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研究成果の概要（和文）：1.骨髄腫臨床検体を用いたシングルセル解析からA3Bが細胞周期依存性に一部の腫瘍
細胞で一過性に過剰発現することを発見した（Hirabayashi, BBRC, 2021）。2.骨髄腫細胞株中の内在性A3Bの結
合蛋白群を質量分析で同定した。これらはスプライシング複合体の構成因子であり、そのうち転写因子である
ILF2がA3Bと結合し脱アミノ化酵素活性を正に制御していることを発見した(Kazuma, Sci Rep 2022)。3.CAGE法
による骨髄腫細胞株、骨髄腫臨床検体16例の転写ネットワーク解析を行い、3237の新規エンハンサーを含む6735
のエンハンサーを同定した（未発表）。

研究成果の概要（英文）：1.Single cell RNA sequencing revealed that APOBEC3B is preferentially 
expressed in G2/M cell cycle (Hirabayashi et al., BBRC 2021).2.We employed mass spectrometry to 
identify interacting proteins of endogenous APOBEC3B in myeloma cell lines. We detected 30 
interacting proteins and among these, ILF2 enhanced APOBEC3B deaminase activities (Kazuma et al., 
Sci Rep 2022). 3.We identified 6735 enhancers including 3237 novel enhancer sequences in clinical 
myeloma samples and are investigating their physiological roles in myeloma progression and 
chemotherapy resistance.(Unpublished data)

研究分野： 血液学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
APOBEC3Bの過剰発現は多くのがんで共通しており、APOBEC3Bの酵素活性がその遺伝子変異の根源にあることか
ら、本研究で得られた知見は多くのがんで共通のメカニズムである可能性がある。さらに、その活性阻害によ
り、多くのがんのクローン進化を抑制することができれば、APOBEC3B脱アミノ化酵素阻害剤を従来の化学療法と
併用することにより、治療抵抗性や遠隔転移を抑制し、従来の抗がん剤の成績を向上させる新たな治療法の開発
につながる可能性があり臨床的にも極めて重要である。

※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 
 APOBEC は、APOBEC1, AID, APOBEC2, APOBEC3A-H, APOBEC4 の 11 のファミリーから
なるシトシン脱アミノ化酵素である。標的一本鎖 DNA あるいは RNA 中のシトシン（C）
を脱アミノ化しウラシル（U）に変異させる（C→U変異）活性を有する。興味深いこ
とに、APOBEC1 や AID のトランスジェニック(Tg)マウスはがんを発症し、また、
APOBEC 遺伝子の多型によりヒトでも発がんリスクが上昇する（Nik-Zainal et al. 
Nature Genet 2014）。 

当研究室では、APOBEC のうち特に核内に局在する APOBEC3B(A3B)がヒトゲノムに変
異を導入し、B細胞リンパ腫におけるがん遺伝子変異のソースであることを世界に先
駆けて証明した(Shinohara et al. Sci Rep 2012)。その後さらに乳がんなどのがん腫
において、A3B の有意な発現上昇と APOBEC3 に特徴的なゲノム変異パターンが報告さ
れ、A3B が乳がんにおける主な変異原であることが示された(Burns et al. Nature 
2013, Alexandrov et al. Nature 2013, Roberts et al. Nat genet 2013)。 

 
造血器腫瘍、特にリンパ系腫瘍においては頻繁に APOBEC パターンのゲノム変異を認

め、多発性骨髄腫ではその臨床経過中に APOBEC パターンの変異の増加することが知ら
れている（Walker et al. Nat Commun 2015）。我々は骨髄腫患者のうち、診断時に
A3B を過剰発現する群で予後が不良であることを発見した（Yamazaki et al, Sci Rep 
2020）。 
従って APOBEC パターンの遺伝子変異が腫瘍の特性を増悪させる因子である可能性があ
り、さらに A3B の酵素活性を阻害することで従来の化学療法の成績を向上させる可能
性があると考えられる。 
 
２．研究の目的 

 本研究では多発性骨髄腫をモデルとして、再発・治療抵抗性獲得への A3B の役割
を検討するため、（１）臨床検体のシングルセル解析及び CAGE 解析による転写ネット
ワーク解析、（２）相互作用蛋白による A3B 機能調節、（３）A3B 過剰発現マウスの作
製と TP53 ヘテロ欠損マウスの A3B 過剰発現への影響を解析した。包括的に骨髄腫にお
ける A3B ゲノム変異導入機序と治療抵抗性への影響を検討し、最終的に A3B 活性阻害
による新規治療開発の基盤とすることを目的とする。 
 
３．研究の方法 
（１）臨床検体のシングルセル解析及び CAGE 解析による転写ネットワーク解析 
 

京都大学病院に通院する骨髄腫患者より文書による同意（G0697 研究）を得て骨
髄の提供を受け、シングルセル RNA シークエンス及び CAGE 解析(Hirabayashi et 
al., Nature Genet, 2019)を行う。 

 
（２）相互作用蛋白による A3B 機能調節 
 

骨髄腫細胞株 AMO1 および RPMI8226 の A3B 遺伝子 C末端に CRISPR/Cas9 で FLAG タ
グを挿入した。抗 FLAG 抗体で免疫沈降した内在性 A3B に結合する因子を質量分析
で同定する。 

 
（３）A3B 過剰発現マウスの作製と TP53 ヘテロ欠損マウスの A3B 過剰発現への影響 
 

全身で A3B を過剰発現するマウスを TP53 欠損マウスと交配し、ヘテロ TP53 欠損
に由来するリンパ腫、骨肉腫などのがんの発生頻度、時期、遺伝子異常を解析す
る。 

 
 



 

 

４．研究成果 
（１）臨床検体のシングルセル解析および CAGE 解析による転写ネットワーク解析 
 

患者骨髄を用いてシングルセルト
ランスクリプトーム解析からA3Bが
細胞周期依存性に一部の腫瘍細胞
で一過性に過剰発現することを発
見した（右図、Hirabayashi et al., 
BBRC, 2021）。 
CAGE 解析では 3237 の新規エンハン
サーを含む 6735 のエンハンサーを同定した。 

 
（２）相互作用蛋白による A3B 機能調節 
 

質量分析の結果、両細胞株に共通する 30 の A3B 相互作用蛋白を同定した。これら
はスプライシング複合体の構成因子
で あ り ( 右 図 、 Kazuma et al., 
Scientific Reports 2022)、A3B と共
に核内で高分子複合体を形成するこ
とをショ糖濃度勾配法で明らかにし
た。そのうち転写因子である ILF2 が
A3Bと結合しそのシトシン脱アミノ化
酵素(CDA)活性を正に制御しているこ
とを発見した。 

 
（３）A3B 過剰発現マウスの作製と TP53 ヘテロ欠損マウスの A3B 過剰発現への影響 
 

A3B 過剰発現マウスを作製し、骨肉腫やリンパ腫などを自然発症する TP53 ヘテロ
欠損マウスと交配した。A3B 過剰発現により p53 ヘテロ欠損により発生する骨肉腫
細胞内での A3B 過剰発現、CDA 活性を確認できたが、マウスの腫瘍発生率が時期、頻
度に影響は見られなかった。（未発表データ） 
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