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研究成果の概要（和文）：本研究では イムノグロブリンのクラススイッチ(CSR)制御機構にお

けるPI3K(p85α)と、関与するサイトカインシグナルとの関係について解析を行った。その結果、

lipopolysaccharide (LPS)刺激によるIgG1、IgG3へのCSRがp85αノックアウトマウス由来のB細胞に

おいて著減することを確認し、CSRに必須であるgerm line transcription (GLT)、post switch transcript 

(PST)の形成、およびactivation induced cytidine deaminase(AID)の発現も減少していることを確認

した。一方、LPS刺激にIL-4刺激を加える事により、p85αノックアウトマウス由来のB細胞にみ

られるIgG1、IgG3へのCSR不全が解除される事を見出した。以上の事はPI3Kが抗体のCSRの制御

に深く関与している可能性を強く示唆するものであることに加え、その反応がサイトカインシグ

ナルなどにより可逆的に制御可能であることが強く示唆された。 

 
研究成果の概要（英文）：In this study, we investigated the role of PI3K in B cells. p85α deficiency 

inhibited IgG3 antibody production stimulated with lipopolysaccharide (LPS) by using B cells derived 

from p85α-/- mice. We next evaluate the expression of germ line transcription (GLT), post switch 

transcript (PST), and activation induced cytidine deaminase (AID) in p85α-/- B cells, compared with that 

in p85α+/- B cells. Stimulated by LPS and IL-4 for induction of the class switch recombination (CSR) to 

IgG1, the expression of GLT, PST, and AID in both p85α+/- and p85α-/- B cells had no difference, but 

stimulated by LPS for induction of the CSR to IgG3, the expression of GLT, PST, and AID in p85α-/- B 

cells became lower than that in p85α+/- B cells. These results indicate that the expression of GLT, PST, 

and AID depressed by p85α deficiency in B cells inhibits the CSR to IgG3. Our results indicate that 

PI3K plays a critical role of the CSR to IgG3. 
 
 
交付決定額 
                               （金額単位：円） 

 直接経費 間接経費 合 計 

2010 年度 1,300,000 390,000 1,690,000 

2011 年度 800,000 240,000 1,040,000 

2012 年度 800,000 240,000 1,040,000 

総 計 2,900,000 870,000 3,770,000 

 
 
研究分野：医歯薬学 
科研費の分科・細目：基礎医学・免疫学 
キーワード：イムノグロブリン、クラススイッチ、PI3K、IL4、LPS 
 

機関番号：32612 

研究種目：基盤研究(C) 

研究期間：2010～2012 

課題番号：22590437 

研究課題名（和文）イムノグロブリンクラススイッチにおけるＰＩ３Ｋによる制御機構の解析

 

研究課題名（英文）PI3-K plays a critical role in the class switch recombination of 

immunoglobulin  
研究代表者 

藤猪 英樹（FUJII HIDEKI） 

慶應義塾大学・医学部・助教 

 研究者番号：50356250 



１．研究開始当初の背景 
 花粉症をはじめとするアレルギー症状は、

IgE が媒体となる症状であることから、IgE
の産生亢進が抑制できればアレルギー症状

の発症阻止が期待される。IgE へのクラスス

イッチ組換え(class switch recombination, 
CSR)は遺伝子再構成においてほぼ最終産物

と考えられるため、CSR の進行を止めるなど

の制御が出来れば、アレルギー発症の抑止に

直結する。CSR を人為的に制御することが可

能となれば、抗体が原因となるあらゆる疾病

の予防および治療に寄与出来る事から、本研

究では、疾病コントロールに直結する CSR
制御方法を、膜リン脂質代謝酵素である

PI3KのCSRにおける転写因子活性化をター

ゲットとして明らかにする事を目的とする 
 
２．研究の目的 
(1) p85ノックアウトマウスの B 細胞で

LPS の反応性が落ちている事より、PI3K が

関与する LPS 刺激の B 細胞活性化シグナル

経路をAkt依存性の有無を中心に明らかにす

る。 
 
(2) LPS/TLR4 からのシグナルカスケードの

うち、PI3K が CSR に関与して正あるいは負

に制御している分子を IL-4 刺激の有無を用

いて明らかにする。 
 
(3) IL-4 存在下で補完されるシグナルカスケ

ードを明らかにし、PI3K を介した CSR 制御

の標的分子を検索する。特に IL-4 の主なシ

グナル伝達分子である STAT6 を介した転写

因子 NFkB/IB および NFAT の活性化を中

心に解析する。 
 
 
３．研究の方法 
IL-4 のサイトカイン刺激、および LPS の

toll-like receptor 刺激から B 細胞に入る様々

なクラススイッチリコンビネーション(CSR)
誘導刺激と PI3K との関わりを明らかにする

ことを目的として、PI3K ノックアウトマウ

スおよび正常マウス由来の B 細胞を用いて、

以下の検討を行った。 
 
(1) IgG1、IgG3 へのイムノグロブリンクラ

ススイッチを調べるために、PI3K(p85α)の
ヘテロマウスとノックアウトマウスの脾細

胞から IgG1(-)IgG3(-)B 細胞(CD19(+)細胞)
を FACS を用いて IgM 高発現(high)、低発現

(low)の細胞にそれぞれ分離した。 
IgG3 へのクラススイッチを誘導するために

LPS で、IgG1 へのクラススイッチを誘導す

るために LPS と IL4 で、IgG1(-)IgG3(-) 
CD19(+)IgM high または low 脾細胞を 4 日

間刺激し、ELISA にて IgG1、IgG3 の産生

量を測定した。 
 
(2) (1)と同様にして IgG1(-)IgG3(-)CD19(+)
脾細胞を IgG3 へのクラススイッチを誘導す

るために LPS で、IgG1 へのクラススイッチ

を誘導するために LPS と IL4 で 4 日間刺激

し、刺激した細胞から染色体 DNA を抽出後、 
digestion circularization-PCR(DC-PCR) を
用いて、染色体 DNA レベルでの IgG3 また

は IgG1 へのイムノグロブリンクラススイッ

チが起きているかを調べた。 
 
(3)(1)と同様にして IgG1(-) IgG3(-)CD19(+)
脾細胞を、LPS または、LPS と IL4 で刺激

し、経時的(24、48、72 時間後)に細胞を回収

し、蛋白質を抽出後、ウェスタンブロッティ

ン グ に て activation induced cytidine 
deaminase(AID) の 発 現 を 、 TransAM® 
Transcription Factor Assays システムで

NFkB 活性を調べた。 

 
 
４．研究成果 
 
(1) PI3K(p85α)の機能消失状態において、
IgM発現B細胞のIgG1へのイムノグロブリン
クラススイッチは障害されていないが、IgG3
へのイムノグロブリンクラススイッチが障
害されていることが確認された。 
 
(2) PI3K(p85α)の機能消失により、 IgG3 へ
のイムノグロブリンクラススイッチにおい
て、染色体 DNA レベルで障害が生じているか
検討した結果、PI3K(p85α)の機能消失に伴
い、染色体 DNA レベルで IgG3 へのイムノグ
ロブリンクラススイッチが障害されている
ことが DC-PCR 方によって確認された。 
 
(3) PI3K(p85α)の機能消失に伴い、AID の発
現が抑制されるため、染色体 DNA レベルでの
IgG3 へのイムノグロブリンクラススイッチ
が障害され、IgG3 産生が低下することが示唆
された。さらに、これらの現象が c-Rel の発
現低下を中心とした NFkB の活性低下に起



因することも明らかにした。 
また、PI3K(p85α)の機能消失下では、LPS 刺
激によるシグナル伝達が障害されて、イムノ
グロブリンクラススイッチの障害が生じる
が、IL4 刺激が加わると、イムノグロブリン
クラススイッチが回復されることを明らか
にした。 
 
以上の結果より、PI3K がイムノグロブリンの
CSR の制御に深く関与している可能性を強く
示唆するものであることに加え、その反応が
サイトカインシグナルなどにより可逆的に
制御可能であることが強く示唆された。今後、
PI3K サブユニットの特異阻害薬を用いるこ
とにより、人為的にクラススイッチを制御す
る可能性を検討し、アレルギー、及び感染症
治療、抗体による自己免疫疾患への応用を試
みる。 
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