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1 序論 
 
1-1 B 細胞と分化 
 
 リンパ球は T 細胞、B 細胞、NK 細胞に大別され、その中で B 細胞は抗体産

生を担う細胞であると認識されている。骨髄において血液幹細胞から Pro-B 細

胞、Pre-B 細胞を経て分化した naïve B 細胞は二次リンパ組織の濾胞に移動す

る[1,2]。二次リンパ組織において naïve B 細胞は細胞表面に発現する B 細胞レ

セプターと外来抗原が結合すると活性化し、さらに濾胞 T 細胞由来の CD40 の

共刺激により増殖する[1,2]。増殖した細胞の一部は速やかに分化し、memory 細

胞（胚中心非依存性 memory 細胞）や短寿命の plasma 細胞へと分化する[1-4]。
また、増殖した他の B 細胞は濾胞 T 細胞と共に胚中心を形成する。暗領域と明

領域で構成される胚中心において、B 細胞は暗領域で著しく増殖し、その際に

IgV 領域の体細胞突然変異が起こり、結果として親和性が高い B 細胞が出現す

る[3,4]。その後胚中心の明領域に移動した B 細胞は濾胞樹状細胞や濾胞 T 細胞

との相互作用によって選択され、最終的に長寿命 plasma 細胞や胚中心依存的な

memory 細胞へと分化する[3,4]。 
 
1-2 Plasmablast/plasma 細胞のホーミングとケモカイン 
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 plasmablast や plasma 細胞は細胞表面に CXCR4 を発現し、骨髄の間質細胞

が多く発現する CXCR4 のリガンドである CXCL12 に反応して骨髄へと移動す

る（ホーミング）[5,6]。これは、CXCR4 欠損マウスの胎児肝造血細胞を放射線

照射した正常マウスに移植したキメラマウスを NP-CGG で免疫すると，誘導さ

れた plasma 細胞が血液中には増加するが、骨髄での plasma 細胞の蓄積が認め

られなかったことにより明らかになった[6]。末梢血中の plasmablast や plasma
細胞は CXCR4 の他に CXCR6（リガンド：CXCL16）、CCR10（リガンド：CCL28）、
CCR3（リガンド：CCL28）を発現しており、骨髄はこれらのリガンドの発現が

高いことが報告されている[7]。 
 一方で、CXCL12 は plasmablast や plasma 細胞の移動に関与するだけでな

く、B 細胞前駆体の骨髄での分化や保持に重要な役割を持つことが報告されて

いる[5,6]。 
 
1-3 DNAM-1 の T 細胞、NK 細胞における機能 
 
 白血球接着分子である DNAX accessory molecule-1 (DNAM-1、CD226)はイ

ムノグロブリンスーパーファミリーのⅠ型膜貫通蛋白である。ヒトとマウスに

おいて NK 細胞、CD8+T 細胞、CD4+T 細胞、単球、血小板の大多数に定常的に

発現することが報告された[8,9]。ポリオウイルスレセプター（PVR）である

CD155 とネクチン-2（CD112、ポリオウイルスレセプター関連ファミリー2）は
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DNAM-1 のリガンドであることが報告されている[10,11]。これらのリガンドは

多くの組織の造血系細胞、上皮細胞、内皮細胞に広く発現しており、特定の癌で

はその発現が上昇することが知られている[12-20]。NK 細胞、CD8+T 細胞上の

DNAM-1 と標的細胞上のリガンドの相互作用が細胞誘導性の細胞毒性や IFN-
γ等のサイトカイン産生を促進する[8,10,21]。DNAM-1 はまた NK 細胞や

CD8+T 細胞による腫瘍の排除や白血球機能関連抗原-1（LFA-1）と関連した

naïve CD4+T 細胞から Th1 細胞への増殖・分化に関与することが報告されてい

る[15,21,22]。 
 
1-4 B 細胞と DNAM-1 に関する知見 
 
ヒト及びマウスにおいて一部の B 系統細胞に DNAM-1 が発現していること

が報告されている[8,23-25]。しかしながら、B 系統細胞における発現パターンや

DNAM-1 の機能についてはいまだ不明である。過去には Epstein-Barr (EB)ウ
イルスの感染が初代培養の B 細胞上の DNAM-1 発現を増加させることが報告

されている[23]。この EB ウイルスを感染させた in vitro の実験系において

DNAM-1 の機能を明らかにするための実験が行われたが、増殖、生存、凝集、

活性化内皮細胞への接着において DNAM-1 の明らかな関与はなかった[23]。ま

た、CD40L/IL-21 の刺激が in vitro で誘導された plasmablast 上の DNAM-1
発現を増加させるという報告はあるものの、その詳細は不明である[24]。さらに、
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DNAM-1 の細胞質領域の 307 残基の突然変異が様々な自己免疫疾患の病態と関

連することが報告されている[25]が、一方で、健常人と多発性硬化症の患者を比

較した際に B 細胞上の DNAM-1 発現には変化が見られなかったとも報告され

ている[26]。 
 
1-5 DNAM-1 とリガンドを共有する分子 
 
 CD155 は TIGIT (T cell immunoreceptor with Ig and ITIM domains)あるい

は CD96 のリガンドにもなることが知られている[27,28]。TIGIT は NK 細胞. 
NKT 細胞、CD8+T 細胞、regulatory T 細胞、memory CD4+ T 細胞に発現す

る[29]。一方で CD96 はヒトで NK 細胞、CD8+T 細胞、CD4+T 細胞に発現す

る[30]。TIGIT はその ITIM モチーフを介して直接的に NK の細胞障害活性を

抑制する[29]。CD96 は CD155 を発現する標的細胞への NK 細胞の接着を促進

することで活性化した NK 細胞の細胞障害活性を刺激する[28]。しかしながら、

CD96 は NK 細胞のサイトカイン反応を抑制的に調節することも報告されてい

る[31]。本論文ではヒト B 細胞上の DNAM-1 のみならず、DNAM-1 とリガン

ドを共有する TIGIT や CD96 の発現をあわせて解析した。 
 
1-6 多発性骨髄腫 
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 多発性骨髄腫は非ホジキン型リンパ腫に次ぐ 2 番目に多い血液腫瘍であり、

近年プロテアソーム阻害薬、免疫調節剤、抗体医薬等の新薬の承認により劇的

に治療法が進歩しているが、5 年生存率は 50％以下である[32, 33]。多発性骨

髄腫は腫瘍化した長寿命 plasma 細胞が主に骨髄内で増殖し、単クローン性に

免疫グロブリン（M 蛋白）を産生することを特徴とし、貧血、感染、腎機能障

害、骨破壊の症状が認められる[32]。多発性骨髄腫患者の腫瘍化した plasma
細胞上には DNAM-1 のリガンドである CD155 や CD112 が発現しており、in 
vitro、in vivo モデルにおいて NK 細胞及び CD8+T 細胞上の DNAM-1 が多発

性骨髄腫の病態において重要な役割を持つことが報告されている[34-36]。ま

た、多発性骨髄腫の治療に用いられるアルキル化剤のメルファラン、プロテア

ソーム阻害薬であるボルテゾミブの使用により多発性骨髄腫細胞上の DNAM-1
のリガンドの発現が上昇することが明らかとなった[37, 38]。上記報告のよう

に多発性骨髄腫における腫瘍化した plasma 細胞上の DNAM-1 のリガンド発

現については既に明らかになっているが、腫瘍化した plasma 細胞上の

DNAM-1 の発現についてはいまだ不明である。 
 
1-7 白血球と血小板の結合 
 
 血小板の止血や血栓形成における役割についてはよく知られているが、近年

血小板がその役割に加えて、広範囲な免疫反応においても重要な役割を持つこ
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とが報告された[39-41]。血小板は循環血中や組織中の白血球との直接的な細胞

間相互作用、あるいは血小板活性化後にα顆粒から放出されるケモカインであ

る PF4（CXCL4）などの可溶性因子を介して炎症を調節する役割が明らかとな

った[39,40]。血小板と白血球の直接的な相互作用における細胞間接着のメカニ

ズムについては、血小板上の P-selectin と好中球上の PSGL-1 の相互作用によ

る好中球の経内皮移動の促進や、血小板上の GPIbαと白血球上の Mac-1 の相

互作用による微小血管炎症や血栓形成の促進等が報告されている[39]。一方、B
細胞と血小板においては、末梢血の血小板が B 細胞と CD40-CD40L の相互作

用により細胞間接触し、sCD40L と RANTES を介して B 細胞の IgG 産生を促

進することが報告されている[42]。B 細胞に無視できない数の血小板が結合して

いることから、血小板には DNAM-1 が高発現しているため[43]、フローサイト

メーターによる解析によりこれまで少数の B 系統細胞で観察されていた

DNAM-1 の発現についても、その真偽が問われるようになった。 
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2 目的 
 
B 系統細胞における DNAM-1（CD226）の発現様式とその機能を示すこ

と。 
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3 材料および実験方法 
 
3-1 マウス 
 
 8 ~ 12 週齢の C57BL/6 及び BALB/c マウスを日本クレア株式会社より購入

して用いた。いずれも Specific Pathogen Free の環境下にて飼育し、筑波大学

生命科学動物資源センターの規約に従って実験を行った。 
 
3-2 抗体と試薬 
 
 FITC 標識抗ヒト CD138, CD27、PE 標識抗ヒト CD38、IgD、PE-Cy5 標識

抗ヒト CD3、抗マウス CD138、ビオチン標識抗ヒト CD56、APC 標識抗マウ

ス IgG1 アイソタイプコントロール、APC-Cy7 標識抗マウス、抗ヒト

CD11b、ストレプトアビジン、AF700 標識抗ヒト NKp46、V500 標識抗マウ

ス CD45R/B220 抗体は BD Biosciences(USA)より購入した。V450 標識抗ヒ

ト CD19、FITC 標識抗マウス CD19 は Tonbo Biosciences から購入した。PE-
Cy7 標識抗ヒト CD41/61、抗マウス TCRβ、APC 標識抗ヒト CD96、抗マウ

ス IgG2b アイソタイプコントロール、APC-Cy7 標識抗マウス CD41 は

Biolegend(USA)から購入した。APC 標識抗ヒト TIGIT 抗体は R&D systems 
(USA)から購入した。抗ヒト DNAM-1 抗体及び抗マウス DNAM-1 抗体は研究
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室で標準的な方法で作製され、Alexa647 及びビオチンでそれぞれ標識した。

Propidium iodide（PI）は死細胞を解析から除去するために使用した。 
 
3-3 ヒト B 系統サブセットにおける DNAM-1 の発現解析 
3-3-1 イメージングフローサイトメーターによる血小板結合細胞の解析 
 
健常人から末梢血を採取し、Lymphoprep (Stemcell technologies, Canada)

のプロトコールに準じて Ficoll 密度勾配により PBMC（peripheral blood 
mononuclear cell）を分離した。PBMC に FcR blocking reagent (MACS, 
MiltenyiBiotec, Germany)を加えて Fc 受容体ブロッキングを行った後に、抗

ヒト CD41/61 抗体、抗ヒト CD19 抗体、抗ヒト DNAM-1 抗体を用いて染色し

た。その後 ImagingStreamX (Merck Millipore, USA)を用いて解析した。 
 

3-3-2 フローサイトメーターによる DNAM-1 の発現解析 
 

3-3-1 と同様の方法で健常人の末梢血から PBMC を分離し、Fc 受容体をブ

ロッキング後に抗ヒト CD19, CD138, CD27, CD38, IgD, CD3, CD11b, CD56, 
CD41/61, DNAM-1, TIGIT, CD96 抗体及びアイソタイプコントロール抗体を

用いて染色した。また、死細胞除去のために PI で染色を実施後に FACS 
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Fortessa (BD Biosciences, USA)を用いて解析を実施した。また、解析には

FlowJo software (Tree Star)を使用した。 
 
3-4 マウス B 系統サブセットにおける DNAM-1 の発現解析 
 

C57BL/6 及び BALB/c マウスから脾臓を採取し、外科用メスで細切し、ナ

イロンメッシュを通して単一細胞の懸濁液を得た。調製した単一細胞懸濁液に

CD16/32 抗体を加えて Fc ブロッキングを行った後に、抗マウス B220, 
CD138, DNAM-1, TCRβ, CD11b, CD41, NKp46 抗体及びアイソタイプコン

トロール抗体を用いて細胞を標識した。また、死細胞除去のために PI で染色

を実施後に FACS Fortessa を用いて解析を実施した。また、解析には FlowJo 
software (Tree Star)を使用した。 

 
3-5 多発性骨髄腫患者サンプルを用いた解析 
3-5-1 フローサイトメーターによる DNAM-1 の発現解析 
 
 3-3-1 と同様の方法で患者由来の末梢血から PBMC を分離し、Fc 受容体

をブロッキング後に抗ヒト CD19, CD138, CD38, DNAM-1 抗体及びアイソタ

イプコントロール抗体を用いて染色した。また、死細胞除去のために PI で染
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色を実施後に FACS Fortessa を用いて解析を実施した。また、解析には

FlowJo software (Tree Star)を使用した。 
 

 
3-5-2 免疫組織化学染色による DNAM-1 の発現解析 
 
多発性骨髄腫患者のパラフィン包埋された骨髄から標本を作製し、CD138 及

び CD41 は Envision kit（Dako、USA）、DNAM-1 は CSA kit（Dako）のプ

ロトコールに準じて染色した。1 次抗体に用いた CD138 と CD41 はそれぞれ

Abcam（UK）から購入した。抗ヒト DNAM-1 抗体は研究室で標準的な方法で

作製された。 
 

3-6 B 細胞の増殖 
 

B 細胞の増殖における DNAM-1 の影響を調べるため、抗ヒト DNAM-1 抗体

を 0, 10, 20, 50 µg/mL になるように 96 well flat plate (Falcon)に添加後、1 時

間、37℃でインキュベーションした。健常人から採取した血液を用いて、3-3-
1 に記載した方法で PBMC を採取後、human CD19 magnetic Microbeads
（MACS, Miltenyi Biotec）のプロトコールに準じて CD19＋B 系統細胞を回収

し、CSFE を用いて染色した。3.5×104 cells/well の細胞数で播種し、CpG-
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ODN 0.5 µM と 10％FBS を添加した RPMI1640 培地を用いて 37℃で培養し

た。培養後、4 日後、7 日後の増殖細胞の比率を FACS Fortessa で測定した。 
 

3-7 Plasmablast/plasma 細胞、クラススイッチした memory B 細胞の移動 
 

CXCL12 による Plasmablast/plasma 細胞、クラススイッチした memory B
細胞の移動における DNAM-1 の影響を評価するため、トランスウェルチャン

バーを用いて検討した。トランスウェル（pore size: 5 µm, 24 well plate, 
Corning Costar, USA）のインサートに 0.1%gelatin 溶液を加え、37℃、30 分

インキュベートした。PBS で 2 回洗った後、HUVEC（ヒト臍帯静脈内皮細

胞、PromoCell, Germany）をインサートに播種し（5×104 cells/insert）、内

皮細胞増殖培地（PromoCell）を用いて 5％CO2でコンフルエントになるまで

培養した。健常人から採取した血液を用いて、3-5 に記載した方法で PBMC を

採取後 CD19＋B 系統細胞を回収した。Plasmablast/plasma 細胞、クラススイ

ッチした memory B 細胞を同定するため CD19+B 系統細胞を抗ヒト CD27、
IgD 抗体で染色後に抗ヒト DNAM-1 ブロッキング抗体もしくはアイソタイプ

コントロール抗体と氷上で 30 分間インキュベートさせた後、0.5％FBS 添加

DMEM 培地を加え、トランスウェルのインサートに添加した（4.5×104 
cells/insert）。トランスウェルの下層には CXCL12（100 ng/well, PeproTech, 
USA）を添加した DMEM 培地（0.5%FBS 含有）を加えた。37℃で 5 時間培
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養後にトランスウェルの下層に移動した細胞について死細胞除去のために PI
で染色後に全て FACS Fortessa で解析した。 

 
3-8 サイトカイン及び抗体産生解析 
 
健常人から採取した血液を用いて、3-5 に記載した方法で PBMC を採取後

CD19＋B 系統細胞を回収した。その際の CD19＋B 系統細胞の純度は 95%以上

であることを確認した。CD19+B 系統細胞は抗ヒト DNAM-1 ブロッキング抗

体もしくはアイソタイプコントロール抗体と氷上で 30 分間インキュベートさ

せた。この B 系統細胞を 0.5 μM の CpG-ODN（TLR9 agonist, Type B, 
InvivoGen, USA）の存在下、非存在下で 10％FBS 添加 RPMI1640 培地を用

いて 37 ℃、10 % CO2 条件下で 5 日間培養した（4×104 cells/well）。培養上

清中のサイトカイン濃度（IL-1β, IL-6, IL-8, IL-10, TNF, IL-12p70）は CBA 
Human Inflammatory Cytokines Kit（BD Biosciences）のプロトコールに準

じて FACS Fortessa により測定した。 
また、培養 7 日後の培養上清中の IgM、IgG 濃度について ELISA（Bethyl 

Laboratories, USA）を用いて分光光度計で測定した。 
 

3-9 統計解析 
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統計学的解析は unpaired t-test を用いて行い、ソフトウェアは GraphPad 
Prism 5（CA, USA）を用いた。 
 
3-10 倫理 
 
 本研究は筑波大学附属病院臨床研究倫理審査委員会（H28-060）及び筑波大

学動物実験委員会の承認を得て実施した。 
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4 結果 
 
4-1 血小板の B 系統細胞への結合 
 
 末梢血において、無視できない数の血小板が P-selectin-PSGL-1 や CD40-
CD40L の相互作用を介して白血球と結合することが報告されている[39-42]。
血小板は DNAM-1 を高発現しているため[43]、フローサイトメトリーで解析す

る際、DNAM-1＋B 細胞の比率が B 細胞に結合した血小板の影響により過大評

価される可能性がある。末梢血中で実際に B 細胞が血小板に結合しているかど

うかについて調べるため、血小板のマーカーとして知られている CD41/61 に

対する抗体を用いて PBMC を染色し、イメージングフローサイトメーターで

解析した。その結果、ヒト末梢血の DNAM-1 を発現する CD19+B 系統細胞の

中の約 10％が DNAM-1 を発現する血小板に結合していることが明らかとなっ

た（図 1A）。また、イメージングフローサイトメーターの解析は CD41/61―

DNAM-1＋CD19+B 細胞において CD19 のシグナルと DMAM-1 のシグナルが

一致したことを示した（図 1B）。一方で、CD41/61＋DNAM-1＋CD19+B 細胞に

おいては DNAM-1 のシグナルは CD19 ではなく、CD41/61 のシグナルと一致

した（図 1C）。 
フローサイトメーターで CD41/61 の染色結果により血小板結合細胞除去前

後でのヒト CD19＋B 系統細胞の DNAM-1 の発現比率を比較した。その結
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果、血小板結合細胞除去前は CD19+B 細胞系統の DNAM-1 陽性細胞比率は

9.8％であったのに対し、血小板結合細胞除去後は 6.2％と低下傾向を認めた

が、有意差はなかった（図 2A,B）。 
 次に CD27 と IgD を用いて B 系統細胞を各分化段階のサブセットに分

け、血小板結合細胞除去前後での DNAM-1 の発現を解析した[44,45]。その結

果、CD27―IgD+ naïve B 細胞において血小板結合細胞除去による DNAM-1 発

現比率の有意な低下が認められた（図 2A）。この結果は、naïve B 細胞が血小

板に結合していることを示唆している。一方、CD27＋IgD+
クラススイッチして

いない memory 細胞、CD27＋IgD― 
クラススイッチした memory 細胞、

CD27highIgD― plasmablasts/ plasma 細胞に関しては血小板結合細胞除去によ

る影響をほとんど認めなかった（図 2A）。 
 

4-2 B 系統細胞における DNAM-1 発現 
 
ヒト末梢血において血小板が結合した細胞を除去した上で CD27 と IgD を用

いて B 系統細胞を各分化段階のサブセットに分け、B 系統細胞上の DNAM-1
の発現を解析した[44,45]。その結果、naïve B 細胞、クラススイッチをしてい

ない memory B 細胞では DNAM-１の発現をほとんど認めなかった（図 2C）。

一方、クラススイッチした memory B 細胞、plasmablast/plasma 細胞では

DNAM-1 を発現していることが明らかとなった（図 2C）。さらに、CD138 は
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plasma 細胞の典型的なマーカーであることが知られており、ヒト末梢血中の

plasmablast と plasma 細胞は CD38 と CD138 の染色結果により区別される

[46]。そのため、CD38 と CD138 を用いて plasmablast と plasma 細胞におけ

る DNAM-1 の発現を確認したところ、CD27highIgD― plasmablasts/ plasma
細胞における DNAM-1 発現の結果と一致して CD38highCD138―plasmablast、
CD38highCD138＋plasma 細胞における DNAM-1 の発現が確認された（図

2D）。DNAM-1 は TIGIT や CD96 とリガンドである CD155 を共有してい

る。そのため B 系統細胞の各サブセット上の DNAM-1 に加えて TIGIT と

CD96 の発現を解析したが、全てのサブセットにおいて TIGIT、CD96 の発現

は認められなかった。 
その一方で、C57BL/6 及び BALB/c マウスの脾臓における B 系統細胞につ

いても同様に血小板結合細胞を除去して DNAM-1 発現について解析した結

果、Lin（TCRβ、NKp46、CD11b、CD41）－CD138＋B220―plasma 細胞に

おいて DNAM-1 の発現が確認された（図 3）[47]。一方で Lin－B220＋B 細胞

及び Lin－CD138＋B220dull plasmablast では DNAM-1 の発現は認められなか

った（図 3）。これらの結果より、ヒト及びマウスにおいて B 系統細胞での中

でも plasmablast や plasma 細胞のような分化した細胞において DNAM-1 が

発現することが示された。 
 
4-3 多発性骨髄腫と DNAM-1 の関連 
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 多発性骨髄腫は主に骨髄で腫瘍化した plasma 細胞が増殖する疾患である

[32, 33]。健常人の末梢血において B 系統細胞の中でも分化した細胞である

plasmablast や plasma 細胞に DNAM-1 の発現が認められ、また、human 
myeloma cell line である PCM6 について抗ヒト DNAM-1 抗体を用いて染色し

たところ、DNAM-1 の発現が認められたため、多発性骨髄腫患者由来の腫瘍化

した plasma 細胞に DNAM-1 が発現するかどうかについて検証した。白血病

化した多発性骨髄腫患者 1 例の末梢血を解析したところ、腫瘍化した CD19－

CD38highCD138+ plasma 細胞は DNAM-1 の発現がほとんど認められなかった

（図 4A）[48]。一方で、健常人の結果と一致して、CD19+CD38highCD138+ 
正

常 plasma 細胞や CD19－CD38highCD138― plasmablast には明らかな DNAM-
1 の発現が認められた（図 4A）。 
 また、多発性骨髄腫患者の骨髄のパラフィン包埋ブロックから連続切片の標

本を作製し、DNAM-1 の免疫組織化学染色を実施したが、その結果、CD138
の陽性部位と DNAM-1 の陽性部位は一致しなかった（図 4B）。DNAM-1 の染

色結果が血小板のマーカーである CD41 の染色結果と類似していたため（図

4C）、多発性骨髄腫患者の骨髄における DNAM-1 陽性部位は血小板由来である

可能性が示唆された。 
 
4-4 ヒト末梢血 B 系統細胞上の DNAM-1 の機能 
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4-4-1 B 細胞の増殖 
 
 ヒト末梢血 B 系統細胞上の DNAM-1 の機能を明らかにする目的で、最初に

B 系統細胞の増殖に対する DNAM-1 の関与について検証した。抗ヒト

DNAM-1 抗体を flat plate に添加し、1 時間インキュベーションした後に末梢

血から分離、CFSE で染色した CD19＋B 系統細胞を CpG-ODN 添加培養液で

培養し、4 日後、7 日後に増殖細胞の比率を調べた[49,50]。増殖細胞は CSFE
の蛍光強度の減弱から判断した。その結果、4 日後、7 日後のいずれにおいて

も TLR9 agonist である CpG-ODN の刺激による B 系統細胞の増殖が認められ

たが、その増殖において DNAM-1 刺激の有無による増殖細胞の比率の変化は

認められなかった（図 5）。この結果より、B 系統の細胞の増殖に関して

DNAM-1 は関与しないことが示唆された。 
 
4-4-2 Plasmablast/plasma 細胞、クラススイッチした memory B 細胞の移

動 
 
 骨髄において幹細胞から成熟した B 細胞は二次リンパ組織の濾胞に移動し、

最終的に分化した B 系統細胞である plasmablast/plasma 細胞はさらに骨髄に

移動（ホーミング）し、長寿命 plasma 細胞となる[5]。発現解析の結果から、

DNAM-1 はヒト及びマウスにおいて plasmablast や plasma 細胞のような B
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系統細胞での中でも分化した細胞において発現することが示された。また、ヒ

ト骨髄由来の間葉系間質細胞は DNAM-1 のリガンドである CD155 や CD112
を発現している[51]。これらのことから、plasmablast や plasma 細胞上の

DNAM-1 が二次リンパ組織から骨髄への移動に関与する可能性について検証し

た。実際には CXCL12 による plasmablast/plasma 細胞の移動における

DNAM-1 の関与についてトランスウェルチャンバーを用いて検討した[52]。ト

ランスウェルのインサートに HUVEC を播種し、コンフルエントになるまで培

養した。次に、末梢血から分離した CD19＋B 系統細胞を抗 DNAM-1 中和抗体

とインキュベート後にインサートに添加した。トランスウェルの下層に

CXCL12 の存在下、非存在下の条件で 5 時間培養し、下層に移動した B 細胞

について解析した。Plasmablast/plasma 細胞は CD27 及び IgD の染色結果に

基づき評価した[44,45]。インサートに播種した HUVEC が DNAM-1 のリガン

ドである CD155 と CD112 を発現していることは事前にフローサイトメーター

による発現解析で確認した。CXCL12 の添加により B 細胞のトランスウェル下

層への移動が誘導されたが、移動した plasmablast/plasma 細胞における抗

DNAM-1 中和抗体処理の影響は認められなかった。また、DNAM-1 を発現す

るクラススイッチした memory B 細胞も plasmablast/plasma 細胞と同様に

CXCL12 のレセプターである CXCR4 を発現するため[53]、
plasmablast/plasma 細胞と同時に評価したが、移動したクラススイッチした

memory B 細胞における抗 DNAM-1 中和抗体処理の明らかな影響も認められ
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なかった。以上の結果より、CXCL12 による plasmablast/plasma 細胞、クラ

ススイッチした memory B 細胞の移動に対し DNAM-1 の影響はないことが示

唆された（図 6）。 
 
4-4-3 B 系統細胞のサイトカイン及び抗体産生 
 
 B 系統細胞の中で Transitional B 細胞、memory B 細胞、plasma 細胞は IL-
10 を産生する細胞として知られている[54,55]。また、B 細胞を TLR9 agonist
である CpG-ODN 単独、または IL-2、IL-6、IFNα のサイトカインカクテルを

添加した培地を用いた培養をした際に、CD27intCD38＋ plasmablast が IL-10
を産生することが報告されている[56]。そのため、CpG-ODN によって誘導さ

れたヒト memory B 細胞及び plasmablast 上の DNAM-1 が CpG-ODN 刺激後

の IL-10 を含む各種サイトカイン産生に与える影響について調べた[57,58]。末

梢血から分離した CD19＋B 細胞を抗 DNAM-1 中和抗体とインキュベート後に

CpG-ODN の存在下、非存在下で 5 日間培養し、上清中の IL-1β, IL-6, IL-8, 
IL-10, TNF, IL-12p70 濃度について測定した。分離した CD19＋B 細胞を CpG-
ODN で刺激をすると DNAM-1 及びリガンドの CD155 の発現が上昇すること

が見出された（DNAM-1: 図 7A, CD155: data not shown）。また、分離した

CD19＋B 細胞を抗 DNAM-1 中和抗体とインキュベートし、CpG-ODN で刺激

した際に IL-10 産生は有意に減少し（図 7B）、IL-10 以外のサイトカインに対
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する影響は認められなかった。さらに、末梢血から分離した CD19＋B 細胞を

CpG-ODN の存在下、非存在下で 7 日間培養し、上清中の IgM、IgG 濃度を測

定したところ、抗 DNAM-1 中和抗体とインキュベートすることにより IgM、

IgG 濃度は有意に減少した（図 7C, D）。これらの結果は CD19＋B 細胞上の

DNAM-1 が CpG-ODN 刺激後の IL-10 及び抗体産生に関与していることを示

す。しかしながら、どのように DNAM-1 が IL-10 の産生や B 細胞による抗体

産生に関与するかについては現時点では未だ不明である。 
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5 考察  
 
 これまで B 系統において DNAM-1 を発現する細胞が少数存在することが報

告されていたが、B 系統細胞のどのサブセットが発現しているのか不明であっ

た[8,23-25]。さらに B 細胞に無視できない数の DNAM-1 を高発現する血小板

が結合していることが報告された[39-43]ため、本研究では、血小板が結合した

B 細胞を除去した上で DNAM-1 の発現解析をしたところ、ヒトではクラスス

イッチした memory B 細胞、plasmablast/plasma 細胞に DNAM-1 が発現し、

マウスでは plasma 細胞に発現することを示した（図 2, 3）。つまり、ヒト及び

マウスにおいて B 系統細胞での中でも plasmablast や plasma 細胞のような分

化した細胞において DNAM-1 が発現することを初めて明らかにした。 
 一方、B 細胞を各分化段階のサブセットに分け、血小板結合細胞除去前後で

の DNAM-1 の発現を解析した結果、naïve B 細胞が血小板に結合していること

が明らかになった（図 2A）。B 細胞と血小板については CD40-CD40L を介し

て細胞間接触後に互いに活性化することが報告されている[42]ことより、B 系

統細胞の各サブセットの中で naïve B 細胞が血小板と結合していることは上記

の Cognasse らの報告を支持する結果となったと考えられる。 
  分離した CD19＋B 細胞を CpG-ODN で刺激をすると DNAM-1 及びリガン

ドの CD155 の発現が上昇することが見出された。さらに、CpG-ODN 刺激後

の IL-10 並びに抗体産生の解析より、B 系統細胞上の DNAM-1 と CD155 の結
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合を抗 DNAM-1 中和抗体で阻害することにより IL-10、IgM、IgG 産生が有意

に減少したことから、CD19+B 細胞上の DNAM-1 が IL-10 及び抗体産生を促

進することが示唆された（図 7）。B 系統細胞により産生された IL-10 はオート

クラインで memory B 細胞を IgM や IgG 分泌 plasmablast への分化を誘導す

ることや、IgG1 あるいは IgG3 への免疫グロブリンのクラススイッチを誘導さ

せることが報告されている[56, 59-61]。また、B 細胞を CpG-ODN で刺激をし

た際に、IL-10 の産生細胞は CD27intCD38＋ plasmablast であることが報告さ

れている[56]。IL-10 は B 細胞の生存や分化を促進する役割を持つことも一方

で報告されている。従って、DNAM-1 は B 系統細胞の獲得免疫反応に関与す

る可能性が示唆された。DNAM-1 による抗体産生促進作用が IL-10 を介する変

化かどうかを含めて、どのように DNAM-1 が B 細胞の IL-10 や抗体産生に関

与するのか、また、免疫反応における B 系統細胞上の DNAM-1 の機能的な意

義については現段階では未だ不明である。これらの点を明らかにするために更

なる研究が期待される。 
 マウスに関しては、B 系統細胞における DNAM-1 の発現解析より、DNAM-
1 は plasma 細胞に発現していることを示した（図 3）。EAE モデルにおいて脾

臓の CD138+ plasma 細胞が B 細胞由来の IL-10 の産生細胞であるとことが報

告されている[62]。Ping らによる報告とヒトの CpG-ODN 刺激後の IL-10 及

び抗体産生の解析結果を考慮すると、マウスについても同様に plasma 細胞か
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らの IL-10 及び抗体産生に DNAM-1 が関与している可能性があると考えられ

る。 
 また、多発性骨髄腫患者の試料を用いてフローサイトメーターで解析した結

果、腫瘍化した plasma 細胞上に DNAM-1 の発現をほとんど認めなかったこ

とを示した（図 4A）。正常 plasma 細胞における DNAM-1 の発現は確認でき

たため、plasma 細胞における DNAM-1 は CD19 と同様に腫瘍化するとその発

現を失うことが明らかとなった。さらに、骨髄の免疫組織化学染色の結果か

ら、多発性骨髄腫患者の骨髄における DNAM-1 の発現は腫瘍化した plasma
細胞ではなく、血小板由来であり、組織像より腫瘍化した plasma 細胞と血小

板が直接細胞間接触していることが示唆された（図 4B、C）。これまでに、血

小板と腫瘍化した plasma 細胞の相互作用により腫瘍化した plasma 細胞が増

殖することが報告されている[63]。一方、血小板上の DNAM-1 に関しては血管

内皮細胞との接着に関与することが明らかになっている[43]。腫瘍化した

plasma 細胞上には DNAM-1 のリガンドが発現していることが知られている

[34-36]ため、血小板上の DNAM-1 の新規機能について今後さらなる研究が期

待される。 
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6 結語 
 
１ ヒト末梢血 B 系統細胞サブセットの中では plasmablast/ plasma 細胞とク

ラススイッチした memory B 細胞に、マウスでは plasma 細胞に DNAM-1
が発現していることを明らかにした。 

 
２ ヒト B 系統細胞上の DNAM-1 が IL-10 及び抗体産生に関与していることが

示唆された。 
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7 略語表 
(アルファベット順) 
APC  Allophycocyanin 
CFSE  Carboxy fluorescein diacetate succinimidyl ester 
DC  Dendritic cell 
DMEM  Dulbecco’s Modified Eagle Medium 
FBS  Fetal Bovine Serum 
FITC  Fluorescein isothiocyanate 
GPⅠbα Glycoprotein Ⅰb alpha 
HUVEC Human Umbilical Vein Endothelial Cells 
IFN-α  Interferon-alpha 
IFN-γ  Interferon-gamma 
IL-1β  Interleukin-1beta 
IL-2  Interleukin-2 
IL-6  Interleukin-6 
IL-8  Interleukin-8 
IL-10  Interleukin-10 
IL-12p70 Interleukin-12p70 
IL-21  Interleukin-21  
IgV   Immunoglobulin V 
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ITIM  Immunoreceptor tyrosine-based inhibitor motif 
NK  Natural killer 
PE  Phycoerythrin 
PF4  Platelet factor 4 
PSGL-1 P-selectin glycoprotein ligand-1 
RANTES Regulated on activation, normal T cell expressed and 
  secreted  
RPMI  Roswell park memorial institute 
TCR  T cell receptor 
TNF  Tumor necrosis factor 
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図1血小板とB系統細胞の結合
A：ヒトのPBMCを抗CD41/61、抗CD19、抗DNAM-1抗体で染色し、イメージングフローサイトメトリーにより解析した。左図はDNAM-1 + CD19+細胞のゲーティング様式を示す。数値はゲートに含まれる細胞分画の割合を表す。右図はDNAM-1 + CD19+細胞におけるCD41/61 + 細胞の割合を示した。B-C：イメージングフローサイトメトリーにより撮影した代表的な画像。左から明視野像、CD41/61、CD19、DNAM-1の蛍光像及びMerge像（B：CD19及びDNAM-1、C：CD41/61及びDNAM-1）を示した。
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図2 フローサイトメーターによるヒトB系統細胞上のDNAM-1発現解析
A：ヒトのPBMCを各特異抗体で染色し，フローサイトメーターにより解析した。血小板結合B細胞を除去前後のB系統細胞の各サブセットにおけるDNAM-1陽性細胞の比率の平均値（n=5）を棒グラフで示した。エラーバーはSEM。*** P<0.01 B：B系統細胞のゲーティング様式を示した。前方散乱光(FSC-A)と側方散乱光(SSC-A)で展開することでリンパ球を選択し、PI陽性細胞を死細胞として除去した。その後、CD41/61−CD11b−CD56−CD3−CD19＋B系統細胞上のDNAM-1を示した。 C: CD27とIgDの染色によりB系統細胞を分化段階によりplasmablast/ plasma 細胞(Ⅰ)、クラススイッチしたB細胞(Ⅱ) 、クラススイッチしていないmemory B細胞(Ⅲ) 、naïve B細胞(Ⅳ)の4種類に分類し、各サブセットにおけるDNAM-1の発現を示した。D:CD38とCD138の染色結果からplasmablastとplasma 細胞を分け、各サブセットにおけるDNAM-1の発現を示した。ヒストグラムの実線は抗DNAM-1抗体による染色，灰色はアイソタイプコントロール抗体による染色を表す。数値は各ゲートにおける細胞分画の割合を示す。
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図3 フローサイトメーターによるマウスB系統細胞上のDNAM-1発現解析
C57/BL6マウスの脾臓B系統細胞のゲーティング様式を示した。前方散乱光(FSC-A)と側方散乱光(SSC-A)で展開することでリンパ球を選択し、PI陽性細胞を死細胞として除去した。その後、Lin(CD41−CD11b−NKp46−TCR-β−)B220＋B系統細胞上のDNAM-1を示した。B220とCD138の染色結果よりB220dullCD138＋plasmablastとB220−CD138＋plasma細胞を分け、各サブセットにおけるDNAM-1の発現を示した。ヒストグラムの実線は抗DNAM-1抗体による染色，灰色はアイソタイプコントロール抗体による染色を表す。数値は各ゲートにおける細胞分画の割合を示す。



図4 多発性骨髄腫の腫瘍性plasma細胞におけるDNAM-1の発現解析
A：フローサイトメーターによる多発性骨髄腫患者由来の末梢血のゲ―ティング様式を示した。前方散乱光(FSC-A)と側方散乱光(SSC-A)で展開することでリンパ球を選択し、PI陽性細胞を死細胞として除去した。その後、CD19、CD38、及びCD138の染色結果よりplasmablast、 plasma細胞、腫瘍化plasma細胞を特定し、各サブセットにおけるDNAM-1の発現を示した。ヒストグラムの実線は抗DNAM-1抗体による染色，灰色はアイソタイプコントロール抗体による染色を表す。数値は各ゲートにおける細胞分画の割合を示す。B，C：多発性骨髄腫患者の骨髄を用いた免疫組織化学染色の代表的な組織像を示した（B：左からCD138，DNAM-1，アイソタイプコントロールの組織像，C：左からCD41，DNAM-1の組織像）。Bは骨髄の連続切片を使用，Cは非連続切片を使用した。
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図5 B系統細胞の増殖、抗体産生におけるDNAM-1の関与
事前に抗DNAM-1抗体もしくはアイソタプコントロール抗体をプレートにコーティングし，CFSEで標識したCD19+細胞（ヒト末梢血より分離）を加え、CpG-ODN存在下、非存在下で7日間培養し，CpG-ODNによるB細胞の増殖条件下でDNAM-1を刺激した際の変化について解析した。増殖した細胞についてはCFSEの蛍光強度の減衰を指標としてフローサイトメーターにて解析した。各実験条件下における増殖した細胞の比率（３ウェルの平均値）を棒グラフで示した。エラーバーはSEM。
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図6 Plasmablast/Plasma細胞，クラススイッチしたmemory B細胞の移動におけるDNAM-1の関与
トランスウェルのインサートにHUVECを播種し，末梢血から分離したB系統細胞を抗DNAM-1中和抗体あるいはコントロール抗体とインキュベート後にインサートに添加した。トランスウェルの下層にCXCL12の存在下，非存在下で5時間培養し，下層に移動した細胞についてフローサイトメーターで解析した。トランスウェルの下層へ移動した細胞をトランスウェルのインサートに添加した細胞で除した比率（3ウェルの平均値）を棒グラフで示した。Plasmablast/Plasma細胞及びクラススイッチしたmemory B細胞はCD27とIgDの染色結果に基づき分類した。エラーバーはSEM。n.s.：not significant.

CXCL12ｰ
Control Ig, CXCL12+
Anti- DNAM-1, CXCL12+

n.s.

n.s.



図7 B系統細胞によるIL-10及び抗体産生におけるDNAM-1の関与
A：ヒト末梢血から分離したB系統細胞をCpG-ODN刺激の存在下，非存在下で、5日間培養した際のDNAM-1発現についてフローサイトメーターにより解析した代表的なヒストグラムを示した。ヒストグラムの実線は抗DNAM-1抗体による染色，灰色はアイソタイプコントロール抗体による染色を表す。数値は各ゲートにおける細胞分画の割合を示す。B-D：ヒト末梢血から分離したB系統細胞をコントロール抗体又は抗DNAM-1中和抗体とインキュベートし，その後CpG-ODN存在下，非存在下で5日間（B），又は7日間（C, D）培養した。B：培養上清のIL-10濃度をフローサイトメーターにより測定し，CpG-ODN刺激によるIL-10産生におけるDNAM-1が及ぼす影響について解析した。棒グラフは各条件下における培養上清IL-10濃度の6ウェルの平均値を示した。C-D：培養上清のIgM（n=4）およびIgG（n=3）濃度をELISAにより測定し，CpG-ODN刺激によるIgM, IgG産生におけるDNAM-1が及ぼす影響について解析した。棒グラフは各条件下における培養上清IL-10濃度の6ウェルの平均値を示した。エラーバーはSEM。n.d. : not detected.  ** P<0.01，* P<0.05
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