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緒 言 

 
我々は常に細菌やウイルスなどの病原体の脅威に晒されているが、B細胞が分泌する抗体により、多くの感染症から

身を守られている。よって、どのようにして品質の良い抗体が産生されるのかという問いは感染防御の観点からみて極

めて重要である。この課題にアドレスするためには、抗原に対して親和性の高い B 細胞レセプター（BCR）を発現す

るB細胞の活性化・維持のメカニズムの解明が必要不可欠である。リンパ組織の胚中心では、B細胞が抗原刺激を受け

て活性化し、抗体の親和性を高めていくことから、胚中心の形成は抗体が効率良く病原体を排除するために必須のプロ

セスである。胚中心B細胞が活性化されるには、まず、BCRを介して濾胞性樹状細胞上に存在する抗原を認識し、BCR
シグナルを受ける必要がある。その後、B 細胞は濾胞性 T 細胞に抗原提示することにより、その濾胞性 T 細胞から生

存シグナルを受けて維持、増殖し、さらに、BCR の体細胞突然変異により親和性を高めるチャンスを得る。そして、

また、濾胞性樹状細胞上の抗原を認識できたB細胞が活性化される［1～3］。この過程において、T細胞に対する抗原

提示が高親和性 B 細胞の選択に重要であることが示唆されているが、一方、濾胞性樹状細胞上での B 細胞の抗原認識

がどういう役割を果たしているのかは未解決課題として残されている。抗原認識した B 細胞の主要な反応として細胞

内カルシウムイオン濃度の上昇が知られているが［4］、胚中心 B 細胞におけるカルシウムシグナルの重要性は未だ不

明である。そこで、本研究ではカルシウムシグナルを基軸に「高親和性BCRを発現する胚中心B細胞の抗原認識の重

要性」を解明し、胚中心B細胞の活性化・維持の仕組みを理解することを目的とした。小胞体カルシウムセンサーSTIM1
／2がBCR依存的なカルシウム流入に必須であることを報告していることから［5，6］、STIM1／2欠損による胚中心

B 細胞分化維持への影響を検討したところ、STIM1／2 が胚中心 B 細胞形成に重要な役割があることが明らかになっ

た。 
 

方 法 

 
1． 胚中心B細胞特異的STIM1／STIM2欠損マウスと混合骨髄キメラの作製および免疫 
胚中心B細胞特異的STIM1／STIM2欠損マウス（Stim1ｆ/ｆStim2ｆ/ｆAicdCre/＋）を作製した。混合骨髄キメラの作製

B細胞欠損マウスμMTを800 cGyのX線照射（致死量）を行い、翌日、CD45.1＋Aicd Cre/＋骨髄細胞とCD45.2＋Stim1
ｆ/ｆStim2 ｆ/ｆAicd Cre/＋骨髄細胞を等量（1：1）で混合したものを静脈血投与した。キメラマウスは骨髄再構築後、8週間

以降に実験に用いた。胚中心を形成させるために、NP-CGG in alumを腹腔内投与し、免疫後Day7、14、28で脾臓

を回収し、胚中心B細胞をフローサイトメーターで解析した。 

2． NP反応性B細胞のカルシウム測定 
B1-8hi、germline、B1-8lowマウス、および、B1-8hi Stim1ｆ/ｆStim2 ｆ/ｆMb1 Ｃｒｅ/＋から脾臓細胞を回収し、カルシウ

ム指示薬 Indo-1AM でラベルした。NP-Ficol で刺激前後の細胞内カルシウム上昇はフローサイトメトリーを用いて検

出した。B細胞は抗B220抗体でgateした。 
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3． NP特異的高親和性BCR陽性B細胞の競合移入実験 
CD45.2 B1-8hi Stim1ｆ/ｆStim2 ｆ/ｆMb1 Ｃｒｅ/＋とCD45.1 Mb1 Ｃｒｅ/＋マウス由来脾臓B 細胞を単離し、1：1 の割合で混

合したものを、CD45.2／ CD45.1レシピエントマウスに静脈血投与した。移入24時間後、NP-CGG in alumで免疫

し、Day7、14で脾臓の胚中心B細胞をフローサイトメーターで解析した。 
 

結果および考察 

 

1． 胚中心B細胞におけるSTIM1／STIM2の役割 
致死量のX線を照射したB細胞欠損マウスに、胚中心B細胞特異的STIM1／STIM2欠損マウス（Stimｆ/ｆStim2ｆ/

ｆAicdＣｒｅ/＋）およびコントロールマウス（AicdＣｒｅ/＋）から単離した骨髄細胞を1：1 で移入し、骨髄混合キメラマウスを

作製した後、NP-CGG in alumで免疫した際に誘導される胚中心B細胞を検討した。その結果、B細胞の全体数に変

化がないものの、胚中心 B 細胞の数は STIM1／STIM2 の欠失により著減することが判明した（図 1A）。抗原特異的

（NP 反応性）胚中心B 細胞および IgG1 陽性B 細胞においても、STIM1／STIM2 の重要性が確認された（図 1B）。 
B 
 
 
 
 
 
 

図1．胚中心B細胞形成におけるSTIM1／STIM2の役割 
A) AicdＣｒｅ/＋とStim1ｆ/ｆStim2ｆ/ｆAicdＣｒｅ/＋の骨髄混合キメラマウスにおける脾臓B細胞 

および胚中心B細胞の割合 
B) A）における脾臓NP特異的胚中心B細胞および IgG1陽性胚中心B細胞の割合 

DaysはNP-CGGで免疫してからの日数。 
NS：not significant、*：P < 0.05 versus AicdＣｒｅ/＋cells（Student’s t-test） 

 
2． 親和性の違いによるBCR依存的カルシウム動員 
胚中心B細胞のBCR親和性の違いによりカルシウムシグナルの要求性が異なるのかどうかを検証した。NPに結合

するBCRを発現するノックインマウスであるB1-8 B細胞を用いた。B1-8は親和性の高いBCRをもつB1-8hi、と生

理的なgermline、そして、低親和性のB1-8loのB細胞を単離し、NP-FicolによるBCR刺激を行い、細胞内カルシウ

ム上昇を測定した（図 2A、B）。B1-8hi が最も強くカルシウム応答をしたことから、BCR の親和性の強さとカルシウ

ム流入の度合いが相関することが示唆された。さらに、高親和性のB1-8hi BCRを抗原した際にみられるカルシウムシ

グナルはSTIM1／2欠損B細胞で減弱することも判明した（図3A、B）。 

 
図2．BCRの親和性の違いによるカルシウム応答 

A) 2mM Ca２＋存在下におけるB1-8hi、germline、low B細胞のカルシウム上昇 

B) B1-8hi、germline、low B細胞のストア作動性カルシウム流入 
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図3．高親和性BCRカルシウム動員におけるSTIM1／STIM2の重要性 
A) B1-8hi Stim1ｆ/ｆStim2 ｆ/ｆMb1 Ｃｒｅ/＋およびB1-8hi Mb1 Ｃｒｅ/＋マウス由来B細胞の 

NP-Ficol刺激後の細胞内カルシウム上昇 
B) B1-8hi Stim1ｆ/ｆStim2 ｆ/ｆMb1 Ｃｒｅ/＋およびB1-8hi Mb1 Ｃｒｅ/＋マウス由来B細胞の 

NP-Ficol刺激後のストア作動性カルシウム流入 
 

3． 高親和性BCRを有する胚中心B細胞産生におけるカルシウム流入の役割 
BCR親和性が高い胚中心B細胞の産生や維持にカルシウムシグナルが関与するのかを検証するために、CD45.2 B1-

8hi Stim1ｆ/ｆStim2 ｆ/ｆMb1 Ｃｒｅ/＋とCD45.1 Mb1 Ｃｒｅ/＋マウス由来脾臓B細胞を単離し、1：1の割合で混合したものを、

CD45.2/ CD45.1レシピエントマウスに移入し、NP-CGG in alum免疫で誘導される胚中心B細胞を解析した。図4の

ように、STIM1／STIM2欠損B細胞では高親和性BCR陽性胚中心B細胞が減少することが判明した。カルシウムシ

グナルが胚中心B細胞の産生または維持、生存に寄与することが示唆される。今後、この分子機序を明らかにすること

が、高親和性抗体が作り出される仕組みの謎を解く、鍵となると期待される。 
 

 
図4．高親和性BCR陽性胚中心B細胞におけるSTIM1／STIM2の重要性 

CD45.2B1-8hi Stim1ｆ/ｆStim2ｆ/ｆMb1 Ｃｒｅ/＋およびCD45.1 B1-8hi Mb1 Ｃｒｅ/＋マウス由来B細胞の 
競合解析。NP-Ficol刺激後の胚中心B細胞の数を示した。 
*：P < 0.05、**：P < 0.001 versus non-GC B cells（Student’s t-test） 
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