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研究成果の概要（和文）：Bリンパ球において特異的に発現するAIDは、抗体改変に必須のタンパク質であり、そ
の発現は、AID遺伝子（Aicda）上に散在する転写調節領域とそれらに作用する複数の転写因子によって調節され
ている。AID発現に必須の転写因子の1つであるIRF4は、PU.1やBatfなど複数の転写因子と複合体を形成する。本
研究において、AID発現誘導は、PU.1よりもBatfと複合体を形成による寄与が大きいことを明らかにした。ま
た、これらの転写因子が作用した際に、Aicda転写調節領域がどのような構造を取り得るかを理解すべく、転写
活性化タンパク質やルシフェラーゼを融合させたdCas9を作用させ、解析を試みた。

研究成果の概要（英文）：Activation-induced cytidine deaminase (AID), which encoded by Aicda, is 
essential for class switch recombination (CSR) and somatic hypermutation (SHM). Although the 
expression of AID is tightly regulated and restricted in activated B cells, it is thought that 
aberrant expression of AID can be involved in tumor progression because of its high mutagenetic 
potential. Many transcription factors have been identified as regulators of Aicda. These factors 
should coordinately regulate Aicda, but the detailed mechanisms are not fully understood. IRF4, one 
of the essential factors for AID expression, forms a complex with multiple transcription factors 
such as PU.1 and Batf. We identified that IRF4-Batf-Jun complex are more important than IRF4-PU.1 
complex for AID expression. Also, we tried to analyze 3D structure of Aicda locus by dCas9 fused 
with transcription activated protein or Luciferase protein. Furthermore, we tried to reconstitute 
activated Aicda locus by dCas9 system.

研究分野： 細胞生物学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
近年、従来着目されてきた転写因子とDNAの単純な相互作用による転写調節に加え、遺伝子座全体の構造や、核
内においてDNAの存在する区画によって転写が活発な領域とそうでない領域に分けられるという考え方が受け入
れられつつある。しかしながらこれらを知る為には3C法やHi-C法といった煩雑な解析が必要であった。今後改善
が必要であるものの、本研究で検討したdCas9を用いることでより簡便に遺伝子座の構造解析を行えるようにな
ると考えられる。また、こうして得られた知見をもとにDNA構造を改変することでAID発現の調節が出来れば、将
来的に自己免疫疾患の克服や効率的なワクチン開発といった分野への応用が期待できる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
獲得免疫において重要な役割を担う B リンパ球は、骨髄で分化した後、抹消リンパ組織に移

動し、抗原や T リンパ球の刺激を介して活性化する。このとき細胞内に発現する Activation 
induced cytidine deaminase (AID) によって抗体をコードする遺伝子が再構成されることにより、
B リンパ球は、さらなる多様性と親和性の高いクラスの抗体を獲得することができる。 
 AID 遺伝子 (Aicda) は、配列上に 5 つのエキソンと、各種転写制御因子が結合する調節領域が
少なくとも 6 つ存在することが知られている。各領域には、プロモーターの他に、エンハンサー
やサイレンサーとして働く部位が存在し、これまで、STAT6, NF-B, B-ATF, HoxC4 など、多数
の転写調節因子が結合することが報告されてきた。我々や、他の研究グループは、このうち、
IRF4、B-ATF が複合体を形成し、Aicda 上に作用することが AID の発現に必須であることを示
した。このように、AID の発現は、これらの転写因子の働きや周囲の環境からの刺激により、厳
密な制御を経て調節されていると考えられている。一方、活性化した B リンパ球以外でも、病
的刺激に伴って AID の発現が起こり、細胞の癌化に関わることが提唱されている。さらに AID 
は、DNA 脱メチル化を行うことで、細胞リプログラミングに関与することが示唆されている。 
 Aicda の発現制御に関して、転写因子の働きや、それらが結合する DNA 上の転写調節因子結
合部位を含むシスエレメントが明らかになりつつある一方で、これだけ多くの転写因子と遺伝
子発現調節エレメントの関与が明らかであるにも関わらず、何故 AID の発現が B リンパ球に特
異的であるのかは明らかになっていない。 
 
 
２．研究の目的 

NF-kB や Sp-1、SMAD3/4 など、AID 発現に関与する転写因子のうちいくつかは B リンパ球外
においても発現が見られる。またDNAの一次配列自体は、基本的には全ての細胞で同様である。
このことから、転写因子や DNA の一時配列以外に、ヒストンのメチル化やアセチル化といった
エピジェネティックマークや DNA の三次元構造の変化によって AID の発現の組織特異性が生
じている可能性が示唆される。 
そこで本研究は、Aicda 遺伝子の三次元構造を人工的に改変し、AID 発現の際に形成される構

造を調べることで、AID の組織特異性な発現を担う新規要因の解明を目的とした。 
 
 
３．研究の方法 
(1) 生物発光・蛍光を利用した B リンパ球活性化時・非活性化時における DNA 構造の解析 
 種々の蛍光タンパク質やルシフェラーゼを融合させた DNA 切断不活性型の Cas9 (dCas9) を B
リンパ球由来培養細胞に導入し、細胞刺激を加える。このとき、dCas9 を DNA 上に誘導する
gRNA を 2 種類、それぞれ別の DNA 領域に結合するように設計した。それぞれの dCas9 が近接
することで、蛍光や発光が生じることを利用し、Aicda 調節領域のそれぞれがプロモーターと近
接するかを検討した。 
 
(2) B リンパ球活性化時の DNA 構造再現と AID 発現制御 
 近年、シロイヌナズナ由来の光受容体タンパク質やアブシシン酸結合タンパク質を利用し、光
刺激や化学刺激誘導下でタンパク質の結合を誘導出来る技術が開発された。これらのタンパク
質などを DNA 切断活性欠損型の Cas9 と融合させることで、DNA 上の任意の領域を近接させる
ことができる。(1)の調査をもとに、B リンパ球活性化時の Aicda 構造を再構築し、AID の発現の
ON/OFF の制御を試みた。 
 
 
４．研究成果 
まず、dCas9 タンパク質に転写活性化タンパク質 VP64 を融合させた dCas9-VP64 を作成し、

これらの各 DNA 領域の転写活性への寄与を検討した。また、各種蛍光タンパク質融合型の dCas9、
およびルシフェラーゼを発現するコンストラクト作製を行い、生物発光、蛍光を利用した B リ
ンパ球活性化時・非活性時の DNA 構造の解明を試みた。その結果、本研究で用いた細胞におい
ては、dCas9-VP64による転写の活性化は弱いものの、プロモーター上の適切な配列にdCas9-VP64
タンパク質を結合させることにより、プロモーター下流の遺伝子の転写を活性化することを確
認できた。一方、ルシフェラーゼと dCas9 を融合させたコンストラクト (dCas9-Luc) は、dcas9
とルシフェラーゼコンストラクトをつなぐリンカー配列、および dCas9 上のルシフェラーゼを
結合させる位置によって dcas9-Luc の活性が大きく影響を受けることが明らかとなった。Cas9 の
立体性やリンカー配列などを考慮し、より感度の高い DNA 立体構造の検出系を構築する為に、
精密な条件検討を続ける必要があると考えられる。 
そこで、AID 遺伝子発現調節に直接関わる転写因子とそれらが標的とする遺伝子配列ついて



も検討を行った。これまで、明らかにしてきた IRF4 や Batf といった AID の遺伝子発現に関わ
る転写因子のうち、IRF4 は、種々の転写因子と複合体を形成することができ、形成する複合体
によって標的 DNA 領域が変化することが知られている。IRF4 の既知の結合パートナーとして
Batf の他に PU.1 が知られており、IRF4-Batf-Jun 複合体を形成すると、DNA 上の AICE と呼ばれ
る配列に、IRF4-PU.1 複合体を形成すると、EICE と呼ばれる配列に結合し、これにより細胞機能
や細胞の分化などの運命決定に変化が生じる。そこで IRF4 の結合パートナーとして、PU.1 に着
目した。その結果、我々の実験系では、IRF4 は PU.1 よりも Batf や Jun と複合体を形成すること
で AID を強く誘導することが示唆された。IRF4-Batf-Jun 複合体が標的とする AICE 配列は、Aicda
上の転写開始点より数 kbp 上流にも存在する。このことから、IRF4-Batf-Jun 複合体は、Aicda 上
の AICE 配列に結合することで、AID 遺伝子発現を誘導している可能性が考えられた。本研究課
題終了後も、これらの配列に IRF4-Batf-Jun 複合体が作用するとき、DNA の巨視的構造としてど
のような変化が生じているか、引き続き Cas9-Luc 実験系を活用し、検討していく予定である。 
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