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Thesis

緒　言

【1】ヘルパー T 細胞のサブセット
　胸腺において分化するリンパ球であるT細胞は，抗体
産生細胞であるB 細胞と共に，獲得免疫応答において
中心的な役割を果たす．胸腺で分化した後に末梢に出
るT 細胞はCD4 分子陽性のヘルパー T（helper T，Th）
細胞とCD8 陽性の細胞傷害性 T（cytotoxic T，Tc）細胞
に大別できる．ヘルパー T 細胞は，元々はB 細胞の抗
体産生を「助ける」細胞として命名されたが，外部の

環境に応じていくつかのサブセットに分化すること
が知られるようになった．古くから知られているのは
1986 年にMosmannらが報告したTh1 細胞とTh2 細胞
である1)．
　Th1 細胞はサイトカインの1 種インターフェロン

（interferon，IFN）- γを産生することでマクロファー
ジを活性化し，細胞内に寄生するタイプの病原体

（原虫，ウイルスや抗酸菌など）を排除する（細胞性
免 疫 ）．Th2 細 胞 は イ ン タ ー ロ イ キ ン（interleukin，
IL）- 4などを産生し，B 細胞を活性化する（液性免疫）．
これらの2 種類のサブセットは共通の前駆細胞から分
化するが，お互いに分化を阻害し合う排他的な性質を
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【目的】これまでの解析から，T 細胞特異的 c-Maf トランスジェニック（Tg）マウスの脾臓では野生
型（W T）マウスに比べ B 細胞の比率が著増していることが判明している．今回このメカニズムを
解析した．

【方法】c-Maf TgマウスでB 細胞が増多するメカニズムとして以下の仮説が考えられる．仮説①使用
したマウスはT 細胞特異的（CD2プロモーターの支配下）にc-Mafが強制発現するマウスであるが，
B 細胞にもc-Mafがある程度発現しており，B 細胞がc-Mafの影響を受けて増加する（能動的増加）．
仮説②c-Maf TgマウスのT細胞が，例えば濾胞性ヘルパー T（Tfh）のような細胞として機能し，B細胞
分化を誘導し，その結果としてB 細胞が増加する（T 細胞による指令）．仮説③ c-Maf TgマウスでT 細胞
が減っていることにより，そのスペースを埋めるためにB 細胞が増加する（受動的増加）．これら3つ
の機序は互いに対立するものではなく，複数の機序が共存している可能性もある．これらの内で
どの機序が関与しているかを明らかにするため，骨髄キメラマウスを利用した競合実験（competition 
assay）を行った．またc-MafはTfh 細胞の分化に重要であることが報告されているため，ヒツジ赤血球
を腹腔内投与したマウスを用いてフローサイトメトリー（FCM）および免疫組織染色を行いTfh 細胞
や活性化B細胞を解析した．

【結果および考察】competition assayにより能動的増加の可能性は否定的であった．興味深いことに，
c-Maf Tg 由来のT 細胞はWTのT 細胞存在下では末梢に存在できず，胸腺の分化段階で消失している
ことが示された．FCMではTfhマーカーを持っている細胞の比率がc-Maf Tgマウスで有意に増加し
ていたが，活性化 B 細胞の比率は増加していなかった．このことから，T 細胞による指令は否定的で
あった．competition assayでみられたc-Maf TgマウスでのT 細胞分化障害について胸腺細胞の解析を
行い，DN4 分画においてTCR β鎖発現の低下を認めた．このことからc-Maf TgのT 細胞分化障害はβ
セレクションの障害である可能性が考えられた．

【結論】T 細胞特異的 c-Maf TgマウスのB 細胞増多のメカニズムは胸腺におけるT 細胞の分化が障害
され，末梢のT細胞が減少していることに基づく受動的増加と考えられた．
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持っている．このため，一旦 Th1/Th2のバランスが崩
れるとそれが更に拡大する可能性があり，これが膠原
病など自己免疫疾患の原因となりうると考えられて
きた．
　2000 年代に入って第 3のエフェクター Thサブセッ
トとしてTh17 細胞が提唱された 2, 3)．これは IL -17を産
生することにより好中球応答を増強するサブセットと
考えられており，その分化にはIL -6とTGF-βが，また
増殖および活性化にIL -23が必要であることが報告さ
れている4)．
　一方，リンパ節のリンパ濾胞に存在するCXCR5 陽
性のTh 細胞が発見され，濾胞性 Th 細胞（follicular Th 
cell，Tfh cell）と呼ばれている5, 6)．リンパ濾胞でB細胞
と相互作用することで抗体産生に重要であると考えら
れている．このTfh 細胞とTh1/Th2/Th17 細胞の関係
は不明な点が多いが，従来抗体産生（液性免疫）の主役
と考えられてきたTh2 細胞が今ではアレルギー応答に
重要であり，液性免疫を制御するのはTfh 細胞である
と考えられるようになってきている7)．

【2】Th 1 7 細胞のトランスクリプトーム解析
　Th1/Th2/Th17 細胞は周囲のサイトカイン環境に応
じて分化するため，試験管内（in vitro）でもその分化を
再現することが出来る．すなわち IL -12と抗 IL -4 抗体
の存在下ではTh1 細胞，IL -4と抗 IFN-γ抗体ではTh2
細胞，IL -6とTGF-β , 抗 IFN-γ抗体と抗 IL -4 抗体の存
在下でTh17 細胞が分化する．これらの細胞を経時的
にサンプリングしトランスクリプトーム解析を行い，
佐藤らは従来報告されていたRor γ t8)およびRor α9)に
加えて，Th17 細胞分化で最も強く誘導された転写因
子の1つとしてc-Mafを見いだした 10)．CD2プロモー
ターを利用したT 細胞特異的 c-Mafトランスジェニッ
ク（Tg）マウスを解析したところ，予想通りIL -17 産生
が亢進していたが，意外なことに野生型 Th 細胞はそ
のほとんどがナイーブ細胞の表面マーカー（CD62Lhigh 
CD44low）を発現しているのに対して，c-Maf Tg Th 細
胞はそのほとんどがエフェクター /メモリー細胞の表
面マーカー（CD62Llow CD44high）を持つことが明らか
となった．このことからエフェクター /メモリー Th
細胞の分化におけるc-Mafの重要性が示唆された．

【3】転写因子 c-Maf
　Mafはニワトリに腫瘍を引き起こすレトロウイルス
の癌遺伝子として日本で同定され 11)，その腫瘍の名称

（筋腱膜線維肉腫（musculoaponeurotic fibrosarcoma））
からMaf 遺伝子と命名された．Mafファミリーは塩
基性領域とロイシンジッパー構造（b -zip 構造）を持
つDNA 結合蛋白質で，2つのグループに分けられ，
転写活性化能の無い小 Mafサブファミリー（MafK，
MafF，MafG）と転写活性化領域を保持した大 Mafサ
ブ フ ァ ミ リ ー（c-Maf，MafA，MafB，Nrl）に 大 別
されている．Mafファミリーは様々な臓器や細胞に

分布しており，その役割は多様である．
　大 Mafサブファミリーの一つであるc-MafはTh2 細
胞特異的に発現される転写因子として報告された 12)．
その後 c-Maf 欠損（knockout, KO）マウスの解析で，
IL -4 以外のTh2 型サイトカイン産生には影響を与え
ないことが示された 13)が，最近 Th2 細胞以外のT 細
胞やマクロファージへの関与が明らかになってき
ている 14 -16)．c-Mafは生存に必須であり，c-Maf KOマ
ウスは出生前後に死亡する 17)．また，c-Mafは水晶体
分化や骨芽細胞分化にも必須である 17 -19)．また先述の
ようにc-Maf TgマウスのTh 細胞のほとんどがエフェ
クターメモリー細胞の表面抗原を持つことからも，
リンパ球の分化におけるc-Mafの重要性が示唆される．

【4】c-Maf Tgマウス脾細胞におけるB 細胞増多
　今回のc-Maf Tgマウスの解析の過程で，興味深いこ
とに脾細胞中のB 細胞が著増していることが見いださ
れた．本研究の目的はそのB 細胞増多のメカニズムを
明らかにすることである．
　B 細胞が増多する原因として，我々は以下の3つの
メカニズムを考えた．
①使用したマウスはCD2プロモーターを利用した
T 細胞特異的にc-Mafが強制発現するマウスであるが，
B 細胞にもc-Mafが逸脱して発現しており，B 細胞が
c-Mafの影響を受けて増加する（能動的増加）．
② c-Maf TgマウスのT 細胞が，例えばTfhのような細
胞として機能し，B 細胞分化を誘導し，その結果とし
てB細胞が増加する（T細胞による指令）．
③ c-Maf Tgマウスで T 細胞の数が減っていることに
より，空いたスペースを埋めるためにB 細胞が増加
する（受動的増加）．
　ただし，これら3つの機序は互いに対立するもので
はなく，従って複数の機序が共存している可能性も
ある．
　これらの内でどの機序が関与しているかを明らか
にするため，骨髄キメラマウスを利用した競合実験を
計画した．この実験には congenic markerであるLy5.1

（CD45.1），Ly5.2（CD45.2）を利用した．すなわちc-Maf 
Tgマウス（あるいは同腹のWTマウス）由来の血液細
胞はLy5.2 陽性であり，Ly5.1マウスはLy5.1 陽性の血
液細胞を持つマウスであるため，両者は特異抗体に
より区別が出来る．具体的には，Ly5.2陽性のc-Maf Tg
マウス（あるいは同腹のWTマウス）の骨髄血と， Ly5.1
陽性のマウスの骨髄血を1：1で混合し，X 線照射後の
Rag-2 欠損マウス（recombinase activating gene 2の欠
損により，末梢 T/ B 細胞を欠損する）に移入するもの
である．このキメラマウスの末梢に出現するT 細胞や
B 細胞は donorマウスの造血幹細胞由来ということに
なる．それぞれの仮説で考えられる結果は以下の様で
ある（Fig. 1）．
　仮説①の場合は B 細胞に発現したc-Mafによって
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おこるB 細胞増殖のため，c-Maf Tgマウスのdonor
細胞を混ぜた群の方が脾細胞中のB 細胞の割合が多く
なる．さらにそのB 細胞での内訳ではc-Maf Tgマウス
由来であるLy5.2陽性細胞が優位に増えるはずである．
　仮説②の場合はc-Maf Tgマウス由来のT 細胞が，例
えばTfhのような細胞に分化していると想定したもの
であり，c-Maf Tgマウスのdonor 細胞を混ぜた群の方
ではリンパ球全体でのB 細胞の割合がWTマウス同士
の移入群よりも増える．そのB 細胞の内訳はWTマウ
ス由来のLy5.1 陽性細胞とc-Maf Tgマウス由来のLy5.2
陽性細胞の比率には差がないはずである．
　仮説③の場合は，WTマウス由来のT 細胞により，
T 細胞の不足は起こらないはずであるからリンパ球全
体でのB 細胞の増多は起こらない．さらにT 細胞中の

内訳ではc-Maf Tgマウス由来のLy5.2 陽性細胞の占め
る割合は低いはずである．

材料と方法

【マウス】
　C57BL/ 6マウス（B6マウス）はCLEA Japan（Tokyo, 
Japan）またはCharles River Laboratories Japan, 
INC.（Yokohama, Japan）よ り 購 入 し た．B6バ ッ ク
グラウンドのc-Maf Tgマウスは筑波大学大学院人間
総合科学研究科　解剖学・発生学研究室高橋智教授
より供与を受けた 20)．Rag2 KOマウスはTaconic（NY, 
U.S.A.）よ り，B6. Ly5.1コ ン ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス は
Sankyo Labo Service Corporation, INC.（Tokyo, Japan）
より購入．実験動物の使用については，当施設内の

Fig. 1.	c-Maf TgマウスでB細胞が増加するメカニズムの仮説．
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動物実験委員会の承認（承認番号904号）を得た．
【細胞】

　脾細胞はマウスより脾臓を摘出し，その脾臓を
ワイヤーメッシュ（線径 0.1 mm，100 m/s）上です
りつぶし通過させることにより細胞浮遊液を得た．
1200 rpm，4 分間遠心し上清を除き，ペレットに溶
血バッファー（BD bioscience, CA, U.S.A.）を加えて
懸濁し，赤血球を溶血した．PBSを添加し1200 rpm，
4 分間遠心し上清を除くことを2 回行い洗浄した細胞
を解析に用いた．
　胸腺細胞は脾細胞と同様に調整したが，溶血処理は
していない．
　骨髄細胞は，マウスの大腿骨を摘出し，その大腿骨
の骨髄腔に23 G 注射針付きのシリンジを用いて洗い出
すことで細胞浮遊液として単離し，その細胞浮遊液を
1200 rpm，4分間遠心し上清を除き，PBSで2回洗浄した．

【抗体・試薬】
　FITC 標 識 ラ ッ ト 抗 マ ウ スCD4モ ノ ク ロ ー ナ ル
抗体，PE 標識ラット抗マウスCD44モノクローナル
抗体，PE-Cy7 標識ラット抗マウスCXCR5モノクロー
ナル抗体，APC標識ラット抗マウスCD62Lモノクロー
ナル抗体，APC-Cy7 標識ラット抗マウスCD4モノク
ローナル抗体，FITC 標識ラット抗マウスGL7モノク
ローナル抗体，PE 標識ラット抗マウスB220モノク
ローナル抗体，PE-Cy7 標識アルメニアンハムスター
抗マウスFASモノクローナル抗体，APC 標識マウス
抗マウスCD45.1モノクローナル抗体，APC-Cy7 標
識ラット抗マウスCD8モノクローナル抗体，FITC
標識ラット抗マウスCD8モノクローナル抗体および
PE-Cy7 標識ラット抗マウスCD25モノクローナル
抗 体 はBD Pharmingen（CA, U.S.A.）よ り 購 入 し た．
Alexa Fluor 488 標 識 ラ ッ ト 抗 IgDモ ノ ク ロ ー ナ ル
抗体，FITC 標識ハムスター抗 ICOSモノクローナル抗
体およびFITC 標識ハムスター抗マウスLineageモノク
ローナル抗体カクテルはBioLegend（CA, U.S.A.）から
購入．PNA Alexa Fluor 594は Invitorogen（CA, U.S.A.）
から購入．

【フローサイトメトリー（FCM）】
　細胞を20 分間各種抗体で染色した後，PBSで2 回洗
浄した．死細胞は7-amino-actinomycin D（7AAD）（BD 
Pharmingen）により染色した．BD FACSCanto II フ
ローサイトメーター（BD Japan, Tokyo, Japan）を使用
して解析した．

【ELISA】
　マウスの血清を用い，以下の製品のプロトコール
に 従 っ て 行 っ た．Mouse IgG，I gA，IgM ELISA 
Quantition Set（Betyl Laboratories, TX, U.S.A.）を用い
てIgG, I gA, IgMを測定した．

【骨髄キメラマウスの作成】
　X 線（7 Gy）照射したC57BL/6. Rag2 KOマウス（8 -12

週齢）に，WTおよびc-Maf Tgマウスより調製した骨
髄細胞（2 × 106cells/ mouse）を尾静脈より静注し，骨
髄キメラマウスを作製した．骨髄移植 8 週後以降にそ
の脾細胞および胸腺細胞を解析した．

【ヒツジ赤血球（SRBCs）免疫】
　マウス腹腔内に2 × 1 0 9 個 の S R B C s（ S a i t a m a 
Experimental Animals Supply Co., Ltd., Saitama, Japan）
を投与し8日後に脾細胞を単離し解析に用いた21)．

【免疫蛍光組織染色】
　マ ウ ス よ り 脾 臓 を 摘 出 し，Tissue-Tek® O.C.T. 
Compound（Sakura Finetek Japan Co., Ltd., Tokyo, 
Japan）で包埋後，液体窒素で凍結し凍結ブロックを
作成した．この凍結ブロックをクリオスタットLeica 
CM 1900（Leica, Wetzlar, Germany）を 用 い て10 μm
の厚さに薄切し，切片をMASコートスライドガラス

（Matsunami Glass Ind., Ltd., Osaka, Japan）に貼付け，
室温で1 時間以上風乾した．乾燥後室温でアセトン
固定をした後，1％ BSAにて30 分間ブロッキングを
行った．PBSで洗浄後，抗体を室温で 30 分間反応さ
せた．反応後 PBSで洗浄し，SlowFade® Gold Antifade 
Reagent（Invitrogen）にて封入した．

結　果

【1】c-Maf TgマウスとW Tマウスの脾臓におけるT / B
細胞の比率と，絶対数
　マウスの1 個体当たりの脾細胞数は図のようにWT
マウスに比べてc-Maf Tgマウスでは有意差はなかった

（Fig. 2A）．その内訳はWTマウスに比べてc-Maf Tg
マウスではCD4，CD8 T 細胞は割合が減少し，B 細胞
が増加しており（Fig. 2B），それぞれ有意差があった

（Fig. 2C）．マウスの血清中の免疫グロブリン IgG，A，
MをELISAで測定したところ，平均値ではc-Maf Tg
マウスの方で増加しているようにみえたが，個体差に
よるばらつきが大きく有意差は出なかった（Fig. 2D）．

【2】骨髄キメラマウスの解析結果
　標識マーカーのみが異なるWTマウス同士の移入群
では，脾細胞中のB 細胞の割合は平均 63 ± 7％程度
であり，通常のWT単独でのB細胞の割合と差がなく，
予測通りの結果であった．また，各細胞におけるLy5.1
陽性細胞とLy5.2 陽性細胞の割合も予測通り有意差
なく1：1 程度に存在していた（コントロール実験；図
は省略）．
　c-Maf Tgマウスのdonor 細胞を混ぜた群では，脾細
胞中における B 細胞の割合には有意差がなく，B 細胞
の割合はコントロールと変わらない結果であった

（Fig. 3A, B）．各細胞の内訳では，B 細胞はc-Maf Tg
マウス由来のLy5.2 陽性細胞はWTマウス由来のLy5.1
細胞とほぼ同数で有意差は見られなかった．また 意外
なことにT 細胞にはc-Maf Tgマウス由来のLy5.2 陽性
細胞がほとんど存在しなかった（Fig. 3C, D）．
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　以 上 よ り， 脾 細 胞 中 のB 細 胞 が 増 え て い な い
ことから，仮説①は否定された．②も否定的と考えら
れたが，T 細胞はWT 細胞共存下ではc-Maf Tgの細胞
はほとんど存在していないことから仮説②の検証はこ
の実験系ではできない可能性が示唆された．

【3】脾細胞におけるTfh 細胞の解析
　 リ ン パ 濾 胞 を 刺 激 す る た め にSRBCsを 投 与 し，
その前後で脾細胞の表面マーカーの発現をFCMで
解 析 し た．Tfh 細 胞 に あ た るICOShigh CXCR5highの
ポピュレーションはSRBCs 投与によってWTでは約
2％から約 4％に増加し，それに対し，c-Maf Tgマウス

では約14％から約40％に増加していた（Fig. 4A）．この
ことからc-Maf TgマウスではTfh 細胞のポピュレー
ションが増加していることが示唆された．次にTfh
細胞によって分化誘導される活性化 B 細胞のポピュ
レーションもFCMにより解析した．WTマウスとc-Maf 
TgマウスそれぞれSRBCs 投与による活性化 B 細胞の
増加はみられたが，その増加率はWTマウスとc-Maf 
Tgマウスで有意な差はみられなかった（Fig. 4B）．こ
れはB 細胞増多のメカニズムとして仮説②は考えに
くいことを示唆する．
　また脾臓の組織で凍結切片を作成し，B 細胞の指標

Fig. 2.	コントロール（WT）マウスと c-Mafトランスジェニック（Tg）マウスの解析．A：脾細胞数（N ＝ 4）．各マウスの脾臓
から脾細胞を単離し，チュルク液で染色しセルカウントした．B：脾臓におけるTおよびB 細胞の比率．各マウスの
脾臓からそれぞれ脾細胞を単離しFCMで解析した．データは独立した3 回の実験の典型例を示す．C：Fig. 2Bの独立
した5回の実験の平均±標準偏差を示す．D：血清のグロブリン量（N＝4）．各マウスの血清を ELISAで測定した．
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となるIgDおよび濾胞の胚中心が染まるPNAで染色し
解析を行った．
　刺激前はWTマウスとc-Maf Tgマウスで大きな差は
見られなかったが，SRBC 刺激後ではWTマウスと比
べてc-Maf Tgマウスのほうが胚中心特異的にPNAが
染色される印象であったが，濾胞構造自体には有意な
差は見られなかった（Fig. 4C）．

【4】c-Mafの胸腺細胞の解析
　骨髄移植細胞競合実験でc-Maf Tgマウスのdonor

細胞を混ぜた群ではT 細胞でのc-Maf Tgマウス由来の
Ly5.2 陽性細胞がほとんど存在しないことからWTマ
ウス由来の細胞が存在するとTgマウス由来のT 細胞
は分化できないことが考えられた．そこで骨髄キメラ
マウスではなく，c-Maf TgマウスとWTマウスの胸腺
細胞をCD4とCD8で染色しFCMを行うとc-Maf Tgマ
ウスではWTマウスに比べCD4 陰性およびCD8 陰性
のダブルネガティブ（DN）細胞の比率が著増していた

（Fig. 5A）．よって胸腺細胞分化の段階で何らかの障害

Fig. 3.	骨髄キメラマウスの結果．A，B：骨髄キメラマウスのB 細胞の比率．A：CD45.1（Ly5.1）陽性 W TマウスとCD45.2
（Ly5.2）陽性 W Tマウス（W T ＋ W T）およびLy5.1 陽性 W TマウスとLy5.2 陽性 c-Maf Tgマウス（W T ＋ Tg）の骨髄細
胞を1：1の割合で混合し，Rag2 KOマウスに移植．移植後 4 週以降のRag2 KOマウスの脾細胞を単離し，FCMで解
析した．データは独立した3 回の実験の典型例を示す．B：Fig. 3Aの 独立した3 回の実験の平均±標準偏差を示す．
C：骨髄キメラマウスのCD4 T細胞，CD8 T細胞，B細胞におけるLy5.1の比率．Fig. 3Aと同じ脾細胞を FCMで解析．
データは独立した3回の実験の典型例を示す．D：Fig. 3Cの 独立した3回の実験の平均 ± 標準偏差を示す．
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があることが考えられ，胸腺細胞を更に詳細に解析
する事でT細胞分化が停止する段階を探る事とした．
　このDN 細胞分化をc-Maf Tgマウスの胸腺細胞で確
認した．lineage negativeかつCD4およびCD8陰性細胞
にgateをかけて，CD25とCD44で展開した（Fig. 5B）．
WTマウスではDN3は10 数％程度でDN4は60 -70％
程度であり，ほとんどDN4が占めていた．c-Maf Tg
マウスではDN3が50％程度と多くDN4は30 -40％程度
とWTと比較して少なく，このDN3からDN4の段階で
障害があることが示唆された．
　そこでWTマウスとc-Maf TgマウスでのDN 細胞表
面のTCR β発現をみると，c-Maf Tgマウスでは発現が
低下していた（Fig. 5C）．さらにDN3とDN4の各ポピュ
レーションでのTCR βの発現をみた（Fig. 5D）．DN3

の段階でTCR β鎖の再構成に成功した細胞がDN4へ
と増殖するため，WTではDN4の段階でTCR β鎖の
発現がみられる．これに対し，c-Maf Tgマウスの細胞
では発現が低下していた．この結果より c-Maf Tgマウ
スのT 細胞分化は胸腺でのβセレクションが障害され
ていることが示唆された．
　これは仮説③のT 細胞が減っていることにより，
そのスペースを埋めるためにB 細胞が増加している
という説に矛盾しない結果である．

考　察

　今回我々はc-Maf Tgマウスに見られたB 細胞増
多の解析を行った．B 細胞増多のメカニズムには能
動的増加，T 細胞による指令，受動的増加の3つが

Fig. 4.	SRBCs 投与による濾胞刺激におけるWTマウスとc-Maf Tgマウスの比較．A：脾細胞中のTfh 細胞の比率．各マウス
の脾細胞を単離し，FCMで解析．CD4 陽性 T 細胞中のCXCRhigh ICOShighであるTfh 細胞の比率を示す．刺激なしと
SRBCs 投与後の比較．データは独立した3 回の実験の典型例を示す．B：脾細胞中の活性化 B 細胞の比率．Fig. 4Aと
同じ細胞をFCMで解析．B220陽性B細胞中のFashigh GL7highである活性化B細胞の比率を示す．刺激なしと SRBCs投
与後の比較．データは独立した3 回の実験の典型例を示す．C：SRBCs 投与による濾胞形成の評価．各マウスの脾臓
より凍結切片を作成．抗 IgD抗体とPNAで染色し，免疫蛍光染色を行った．IgDは緑色に，PNAは赤色に染色される．
倍率40倍．
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考えられ，これらは互いに共存しうるものであった． 
これらの内でどの機序が関与しているかを明らかに
するため，骨髄キメラマウスを利用した競合実験を
行った．競合実験では脾細胞中のB 細胞は増加せず，
その内訳も差がないことから，能動的増加は否定
された．またこの競合実験で意外なことにT 細胞には
c-Maf Tgマウス由来の細胞がほとんど存在せず，T 細

胞による指令の検証はこの実験系ではできない可能性
が示唆された．
　c-Maf 欠損マウスではIL -21の産生が低下し，Tfh 細
胞の分化が抑制されることが報告されている 22)．Tfh
細胞の分化が抑制されることで自己反応性 B 細胞
が活性化され自己免疫疾患が発症すると報告され
ている 5, 6)．また，Tfh 細胞はIL -21を産生することに

Fig. 5.	WTマウスと c-Maf Tgマウスの胸腺細胞の比較．A：CD4および CD8 陰性のダブルネガティブ（DN）細胞の比率．各
マウスの胸腺から単離した胸腺細胞を FCMで解析した．データは独立した3回の実験の典型例を示す．B：胸腺CD4
陰性細胞の分化．各マウスの胸腺細胞をFCMで解析．lineage negativeかつCD4，CD8 陰性細胞で解析した．データ
は独立した3 回の実験の典型例を示す．C：胸腺細胞のTCR β発現の比率．各マウスの胸腺細胞を単離し，FCMで解
析しCD4 陰性 T 細胞中のTCR βの発現を示す． データは独立した3 回の実験の典型例を示す．D：DN3および DN4
細胞でのTCR β発現の比率．Fig. 5BでDN3およびDN4に該当する細胞をFCMで解析し，そのTCR β発現を示す． 
データは独立した3回の実験の典型例を示す．



高 松 　真 裕 子 T69高 松 　真 裕 子 T 細胞特異的 c-Maf トランスジェニックマウスにおける B 細胞増多メカニズムの解析

より抗体産生を制御することが報告されている 23)．
また，レトロウイルスを用いてc-Mafを発現させた
CD4 陽性 T 細胞の解析で，c-MafはIL4 － STAT6 経路
非依存的にIL -21の産生を誘導し，IL -21 受容体欠損
マウスでもc-MafによるIL -21 産生誘導が見られたと
報告されている 24)．さらに興味深いことに，共刺激受
容体である inducible costimulator（ICOS）からのシグ
ナルがc-Mafを誘導し，Th17 細胞とTfh 細胞の分化
を促進するという報告がある 22)．以上のことからTfh
機能におけるc-Mafの役割は重要であり，c-Maf Tgマ
ウスにおいて，増加したTfh 細胞がB 細胞増殖を誘導
している可能性（T細胞による指令説）を考えた．
　この検証のためにSRBCsによる免疫有無でのFCM
により，TおよびB 細胞の表面マーカーを解析した．
c-Maf TgマウスでTfh 細胞は刺激により有意に増加
したが，活性化 B 細胞の増加には影響が見られな
かった．また免疫組織学的検討でも，WTマウスと
c-Maf Tgマウスの間でリンパ濾胞の構造に大きな違い
は認めなかった．以上の結果から，B 細胞増殖のメカ
ニズムとしてT細胞による指令は否定的であった．
　骨髄キメラマウスを利用した競合実験でc-Maf Tg
マウスのdonor 細胞混合群ではc-Maf Tgマウス由来の
T 細胞がほとんど存在しないことからT 細胞分化障害
の存在が考えられた．c-Maf Tgマウスの胸腺細胞に
はDN 細胞が多いことから，DN 細胞での分化障害が
疑われたが，競合実験での胸腺細胞にはrecipientマウ
スであるRag2 KOマウス由来の細胞（Ly5.2 陽性）も存
在し，Tg（あるいはコントロールの）細胞と区別がつ
かないことから，骨髄キメラマウスではなく未処置
のc-Maf TgマウスおよびコントロールのWTマウスを
用いて胸腺の解析を行った．
　c-Maf TgマウスのT 細胞分化障害についていくつか
報告がある．Peng Sら25)はc-Maf TgにおけるCD4 陽性
細胞減少のメカニズムとして，Bcl-2がダウンレギュ
レートしており，そのため末梢のCD4 細胞の生存が制
限されると主張している．また，同じグループがCD8
陽性細胞減少のメカニズムとして，c-Maf Tgマウス
ではCaspase 6がアップレギュレートされ，そのため
末梢のCD8 細胞のCaspase 依存性のアポトーシスが
誘導されると報告している 26)．すなわち，CD4 陽性
細胞とCD8 陽性細胞の減少のメカニズムはそれぞれ
異なることを提唱している．我々の今回の実験結果は
それらのメカニズムを否定するものではないが，一次
リンパ組織（胸腺）におけるT 細胞分化に障害がある
ことを見いだしたものである．我々の用いたT 細胞
特 異 的 c-Maf Tgマ ウ ス は，CD2の プ ロ モ ー タ ー を
利用しており，T 細胞分化の最も初期からc-Mafが
発現する．この特徴のために胸腺における分化異常
が明らかになったと考えられる．また 実際，今回の
c-Maf Tgマウスを樹立したTakahashiらは，c-Mafを

高発現するTgマウスではリンパ腫を発生することを
報告しているが，そのようなc-Maf 高発現性のTgマウ
スの胸腺細胞はDNの段階で分化が止まっていること
を報告している 20)．我々が今回供与を受けたマウスは
リンパ腫を好発しない，c-Maf 低発現性のTgマウスの
系統である．
　T 細胞は胸腺内でDN 細胞からいったんCD4および
CD8 陽性のダブルポジティブ（DP）細胞に分化しその
後セレクションをうけてCD4またはCD8シングルポジ
ティブ（SP）細胞に分化する．胸腺ではDN 細胞の段階
でさらに4 段階の分化が行われている．このDN 細胞
は表面マーカーのCD25 と CD44 の発現によってDN1
からDN4へと分化が進む（DN1: CD44＋CD25−⇨ DN2: 
CD44 ＋ CD25 ＋⇨ DN3: CD44 − CD25 ＋⇨ DN4: CD44 −

CD25 −）27)．DN1からDN2の段階では旺盛な増殖をし，
DN3ではいったん増殖は停止し，ここでTCR β鎖の
遺伝子再構成が起こる．このTCR β鎖の再構成に成
功すると，β鎖はα鎖が完成するまでpre-TCR α鎖

（pTα）と二量体（β/pTα）を形成し，pre-TCR（pTCR）
を形成する．そしてこのpTCRはβ鎖の完成を細胞に
知らせる．この完成が成功すればDN4となる（βセレ
クション）．DN4では再び旺盛な細胞増殖が起こり，
その後 DP 段階へと進み，増殖は停止しα鎖の遺伝子
再構成が誘導される（Fig. 6）．
　本 実 験 に よ っ てc-Maf Tgマ ウ ス で はDN3が 多 く 
DN4が少ないことから，DN3からDN4への分化の段
階に障害があることが示唆され，その機序としては
βセレクションの障害によるものであることが示唆
された．実際にDN4のポピュレーションにおいて細胞
表面におけるTCR β鎖の発現が低下していた．
　pTCR 下 流 の シ グ ナ ル 伝 達 物 質 に はCD3γ /ε，
Lck，Syk/ZAP-70，LAT，SLP-76 が あ り こ れ ら を
欠損させたマウスでは pTCRシグナルが遮断され，
DN3で分化が停止することが知られている 28)．今回
明らかとなったc-Maf Tgマウスでのβセレクション
障 害 の 原 因 はpTCRの 発 現 の 障 害 で あ る と 考 え
られる．pTCRの細胞表面への発現には TCR βおよ
びpTαが共に必要である．pTαに対する抗体が入手
できなかったために確認はしていないが，β鎖と同
様に細胞表面のpTα発現は低いことが予想される．
転写因子 c-Mafが TCR βおよびpTαの発現のいずれ
を制御しているかは明らかでないが，元々正の転写
因子と考えられてきた c-Mafは最近負の転写因子の
要素があることが報告されている 29, 30)．c-Maf Tgマ
ウスの胸腺は痕跡状でありDN 分画の生化学的な解
析は困難であるが，βセレクション障害のメカニズ
ムは今後の重要な検討課題である．いずれにしろ，
転写因子 c-Mafの発現レベルが精妙に調節されてい
ることが正常のT 細胞分化に必須であることが今回
明らかとなった．
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結　論

　T 細胞特異的（CD2プロモーターの支配下）c-Maf Tg
マウスにおけるB 細胞増多のメカニズムは胸腺にお
けるT 細胞の分化が障害され，末梢のT 細胞が減少し
ていることに基づく受動的増加と考えられた．
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