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緒 言 

 

アレルギー疾患の主な原因として知られる IgE抗体は、B細胞が IL-4の刺激により IgE型にクラススイッチし、プ

ラズマ細胞に分化して産生する。アレルギー患者において血中 IgE抗体価はしばしば高値であるが、IgE自体の血中半

減期は２日以下と非常に短く、健常個体の血中 IgE濃度は極めて低い。また、寄生虫感染等により一過性に産生されて

もすぐに元の血中濃度に戻る。さらに、 IgE 陽性B 細胞は健常人はもちろんアレルギー患者においても、また実験動

物においても血中やリンパ組織中には僅少であり、 そのため、IgE 陽性B 細胞が個体内のどこでどのように産生され

るかについては最近まで分かっていなかった。 
T細胞依存性免疫応答においては、抗原受容体（BCR）を介して始めて抗原を認識した IgM型B細胞は活性化・増

殖の後、クラススイッチを経て、主に IgG型のプラズマ細胞か膜型（m）IgG陽性の胚中心（GC）B細胞へと分化す

る。さらにGC B細胞の一部は記憶B（memory B: Bm）細胞か長期生存プラズマ（long-lived plasma: LP）細胞へと

分化し、免疫記憶を形成する。一方、mIgE＋ B 細胞は主に mIgG＋ GC B 細胞から更なるクラススイッチにより産生

されるが、直ちに短命のプラズマ細胞へと分化して死に至るため、IgE陽性のBm細胞やLP細胞はほとんど形成され

ない、ということが mIgE のレポーターマウスを用いた解析により最近分かってきた（図 1）。しかし、アレルギー患

者では血中 IgE が長期に高値であることが多く、 その場合、IgE の短い血中半減期を考慮すると、IgE を産生し続け

るLP細胞が存在すると考えざるを得ない。また、IgEが長期間低値であっても抗原再暴露により再発する花粉症や食

物アレルギーの場合には mIgE＋ Bm 細胞の存在が想定される。mIgE＋ GC B 細胞が正常ではどういうメカニズムで

短命のプラズマ細胞へと分化するのか、また、それにも拘わらず、長期的な IgE 産生および IgE 型免疫記憶を特徴と

するアレルギー疾患がどうして発病するのかは大きな謎であった。 

図1．正常な免疫応答において IgE型B細胞は胚中心で産生されるが、免疫記憶担当細胞とはならない 
 
私たちは、独自に開発したB細胞培養系（iGB培養系［1］）を用いて、増殖したGC様B（iGB）細胞に発現させた

mIgEと他のクラスの機能を比較した結果、他と異なりmIgEは細胞表面に発現するだけでプラズマ細胞への急速な分

化とアポトーシスを誘導することを見出した。この自発的なmIgE のシグナル伝達にはSyk の下流の 2 つの独立した
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経路が必要であり、BLNK-JNK/p38 経路はアポトーシスとプラズマ細胞分化を促進し、CD19-PI3K-Akt 経路はプラ

ズマ細胞分化に必須であることを明らかにした。また、この mIgE 特有のシグナル誘導の責任領域は mIgE の細胞外

領域にあり、mIgG1 とのドメイン置換実験からmIgE 定常領域CH1~CH4 ドメインの全てが必要があった。さらに、

CD19経路の活性化にはmIgEの細胞膜直上に位置するEMPDというドメインが必要であり、ここはCD19との結合

に必要十分であった（図2）。BLNK欠損マウスでは、免疫後早期の IgE産生プラズマ細胞の形成が低下しただけでな

く、mIgE＋ GC B細胞が増加し IgE陽性のBm細胞・LP細胞が形成維持され、血中 IgE抗体が長期に渡って高値で

維持された。そのため、再免疫により激しいアナフィラキシー反応を起こした。CD19ヘテロ変異マウスでも同様の異

常が見られた［2］。 
上記の結果から、mIgEの自発的シグナル伝達経路の欠陥による IgE型のBm細胞・LP細胞の形成が、少なくとも

マウスにおいてはアナフィラキシーの原因となることが分かった。同様のメカニズムがヒトのアレルギー疾患の発病に

も働いている可能性がある。そこで本研究では、GC B細胞上に発現したmIgEからどのように自発的なシグナルが誘

導され下流へと伝達されるか、その全貌を解明することを目的とした。そして、その結果を基に、見出された自発的

mIgE シグナル誘導機構またはシグナル伝達経路のいずれかの欠陥が実際にヒトのアレルギー疾患の原因となってい

るのかについて明らかにすることを最終目標とした。 
 本研究により、転写因子STAT3がBLNKおよびCD19を介した自発的膜型 IgEシグナルにより活性化すること、

その活性化STAT3が in vitroで胚中心B細胞から形質細胞への分化を誘導し、in vivoでは IgE陽性胚中心B細胞の

増殖維持を抑制することを見出した。また、アレルギー罹患者の IgE 陽性記憶B細胞に存在する種々の体細胞変異遺

伝子を見出した。 
 

 
 

図2．IgE型胚中心B細胞の排除を促す膜型 IgEシグナル経路 
 
 
 

PI3 K 

Akt 

IRF4  

プラ ズマ 
細胞分化 

Syk 

BLNK 

p 3 8  JNK 

アポト ーシス 

CH1  CH2  

CH3  

CH4  

EM PD 

CD1 9  

膜型Ig E 

Ig 
Ig  

 

2



上原記念生命科学財団研究報告集、 32 （2018） 

 

 
3 

方法および結果 

 
1. 自発的mIgEシグナルの誘導メカニズムの解明 
 重症のアトピー性皮膚炎や高 IgE血症を呈する高 IgE症候群（hyper-IgE syndrome: HIES）の一部でSTAT3遺伝

子のドミナントネガティブ型のヘテロ変異が見出されている。すなわち、STAT3 の機能不全がこのアレルギー疾患の

原因の一つであると考えられた［3］。そこで、STAT3 が自発的mIgE シグナル伝達の下流で働いていると想定し、上

述のマウス iGB細胞を用いて検討した。 
 まず、Cγ1-CreおよびB1-8-floxという2つのノックイン IgHアレルを有するマウスのB細胞を IL-4存在下で iGB
細胞培養を行い、内在性 IgH 鎖が欠失した iGB 細胞に IgM、IgG1、IgE の各 mIgH 鎖を導入した。これらの細胞の

BCRを種々の時間刺激し、ウェスタンブロット法にてSTAT3の活性化を調べた。その結果、mIgEを発現させた時だ

けSTAT3の活性化を示すチロシンリン酸化が刺激前および刺激後15分までに誘導された（図3）。したがって、mIgE
の自発的シグナルはSTAT3の活性化を誘導することが分かった。 

図3．B細胞表面に発現した膜型 IgEはSTAT3の活性化を誘導する 
IgH Cγ1-Cre/ B1-8-flox Igκ －/－ マウスの脾臓B細胞を、40LB細胞（CD40LとBAFFを発現させたBalb/c 3T3
細胞）フィーダー上で、IL-4を加えて2日間培養した後、この細胞にレトロウィルスベクターを用いてIgM、

IgG1、IgEの各mIgH鎖を導入した。その後3日間培養した各細胞からフィーダー細胞を除き、NP-BSA
（牛血清アルブミン）により図に記した時間刺激し、その細胞溶解物をSDS-PAGEした後、抗チロシンリ

ン酸化（pY705）STAT3抗体、および、抗STAT3抗体を用いてウェスタンブロット解析を行った。 
 
次に、mIgE の自発的シグナル伝達を担う BLNK と CD19 をそれぞれ欠損するB 細胞を iGB 細胞培養し、その細

胞内の STAT3 の活性化をウェスタンブロット法にて調べたところ、それぞれにおいて活性化型チロシンリン酸化

STAT3の量が正常 iGB細胞と比べて減少していた（図4）。よって、mIgEの下流でBLNKとCD19が協調してSTAT3
の活性化を誘導していると考えられた。 

図4．膜型 IgE シグナルはCD19とBLNKを介してSTAT3の活性化を誘導する 
正常なC57BL/6（WT）マウス、CD19 －/－マウスあるいはBLNK －/－マウスのB細胞を40LB上

で IL-4 を添加して 4 日間培養した後、フィーダー細胞を除いた各細胞の溶解物を SDS-PAGE し

た後、抗チロシンリン酸化（pY705）STAT3抗体、および、抗STAT3抗体を用いてウェスタンブ

ロット解析を行った。 
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さらに、恒常活性型STAT3あるいはSTAT5, STAT6を通常のマウスB細胞由来の iGB細胞に導入し、それぞれGC 
B細胞とプラズマ細胞のマーカーであるBCL6とCD138の発現をフローサイトメトリーにより調べた。その結果、恒

常活性型 STAT3 の強制発現により、BCL6 陽性細胞が著しく減少し CD138 陽性細胞が著しく増加した。恒常活性型

STAT5 も同様にBCL6 陽性細胞の抑制を引き起こしたが、CD138 陽性細胞の誘導の程度は弱かった。活性型STAT6
は逆にBCL6陽性細胞を増加させた（図5）。 

図5．恒常活性型STAT3は胚中心B細胞からプラズマ細胞への分化を誘導する 
正常なC57BL/6マウスのB細胞を40LB上で IL-4を添加して2日間培養して作製した iGB細胞に、恒

常活性型（CA）STAT3、STAT5、STAT6の各cDNAが組込まれた、あるいは空（Empty vector）のレ

トロウィルスベクターを感染させ、さらに 2 日間培養後、抗 CD138 抗体と抗BCL6 抗体を用いてそれ

ぞれ細胞表面、細胞内を染色し、フローサイトメトリーにより解析した。図には IgG1陽性細胞のみにゲ

ーティングした結果を示した。 
 
最後に、ニトロフェニル（NP）抗原特異的なBCRを発現するB1-8hiノックインマウス由来の iGB細胞にSTAT3

のノックダウンベクターあるいはコントロールベクターを導入し、これらの iGB 細胞をマウスに移入した後、マウス

をNP-鶏γグロブリン（CGG）で免疫した。その1週後に脾臓のドナー由来のGC B細胞について IgG1と IgEの発

現をフローサイトメトリーにより調べた。その結果、STAT3がノックダウンされた方では IgE陽性のGC B細胞が著

しく増加していることが見出された（図6）。すなわち、自発的mIgEシグナルによる IgE陽性GC B細胞の排除には

STAT3が関与していることが示唆された。 

図6． STAT3は IgE型胚中心B細胞の排除に必要である 
IgH  B1-8hi CD45.1 ＋/＋ マウスの脾臓B 細胞を40LB 上で IL-4 を添加して2 日間培養して作

製した iGB細胞に、STAT3 RNAi配列（shSTAT3）あるいはコントロール配列が組み込まれ

たノックダウン用レトロウィルスベクター（感染マーカーとして GFP をもつ）を感染させ、

さらに1日間培養後、各細胞をC57BL/6マウス（CD45.2 ＋/＋）に移入した。このマウスをNP-
CGGで免疫し、1週後の脾臓細胞をCD45.1、B220、GL7、IgG1、IgEに対する各抗体で染

色し、フローサイトメトリーにより解析した。図にはドナー由来のベクターが感染したGC B
細胞（CD45.1＋ GFP＋ B220＋ GL7＋ ）のみにゲーティングした結果を示した。 

 
以上の結果より、mIgEの下流でBLNKとCD19を介したGC B細胞のプラズマ細胞への分化誘導による排除には

少なくとも部分的にSTAT3が働いていると考えられた。 
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２． アレルギー患者の IgE陽性B細胞における体細胞変異の同定 
アレルギー患者のゲノムワイド相関解析（GWAS）からアレルギー病と関連する遺伝子多型がいくつか同定されてい

るが、それらと発症率の関連性は低く、アレルギー病の疾患感受性を高める遺伝的背景とは考えられるが、アレルギー

発病の直接の原因とは考えにくい。一方、胚中心B細胞では、低頻度ながら抗体以外の遺伝子にも体細胞変異が起こる

ことが知られている。そこで、前述のBLNKやCD19、あるいは IgE遺伝子自体など、自発的mIgEシグナルに関わ

る因子に変異を起こしたGC B細胞が IgEへクラススイッチし、排除されずに IgE陽性のBm・LP細胞となってアレ

ルギー疾患を引き起こす可能性を想定した。これを検証するために、アレルギー病罹患者の末梢血のmIgE＋ Bm細胞

を単離し、そのエクソーム解析を行った。 
まず、末梢血単核球から僅かなmIgE＋ Bm細胞を選択的に増殖させた。すなわち、末梢血B細胞を40LB上で IL-

21を添加して増殖させ、この iGB細胞をまずFcεRIの IgE結合領域を表出する40LB上で培養し、次にFasLを表出

する40LB上で培養した。するとmIgE＋ B細胞のみが刺激を受けFasL耐性となって生存し、その後40LB上で増殖

した（図 7）。iGB 培養中には新たな体細胞変異は起こらず、IL-21 は IgE へのクラススイッチを起こさないので、こ

の方法で選択したmIgE＋ iGB細胞は培養前のmIgE＋ B細胞のゲノム配列と基本的に同一のはずである。 

図7．mIgE＋ B細胞の選択法（Fas-mediated IgE＋ B cell selection: FEBS)  
（1）単離したヒトB細胞を40LB上で IL-2、IL-21とともに培養すると増殖して iGB細胞となり、アポトーシス誘導受容体

であるFasを発現する。（2）次にこの iGB細胞を、高親和性 IgE受容体(FcεRI)を発現させた40LB細胞上に移し、mIgEを

発現する iGB細胞のみに刺激を入れる。（3）さらに、Fasリガンド(FasL)を発現させた40LB細胞上に移すと、第2段階で刺

激を受けたmIgE+ iGB細胞だけがFasL耐性となり生き残る。（4）生き残った細胞を40LB細胞上で培養して増殖させる。 
 
このFEBS 法を 2 回繰り返したところ、末梢血B 細胞の中で 0.05 %の割合で存在したmIgE＋ iGB 細胞を、1.5 %

にまで濃縮することができ、さらにセルソーターを用いて最終的に100 %にまで純化することができた。こうして得ら

れたmIgE＋ B細胞と、コントロールとして同一個体の非B細胞白血球からゲノムDNAを抽出し、エクソーム解析を

行った。そして、両者の比較により、mIgE＋ Bm 細胞のみに見られた変異を体細胞変異と見なし、そのうち、アミノ

酸配列を変化させる（欠失、挿入、フレームシフト、開始・終止コドンの喪失・新生、スプライシング異常、アミノ酸

置換など）変異遺伝子を抽出した。その結果、PI3K-Aktシグナル経路、MAPKシグナル経路、種々の発がん等に関連

する多数の遺伝子が見出された。これらの変異遺伝子がアレルギー病の病因となり得るかについて明らかにするには更

に研究を続ける必要がある。 
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考 察 

 
IgEは多くのアレルギー病の直接原因であることが古くから知られているが、IgEがどのようにB細胞から長期的に

産生されるようになるのか、これまで分かっていなかった。B細胞は IL-4のシグナルを受けて免疫グロブリンH鎖遺

伝子の IgE（ε）H鎖へのクラススイッチを起こし、プラズマ細胞に分化して IgE抗体を産生することは知られている

が、この細胞は in vivoでも in vitroでも短命である。よって、IgE陽性のB細胞を個体内から単離することはもちろ

ん、in vitroで多数の IgE陽性B細胞を作製することも困難で、IgE陽性B細胞の生化学的・遺伝学的解析をすること

は困難であった。しかし、私たちが確立した iGB細胞培養系は多数の IgE陽性B細胞を in vitroで作製することを可

能にした。ナイーブ B 細胞を 40LB フィーダー上で IL-4 を加えて培養すると著しく増殖して GC B 細胞の表現型 

（GL7＋ Fas＋：in-vitro-induced GC B［iGB］細胞）となり、その30~40 %が IgE陽性となった。また、iGB細胞を

マウス個体内に移入し、その免疫応答を解析することも可能である［1］。さらに、ヒト末梢血B細胞も同じフィーダー

細胞を用いて同様に培養することができる。また、レトロウィルスベクターにより高率の遺伝子導入が可能で、Cre/loxP
系を利用して内在性BCRを欠失させた上で、任意のBCRを導入することで上述のmIgEの特性の発見に至った［2］。
本研究においても、iGB 細胞培養系を活用して、mIgE の発現によりSTAT3 が活性化すること、そのシグナル伝達に

はBLNKおよびCD19が関与していること、STAT3の活性化が iGB細胞をGC様B細胞からプラズマ細胞へ分化さ

せること、また、in vivoでもSTAT3は IgE陽性GC B細胞の増殖・維持を抑制する役割を果たすことを見出すことが

できた。これらの結果から、mIgEからの自発的シグナルはSTAT3の活性化を介してGC B細胞の短期生存プラズマ

細胞への分化を誘導し、そのため IgE陽性のGC B細胞の増殖が維持されず、これが、IgE産生LP細胞やmIgE陽性

Bm細胞が産生されないメカニズムの1つと考えられる。 
高 IgE症候群（hyper-IgE syndrome: HIES）は重症のアトピー性皮膚炎や高 IgE血症を呈する先天性免疫不全症で

あり、その一部の症例でSTAT3 遺伝子のヘテロ変異が見出されている。これらの症例では親族に同じ変異が見つかっ

ていないので、個体の接合子あるいは造血幹細胞の段階で変異が起こった可能性がある。この変異は STAT3 の DNA
結合ドメインに集中しており、その結果、変異 STAT3 はドミナントネガティブ型として働き、ヘテロでも STAT3 の

機能不全を引き起こすと考えられている［3］。しかし、正常型 STAT3 が等量存在する中でこの変異 STAT3 が本当に

STAT3 機能不全を起こし得るかは不明であり、また、アレルギーに重要なTh2 細胞分化にSTAT3 が必要であること

もあり［4］、このSTAT3の機能不全がどうしてアレルギー病を誘発するのかこれまで明確にされていなかった。今回

の研究結果から、STAT3の機能不全がB細胞で起こることにより胚中心から IgE型のLP細胞やBm細胞が産生され

ることがHIESを引き起こす可能性が示された。このことから、上記のヘテロ変異の患者の胚中心において正常STAT3
遺伝子アレルにも変異が入り、STAT3 ホモ変異となったB細胞が IgE 型GC B 細胞となって増殖した後、IgE 型LP
細胞となり、長期 IgE産生を引き起こしている可能性が考えられる。 
 この可能性を検証するには、HIES患者の IgE型Bm細胞を単離し、STAT3遺伝子の塩基配列を調べれば良いが、

これまでは僅少な IgE型Bm細胞を単離することが困難であった。上述のように、私たちは iGB培養系を基盤として、

末梢血単核球から IgE型Bm細胞を選択的に増殖する方法を確立した。本法は、特定の遺伝子に限らず、ヒトmIgE＋ 
Bm細胞のオミクスアプローチを可能にし、アレルギー研究に新たな展開をもたらすものと期待される。実際、本研究

で行ったエクソーム解析により、mIgE＋ Bm 細胞に起こった体細胞変異と思われる変異が相当数見出された。これら

の中で、mIgE＋ GC B 細胞の生存および LP 細胞・Bm 細胞への分化に寄与した変異遺伝子を特定する研究を今後続

けていかなければならない。 
上述のようにGC B細胞においては免疫グロブリン以外の遺伝子にも変異が起こり、それはBリンパ腫の成因の1つと

しても知られている。しかし、GC B細胞における体細胞変異がIgE陽性のBm・LP細胞の産生を促し、アレルギー疾患

を引き起こすという概念はこれまでになく、その証明はアレルギー発病機構解明のブレイクスルーとなり得る。また、

通常の免疫応答の過程で偶発的にIgEを産生するB細胞記憶が形成されることがアレルギー疾患の原因となるという仮

説は、突然発病するアレルギー疾患を良く説明できる。この研究の成果は、アレルギー疾患の根本治療および予防のた

めの新たな分子標的の発見に繋がり、社会的にも重要な貢献をするものと期待される。 
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