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略称 

 

AID: Activation-Induced (Cytidine) Deaminase 

APC: Allophycocyanin 

BCR: B cell receptor 

CGG: Chicken-g-globulin 

CH: heavy chain constant domain 

CDR: complementarity determining region 

CSR: class switch recombination 

DH: heavy chain diversity  

FACS: fluorescence activated cell sorter 

GC: germinal center 

GCB: germinal center B cell  

 g1CT: g1 chain circular DNA transcripts 

IgH: immunoglobulin heavy chain 

IgL: immunoglobulin light chain 

Igl : immunoglobulin lambda chain 

JH: heavy chain joining 

Ka: association constant 

NP: (4-hydroxy-3-nitrophenyl) acetyl 

MBC: memory B cell 

O.D.: optical density 

PALS: periarterial lymphatic sheath 

SHM: somatic hypermutation 

SRBC: sheep red blood cells  

VH: heavy chain variable domain 

VL: light chain variable domain 
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要約 

 

	 T細胞依存性免疫応答において、B細胞は増殖しクラススイッチや体細胞高頻

度突然変異によって抗原への特異性を増加させる胚中心を形成する。こうした

抗体の親和性を上げる現象は親和性の成熟（Affinity Maturation）とよばれ、抗原

特異性を変えずに抗原への結合能力を上げ、抗体による効率的な外来抗原の排

除を促進する。B 細胞は、この過程を通して記憶 B 細胞及び抗体産生細胞へと

分化すると考えられている。これらは、クラススイッチを終了した IgG+ B細胞

の解析で得られた知見に基づいており、免疫応答の起点である IgM+ B細胞につ

いては明らかにされてこなかった。近年、体細胞高頻度突然変異をもつ IgM+ 記

憶 B 細胞の存在が明らかになり免疫応答のプロセスにおいて重要な役割を果た

していることが分かってきたが、抗体の親和性成熟過程における役割について

は明らかにされていない。 

	 野生型マウスにハプテン(4-hydroxy-3-nitrophenyl)acetyl (NP)を T細胞依存性抗

原 Chicken-g-globulin (CGG)に結合させた NP-CGG を免疫し脾臓における NP 特

異的な B細胞の解析をおこなった。NPに対する結合能力を識別するために蛍光

色素蛋白質 Allophycocyanin に異なる数の NP を結合させ親和性を識別すること

ができる NPhi-APC、NPmed-APCを用いて、これらに結合する NP特異的 IgM+

及び IgG+ B細胞の H鎖 V186.2遺伝子の変異解析を行なったところ、NP特異的

な IgM+ 及び IgG+ 胚中心 B細胞は抗原投与後 14日目までに体細胞高頻度突然

変異が入っており、この頻度は時間依存的に同じ割合で増加していた。一方、

IgG1+ / IgM+ 胚中心 B細胞の比率は変化しなかったことからクラススイッチは

抗原投与後 7 日目までにほぼ完了し、その後胚中心内では抑制されていること

が明らかになった。また記憶 B細胞は、V186.2+ IgM+ B細胞において時間経過

とともに体細胞高頻度突然変異の蓄積が起こり親和性の成熟が起こるものと、

変異が入らない２つの集団が存在していることが明らかとなった。胚中心 B 細

胞では全ての V186.2遺伝子に変異が確認されたことから、変異のある記憶 B細

胞は 胚中心から由来し、また変異のない記憶 B細胞は胚中心を経由しないで形

成された細胞と考えられる。この２種類の記憶 B細胞の V186.2遺伝子を調べた

ところ、胚中心を経由してきたものは、Germlineの段階で NPの特異性が高いも
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のが選ばれていることが明らかになり、B 細胞が胚中心を経由する選択に抗体

の親和性が影響していたことが示唆された。 
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序論 

 

免疫応答における胚中心の役割 

	 T 細胞依存性免疫応答は、ナイーブ B 細胞が抗原に結合し脾臓やリンパ節、ま

たはパイエル板等の二次免疫器官へ移動し、T細胞エリアで CD4+ T細胞からの刺

激によって活性化される(Jacob and Kelsoe, 1992; McHeyzer-Williams et al., 1993; 

Okada et al., 2005; Pape et al., 2007; Pereira et al., 2010; Kerfoot et al., 2011)。活性化

した B 細胞は時間の経過とともに次の 3 つの運命をたどる。（1）一次抗体を分

泌する短期寿命の抗体産生細胞(Ho et al., 1986)へ分化し、胚中心が形成されるまで

の間の抗原の除去を行う。（2）活性化後の B 細胞が B 細胞エリアへ移動し、早期の

記憶 B細胞へ分化する。 (Dogan et al., 2009; Pape et al., 2011; Taylor et al., 2012)

（3）胚中心を形成し、その後、記憶 B細胞、骨髄で長期生存する抗体産生細胞

へと分化する (Manz et al., 1998; Blink et al., 2005; Paus et al., 2006; Radbruch et al., 

2006)（図１）。胚中心は、クラススイッチや体細胞高頻度突然変異が起こるばと

しており、これらは Activation-Induced (Cytidine) Deaminase (AID) (Muramatsu et 

al., 2000)によって触媒されて起こることが明らかにされている。しかしながらこ

れらの両方が抗原刺激の後に起こるにもかかわらず(Chan et al., 2009)、B細胞の

分化が、BCR からのシグナルに依存しているのか、クラススイッチによって生

じるアイソタイプによるものかは明らかになっていない。いくつかの研究にお

いて IgG+ 記憶 B 細胞のみが高い親和性を有しているため、クラススイッチし

た B細胞において体細胞高頻度突然変異が優先的に誘導され、記憶 B細胞に分

化すると考えられている(Smith et al., 1997; Takahashi et al., 1998; Nishimura et al., 

2011)。 

 

抗体の多様性 

	 液性免疫応答において生体外の物質が生体内へ侵入すると抗原として認識さ

れ血液中にある抗体や補体によって免疫応答を引き起こすことで、単一の親和

性と抗原特異性をもった多くの異なる抗体分子を誘導する。抗体の特異性は、ヒ

トやマウスでは、重鎖可変領域で VH 遺伝子部分に約 50 の遺伝子、DH 遺伝子

部分に約 30の遺伝子、JH遺伝子部分に約 6種類あり、軽鎖可変領域で VL遺伝
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子部分に約 35の遺伝子、JL遺伝子部分に約 5つの遺伝子がありこの中からそれ

ぞれ 1 種類の組み合わせを使い約 150 万種類以上という膨大な多様性を持つこ

とで様々な抗原に対し結合することが知られている、これを V(D)J 遺伝子再構成

といい(Hozumi and Tonegawa,1976 ; Tonegawa, 1983 ; Bassing et al., 2002)、この V, 

D, J遺伝子の相補の塩基による結合は、ターミナルデオキシヌクレオチジルトランスフ

ェラーゼ(TdT) によるヌクレオチドの付加やエキソヌクレアーゼによる切断によって行

われる(Benedict et al., 2000)。 

 

クラススイッチの開始と Circle Transcriptの関係 

	 B 細胞におけるアイソタイプクラススイッチが抗原活性化後の T 細胞からの

シグナルにより、抗体分子の定常部をDNA再結合により変化させる事象である。

クラススイッチに伴う DNA鎖切断は抗体重鎖遺伝子座、各アイソタイプをコー

ドする Iプロモーター、スイッチ (S) 領域、重鎖定常領域 (C) 遺伝子と呼ばれ

る繰り返し配列周辺で起きることが分かっている。この DNA鎖切断には、AID

タンパク質の発現とS領域が転写される２つの条件が必須である。IgMから IgG1

へのクラススイッチは、AIDの発現により Iμ、Iγ1プロモーターが始動し Sμ領

域及び Sγ1 領域上での転写が誘導され 2 つの S 領域にはさまれた DNA がルー

プ上になり、Sμと Sγ1の間が環状 DNAとして切り出され、染色体上には V-D-

J配列の次にCγ1遺伝子が並ぶ構造ができる。相反組換え産物としての環状DNA

上には、5'側に Sγ 配列、3'側に Sμ 配列が結合したループ構造が形成される。

Circle transcriptはこの環状 DNAが形成されたときの転写産物でありクラススイ

ッチの指標とされている。 

 

抗(4-hydroxy-3-nitrophenyl)acetyl (NP)抗体にみられる親和性の成熟 

	 C57BL/6（B6）マウスの(4-hydroxy-3-nitrophenyl)acetyl (NP) ハプテンに対する

免疫応答によって作られた抗 NP 抗体を産生するハイブリドーマは、主に H 鎖

（IgH）に V186.2、DFL16.1、JH2、L鎖（IgL）については Vλ1および Jλ1の遺

伝子が選択的に使われることが知られている(Bothwell et al., 1981; Cumano and 

Rajewsky, 1986)。B細胞の免疫応答で特有に起こる抗体の親和性の成熟は、V186.2

遺伝子の体細胞突然変異を解析することで親和性との関係が明らかにされ、親
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和性の成熟を観察研究する上で古くから知られている有用な系である。この他

に抗 NP抗体は、J558(V186.2群)ファミリーの V23、V124、及び J558ならびに

DH遺伝子の DQ52及び DFL16.2といった、VHや VD遺伝子の使用も観察され

る(Weiss and Rajewsky, 1990; Gu et al., 1991; Jacob and Kelsoe, 1992; McHeyzer-

Williams et al., 1993)。体細胞突然変異における親和性の上昇は、相補性決定領域

(complememtarity determining region : CDR)の CDR1 と CDR2 に高頻度に変異が入

ることで起こる。V186.2 においては、CDR1 の 33 番目のアミノ酸残基が Trp から

Leu へ変異することで Germline 抗体と比較して親和性が 10~100 倍程度高くなること

が知られており、この位置をホットスポットと呼ばれている。この変異の特徴として

は、V186.2-DH接合の境界に相当する 95番目 (Kabat et al., 1991; Hofle et al., 2000)

のアミノ酸残基がTyr (以後Tyr95 型)であることが明らかになっている(Furukawa 

et al., 1999)。また SHM の蓄積によって、Gemline 抗体より最終的に 1000~10000 倍

も抗原への親和性を高まることが分かっており、ここでは CDR1 の 33 番目のアミノ酸

残基の変異はなく、95番目のアミノ酸残基が Gly となることに加えて（Gly95 型）100

番目のアミノ酸残基が His（この研究では Gly95(H)型）となることが Furukawa 

et al. (1999)によって明らかにされている（図２A）。 

 一方、抗体遺伝子のリアレンジメントにより決まる V186.2 と DH の 95 番目 

(CDR3)は、抗体の親和性に変化をもたらすことが分かっている。Murakami et al.

（2010）は 95 番目のアミノ酸を 20 種類の異なったアミノ酸に置換し抗体の親

和性を測る実験をおこない、抗体の初期親和性だけでなく、SHM後に得られる

親和性にも大きな影響を及ぼすことを実証した。 

 

IgM記憶 B細胞 

	 高親和性抗体を発現する B 細胞の出現は、胚中心内で体細胞高頻度突然変異

の誘導及び親和性の成熟に依存する。B 細胞はクラススイッチをせず胚中心に

入り、IgM+ 記憶 B細胞 (Shinall et al., 2000; Dogan et al., 2009) に分化すること

ができるが、これらの細胞が実際に高親和性の VH を有するか否かいまだ議論

できていない。実際、Pape et al. (2007) らは、IgM+ 記憶 B細胞が IgG+ 記憶 B

細胞に比べて劣った親和性成熟を示したと報告した。 

	 従来、記憶 B細胞はクラススイッチした BCRと体細胞高頻度突然変異の蓄積
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がマーカーとして考えられており、IgG+ B細胞では体細胞高頻度突然変異が頻

繁に確認されるものの IgM+ B細胞では発見されてこなかったことから IgM+ 記

憶 B細胞は親和性の成熟が起こらないと考えられてきた。しかしながら、近年、

Jenkinsのグループ（Pape et al., 2011）により頻度は低いものの IgM+の VHに体

細胞高頻度突然変異が入る記憶 B 細胞の存在が報告された。一方、血中に産生

される IgM抗体が低い親和性を保っている報告もあり（Murakami et al., 2015）、

液性免疫応答における IgM+ 記憶 B 細胞の形成機構や VH の親和性、さらに抗

体産生細胞から分泌される IgM抗体や IgG+ 記憶 B細胞との関係についてはい

まだ不明な点が多く残されている。本研究は、IgM+ 胚中心 B細胞及び記憶 B細

胞において親和性の成熟が起こっているのかを明らかにすることを目的とする。 
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方法 

 

NP複合体タンパク及び抗 NP抗体 

	 ハプテンである(4-hydroxy-3-nitrophenyl)acetic acid (NP) を Dimethyl Sulphoxid 

(DMSO) (Wako, Osaka, Japan)で溶解し、Dicyclohexylcarbodiimide (DCC) (Wako)と

N-Hydroxysuccinimide ester (OSu) (WAKO)を混合し、室温で 1~2時間反応させ、

NP をサクシイミド化した(NP-OSu)。NP-OSu を 0.1M 炭酸水素ナトリウムバッ

ファーに溶解した CGG (Wako) 又は APC (FAR EAST BIO-TEC)に結合させ、過

剰な NP-OSuや副生成物を Sephadex G-25 column(GE Healthcare)に通し、又は、

透析することで取り除き、PBSへ置換した（Azuma et al., 1987）。 CGG当たりの

NP のモル比は、NP について 430nm の OD および CGG について 280nm の OD

を使用して計算し、下付き文字（例えば、NP40-CGG）として表した。 NP-APC

は、Nishimura et al. (2011) によって樹立したものを使用した。NPの価数測定は、

APC による吸収が強く測定の妨げになるため、NP-OSu のモル比に基づいて、

NPmed- APC 及び NPhi-APC と区別した。抗 NP 抗体を産生するハイブリドー

マ、B2は当研究室にて樹立し（Azuma et al., 1987）、N1G9は K. Rajewsky博士に

よって提供された。 

 

マウスと免疫 

	 6 - 10週齢の雌の野生型 C57BL / 6 (B6)マウス（日本クレア）を購入し、東京

理科大学 生命医科学研究所内部にある無菌環境下の動物飼育施設で飼育した。

AID欠損マウスは、本庶博士によって提供された。 NP40-CGGを AlK(SO4)2に

吸着させて Alum化し B6マウスの腹腔内に 100µg投与した。二次免疫応答にお

いては、49日目に PBS中の NP40-CGGを 100µg腹腔内に投与した。 

 
フローサイトメトリー 

	 マウスの脾臓を摘出し単一細胞の懸濁液に調製し、5mM EDTA PBS 溶液で

処理し、細胞内の非内在性 IgM抗体の B細胞への結合を減少させた。細胞は 3

×10 7 を FACS緩衝液（1％BSA PBS）で懸濁し氷上で反応させた。NP-APC
を 1 時間反応させた後、次の抗体を実験に応じて 30 分間染色した。FACS 
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CantoII (BD Biosciences)を用いた解析：rat anti-mouse CD16/CD32 (2.4G2, 

BD Pharmingen), rat anti-mouse Igl1-Biotin (R11-153, BD Pharmingen), rat 

anti-mouse CD45R/B220-PE-Cy7 (RA3-6B2, BD Pharmingen), rat anti-

mouse GL7-FITC(GL7, BD Pharmingen), rat anti-mouse IgG1-PE (A85-1, BD 

Pharmingen), rat anti-mouse IgM-PerCP/Cy5.5 (RMM-1, BioLegend), and 
Streptavidin-eFluor450 (eBioscience). FACS Aria II (BD Biosciences) を用い

た細胞分離：rat anti-mouse CD16/CD32 (2.4G2, BD Pharmingen), rat anti-

mouse Igl1-Biotin (R11-153, BD Pharmingen), rat anti-mouse CD45R/B220-

PE-Cy7 (RA3-6B2, BD Pharmingen), rat anti-mouse GL7-FITC (GL7, BD 
Pharmingen), and Streptavidin- PE (eBioscience)。データは、Diva（BD 

Biosciences）ソフトウェアを使用して測定、取得し、FlowJoソフトウェア（Tree 

Star）を用いて解析した。 

 

cDNA合成およびシークエンシング 

	 200µlの TRIzol（Invitrogen）を分注したチューブに細胞を直接回収した。そ

の後、TRIzol 試薬添付プロトコールに従って Total RNA の分離と精製を行っ

た。得られた total RNA を鋳型とし、Oligo(dT) primer と逆転写酵素 Prime 

Script Reverse Transcriptase (Takara)を用いて cDNAの合成を行った。PCR

による抗 NP抗体の可変領域遺伝子の増幅は Prime STAR HS DNAポリメラー

ゼ (Takara)と、以下のプライマーを用いて 35サイクルで行った。 

Vh186.2-F2: F 5'-tctagaattcaggtccaactgcagcagcc-3';  

CH-mu-cloning-R1: R 5'-ggccaccagattcttatcagacaggg-3';  

Mus-Cgamma1-CH1-R: R 5'-ggaaatagcccttgaccag-3 ' 
増幅断片は、1.5%アガロースゲル電気泳動で分離しから切り出し Wizard SV 

Gel and PCR Clean-Up system (Promega)を用いて DNAを精製した。精製し

た DNAは、pBlueScriptII SK(+) に EcoRVで切断したプラスミドに Ligation 

High II (TAKARA)を用いてライゲーションを行い、コンピテントセル DH10B

にエレクトロポレーションで遺伝子導入を行い、アンピシリンを含む LB アガ

ロースプレートにてセレクションを行った。次に。プラスミドがインサートされ

た大腸菌にアンピシリンを含む LB 培地で培養したのち、EZ-10 Spin Colum 
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Plasmid DNA Kit (BIO BASIC, Inc) で精製し、これをテンプレートとして

GenomeLab DTCS-Quick start kit (BECMAN COULTER)を用いて塩基配列決

定用 PCR反応を行い Beckman Coulter ACE-2000XLE sequencerで配列を決

定した。配列データは、NCBI/ IGBLASTで解析をし、日本 DNAデータバンク

（DDBJ）に登録した（アクセッション番号：AB854753- AB855646）。 

 
SHM assay 

	 NP に結合する B 細胞をフローサイトメトリーで分離した後、cDNA を調製

し、V / Cµ又は V / Cg 遺伝子にハイブリダイズしたプライマーを用いて RT-PCR

により増幅した。 Cµ及び Cg プライマーはそれぞれ IgM及び IgG1, 2b、2c、

H鎖遺伝子特異的にハイブリダイズし、VHプライマーは V186.2及びその類似

体 V23、J558.55、J558.67.1、V124にハイブリダイズした（Weiss and Rajewsky 

1990）。得られた VH遺伝子配列を V186.2+及びその他を Vanalog+に分けた。
V186.2配列は、95番目のアミノ酸に基づいて Tyr95、Gly95（H）又は X95に

さらに細分され、X95は Phe、Ser、Ala、又は Gly（His100を含まない）など、

他のアミノ酸が含まれる。 
 

AID及びスイッチサークルトランスクリプト（g1CT）の検出 

	 回収した細胞をcDNAの合成し、Ex-Taq-HSポリメラーゼ（Takara Bio）を用い

てPCRを行った。 以下のPCRプライマーを使用した。 

Actin: F 5'-gtggggcgccccaggcacca-3 '  

Actin: R 5'-ctccttaatgtcacgcacgattt-3 

AID: F 5'-gttcctacgctacatctc-3 ' 

AID: R 5'-atcacgtgtgacattccaggag-3'。  

g1CT 第1の増幅  

Ig1: F 5'-ggcccttccagatctttgag-3' 

Cµ: R 5'-aatggtgctgggcaggaagt-3 ' 

g1CT 第2の増幅ネステッドPCR 

Cµint: R 5 '-ccatggccaccagattctta-3 ' 

Ig1int: F 5'-catcctatcacgggagattg-3'。 
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増幅条件は以下の通りであった：95℃/ 2分変性; 96℃/ 30秒、55℃/ 30秒、68℃/ 1

分、30サイクル。 g1CTの産生は、上記のヌクレオチド配列決定によって確認し

た。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 13 

結果 

 

抗 NP抗体の親和性をフローサイトメトリーによって識別するシステム 

	 本実験では、Nishimura et al. (2011)によって樹立されたフローサイトメトリー

によって抗 NP抗体の親和性の違いを識別するシステムを用いる。親和性が確立

している抗 NP抗体を産生するハイブリドーマの µ heavy chainとl1 light chainの

遺伝子をマウス B cell lymphoma K46細胞にトランスフェクトし細胞表面上に発

現させた。ハイブリドーマクローンの N1G9 (Ka, 5.5×105 M−1)は V186.2の体細胞

高頻度突然変異の蓄積がない Germlineで Tyr95型であり、同じくクローンの B2 

(Ka, 3.4×106 M−1)は CDR1 33番目のアミノ酸残基が Trpから Leuに変異したホッ

トスポットがある Tyr95型で N1G9より親和性が 10倍高いことが明らかになっ

ている（図２A）。細胞表面上に発現させた K46N1G9µ細胞と K46B2µ細胞を NP

に対する結合能力を識別する NPhi-APC、NPmed-APC にそれぞれ反応させフロ

サートメトリーで検出したところ、NPhi-APCは、K46N1G9µ細胞、K46B2µ細

胞に結合し、 NPmed-APCは K46N1G9µ細胞には結合しないものの K46B2µ細

胞に結合することが明らかになった (Nishimura et al., 2011)。これらの結果は

NPhi-APC は Germline の親和性を認識し、NPmed-APC はこれより 10 倍以上高

い親和性を認識することを示している（図２B）。 

 

IgM+ B細胞の体細胞高頻度突然変異は IgG+ B細胞と同様に胚中心内で誘導さ

れる 

	 T細胞依存性抗原 NP40-CGGを Alumと共に B6マウスに免疫し、脾臓よりリ

ンパ球を得た。次に NP-APCに結合し B220及びl1 Light chainが発現している B

細胞を選別し、GL-7を胚中心マーカーとしてフローサイトメトリーによって解

析をおこなった（図３A）。NPhi-APC に結合する B 細胞は 2 つの集団として

NPhibright と NPhidull が存在する。蛍光強度が高くなる NPhibright B 細胞は

K46N1G9µより高いか同等の親和性を持ち、NPhidull B細胞の分画は、K46N1G9µ
細胞より低い親和性を持つと考えられた。K46N1G9µ細胞は、単一 BCRを発現

する細胞であるため NPhi bright、NPhidullゲートに対応するような分画は存在し

ない（図２B）。NPhi bright、NPhidull 集団それぞれの分画に分取し RT-PCRに
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よって cDNAを作製し、V186.2及びその類縁体（以降、V186.2以外の J558ファ

ミリー遺伝子群を Vanalog と呼ぶ）とハイブリダイズするプライマーを用いて

遺伝子解析をおこなった。NPmed-APCは、K46B2µ以上に高い親和性を持つ VH

に結合するが、この高親和性 B 細胞の NPmeddull に対応する集団からは遺伝子

が増幅しなかったため NPmedbright のみとした（以降 NPmedと表記）。また NP

が付加していない APC (NP0) に結合する B細胞は観察されなかった（データ未

掲載）。 

	 免疫後 7、14、28、及び42日目のGL7+ B220+ 及びIg l1+ B細胞におけるNPhi-

APCに結合するV186.2+ IgM+ cDNA , 157クローン（NPhibright : 95、 NPhidull : 

62）, V186.2+ IgG+ cDNA, 156クローン（NPhibright : 113、NPhidull : 43）の体細

胞高頻度突然変異（Somatic Hypermutation: SHM）を調べた（図３B, C）。NPhi-

APCに結合するGL7+ IgM+ B細胞はVH領域にてSHMを起こし、その頻度は免疫

後とともに増加した（図３B）。 7日目には、IgM+ B細胞の30％が突然変異を有

しおり、SHM誘導のための機構が早期の時点で活性化しており、14日目では、

90％以上に増加していることを示した。同様にGL7+ IgG+ B細胞も7日目にSHM

を起こしており（図３C）、クラススイッチがSHM誘導前に起こり、SHM- 細胞

がプレ胚中心B細胞あるいは胚中心B細胞のいずれかであることを示唆する結果

となった。基本的に、全てのGL7+ B細胞は14日目までにSHMが入っており、突

然変異の頻度は時間依存的に増加した（Takahashi et al., 1998; Nishimura et al., 

2011）。また、NPhibrightとNPhidull B細胞の間でSHMの頻度に有意差がないこと

を見出した。 

	 SHM誘導の動的な変化は、IgM+ 及びIgG+ B細胞において本質的に同じであ

った。 SHMの頻度は時間とともに増加し、42日目までに全てのV186.2+ 胚中心

B細胞がSHMを獲得し、このことからGL7+はV186.2+ B細胞の胚中心に存在して

いるマーカーとして使用できることを示唆した。全てのV186.2+胚中心B細胞は、

免疫後14日目にSHMが入っており、V186.2+ IgM+ B細胞が42日という期間にお

いてクラススイッチを起こさず高い頻度でSHMや胚中心を形成していたことは、

驚くべきことであった。また、NPに対する免疫応答に新たに補充されたナイー

ブIgM B細胞の流入はなかった。しかしSHM+ 記憶B細胞の胚中心への再移入が

起こっている可能性は考えられる（図３B及びC）。 
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	 次に、高親和性NPmed-APCに結合する胚中心B細胞の分析をおこなった（図３

D及びE）。 7日目ではほとんど確認できなかったが、14日後のIgM+及びIgG+ B

細胞の両方に現れており、親和性成熟はクラススイッチとは別であることを示

唆した。 NPmed-APCに結合することができる全てのB細胞はV186.2によってコ

ードされたものであり、Vanalogによってコードされたものは確認されなかった。 

 

Vanalog+ B細胞におけるSHMの頻度は、V186.2+ B細胞よりも低い 
	 NPhi-APCに結合したB細胞のcDNA遺伝子解析により、V186.2遺伝子の類似体

であるVanalog+ B細胞がIgG+ GL7+ 分画よりもIgM+ GL7+ 分画に多く存在する

ことが明らかとなった（図４A及びB）。 さらに、Vanalog+ BCRを有するIgM+ 

B細胞は、低親和性NPhidullフローサイトメトリーゲートで頻繁に観察された

（Dal Porto et al., 2002）（図４B）。 興味深いことに、Vanalog+ B細胞は、免疫

後の時点とは無関係に検出され続け、胚中心内において低い親和性にもかかわ

らずVanalog+ B細胞を除去されなかったことを示した（図４A）。 

	 次に、GL7+ B細胞のVanalog+ におけるSHMの頻度を調べた。 V186.2+ の大

部分がSHM+である条件下で、Vanalog+ IgM+の約50％がSHMを含まないままで

あり（図４C）、SHMは胚中心内のB細胞の必須プロセスではないことを示唆し

た。 SHMの誘導はBCR親和性に依存し、SHM- Vanalog+はこの親和性閾値に達

しなかったと考えられる。 

 

CSRは、胚中心形成前の段階で誘導される 

	 図３Bに示すように、免疫後42日目においてもSHM+ V186.2+ IgM+ B細胞は胚

中心内に存在したが、7日目には多数のSHM- V186.2+ IgG+ 胚中心B細胞が存在

した（図３C）。これらの結果より、SHMの誘導前にクラススイッチが始まるこ

とが示唆されたことから、NPhi-APCに結合（NPhibright + NPhidull ゲート）B220+ 

Ig l1+ IgM+及びIgG1+ B細胞の頻度における時間依存的変化をフローサイトメ

トリーにより測定した（図５A）。この解析により、3日目にNP特異的なIgM+ B

細胞が検出され、NP特異的なIgG1+ B細胞との割合は時間とともに低下し、NP

特異的なIgG1+ B細胞が増加し始めた7日目に急激に低下した（図５B）。この結

果は、3日目の時点でクラススイッチが誘導されたことを示唆しており、これま
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での知見と同様の結果となった（Pape et al., 2003; Chan et al., 2009）。しかしなが

ら胚中心活性の変化を反映するNP特異的なGL7+ / GL7- B細胞の比率は、14日目

にピークとなり、その後徐々に減少した（図５C）。これらの結果は、胚中心の

反応が最大に達する前にクラススイッチが完了したことを示唆する結果となっ

た。次に胚中心が形成された7日目以降のNP特異的なIg l1+ GL7- B細胞のBCRア

イソタイプを調べたところ、IgM+ B細胞（60 - 70％）を主に存在し、IgG1+ B細

胞はマイナーな分画（10 - 20％）であり最小の時間依存的変化を伴うものであっ

た（図５D）。対照的に、NP特異的なIg l1+ GL7+ B細胞は7日目においても大部

分がIgG1を発現し、IgM+ B細胞はマイナー分画（10 - 20％）であった。この場合

もやはり、いずれのアイソタイプにおいても時間依存的変化は最小限であった

（図５E）。これらの結果は、IgG1+ 胚中心B細胞の優性が、胚中心におけるク

ラススイッチの誘導によるものではなく、IgM+ B細胞の胚中心への侵入を制限

していることを示唆していると考えられる。 

	 この時間依存的に変化するSHMの平均とNP特異的なIg l1+ IgG1+ / IgM+胚中

心B細胞の割合を比較すると、図３B, CよりV186.2+ SHMは胚中心内のIgM+ 及

びIgG+ B細胞の両方で28日まで同じ割合で活発に誘導されており（図６A）、ま

た図５EよりNP特異的なIg l1+ 胚中心B細胞はIgG1+とIgM+が約5対1で相対的

に一定のまま維持していた（図６B）。 これらの結果は、胚中心内でIgMからの

クラススイッチが抑制されているとともに、クラススイッチ及びSHMが共に

AIDによって触媒されていているものの、同時に誘導されないことを示す結果と

なった。 

	 次にクラススイッチが誘導される時点のより正確な情報を得るために、IgG+ 

B細胞におけるg1環状DNA（g1CT）転写物を検出することを試みた。これはクラ

ススイッチが起こっていることを示す厳密なマーカーであるが、環状DNAより

もクラススイッチ時の発現が低く検出しにくいことが知られている（Kinoshita et 

al., 2001）。今回、検証をおこなったB細胞集団のフローサイトメトリーデータを

図６Cで示した。ネガティブコントロールとして、AID欠損マウス由来のIgM+ B

細胞及び未免疫マウス由来のナイーブIgM+ B細胞, IgG+ B細胞、クラススイッチ

が起こることが予期される免疫後5日目のマウス由来のNP+ IgM+ B細胞, IgG+ B

細胞、及び免疫後5日目又は7日目のマウス由来のIg l1+ IgG+ B細胞、さらには胚
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中心が最大に達した14日目のGL7+ Fas+の細胞を単離しcDNAサンプルを作製し

た。 AID転写物は容易に検出されたが（図６D中段）、B細胞によるcDNAから

g1CTを検出することができなかった。したがって、ネステッドPCR（Ueda et al., 

2007）を用いてさらに遺伝子の増幅を試みたところ、免疫後5日目のNP+ IgG+ B

細胞、免疫後5日目及び7日目のIg l1+ IgG+ B細胞でg1CTを検出したが、5日目の

NP+ IgM+ B細胞とネガティブコントロールの非免疫とAID欠損マウスでは検出

されなかった（図６D）。このことからクラススイッチは、プレ胚中心B細胞の

段階で誘導されたことが示唆された。g1CTは14日目の胚中心B細胞でも検出され

たが、これについて胚中心B細胞によって合成されたものか、あるいはプレ胚中

心B細胞で合成されたかは不明であるが、この結果はPeakman and Maizels（1998）

によって得られたものと一致している。この実験は2日目から12日目までの遺伝

子転写物をT細胞エリア及び胚中心を囲む領域をin situハイブリダイゼーション

によって観察した。 

 

IgM+ 記憶B細胞は、胚中心依存性および非依存性の経路を介して生成される 

	 次に記憶 B細胞の解析を行った。SHM+ GL7- NP特異的 IgM+ B細胞は時間と

共に増加し、28日目に最大~30％に達した。しかし、大部分に SHMが起こらな

い細胞が残り、GL7- IgM+ B細胞の 70％以上が 42日目においても SHMを有し

ていなかった（図７A）。もし全て胚中心 B 細胞から移ってきた記憶 B 細胞で

あれば、全ての細胞に SHMが誘導されているはずである、またナイーブ B細胞

が混ざっている可能性の点では、非免疫マウスでは NPhi-APC 結合 B 細胞は観

察されない（データ未掲載）ことから、どちらの可能性も当てはまらない。従っ

てこの結果から GL7- B細胞は、SHMの有無による 2つの記憶 B細胞の集団か

らなり SHM+ B細胞が胚中心依存性経路を介して生成された記憶 B細胞（以後

Germinal Center Memory B cell : MBCGCと略す）に対応し、SHM- B細胞は胚中

心を経由しない経路で形成された記憶 B 細胞に対応すると考えられる（以後

Extra Memory B cell : MBCextと略す）。このMBCGC に比べてMBCextが過剰

に出現することが IgM+記憶 B 細胞の親和性の成熟をこれまで不明瞭にしてい

たと考えられる。 次に、NPmed-APC を用いて GL7- コンパートメント中の

NPmed-APC に結合する高親和性成熟 IgM+記憶 B 細胞を検索した。その結果、
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NPmed GL7- B細胞はすべて V186.2遺伝子を使用し SHMを有しているのを確認

した（図７C）。 

	 次に、NPhi-APCに結合するIgG+ GL7- B細胞におけるSHMを分析したところ、

42日目までSHMの頻度が時間依存的に増加していることが明らかにした（図７

B）。 また、NPhi-APCに結合するSHM- IgG+ B細胞は7日目をピークに減少し42

日目では確認されなかった。このことからGL7-の分画は、IgG+ MBCextは殆ど存

在せず、プレ胚中心B細胞から胚中心を介して記憶B細胞への変化を反映してい

る (Coffey et al., 2009)。またNPmed-APCでは、IgM+と同様に、高親和性親和性

成熟IgG+記憶B細胞を同定することができた（図７D）。 

 

B細胞運命を決定する初期BCRの親和性の影響 

	 これまでの結果より抗体のアイソタイプとSHMに基づいて分類された3種類

の記憶B細胞、IgG+ MBCGC、IgM+ MBCGC、及びIgM+ MBCextを同定すること

ができたことから、95番目のアミノ酸とこれらの記憶B細胞との間には何らかの

関係があるかどうかを調べた。 SHMを有さないプレ胚中心B細胞による混入を

排除するために、IgM+ SHM- プレ胚中心B細胞がほとんど存在しない28日目及

び42日目のB細胞を分析した（図８）。 GL7- V186.2+ IgM+ B細胞は、SHMに基

づいてMBCext又はMBCGCに区別した。その結果、V186.2+ IgM+ MBCextにおけ

るNPhibright ではTyr95型 B細胞が大部分であり、NPhidull ではX95型 B細胞

（P(fisher) = 0.002）が優位であること、また前者のB細胞が後者よりも高い親和

性BCRを有することをが分かった。 またNPhidullゲートでは、Vanalog+ IgM+ 

GL7+ B細胞の分布が観察されており（図４）、IgM+記憶B細胞の中でVanalog+ 

やV186.2+ X95型などのBCRの親和性の低いB細胞が豊富であることが示唆され

た。次に、V186.2+ IgG+ MBCGCにおいてはNPhibrightとNPhidullゲートでどちら

も優位にTyr95型でありゲートによる違いは見られなかったことから優位に親

和性の高いことを示した。V186.2+ IgG+ MBCextは、NPhibrightとNPhidull 合わ

せて３つのクローンしか得られなかったため、図としては示したが評価はしな

かった。 

 

二次免疫後の記憶B細胞の分析 
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	 NP40-CGG免疫化マウスを49日目に追加免疫し7日目に結合する NPhibright及

びNPhidullゲート中のGL7- B細胞からSHM- 及びSHM+ IgM+ B細胞を検出た。

SHM- V186.2+ B細胞の頻度は、MBCextが免疫前の42日目で72%存在していたが、

追加免疫後32％に減少しており、MBCextが再刺激後に胚中心に入りMBCGCに
なったことを示唆する結果となった。 一次免疫でも観察されたように、NPmed-

APCに結合したIgM+及びIgG+ 記憶B細胞は全てV186.2+ SHM+であった（図９

A）。 一方、NPhi-APCに結合するIgM+ B細胞のVHはV186.2及びVanalogによっ

てコードされていた。 Vanalogを用いたこれらの細胞の頻度は23％であり（図９

B）一次免疫応答と似た結果となった。 IgG+ B細胞のVHは、V186.2遺伝子だけ

であった。 したがってこれらの記憶B細胞は、長期生存型 SHM+記憶B細胞とし

て生存している可能性が高い。 

 

免疫応答における記憶B細胞形成の流れ 

	 以上のことから、IgG+ B細胞はすでに胚中心を形成する前にクラススイッチ

を完了し、胚中心B細胞へ移行した後のクラススイッチは抑制していることが示

された。また、IgM+ 記憶B細胞においては、クラススイッチが達成した後に胚

中心に入りSHMを起こすも記憶B細胞（MBCGC）と胚中心に入らずSHMを起こ

さない記憶B細胞（MBCext）の２つの記憶B細胞集団を残すことで、次への免疫

応答に対応できるようなシステムを形成していると考えられる。一方、IgG+ B細

胞においてはMBCextが、胚中心の形成とともに消失していることからほとんど

存在していないと考えられる。以上の結果を総合すると、IgM+ MBCが、IgG+ 

MBCとは免疫応答において、異なった記憶形成を担っている可能性が考えられ

る（図１０）。 
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考察 

 

	 本実験において、NPに結合するB細胞のVHレパートリーの多様性が、V186.2 

/ J558ファミリー遺伝子群（Vanalog）によって構成されるという古典的な知見を

確認した（Weiss and Rajewsky, 1990; Gu., 1991; Jacob and Kelsoe, 1992; McHeyzer-

Williams, 1993; Dal Porto, 1998, 2002; Anderson, 2009）。またV-D接合部に対応す

る95番目の多様なアミノ酸が親和性の成熟やB細胞の運命に結びつくことも見

出した。我々は以前V-D接合部の違いが、VHの親和性の変化に寄与すること、

そしてVHの親和性に基づくNP特異的B細胞を順位付けすることで、Vanalog+ や

V186.2+ X95型よりV186.2+ Tyr95, Gly95(H)型が高い親和性を有することを明ら

かにした。さらに、NPmed-APCは、V186.2+ B細胞のみ選択されSHMに起因して

BCRの親和性が増大したもののみが結合すること、そしてT細胞依存性抗原

NP40-CGGによる免疫後にV186.2+ IgM+ B細胞の親和性成熟がV186.2+ IgG+ B細

胞の親和性成熟と同様に進行することを示した。この実験における最も顕著な

知見の1つは、NP特異的IgG+ 及びIgM+ B細胞の両方が、免疫応答を通じてほぼ

5対1の割合で胚中心に存在し、同様の頻度および動態でSHMを獲得していたこ

とであった（図６A, B）。一定比でのIgM+ 及びIgG1+ 胚中心B細胞の両方の発

生は、SRBCを免疫したマウスの解析で報告されている（Shinall., 2000）。これら

の著者は、新しいIgM+ B細胞の胚中心への流入および胚中心からのIgG+ B細胞

の流出が一定のIgG+とIgM+ 比を維持する「定常状態モデル」を提案した。しか

し、本実験では、V186.2+ IgM+ 及びIgG+ 胚中心B細胞は、14日後にすべてSHM

を示しており（図３B及びC）、このような連続的な流入/流出モデルを説明する

ことができない。また、14日目以降も突然変異を蓄積し続け、SHM- B細胞が消

失することから、新しいNP特異的IgM+ B細胞は胚中心に入っていないことが示

された。以上のことから胚中心の形成の前にクラススイッチが起こったと考え、

V186.2+ IgM+ 及びIgG+ B細胞が胚中心に入りSHMが誘導されるが、クラススイ

ッチはダウンレギュレーションしていると考えた。この可能性は、免疫後3〜5日

目にクラススイッチがT細胞エリアで発生し、12日目に胚中心でダウンレギュレ

ーションされているという知見に合致するものである（Peakman and Maizels., 

1998; Jacob and Kelsoe., 1992; Pape et al., 2003; Chan et al., 2009）。しかし、一方で
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Liu et al., (1996)らはPCRによる環状DNAおよびgermline転写物の検出によって、

ヒト扁桃胚中心においてSHMがIgM+ Centroblastを生じ、その後、Centrocytでク

ラススイッチが起こることを提案している。Liu et al. (1996)は、慢性的な感染や

炎症反応によって外科的に除去した扁桃腺を用いており、無菌で免疫学的に静

止している状態である実験室におけるマウスの脾臓を用いた実験とは比較対象

とはならず更なる検討を必要とする。 

	 胚中心B細胞において、全てのV186.2+ はSHMを受けIgM+とIgG+との間に有

意差がないことを示した。このことから、重鎖µおよびγ細胞内尾部の構造的差

異が、SHM及び抗原選択にほとんど影響しないことを示唆している(Kaisho et al., 

1997; Weiser et al., 1997; Wakabayashi et al., 2002; Kometani et al., 2013)。しかしな

がら、IgM+ 記憶B細胞におけるSHMの頻度は、IgG+ 記憶B細胞で観察されたも

のよりもはるかに低いことが以前より報告されている（Dogan., 2009; Pape., 2011; 

Taylor., 2012）。これは、解析されているIgM+ B細胞が、IgG+ B細胞よりも低い

親和性であることに起因している可能性がある。事実、IgG+ 胚中心B細胞分画

よりも多くのVanalog+ IgM+ B細胞が観察されたが、胚中心への侵入を達成した

半数しかSHMを獲得しなかった。このVanalog+ IgM+ B細胞におけるクラススイ

ッチ、及びSHMの欠如は、BCR親和性がAID活性化に必要な閾値以下であったた

め、AIDがこれらのB細胞において不活性であることを示唆している。したがっ

て低親和性BCRを有するB細胞は、IgM+ B細胞エリアに留まる傾向があり、この

ことからIgG+ B細胞と比較してSHMが低い頻度であり、またBCRの親和性が低

いという点で説明することができる。一方、V186.2+ IgM+ 胚中心B細胞ではSHM

がほぼ100％誘導されたにもかかわらず、V186.2+ IgM+ 記憶B細胞では、多数の

SHM- 非胚中心B細胞を見出した。 これらのB細胞は未免疫マウスでは観察され

ていなかったことから、胚中心非依存性経路を介して生成された記憶B細胞であ

ると説明される(Dogan et al., 2009; Pape et al., 2011; Taylor et al., 2012)。 このモデ

ルに基づいてIgM+ B細胞の1つのグループは、胚中心への進入を獲得し、親和性

の成熟を経てMBCGCになり、またもう１つのIgM+ SHM- B細胞のグループは胚

中心に入らず代わりにMBCextになることが示唆された。後者の存在は、圧倒的

に多くまたSHM- 及び低い親和性を有していた。そしてNPmed-APCを用いるこ

とによりこのIgM+記憶B細胞集団に存在する比較的少ない高親和性V186.2+ 
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IgM+ SHM+記憶B細胞を単離することができた。 また。28日目のGL7- V186.2+ 

IgG+ B細胞集団の中のSHM- 細胞の相対的頻度がわずか8％であったという事

実から判断すると、IgG+ MBCextはまれであると考えられる(Kaji et al., 2012)。高

親和性IgM+ 記憶B細胞の生理的な意味は、本実験では明らかにできなかったが、

クラススイッチを起こした記憶B細胞と比較してIgM+ 記憶B細胞は長寿命とさ

れていることから、２次免疫応答において必要なアイソタイプにスイッチする

ための備えを果たしていると考えられる(Pape et al., 2011)。 

7日目の GL7- 分画における NP特異的な Ig l1+ IgM+ B細胞の存在は、NP特

異的な Ig l1+ IgG+ B細胞の 3倍以上であったが（図５D）、GL7+ 分画では、

NP特異的な Ig l1+ IgG+ B細胞が優勢で約 5倍であった（図５E）。このことか

ら免疫後 NP特異的な Ig l1+ IgM+と IgG+ B細胞では、胚中心への B細胞が入

るためのチェックポイントがあり、限られた数の IgM+ B細胞のみ入ることが許

されていると考えられる。しかし、Vanalog+ IgM+ B細胞が、胚中心内において

頻繁に観察されたことから最初のチェックポイントは BCRの親和性とは考えら

れない。しかし NPhi-APC に結合する IgG+ 胚中心 B 細胞ではまれであったこ

とから（図４B）。NPhi-APCに結合する IgM+ 及び IgG+ 胚中心 B細胞の間の

Vanalog+ B 細胞の頻度の差は、胚中心に入るための選択によるものではなく、

むしろクラススイッチに必要な親和性の閾値によるものであり、V186.2+ の親

和性と同等の親和性は、AID のクラススイッチ活性の誘導に必要であると考え

られる。 

	 BCR親和性とB細胞の運命との関係は、ノックイン又はトランスジェニックマ

ウスを用いて広範に研究されている（Dal Porto., 2002; Shih., 2002; Chanら、2009）。

B細胞の運命は、Bcl6による胚中心B細胞の形成及びBlimp-1による抗体産生細胞

への分化にそれぞれ重要な因子として決定されるが（Shapiro-Shelef., 2003; 

Kallies., 2004; Crotty., 2010）、本研究において、これらの因子の発現に関するデ

ータ解析はおこなっていない。しかしながら、野生型マウスにおいてクラススイ

ッチ及びSHMの両方で、V186.2+ を有するB細胞が効率的に記憶B細胞を誘導さ

れることを見出した（図７）。特に初期の親和性によるクラススイッチはAIDに

よる触媒と密接に関連していることを示唆した。しかしながら、高い親和性を有

するV186.2+ Tyr95, Gly95(H)型 B細胞及び低い親和性を有するVanalog+ B細胞
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は、クラススイッチなしでMBCextとして保存されたことも明らかであった。そ

のような高親和性B細胞をMBCextとして保存する機構は、いまだ明らかにされ

ていない（Schwickert et al., 2011）。 

	 AIDは、遺伝子の不安定性を誘発し、時には染色体の転座および癌遺伝子の突

然変異を引き起こす（Shen et al., 1998; Pasqualucci et al., 2001）。その活性は、

mRNAの安定性、核の分解、核の輸出、及びリン酸化（Nagaoka et al., 2010）とい

った制限された発現を含むいくつかのメカニズムによって厳密に制御されてい

る。これらの機序の中で、リン酸化の調節が、AIDの機能に大きく寄与すること

が示唆されている(Basu et al.,2005)。本研究では、胚中心依存性経路を介してAID

酵素活性がSHMではアップレギュレートされ、一方でクラススイッチはアップ

レギュレートされず、SHMに起因する高親和性のIgM+ 記憶B細胞が効率的に生

成されることを示した。このことは、AIDの２つの重要なリン酸化活性、Ser 38

とThr 140に寄与していることが示唆されるが、その制御機構は明らかではなく 

(McBride et al., 2008)。今後、胚中心B細胞におけるAIDのリン酸化状態を明らか

にすることは重要であると考えられる。 
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図１	 免疫応答における B細胞の運命 

	 T 細胞依存性免疫応答は、ナイーブ B 細胞が抗原に遭遇し、T 細胞エリアで

CD4+ T細胞からの刺激によって活性化されたときに始まる。次いで、B細胞は

3 つの運命（1）一次抗体を分泌する短寿命の抗体産生細胞への分化、（2）B 細

胞エリアへ移行及び増殖し早期の記憶 B 細胞の分化、（3）胚中心の形成後、記

憶 B 細胞、及び骨髄で持続する長期生存形の抗体産生細胞へ分化する。この T

細胞依存性免疫応答では、胚中心内において B 細胞はクラススイッチによるア

イソタイプの変化及び抗体遺伝子における体細胞突然変異がおこり、その結果、

抗体の親和性の増大が起こる。 
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図２	 抗 NP抗体の親和性の特徴と結合能力を識別するシステム 

	 （A）抗 NP 抗体を産生するハイブリドーマクローンによる重鎖 V186.2 遺伝

子と可変領域を構成する V 遺伝子と D 遺伝子の結合部位及びその結合能力（Ka）

と 95番目のアミノ酸残基と親和性をまとめた図を示す。Germline型であるクロ

ーン N1G9は、V186.2-DH接合の境界位置 95番目のアミノ酸残基が Tyr (Tyr95

型)であり、クローン B2は、CDR1の 33 番目のアミノ酸残基が Trp から Leu へ変

異することで N1G9 と比較して親和性が 10 倍程度高くなる。また、Gemline 抗体より

1000 倍高い親和性を持つクローン E11 は、95 番目のアミノ酸残基が Gly（Gly95

型）に加えて 100番目のアミノ酸残基が His（Gly95(H)型）である。しかし、CDR1 

33番目の Leuへの変異は起こらない。この Gly95(H)型は、免疫後 8 週までの出現

頻度は非常に低く親和性は低い（Furukawa et al. 1999）。X は、Tyr、Gly（H）以外の

アミノ酸残基を表す。（B）抗 NP 抗体の親和性をフローサイトメトリーによって

検出する能力を示す。マウス B cell lymphoma K46細胞にl1 light chainと共に、

クローン N1G9及び B2の µ heavy chain の遺伝子を導入し細胞表面上に BCRを

発現させた K46N1G9µ、K46B2µを作製した（Nishimura et al., 2011）。次に、NP

に対する結合能力を識別するためにAPCに異なる価数のNPを結合させたNPhi-
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APC、NPmed-APC を作製した。これらを反応させたところ NPhi-APC は、

K46N1G9µ、K46B2µに結合し Germline型と同等以上の親和性を有していること

を確認した。一方、NPmed-APCは、K46B2µに結合し K46N1G9µへは結合しな

い結果をしめし、Germline 型より 10 倍高い親和性を識別できることを示した

(Nishimura et al., 2011)。 
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図３	 フローサイトメトリーによるNP特異的脾臓 B細胞の単離およびGCBに

おける SHM頻度の分析 

	 （A）NP40-CGGで免疫化したマウスの脾臓細胞を 5mM EDTAの PBSで処理

し、続いて NPhi-APC、NPmed-APC又は NP0-APC（NPを付加していない APC）

と反応させた。 示したゲートから B220+ Igλ1+ 分画中の抗原に結合した B細胞

を GL7+ 及び GL7-に分類し、ヌクレオチド配列解析を行なった。 NPhi-APC結

合細胞を NPhibright及び NPhidullゲート【図中(a)及び(b)として示す】にそれぞ
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れ分類した。 NPmed -APC結合 B細胞については、本質的に NPhidullゲートに

対応する B 細胞は観察されなかったため、単一のゲートのみが選別に使用され

た。 また NP0-APCに結合する細胞はほとんど存在しない。(B) NPhi-APCに結

合する IgM+ GL7+ B細胞の V186.2コード領域における SHM数の変化を示す。 

各ドットは、NP特異的クローンを示す。 NPhibright及び NPhidullゲートの両方

における GL7+ B 細胞の VH 領域のヌクレオチド配列を分析し、V186.2 コード
領域における遺伝子変異の数を、NP40-CGG による免疫後の時間とともにプロ

ットした。(C) NPhi-APCに結合する IgG+ GL7+ B細胞の V186.2コード領域にお

ける SHM数の変化を示す。 各ドットは、NP特異的クローン：○、IgG1; △、

IgG2b; □、IgG2c。 NPhibright 及び NPhidull ゲートの両方における GL7+ B 細

胞の VH領域のヌクレオチド配列を分析し、V186.2コード領域における SHM数

を、NP40-CGGによる免疫後の時間とともにプロットした。（D及び E）NPmed-

APCに結合する GL7+ B220+ Igλ1+ B細胞を B及び Cに示したものと同一の分

析を行い、時間をプロットした V186.2 コード領域の SHM 数を示す IgM+（D）

及び IgG+（E）B細胞については、 図に示す各時点で 3匹のマウス（n=3）の群

を用いた少なくとも 3 回の独立した実験を行いプールしたデータを示す（A〜

E）。 
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図４	 V186.2及び Vanalog遺伝子によってコードされる BCRを有する GL7+ B

細胞の分画比 

	 （A及び B）NPhi-APC結合性 B細胞 NPhibright及び NPhidullゲートを用いて

ソーティングし、ヌクレオチド配列の解析を行った。 V186.2+（灰色）及び

Vanalog+（白）BCRを用いた IgM+（A）及び IgG+ B細胞（B）の分画比を円グ
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ラフとして示す。また各群で分析されたVH配列の数を中央に示す。 各Vanalog+ 

遺伝子はアルファベット順に：a, V23; b, J558.67.166; c, J558.2.88; d, J558.55.149; 

e, J558.59.155と示し、各 VH遺伝子の割合を示す。 （C）IgM+（●）及び IgG+ 

B細胞（○）の Vanalog遺伝子コード領域における突然変異の数を免疫後の時間

に対してプロットする。 各実験で 3匹のマウスをプールして解析した群を少な

くとも 3回行なったデータを示す（A〜C）。 
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図５	 免疫後のクラススイッチの変化をフローサイトメトリーで解析した 

	 （A）抗 IgM及び抗 IgG1抗体で染色し、NPhi–APCに結合する B220+ Igλ1+分

画における脾臓細胞のフローサイトメトリー像を示す。 IgM+及び IgG1+ B細胞

は、免疫後、時間とともに出現する。（B）B220+ Igλ1+分画中の NP特異的 IgM+

（●）及び IgG1+（○）B 細胞の割合（%）の時間依存的変化をプロットした。 

水平線は各時点の平均値を示す（n = 5）。（C）NPhibrightゲートにおける GL7+ / 

GL7- B細胞の免疫後における比率の変化（n = 5）。（D）NP特異的 GL7- λ1+ B細

胞（n = 5）における IgM+ 及び IgG1+ 分画比の時間依存的変化（n = 5）。水平線

は各時点の平均値を示す。（E）NP特異的 GL7 + Igλ1+B細胞における IgM+及び

IgG1+分画比の時間依存的変化（n = 5）。水平線は各時点の平均値を示す。 
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図６	 クラススイッチは胚中心の形成前に誘導される。  

	 （A）図３(B, C)より IgM+（■）及び IgG+（□）胚中心 B細胞における V186.2

遺伝子あたりのSHMの平均数を免疫後の時間とともにプロットした。平均値は、

図４に示すデータから得た。 （B）図５(E)より NP特異的な IgG1+ / IgM+ 胚中

心 B細胞の比率をプロットした（○）。●は、それぞれの時点における平均値で

あり、破線は y = 0.057x + 4.82を用いた近似直線を表す。（C）AID欠損（AID - / 

- ）マウスから IgM+ B細胞、非免疫から単離した（ナイーブ IgM, ナイーブ IgG 

B細胞）、 NP40 –CGGで免疫後 5日目の NP + IgM+と NP+ IgG+B細胞、NP40 –
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CGGで免疫後 5日目及び 7日目の B220+ Igl1+ IgG+ B細胞と 14日目の GL7+ 

Fas+ IgG+ 胚中心 B細胞をフローサイトメーターにより単離した。（D）、（C）で

単離した B細胞からの cDNAを用いてg1CTを解析した。AID及びb-アクチンの

転写産物を標準的な PCRによって分析し、g1CTはネスティッド PCRによって

分析した。 AID欠損（AID - / - ）マウスおよび非免疫化マウス由来の IgM+ B

細胞からの cDNAの調製物をネガティブコントロールとして使用した。  
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図７	 NP特異的 GL7- B細胞の BCRにおける SHM頻度の分析 

	 図３（A）より、GL7- B220+ Igλ1+ B細胞の分画から単離した cDNAを用いて

解析をおこなった。（A）NPhibright及び NPhidullゲートの両方における V186.2

コード領域における IgM+ を増幅し VH 領域のヌクレオチド配列の SHM の数
を、NP40-CGGによる免疫化後の時間とともにプロットした。（B）、（A）より単

離した cDNAから V186.2コード領域における IgG+ を増幅し VH領域のヌクレ

オチド配列の SHMの数を示す。各ドットは、NP特異的クローン：○, IgG1; △, 

IgG2b; □, IgG2cを示す。（C）NPmedゲート分画から単離した cDNAから V186.2

コード領域における IgM+ を増幅し VH 領域のヌクレオチド配列の SHM の数

を、NP40-CGG による免疫化後の時間とともにプロットした。（D）（C）の分画

より単離した cDNAから V186.2コード領域における IgG+ を増幅し VH領域の

ヌクレオチド配列の SHM の数を示す。各ドットは、NP 特異的クローン：○, 

IgG1; △, IgG2b; □, IgG2cを示す。 
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図８	 NPhibright 及び NPhidull ゲート中の記憶 B 細胞における V186.2+ 95 ア

ミノ酸の分布 

	 28日目及び 42日目の NPhibright及び NPhidull GL7- B220+ Igλ1+ 記憶 B細胞

における Tyr95、Gly95(H) 又は X95型を Y、G（H）及び Xとして 3つのグルー

プに分類し、それぞれを分画比として円グラフで示す。MBCext及びMBCGC は、

V186.2+ SHMのデータ図７A, Bより区別し解析した。VH配列の数は中央に示

する。（A）NPhibright及び NPhidullゲートにおけるMBCextの 95アミノ酸グル

ープの割合を示し fisher 検定を用いて統計的有意性を決定した。 IgG+ MBCext

はほとんど存在していなかったので確認できなかった（n = 3）ため、MBCext に

おける IgM+と IgG+の統計的有意差は評価できなかった。 （B）NPhibright及び

NPhidullゲートにおける MBCGCの 95アミノ酸グループの割合を示し fisher検

定を用いて統計的有意性を決定した。 
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図９	 二次免疫後に出現する抗 NP MBC  

	 （A）免疫後、49 日目に NP40-CGG で追加免疫し 7 日後の NPhi-APC 又は

NPmed-APCに結合する GL7- B220+ Igλ1+ B細胞を単離し IgM+ 及び IgG+ B細

胞の V186.2コード領域の SHMの数を示す。（B）V186.2+（灰色）及び Vanalog+

（白）を有する配列の頻度を円グラフで示す。 また各群で分析された VH配列

の数を中央に示す。各 Vanalog+ 遺伝子はアルファベット順に：a、V23; b、

J558.67.166; c、V3; 及び d、J558.59.155。 
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図１０	 免疫応答におけるMBC形成の流れ 

	 IgG+ B細胞は胚中心を形成する前にクラススイッチを完了し胚中心 B細胞へ

移行する。また、記憶 B細胞においては、胚中心内に移行しない GC-independent 

memory B cells (MBCext)と胚中心内に移行し SHMが入る GC-dependent memory 

Bcells（MBCGC）の２つの記憶 B 細胞を残すことで、次への免疫応答に対応で

きるようなシステムが存在する。 
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