記憶 B 細胞が形成されるのは、親和性

は低いものの広範なエピトープに結合できる抗体を産⽣する形質細胞を⽣成で

きる可能性を残して、⾼親和性の抗体が内包するリスクを回避するためではな
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いかと予想されているが詳細は明らかとなっていない。 

 そこで、本研究では、Ｂ細胞の初期選択に重要な役割を果たしているアポトー

シス促進因⼦である Bim に着⽬し、胚中⼼に由来する記憶Ｂ細胞が分化してつ

くられる⾼親和性の抗体産⽣細胞と、胚中⼼を経由せずにつくられる低親和性

の抗体産⽣細胞の⽣成に、Bim が係わっているのか否かを詳細に調べることで、

免疫応答における Bim によるＢ細胞選択の⽣理的意義を明らかにすることを試

みた。 
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図 1-2 : anti-apoptotic BH3- only タンパク質 Bim の働き 

Bim に代表される BH3-only タンパク質は、bcl-2ファミリー分子に特徴的な BH1、

BH2、BH3 ドメインのうち、BH3 ドメインのみを有しており、その BH3 ドメインを介して

Bcl-2や Baxなどと相互作用することで機能を発揮していることが知られている。 
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2-1. イントロダクション 

 液性免疫応答は、Ｔ細胞依存性と⾮依存性応答に分類できることが知られて

いる。Ｔ細胞⾮依存性応答は、Ｂ細胞上の Toll-like-receptor 群等の種々の活性化

受容体からのシグナルによってＢ細胞が抗体産⽣細胞へと分化するシステムで

あり、いわゆる⾃然免疫に近い応答様式であることが知られている。⼀⽅で、T

細胞依存性の免疫反応では、B 細胞はリンパ節や脾臓などの⼆次リンパ組織の

T細胞領域の外側で抗原を BCR によって取り込んだ後、MHC II 上に提⽰する。

これらのＢ細胞は、⾃⾝の MHC II 上に提⽰したペプチド断⽚を認識できる 

TCR を発現している T細胞と cognate interaction と呼ばれる相互作⽤すること

により活性化される(1) (2)。これらの活性化された B細胞の⼀部は、速やかに形

質細胞（ plasma cell ）に分化する濾胞外反応系に移⾏する。残りの活性化Ｂ細

胞の⼀部は、濾胞に戻り転写因⼦ Bcl-6 の発現により胚中⼼（ germinal center; 

GC ）を形成する。これまでの多くの研究から、GC は⾼親和性の抗体産⽣細胞

や記憶B細胞が作られる中⼼的な場所であると⼀般的に考えられてきた。 

 T細胞との cognate interaction によって活性化され、ただちに形質細胞へと分

化する B細胞は、濾胞とＴ細胞領域の境界から T細胞領域と⾚脾髄との間の領

域にある splenic bridging channel または junction領域と呼ばれる部位に移動する

(3)。移動したＢ細胞群は、体細胞突然変異を受ける前のオリジナルの germline 

型配列を持った重鎖可変領域（ VH ） 、軽鎖可変領域（ VL ）遺伝⼦から作

られる、抗原に対して相対的に低い親和性を持つ抗体を産⽣する短寿命（ short-

lived ）の抗体産⽣細胞の集団を形成する(4) (5)。このようにして濾胞外の分化経

路で⽣成された short-lived の抗体産⽣細胞は、免疫応答の早い段階での抗体産

⽣を担っており、病原体に対する初期防衛における重要な役割を果たしている

ことが知られている(6)。しかし、免疫応答が進むにつれ、胚中⼼における体細

胞突然変異とそれに続く細胞選択が⾏われることにより、⾼親和性Ｂ細胞が全

Ｂ細胞中に占める割合が上昇する。その結果、⾼親和性Ｂ細胞が優先的に抗原を

取り込むようになるため、低親和性 B 細胞が抗原に接触できる機会が低減し免

疫応答への参加が制限されていくことになる(7)。このような⼀連の反応の結果、
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⾎中に分泌される抗体の親和性は徐々に⾼まっていくことになる。 

 ⼀⽅、ほとんどの plasma cell の前駆細胞である plasma blast は細胞分裂の S

期にあり、盛んに DNA を合成して細胞分裂を繰り返しているにもかかわらず、

抗原特異的な plasma cell の数は免疫後４⽇⽬にピークを迎え、その後７⽇⽬ま

でに急速に減少する(3) (8)。これまで多くの研究がなされてきたにもかかわらず、

なぜこれらの plasma cell が急速に減少するのかは未解明のままである。 

 濾胞外の分化経路に由来する抗体産⽣細胞よりも遅れて⽣成されることが知

られている(9) (10)、胚中⼼依存性、すなわち胚中⼼を経由する分化経路によっ

て⽣成される抗体産⽣細胞（= plasma cell）は、抗体の VH、 VL 遺伝⼦に体細

胞突然変異を蓄積し抗原への親和性を⾼くすることで、より質の⾼い抗体反応

が可能な抗体を産⽣すると考えられている。また、抗原の排除後に免疫反応が低

下した後も主に⾻髄中で⽣き続ける⻑寿命（ long-lived ）の⾼親和性抗体産⽣

細胞も胚中⼼に由来することが知られている(10) (11)。免疫 10 ⽇⽬頃から、胚

中⼼由来の⾼親和性抗体産⽣細胞が脾臓やリンパ節から⾻髄へと移動を始め、

⼀次応答の後期までに徐々に蓄積されていくことが明らかとなっている(9)(12) 

(13)。その後、これらの細胞が⾻髄中の周囲の外部環境からのシグナルに依存し

て⻑寿命を獲得すると考えられている。このような、胚中⼼依存性の long-lived 

な⾼親和性抗体産⽣細胞が⾻髄に優先的に蓄積される現象は、⾎中抗体の親和

性向上の必須要素であり、免疫防衛にとって重要であると考えられている。 

 アポトーシスは免疫機構において重要な役割を果たすことが知られている

(14)。アポトーシスを制御する重要な分⼦群の⼀つが Bcl-2 ファミリーと呼ばれ

ており、それらの中でも、BH-3 only タンパク質ファミリーを構成するタンパク

質群はアポトーシス促進性 ( pro-apoptotic )であり、多くの外部刺激に反応し細

胞にアポトーシスを誘導する重要な役割を果たすことが⽰されている。代表的

な BH-3 only タンパク質が Bim であり、このタンパク質はアポトーシス抑制

的に働く Bcl-2ファミリーのタンパク質である Mcl-1、Bcl-2、Bcl-xL、Bcl-w な

どと相互作⽤し、アポトーシスを誘導するシグナル経路を起動する(15)。 

 これまで、抗原による BCR の架橋が、Bim と Bcl-2 の相互作⽤を引き起こし、
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Ｂ細胞の⽣存を抑制することが明らかとなっている。このことは Bim が BCR 

の架橋によって誘導されるアポトーシスによる B 細胞の選択的な除去において

重要な役割を果たしていることを⽰唆している(16)。また、Bim 全⾝性⽋損マウ

スにおいて、免疫応答の後期においても脾臓と⾻髄中の低親和性 IgG1抗体産⽣

細胞が増殖し続けることが報告されている(17)。この研究において、抗体産⽣細

胞の Bim 遺伝⼦を in vitro で⽋失させる実験でも抗体産⽣細胞が⻑寿命を獲得

できることが⽰されたことからも、Bim 遺伝⼦を⽋失した形質細胞が⾻髄中で

⻑寿命を獲得することが⽀持されている。さらに、Bim 全⾝性⽋損マウスにお

いて、免疫反応後期においても⼗分な親和性成熟が起こらないということから、

Bim が胚中⼼由来の抗体産⽣細胞のアポトーシスを介する細胞選択に重要な役

割を果たしている可能性が強く⽰唆されているが、詳細な検討は⾏われていな

い。 

 これまでの多くの研究より、Bim は様々な組織で発現しており(18)、Bim の

全⾝性⽋損は多くの細胞に影響を及ぼし、種々の免疫疾患を引き起こすことが

⽰されている(19) (20) (21) (22) (23)。したがって、Bim が全⾝で⽋損したマウス

における異常な抗体産⽣細胞の⽣成や蓄積が B 細胞において Bim が⽋失した

ことによる内因性（ B cell-intrinsic ）の現象なのか、Ｂ細胞以外の細胞で Bim 

が⽋失したことによる外因性（ B cell-extrinsic ）なものなのかは判然とせず、そ

の解明が期待されていた。 

 これらのことを考慮して、本研究では、より⽣理学的な条件下において抗体産

⽣細胞における Bim の役割を明らかにするために、Bim 遺伝⼦の BH3 ドメイ

ンをコードする第４エクソンを Cre recombinase の認識配列である LoxP で挟

んだ Bim (f/f) マウスを新たに作成し、IgG1 へとクラススイッチする細胞でだ

け Cre recombinase を発現する Cg1-cre マウス(24)または、全Ｂ細胞でのみ Cre 

recombinase を発現する mb1-cre (25)マウスと交配することで、Cre recombinase 

を発現するＢ細胞でのみ Bim 遺伝⼦を⽋損するコンディショナルノックアウ

トマウス（ Bim cKO ）の系統を構築した。これらのマウスを⽤いて、免疫後の

胚中⼼形成と抗体産⽣細胞の⽣成・維持を調べることにより、液性免疫応答での



 - 25 - 

Ｂ細胞における Bim の⽣理的な役割を明らかにすることを試みた。 
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3. 実験方法 
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3-1. 使用マウス 

C57BL/6J は⽇本クレア株式会社より８週齢を購⼊した。mb1-cre、cγ1-cre、及び

Bcl6(f/f) マウスはこれまでの報告で既に使⽤しているマウスを使⽤した(1)。 

 

3-2. Bim conditional ノックアウトのためのターゲティングコンストラクトの作製 

 NCBI データベースから C57BL/6J の Bim遺伝⼦の塩基配列を⼊⼿し、BH3 ド

メインを⽋損させるためのターゲティングコンストラクトを作製した（図 3-2-

1 ）。BH3 ドメインを含む領域の 1.4 kbp の両側に Cre recombinase が認識する 

LoxP 配列を挿⼊し、その 5' 側 3.9 kbp を相同組換えのための long arm とした。

また、3' 側の LoxP 配列の下流に FRT 配列で挟まれたネオマイシン耐性遺伝

⼦発現ユニット（Neor）を配置した。さらに、その 3' 側に 1.6 kbp の short arm 

を結合し、random insertion されたクローンを除去するためのジフテリアトキシ

ン発現ユニット（ DTa ）を配置して、プラスミド pEZ-LoxP/FRT-Neo-Bim を得

た。 
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3-3. ES 細胞株 Bruce4 の培養 

 C57BL6/N 由来の ES 細胞株である Bruce4 (2) は以下のように培養した。即

ち、マイトマイシン C 処理を⾏った 3 × 106 個の C57BL/6J マウス由来胎児繊

維芽細胞（ MEF ）をフィーダー細胞として 10 cm のディッシュに播種したも

のを⽤意し、その上に Trypsin で単細胞に分散した Bruce4 を加えた。4 〜 5 

⽇後に Bruce4 が 50 〜 70 % コンフルエントになったところで、Trypsin 処理

を⾏い 4、5 枚のフィーダーで覆われた 10 cm ディッシュに継代を⾏った。

Bruce 4 の継代回数が増すと全分化能が徐々に低下していくため、極⼒、継代回

数を抑制した。また、培養中は、ES 細胞⽤の増殖培地を１⽇２回交換した。 

 

3-4. Bruce4 への遺伝子導入と選択 

 pEZ-LoxP/FRT-Neo-Bim 25 µg を NotI で処理し直鎖状にした後に、1 × 107 個

の Bruce4 に 230V、500µF の条件で BioRad 製エレクトロポレーターを使⽤し

て遺伝⼦導⼊した。 

 エレクトロポレーション後に、Bruce4 をフィーダー細胞でコートされた 10 

cm ディッシュ 5 枚に播種した。培養開始後 24 時間後にネオマイシン耐性を

獲得した ES クローンを選択するために G418 を添加し培養を継続した。相同

組換えが正常に⾏われずに vector全体がゲノムに挿⼊されてしまった ES 細胞は

ジフテリアトキシンが発現するため死滅する。したがって、コロニーを形成する 

ES 細胞は、pEZ-LoxP/FRT-Neo-Bim が Bim 遺伝⼦座に相同組換えを起こしたク

ローンが濃縮されていると考えられる。5 〜 6 ⽇後に形成されたコロニーを実

体顕微鏡下で１個ずつ p200 ピペットマンで吸引し Trypsin 処理により単細胞

へとばらばらにした。合計約 800 クローンをフィーダー細胞でコートした 96 

well plate に単離した。96 well plate 中でコロニーが⼗分⼤きくなったことを確



 - 33 - 

認後、全ての well を trypsin 処理後に３枚の 96 well plate に分割した。これら

のプレートのうち２枚は、⼗分な ES 細胞の増殖を確認後に凍結保存し、残り

の１枚から DNA を抽出して PCR による相同組換え体のスクリーニングに使

⽤した。 

 

3-5. 相同組換え体の検出 

 ターゲティングベクターの short arm の 3' 側の領域とネオマイシン耐性遺

伝⼦発現ユニットの中にプライマーを設計し、PCR で⽬的の⻑さ（約 2.2 kbp）

の⻑さの増幅産物が得られた相同組換え体の候補を 15 クローン得た。これら

の細胞を凍結ストックから起眠し、PCR スクリーニングの再チェックおよび

Southern blotting ⽤の DNA を得られる数の細胞と、保存⽤の細胞が得られるま

で各クローンを増殖した。PCR により増幅された断⽚のクローニングと塩基配

列の解析を⾏い正しく PCR が⾏われていることが明らかとなった ES クロー

ンから Southern Blotting により正確に相同組換が⾏われたクローンを１つ選び出

し、マウス受精卵に導⼊する ES 細胞を得た（図 4-1-1 ）。 

 

3-6. ES 細胞の受精卵へのマイクロインジェクションと産仔の解析 

 ES 細胞の導⼊は BALB/ｃの受精卵にインジェクション法により⾏った（実施

は理化学研究所横浜研究所 RCAI （現 IMS ）動物管理グループに依頼した）。

⽣まれてきたオスのキメラマウスを C57BL/6J と交配し、F1 マウスの尾材から 

DNA を抽出した。得られた DNA を鋳型として、PCR による genotyping を⾏

い、 ES 細胞の相同染⾊体のうち、ターゲティングされた染⾊体を有する⽣殖

細胞に由来する個体をスクリーニングし、Bim(f/+)NeoR 系統を得た。 
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3-7. 交配による Bim cKO 系統の樹立 

 ES 細胞の選抜に使⽤したネオマイシン耐性遺伝⼦を染⾊体中に有する Bim 

(f/+) NeoR を FRT 配列の組換えを⾏う flippase を発現するトランスジェニック

マウスである FLPe/B6 (3)マウスと交配し、NeoR遺伝⼦の削除を⾏い、Bim (f/+)

を得た。Bim (f/+) 同⼠を交配し、Bim (f/f) を作製し、mb1 (cre/+) または Cγ1 

(cre/+) と交配することで、Bim ( f/f) mb1 (cre/+) および Bim (f/f) Cγ1 (cre/+) を

得た。Bim (f/f) mb1 (cre/+) マウスは、全Ｂ細胞でのみ Bim 遺伝⼦が⽋失する系

統であり、Bim (f/f)  Cγ1  (cre/+) マウスは、全Ｂ細胞のうち、IgG1 へクラスス

イッチを⾏うＢ細胞亜集団でのみ Bim 遺伝⼦の⽋損が起こる系統である。mb1-

creマウスは、ドイツフライブルク⼤学兼マックス・プランク免疫学研究所の Dr. 

M. Reth より分与いただいた。さらに、Bim (f/f) mb1 (cre/+) マウスについては、

Bcl6 (f/f) マウス(1)と交配し、ダブルコンディショナルノックアウトマウス Bim 

(f/f) Bcl6 (f/f) mb1 (cre/+)を作製した。 

 

3-8. 抗原およびマウスの免疫 

 免疫には 9-14週齢のマウスを使⽤した。⼈⼯抗原としては、4-Hydroxy-3-

nitrophenylacetyl (NP) をハプテンとして、キャリアタンパクである Chicken 

Gamma Globulin ( CGG ) に結合した NP-CGG、あるいは Ficoll に結合した 

NP-Ficoll を作製し、それぞれ免疫に⽤いた。天然抗原としては、不活化イン

フルエンザウイルス（PR８株）を抗原として免疫を⾏った。 

 NP-CGG を抗原とした場合は、硫酸カリウムアルミニウムと⽔酸化カリウム

の反応により得られた多孔性の⽔酸化アルミニウムゲルをアジュバントとして

使⽤し、不活化インフルエンザウイルスを抗原として⽤いる場合は、

AddavaxTM (InvivoGen)をアジュバントとして使⽤し、それぞれマウス腹腔内に
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免疫した(1)(4)。また、Ｔ細胞⾮依存性の抗原である NP-Ficoll は、PBS で希

釈し腹腔免疫をおこなった。１匹あたり、NP-CGG は 100 µg、不活化インフル

エンザウイルス抗原は 10 µg、NP-Ficoll は 50 µg、を⽤いた。弱毒化 PR8株及

び Narita株由来、不活化インフルエンザウイルス抗原は国⽴感染症研究所免疫

部の⾼橋先⽣、安達悠先⽣より分与いただいた。 

 

3-9. ELISA 法による血中抗体価の測定 

 ⾎中抗体価は ELISA 法を⽤いて測定した。NP-Ficoll 及び NP-CGG で免疫

したマウスから得られた⾎清に含まれる抗 NP 抗体を測定する場合は、Maxi-

sorp 96 well plate （ NUNC ）を 50 µg/ml NP2-BSA または、50 µg/ml NP18-BSA

を 100 µl/well で 4 ˚C で⼀晩コートした。インフルエンザウイルスを免疫した

マウスから得られた⾎清中の抗ウイルス抗体価を測定する場合は、1µg/ml の

濃度の HA 抗原または弱毒化ウイルスを 50 µl/well で 4 ˚C で⼀晩コートした 

Maxi-sorp 96 well plate を使⽤した。抗原でコーティングした 96 well plate は、

洗浄後に 1% の BSA を含む PBS 溶液で⼀晩、4 ˚C でブロッキングを⾏っ

た。 

 測定時は、⾎清を適宜希釈し抗原でコーティング後ブロッキングした 96 

well plate に添加し 4 ˚C で⼀晩反応させた。洗浄後、２次抗体として goat-anti-

mouse IgG-HRP ( 1:5000 希釈)、goat-anti-mouse IgG1-HRP ( 1:10000 希釈)、anti-

mouse IgM-HRP ( 1:1000 希釈)、または anti-mouse IgG3-HRP ( 1:1000 希釈) (い

ずれも SouthernBiotech )のいずれかを添加し室温で２時間反応させた。発⾊

は、1-step Ultra TMB-ELISA substrate solution ( Thermo Scientific )を使⽤し、発⾊

停⽌には 2N H2SO4 を使⽤した。450 nm の吸光度の測定には ARVO ( Perkin 

Elmer )を使⽤した。anti-HA IgG については、感染症研究所から定量済みのマ
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ウス⾎清をご提供いただき、これを基準に⾎清の抗体価を求めた。anti-NP 抗体

については、精製した anti-NP IgG1 モノクローナル抗体を⽤いて検量線を

plateごとに作製し抗体価を算出した。anti-NP IgG3 および anti-NP IgM につい

ては、サブクラスの⼀致する精製モノクローナル抗体を⼊⼿できなかったた

め、anti-NP IgG1 モノクローナル抗体を基準として、相対値として抗体価を求

めた。抗体価の算定は、各標準抗体およびサンプルを系列希釈し、各希釈倍率

における吸光度を測定した。最⼤値の 50% の吸光度を⽰す希釈倍率を各サン

プルのユニットとした。 

 

3-10. フローサイトメーターによる細胞集団の解析 

 ⾮免疫マウスから脾臓、パイエル板、⾻髄を摘出し、脾臓とパイエル板はスラ

イドガラスで磨り潰しメッシュを通してから遠⼼後、ACK buffer（ 0.15 mM 

NH4Cl / 1.0 mM KHCO3 / 0.1 mM EDTA ）による⾚⾎球除去を⾏った。⾻髄はシ

リンジを⽤いて⾻髄細胞を押し出しほぐした後メッシュを通してから遠⼼した

後、同様に⾚⾎球除去を⾏った。洗浄後、細胞数を数え、解析に必要な数の細胞

を 96 well plate に分注した。染⾊⽤抗体が細胞の Fc レセプター II/III に結合す

ることを防ぐために、２×107 cells/ml の細胞懸濁液に、anti-mouse FcγII/III 抗体

（clone:2.4G2, American Type Culture Collection）を 20µg/ml で添加し、氷上で 20

分間反応させた。その後それぞれの組織ごとに FACS ⽤の染⾊を⾏った。 

 脾臓Ｂ細胞系列細胞に含まれる Transitional 1、2及び３（T1、T2、T3）細胞の

解析では 2.4G2 の処理後、無関係の細胞を全て除外して解析するために、Biotin

化された anti-mouse Thy1.2 ( BioLegend )、CD3e ( BioLegend )、TER119 ( BioLegend )、

NK1.1 ( BioLegend )、Gr-1 ( BioLegend )、  DX5 ( BioLegend )、CD138 ( BD 

Bioscience )、CD43 ( BD Bioscience )で染⾊し、streptavidinPE-CF594 ( BD Bioscience )
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で標識した（ dump 染⾊）。同時に、⽬的の細胞を染⾊するための以下の蛍光標

識抗体を添加した。⽤いた抗体は、anti-B220BV510 ( BioLegend )、anti-AA4.1APC 

( BioLegend )、anti-CD21FITC ( BD Bioscience )、anti-IgMPacificBlue ( Molecular Probe 

Antibody labelling kit により⾃家作製 )、anti-CD23PE ( Thermo Fisher scientific ) で

ある。B220+AA4.1- の成熟Ｂ細胞集団は、さらに、IgMintCD21int の濾胞Ｂ細胞と 

IgMhighCD21high の辺縁帯Ｂ細胞について解析し、B220+AA4.1+ 未熟Ｂ細胞集団

は T1 ( IgMhighCD23dull )、T2 ( IgMhighCD23high ) および T3 ( IgMdullCD23dull ) につ

い て解析し た 。脾臓全Ｔ細 胞 と全Ｂ細 胞 の解析に は 、 anti-mouse CD4APC 

( BioLegend )、CD8aFITC ( BioLegend )、anti-TCRbPE ( Thermo Fisher scientific )、お

よび anti-B220BV510 で染⾊し解析した。 

⾻髄Ｂ細胞の解析では、2.4G2 処理後に同様に dump 染⾊と、FACS ⽤抗体

anti-B220BV510、anti-AA4.1APC、 antiCD24FITC、anti-CD43PE ( BD Bioscience )、anti-

IgMPacificBlue で染⾊した。B220+ のＢ細胞系列細胞の集団はさらに、AA4.1+ 未熟

Ｂ細胞については、CD24lowCD43hi のプレプロＢ細胞、CD24intCD43int のプロ B

細胞、CD24hiCD43lo のプレ B 細胞について解析を⾏った(5)(6)。 

パイエル板のＢ細胞は 2.4G2 処理後、37 ℃ で anti-CXCR5APC ( BD 

Bioscience ) の染⾊を 30分⾏い、洗浄後、anti-B220BV510、 anti-FasPE-Cy7 ( BD 

Bioscience)、 anti-PD-1PE ( Thermo Fisher Scientific )、 anti-CD4BV421 ( BioLegend )

および Peanut Agglutinin (PNA)FITC ( Vector Laboratories ) の染⾊を氷上で⾏っ

た。解析では、全細胞集団を B220+ Ｂ細胞と CD4+ Ｔ細胞に分けた後、Ｂ細胞

は PNA+Fas+ の細胞集団をパイエル板の胚中⼼細胞として、また T 細胞は、

CXCR5+PD-1+ の細胞集団を Tfh 細胞として解析した。 
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フローサイトメーターは、FACS AriaIII または FACS LSRFortessa X-20 

（ BD Bioscience ）を使⽤した。 

 

3-11. 免疫したマウスからの抗体産生細胞のシングルセルソーティング 

 免疫後 14⽇後の脾臓を採取し、スライドガラスですりつぶした後、200 U/ml

コラゲナーゼ ( Merck ) と 20 µg/ml DNaseIV （ Roche ）を含む DMEM 培地で

懸濁し、37℃ で 30 分間インキュベーションした。その後、洗浄し、ACK buffer 

による溶⾎処理を⾏った。２×107 cells/ml の細胞懸濁液に 2.4G を 20 µg/ml にな

るように加え氷上で 20 分間反応した。FITC で標識された anti-IgM ( Thermo 

Fisher Scientific )、anti-IgD ( Thermo Fisher Scientific )、anti-CD11b ( BioLegend )、

anti-CD90.2 ( BioLegend )、anti-Gr-1 ( BioLegend )、anti-DX5 ( BioLegend )、anti-

TER119 ( BioLegend )で染⾊し、洗浄後 anti-FITC microbeads ( Miltenyi Biotec ) を

添加し、MACS LS カラム（ Miltenyi Biotec ）で flow through 画分の細胞を回収

することにより⽬的の抗体産⽣細胞を濃縮した。濃縮した細胞をビオチン化し

た anti-Igλ1,2,3 ( BD Bioscience ) で染⾊し、更に FACS ⽤の抗体 anti-CD138PE ( BD 

Bioscience )、anti-B220BV510、NIP-BSAAPC、及び streptavidinBV421 ( BD Bioscience )

で染⾊し た 。洗浄後、 Propidium Iodide を含む溶液に 細 胞 を懸濁し BD 

FACSAriaIII により FITC negative/Igλ+/CD138high/NIP+/B220dull の細胞集団を抗体産

⽣細胞として RT-PCR を⾏うための 96 well plate の各ウェルに細胞を１つず

つ分取した。ソーティングには BD FACS AriaIII を使⽤した。 

 

3-12. 胚中心Ｂ細胞のシングルセルソーティング 

 免疫後 14⽇後の脾臓を採取し、抗体産⽣細胞のソーティングと同様の前処理

を⾏った。その後、biotin 標識された IgM、IgD、AA4.1、CD3、CD90.2、TER119、
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Gr-1、F4/80、DX5、NK1.1、CD43、CD11b および CD11c を添加し、氷上で 30

分間反応させた。洗浄後、streptavidin microbeads ( Miltenyi Biotech )を 1.5 × 108  

個の細胞あたり 100 µl 添加し、MACS カラムにより flow through 画分の細胞を

回収し、その後 FACS ⽤の抗体 anti-CD83PE ( BioLegend )、anti-I-A/I-EAlexa Fluor700 

( BioLegend )、anti-CD38BV510 ( BD Bioscience )、anti-IgG1BV421 ( BD Bioscience )、

NIP-BSAAPC、anti-FasFITC ( BD Bioscience )、streptavidinPE-CF594 で染⾊を⾏った。

ソー ティングに は BD FACSAriaIII を使⽤ し 、 B220+Fas+NIP+ Ｂ細 胞 を

CD83high/MHC IIhigh、CD83negative / (MHC IIhigh and MHC IIdull ) の集団に分けて RT-

PCR を⾏う 96 well plate にシングルセルソートした。 

 

3-13. ELISPOT 法による抗体産生細胞数の解析 

 ELISPOT 法の解析は(4)の⽅法を参考に⾏った。測定の前⽇に PVDF メンブレ

ン 96 well plate ( Merck ) を 50 µg/ml NP2-BSA または 50 µg/ml NP18-BSA を 100 

µl/well で室温 2 時間 incubation し、PBS で洗浄後 1 % BSA/PBS 溶液を添加

し 4 ˚C で⼀晩 blocking した。 

 NP-CGG 免疫後 14 ⽇⽬のマウスから⾻髄と脾臓を摘出し、脾臓はコラゲナ

ーゼ・DNase 処理と⾚⾎球除去を⾏った後、⾻髄細胞は⾚⾎球除去を⾏った後、

NP2-BSA または、NP18-BSA でコートした PVDF メンブレン 96 well plate に添

加した。添加した細胞数は、脾臓細胞は野⽣型マウスでは 2 × 104 cells/well、Bim 

cKO マウスでは 1 ×または 2 × 104 cells/well、⾻髄細胞では野⽣型、Bim cKO 

マウスとも 2 × 105 cells/well で細胞を蒔種し、2 時間 CO2 インキュベーターで

培養した。培養には 10 % の FCS を含む RPMI-1640 培地を使⽤した。 培養後、

plate を⽔道⽔で洗い、EDTA を含む PBS を加えて 15 分間静置し、0.1 % 

Tween20 を含む PBS （ PBS-Tween20 ）で洗浄し、1% BSA を含む PBS で⼀
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晩ブロッキングした。翌⽇、PBS-Tween20 で洗浄後、アルカリホスファターゼ

標識抗体 anti-mouse IgG1-AP ( SouthernBiotech )を 10000 倍希釈した溶液を加え

て室温で 2 時間静置し、その後、発⾊反応を⾏った。細胞のカウントは実体顕

微鏡を⽤いて⾏った。 

 

3-14. VH186.2 抗体可変部塩基配列の RT-PCR 法による解析 

 5 ng/µl の carrier RNA ( QIAGEN ) を 96 well PCR plate に 10 µl ずつ分注し、

各 well に細胞をシングルセルソートした後、-80 ˚C で凍結保存した。その後、

各 well に、V186.2 sense ( 5'-TTCTTGGCAGCAACAGCTACA-3' ) と Cg1 external 

antisense ( 5'-GGATCCAGAGTTCCAGGTCACT-3' ) の プ ラ イ マ ー を 含 む

SuperScript One-Step High Fidelity ( Thermo Fisher Scientific ) のプレミックス溶液

を 15 µl ずつ添加し、最終容量 25 µl で逆転写（ RT ）と１回⽬の PCR の 40 

サイクルを１ステップで⾏った。この PCR 産物を 1 µl 使⽤し、V186.2 sense 

と Cg1 internal-antisense ( 5'-GGAGTTAGTTTGGGCAGCAG-3' )プライマーを⽤い

て Platinum Pfx DNA polymerase ( Thermo Fisher Scientific )により、2 回⽬の PCR 

を 40 サイクル⾏った。この PCR 産物を Cγ1 internal antisense プライマーを⽤

いて塩基配列の決定を⾏い、それぞれの細胞集団における VH186.2 遺伝⼦の体

細胞突然変異の解析を以前の報告(1) と同様に⾏った。 

抗体産⽣細胞における体細胞突然変異の解析では、Blimp-1 を発現している細

胞を抗体産⽣細胞と考え、それらの細胞での突然変異を解析するために、抗体可

変部の配列解析を⾏う前に、あらかじめ Blimp1 の発現を PCR で確認した。RT 

と同時に⾏う１回⽬の PCR では上述の V186.2 sense と Cg1 external antisense の

プライマーに加えて、Blimp-1 external forward primer （ 5’-TTCAAGCCGAGGCA 

TCCTT-3' ）と Blimp-1 reverse primer （ 5’-AGTGTAGACTTCACCGATGAGG-3’ ）
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を加えて反応し、2 回⽬の PCR では Blimp-1 forward internal primer （ 5’-

GAACCTGCTTTTCAAGTATGCTG-3’ ）と Blimp-1 reverse primer を使⽤して PCR 

を⾏い Blimp-1 の発現を確認した。Blimp-1 の発現は２回⽬の PCR産物をアガ

ロースゲル電気泳動で確認し、Blimp-1 を発現している細胞に対して VH186.2遺

伝⼦塩基配列解析を⾏った。 

 解析で得られた塩基配列は Accession No. LC523040–LC523173 で⽣命情報・

DDBJセンター、EMBL Nucleotide Sequence Data Base、GeneBank から閲覧可能

である。 

 

3-15. 組織染色 

 組織染⾊はこれまでの報告を参考にして⾏った(7)。NP-CGG で免疫後 12 ⽇

⽬のマウスから脾臓を摘出し、O.C.T compound ( Miles ) で包埋し、ドライアイ

スで冷却したエタノール上で 30秒間凍結し、-80 ̊ C で凍結保管した。クリオス

タットで 7 µm の凍結切⽚を作製し、冷却したアセトンで 10 分間固定した。染

⾊ buffer ( 0.1 M Tris-HCl pH8.0、0.1 M NaCl、0.1% Tween-20、1% BSA )で洗浄

後、100 µg/ml の 2.4G2 抗体と 10% ⾮働化ヤギ⾎清を添加した染⾊ buffer で 4 

˚C ⼀晩あ る い は室温で  4 時間ブロ ッキングし た 。 anti-GL7Alexa Fluor488 

( BioLegend )、anti-mouseCD38APC ( Thermo Fisher Scientific )、anti-mouse IgG1BV421 

( BD Biosciences ) を含む染⾊抗体溶液を調製し、使⽤前に 15,000 rpm で 20 分

間遠⼼して不溶な沈殿を取り除いた後、室温で 2 時間染⾊を⾏った。観察には

KEYENCE BZ-X700蛍光顕微鏡を使⽤した。 

 

3-16. 統計学的計算 

 t 検定の  p 値は KaleidaGraph 4.5 software ( Synergy Software ) あるいは 
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Microsoft Excel ( Microsoft )を使⽤して算出した。p < 0.05 となった場合に統計学

的に有意な差があるとした。 
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Table1:プライマーリスト 

 

  

Tabel 2: primer List

primer� 
� �	

AI01 LA-F TCCCTACACCCCATCCCTGT long arm��
AI02 LA-R TCAGCCTTTCCACAGCAAG long arm��
AI03 Tg-F GCTCGCTGCAGGCAGG Target ����
AI04 Tg-R GCTACTCAAAAGGAACAAGGCTG Target ����
AI05 SA-F ATCTATCAGGGAGTCCCGG short arm��
AI06 SA-R CCTACTAAGAAAGCTAAAGTCCT short arm��
AI13 SouthernProbeR CTAGTGATAGCTGACTGCAGTG Souther Hybridization probe��
AI14 SouthernProbeF GGGATAGATTCCAGGCTAGG Souther Hybridization probe��
AI15 screen1-F GTCTCACCAGTCCTGGGATT ES screening
AI16 screen1-R AGGTAGGTGAAGCCATTGAA ES screening
AI17 screen2inNEO-F TATCGCCTTCTTGACGAGTT ES screening/mouse typing
AI18 screen2inSA-R AACCATTCTTCCCAAAAGACTGC ES screening/mouse typing
AI19 screen3inTg-F AGCATCTTCAGAAGCAGTGTGTT ES screening/mouse typing
AI20 screen3inNEO-R CACTGCTCGACCATATGGGA ES screening/mouse typing
AI21 scrn4LoxPcheckinLA-F CTCATCAACTGGACACAAGC ES screening/mouse typing
AI22 scrn4LoxPcheckinTg-R CTAACTGAAACCAGATTAGGG ES screening/mouse typing
V186.2 sense TTCTTGGCAGCAACAGCTACA single cell 1step RT-PCR/2nd PCR
Cγ1 external antisense GGATCCAGAGTTCCAGGTCACT single cell 1step RT-PCR
Cγ1 internal antisense GGAGTTAGTTTGGGCAGCAG single cell 2nd PCR, sequence
Blimp-1 external forward TTCAAGCCGAGGCATCCTT single cell 1step RT-PCR/2nd PCR
Blimp-1 reverse AGTGTAGACTTCACCGATGAGG single cell 1step RT-PCR
Blimp-1 forward internal GAACCTGCTTTTCAAGTATGCTG single cell 2nd PCR
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Table２：細胞染⾊使⽤試薬⼀覧 

 

  

Table1���
�������
A:����	�

��� ���� ����
� clone
anti-mouse IgM-Pacific Blue our laboratory II/41
APC anti-mouse CD93 Biolegend 136510 AA4.1
FITC anti-mouse CD24 BioLegend 101805 M1/96
PE anti-mouse CD43 BD 553271 S7
FITC anti-mouse CD21/CD35 BD 561769 7G6
APC anti-mouse CD4 BioLegend 100515 RM4-5
BV421 anti-mouse CD4 BioLegend 100563 RM4-5
FITC anti-mouse CD8a BioLegend 100705 53-6.7
anti-mouse TCRβ-PE Thermo Fisher Scientific 12-5961-82 H57-597 
anti-mouse B220 BV510 Biolegend 103248 RA3-6B2
APC anti-CXCR5 BD 560615 2G8
PE anti-mouse PD-1 ThermoFisherScientific 12-9985-82 J43
BV421 Rat Anti-Mouse IgG1 BD 562580 A85-1
anti-mouse CD38 -BV510 BD 740129 90
anti-mouse CD38 -APC ThermoFisherScientific 17-0381-82 90
FITC anti-mouse CD95 (Fas) BD 554275 Jo2
PECy7 anti-mouse CD95 (Fas) BD 557653 Jo2
PE anti-mouse CD83 BioLegend 121508 Michel-19
Alexa Fluor®700 anti-mouse I-A/I-E BioLegend 107622 M5/114.15.2
anti-mosue IgM FITC ThermoFisherScientific  11-5790-81 II/41
anti-mouse IgD FITC ThermoFisherScientific  11-5993-81 11-26
FITC anti-mouse CD90.2 Biolegend 105306 30-H12
FITC anti-mouse/human CD11b Biolegend 101206 M1/70
FITC anti-mouse Ly-6G/Ly-6C (Gr-1) Biolegend 108406 RB6-8C5
FITC anti-mouse CD49b (pan-NK cells) Biolegend 108906 DX5
FITC anti-mouse TER-119/Erythroid Cells Biolegend 116206 TER-119
PE anti-mouse CD138 (Syndecan-1) BioLegend 142504 281-2
Alexa Fluor® 488 anti-mouse GL7 Antigen BioLegend 144612 GL-7
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Tabel2: 細胞染⾊使⽤試薬⼀覧(続き) 

  

B:Biotin�	�
��� ���� ����
� clone

Anti-mouse IgM Biotin ThermoFisherScientific 13-5790-85 II/41
Anti-mouse IgD Biotin ThermoFisherScientific 13-5993-85 11-26
Anti-Mouse CD93 (AA4.1) Biotin ThermoFisherScientific 13-5892-85 AA4.1
Anti-Mouse CD90.2(Thy-1.2) Biotin Biolegend 105304 30-H12
Biotin Anti-mouse CD3ε Biolegend 100304 145-2C11
Biotin Anti-mouse F4/80 Biolegend 123106 BM8
Anti-mouse Ly6G (Gr-1) Biotin Biolegend 108404 RB6-8C5
Biotin Anti-mouse CD11c Biolegend 117304 N418
Biotin anti-mouse CD11b Biolegend 101204 M1/70
Biotin Anti-mouse TER-119/Eeythoid cells Biolegend 116204 TER-119
Biotin anti-mouse CD49b (DX5) Biolegend 108904 DX5
Biotin anti-mouse NK1.1 Biolegend 108704 PK136
Biotin Mouse Anti-CD138 BD 553713 281-2
Biotin rat Anti-mouse CD43 BD 553269 S7
Biotin Rat Anti-Mouse Ig, λ1, λ2, λ3 Light ChainBD  553433 R26-46

C:���
��� ���� ����
�

NIP-PE our laboratory
NIP-APC our laboratory
Peanut Agglutinin-FITC Vector Laboratories FL-1071
PE-CF594 Streptavidin  BD 562318
Brilliant Violet 421™ Streptavidin Biolegend 405225
Streptavidin microbeads 2mL Miltenyi 130-048-101
anti-FITC microbeads 2ml Miltenyi 130-048-701



 - 46 - 

引用文献 

 

1 Kaji, T., Ishige, A., Hikida, M., Taka, J., Hijikata, A., Kubo, M., Nagashima, T., 

Takahashi, Y., Kurosaki, T., Okada, M., Ohara, O., Rajewsky, K., and Takemori, 

T. 2012. Distinct cellular pathways select germline-encoded and somatically 

mutated antibodies into immunological memory. J. Exp. Med. 209:2079. 

2 Kontgen, F., Suss, G., Stewart, C., Steinmetz, M., and Bluethmann, H. 1993. 

Targeted disruption of the MHC class II Aa gene in C57BL/6 mice. Int Immunol 

5:957. 

3 Kanki, H., Suzuki, H., and Itohara, S. 2006. High-efficiency CAG-FLPe deleter 

mice in C57BL/6J background. Exp. Anim. 55:137. 

4 Takahashi, Y., Ohta, H., and Takemori, T. 2001. Fas is required for clonal selection 

in germinal centers and the subsequent establishment of the memory B cell 

repertoire. Immunity 14:181. 

5 Allman, D., Lindsley, R. C., DeMuth, W., Rudd, K., Shinton, S. A., and Hardy, R. 

R. 2001. Resolution of three nonproliferative immature splenic B cell subsets 

reveals multiple selection points during peripheral B cell maturation. J Immunol 

167:6834. 

6 Nagaoka, H., Takahashi, Y., Hayashi, R., Nakamura, T., Ishii, K., Matsuda, J., 

Ogura, A., Shirakata, Y., Karasuyama, H., Sudo, T., Nishikawa, S., Tsubata, T., 

Mizuochi, T., Asano, T., Sakano, H., and Takemori, T. 2000. Ras mediates effector 

pathways responsible for pre-B cell survival, which is essential for the 

developmental progression to the late pre-B cell stage. J. Exp. Med. 192:171. 

7 Kaji, T., Hijikata, A., Ishige, A., Kitami, T., Watanabe, T., Ohara, O., Yanaka, N., 

Okada, M., Shimoda, M., Taniguchi, M., and Takemori, T. 2016. CD4 memory T 

cells develop and acquire functional competence by sequential cognate 

interactions and stepwise gene regulation. Int Immunol 28:267. 

 



 - 47 - 

 
 
 
 
 
 
 
 

4. 結果 

 

  



 - 48 - 

4-1. Bim コンディショナルノックアウト（ cKO ）マウスの作製 

 BH3 ドメインは Bim が pro-apoptotic な機能を果たすために必須の領域であ

り(1)(2)、このドメインをコードする exon 5 を LoxP 配列で挟み、⽬的の細胞で

だけ Cre-recombinase を発現させることにより BH3 ドメインを⽋失できる 

Bim(f/f) マウスを樹⽴した ( 図 3-2-1 )。ES 細胞の 1 次スクリーニングには、

PCR 法を⽤い、候補となったクローンについては、Southern blot 解析を⾏い、

相同組換えが起きている ES クローンを得た（ 図 4-1-1 ）。BH3 ドメインが⽋

損した Bim は Bcl-2、Bcl-xL あるいは Bcl-w などのアポトーシスを抑制するタ

ンパク質と結合できないため(3)、アポトーシスを促進する Bim の機能が完全に

失われる。このマウスを、Cre-recombinase の cDNA を mb-1 遺伝⼦座にノック

インした mb1-cre マウス(4)、または Cγ1-cre マウス(5)と交配することで全Ｂ細

胞選択的、もしくは IgG1 にクラススイッチするＢ細胞選択的に Bim  遺伝⼦

を⽋損する Bim コンディショナルノックアウト（ Bim cKO ）マウスを樹⽴し

た。mb-1 は CD79A ( Igα ) をコードする遺伝⼦で、Ｂ細胞分化の早期の段階で

ある初期プロＢ細胞から発現が始まることから、Bim(f/f) mb1cre(+/-) マウスで

は、ほぼ全てのＢ細胞において Bim 遺伝⼦が⽋失すると予想される。 
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4-2. Bim による T 細胞非依存性の免疫応答の調節 

 樹⽴した Bim (f/f) mb1cre (+/-) cKO マウスにおいて、⾮免疫のマウスにおけ

る B 細胞の分化状態を調べた。これまでの研究から Bim は、proB 細胞、preB 

細胞、未熟 B 細胞、成熟 B 細胞で発現するとされ(6)、Bim遺伝⼦の exon 2 - 4 

を⽋失する cKO マウス（ Mb1-Creki/+ Bimfl/fl）では対照マウスに⽐べて脾臓の

成熟 B 細胞の数がおよそ２倍増加したという報告がある(7)。本研究で樹⽴した

Bim exon5 を⽋損した cKO マウスにおいても同様に、脾臓において、わずかで

はあるが統計学的に有意な総細胞数、Ｂ細胞数の増加が⾒られた。⼀⽅で、⾻髄、

パイエル板にける細胞総数に影響は⾒られなかった ( 図 4-2-1、4-2-3-B  )。さ

らに、⾻髄におけるＢ細胞の分化に対する影響を調べたところ、未成熟 B 細胞

の preB 細胞がわずかに減少する以外の影響は⾒られなかった ( 図 4-2-2 )。加

えて、脾臓 B 細胞数においてわずかであるが統計学的に有意な増加が⾒られた

が各 Transitional B 細胞（ T1、T2、T3 細胞）の数に有意な変動は⾒られなかっ

た ( 図 4-2-3-A,B )。これらの結果から、Bim ⽋損マウスにおける preB 細胞数

の減少は細胞周期の進⾏を促進する Bim の働きによるものではないかと考え

た。Bim による細胞周期の促進については、Carxton が in vitro の解析結果に基

づき⽰している(8)。また、パイエル板の胚中⼼（ GC ） B 細胞数が Bim ⽋損

マウスでコントロールマウスに⽐較して有意に増加していた（ 図 4-2-4 ）が、

これはおそらく、CD40 からの活性化を受けたＢ細胞が Bim によるアポトーシ

スの制御を受けることが in vitro の培養系で⽰されていることから(9)、Tfh か

ら CD40 を介する活性化シグナルを受けた pre-GC B 細胞の選択に、Bim が抑

制的に働いているためであると推測される。 

 次に、Ｂ細胞選択的に Bim を⽋失した場合の免疫反応への影響を調べるため

に、Bim (f/f) mb1cre (+/-) マウスとコントロールとして mb1cre(+/-)マウスを共に

4-hydroxy-3-nitro-phenylacetyl （ NP ）基と Ficoll を結合したＴ細胞⾮依存性抗

原である NP-Ficoll で免疫した。その結果、NP に対して⾼親和性を持つ抗 NP 

IgG3 および抗 NP IgM 抗体の⾎中抗体価は Bim ⽋損マウスとコントロール

マウスとで同程度であった。このことから Bim は T 細胞⾮依存性のＢ細胞反応



 - 51 - 

には⼤きな影響を与えていないことが明らかとなった（ 図 4-2-5-A, B ）。 
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4-3. B 細胞での Bim の欠損による T 細胞依存性の抗体産生応答調節 

 Bim のＴ細胞依存性免疫応答への影響を調べるために、Bim (f/f) mb1cre (+/-) 

とコントロールマウス  mb1cre (+/-) を、NP 基とニワトリのγグロブリン

（ CGG ）を結合した抗原（ NP-CGG ）で免疫した。免疫後 14 ⽇⽬に、⾼親

和性の抗 NP 抗体を競争的に結合する NP2-BSA および全抗 NP 抗体を結合

する NP18-BSA を抗原としてコーティングに⽤いた ELISA 法で⾎中の抗 NP 

抗体価を測定したところ、従来から報告されているように(10)、Bim ⽋損マウス

において抗 NP IgG1 抗体の全抗体、⾼親和性抗体いずれも⾎中抗体価がコント

ロールマウスに⽐べて有意に増加していた（ 図 4-3-1-A ）。⼀⽅、⾼親和性抗体

価と全抗体価の⽐で求められる⾎清中の抗 NP 抗体の NP ハプテンに対する

親和性の平均値を求めたところ、統計的に有意ではないものの、cKO マウスの

値がやや⾼いということが明らかとなった（ 図 4-3-1-B ）。 

 さらに、NP-CGG は⼈⼯抗原であることから、天然抗原においても同様の結

果が得られるか否かを検討するために、不活化インフルエンザウイルを抗原と

して⽤いて同様の実験を⾏った。その結果、NP-CGG を抗原として⽤いた場合

と同様 Bim ⽋損マウスで抗 HA IgG 抗体で代表される抗インフルエンザウイ

ルス抗体の増加が認められた（ 図 4-3-2 ）。このことから、Bim cKO マウスに

おけるＴ細胞依存性抗原に対する抗体価の上昇は⼈⼯抗原だけでなく、天然抗

原でも認められる普遍的な表現型であることが明らかとなった。 

 さらに、図 4-3-3-A で⽰すように、mb-1-cre によって全Ｂ細胞で Bim 遺伝⼦

の⽋失を誘導したマウスだけでなく、Cγ1-cre により IgG1 へクラススイッチ

する⼀部のＢ細胞でのみ Bim 遺伝⼦を⽋損させたマウスにおいても、免疫後 

10 ⽇⽬から 40 ⽇⽬にかけてコントロールマウスよりも、⾼い抗 NP IgG1 抗

体の⾎中濃度が確認された。また、コントロールマウスでは、免疫後 30 ⽇まで

に、全抗体中に⾼親和性抗体が占める割合がおよそ 20 % まで上昇したのに対

して、Bim ⽋損マウスにおいては、約 12 % にとどまった（ 図 4-3-3-A, B ）。

このことから、統計学的な有意差は⾒られないものの、cKO マウスでは、コン

トロールマウスと⽐較して⾼親和性の抗 NP 抗体産⽣細胞の⽣成に対する抑制
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効果が⾒られることから、Bim cKO マウスでは、抗体の親和性成熟の機構に何

らかの障害が発⽣していると推測された。 

 そこで、NP-CGG の免疫によって誘導される、⾼親和性の抗 NP 抗体を産⽣

する細胞の数と抗 NP 抗体を産⽣する全抗体産⽣細胞の数を ELISPOT 法によ

り計測することにした。その結果、Bim ⽋損マウスでは、コントロールマウス

に⽐べ、抗 NP IgG1 抗体産⽣細胞（ Antibody Forming Cell; AFC ）の細胞数が、

脾臓では約 100 倍（ 図 4-3-4-A  ）、⾻髄では約 10 倍（ 図 4-3-4-B ）多くな

っていることが明らかとなった。しかし、Bim cKO マウスでもコントロールマ

ウスでも、⾻髄中の AFC の数は脾臓に⽐べてはるかに少なかった。このことか

ら、抗 NP 抗体産⽣細胞の⽣成において Bim によるアポトーシスは重要な役

割を果たしていることが明らかとなった。さらに、全 AFC に占める⾼親和性抗

体産⽣細胞の割合は、⾻髄でも脾臓でも、Bim cKO マウスよりもコントロール

マウスの⽅が⾼いことが明らかとなったが、⾻髄におけるコントロールと cKO 

マウスにおける⾼親和性細胞数の占める割合の違いは、脾臓の違いと⽐べると

⼤きくないことから、⾼親和性の抗体産⽣細胞が⾻髄に移動する機構は⽐較的

正常に保たれていることが⽰唆された（ 図 4-3-4-C ）。 

 さらに、cKO マウスにおける、抗 NP 抗体産⽣細胞の⽣成に対する Bim の

役割について、免疫組織染⾊によりより詳細な解析を⾏うことにした。NP-CGG 

免疫後 12 ⽇⽬の Bim cKO マウス、およびコントロールマウスの脾臓を免疫組

織染⾊した結果、コントロールマウスでは T 細胞との接触領域である濾胞外領

域と⾚脾髄領域に少数の抗 NP IgG1 産⽣細胞のみが確認された（図 4-3-5-左）。

それに対して、Bim cKO マウスでは膨⼤な数の IgG1 抗体産⽣細胞が⾚脾髄領

域に存在することが明らかとなった（ 図 4-3-5-右 ）。これらの結果は、図 4-3-

4-A  の ELISPOT 法による細胞数の計数結果とも⼀致している。 

 これらの結果から、Bim は、Ｔ細胞⾮依存性抗原に対する免疫応答には⼤き

な影響を与えていないのに対して、B 細胞特異的 Bim ⽋損マウスでは、抗体産

⽣細胞の蓄積を介して、Ｔ細胞依存性抗原に対する抗体産⽣応答が顕著に促進

されていることが明らかとなった。 



 - 59 - 

 

  

� 4-3-1 �����	
�����
��
� Bim ���������

(A) Bim?5' �� (�� n =4 )%� Bim cKO  �� ( ��n = 4 )� NP-
CGG �>"
��2 1$*�(4�.0
(:�6+ NP +8� NP18 �
�,2A3+ NP +8 ( NP2 ) �ELISA�7;
��
(B) 6+ NP +8@�,2A3+ NP +8�@�<�,2A3+8@: NP2 
/ 6+8@: NP18�	��,2A3+8�#-�&���
������)�� ���9�/
�������!�����
�* 
p<0.05�** p<0.01 � ***p<0.005�=��

C

NP2 NP18

A
nt

i-N
P

 Ig
G

1 
(µ

g/
m

l) p=0.005
**

p=0.013
*

Bim
mb1

(f/f)
(+/-)

(+/+)
(+/-)

(f/f)
(+/-)

(+/+)
(+/-)

%
 o

f H
ig

h 
A

ffi
ni

ty
 a

nt
ib

od
y

p=0.090

Bim
mb1

(f/f)
(+/-)

(+/+)
(+/-)

serum titer
B

Bim(f/f)mb1cre(+/-)

Bim(+/+)mb1cre(+/-)

A ratio
(NP2 / NP18 )



 - 60 - 

  

an
ti-

H
A 

Ig
G

 (µ
g/

m
l)

day 10 20 30 40 10 20 30 40

Bim(+/+)
mb1cre(+/-)

Bim(f/f)
mb1cre(+/-)

p=0.070

p=0.027
*

� 4-3-2 �����	
�����
��
� Bim ���������

Bim;1'��� (�� n =3 )&� Bim cKO��� ( ��n = 4 )�7$#�
!� �!��� � PR8 %�AddaVax™�����!���	:"��
�:"+�)0�(.6�*8-/�)4
,��� ��� HA � IgG
,3<� ELISA 9
25���

Bim(f/f)mb1cre(+/-)
Bim(+/+)mb1cre(+/-)



 - 61 - 

  

An
ti-

N
P 

Ig
G

1 
(µ

g/
m

l)

%
 o

f H
ig

h 
Af

fin
ity

 a
nt

ib
od

y

Bim(f/f) Cγ1cre(+/-)
Bim(+/+) Cγ1cre(+/-)

Bim(+/+)
Cγ1cre(+/-)

Bim(f/f)
Cγ1cre(+/-)

� 4-3-3 IgG1 B
���� Bim �
	����������
��������
������

(A) BimB6$ (˓ɺ n =5 )ʢ Bim(+/+) Cg1 cre (+/-)ʣ"� Bim cKO���( 
˔ɺn = 4 )ʢ Bim(f/f) Cg1-cre ʣ� NP-CGG �A��
�A�)�&5�%
/<�(?-2�&:�7* NP-IgG1 *9�C
+3D4* NP *9�C�
ELISA @�8;�
�(A) ��7*9C��0�����1'�� 1.�

�
(B) +3D4*9C
7*9C�=��+3D4*9�!,(%)�#�
�
���������	�* p<0.05�** p<0.01 � ***p<0.005�>��

p=0.013
*

p=0.0002
***

day 10 20 30 40 10 20 30 40

p=0.13p=0.13

p=0.60

p=0.35

d10 d20 d30 d40

Bim (+/+) (f/f) (+/+) (f/f) (+/+) (f/f) (+/+) (f/f)

Cγ1cre(+/-)

BA



 - 62 - 

  

spleen BM ratio
( NP2 /NP18)

NP2 NP18

N
um

be
r o

f a
nt

i-N
P 

Ig
G

1 
AF

C
s/

10
6

sp
le

no
cy

te
s

N
um

be
r o

f a
nt

i-N
P 

Ig
G

1 
AF

C
s/

10
6

BM

mb1cre(+/-)
(+/+)(f/f)Bim (+/+)(f/f)

p< 0.0001
***

p< 0.0001
***

p< 0.0001
***

p< 0.0001
***

Bim(f/f)mb1cre(+/-)
Bim(+/+)mb1cre(+/-)

%
 ra

tio
 o

f N
P2

/N
P1

8

p= 0.0004
***

p= 0.014
*

spleen BMNP2 NP18

mb1cre(+/-)
(+/+)(f/f)Bim (+/+)(f/f)

� 4-3-4 ���
���	��
�	����� Bim���

BimSG,%�!(*B�n=3 )� Bim cKO %�!�5�n=3 �� NP-CGG 
�R'��2 ?+1�XL8Q ( spleen ) �6D8Q� BM ��7>�
�
N8Q�AV��T-AV�1�ELISPOT (H���2 NP IgG1 2M9G
8Q�AFC �E�O�
�NP18-BSA � �#�&��;U��.@�

8QE� NP18 ��K2M9G8QE�NP2-BSA � �#�&��;U�
�.@�
8QE� NP2 ��4CWF2M9G8Q�8QE����1 �
1060�XL8Q�
��E�<�
�(A) �XL�(B) �6D�	
�2M
9G8Q�<��=/��)3�
�(C) ���(A) 	�� (B) �<�
$
�"�����J2M9G8QE�I��4CWF2M9G8QE�P�
:@�
�

A B C



 - 63 - 

  

GL7
CD38
IgG1

� 4-3-5 Bim �
����(��� Bim cKO ���(��� NP-CGG ���
12 ���
����	��

NP-CGG 
A�& 12 =B� Bim C2"����(��Bim cKO ���
�����F8�)-	<#6?�+3	��6?�%;&�E:0�
*@�����	�' GL-7Alexa Fluor 488'9�4�� IgG1 '9,2*@
�$.
����'mIgG1BV421'9�5�!�>�1��*@��� 
��*@�����	�' CD38APC'9�D�
7/	��

Bim(+/+)mb1cre(+/-) Bim(f/f)mb1cre(+/-)



 - 64 - 

4-4. Bim によるＴ細胞依存性免疫反応の初期段階での抗体産生細胞の生成調節 

 野⽣型マウスである C57BL/6 を NP-CGG で免疫をすると、重鎖可変領域遺

伝⼦に VH186.2 遺伝⼦を使⽤し、l 軽鎖を持つ抗 NP 抗体が主に⽣成されるこ

とが⽰されている(11)。そこで、このことを利⽤して、Bim cKO マウスにおける

体細胞突然変異と⾼親和性抗体産⽣細胞の選択について解析を加えることを試

みた。 

 まず、NP-CGG 免疫後 14 ⽇⽬における、Bim (f/f) mb1 cre (+/-) マウスとコン

トロールマウスである mb1 cre (+/-) マウスでの抗 NP 抗体産⽣細胞の VH186.2 

遺伝⼦の突然変異の頻度を解析した。その結果、Bim ⽋損 AFC においては、突

然変異が⼀つも起きていない細胞の割合がコントロールマウスの 14 % と⽐べ

て 86 % と⾮常に⾼値を⽰していることが⽰された。さらに、１つの VH186.2 

あたりの突然変異の平均個数は、コントロールマウスで 2.7 個であったのに対

して、Bim ⽋損マウスでは 1.5 個と明らかに低下していた（ 表 4-4-1 ）。⼀⽅

で、JH 断⽚の使⽤頻度は、両者で⼤きな違いは認められなかった（ 図 4-4-1、

図 4-4-2 ）。これらの結果から体細胞突然変異が起こらなかった IgG1 抗体産⽣

細胞は、コントロールマウスでは、恐らくアポトーシスを介する細胞死に除去さ

れるため、胚中⼼で⽣成された体細胞突然変異を受けた抗体産⽣細胞に置き換

わっていると考えられるのに対して、Bim cKO マウスでは、突然変異を受けて

いない抗体産⽣細胞も、そのまま死ぬことなく保持された結果、脾臓内に蓄積す

ることが強く⽰唆された。 

 これまでの多くの研究から、Ighb アロタイプを有する C57BL/6 等の野⽣型マ

ウスにおける NP-CGG 免疫時の抗 NP 抗体産⽣応答においては、VH186.2 可

変部遺伝⼦より転写・翻訳される抗体ペプチド配列の 95 番⽬がチロシン（ Tyr ）

である場合に、突然変異が起きる前はトリプトファン（ W ）であった 33 番⽬

のアミノ酸が、体細胞突然変異の結果ロイシン（ L ）に置換された W33L / Tyr95 

は、W33 / Tyr95 と⽐べて⾼親和性を獲得することが明らかとなっている。本研

究では、コントロールマウスにいて W33L / Tyr95 の変異を持つ細胞が、変異を

持つ全ての細胞に占める割合は、 63.8 % と過半数を占めていた（ 表 4-4-1 ）。
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⼀⽅で、1 つの VH186.2 遺伝⼦あたりの平均変異数は、2.7 個と⽐較的少数であ

る。このように、可変部全体における変異の数が少ないにもかかわらず、抗親和

性を獲得した細胞の割合が⾼いということは、これらの細胞が GC 反応の初期

で選択され⽣き残っていることを⽰唆している。我々のグループで、野⽣型マウ

スの AFC において、VH186.2 の系統樹解析を⾏った結果、W33L の置換により

急速な⾼親和性を獲得すると、そのほかの場所の置換変異を蓄積し、免疫後１４

⽇⽬までに⼀つのファミリー内に多くの多様性をもたらすことを報告している

(12)。それに対して、W33L に変異を持たないクローンは、さらなる変異を蓄積

することにより、他の研究者らが⾒出している W33L 変異と同等の⾼親和性を

獲得していると考えられる(11)。図 4-4-1 と表 4-4-1 に⽰すように、Bim cKO マ

ウスにおける VH186.2 の W33L への置換変異により⾼親和性を獲得した細胞

の割合は、コントロールマウスの半分程度である。この結果は、Bim の⽋損によ

り、胚中⼼での AFC の⽣成過程における体細胞突然変異の⽣成と⾼親和性抗

体の選択に決定的な障害を⽣じているわけではないということを⽰唆している。 
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�

Bim mutated VH geneb 
Noumber of 
mutationsc 

W33L/Tyr95 
K58R/Gly95f 

totald mutatede 

+/+ 
58/65 155/58 37/65 37/58 <1/65 

89.2% 2.7 56.9% 63.8%   

-/- 
10/70 15/10 3/70 3/10 <1/70 
14.3% 1.5 4.3% 30.0%   
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4-5. 正常マウスと Bim 欠損マウスにおける高親和性細胞の選択 

 Bim cKO マウスの胚中⼼において⾼親和性抗体の選択が、適切に⾏われてい

るか否かをさらに詳細に調べるために、免疫後 14 ⽇⽬における Bim (f/f) mb1 

cre マウスとコントロールマウスマウスである mb1 cre (+/-) マウスの VH186.2 

領域の突然変異の蓄積を解析した。 

 胚中⼼における⾼親和性細胞の選択は明領域（ Light Zone; LZ ）で⾏われる

と考えられている。CD83 は、LZ の胚中⼼Ｂ細胞を識別するマーカーとして利

⽤できると報告されており(13)、CD83 の中⼼細胞での発現は、主要組織適合遺

伝⼦複合体 II （ MHC II ）の膜表⾯での安定な発現を助けるため、CD83+ の細

胞では、⾼いレベルの MHC II の発現が観察されると報告されている(14)。した

がって、CD83+MHC IIhigh の集団には LZ に位置するＢ細胞が濃縮されると考え

られることから、胚中⼼Ｂ細胞を CD83+MHC IIhigh、CD83-MHC IIhigh、および

CD83-MHC IIdull の集団に分けて VH186.2 の突然変異を解析することにした。 

 その結果、Bim cKO マウスとコントロールマウスの、これらの集団における

可変部遺伝⼦への変異の導⼊頻度は、ほぼ同程度であった（ 図 4-5-1、表 4-5-

1 ）。CD83high の LZ に位置するＢ細胞では、突然変異を起こした細胞に占める 

W33L の置換をもつ⾼親和性獲得細胞数の割合はコントロールマウス（ 31.3 % ）

よりも Bim cKO マウスの⽅（ 51.2 % ）が⾼い結果となった。この結果より、

少なくとも免疫後 14 ⽇⽬では、Bim の⽋失により、胚中⼼における⾼親和性

細胞の選択が抑制された結果、低親和性の細胞が多数⽣成されたわけではない

ということが強く⽰唆された。さらに、V領域の 95番⽬のアミノ酸がグリシン

の場合に、58 番⽬のアミノ酸のリジン（ K ）がアルギニン（ R ）に置換され

た 変異を起こしたクローンも⾼親和性を獲得する可能性が報告されている(15) 

(16)。そこで、この変異についても W33L / Tyr 95 と同様の解析を⾏ったところ、

全ての胚中⼼集団からこのタイプのクローンが検出されたが、W33L /Tyr 95 と

⽐べ低頻度で⼤きな差も認められなかった。ことから、K58R / Gly95 変異を受け

た細胞の選択にのみに異常をきたした結果、低親和性の抗体産⽣細胞の著しい

蓄積が起きたわけではないということも明らかとなった（表 4-4-1）。 
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CD83high/MHC IIhigh GC B cells       

Bim mutated VH geneb 
Number of 
mutationsc 

W33L/Tyr95 
K58R/Gly95f 

totald mutatede 

+/+ 
47/48 239/49 15/48 15/47 1/49 
(98%) (4.9) (31.3%) (31.9%) (2.0%) 

-/- 
39/41 166/41 21/41 21/39 1/41 
(95.1%) (4.0) (51.2%) (53.8%) (2.4%) 

CD83low/MHC IIlow GC B cells       

Bim mutated VH geneb 
Number of 
mutationsc 

W33L/Tyr95 
K58R/Gly95f 

totald mutatede 

+/+ 
46/46 226/46 22/46 22/46 4/46 
(100%) (4.9) (47.8%) (47.8%) (8.7%) 

-/- 
39/39 186/39 27/39 27/39 1/39 
(100%) (4.8) (69.2%) (69.2%) (2.6%) 

CD83low/MHC IIhigh GC B cells       

Bim mutated VH geneb 
Number of 
mutationsc 

W33L/Tyr95 
K58R/Gly95f 

taotald mutatede 

+/+ 
48/49 258/49 24/49 24/48 5/49 
(98.0%) (5.3) (49.0%) (50.0%) (10.2%) 

-/- 
37/38 166/38 21/38 21/37 1/38 

(97.4%) (4.4) (55.3%) (56.8%) (2.6%) 
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4-6. Bim cKO マウスにおける胚中心形成以前の IgG1 産生細胞の増加 

 Ｔ細胞に抗原提⽰を⾏い、活性化したＢ細胞は、Bcl6 の発現に依存した胚中

⼼を経由する分化経路と濾胞外の経路で抗体産⽣細胞に分化することが知られ

ている (17) (18)。⼀⽅、ここまでの解析により、Bim cKO マウスにおいても胚

中⼼での⾼親和性細胞の選択には著しい異常は⽣じていないことが強く⽰唆さ

れた。そこで、Bim cKO マウスにいて⽣成される膨⼤な数の低親和性抗体産⽣

細胞が、胚中⼼⾮依存的な経路である濾胞外の分化経路で産⽣されている可能

性について検討を加えることにした。Ｂ細胞で選択的に Bcl6 を⽋失させること

で、胚中⼼の形成が起こらなくなることが報告されていることから(17) (18)、mb-

1 cre マウスと Bim (f/f) マウス、Bcl6 (f/f) マウスを交配して Bim/Bcl-6 ダブル

コンディショナルノックアウト（ dcKO ）マウスを樹⽴した。Bim (f/f) Bcl-6 (f/f) 

mb1 cre (+/-)、Bcl6 (f/f) mb1 cre (+/-) およびコントロール系統として mb1 cre (+/-) 

マウスを NP-CGG で免疫した。これらのマウスの免疫後 14 ⽇⽬の抗 NP IgG1 

抗体の⾎中抗体価を測定する実験を２回⾏った。その結果、いずれの実験におい

ても、Bim/Bcl-6 dcKO マウスではコントロール、および Bcl-6 cKO マウスより

も約 5 - 10 倍⾼い⾎中抗体価を⽰した（ 図 4-6-1 ）。このことは、Bim cKO マ

ウスにおける低親和性の抗体産⽣細胞の異常な蓄積は胚中⼼⾮依存的に起きる

ということを⽰している。これらの結果より、Bim が胚中⼼⾮依存的に⽣成さ

れた低親和性 AFC のアポトーシスによる除去を担っていることが強く⽰唆さ

れた。 
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5-1. 考察 

 Ｔ細胞依存性抗原に対する初期のＢ細胞の応答で産⽣される記憶Ｂ細胞と抗

体産⽣細胞は、短命で低親和性抗体を発現するのに対して、胚中⼼では抗原に対

して⾼親和性を獲得した⻑期寿命の記憶Ｂ細胞と抗体産⽣細胞が作られること

が報告されている(1)。 

 これまでの研究では、全⾝性に Bim を⽋失したマウスにおいては、免疫応答

の後期においても低親和性 IgG1 抗体産⽣細胞の蓄積が認められている(2)。し

かし、全⾝性の Bim ノックアウトマウスの研究では、Bim の⽋失によって⾼親

和性細胞の胚中⼼での選択に異常をきたしたため、これらの低親和性細胞が胚

中⼼で、選択的に産⽣されるのか否かなど、Bim がどのような分⼦機構で低親

和性細胞の⽣成に関与しているのかは明らかとなっていなかった。 

 そこで、本研究においては、この点を明らかにする⽬的で、新規に Bim (f/f) 

マウスを作製し、cre 発現マウスと交配することで細胞選択的 Bim コンディシ

ョナルノックアウト（ cKO ）マウスを樹⽴した。この cKO マウスを⽤いて検

討を⾏った結果、全Ｂ細胞選択的 Bim cKO マウスでは、NP-CGG を免疫した

場合に、コントロールマウスと⽐較するとおよそ 5-10 倍の低親和性の抗 NP 

IgG1 抗体の⾎清抗体価の上昇が⾒られた（図 4-3-1 ）。また、Bim cKO マウス

では、NP-CGG で免疫後２週間⽬に脾臓および⾻髄中の抗 NP IgG1 抗体産⽣細

胞数がコントロールマウスと⽐較して、顕著に増加していた（ 図 4-3-4 ）。Bim 

cKO ではさらに、不活化インフルエンザウイルスに対する免疫応答においても

抗インフルエンザウイルス IgG 抗体の増加が認められたことから（ 図 4-3-2 ）、

Bim cKO マウスに対する NP-CGG の免疫で観察された現象は、⼈⼯抗原に限

らない普遍的な現象であることが明らかとなった。 

 NP-CGG を免疫した結果⽣じた胚中⼼外に存在する IgG１抗体産⽣細胞は、
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コントロールマウスにおいては、VH186.2 遺伝⼦の 33 番⽬トリプトファンから

ロイシンへ（ W33L ）、あるいは 58 番⽬のリジンからアルギニンへの単独での

変異（ K58R ）による親和性の上昇を⾼頻度で起こしている（ 図 4-4-1、 表 

4-4-1 ）。⼀⽅、同⼀時期の胚中⼼Ｂ細胞の VH186.2 遺伝⼦の変異を解析すると、

VH186.2 遺伝⼦中の変異の数は、胚中⼼外の抗体産⽣細胞と⽐べて少なくなっ

ている（ 表 4-5-1 ）。胚中⼼Ｂ細胞において VH 遺伝⼦に起きている変異の頻

度が胚中⼼外の抗体産⽣細胞と⽐べて低く、胚中⼼外に出た⾼親和性の抗体産

⽣細胞において、より⾼頻度に突然変異を起こしている細胞が多いことは、これ

らの⾼親和性抗体産⽣細胞が胚中⼼反応の初期で選択されていることを⽰して

いることが報告されている(3)。 

  本研究では、NP-CGG に対する免疫応答において、変異により⾼親和性

VH186.2 遺伝⼦を獲得した胚中⼼Ｂ細胞の選択が Bim ⽋損マウスでも正常マ

ウスと同様に起きているかを調べた。その結果、Bim cKO で観察される胚中⼼

Ｂ細胞の集団は、⾼親和性を獲得する突然変異を、VH186.2 遺伝⼦にコントロー

ルマウスと同等に蓄積していた（ 表 4-5-1 ）。このことから、胚中⼼Ｂ細胞が

抗体産⽣細胞へ分化する段階で、Bim の⽋失により低親和性細胞の除去に異常

が起きている可能性は低いと考えられる。したがって、Bim cKO において、変

異を起こしていない IgG1 抗体産⽣細胞が異常に蓄積する現象は、胚中⼼細胞

の選択の異常によって⽣じたというよりは、NP-CGG に対する免疫応答の⽐較

的初期に胚中⼼の形成と無関係に⽣じたと考えられる。 

 さらに、Bim/Bcl6 dcKO マウスに NP-CGG を免疫した場合における抗 NP 

抗体反応の解析では、Bcl6 の⽋損により胚中⼼が形成されない場合においても 

Bim の⽋損により、低親和性 IgG1 抗体を産⽣する細胞の異常な蓄積が観察され

た（ 図 4-6-1 ）。この実験結果も、免疫応答の初期に濾胞外で⽣成された低親
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和性抗体産⽣細胞を Bim がアポトーシスによって除去しているか、低親和性抗

体産⽣細胞の前駆細胞である plasmablast のプラグラム細胞死を誘導するメカ

ニズムで Bim が中⼼的な役割を果たしているという可能性を⽀持している。 

 体内における、免疫応答初期から後期にかけて抗体産⽣細胞の集団を構成す

る細胞の変遷は、抗体産⽣細胞が⽣存するための有限なスペースである niche 

を、すでに確保していた抗体産⽣細胞と新たに形成された抗体産⽣細胞が競争

的に奪い合うことによって実現されていると考えられている(4)。本研究におけ

る、免疫組織染⾊の解析により、膨⼤な数の IgG1 陽性抗体産⽣細胞が免疫後 

2-4 週⽬の Bim cKO マウスの⾚⾊脾髄に広がっていることが明らかとなった

（図 4-3-5 ）。⼀⽅、これまでの研究により、⾻髄中で維持される⻑寿命の抗体

産⽣細胞と同様に、⻑期的な体液性免疫において脾臓は重要な役割を担ってお

り(5)、抗体産⽣細胞は⻑期にわたって脾臓中での⽣存を維持し続けるために、

脾臓の物理的な niche を確保しているという可能性の存在が⽰唆されている(6)。

しかし、抗体産⽣細胞が濾胞外で plasmablast の分化によって⽣じたにせよ、胚

中⼼由来の細胞であるにせよ、niche は有限であるため脾臓に留まることのでき

る抗体産⽣細胞の総数に限界があるのは明らかである。したがって、免疫応答で 

niche が許す最⼤限にまで脾臓中で増殖した抗体産⽣細胞は、免疫応答の減退期

には減少し、niche に余裕をもつ⼀定数に落ち着いていくと考えられている

(4)(7)。 

 これまでに、全⾝性の Bim ⽋損マウスにおいては、抗体産⽣細胞が野⽣型マ

ウスと⽐べて⻑寿命を得ていると報告されている(2)。このことを考慮すると、

本研究で解析した Bim cKO マウスにおいては、免疫応答の初期に⽣成された低

親和性抗体産⽣細胞が⻑寿命を獲得して⻑期的に脾臓に蓄積されてしまったこ

とにより、免疫反応の後期に⽣成される胚中⼼由来の⾼親和性抗体産⽣細胞へ
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の置き換わりが正常に⾏われていないことが⽰唆される。つまり、初期に⽣成さ

れた低親和性の抗体産⽣細胞が Bim の⽋損により⻑期寿命を獲得したことで、

有限な niche に居座り続けたため、後から胚中⼼で⽣成された⾼親和性抗体産

⽣細胞が、然るべき場所に⼊れない状態にあるのではないかと推測できる。この

ように考えると、Bim は、微⽣物等の感染時に惹起される初期防衛において濾

胞外で⽣成される、変異が⼊っていない抗体産⽣細胞の数が⼀気に増える時期

から、⾼親和性を獲得した⾼品質な⻑寿命の抗体産⽣細胞が胚中⼼で⽣成され

供給される免疫応答後期にわたる時間軸に沿って、抗体産⽣細胞の種類、すなわ

ち、産⽣される抗体の組成を低親和性中⼼から⾼親和性中⼼に切り変える役割

を担っている可能性が強く⽰唆される。 

 さらに、同様の現象が記憶Ｂ細胞の応答でも起きている可能性も⽰唆される。

すなわち、これまでの我々の研究により、免疫応答の初期においては、低親和性

の抗体が産⽣されるが、これらの抗体は特異抗原以外の抗原に対して交叉反応

性を⽰すことが明らかとなっている(8)。しかし、免疫応答の後期においては、

これらの抗体を産⽣する抗体産⽣細胞は、徐々に特異抗原に対して⾼親和性で

⻑寿命を持つ記憶細胞由来のものに置き換わっていくことが明らかとなってい

る(9) (10)。この細胞の移り変わりに Bim によって誘導されるアポトーシスが関

与している可能性がある。しかし、この現象に実際に Bim が関与しているのか

否かを明らかにするためには、さらなる検討が必要である。 

 これまで、 濾胞外で⽣成された低親和性の抗体産⽣細胞のアポトーシスに対

する Bim の役割を論じてきたが、Bim を介するアポトーシスは、変異の⼊って

いない濾胞外細胞だけでなく胚中⼼由来の抗体産⽣細胞の寿命も制御している

と考えられる。⼀般的に、Ｂ細胞上の抗原受容体（ BCR ）の抗原による架橋で

惹起される BCR シグナルは、Bcl-2 への Bim の結合を誘導し、Bcl-2 による
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⽣存効果を抑制することが知られている(11)。その⼀⽅で、樹状細胞が分泌する 

BAFF と APRIL はＢ細胞活性化能を有し、Bim の発現を抑制することで BCR

介在性アポトーシスを抑え込むと⾔われている(12)。また、Ｂ細胞上に発現して

いる BCMA は、これら 2 つのリガンド、 BAFF と APRIL と結合することが

知られている。さらに、BCMA と相同性を有する TACI も BCMA と同様に、

これらのリガンドと結合し、活性化すると胚中⼼ B 細胞においてクラススイッ

チを誘導すると報告されている(13)。これらの受容体のうち、BCMA を⽋損した

場合は、⾻髄に存在する⻑寿命の⾼親和性抗体産⽣細胞の⼤幅な減少をもたら

すのに対して、短寿命の抗体産⽣細胞の異常は認められない(14)。この現象は、

⾻髄の抗体産⽣細胞において、BCMA を介するシグナル伝達が anti-apoptotic 

な Bcl-2 ファミリー分⼦の⼀員である Mcl-1 の転写を誘導するため(15)、

BCMA を⽋失したことにより Mcl-1 が正常につくられなくなることが原因で

起きていると考えられる。これらの過去の報告を総合すると、胚中⼼由来の抗体

産⽣細胞では、Bim 誘導性のアポトーシスは、BCMA を介するシグナル伝達に

より抑制されるのに対して、胚中⼼⾮依存性の濾胞外で⽣成される抗体産⽣細

胞の前駆細胞である BCR 陽性の plasmablast では、Bim 誘導性のアポトーシ

スは、BCMA を介するシグナルでは抑制されないと予想される。 

 ⼀⽅で、本研究の結果より、Bim 介在性のアポトーシスは、Ｔ細胞依存性の

免疫応答においては濾胞外抗体産⽣細胞の⽣成に⼤きく影響を与えるのに対し

て、NP-Ficoll に代表される２型Ｔ細胞⾮依存性（ TI-2 ）抗原によって誘導さ

れる免疫応答には影響を与えていないことが明らかとなった（図 4-2-5 ）。 

 TACI は、Ｔ細胞⾮依存性抗原による体液性免疫に必須の共刺激シグナルを伝

えることが知られている(16)。そのため、TACI の⽋損下ではＢ細胞の分化は正

常に⾏われるが、TI-2 抗原に対する抗体産⽣能が著しく低下する(16) (17)。した
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がって、TACI 介在性シグナルは、Ｔ細胞⾮依存性の NP-Ficoll に対する反応で

は、Bim介在性のＢ細胞のアポトーシスを抑制するが、Ｔ細胞依存性抗原に対す

るＢ細胞応答では抑制しないと考えられる。したがって、BCMA が胚中⼼由来

の抗体産⽣細胞において Bim 介在性のアポトートーシスを抑制する役割を担

っている可能性があるのに対して、TACI は、胚中⼼由来ではない、濾胞外で⽣

成された抗体細胞の前駆細胞である plasmablast に対して、Bim 介在性のアポ

トーシスを抑制する役割を果たしている可能性は残されている。すなわち、本研

究や以前の研究の結果より、免疫応答初期において濾胞外で⽣成された低親和

性の抗体産⽣細胞は、やがて胚中⼼由来の⾼親和性抗体産⽣細胞に置換されて

いくと考えると、TACI ⽋損マウスにおいて、Ｔ細胞依存性抗原に対する抗体産

⽣に⼤きな影響が現れなかったのは、TACI が胚中⼼依存性の抗体産⽣細胞の⽣

成には⼤きな影響を与えないからではないかと考えられる。しかし、実際に、こ

のようなメカニズムが存在するか否かは、現在のところ全く不明であるため、今

後のさらなる検討が必要である。 

 胚中⼼依存性、⾮依存性のＢ細胞の反応は、それぞれ種類の異なるＴ細胞から

のヘルプにより惹起されると考えられている(9)(17)(18)(19)。Bcl-6+ / PD-1high / 

Cxcr5+ の濾胞ヘルパーT（ Tfh ）細胞は脾臓の濾胞に存在し、そこで胚中⼼形

成をうながし、Ｂ細胞の⾼親和性獲得を促進することが知られている(20)。Bcl-

6+ Ｔ細胞は、胚中⼼が形成される前にＴ細胞領域とＢ細胞領域の境界に現れ、

Ｂ細胞と相互作⽤し免疫応答を開始させるとともに、PD-1 の発現を低下させる。

そのため、Bcl-6+ Ｔ細胞の⽋損は、T 細胞依存性の濾胞外抗体反応を著しく減少

させると報告されている。これらのことより、Bcl-6+ Ｔ細胞はＢ細胞が濾胞外

反応起こすために必須の細胞であると考えられている(18)。しかし、どのように

Ｂ細胞が、Tfh 細胞あるいは Tfh 細胞以外のＴ細胞からの刺激により、異なる
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活性化状態を獲得するのか、どのように異なるのか、さらには、Bim 介在性ア

ポトーシスに対する感受性が異なるのか否かは未解明のまま残されている。 

 これまでの報告によると、転写伸⻑因⼦ EAF2 の⽋損により胚中⼼Ｂ細胞の

アポトーシスの促進が観察され、NP-CGG と NP-Ficoll に対する反応において⾎

清中の抗 NP IgG 抗体の量が僅かながら上昇することが知られている(21)。この

反応では、Bim ⽋損マウスとは対照的に低親和性細胞が優勢とはならないこと

が、抗体可変部の突然変異の解析より⽰されている。⼀⽅で、EAF2 は、Fas 介

在性のアポトーシスに関与するだけであり、EAF2 ⽋損は Bim の発現には影響

しないことも明らかとなっている。そのため、EAF2 ⽋損マウスにおいては、Bim 

⽋損と同様にアポトーシスが促進されるにもかかわらず、Bim の発現量が変動

しないと予想されるため、Bim ⽋損マウスとは異なる表現型を⽰したと考えら

れる。しかし、⼀⽅で、Bim、EAF2 そして Fas は、体細胞突然変異の結果とし

て⽣じる multi-reactive 抗体や抗 dsDNA 抗体を含む⾃⼰抗体の産⽣を抑制す

るなど共通の性質を有することも知られている(11) (22) (23) (24)。これらのこと

を総合すると、Ｔ細胞依存性の抗原に対する抗体応答における免疫のバランス

の維持は、単⼀のシグナル伝達機構によって制御されているのではなく、複数の

シグナル伝達メカニズムの相互作⽤により調節されることを⽰していると考え

られる。今後、これらのシグナル経路がどのように相互作⽤をしているのかを明

らかにする必要がある。 

 本研究で、Bim は、免疫応答初期の T 細胞依存性のかつ胚中⼼に由来しない

抗体産⽣細胞の寿命を制御するメカニズムの⼀部を構成しており、これらの細

胞が無尽蔵に増え続けることを防ぐことで、免疫応答後期に胚中⼼内で産⽣さ

れる⾼親和性の抗体産⽣細胞や記憶 B 細胞が分化して胚中⼼から出てきて安定

に維持される場である niche を確保する役割を担っていることを明らかにした。

すなわち、Bim が発現することにより、初期に産⽣された低親和性の抗体産⽣
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細胞が短命となり、⾼親和性抗体産⽣細胞が産⽣される応答後期には、有限なサ

イズの niche の必要な領域が開放されており、胚中⼼内で⾼親和性を獲得した

抗体産⽣細胞等が胚中⼼内から外部へと移動することを可能としている。その

結果、免疫応答が進むにつれて⾎中抗体は、低親和性の抗体が⼤半を占める状態

から、質の⾼い⾼親和性抗体が相対的に増加し、体内からの抗原の排除効率が向

上すると考えられる。さらに、低親和性の抗体産⽣細胞がアポトーシスによって

取り除かれず、niche を占拠したままの状態では、胚中⼼内で⾼親和性の記憶Ｂ

細胞に分化したＢ細胞も外部へ出て来て⽣存することができないと予想される

ことから、niche の制御は、１次応答後に惹起される２次応答にも影響を与える

と考えられる。したがって、今後、どのような分⼦機構で niche が実現されて

いるのか詳細な検討が⾏われることが期待される。 
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6-1. 総括 

 

 T 細胞依存性の抗体反応において、活性化した⼀部のＢ細胞は濾胞外経路を

経由して低親和性の抗体産⽣細胞や記憶Ｂ細胞に分化する。⼀⽅でその他の活

性化 B 細胞は濾胞経路を経由して胚中⼼を形成する。胚中⼼では体細胞突然変

異が起こり親和性が向上する。⼀⽅、これまでの研究により、Bcl-2 ファミリー

に属するアポトーシス促進性の BH-3 only 分⼦群の⼀つである Bim はＴ細胞

依存性免疫応答の初期から後期にかけてのＢ細胞の抗原に対する多様性の構築

に関与していることが⽰されている。 

 免疫応答の初期に濾胞外で⽣成される抗体産⽣細胞は脾臓中で増殖するが、

野⽣型マウスにおいては、これらの細胞は後から出現する胚中⼼由来の抗体産

⽣細胞に置き換わり急速に減少する。これとは対象的に、Bim をＢ細胞で選択

的に⽋失させた Bim cKO マウスでは、濾胞外で⽣成される低親和性の抗体産⽣

細胞が脾臓中で増加・蓄積し、この蓄積が免疫応答の後期まで持続されること

で、胚中⼼由来の⾼親和性抗体産⽣細胞が、これらの低親和性抗体産⽣細胞と置

き換わることが妨られることを明らかにした。 

 さらに、Bim cKO マウスにおいても、コントロールマウスとほぼ同等の割合

の胚中⼼細胞が VH 遺伝⼦に⾼親和性となる変異を起こしていたことから、

Bim の⽋損は、胚中⼼における⾼親和性抗体産⽣細胞の選択には、⼤きな影響を

及ぼしていないことも明らかにした。 

 これらの結果から、Bim は免疫応答の過程で、最初に⽣成される低親和性の抗

体産⽣細胞の寿命を短くすることで、後から産⽣される、胚中⼼由来の⾼親和性

抗体産⽣細胞が⽣存・維持される niche を確保していると考えられる。その結

果、最初に⽣成した低親和性の抗体産⽣細胞は、徐々に⾼親和性抗体産⽣細胞へ

と置き換わっていくため、⾎中の抗体が低親和性から⾼親和性の抗体へと遷移

することで、効果的に特異抗原を除去できるようにする重要な役割を果たして

いると考えられる。 
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