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免疫応答は､ 自己と非自己とを見分け､ 非自己を排除

するシステムである｡ その応答の過程では､ 抗原によっ

て刺激を受けた免疫細胞が､ 様々な補助刺激分子を発現

することが知られている｡ その後､ 発現した補助刺激分

子にそれぞれのリガンドが結合することによって､ 免疫

細胞活性化の促進と抑制のバランスが調節され､ 免疫応

答の方向性が決定されると考えられている1)｡ 本研究で

は､ 免疫応答の初期段階において抗原提示機能に重要な

樹状細胞に発現する補助刺激分子 CD83分子に着目し､

そのリガンドやシグナル伝達について解析した｡
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CD83は､ 免疫グロブリンスーパーファミリーに属す

るⅠ型膜貫通糖タンパク質である｡ CD83の細胞表面で

の発現は､ 樹状細胞の成熟に伴って上昇するため､ 樹状

細胞の成熟マーカーの１つとして用いられていた2, 3)｡

しかし最近では､ 免疫応答により形成される胚中心リン

パ球4)､ サイトカイン刺激を受けた好中球5, 6)､ 細菌の内

毒素 (LPS) により刺激された単球やマクロファージ7)

など､ 活性化された多くの免疫細胞で発現が上昇するこ

とが確認されている｡ マウス CD83は 196アミノ酸残

基で構成され､ 細胞外領域に存在する 2残基のシステ

インの間で Vタイプ免疫グロブリン様ドメインを形成

している8)｡ 細胞内にシグナル伝達に関わるリン酸化モ

チーフである ITAMや ITIMを持たないこともあり､

刺激伝達の機序は不明である｡

これまでに CD83の機能としていくつかの報告があ

る9)｡ CD83ノックアウトマウスでは､ 胸腺内および末

梢血での CD4+ T細胞の顕著な減少が認められ､ 胸腺

上皮細胞に発現する CD83が､ CD4+CD8+ T細胞から

CD4+CD8－ T細胞への分化に関係していることが示唆

されている10)｡ 一方､ CD83過剰発現マウスにおいては､

胸腺依存性抗原および胸腺非依存性抗原に対しての抗体

産生能が大幅に減少することや､ インターロイキン 10

(IL-10) 産生が亢進することが報告されている11, 12)｡ ヒ

トにおいては､ リウマチ患者と健常者の SNPsを比較

したゲノムワイド関連解析 (Genome Wide Associa-

tion Study: GWAS) により､ 患者では CD83 遺伝子

の一塩基多型 (SNP) が高頻度に認められ13)､ また､ 多

数のリウマチ患者の滑液中から可溶性 CD83が検出さ

れることが報告されている 14)｡ これらの報告から､

CD83の発現が免疫応答の調節に大きな影響を与えてい

ることが予想されるが､ CD83のリガンド分子が解明さ

れていないため､ 詳細については未知の点が多い｡ 最近

では､ 可溶性 CD83がリンパ球混合反応 (MLR) での

T細胞の増殖や､ 実験的自己免疫性脳脊髄炎 (EAE)

を抑制することが報告されており､ CD83リガンドの同

定により免疫制御の分子メカニズムについての新たな知

見を見いだすことができると考えられた15, 16)｡
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CD83のリガンドを発現する細胞として､ T細胞､ マ

クロファージ､ 樹状細胞が報告されている｡ CD83がシ

アル酸に結合するという報告もあるが､ リガンド分子の

実体は不明である17-19)｡ 本研究では､ はじめに CD83の

リガンド発現細胞のスクリーニングを目的とし､ マウス

CD83の細胞外ドメインとヒト IgG1の Fcドメインと

の 融 合 タ ン パ ク (mCD83-Fc) お よ び GST

(Glutathione S-transferase) との融合タンパク質

(GST-mCD83) を作製した｡ 作製した融合タンパク質

は､ プルダウンアッセイ､ 抗体アフィニティークロマト

グラフィー､ 蛍光染色法､ フローサイトメトリーなどに

利用でき､ リガンドの同定および精製､ 遺伝子クローニ

ングなどに有用と考えられる｡ コントロールとして使用

するヒト IL-2のシグナルペプチドとヒト IgG1の Fcド

メインとの融合タンパク質 Control-Fcも作製した｡ そ

Proc. Hoshi Univ. No.57, 2015

― 33 ―

� �

��������� � CD83!"#$ B-1 B��

%&'() �*+,-

安 藤 祐 介

星薬科大学 微生物学教室

Analysis of ligands for CD83, a marker of activated immune cells

Yusuke ANDO

Department of Microbiology, Hoshi University



れぞれの Fcドメインとの連結部分には､ フレキシブル

なリンカーとして知られる 4残基のグリシンと１残基

のセリンの配列が 3回繰り返される (Gly4Ser)×3を挿

入した (Figure 1A)｡ mCD83-Fcおよび Control-Fcは､

発現プラスミドを HEK293FT細胞に導入し､ ７日後の

培養上清より Protein A-Sepharoseを用いて精製した

(Figure 2A)｡ また､ GST-mCD83および GSTは､ そ

れぞれの発現プラスミドを Rosetta-gami に導入し､

IPTG でタンパク発現誘導後の菌体破砕液より

Glutathione-Sepharoseを用いて精製した (Figure 1B､

2B)｡

精製した融合タンパク質 mCD83-Fcを用いて､ マウ

ス免疫細胞を対象にリガンド発現細胞のスクリーニング

を行った｡ C57BL/6Nマウスより､ 脾細胞､ 骨髄細胞､

胸腺細胞および腹腔内細胞を調製し､ それらに対しての

mCD83-Fcの結合性をフローサイトメトリーにより評

価した (Figure 3)｡ その結果､ mCD83-Fcは､ 脾細胞､

骨髄細胞､ 胸腺細胞に対しては結合がみられないが､ 腹

腔内細胞の一部に対して結合が認められた｡ また､

FSC/SSCプロットでの解析により､ mCD83-Fcが結合

する細胞集団は､ 単球や顆粒球ではなく､ リンパ球であ

ることが示唆された｡

次に､ マウスの週齢による mCD83-Fcの結合する細

胞集団の割合の変化を調べたところ､ 50週齢のマウス

と比べて､ 6週齢のマウスから調製した腹腔内細胞では

より多くの細胞が結合した (Figure 4)｡ mCD83-Fcの

結合性が加齢とともに大きく減少する一方で､ Control-

Fcの結合性ならびに PE標識二次抗体の結合性には大

きな変動がみられなかった｡ したがって､ マウスの加齢

による mCD83-Fcの結合性の変化は CD83を介した結

合性の変化によるものであることが示唆された｡

これらの結果より､ 腹腔内に存在するリンパ球集団の

一部は CD83リガンド発現細胞であり､ 加齢によって

CD83リガンドの発現量が減少､ あるいは CD83リガン

ド発現細胞数が減少する可能性が考えられた｡
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Figure 1. マウス CD83 (mCD83) と Fcあるいは GSTとの
融合タンパク質の模式図

(A) Control-Fc および mCD83-Fc (B) GST および GST-
mCD83

Figure 2. 精製 mCD83-Fcおよび GST-mCD83の SDS-ポリ
アクリルアミドゲル電気泳動 (PAGE) による分析
(A) 精製後の mCD83-Fcおよび Control-Fcを還元条件下で

SDS-PAGEにより分離後 CBB染色した｡ N-結合型糖鎖を切
断する酵素 PNGase Fにより精製後の融合タンパク質を処理
した図を示す｡ (B) 精製後の GST-mCD83および GSTを還
元条件下で SDS-PAGEにより分離後 CBB染色した｡

Figure 3. マウス免疫細胞に対するmCD83-Fcの結合性
脾細胞､ 骨髄細胞､ 胸腺細胞､ および腹腔内細胞に対する

mCD83-Fcの結合性をフローサイトメーター (FACS Verse)
で解析した｡ 対照として Control-Fcおよび PE標識ヤギ抗ヒ
ト Igγ鎖抗体のみ (None) による処理も行った｡ 枠で囲んだ
細胞の全細胞数に占める割合 (％) を示した｡ FSC/SSCゲー
トによりリンパ球集団を選び､ 縦軸に SSC､ 横軸に PEの強
度をプロットした｡
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mCD83-Fc結合性の腹腔内細胞集団の表面マーカー

を調べた｡ マウスの腹腔内に存在する細胞は､ 主に B

細胞や T細胞､ マクロファージであるが､ リンパ球の

一部に mCD83-Fcが結合することが確認されたので､

T細胞と B細胞の細胞表面マーカーに対する抗体で染

色した｡ 腹腔内に存在するリンパ球の種類とそれらの細

胞表面マーカーを Table 1 に示した 20)｡ 抗 CD4､ 抗

IgM､ 抗 B220､ 抗 CD11b抗体により解析したところ､

mCD83-Fcが結合する細胞は IgMhi､ B220int､ CD11b+

であり (Figure 5)､ すなわち B-1 B細胞と呼ばれる細

胞集団であることが示唆された｡ そこで､ B細胞の亜集

団 (B-1 B細胞と B-2 B細胞) に対してmCD83-Fcの

結合性をみたところ､ mCD83-Fcは B-1 B細胞および

B-2 B細胞の一部に結合し､ mCD83-Fc結合性の細胞

は B-1 B細胞に高い割合で含まれていることが明らか

となった (Figure 6)｡

マウスの系統により腹腔内に存在する B-1 B細胞数

が異なることが報告されている21)｡ BALB/cマウスおよ

び C57BL/6Nマウスの腹腔細胞の B-1 B細胞の割合を

調べてみると､ 以前の報告のように BALB/cマウスで

は C57BL/6Nマウスに比べ､ B-1 B細胞の割合が高い

ことが確認された (Figure 7A)｡ mCD83-Fc結合性の

細胞の存在比にも差異があることが予想されたので､ そ

れぞれの系統の 6週齢のマウスから腹腔内細胞を調製

し､ mCD83-Fcの結合する細胞の割合について調べた｡

その結果､ B-1 B細胞集団のうち､ BALB/cマウスでは

21.5％､ C57BL/6Nマウスでは 12.8％が mCD83-Fc結

合性の細胞であり､ BALB/cマウスにおいて約 2倍高い

ことがわかった (Figure 7B)｡

B-1 B 細胞は､ CD5 の発現量により CD5+である

B-1a B細胞と CD5lo である B-1b B細胞とに大別され

る｡ 両系統のマウスの腹腔内細胞のうち B-1 B細胞に

占める B-1aおよび B-1b B細胞の割合を調べてみると､

BALB/cマウスでは C57BL/6Nマウスに比べ､ B-1a B

細胞の割合が約 2倍であり､ 一方 B-1b B細胞の割合が

約 1/2 倍であった (Figure 7A)｡ これらの結果は､

BALB/cマウス腹腔内細胞において B-1a B細胞の比率

が高いことおよび高頻度に mCD83-Fc結合細胞が存在

することの相関性を示すものであり､ mCD83-Fcに高

い親和性を有する細胞集団は主に B-1a B細胞である可

能性が考えられた｡
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Figure 4. 腹腔内細胞に対するmCD83-Fcの結合性細胞とマ
ウス週齢の関係

50週齢および 6週齢のマウス由来の腹腔内細胞の mCD83-
Fc結合性について Figure 3と同様に解析した｡ 縦軸に SSC
の強度､ 横軸に PEの強度をプロットした｡

Table 1.  

B-1a B IgMhi  B220int  CD23-  CD11b+  CD5+

B-1b B IgMhi  B220int  CD23-  CD11b+  CD5int

B-2 B IgMint  B220hi  CD23+  CD11b-  CD5-

CD4 T IgM-  B220-  CD23-  CD11b-  CD4+

Figure 5. mCD83-Fc結合性細胞の表面マーカー解析
腹腔内の mCD83-Fc 結合細胞 (実線) および非結合細胞

(塗りつぶし) の IgM､ B220および CD11bの発現量をフロー
サイトメトリーにより解析した｡ 横軸は蛍光強度､ 縦軸は細胞

数 (相対値) をそれぞれ表す｡

Figure 6. B-1 B細胞および B-2 B細胞への mCD83-Fcの
結合性

マウス腹腔内由来 B-1 B 細胞および B-2 B 細胞に対する
mCD83-Fcの結合性をフローサイトメトリーで解析した｡ 対
照として Control-Fc および PE 標識ヤギ抗ヒト Igγ鎖抗体
(None) を用いた｡ B-1 B細胞集団 (IgMhiB220intCD11b+) お

よび B-2 B細胞集団 (IgMintB220hiCD11b－) に､ それぞれゲー
トをかけ解析した｡

Table 1. 腹腔内のリンパ球とその表面マーカー
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mCD83-Fc が腹腔内の B 細胞､ 特に IgMhi B220int

CD11b+ B-1 B細胞に結合することが明らかになった

ので､ マウス B細胞を由来とする 7種類の細胞株への

結合性を調べた｡ 7種類の B細胞株のうち､ BCL1細胞

株の亜株 3種類および CH27は B-1 B細胞､ BAL-17､

WEHI231､ PAIは B-2 B細胞由来である｡ その結果､

mCD83-Fcは､ B-1 B細胞を由来とする BCL1細胞株

の亜株 3 種類､ BCL1-B20､ BCL1-CW13.20､ BCL1-

5B1b に結合し ､ その程度は BCL1-B20＞BCL1-

CW13.20＞BCL1-5B1bの順であることが明らかとなっ

た (Figure 8)｡ B-1 B細胞由来の細胞株にmCD83-Fc

が結合するという結果は､ 腹腔の B-1 B細胞の一部が

mCD83-Fcに高親和性を示すことと一致するものであっ

た｡ また､ mCD83-Fcの BCL1-B20細胞への結合は､

GST-mCD83の存在下で競合的に阻害されたことから､

CD83の特異的結合であることが確認された (Figure 9)｡

B細胞は､ 自然免疫で働く B-1 B細胞と獲得免疫で

働く B-2 B細胞とに大別される20, 22, 23)｡ B-1 B細胞は胎

児期の肝臓において産生され､ 生体においては自己増殖

によりその数を維持しており､ 一方､ B-2 B細胞は出

生以降骨髄において生涯産生され続けるとされている｡

しかしながら､ B-1 B細胞は由来や機能､ 細胞表面マー

カーについて未だ不明な点も多く､ mCD83-Fcの結合

性の違いにより B-1 B細胞を新たに特徴づけられる可

能性が考えられた｡
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mCD83-Fc高結合株であった BCL1-B20細胞を用い

て CD83のリガンド分子の同定を目的に研究を進めた｡
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Figure 7. C57BL/6Nおよび BALB/cマウスの腹腔内細胞へ
のmCD83-Fcの結合性
(A) C57BL/6Nおよび BALB/cマウス由来の腹腔内細胞にお
ける B-1 B 細胞および B-2 B 細胞の占める割合を示した｡
IgM－B220－の細胞集団以外を B細胞とし､ Table 1に示す表
面マーカーに従い､ B-1a B細胞､ B-1b B細胞､ B-2 B細胞
の割合をそれぞれ推定した｡ (B) C57BL/6Nおよび BALB/c
マウス由来の腹腔内細胞に対する mCD83-Fc結合性を Figure
3と同様にフローサイトメトリーにより解析した｡

Figure 8. マウス B細胞株に対するmCD83-Fcの結合性
7種類のマウス B細胞株に対しての mCD83-Fcの結合性を
フローサイトメトリーで解析した｡ Control-Fcの結合性 (赤

色の実線)､ mCD83-Fcの結合性 (青色の実線)､ PE標識ヤギ
抗ヒト Igγ鎖抗体の結合性 (黒色の実線) をそれぞれ示した｡

Figure 9. BCL1-B20 細胞への mCD83-Fc の結合に及ぼす
GST-mCD83の影響

GST-mCD83 (10または 50 �g/mL) 存在下 (A) あるいは
GST (100 �g/mL) 存在下 (B) におけるmCD83-Fcの BCL1-
B20細胞に対する結合性をフローサイトメトリーにより解析し
た｡



BCL1-B20細胞より粗膜画分懸濁液を調製し､ mCD83-

Fcおよび Control-Fcにより粗膜画分懸濁液中から沈降

されてくるタンパク質を SDS-PAGEで分離後､ 銀染色

により検出､ 比較した｡ その結果､ Control-Fcでは沈

降されないが､ mCD83-Fcにより沈降する 75 kDaの

タンパク質が検出された (Figure 10A)｡ 沈降した 75

kDaのタンパク質について､ MALDI-TOF-MSによる

PMF解析およびMS/MS解析を行ったところ､ マウス

IgMの重鎖 (μ鎖) であることがわかった｡ また､ 抗

マウス IgM抗体を用いたウエスタンブロットによって

も､ μ鎖が mCD83-Fcにより特異的に沈降されてくる

ことが確認された (Figure 10B)｡ 次に､ mCD83-Fc

の BCL1-B20細胞に対する結合に関わるμ鎖の寄与を

調べるために､ 抗 IgM抗体の影響を調べた｡ その結果､

BCL1-B20細胞をあらかじめ抗 IgMポリクローナル抗

体で処理することにより､ mCD83-Fcの結合が阻害さ

れることがわかった (Figure 11)｡ これらの結果より､

CD83が BCL1-B20細胞の IgMを介して結合している

可能性が示された｡

続いて､ mCD83-Fcの高結合株である BCL1-B20細

胞と低結合株である BCL1-5B1b 細胞との間に､

mCD83-Fcによって沈降されてくるμ鎖に違いがある

かを調べた｡ その結果､ BCL1-B20細胞の粗膜画分懸

濁液中から沈降されてくるμ鎖の量に比べ､ BCL1-

5B1b細胞から沈降されてくるμ鎖の量が少ないことが

明らかとなった (Figure 12A)｡ また､ 抗マウス IgM

抗体を用いたウエスタンブロットによっても､ BCL1-

5B1b細胞の粗膜画分懸濁液中から沈降されてくるμ鎖

はきわめて少ないことが確認された (Figure 12B)｡ こ

の結果から､ BCL1-B20細胞に比べ BCL1-5B1b細胞で

は IgMの発現量が少ないことが予想されたが､ フロー

サイトメトリーにより IgMの発現量を測定したところ､

予想に反して BCL1-5B1bの IgMの発現量は､ BCL1-

B20細胞に比べ高いことがわかった (Figure 13)｡ 抗

IgM抗体の前処理により mCD83-Fcの結合が阻害され

るが､ 細胞表面の IgMの発現量とmCD83-Fcの結合性

との間には相関がみられないことから､ 両細胞に発現す

る IgMに質的な差異が存在することが考えられた｡ 例

えば､ CD83に対して高親和性および低親和性の IgM

が存在し､ CD83が B-1 B細胞のユニークな IgMを認

識して結合している可能性等が推測された｡
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Figure 10. mCD83-Fcにより沈降される BCL1-B20細胞の
タンパク質

BCL1-B20 細胞より調製した粗膜画分懸濁液中から､
mCD83-Fcおよび Control-Fcによって沈降されてきたタンパ
ク質を SDS-PAGE (7.5％ゲル) により分離し､ 銀染色 (A)
あるいは抗 IgM抗体によるウエスタンブロット (B) を行っ
た｡ 対照として､ 粗膜画分を加えないもの (左から 3､ 4レー
ン目)､ Protein G-Dynabeadsに粗膜画分を加えたもの (左か

ら 5レーン目)､ ならびに粗膜画分 (反応に用いた量の 0.83%
に相当する量､ 左から 6 レーン目) も泳動した｡ 矢頭は､
mCD83-Fcによって特異的に沈降された 75 kDaのタンパク
質を示す｡

Figure 11. 抗 IgMポリクローナル抗体による mCD83-Fcの
結合の阻害

BCL1-B20細胞を抗 IgM抗体 (20 �g/mL) の存在下または
非存在下で､ 氷上にて 30分間静置した｡ それぞれの細胞に対
しての mCD83-Fc (赤色の実線)､ Control-Fc (青色の実線)
および PE標識ヤギ抗ヒト Igγ鎖抗体 (緑色の実線) の結合性

をフローサイトメトリーで解析した｡

Figure 12. mCD83-Fcにより沈降されたタンパク質の比較
BCL1-B20細胞および BCL1-5B1b細胞より調製した粗膜画

分懸濁液中から､ mCD83-Fcおよび Control-Fcによって沈降
されたタンパク質を SDS-PAGE (7.5％ゲル) により分離し､
銀染色 (A) ならびに抗 IgM抗体によるウエスタンブロット
(B) を行った｡ 対照として､ 粗膜画分を加えないもの (左か

ら 9､ 10レーン目)､ Protein G-Dynabeadsに粗膜画分を加え
たもの (左から 7､ 8レーン目)､ 粗膜画分 (反応に用いた量

の 5％に相当する量､ 左から 1､ 2レーン目) も泳動した｡ 矢
頭は､ mCD83-Fcによって特異的に沈降されたμ鎖を示す｡
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BCL1-B20細胞に発現する IgMをウエスタンブロッ

トで分析すると 2本のバンドが確認され､ これらのう

ち､ 高分子量側の IgMがmCD83-Fcにより選択的に沈

降されることが明らかとなった (Figure 12B)｡ そこで､

これら 2種類の IgMの相違が何に由来するのかを解析

した｡

CD83が糖鎖末端に存在するシアル酸を認識している

という報告19) や､ IgMが N-結合型糖鎖修飾を受けると

の報告24) から糖修飾に着目した｡ BCL1-B20細胞の細

胞溶解液をペプチド-N-グリコシダーゼ (PNGase F)

またはノイラミニダーゼで処理した後､ 抗 IgM抗体を

用いたウエスタンブロットにより解析すると､ いずれの

酵素処理においても IgMの泳動度に変化が見られたが､

1本のバンドに収束することはなく､ 少なくとも 2種類

の IgMの存在が観察された (Figure 14A)｡ この結果

より､ 高分子量および低分子量の IgMは､ いずれも N-

結合型糖鎖およびシアル酸の修飾を受けているが､ 両者

の相違が異なる糖鎖修飾に起因する可能性は低いと思わ

れる｡

細胞膜結合型 IgMは､ スフィンゴ脂質､ コレステロー

ル､ シグナル伝達分子などが集積し形成される脂質ラフ

ト (Lipid Raft) と呼ばれるマイクロドメインに存在す

ることが知られている25, 26)｡ そこで､ BCL1-B20細胞よ

りショ糖密度勾配遠心法により脂質ラフト画分を分離し､

ウエスタンブロットで解析したところ､ 高分子量側の

IgMの濃縮が認められた (Figure 14B)｡ この結果か

ら､ mCD83-Fcは､ 脂質ラフトを形成する IgMに選択

的に結合することが示唆された｡ 脂質ラフトは､ スフィ

ンゴ脂質が集積した膜のドメインであることから､

CD83が IgMおよびスフィンゴ脂質を含む複合体を認

識している可能性も考えられた｡

8���


本研究により以下のことが明らかとなった｡ (1)

mCD83-Fcは､ 腹腔内細胞の一部に結合し､ その大部

分は B細胞であり､ 特に B-1 B細胞と呼ばれる亜集団

に結合した｡ (2) mCD83-Fcは､ B-1 B細胞由来であ

る BCL1-B20細胞株の３種類の亜株に結合し､ 結合性

はBCL1-B20＞BCL1-CW13.20＞BCL1-5B1bであった｡

(3) BCL1-B20細胞の粗膜画分から mCD83-Fcにより

IgMのμ鎖が沈降されるが､ BCL1-5B1b細胞の粗膜画

分からは､ ほとんど沈降されなかった｡ しかしながら､

両細胞の IgM の発現量とは相関しなかった｡ (4)

mCD83-Fcは､ BCL1-B20細胞の粗膜画分から､ 高分

子量側の IgMを選択的に沈降し､ この IgMは脂質ラフ

トを含む画分に回収された｡

免疫細胞の活性化に伴い CD83が発現することから､

免疫反応が活発に起こる組織での B-1 B細胞との相互

作用が予想される｡ B-1 B細胞については､ ①脾臓に

少数存在する CD5＋ B-1 B細胞をマウスに移入するこ

とにより､ EAEの進行が抑えられること28)､ ②B-1 B

細胞が制御性 B細胞の前駆細胞になり得ること29)､ ③

腹腔内 B-1 B細胞は､ 生体内における主要な IL-10産

生細胞であることが報告されている30)｡ また､ CD83の

トランスジェニックマウスにおいて､ 抗体産生の抑制お

よび IL-10の産生増強が報告されていること11, 12) から､

CD83発現細胞が B-1 B細胞と相互作用することによ

り､ IL-10産生を通じて免疫反応を負に制御している可

能性が考えられる｡ また､ B-1 B細胞は胸腺に移行す

ることも知られているため31)､ CD83ノックアウトマウ

スで見られる T細胞の分化障害の原因は､ 本来 CD83
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Figure 13. BCL1-B20細胞と BCL1-5B1b細胞における IgM
発現量の比較

(青：BCL1-B20 細胞の IgM の発現量 赤：BCL1-5B1b 細
胞の IgMの発現量)

Figure 14. BCL1-B20細胞における IgMの解析
(A) BCL1-B20細胞の細胞溶解液を PNGase Fまたはノイ
ラミニダーゼにより処理後､ SDS-PAGE (7.5％ゲル) により
分離し､ 抗 IgM抗体によるウエスタンブロットを行った｡ (B)
BCL1-B20細胞を 0.1％ Triton X-100を含む緩衝液で 4℃､
30分の条件で可溶化した｡ 得られた細胞溶解液を 5％､ 35％､
42.5％ショ糖の不連続密度勾配超遠心 (200,000 x g､ 4℃､ 16
h) により分離し､ 上部より 600 �Lずつ回収した (画分 1～ 8)｡
抗 IgM抗体を用いて各画分に含まれる IgMを沈降させた後､
ウエスタンブロットにより IgMを検出した｡ 脂質ラフトのマー
カー分子である Caveolin-1の分布より､ 脂質ラフトは画分 3
に濃縮されていると考えられる｡



発現細胞である胸腺上皮細胞と B-1 B細胞の相互作用

の不全による可能性も考えられる｡

本研究により､ mCD83-Fcに対して高親和性の IgM

と低親和性の IgM の存在が明らかとなった｡ 両者は

SDS-PAGEでの移動度に違いが見られるが､ 化学的な

性質の差異については現在のところ不明である｡ また､

BCL1-B20細胞および BCL1-5B1b細胞での IgMの発

現量と mCD83-Fcの反応性に必ずしも相関性がないこ

とから､ 構造的にユニークな IgMが CD83を認識して

いる可能性がある｡ B-1 B細胞は､ 自己や病原体に対

する抗体を抗原の有無に関わらず常に産生していること

が知られており､ T 細胞のマーカーとして知られる

Thy-1抗原の場合には､ 自己抗原として B-1 B細胞に

認識されることがある32)｡ CD83の場合も同様の機序に

より B-1 B細胞に認識される可能性が考えられる｡ ま

た､ CD83に親和性の高い IgMは､ 脂質ラフトに局在

していることから､ CD83高親和性 IgMを持つ B-1 B

細胞が活性化免疫細胞に対して CD83を介した細胞機

能調節シグナルを伝達していることが考えられる｡ 今後､

mCD83-Fc結合細胞と非結合細胞を分取し､ 両細胞の

性質の違いを明らかにしていくとともに､ CD83-CD83

リガンドを介したシグナル伝達の観点から､ B-1 B細

胞と CD83の相互作用が免疫応答に与える影響を解明

していきたいと考えている｡
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Analysis of ligands for CD83, a marker of activated immune cells

Yusuke ANDO
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CD83, a member of the immunoglobulin superfamily, is a type-1 transmembrane glycoprotein and expressed on vari-
ous activated immune cells. The soluble form of CD83 strongly suppresses mixed lymphocyte reaction (MLR) and experi-
mental autoimmune encephalomyelitis (EAE), however, the mechanism of CD83-mediated immune regulation including
ligands for CD83 (CD83L) has not been elucidated. We screened immune cells from mouse lymphoid organs to identify
CD83L+ cells by flow cytometry using a mCD83-Fc fusion protein, and found that mCD83-Fc bound to B220intIgMhiCD11b+

peritoneal B-1 B cells, but not to cells from spleen, bone marrow, or thymus. When we tested the binding of mCD83-Fc
to various B lymphocytic cell lines, the fusion protein bound to BCL1-B20 cells which are known to be derived from B-1
B cells. The pull-down assay using mCD83-Fc revealed that a part of glycosylated IgM heavy chain was precipitated
from the crude membrane fraction of BCL1-B20 cells. Furthermore, anti-mouse IgM antibodies blocked binding of
mCD83-Fc to B-1 B cells and BCL1-B20 cells. These results suggest that CD83+ cells might recognize surface IgM with
unique modification expressed on B-1 B cells during immune responses.


