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§１ 研究実施の概要 
 

（１）実施概要 

 

anti-CD20(rituximab)を用いた depletion 療法は慢性関節リウマチ(RA)に効果を示し、B 細胞系列

をターゲットとした治療法開発の可能性を示している。本研究では、従来アプローチされてこなかっ

たメモリーB 細胞・プラズマ細胞をターゲットにして、先ず、その特有な機能を支える基礎的な細

胞・分子基盤を明らかにする。更に、これらの細胞を介する免疫寛容メカニズムに焦点をあて、ヒト

への治療応用を念頭におき、明らかにしていく。 

 

メモリーモデル系として黒崎らはハプテン NP 系を、高橋らはインフルエンザウイルスの系を用いて

研究を遂行した。その結果、２次応答の迅速反応性は、主として以下の 3 つのメカニズムが協調的

に働いて発揮されているとの提唱に至った。１）クラススイッチしたメモリーB 細胞は、2 次抗原侵入

の際、先ず、最初に抗原が集積する場所に位置していた（抗原アクセス advantage）。２）又、このメ

モリーB 細胞の近傍にはメモリーT 細胞が位置しており、これら両者の細胞の相互作用が必須であ

った（B-T 空間的 advantage）。３）更に、これらメモリーリンパ球は、いずれも、ナイーブ細胞とは異

なり、迅速活性化能を獲得していた（リンパ球内因性 advantage）。 

免疫寛容に関しては、黒崎らはマウスプラズマブラストが IL-10を産生し、免疫抑制に関与している

ことを明らかにした。又健常人ヒト末梢血においても同様にプラズマブラストは IL-10 産生能が非常

に高いことを示し、現在 RA をはじめとして種々の自己免疫疾患での IL-10 産生能を検定してい

る。 

古川らは、抗体 IgG の Fc 部位のシアル酸(SA)化が免疫寛容に重要な寄与をしているという仮説検

定を、先ず、遺伝子改変モデルマウスを用いて行い、RA において、このメカニズムが寄与している

ことを明らかにした。更に高橋、黒崎らと共同で、マウス RA モデルを用いて、強く SA 化した抗体投

与が病態改善に効果があること、更にヒト RA 血清では健常人に比べて SA 化が低いことを見出し

た。 

 

（２）顕著な成果 

＜優れた基礎研究としての成果＞ 

１．液性免疫記憶の迅速反応性を支える細胞・分子基盤の提出（論文） 

概要：メモリーB 細胞のみならずメモリーT 細胞も迅速反応性に重要な寄与をしていることを証明し

た。この２種類の細胞は、空間的に近傍に位置し、２次抗原侵入時に速やかに両者が相互作用す

ること。又、メモリーT 細胞はエピジェネテック変化が Bcl６ローカスに生じ迅速な発現上昇が起こる

こと、メモリーB 細胞は Bach2 の発現低下が生じプラズマ細胞への迅速分化能を獲得していること

を示した。 

 

２．インフルエンザ感染における交差結合性メモリーB 細胞の生成機序 

概要：液性免疫記憶の重要な特徴の一つは、再感染時変異ウイルスが侵入した時、交差結合性

抗体を産生し生体防御に寄与することである。インフルエンザ感染に関してメモリーB 細胞が、この

交差性抗体レパトア獲得するためには、肺の気道組織において異所性に形成される胚中心で、変

異を積み重ねることが重要であることを示した。 

 

３．IL-10 産生プラズマブラストを介する自己炎症抑制メカニズムの同定（論文） 

概要： ヒト多発性硬化症のマウス実験モデル EAE を用いて、活性化された B 細胞ではなくプラズ

マブラストが IL-10 を産生すること、そして、この IL-10 が樹状細胞(DC)の活性化を抑制し、その結

果 Th1, Th17 T 細胞の分化抑制、ひいては炎症抑制を生じさせていることを示した。この結果は従

来提唱されていた「制御性 B 細胞モデル」に疑義を呈するもので、私たちは「活性化 feed-back モ

デル」の提出に至った。更にヒト末梢血細胞でもプラズマブラストの IL-10 産生能が非常に高いこと

を示した。 



 

 

 

＜科学技術イノベーション・臨床応用に大きく寄与する成果＞ 

１．IgG 抗体 Fc 領域の N 型糖鎖のシアル酸化を増強することによるリウマチ(RA)疾患病態制御の

可能性 

概要：RA 病態に IgG 抗体,特にコラーゲン、シトルリン化タンパク質に対するものが関与するが、こ

の IgG 抗体のシアル酸化が、炎症抑制に働いていることを、先ず、マウス RA モデルを用いて示し

た。又、強くシアル酸化した抗体を移入することにより RA 病態改善効果があることを示した。更にヒ

ト RA 患者血清を用いて IgG のシアル酸化が健常人に比べて有意に減少していることを示した。 

 



 

 

§２ 研究実施体制 
（１）研究チームの体制について 

①「研究代表者（黒崎・高橋）」グループ  

研究参加者 

氏名 所属 役職 参加時期 

黒崎 知博 大阪大学免疫学 

フロンティア研究センター 

特任教授 H21.11～ 

馬場 義裕 同上 特任准教授 H21.11～ 

伊勢 渉 同上 特任准教授 H23.4～ 

井上 毅 同上 特任助教 H23.１～ 

松本 真典 同上 特任助教 H21.11～ 

田中 伸哉 同上 特任助教 H25.4～ 

中川 理奈子 同上 特任研究員 H22.1～H25.4 

福山 英啓 理化学研究所 上級研究員 H25.4～ 

新中須 亮 同上 研究員 H24.6～ 

饗場 祐一 同上 研究員 H21.11～H25.3 

米谷 耕平 同上 研究員 H21.11～H26.5 

森山 彩野 同上 基礎科学 

特別研究員 

H21.11～H24.3 

馬場 朱美 大阪大学免疫学 

フロンティア研究センター 

特任技術職員 H21.11～ 

増田 春海 同上 特任技術職員 H21.11～ 

荒川 明美 同上 特任技術職員 H21.11～ 

高橋 宜聖 国立感染症研究所 室長 H21.11～ 

小野寺 大志 同上 主任研究官 H21.11～ 

安達 悠 同上 研究員 H25.4～ 

阿戸 学 同上 部長 H21.11～H26.3 

松村 隆之 同上 主任研究官 H21.11～H26.3 

福原 香織 同上 非常勤職員 H24.4～H25.3 

相澤 竜太郎 同上 M2 H21.11～H2４.3 

横井 勇祐 同上 M2 H21.11～H2４.3 

 

研究項目 

・ メモリーB 細胞の存在部位・活性化部位の同定    

・ メモリーB 細胞活性化に必須なほかの細胞系列要求性 

・ メモリーB 細胞活性・生存に必須なファクター検索 

・ RA・EAE モデルを用いた免疫寛容メカニズム 

 

②「共同研究者（古川）」グループ  

研究参加者 

氏名 所属 役職 参加時期 

古川 鋼一 名古屋大学医学系研究科 教授 H21.11～ 

大海  雄介 同上 研究員 H21.11～ 

近藤 裕史 同上 研究員 H22.4～H25.8 

水野 岳子 同上 研究補助員 H24.2～ 

 

研究項目 

・ IｇG シアル酸モデルの検定 



 

 

・ RA モデルを用いた免疫寛容メカニズム 

 

（２）国内外の研究者や産業界等との連携によるネットワーク形成の状況について 

 

名古屋大学医学部の整形外科の RA チームとの間で、RA の患者およびモデルマウスの解析方法

や情報について恒常的な討論を行う場を作るとともに、本プロジェクト以外の共同研究を計画中で

ある。 

東京大学医学部アレルギー•リウマチ内科の研究グループと、頻繁に意見交換を行いながら、緊密

な連携体制を構築した。 

大阪大学医学部・免疫アレルギー内科と連携し、関節リウマチ患者から採血し、末梢 B 細胞の解

析を行った。 

 



 

 

§３ 研究実施内容及び成果  
 

３．１ メモリーB 細胞の存在部位・活性化部位の同定（黒崎グループ、高橋グループ） 

(1)研究実施内容及び成果 

「メモリーB 細胞が何処に存在するのか」「何処で活性化されるのか」という場所の問題は、メモリー

B 細胞の機能発現を考える上で必須の課題である。 

 

この課題解決に古典的な組織切片を用いた実験の重要性はいうまでもない。これに加え、蛍光蛋

白質を用いた Fate mapping 法、増殖している細胞(S/G2/M 期)で蛍光を発する Fucci マーカー

（Sakaue-Sawano et al, Cell 2008）を導入して、in situ で「分化履歴のはっきりした細胞」の「活性化

状況」を測定できるようにした。 

 

モデル抗原 NP を用いた系で、主として IgM タイプ及び IgG1 タイプのメモリーB 細胞が作られるが、

IgG1 メモリーB 細胞は退縮した胚中心(GC)の近傍に存在し(図１)、２次抗原投与後にこの、GC 近

傍に存在する細胞が活性化することを明らかにした（図２）。IgG1 メモリーB 細胞とは異なり、IgM メ

モリーB 細胞は脾臓の濾胞に IgM ナイーブ B 細胞と同様、scatter して存在していることも判明した

（黒崎グループ）。このように IgM、IgG1 タイプメモリーB 細胞の存在様式が異なることは、それぞれ

の細胞の生存に必須のニッシェが異なることが考えられ、事実、後述するように、それぞれのメモリ

ーB 細胞に必須の生存因子も異なることが明らかになった。 

 

 

 

 

 

 

 
図1 IgG1メモリーB細胞は退縮した胚中心の近傍に存在

する 

NP-CGG/Alumにて免疫し 60日経過後の個体の脾臓を

免疫組織化学染色法にて解析した。CD38(緑)陽性領域

は B 細胞濾胞を示す。GL7(赤)陽性は胚中心を、IgG(青)

陽性細胞は 

IgGにクラススイッチした B 細胞を示す。IgG メモリーB 細

胞（IgG+CD38+GL7-）は胚中心(GL7+)の近傍に存在してい

た。 

 

 

 

 
図 2 Fucci-Green は、細胞が増殖をはじめて S

期に入るとGreenに発色する。確かに 2時抗原投

与時に GC 近傍に存在する IgG1 メモリー細胞

（red）が、増殖を始めていることを示している。 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

ウイルス感染を用いてのメモリーB 細胞の存在部位・活性化部位の同定 

インフルエンザウイルスを用いた気道感染の系では、クラススイッチした従来型のメモリーB 細胞が

近位リンパ節、および脾臓を始めとする全身の二次リンパ組織に誘導されることに加え、感染局所

の肺組組織に表現型の異なるメモリーB 細胞サブセットが存在することを明らかにした。さらに、ウイ

ルス再感染の際、この肺組織のメモリーB 細胞が、他の部位に存在する記憶 B 細胞に先駆けて活

性化し、感染防御に重要な役割を担うことを証明した。（図３）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
図 3 ウイルス再感染後のメモリーB 細胞の再活性と感染防御能の解析 

(A) インフルエンザウイルスを再感染する前（Pre）と感染 3 日後（Post-infection）に肺 (lung)、所属リンパ節 

(MLN)、脾臓 (spl)を摘出し、感染後のメモリーB 細胞の活性化頻度を比較した。方法として、アッセイ 24 時間前に

BrdUを投与し、BrdUの取り込み率から再活性化速度を計測した。(B) 精製した肺、脾臓メモリーB細胞をSCIDマ

ウスに T細胞とともに移入後、レシピエントマウスにインフルエンザウイルスを経鼻感染させた。感染６日後の気管

洗浄液中に含まれるウイルス濃度を比較することにより、移入したメモリーB 細胞の感染防御能を比較した。 

 

 

肺組織のメモリーB 細胞は、変異ウイルスへの交差結合性の高い抗体レパトアを発現する結果、侵

入した変異ウイルスに対し、優れた交差防御能を示すことを見いだした。さらに、この抗体レパトア

の獲得には、気道において異所的に形成される胚中心が重要な役割を担うことを明らかにした。

（図４） 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図４ メモリーB 細胞と胚中心 B 細胞の変異ウイルスへの交差結合性の解析 



 

 

感染株（X31）と変異株（Uruguay）に特異的な B 細胞同定技術を開発し、変異株に交差結合する B 細胞の割合を

組織間で比較した。(A) 感染 160-180日後のメモリーB細胞の交差結合性。（B） 感染 20、30、40日後の胚中心B

細胞の交差結合性。 

 

３．２ 他の細胞系列要求性の検定(黒崎グループ) 

 (1)研究実施内容及び成果 

メモリーB 細胞の迅速反応性は、従来 B 細胞内因的因子によって制御されていると考えられ、それ

故にメモリーB 細胞を単離して in vitro の研究手法を用いて研究がすすめられてきた。しかしながら、

この迅速反応性が T 細胞依存性抗体反応に典型的にみられることより、B 細胞内因的因子と B 細

胞以外の外因的因子の、両者が協調的に働いていると考える方がむしろ妥当性がある。外的因子

のうち、先ずどの細胞系列が必要とされるかを明らかにし、迅速反応性に寄与するメカニズムを明

らかにする目的で以下の実験を行った。 

 

メモリー特異的要求性を検索するためには、一次免疫後、おのおのの細胞群の depletion を誘導

的に行なう必要がある。従って、先ず、蛋白抗原を用いた免疫反応で、液性メモリー反応には T 細

胞の要求性が必須であることを CD4 抗体を用いて明らかにした(図５)。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

以上の実験結果はどの T 細胞サブセットが必要とされるのかは物語っていない。メモリーB 細胞の

近傍に存在する T 細胞が CXCR5+, PD1+で濾胞ヘルパーT(Ｔｆｈ)細胞由来のメモリーTfh 細胞の可

能性が強く示唆されたので、Tfh の分化過程を追跡できる実験系をセットアップした。特に重要な工

夫は、Tfh 活性化に必須の転写因子 Bcl6 のレポーターマウス(Kitano et al; Immunity 2011)をもちい

たことである。更に Bcl6flox マウスを作成し、Bcl6 をメモリーフェイズで欠損さすと、メモリーTfh 細胞

の数が減少し、結果的にメモリーTfh 細胞の枯渇を誘導できることが判明した(図６)。このようにメモリ

ーTfh 細胞を枯渇さすとメモリーB 細胞の活性化がほとんど生じないことが明らかになった。すなわ

ちメモリーT 細胞のなかで、メモリーTfh がメモリーB 細胞活性化に必須の役割を担っている。又、２

次免疫反応ではメモリーTfh細胞でBcl6が速やかに上昇すること、それとよく相関して IL-21の発現

がみられることより、Bcl6 の上昇がメモリーB 細胞活性化にも必須と考えられる(図７)。 

 
 

 

 

 

 

 

図５ メモリーB 細胞の再活性化には CD4 T細胞が必要である 

NP-CGG/alum にて免疫し、6 週間後に CD4 T細胞を除去するために抗 CD4 抗体もしくは 

コントロール Rat IgG 抗体を投与した。その後、NP-CGG/PBSにて再チャレンジし、抗 NP IgG抗体価を

ELISA法にて測定した。コントロール群は急速な抗 NP IgG抗体を産生するのに対し（黒丸）、CD4 T細胞除

去群では抗体価の上昇が認められなかった（赤丸）。 

 

図 6 Bcl6 を誘導性に欠損させるとメモリーTfh細胞数

が減少する 
Bcl6 flox x Rosa-ERT2-cre x TEa TCR Tg マウス由来

CD4+ T細胞（Cre-ERT2 x Bcl6 f/f）（CD45.1+）、あるい

は Rosa-ERT2-cre x TEaTCR Tg マウス由来 CD4+T

細胞（Cre-ERT2）（CD45.1+）を C57BL6J マウスに移入

し、翌日 NP-Ea-GFP/Alum で免疫した。6 週後タモキ

シフェンを投与した（2mg/匹、三回投与）。最後の投与

から10日目に脾臓に存在するドナーT細胞のCXCR5+

メモリーT細胞の数を計測した。 

 



 

 

 

図 7 メモリーTfh 細胞は再刺激後速やかに Bcl6や IL-21 を発現する 

（A & B）Bcl6 YFP x TEa TCR Tg マウス由来 CD4+ T細胞（CD45.1+）を C57BL6Jマウスに移入し、翌日

NP-Ea-GFP/Alumで免疫した。8 週後 NP-Ea-OVAで再免疫し、24 時間後のドナーT細胞の CXCR5 および

Bcl6-YFP発現（A）および脾臓における Bcl6-YFPの局在（B）を解析した。 

（C）IL-21-hCD2-reporter マウスを NP-2W1S-GFP/Alum で免疫した。6 週後 NP-2W1S-OVAで再免疫し、24 時

間後の 2W1S特異的 T細胞の hCD2 発現（IL-21 発現）を解析した。2W1S特異的 T細胞の検出には 2W1S/I-Ab

テトラマーを用いた。 

 

それでは、「メモリーTfh の Bcl6 の速やかな上昇を引き起こすメカニズムは何なのか？」を明らかに

する実験を次におこなった。ナイーブ T 細胞の場合樹状細胞(DC)が Bcl6 の発現上昇に必須であ

るが、メモリーTfh 細胞の場合 DC は要求されず、メモリーB 細胞が抗原提示細胞（APC）として重要

であることを示した(図８)。すなわち、メモリーB 細胞の重要な機能の一つは、APC 細胞として機能

し、近傍に存在するメモリーTfh細胞を直接活性化することを証明した。更に、メモリーB 細胞で活性

化されたメモリーTfh 細胞はナイーブ T 細胞に比べて極めて迅速に Bcl6 遺伝子の発現上昇がみら

れ(図７)、エピジェネテックに変化しており poised の状態にあることが強く示唆された。 
図 8 メモリーTfh細胞の活性化はメモリーB 細胞の抗原提示により誘導される 

Bcl6 YFP x TEa TCR Tgマウス由来 CD4+ T細胞（CD45.1+）を C57BL6Jマウスに移入し、翌日 Ea-GFP/Alumで免

疫した。6週後、B1-8hiメモリーIgG B細胞を in vitroで anti-MHC class II抗体で処理し、この C57BL6Jマウスに移

入した。翌日 NP-Ea-OVAで免疫し、24 時間後のドナーT細胞の CXCR5 および Bcl6-YFP発現を解析した。 
 

 

３．３ ファクターの検索（黒崎グループ、高橋グループ） 

(1)研究実施内容及び成果 

「メモリーB 細胞の迅速反応性・長期生存性を支える内因性ファクターは何なのか？」このファクタ

ーの同定・単離を行なう。 

 



 

 

長期生存性に関して、先ずナイーブ B 細胞の生存に必須とされている細胞表面レセプター（BCR, 

BAFF-R）の要求性から探索した。メモリーB 細胞生成後にこれらのレセプターを欠損さす必要があ

るため、BAFF-Rflox, B1-8flox マウスを作成した。実験結果は図に示したとおりである。BCR の場

合 IgMタイプ IgG1タイプのメモリーB細胞ともにその数の激減が見られた。BAFF-Rの場合（図９）、

IgM メモリーB 細胞はナイーブ B 細胞同様の要求性が認められたが、IgG1 メモリーB 細胞の場合、

その要求性は認められたが、依然として十分な細胞は残存しており、redundant なレセプター

(TACI, BMCA)が要求されるか、全く異なったタイプのレセプターシグナルが要求されることが判明

した。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

IgM 及び IgG1 メモリーB 細胞の BCR 要求性は、たんに BCR が細胞表面に発現しているだけでは

不十分で、細胞内シグナル伝達活性を有して初めて生存が担保されることも示すことができた。

PLC2 は BCR シグナルの一つの重要な径路であるが、この PLC２を BCR 同様にメモリーB 細胞

生成後欠損さすと、IgG1 タイプメモリーB 細胞の顕著な減少が見られた。結果、１次免疫反応に比

べて、２次メモリー抗体反応は非常に障害を受けていた(図１０)。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
図１０ IgG1 B細胞を特異的に PLCg2を欠損さすと、一次反応（１ｓｔ）は、あまり影響を受けなかったが、メモリー反

応（2nd）は大きく障害を受けた。 

 

図９ 記憶 B 細胞における Baff-R の生存要求性 

Baff-R(f/f) x ERT2cre x B1-8hi脾臓 B 細胞をコンジェニックマウスに移入し，NP-CGG/Alumで免疫した。4 週後、

tamoxifen投与により誘導的に Baff-Rを欠損させ、2週後に脾臓に残存している記憶 IgM B細胞および IgG1 B細胞数

を測定した。 

上：脾臓細胞の FACS プロット。および Baff-R の細胞表面発現レベルによる deletion の確認。 

下：1x106移入細胞数当たりの各 B 細胞サブセットの細胞数。 

 



 

 

メモリーB 細胞の迅速反応性を検定する実験系においては、抗原親和性が変化すると、その反応

性が変化すること、又、通常ナイーブ B細胞に比してメモリーB細胞の場合抗原親和性が上昇する。

従って、この実験の場合、BCR をハプテン NP 高親和性(NPhigh)に固定したノックイン BCR を用いて

抗原親和性をコントロールした状況で実験を行う必要がある。 

 

以上実験系を確立した後、先ず、IgM ナイーブ B 細胞に比べて IgG1 メモリーB 細胞が、再度の抗

原刺激により迅速にプラズマ細胞へ分化することを明らかにした。この迅速反応性を説明する仮説

として、今まで、BCR intrinsic 説と BCR extrinsic 説の２つが提唱され活発に議論されてきた(図１１)。

BCR intrinsic 説では、IgM では heavy chain の細胞内領域が殆ど存在しないが、IgG1 heavy chain

では２８アミノ酸からなる領域が存在し、この領域が一義的に IgG1 メモリーB 細胞の生物学的活性

を決定する上で重要であるという説である。この説を直接確かめるために、IgG1 クローンマウスを作

成し、IgG1ナイーブB細胞の樹立に成功した。この細胞は細胞表面BCRが IgG1にもかかわらず、

IgM タイプナイーブ B 細胞同様の挙動を示した。このことは、この IgG1 heavy chain 細胞内領域の

みでは、IgG1 メモリーB 細胞のユニークな生物学活性をしめすためには十分でないこと。即ち、抗

原による感作により初めて、BCR extrinsic ファクターも供給されて、プラズマ細胞への迅速分化能

を有すと考えられる（図１１）。 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 １１ メモリーB 細胞迅速反応性メカニズムの 2 つの仮説 

(1)BCR intrinsic 説：IgM BCR と IgG BCRではシグナルの伝達能力に差があるためこの違いが迅速反応性の違い

を引き起こすという仮説。 

(2)BCR extrinsic説：抗原感作により引き起こされる BCR以外の変化、すなわちシグナル分子、転写因子などの発

現量の変化が迅速反応性を可能にするという仮説。 

 

 

更にこの迅速分化能を支えるファクターを検索したところ、Pax5, Bach2 というプラズマ分化抑制転

写因子が、IgG1 メモリーB 細胞では有意に低下していることが判明した。この現象はヒトメモリーB

細胞の場合も認められている（Hematopathology; 2011）。Bach2 遺伝子の knockdown, 

haploinsufficiency mutant を用いた実験より Bach2 の抑制が直接的原因であることが強く示唆され

た(図１２)(黒崎グループ)。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 



 

 

 

 

図１２ IgG1 メモリーB 細胞の迅速反応性は転写因子 Bach2 の発現低下により引き起こされる 

ナイーブ B 細胞で高発現している転写因子 Bach2 は抗原感作により IgG1 メモリーB 細胞ではその発現が低下す

る。Bach2 はプラズマ細胞分化に必須の Blimp1 転写因子の発現を抑制しているが、IgG1 メモリーB 細胞では

Bach2の発現が低下しているため、Blimp1が発現しやすい状態になっている。そのため、IgG1 メモリーB細胞はプ

ラズマ細胞への迅速分化能を有すことができる。 

 

 

以上１）２）３）の実験結果より、「何故メモリー反応で IgG1 抗体が迅速に産生されるのか」という課題

に関して、黒崎らは以下のようなメカニズムを提唱している（Ise et al; Nat. Rev. Immunol (in press)）

(図１３)。 

メカニズム１；IgG1 メモリーB 細胞は２次抗原侵入に際して、抗原が一番最初に集積しやすい FDC

近傍に存在し、いち早く抗原を感受する。 

メカニズム２；IgG1 メモリーB 細胞は感受した抗原を endocytosis により取り込み class II 複合体とし

て細胞表面に提示する(APC 機能)。又、この IgG1 メモリーB 細胞近傍に存在している T 細胞、す

なわち、既に CXCR5+で B 細胞濾胞に存在しているか、T-B 境界領域に存在している、メモリーTfh

細胞が、メモリーIgG１細胞によって活性化される。 

メカニズム３；メモリーTfh 細胞は、おそらく poised 状態に陥っており、IgG1 メモリーB 細胞により、速

やかに Bcl6 を発現し、それに伴い IL-21 を発現する。 

メカニズム４； IgG1 メモリーB 細胞は、ナイーブ細胞とは異なり、Bach2 発現低下により、

pre-differentiated state に陥っており、メモリーTfh 細胞により、迅速に分化が誘導され、プラズマ細

胞へと分化する（IgG メモリーB 細胞プレ分化モデル）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

メモリーB細胞はTLR7/MyD88を高発現するものの、その機能的な役割はこれまで不明であった。

高橋グループは、インフルエンザワクチンに対するメモリーB 細胞応答を解析したところ、ヒト接種

用インルエンザワクチンとして長年使用されている全粒子ワクチン（TLR リガンドを含む）とスプリット

ワクチン（TLR リガンドを含まない）に対するメモリーB 細胞応答が質的に異なることを見いだした。

さらに、異なるワクチン剤型に対するメモリーB 細胞応答の質的な差が、メモリーB 細胞内因性の

TLR7/MyD88 シグナルに依存しており、このシグナルの存在下では、より親和性の高いメモリーB

細胞が優先的に再活性し、迅速にプラズマ細胞に分化することを見いだした。 

 

図１３ 迅速反応性メカニズム 



 

 

３．４ IgG シアル酸化モデルの検定（古川グループ） 

(1)研究実施内容及び成果 

「IgG 抗体の Fc 部位におけるシアル酸付加により炎症反応が negative に制御される」というモデル

は、自己免疫疾患の新規の治療薬開発の可能性を与えるもので、このモデルの妥当性検討は非

常に重要である。古川グループは遺伝学的手法を用いてアプローチした。 

 

活性化 B 細胞に特異的に alpha2,6-シアル酸転移酵素遺伝子（ST6Gal1、ST6Gal2）をノックアウト

して、コラーゲン誘導 RA に対する反応の比較検討を行った。まず、AID Cre マウスと交配した

ST6Gal1 f/f において、IgG 上のシアル酸の消失が確認された。このマウスを用いて、CIA 誘導時の

RA発症率と病像の比較検討を行った結果、ST6Gal1欠損マウスでは有意に高いRAの発症を示し

た。よって、生体内で IgG のシアル化がブロックされたマウスでは、RA 誘導における感受性が亢進

したことが示された(図１４)。 

 
図１４ 活性化 B 細胞特異的なシアル酸転移酵素（ST6Gali）の欠損による Col II 誘導 RAの発症率亢進  

A: ST6Gal1 のノックアウトによる IgG上の N型糖鎖の変化、B: Col IIによる RA誘導のスケジュール、C: シアル酸

欠損マウスにおける RA発症率の有意な亢進を示す。 

 

３．５ 末梢免疫寛容破綻メカニズムの解明（古川グループ、高橋グループ、黒崎グループ） 

(1)研究実施内容及び成果 

RA モデルを用いた検討(古川グループ、高橋グループ、黒崎グループ) 

古川らが見出した、IgG シアル酸モデルの妥当性に基盤をおき、RA に的を絞り、治療法開発へ向

かうべく戦略を練りなおしてマウス・ヒトを用いた研究を推進のため、以下の実験を行った。 

 
RA 高発性マウス（DR4）に対して、シトルリン化フィブリノーゲンの免疫による RA を誘導した時の血

中 IgG について、とくに抗フィブリノーゲン抗体 IgG 上の N-型糖鎖の質量分析による検討を行い、

total IgG、免疫血清中 IgG、フィブリノーゲン結合性 IgGの順にシアル化のレベルが低下することが

明らかになった。DBA/1 マウスに対するコラーゲン誘導 RA モデルでも同様の結果が得られた。 

 

マウス RA モデルのみならず、ヒト疾患でもシアル酸化程度を検討した。RA 患者血清中の IgG 上の

N 型糖鎖の質量分析の結果、健常人 IgG に比べて IgG 全体にシアル化のレベルが減少していた

（図１５）。ACPA（抗シトルリン化タンパク質抗体）とその他の IgG についてシアル化のレベルを比較

したが有意の差はなかった。IgG 上のシアル酸減少は、ガラクトース付加の減少に基づくことが示

唆された。 



 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図１５ RA患者血清 IgG 上の N型糖鎖構造の質量分析による検討 

A: 健常人血清中の IgG1 上の糖鎖における MS解析パターン。B: RA患者の血清中に存在する ACPA IgG1 上の

糖鎖の MS解析パターン. 変化が認められる主なピークを矢印で示す。C: RA患者血清中の ACPA抗体価を健常

人と比較して示す（ELISAの結果）。D: A と B の間で、IgG糖鎖のシアル酸化率を比較した結果の代表例。G0Fに

対する G2FS1の比率で示した。DBA/1マウスで CIAを誘導した場合にも類似の変化が認められた。FT、ACPAを

抗原カラムで精製した時の非結合画分。A、B の赤字はシアル酸化糖鎖を示す。    

 

以上 1)RA の病態と IgG シアル化の程度がマウス・ヒト共に相関していること、2)マウス遺伝学的実

験より、因果関係が存在しること、この２つのデータにより、この IgG シアル化を治療応用できる可能

性検定の実験を以下の要領で行った。抗コラーゲンモノクローナル抗体、抗シトルリン化タンパク

質モノクローナル抗体の同時注入による RA 誘導実験系において、両モノクローナル抗体の N-型

糖鎖のシアル酸修飾を、酵素遺伝子の操作によって行った後にマウスに投与した結果、高シアル

酸化 IgG の注入では RA 誘導能を認めなかった。また、DBA/1 マウスを用いて、コラーゲンによる

CIA を誘導した過程で高シアル酸化抗体を投与したところ、CIA 誘導に対する抑制作用が認めら

れた(図１６)。さらに高シトルリン化タンパク質モノクローナル抗体に替えて、高シアル化した無反応

性モノクローナル抗体を投与したところ、抑制作用は全く見られなかった。これらの事実は、RA を

惹起する抗原特異的 IgG 上の N 型糖鎖のシアル化制御が治療応用できる可能性を強く示すもの

である。 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

図１６ 自己抗体 IgG上の糖鎖修飾による RA発症抑制作用 

A：抗体産生ハイブリドーマ細胞へのシアル酸転移酵素、ガラクトース転移酵素 cDNA導入による過剰シアル酸化抗体

の調製。B：シアル酸化自己抗体を用いた Col II誘導 RAの抑制実験のプロトコール。C: シアル酸化抗体による CIAの

抑制の時間経過を示す。 



 

 

EAE モデルを用いた解析（黒崎グループ） 

以下の実験より、ヒト多発性硬化症の自己炎症マウス実験モデル EAE において、B 細胞の活性化

が IL-10 産生を介して、この自己炎症に対して抑制的役割を担っていることを見出した。 

 

先ず、B 細胞特異的カルシウムシグナル欠損マウスを用いて、EAE の炎症症状（下肢麻痺等）が、

予想に反して悪化することを見出した(図１７)。さらに、この、欠損マウスからメモリーＢ細胞を単離し、

抗原及び CD40 で共刺激をすると、野生型のメモリー細胞に比べて IL-10 産生の顕著な減少が認

められた。更に、このカルシウム欠損 B 細胞に強制的に IL-10 を発現した B 細胞では、EAE 炎症

を抑制できることが示された。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

図１７ EAEを誘発させた B 細胞特異的カルシウムシグナル欠損マウス 

B細胞特異的カルシウムシグナル欠損マウスに EAEを誘発させたところ、コントロールマウスに比較して EAEの症

状の悪化が観察された。 

 

次に、①どの B 細胞系列の細胞が IL-10 を産生しているのか。②又、この IL-10 産生が生体の中

で何時何処でおこっているのか。③産生された IL-10は如何なるメカニズムを用いて炎症抑制を誘

導しているのか、を明らかにする実験を行った。 

 

IL-10 が発現すると GFP が出現するマウス(IL-10 レポーターマウス)を用いて、B 細胞系列の中で、

活性化されたB細胞ではなく、CD138+プラズマブラストが IL-10を発現していた（図１８）。「プラズマ

ブラストでの IL-10 産生の重要性を検定」するために、Blimp1 ノックアウトマウスを用いた。このマウ

スでは、活性化された B 細胞は依然として存在するが、プラズマブラストが欠損し、予想通り IL-10

産生が生じず、EAE 炎症症状の悪化が認められた。又、このプラズマブラストは所属リンパ節の濾

胞の間、及び T 細胞領域に存在し、その近傍に IL-10 レセプターを発現している DC 細胞が存在

していた。更にリンパ節より DC を単離して IL-10 存在下で刺激すると Th1, Th17 細胞誘導能が抑

制されていた。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図１８ EAEを誘発させた IL-10

レポーターマウス 

IL-10 レポーターマウスに EAE

を誘発させたところ、所属リン

パ節の CD138+プラズマブラス

トが IL-10 を高発現した。 

 



 

 

 

以上の実験より、従来提唱されていた制御性 B 細胞モデルに対して、抑制的に働く特別な B 細胞

サブセットが存在するわけではなく、「炎症反応の negative feed-back メカニズムとしてプラズマブラ

スト細胞が IL-10 を産生している」（活性化 feed-back モデル）というモデル提唱に至った(図１９)。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
図１９ B 細胞による炎症反応の抑制モデル 

(左図)従来は、B10 細胞と呼ばれる特別な B 細胞サブセットが活性化された後に IL-10 を産生し、 

エフェクターT細胞の機能を抑制していると考えられていた。（制御性 B 細胞モデル） 

(右図)炎症反応が起こった際の negative feed-back メカニズムとして、IL-10 を産生するプラズマブラストが分化誘

導され、樹状細胞の機能を抑制することにより、エフェクターT細胞への分化を阻害する。（活性化 feed-back モデ

ル） 

 

 

以上マウスを用いて見出した現象を、ヒト免疫疾患に応用する第一歩は、ヒトでも活性化された B

細胞ではなく、プラズマブラストが IL-10 産性能力が高いのかどうか検定することである。健常人の

末梢血から B 細胞を単離し in vitro で刺激すると、マウスでみられたように、たしかに活性化した B

細胞ではなくプラズマ細胞で高い IL-10 産生能が認められた(図２０)。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

図２０ ヒトにおける IL-10 産生 B 細胞 

健常人の末梢血から B 細胞を単離し in vitroで刺激すると、CD27intプラズマブラストが IL-10 を高産生した。 
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and reactivation of virus-specific memory B cells.” 第 40 回日本免疫学会学術集会。千葉、

2011 年 11 月 28 日 

5. 近藤裕史（名古屋大学） “Negative regulation of LPS signals by globo-series 



 

 

glycosphingolipids.” 第 40 回日本免疫学会学術集会。千葉、2011 年 11 月 28 日 

6. 横井勇祐（国立感染症研究所/東京大学） “Localization and reactivation of virus-specific 
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1. 馬場義裕 第６回日本免疫学会研究奨励賞 「カルシウムシグナルを介した免疫制御機構」

2010 年 10 月１７日 

2. 黒崎知博 平成 24 年度科学技術分野の文部科学大臣表彰受賞 「アレルギー反応の制御因

子同定の研究」 2012 年 4 月 9 日 

3. 伊勢渉 第 7 回日本免疫学会研究奨励賞「抗体産生応答を制御する転写因子の機能解析」

2012 年 12 月 6 日 

4. 黒崎知博 第二回大阪大学総長顕彰〔研究部門〕 2013 年 6 月 25 日 

5. 馬場義裕 第二回大阪大学総長奨励賞〔研究部門〕 2013 年 6 月 25 日 

6. 伊勢渉 第二回大阪大学総長奨励賞〔研究部門〕 2013 年 6 月 25 日 

7. 黒崎知博 第三回大阪大学総長顕彰〔研究部門〕 2014 年 5 月 20 日 

8. 馬場義裕 第三回大阪大学総長顕彰〔研究部門〕 2014 年 5 月 20 日 

9. 伊勢渉 第三回大阪大学総長奨励賞〔研究部門〕 2014 年 5 月 20 日 

 

②マスコミ（新聞・ＴＶ等）報道 

1. 「多発性硬化症が悪化するメカニズムを解明」大阪大学プレスリリース 2011 年 4 月 29 日 

概要：本研究グループは多発性硬化症に類似する脳脊髄炎をおこす実験モデルを用いること

により、制御性 B 細胞の細胞外から細胞質内へのカルシウム流入が脳脊髄炎を抑制するため

に重要であることを発見しました。そして、そのカルシウム流入には、STIM というたんぱく質が必

須なことを明らかにしました。実際、B 細胞で STIM を欠損したマウスは脳脊髄炎を抑制すること

ができず、神経症状の重篤化がみられました。この発見は、制御性 B 細胞における STIM の機

能を人為的に操作することで、新たな多発性硬化症に対する治療法の開発に繋がる成果とし

て期待されます。 

2. 科学新聞（4 面）「B リンパ球の抗体産生細胞への分化」 2011 年 4 月 29 日 

3. 「B リンパ球の免疫応答の様子をリアルタイムで可視化」理化学研究所・大阪大学プレスリリース

2011 年 6 月 3 日 

概要：本研究グループは、免疫機能を持つ B リンパ球 1 が、抗体を長期に産生するのに必須の



 

 

免疫応答（胚中心反応）を行うための細胞分化が起きる場所を特定し、この細胞分化の後、胚

中心へと移動する B リンパ球やその働きを助ける T リンパ球 3 の様子をリアルタイムで可視化す

ることに世界で初めて成功しました。胚中心反応に必須の転写因子である Bcl6 に注目し、まず、

Bcl6の発現の詳細な追跡を、組織切片の観察やフローサイトメトリーによって行いました。さらに、

Bcl6 の機能が欠損した場合の B リンパ球の細胞移動の解析を、二光子励起レーザー顕微鏡と

いう特殊な顕微鏡を用いた最新の生体ライブイメージング技術を用いて行いました。その結果、

B リンパ球は、胚中心の外側にある濾胞外縁部と呼ばれる場所で Bcl6 の発現を開始すること、

この Bcl6 の発現によって胚中心へ移動することが明らかとなりました。Bcl6 は、胚中心反応を担

うもう一種のリンパ球である濾胞ヘルパーT 細胞の T リンパ球からの細胞分化にも必須であるこ

とが知られています。研究グループは、この濾胞ヘルパーT細胞における Bcl6の発現について

も、同様の解析を行いました。その結果、Bcl6 の発現が上昇して細胞分化した後、徐々に低下

し、免疫記憶をつかさどるメモリーT 細胞に似た増殖停止などの特徴を備え始めることを見いだ

しました。これらの成果は、抗体の長期産生や免疫記憶形成を促進する新しいワクチンの開発

へとつながるものと期待されます。 

4. 化学工業日報（朝刊 9 面）「免疫応答の可視化成功」 2011 年 6 月 3 日 

5. 日刊工業新聞（朝刊 24 面）「免疫システムの形成過程可視化」 2011 年 6 月 17 日 

6. 「B 細胞が肺炎球菌などに反応して活性化する仕組みを解明」理化学研究所・大阪大学プレス

リリース 2011 年 6 月 27 日 

免疫細胞の一種である B 細胞が、肺炎球菌などの病原体成分に反応して抗体を産生するため

には、抗原のシグナル伝達を担うアダプター分子「CIN85」が必須であることを解明しました。本

研究グループは、B 細胞内に存在し、細胞外からのシグナルの伝達を担うアダプター分子

CIN85 に注目し、このタンパク質が NF-κB という転写因子の活性化に必須であり、CIN85 が存

在しないと、病原体成分の一種である II 型 T 細胞非依存的抗原（TI-II 抗原）に対して抗体を産

生することができなくなることを発見しました。CIN85 による NF-κB の活性化の機構は、これま

で知られていなかった全く新しいメカニズムです。 

7. 読売新聞（朝刊）「多発性硬化症 カルシウム不足で悪化」2011 年 6 月 27 日 

8. 日刊工業新聞（朝刊 27 面）「肺炎球菌へのＢ細胞抗体 必須分子を特定」 2011 年 6 月 28 日 

9. 化学工業日報（朝刊 9 面）「Ｂ細胞 活性化の仕組み解明 アダプター分子『CIN85』 シグナル

伝達に必須」2011 年 6 月 28 日 

10. 日経産業新聞（10 面）「多発性硬化症 悪化防ぐ仕組み解明」2011 年 7 月 15 日 

11. 「免疫応答の要となる分子の閾値（いきち）決定機構を解明 – 細胞におけるアナログ情報のデ

ジタル変換」 理化学研究所プレスリリース 2014 年 5 月 10 日 

共同研究グループは、免疫細胞の 1 つである B 細胞の情報伝達経路「CARMA1-TAK1- IKK」

に注目し、この経路について詳細な分子動態の計測を行い、数理モデリングにより解析しまし

た。その結果、経路内に存在する細胞内情報を増幅する正のフィードバックが、B 細胞受容体

のアナログの分子情報をデジタル（0 か 1）活性に変換し、1 細胞ごとに NF-κB のいき値を決定

していることが分かりました。NF-κB の活性化に関わるリン酸化酵素「IKK」の異常と疾病との

関連はすでに広く知られていますが、本研究ではアダプター分子「CARMA1」の重要性も明ら

かになりました。CARMA1 の遺伝子異常は、がんやアトピー性皮膚炎の発症にも関与すること

が臨床データからも明らかであり、本研究成果はこれらの疾病の発症機構を解く鍵になると期

待できます。 

12. 日経バイオテク ONLINE 「理研と UCLA、B 細胞活性化に至る信号伝達がデジタル化される機

構を明らかに」 2014 年 5 月 21 日 

13. 「効率よく記憶免疫反応が起きる仕組みを解明」大阪大学プレスリリース 2014 年 7 月 29 日 

本研究では、免疫記憶を司っている主要な免疫細胞である記憶 B 細胞と記憶 T 細胞（記憶濾

胞性ヘルパーT 細胞）が近傍に存在していること、そしてこれらの細胞が直接相互作用すること

で、記憶免疫応答（記憶抗体産生応答）が効率良く誘導される仕組みが明らかとなりました。こ

の記憶抗体産生応答では記憶 TFH 細胞がキープレーヤーとして働きます。従ってこの記憶 TFH

細胞を効率良く誘導することができれば、より良い抗体産生を目的としたワクチン療法の新規開



 

 

発や改良が図れると期待できます。 

14. Medical Tribune 第 58 回日本リウマチ学会特集号 「抗シトルリン化蛋白抗体の糖差修飾 関

節炎抑制効果を有する可能性を指摘」 2014 年 7 月 24 日 

15. 科学新聞（8 面）「『記憶免疫反応』効率化の仕組み解明」 2014 年 8 月 22 日 

 

 



 

 

§５ 研究期間中の活動 
 

５． １ 主なワークショップ、シンポジウム、アウトリーチ等の活動 

 

年月日 名称 場所 参加人数 概要 

2010/8/19-

21 

The 4th International 

Conference on B Cells 

and Autoimmunity 

奈良ロイヤル

ホテル 

300 人 B 細胞と自己免疫をテーマ

に基礎研究者と臨床研究者

が集会、最新の研究を発

表・情報交換 

2011/1/18 サイエンスカフェ 

第三回 免疫の不思議 

アートエリア

B１ 

（大阪市北

区） 

80 人 「免疫の不思議」と題し、

CREST 研究内容を一般向

けに分かりやすく説明 

2011/8/21 免疫ふしぎ未来 2011 日本科学未

来館 

（東京都お台

場） 

1000 人 「免疫をつけてインフルエン

ザをふせぐ」と題し、CREST

研究内容を一般向けに分か

りやすく説明 

2012/7/28 サイエンスカフェ 

第 9 回体を守る免疫の

サイエンス「ワクチンはな

ぜ効くのか」 

アークカフェ 

（大阪市北

区） 

40 人 ワクチンの効く仕組みを、

CREST 研究内容を踏まえて

一般向けに分かりやすく説

明 

2012/8/19 免疫ふしぎ未来 2012 日本科学未

来館 

（東京都お台

場） 

1000 人 「インフルエンザと免疫」と題

し、CREST 研究内容を一般

向けに分かりやすく説明 

2012/11/10 サイエンスカフェ・オン

ザエッジ 

コマンタレヴ

ー（福岡市博

多区天神） 

40 人 一般向けに研究内容を踏ま

えて九州大学山崎晶教授と

のトークセッション 

2012/12/3 CREST-IFReC Special 

Seminar 

大阪大学 70 人 Dr. Nussenzweig 教授による

特別セミナー 

2013/8/11 免疫ふしぎ未来 2013 日本科学未

来館 

（東京都お台

場） 

2000 人 「インフルエンザ-変化するウ

イルスと免疫の戦い」と題し、

CREST 研究内容を一般向

けに分かりやすく説明 

2013/10/25 ラボカフェ アートエリア

B１ 

40 人 一般向けに CREST 研究内

容を紹介 

 

 



 

 

§６ 最後に 
 

本プログラム支援により、基礎研究・応用研究ともに、大きく進んだと考えている。例えば、その証

拠として、メモリーB 細胞の基礎研究は 2009 年からはじめたばかりであるが、高橋、黒崎がそれぞ

れの実験系を用い、又 CREST 支援により強力に推進することができ、Nat. Rev. Immunol.からこの

分野の進展と将来性に関しての執筆を依頼された。又、自己免疫疾患への応用に関しては、2014

年 keystone シンポジウムで黒崎が招待され発表したが、私たちの「活性化 feed-back モデル」は、

多くの研究者の支持を集め高く評価された。 

参加した研究者の curiosity-driven のポリシーで基礎研究を推進してきたが、中間評価で指摘され

たように、特に応用研究に向けては、戦略性をもってすすめることが重要と実感している。その点で

は、前半は不十分であったが、後半は、古川、高橋、黒崎が頻繁に議論をし、互いの強みを補え

あえる研究体制をひけてきたのではないかと考えている。特に古川のシアル酸化に関する研究成

果は、このような戦略が実を結んだもので、シアル酸化を用いた免疫医薬療法開発の重要なシー

ド提供になったと考えており、この実現に向けた研究を今後進めていく。 

 

 


