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緒緒  言言  

 
肺炎球菌やサルモネラ菌の莢膜多糖体のように高度な繰り返し構造を持つ多価抗原は B 細胞抗原受容体（BCR）を

高度に架橋し、T細胞からの補助刺激なしでB細胞の活性化、増殖、形質細胞への分化と抗体産生を誘導する。このよ

うな免疫応答はT細胞非依存性2型（TI-2）応答と呼ばれ、肺炎球菌等に対する感染防御に重要であり、ワクチンに応

用されている。また、核酸や細胞膜リン脂質のような繰り返し構造に対する自己抗体が自己免疫疾患の原因として知ら

れるが、TI-2応答は記憶B細胞を誘導することから［1］、このような自己抗体の産生誘導にも関わっている可能性が

ある。今後、多様な病原体に対する有効なワクチンを開発する上で、また、自己免疫疾患の病因解明のためにも、TI-2
応答機構を理解することは極めて重要であるが、未だほとんど分かっていない。私たちは、TI-2 応答における B 細胞

の活性化から抗体産生誘導に至る細胞内分子機構の全容を理解することを目標として研究に取り組んできた。 
B 細胞は BCR を介したシグナルに加えて、T 細胞依存性（TD）抗原の場合は CD40 やサイトカイン受容体から、 

T 細胞非依存性 1 型（TI-1）抗原の場合はToll 様受容体（TLR）からの補助刺激を受けて活性化する。一方、TI-2 抗

原の場合は架橋された BCR からのシグナルのみにより活性化・増殖し、形質細胞へ分化するとされてきた（図 1）。

実際、TD応答と異なり、TI-2応答にはBCRシグナル伝達の最上流に位置するチロシンキナーゼBtkやアダプタータ

ンパクである BLNK、CIN85 などが必要である。しかし、その下流のシグナル経路はよく分かっていなかった。       
これまでに私たちはこれらの謎の一部を解明した。 

 
図1．T細胞依存性および非依存性抗原によるB細胞の抗体産生応答 

 
ハプテンNPに特異的なBCRを発現するノックインマウス（B1-8-ki Igk －／－）のB細胞を用いて、TI-2抗原であ

る NP-Ficoll の刺激で PKCδのチロシン（Y311）リン酸化が持続的に増強されることを見出した。それは、同じ NP
を結合させたTD抗原であるNP-CGGで刺激した場合は弱く一過性であった。B細胞特異的PKCδ欠損マウス（Cd19 
Cre／＋ Prkcd f／ｆ：PKCδ-BKO）はTI-2抗原（NP-Ficoll、肺炎球菌莢膜多糖PPS3）の免疫に対し、正常に IgMを産
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生したが、IgG3 を全く産生しなかった。また、正常マウスでは恒常的に腸内常在細菌に対する IgG3 が産生されて全

身の細菌感染防御に寄与するが、PKCδ-BKOマウスでは同居対照マウスと比べて腸内細菌に結合する血清 IgG3が消

失しており、デキストラン硫酸の短期投与により粘膜バリアを障害すると、血中移行した細菌がより増加し、マウスの

生存率は著しく低下した。一方、TD免疫応答はほぼ正常であった。以上より、PKCδはTI-2応答における IgG3産生

に不可欠であることを見出した［2］。 
そのメカニズムとして、PKCδがTI-2応答におけるB細胞の IgG3へのクラススイッチに、さらに、クラススイッ

チ組換え（CSR）誘導因子AIDの遺伝子（AICDA）の発現誘導に必要であることを見出した。また、PKCδ欠損B細

胞では、AICDAの発現制御に関わる転写因子BATFの発現が低く、BATFをノックダウンしたB細胞ではAICDAの

発現と IgG3へのクラススイッチが強く抑制されていた［2，3］。以上の結果から、BCRの下流でPKCδによりBATF
の発現上昇、それによるAIDの発現、IgG3へのCSRが誘導されると考えられた。しかし、PKCδ欠損B細胞にBATF
を導入して移入したマウスのTI-2応答ではAICDAの発現や IgG3へのクラススイッチの回復はPKCδを戻した場合

の半分程度であったので、PKCδの下流でBATF以外の因子もAICDA発現を促進していると思われた［2］。 
NP特異的B細胞を用いた in vitroの系では、NP-Ficoll単独の刺激はB細胞増殖と僅かな IgM産生を誘導したが、

IgG産生を誘導しなかった。そこで、様々なサイトカインをNP-Ficollに加えて培養したところ、IL-1あるいは IFNα

を加えると著しい IgM産生の増強と（図2）、IgG3産生が誘導された。また、IL-1や IFNαの添加により、AICDAの

発現と IgG3 遺伝子のCSR が誘導された。一方、IL-1 や IFNα単独の刺激ではこれらを誘導できず、NP-Ficoll 刺激

によるPKCδのチロシンリン酸化やBATF発現をさらに増強することもなかった［2］。したがって、PKCδ-BATF経

路とは別に、IL-1や IFNα等の共刺激シグナルは抗体産生やCSRに関わるBCRシグナルを著しく増強する役割を果

たすと考えられた。本課題ではこの共刺激シグナルの作用機序の解明を目的とした。 
 

 

図2．TI-2抗原と共役して抗体産生を増強するサイトカインの探索 
NP 特異的 BCR ノックインマウスの脾臓 B 細胞を NP-Ficoll と様々なサイトカインを

加えて培養し、4日目の培養上清中の IgMをELISAにて定量した。 
 

方方法法おおよよびび結結果果  

 
11．．TTII--22応応答答でではは腹腹腔腔ママククロロフファァーージジがが産産生生すするる IILL--11ががBB細細胞胞にに作作用用すするるここととがが必必要要ででああるる  

TI-2 抗原を経静脈投与した場合には主に脾臓の辺縁帯 B 細胞が応答するが、腹腔内投与した場合には主に腹腔内の

B-1細胞が応答して抗体を産生する。まず、腹腔内免疫によるTI-2応答において、B-1細胞上の IL-1受容体（IL-1R）
が必要かどうかを検証した。IL-1Rを構成する IL-1RAcPを欠損するマウスの腹腔内において、B-1細胞のサブセット

であるB-1a、B-1b 細胞および骨髄由来のB2 細胞の比率は正常マウスと同等であった。IL-1RAcP 欠損マウスあるい

は正常マウスの腹腔B 細胞を、卵白アルブミン特異的BCR のみ有するHy10 マウスに移入し、NP-Ficoll を腹腔に免

疫した。その結果、IL-1RAcP 欠損 B 細胞を移入したマウスでは NP 特異的 IgM および IgG が産生されなかった    
（図 3）。IL-1RAcP 欠損辺縁帯B 細胞を移入したマウスにNP-Ficoll を経静脈的に免疫した場合は IgG 産生のみ有意
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に低下した。よって、in vitroでの結果と一致して、B-1細胞あるいは辺縁帯B細胞が IL-1の刺激を受けることがそれ

ぞれの in vivoでのTI-2応答に重要であることが確認された。 
 

 

図3．腹腔B細胞のTI-2応答にはB細胞上に発現する IL-1受容体が必要である 
IL-1RAcP 欠損マウス（IL1RAcPKO）あるいは正常（WT）マウスの腹腔 B 細胞  

（1×10６）を、Hy10マウス（n＝4）の腹腔内に移入し、NP-Ficollを腹腔に免疫し

た。免疫前と免疫後7日および14日に採血し、血清中のNP特異的 IgMと IgGを

ELISA により測定した。統計処理は two-tailed unpaired Welch’s t-test で行った

（**P＜0.01、***P＜0.001）。 
 

次に腹腔において IL-1 を供給する細胞を調べた。NP-Ficoll で腹腔免疫した 3 日後のマウスの腹腔細胞をフローサ

イトメトリー（FCM）にて解析したところ、マクロファージが IL-1αと IL-1βを産生していることが分かった。また、

腹腔のNP 特異的B 細胞にNP-Ficoll を加えて培養する系において、腹腔マクロファージを加えると IgM および IgG
の産生が有意に増加した。この培養 3 日後のマクロファージから IL-1α/IL-1βが産生されていることも FCM で確認

された。さらに、この IL-1α/IL-1β産生はマクロファージ単独の培養では起こらず、腹腔B 細胞との相互作用が必要

であることも分かった。In vivo においても、クロドロン酸含有リポソームの投与により腹腔内マクロファージを除去

しておくと、NP-Ficoll 免疫による NP 特異的 IgM および IgG の産生が著しく抑制された。以上の結果から、腹腔内

のTI-2応答においては腹腔マクロファージが産生する IL-1が不可欠であることが明らかになった。 
 

22．．TTII--22応応答答ににおおけけるる IILL--11ののBB細細胞胞にに対対すするる作作用用機機序序  
B 細胞がNP-Ficoll に反応する際の IL-1 の作用機序を解明するために、NP 特異的脾臓B 細胞をNP-Ficoll ととも

に IL-1αの有無で培養し、2日後までのシグナル伝達因子の活性化状態を比較した。まず、IL-1αの有無で細胞増殖に

は差がなく、NF-κB p65およびmTORのリン酸化には変化はなかった。また、形質細胞分化を誘導する転写因子 IRF1
は時間経過と共に増加したが、IL-1αの有無で差は見られなかった。しかし、STAT3のチロシン（Y705）リン酸化が

IL-1αの添加によって培養1日後から増強することを見出した。また、NP特異的腹腔B細胞を用いた場合はNP-Ficoll
単独では若干の、IL-1 との共刺激により著しいSTAT3 のチロシンリン酸化が誘導された（図4）。一方、STAT3 のセ

リン（S727）リン酸化やタンパク量は IL-1αの添加により変化しなかった。そこで、脾臓B 細胞培養系に STAT3 の

Y705リン酸化の阻害剤を加えると、培養3日目と4日目の細胞増殖には大きな変化はなかったが、IL-1αを添加した

際の形質細胞への分化は阻害剤量依存的に抑制され、その後6日目の IgG産生も強く抑制された。In vivoにおいても、

B 細胞特異的STAT3 欠損マウスの脾臓辺縁帯B 細胞をHy10 マウスに移入し、NP-Ficoll で経静脈的に免疫したとこ

ろ、NP特異的 IgGの産生が強く抑制されていた。さらに、同じマウスの腹腔B-1細胞をB細胞欠損（μMT）マウス

に移入し、NP-Ficoll で腹腔内免疫したところ、NP 特異的 IgM および IgG の産生が強く抑制された。以上の結果よ

り、脾臓辺縁帯 B 細胞と腹腔 B-1 細胞では TI-2 抗原と IL-1 の共刺激により STAT3 のチロシンリン酸化が起こり、 
このSTAT3は脾臓辺縁帯B細胞の場合は IgG産生に、腹腔B-1細胞の場合は IgMと IgGの両方の産生に必要である

と考えられた。 

IgM (NP-BSA)

n=4

IgG3 (NP-BSA)

days days
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図4．IL-1刺激によるSTAT3のチロシンリン酸化の誘導 

NP特異的腹腔B細胞をNP-Ficollとともに IL-1αの有無で培養し、培養前、培養後1
日目と2日目の細胞溶解液をSDS-PAGEにより泳動し、Western blot法により、STAT3 
pY705（pSTAT3Y）、STAT3 および対照として G3PDH をそれぞれに対する抗体を用

いて検出した。 
 

考考  察察  

 
TI-2 免疫応答は古くから知られている現象であるが、その B 細胞活性化機構はよく分かっていない。In vitro では

TI-2 抗原の代替として抗 IgM 抗体で BCR を架橋する手法で BCR シグナル伝達機構が研究されてきたが、筆者らの

NP-Ficoll で NP 特異的 B 細胞を刺激する系では抗 IgM 抗体に比べて数十〜数百倍の増殖が誘導された。よって、    
抗 IgM 抗体を用いた過去の BCR シグナル伝達に関する知見が TI-2 応答に適用できるとは限らないと思われる。     
これまでに私達は NP 特異的 B 細胞を用いた系で、B 細胞の TI-2 抗原刺激による抗体産生が IL-1 との共刺激により

著しく増強することを見出した。本研究ではさらに、IL-1が腹腔B細胞および辺縁帯B細胞のTI-2免疫応答（辺縁帯

B細胞の場合は IgG産生のみ）に不可欠であることを明らかにした。また、腹腔内TI-2応答において IL-1を供給して

いる細胞が腹腔マクロファージであり、このマクロファージが抗体産生に必要であることを見出した。 
さらに、TI-2 抗原刺激に加えて IL-1 の刺激は腹腔B 細胞（および、脾臓の恐らく辺縁帯B 細胞）におけるSTAT3

のチロシンリン酸化を誘導し、STAT3 のチロシンリン酸化特異的阻害剤により、これらB 細胞の形質細胞分化および

抗体産生が抑制された。しかし、B 細胞増殖にはこの阻害剤はほとんど影響しなかった。一方、STAT3 活性全体の阻

害剤はTI-2 抗原単独刺激においても IL-1 添加の条件でも腹腔B 細胞の増殖と形質細胞分化を強く抑制した。IL-1 の

添加はTI-2 抗原刺激による腹腔B 細胞の増殖に影響しないことから、STAT3 はTI-2 抗原によるBCR シグナル伝達

そのものに中心的な役割を果たしており、それにクロストークする形で IL-1RからのシグナルがSTAT3のチロシンリ

ン酸化を誘導し、それが抗体産生およびクラススイッチを誘導すると考えられる（図5）。STAT3の形質細胞分化誘導

機構およびAID遺伝子発現誘導におけるBATFとの協調作用について、今後さらに研究を進めていきたい。 
上述の結果と一見矛盾するが、B細胞特異的にSTAT3が欠損するマウスにおいて、腹腔内免疫によるTD応答は IgG

抗体産生が選択的に障害されるが、TI-2応答において IgM・IgG3産生は正常であると報告されている［4］。また、私

たちの実験で、IL-1RAcP欠損マウスとμMTマウスの骨髄キメラマウス（すなわち、骨髄由来B細胞のみ IL-1Rを欠

損するマウス）においても TI-2 応答はやや減弱傾向を示したが有意な変化はなかった。これらと上述の結果を合わせ

ると、NP-Ficollに反応し得るB細胞がB-1細胞あるいは辺縁帯B細胞しか存在しない細胞移入実験系では、その TI-
2 応答に IL-1R–STAT3経路が必要であることが見えるが、B-1 細胞・辺縁帯B細胞以外のB細胞によるTI-2 応答は

IL-1R–STAT3 経路非依存的であるため、全B 細胞を有するマウスのTI-2 応答では IL-1R–STAT3 経路の必要性が見

えないと解釈できる。実際、濾胞B細胞は IFNαの共刺激によりTI-2応答が可能となると報告されている［5］。 
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最後に、TI-2抗原刺激により活性化されるPKCδの基質を同定することを試みた。NP-FicollあるいはNP-CGGで

NP特異的B細胞を刺激した後、BCRに結合した蛋白を質量分析により解析した結果、NP-Ficoll特異的にBCRに結

合するタンパクを同定した。その遺伝子を抗 NP-BCR を導入した B 細胞株でノックダウンすると、NP-Ficoll 刺激に

よるPKCδのチロシンリン酸化が強く抑制された。しかし、ノックダウンによりB細胞が生存できなくなり、それ以

上の機能的解析ができなかった。このタンパクがPKCδの基質であるかについては今後の検証が必要である。 
 

 
図5．TI-2応答における IL-1-STAT3経路の役割 

TI-2 抗原刺激によるBCR シグナルはPKCδのチロシンリン酸化、BATF 発現上昇、

AID遺伝子（AICDA）発現、CSRを誘導する。AICDAの発現誘導にはBATF以外の

因子も関わっていると思われる［2］。一方、腹腔マクロファージから産生される IL-1
はB-1細胞および辺縁帯B細胞を刺激し、STAT3のチロシンリン酸化を誘導する。こ

のSTAT3はBCRシグナルによる形質細胞分化を著しく増強する。また、IL-1受容体

シグナルはAICDA の発現誘導とCSR にも必要であるが、STAT3 がBATF と共役し

ている可能性がある。 
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