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⑥当初の研究目的（交付申請書に記載した研究目的を簡潔に記入してください。）  
 

 B リンパ球は骨髄幹細胞より発生分化し、最終的に抗体産生細胞に分化する。本研究は下記の各点よ

り Bリンパ球のホメオスターシスと活性化の制御機構を多面的に明らかにすることを目的としている。

（１） IL-5 による Bリンパ球のホメオスターシス制御に関して：１）我々は B-1 細胞の生存維持に IL-5

が必須であることを示してきた。また、B-1 細胞分化に必須である Btk も IL-5 により活性化されること

を示した。そこで、Btk の活性化機序の解明、B-1 前駆細胞の同定、IL-5 による B-1 細胞維持の分子レ

ベルでの解析、腸管における IL-5 産生細胞の同定を行う。２）IL-5 による IgG1 へのクラススイッチ機

構に関してその分子機構を IL-4 によるクラススイッチと比較解析するほか、IL-5 産生 Th 細胞の活性化

に関し、結核菌由来ペプチド応答 TCR トランスジェニックマウスを用いて明らかにする。（２） アダプ

ター分子による B リンパ球のホメオスターシス制御に関して： B リンパ球に高頻度に発現する Lnk ア

ダプター分子は B リンパ球前駆細胞の増殖を負に調節する。本研究において、１）Lnk が造血幹細胞に

発現しているか、細胞表面マーカーの検索、Lnk 欠損マウスや Lnk 遺伝子高発現マウスの細胞を用いて

細胞移植実験や遺伝子導入などにより詳細に解析する。Lnk 欠損マウスの造血幹細胞が正常な造血能を

有するか放射線照射マウスに移入して解析する。ドミナントネガティブ型の Lnk をレトロウイルスの発

現系に組み込んで造血幹細胞に導入後放射線照射マウスに移入し、機能的な造血幹細胞が産生される

か、解析する。２）Lnk のシグナル伝達系を解析するため、幹細胞因子 (SCF) 以外で幹細胞のホメオ

スターシスを制御する分子の探索をする。 

 



 

 

Ｓ中間－２ 

⑦これまでの研究経過（研究の進捗状況について、必要に応じて図表等を用いながら、具体的に記入してください。）  

（１）IL-5 と B リンパ球のホメオスターシス制御 
 １）B細胞の初期分化におけるIL-5 の役割を明らかにする目的で、マウス胎児肝血球系前駆細胞の培養系に、
IL-5 を添加し、プロB細胞の分化に及ぼす影響を調べた。IL-5 を添加しても、樹立したプロB細胞の性状、絶対
数に変化はなかった。プロB細胞をSCIDマウスに移入し、B-1 細胞の構築を調べたが、B-1 細胞数に変化がなか
った。IL-5 がB-1/B-2 細胞の分化決定因子である可能性は低いと考えた。２）マウス骨髄中に、CD19+ B220- 細
胞でIL-5 受容体α鎖(IL-5Rα)陽性細胞群を同定した。これらの細胞群は、近年Montecino-Rodoriguezらにより
報告された、B-1 前駆細胞と同一のフェノタイプを示した。IL-5Rα はB-1 前駆細胞の最適の初期マーカーであ
る可能性が初めて示唆された。B-1 細胞はB-2 細胞と異なる前駆細胞より分化すると考え、さらに解析を進めて
いる。３）成熟マウスにおけるB-1 細胞の生存や恒常的な増殖応答、LPSに対する粘膜リンパ固有層でのIgA産
生にIL-5 が必須であることを初めて示した。４）我々は、CD38 刺激したマウス脾臓B (B-2) 細胞をIL-5 刺激
するとIgG1 へのクラススイッチ組み換えが惹起されることを初めて見出した。IL-5 はクラススイッチ組み換え
に必須のAIDの発現、抗体産生細胞への分化の誘導に必須のBlimp-1 など多くの遺伝子発現を亢進した。５）興
味あることに、IgG1 へのクラススイッチ組み換え因子である、IL-4 は我々の培養系でIgG1 へのクラススイッ
チ組み換えを惹起しなかった。ところが、8-mercaptoguanosine (8-SGuo)存在下にCD38 刺激したB 細胞をIL-4
刺激するとIgG1 へのクラススイッチ組み換えが惹起された。8-SGuo はCD38 刺激B細胞にAIDの発現とDNAの二重
鎖切断を惹起したが、μ鎖からγ1鎖へのクラススイッチ組み換えを惹起しなかった。これらの事実は、IL-4 が
切断された二重鎖DNAの修復に関与する遺伝子の発現を亢進し、クラススイッチ組み換えを惹起することを示唆
しており、現在解析中である。以上より、IL-5 が自然免疫と獲得免疫の接点のサイトカインとして、Bリンパ
球のホメオスターシスを制御していることが明らかになった。 
６) T細胞依存性の免疫応答はTh1 細胞とTh2 細胞のバランスにより制御される。ナイーブなT細胞が効率よく
Th1 細胞に分化する際のT細胞抗原レセプター(TCR)の役割を明らかにするため、結核菌の分泌するAg85Bと、そ
の主たるT細胞エピトープである、Peptide-25 とI-Abを認識するTCR遺伝子を単離し、トランスジェニックマウ
ス（P25 TCR-Tg）を作出した。P25 TCR-Tgのナイーブ CD4+ T細胞は抗原提示細胞（APC）とPeptide-25 刺激に
よりTh1 に分化し、APCとPeptide-25 の１アミノ酸変異体(APL)刺激によりTh2 に分化することを見出した。７） 
IL-5 がTh2 細胞やマスト細胞以外の非造血系細胞により産生されることが示唆された。 

（２）アダプター分子による B リンパ球のホメオスターシス制御 
 １）Lnk は、APS, SH2-Bなどと類似の構造を保持しているアダプター分子である。遺伝子欠損マウスを詳細に
解析し、LnkがB細胞の初期分化を抑制性に制御することを明らかにした。さらに、Lnk欠損によって造血幹細胞
が著増すること、精製した造血幹細胞を個別に競合条件下に放射線照射したマウスへ移植することにより、個々
の幹細胞の造血能が亢進していることを明らかにした。Lnk ファミリー分子群のうちAPSが、Lnkとともに
Lin-c-kit+ Sca-1+ 造血前駆細胞の一部で発現していることを確認した。２）Lnk/APS重複欠損マウスを作製し
造血前駆細胞への影響を検討したが、Lnk単独欠損と同様のフェノタイプしか見られなかった。造血幹細胞・前
駆細胞では、Lnkファミリー間での重複作用はないと解釈した。３）Lnkを介する抑制性機構をコントロールす
ることで、造血幹細胞の造血能を向上させ、骨髄移植に伴うリスクの軽減ができるのではないかと考え、Lnk
阻害分子の開発とその骨髄移植モデルにおける効果を検討した。種々のLnk変異体を作製し増殖抑制への効果を
検討した結果、SH2 領域の点変異にPHドメイン欠損とC末端領域欠損を組み合わせることにより、効果的に野生
型Lnkの機能を阻害するドミナントネガティブ変異体として働きうることを明らかにした。このドミナントネガ
ティブLnk変異体をマウス骨髄造血前駆細胞に発現させ移植すると、造血能の亢進が見られた。４）APSがB-1
細胞の生存維持に関与することを明らかにした。APS欠損マウスを作製し、B細胞分布と抗体産生能を解析した
ところ、腹腔内のCD5 陽性B-1a細胞が有意に増加し、血清中IgG3 抗体の増加、２型胸腺非依存性抗原に対する
IgM、IgG3 抗体産生の亢進が認められた。APSトランスジェニックマウスでは、APS欠損マウスと逆に、腹腔B-1
細胞の減少がみられ、BCR刺激によるB細胞増殖応答の低下が観察された。BCR刺激によるCa2+ 流入、チロシンキ
ナーゼの活性化やc-Cbl、Vav等の他のアダプター分子群との会合、Akt、Erkの活性化等に野生B細胞と有意な差
は見られなかった。興味あることに、F-アクチン量がAPS発現と相関すること、活性化B細胞でAPSの細胞内局在
がF-アクチンと一致するなど、APSとアクチン細胞骨格の関与が示唆される結果が得られた。５）Lnk/APS重複
欠損マウスのB細胞は、それぞれの単独欠損の表現型を合わせたものであり、末梢B細胞においてもLnkファミリ
ー間で重複する作用はみられなかった。 

（３）その他 
１）Peptide-25 によるTh1 誘導は、既知の副刺激分子を発現しておらず、サイトカイン産生をしないChinese 

Hamster Overy細胞 (CHO) にI-Ab遺伝子を導入した細胞とPeptide-25刺激によっても再現できた。２）P25 TCR-Tg
のナイーブ CD4+ T細胞をI-Abを発現したCHOとPeptide-25 により刺激すると 3 時間と 15 時間をピークとした二
相性のTh1 特異的転写因子T-betの発現が誘導され、Th2 特異的転写因子GATA-3 の発現が持続的に低下し、IFN-γ、
IL-12 非依存性にTh1 細胞への分化が誘導された。一方、同じ培養条件化でAPL刺激をするとT-betの発現誘導は
見られず、GATA-3 の発現は維持された。これらのことから、TCRとペプチド/MHCクラス 2 分子の相互作用のみ
でヘルパーT細胞の分化が規定されうることが示唆された。TCRからのシグナルのみでTh1 への分化の運命づけ
がなされる可能性が示唆されたので、今後TCRとPeptide-25/MHC class II, APL/MHC class IIの親和性の違い
や、それらを介するシグナル伝達の違いを分子レベルで明らかにする必要があると考え、準備を進めている。 

 

 



 

 

Ｓ中間－３ 

⑧特記事項（これまでの研究において得られた、独創性・新規性を格段に発展させる結果あるいは可能性、新たな知見、学問的・学術

的なインパクト等特記すべき事項があれば記入してください。） 

（１）IL-5 と B リンパ球のホメオスターシス制御 

 １）Bリンパ球には２つの異なる細胞群（B-1 とB-2）がある。B-1 細胞の分化経路がB-2 細胞のそれとは異なる独自

の分化系列であるか、B-2 細胞で自己抗原に応答する細胞群が正の選択を受けて増殖するのか、については論争の的

である。本研究で、マウス骨髄中にCD19+ B220- IL-5Rα+ B細胞群を見出したが、多くの状況証拠からそれらはB-1 細

胞の前駆細胞である可能性が高い。IL-5Rα は成熟B-1 細胞に選択的な発現が見られる。我々の結果は、B-1 細胞とB-2

細胞が異なる前駆細胞から分化してくる仮説を支持するものであり、IL-5Rα の発現制御を司る転写因子がB-1 細胞

系列の分化に重要な役割を持っている可能性も示唆するものである。これらの研究は、B-1 細胞の分化経路の解明や

自己抗原応答性B細胞の選択のメカニズムの解明のみならず、B-1 細胞分化のマスター遺伝子の解明への手がかりを与

えるものであり、独創性・新規性がきわめて高い。２）抗体のクラススイッチ組み換えは、抗原特異性を保持しなが

ら、その機能を変換するのに必須である。クラススイッチ組み換えにはAIDの発現、２重鎖DNAの切断と組み替え、そ

の修復が必須である。しかし、AIDの発現制御の機構やDNA組み換えのメカニズムは不明の点が多い。本研究により、

CD38 刺激したB-2 細胞を 8-SGuo刺激するとAIDの発現は惹起されるがクラススイッチ組み換えが起こらないことが初

めて示された。この実験系を利用することによりAIDの発現制御の分子機構と、クラススイッチ組み換えに関与する

新規の機構が明らかにできると期待している。また、８-SGuoがどのような受容体を介してB細胞にAIDの発現を惹起

するか解明できる。8-SGuo存在下にCD38 刺激したB 細胞をIL-4 刺激するとIgG1 へのクラススイッチ組み換えが惹起

されるので、IL-4 によりコントロールされる切断二重鎖DNAの修復系も明らかにできる。このような実験系は極めて

ユニークであり、新規性に富む。 

（２）アダプター分子による B リンパ球のホメオスターシス制御 

 １）我々は、Lnk が、c-Kit シグナル系を活性化し惹起される、細胞の増殖シグナルに拮抗して、細胞の増殖を制

御することを報告してきた。本研究で得られた結果は、Lnk がアクチン細胞骨格制御にも参画し、免疫担当細胞の産

生及び機能調節を行っている可能性を示唆している。Lnk のシグナル伝達系の同定、標的遺伝子群の発現変化などの

解析を推進することにより、造血幹細胞をはじめ、B 細胞、肥満細胞、インスリン反応性細胞などの増幅・制御法の

確立及び免疫システムの恒常性維持機構の理解に有用な情報が得られるものと期待している。結果として、アダプタ

ー蛋白質の作用機構および生理作用の理解に貢献するものと思われる。このような研究は国内外にあまり例がなく、

新規性・独創性に富むと考える。２）我々はマウス Lnk の機能を細胞内で制御しうる変異体を作成した。Lnk 変異体

により造血前駆細胞に内因性に発現する Lnk の機能を阻害することが可能であり、造血能を亢進させることも骨髄移

植モデルで確認した。Lnk ファミリー蛋白質群がアクチン細胞骨格制御に関与し細胞動態に影響しうることを考慮す

ると、造血前駆細胞の移植後早期の生着を亢進させる可能性もある。Lnk 変異体はプラスミド DNA の導入による一過

性発現でも造血前駆細胞の骨髄再構築能の亢進に効果があり、染色体へのベクターの組込みによる外来遺伝子の長期

発現や異所性発現あるいは内因性遺伝子の破壊や制御異常などのなどの副作用の危惧が非常に少ない方法にて、造血

前駆細胞の骨髄再構築能の増強を達成した点でインパクトが高い。骨髄への遊走、生着、骨髄微小環境内での増殖・

分化等を検討するモデル系として使用できる。造血幹細胞の機能解明の面からも大変有用である。造血幹細胞の増

幅・制御、免疫担当細胞の供給源の確立への応用も考えられ、新規性・独創性に富む。 

（３）その他 

１）ナイーブな Th 細胞から Th1、Th2 細胞への分化は TCR からのシグナル存在下にサイトカインや副刺激分子によ

って調節される。しかし、TCR シグナルそのものが分化を調節しうるかは明らかではない。我々は P25TCR-Tg マウス

を作出し、Peptide-25/MHC class II による TCR からのシグナルのみで、Th1 細胞への分化の運命付けがなされると

いう、斬新な知見を示した。さらに、Peptide-25 の 1 アミノ酸変異体 (APL) が Th2 細胞への分化を規定できること

も示した。今後 TCR と Peptide-25/MHC class II, APL/MHC class II の親和性の違いや、それらを介する細胞内シグ

ナル伝達系を分子レベルで明らかにする必要がある。我々の知見は、これまでとは異なった観点から Th 細胞の分化

を人為的に調節しうるシステムを開発出来る可能性を示しており、新規性・独創性が高い。２）P25 TCR-Tg マウスの

T 細胞が結核菌感染マクロファージと応答して増殖することや、結核菌感染の標的細胞の同定や抗結核免疫のエフェ

クターT 細胞の動態解析にも利用できるので、世界各国の結核免疫研究の先駆者らと国際共同研究をスタートした。

P25 TCR-Tg マウスがヒト結核ワクチンの開発研究や検定に貢献が大きいと期待している。３）APC のクロスプライミ

ングのメカニズムは不明である。我々の開発した、クロスプライミング活性増強システムはユニークであり、その細

胞性ならびに分子機構の解明に大きな貢献ができると期待している。 



 

 

Ｓ中間－４－１ 
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