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緒　言

　活性化した B 細胞がクラススイッチ組換えを経ずに形質細胞に分化すると IgM クラスの抗体を分泌する。また、活
性化した B 細胞がクラススイッチしてから形質細胞に分化した場合には、クラススイッチしたクラスの抗体（IgG、
IgE、IgA など）を分泌する。このように分泌される抗体の質の多様性は、活性化 B 細胞の分化経路を変化させること
によって形成されることが知られている。この抗体の質の変化に関わる活性化 B 細胞で起こる二つのイベント「クラ
ススイッチ組換え」と「形質細胞への分化」は相互排他的な過程であり、それぞれに必要な転写因子の多くは既に同定
されているにも関わらず、分化の方向を決定する初期過程に関する知見はほとんど無い。一般に細胞の分化は
instructive な（方向付け）シグナルと細胞内の確率的な現象によって決定されることが知られているが、多くの場合
このシグナルの実態は明らかになっていない。活性化 B 細胞の分化においても同様な機構の存在が示されている１,２）

が、『形質細胞に分化するのか？クラススイッチ組換えを誘導するのか？』を決定している確率的変化や方向付けシグ
ナルの実態は、今のところ明らかにはなっていない。
　私たちは、活性化 B 細胞に起こる様々な変化を調べた結果、活性化 B 細胞はミトコンドリアの機能的相違によって、
クラススイッチしやすい細胞集団と、形質細胞に分化しやすい細胞集団に事前に区別できることを見出した３）。すなわ
ち、ミトコンドリア活性の高い細胞ではクラススイッチ組換えが誘導され、低い細胞では形質細胞への分化が誘導され
ることが明らかになった。このミトコンドリア機能の変化は、ミトコンドリアで発生する活性酸素量の違いを生み、発
生した活性酸素はミトコンドリアでのヘム合成を抑制することも見出した。この時、活性化 B 細胞で合成されたヘム
は、クラススイッチに必要な転写因子 Bach2 の機能を抑制することによって、形質細胞への分化を促進することも明
らかになった。しかしヘムだけでは、これらの一連の実験で観察されたすべての現象を説明することは難しく、ミトコ
ンドリア活性に依存して変化する因子の中に、活性化 B 細胞の分化を制御する未知の重要な因子が存在する可能性が
想定された。
　そこで私たちは、この細胞集団をさらに詳細に調べることによって、活性化 B 細胞の分化決定プログラムの初期過
程を明らかにすることを目指した。In vitro にて、クラススイッチ（形質細胞分化）誘導した脾臓 B 細胞から、ミトコ
ンドリア機能の違い（ミトコンドリア量･ミトコンドリア膜電位とも高い細胞集団 P1 と、ミトコンドリア量･ミトコン
ドリア膜電位とも低い細胞集団 P2）によって分取した細胞を用いて、RNA 発現量、タンパク発現量などを調べること
によって、「クラススイッチ組換え」と、「形質細胞」への分化を決定する初期因子の同定を試みた。
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方法、結果および考察

図 1． 活性化 B 細胞分化過程の模式図
活性化した B 細胞は、クラススイッチ組換えやアフィニティー成熟に向かう細胞と、形質
細胞に分化する細胞とに分類される。どちらの運命をたどるかによって、最終的に作られ
る抗体の質が変化する。

　CD43-細胞を MACS にて精製した脾臓ナイーヴ B 細胞を、in vitro にて Lipopolysaccharide（LPS）と Interleukin-4
（IL-4）刺激にて（クラススイッチ組換えと形質細胞への分化）誘導を行う。誘導二日目の細胞を用いてクラススイッ
チしやすい細胞集団（P1）と形質細胞に分化しやすい細胞集団（P2）をセルソーターで分離した。それぞれの細胞で
発現している RNA を DNA アレイで調べ、それぞれの細胞で発現しているタンパク質を iTRAQ 法を用いたショット
ガン解析で調べた（図 2）。DNA アレイで得られたデータの M-A plot を図 3 に示す。
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図 2． 活性化 B 細胞のミトコンドリア状態の FACS 解析
In vitro で活性化した B 細胞を、ミトコンドリア量、ミトコンドリア膜電位をモニターで
きる蛍光色素で染色し FACS 解析した。ミトコンドリア状態の違いによって大きく二つの
細胞集団に分けられ、それぞれの分布する領域ごとに P1、P2 と名付けた。解析の結果 P1
はクラススイッチしやすい細胞集団であり、P2 は形質細胞に分化しやすい細胞集団であっ
た。これらの二つの細胞集団の機能的な違いを生み出す背景となる遺伝子発現の違いを検
索する目的にて、それぞれの細胞集団をソートし、RNA とタンパク質の発現を調べた。
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図 3． P1 対 P2 の M-A plot
P1 と P2 のアレイデータから発現変動の大きい遺伝子の上位 50 位を赤で表示した。
このうち形質細胞分化に重要な転写因子 Xbp1 は青で表示した。

表 1． Gene Set Enrichment Analysis（GSEA）による上位 20 位までの解析結果

　
P1 と P2 のアレイデータを用いて GSEA を行った。
左に P1 で発現の高い遺伝子群、右に P2 で発現の高い遺伝子群を示す。
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　さらに Gene sets enrichment 解析により、最も発現に差のある遺伝子セットを調べた。ミトコンドリア活性の高い
細胞（クラススイッチしやすい細胞）では、信頼性の高い順に①RNA 分解、②スプライソソーム、③相同組換え に関
与する遺伝子の発現が高いことが明らかになった。ミトコンドリア活性の低い細胞（形質細胞に分化しやすい細胞）で
は、信頼性の高い順に①タンパク輸送、②リボソーム、③ナトリウム再吸収、に関与する遺伝子の発現が高いことが明
らかになった。これに続く遺伝子セットとしては④オートファジー制御、⑤リソソーム なども上がってきている。④
⑤は既に形質細胞分化との関連が報告されている。しかし、これらの発現解析データとタンパク質の発現解析データで
は、結果の一致しない因子も多く、もう少しサンプル数を増やすことによって、データの信頼性を高める必要がある。
　上記解析に加え、もう少し個々の遺伝子の発現変化を詳細に調べることによって、ミトコンドリア活性と相関の高い
遺伝子を見出す作業を行う必要がある。ミトコンドリア活性に依存して変化する真の細胞分化制御因子を同定するた
めには、上記遺伝子発現の解析に加えて、同様の細胞（ミトコンドリア活性の高い細胞 P1 と、低い細胞 P2）を用いた
メタボローム解析を行うことも必要である。遺伝子発現データとメタボローム解析で得られたデータを合わせて総合
的に判断することによって初めて、ミトコンドリア活性に依存して変化する細胞分化を制御する候補因子を絞り込むこ
とが可能になる。このように、今後今回得られたデータを発展させて活性化 B 細胞分化過程の理解を深めたい３,４）。
　最後に、本研究にご支援を賜りました上原記念生命科学財団に深く感謝いたします。
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