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研究成果の概要（和文）：APOBEC3はT細胞に発現は大変少なく、胚中心B細胞に強発現していること、そして
APOBEC3は核以外の部分に存在していることをフローサイトメトリーおよび免疫組織学的染色で示すことができ
た。また造血幹細胞からの分化段階において、細胞障害性T細胞とヘルパーT細胞の分化でAPOBEC3タンパク質の
発現に差があること、胸腺内のリンパ球前駆細胞の比較的早い段階でAPOBEC3タンパク質の発現が見られること
が胸腺で見ることができた。また骨髄のような造血幹細胞から分化を始めた初期の段階ではAPOBEC3の発現は認
められなかった。

研究成果の概要（英文）：Flow cytometry and immunohistological staining showed that APOBEC3 is very 
poorly expressed on T cells and strongly expressed on germinal center B cells, and that APOBEC3 is 
present outside the nucleus. In the thymus, APOBEC3 protein is expressed relatively early in the 
differentiation of lymphoid progenitors in the thymus, indicating that APOBEC3 protein is 
differentially expressed in cytotoxic T cells and helper T cells during differentiation from HSCs. 
APOBEC3 expression was not observed in the early stages of differentiation from hematopoietic stem 
cells, such as in the bone marrow.

研究分野： 免疫学　麻酔科学

キーワード： APOBEC3　胚中心B細胞　FLAGノックインマウス　造血幹細胞　骨髄球系前駆細胞　リンパ球系前駆細胞
　胸腺
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研究成果の学術的意義や社会的意義
APOBEC3をノックアウトしたマウスにおいて、Bリンパ腫が自然発症する現象が認められたことが本研究のスター
トであった。この研究成果は、APOBEC3の動きを生理学的・組織学的に可視化できるマウスが出来上がったこと
が大きな成果である。
今後は、このマウスを使ってAPOBEC3とレトロウイルス感染の関連、そしてAPOBEC3ノックアウトマウスでのBリ
ンパ腫発症の機序を説明することができるツールの一つとなる可能性がある。

※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 
一般に、ヒトのがんは多段階の遺伝子変化を経て発生すると考えられている。多段階発癌

の分子メカニズムを理解する上で、ウイルス発がんの実験系が果たしてきた役割には多大
なものがあり、その中でもフレンド白血病ウイルス複合体は、他のレトロウイルスによる発
がんの系と異なり、免疫系が完成した成体マウスへの接種で急性に赤白血病を誘発するこ
とができた。ウイルス発がんの分子メカニズム、ウイルス発がんに対する宿主免疫応答の役
割を、2008 年宮澤ら[1]によって報告した。さらにフレンド白血病ウイルスによる発がんの
過程において、以前は造血系細胞の持つ受容体型チロシンキナーゼ Stk の短躯型である sf-
Stk と gp55 とが複合体を形成し赤芽球前駆細胞に対する増殖誘導が生じる、その増殖誘導
は生じた細胞にウイルス感染が生じると宿主遺伝子の発現に異常が生じることがあるとい
われ、2 段階発がん説が言われていたが、フレンドウイルスによる白血病誘発に極めて抵抗
性の高い実験系マウス C57BL 系（C57BL/10（B10）や C57BL/6（B6））において sf-Stk の発
現を欠損し、CD4 陽性 T リンパ球も欠損していた場合、多血症および赤白血病が生じる。
また同様に CD8 陽性 T リンパ球を欠損する B6 マウスではフレンドウイルス感染後におい
ても多血症や脾腫、白血病を発症することはなかった。こういった結果から、sf-Stk を発現
する感受性系統のマウスでも、CD4 陽性 T リンパ球を予めフレンドウイルス抗原で感作し
ておくと白血病を発症しない、さらに NK 細胞の存在が必須であることが分かっている[2, 
3]。つまり、フレンドウイルスによる赤白血病の発症に sf-Stk を介する赤芽球前駆細胞の増
殖誘導は必要でなく、1)造血系細胞転写制御因子（Sfpi1 や Fli1 遺伝子など）への SFFV プ
ロウイルス組込みだけでいきなり白血病が起こる可能性があること、2)複製能を持つマウス
白血病レトロウイルスによる白血病発症も最初に感染させたウイルスの組込みでいきなり
白血病が生じる可能性があることを示した。その具体的な機序として、2008 年宮澤らによ
って、1)同種由来のレトロウイルスに対する生理的な抵抗因子として存在する apolipoprotein 
B mRNA editing enzyme, catalytic polypeptide-like 3 (APOBEC3)があること、2)抵抗性の
APOBEC3 対立遺伝子を持つ B6 及び B10 系統のマウスではフレンド白血病ウイルス感染
後、早期に中和抗体が産生されること、3)その一方で感受性の持つ対立遺伝子を持つ BALB/c
や A 系統のマウスではウイルス複製が B6 マウスより 100 倍ほど促進され長期にわたって
ウイルス血症が持続することが報告された[4]。さらに抗体産生制御に関して、2008 年に
Greene らはウイルス中和抗体産生に関与し、免疫グロブリン分子抗原結合部位の体細胞高
頻度突然変異とクラススイッチにかかわる activation-induced cytidine deaminase(AID)もウイ
ルス抗原エピトープを認識する抗原結合部位の形成に関与している可能性があると報告し
ている。また抗レトロウイルス中和抗体の産生促進する遺伝子 Recovery from Friend virus 3 
(Rfv3)と APOBEC3 は同じ染色体上に存在し、遺伝子マッピングデータから Rfv3 遺伝子産
物が APOBEC3 であるとも言われている。そして T リンパ球の約 3 倍程度 APOBEC3 が発
現している B 細胞において、APOBEC3 欠損下ではマウスフレンド白血病ウイルスは B 細
胞に特異的に感染し、中和抗体産生阻害だけでなく、骨髄から二次リンパ組織に移動した直
後の transitional B リンパ球も減少させることから、APOBEC3 は transitional B リンパ球を F-
MuLV 感染による死滅から守っていると考えられると報告した[5]。 
2014 年、Mario L. Santiago らによって、これまで APOBEC3 は B 細胞の細胞質内に存在する
といわれていたが、「細胞分裂中の広範囲の核膜破壊によって mA3 は Ig DNA が急速に増殖
する GC B 細胞にアクセスすることを可能にすると仮定する」、すなわち核内に存在してい
る可能性があると報告[6]し、今後の検討課題の一つでもある。 
そして、APOBEC3 の生理作用として、フレンドウイルス感染に自然抵抗性の B6 マウスか
ら APOBEC3 遺伝子をノックアウトすると、フレンドウイルスの複製が 100 倍ほど促進さ
れ、重症化することも証明された[4]。さらに研究を進めるうちに、APOBEC3 欠損 B6 マウ
スと AID 欠損 B6 マウスを配合させた APOBEC3/AID 2 重欠損マウスにおいて、脾腫だけで
なく胸腺腫などが自然発症し、腹部が腫脹する現象が見られた。それらは一定の割合で発症
し、生存期間も短いことも分かった。 

２．研究の目的 
一本鎖 DNA を標的とするシチヂンデアミナーゼ APOBEC3 は、シチヂン(C)を脱アミノ

化反応によりウリヂン(U)へと変換し、レトロウイルス複製制限因子として機能する
RNA/DNA 編集酵素群の一つである。これまで APOBEC3 遺伝子ノックアウトマウスに対し
て、マウス乳癌ウイルス（MMTV）やマウス白血病ウイルス（MuLV）に感染させると著し
いウイルス複製促進、高病原性を示すことが知られ、また他の癌腫でも APOBEC3 特異的な
ゲノム変異が高確率で認められることが分かっている。ゲノム変異における APOBEC3 の
役割が明らかになったとはいえ、その変異が発がんそのものに及ぼす影響は不明である。 
そういったウイルス感染によって様々な病態が生じることはわかっているとともに

APOBEC3 の RNA レベルの解析は比較的進んでいたが、タンパク質レベルでの解析は特異
的な抗体がないことなど技術的に困難な面が多々存在していた。そこで APOBEC3 の細胞



内および組織内分布を解析することで、機能解析につながると考えた。 
FLAG タグ融合は、目的タンパク質に融合して発現される短い 8 アミノ酸の、親水性ペプ

チド（Asp-Tyr-Lys-Asp-Asp-Asp-Asp-Lys）を用い、目的遺伝子の N 末端などに結合させるも
のである。目的の遺伝子または他の遺伝子の機能等を変化させたりするなど不利益の面も
生じる可能性がある一方で、ウェスタンブロット、免疫組織化学、免疫沈降、フローサイト
メトリー、タンパク質精製やタンパク質間相互作用、細胞の微細構造、タンパク質同定等、
多くのアプリケーションによって ANTI-FLAG 抗体を用いたタンパク質の検出、精製がさら
に容易になる。マウス APOBEC3 の N 末端に FLAG タグを、CRISPER-Cas9 による遺伝子編
集技術を用いて、FLAG ノックインマウスを作製した。 
また近畿大学免疫学が得意とするレトロウイルス感染プロトコルによって FLAG ノック

インマウスを用いて、APOBEC3 の機能解析をより進めることが研究の目的の一つである。 

３．研究の方法 
●FLAG ノックインマウスの生理学的機能解析 

B6 マウスから遺伝子導入技術を用いてマウスを作製したため、FLAG ノックインマウス
を用いて APOBEC3 の発現に異常がないか確認を行った。 

（１） RT-PCR 
（２） Western-Blot 
（３） real-time PCR 
（４） フローサイトメトリー 
（５） 免疫組織化学染色（脾臓、パイエル板、胸腺など） 

FLAG タグを持たない B6 マウスにおいてはどの方法でも FLAG-APOBEC3 タンパク質は
検出されず、一方で FLAG ノックインマウスからはすべて FLAG-APOBEC3 タンパク質は
検出可能であった。 
・FLAG-APOBEC3 タンパク質の脾臓における細胞内・組織局在の検証 

本研究実験中における脾臓の免疫組織学的染色では、FLAG-APOBEC3 は B220 陽性
かつ CD3 陰性細胞領域、すなわち胚中心と思われる領域に高発現していること、およ
びその染色部位は、核が染色されず抜けていることが見て取れた。その結果をもとにフ
ローサイトメトリー法にて更なる B 細胞分画の検索を実施した。B220 陽性、GL-7 陽
性、CD95 陽性分画に FLAG-APOBEC3 タンパク質が高発現していることが分かり、胚
中心 B 細胞に FLAG-APOBEC3 タンパク質が高発現していることを強く裏付けするこ
とができた。 

・FLAG-APOBEC3 タンパク質の胸腺における細胞内・組織局在の検証 
 脾臓のフローサイトメトリー法において、T 細胞分画（CD3 陽性、CD19 陰性）では
FLAG-APOBEC3 タンパク質の発現量は、B6 マウスと同程度であった。しかしながら、
RT-PCR や免疫組織化学的染色の結果からは、APOBEC3 タンパク質の存在はすでに報
告されていた。すなわち、分化段階において成熟する過程で APOBEC3 タンパク質の発
現が減少する可能性があると考え、リンパ球前駆細胞から分化段階における FLAG-
APOBEC3 タンパク質の発現量を検討した。その結果、CD8 陰性 CD4 陰性 CD44 陰性
CD25 陰性分画から CD25 が陽性化する段階で、FLAG-APOBEC3 タンパク質の発現が
B6 マウスと比較して上昇し始めることが分かった。その後、CD8 陽性 CD4 陽性分画ま
で B6 マウスと比較し FLAG-APOBEC3 タンパク質の発現量に差があったが、CD8 陽性
CD4 陰性分画（細胞障害性 T 細胞）では FLAG-APOBEC3 タンパク質の発現量に差は
あったが、CD8 陰性 CD4 陽性分画（ヘルパーT 細胞）には FLAG-APOBEC3 タンパク
質の発現量に B6 マウスとの差はなくなった。 

・FLAG-APOBEC3 タンパク質の骨髄における細胞内・組織局在の検証 
 さらに造血幹細胞における FLAG-APOBEC3 タンパク質発現量の検討を行った。ここ
では Sca-1、c-Kit 分画で検討したが、どの分画でも B6 マウスと明らかに差が生じる細
胞分画は存在しなかった。 

 
●APOBEC3/AID 2 重欠損マウスを用いた生理学的および組織学的評価 
本研究実施前から、APOBEC3/AID 2 重欠損マウス（WKO マウス）では、腫瘍による腹部

腫脹・膨満が認められた。それら WKO マウスの腫瘍は免疫学的組織染色の結果から B リ
ンパ腫であるという所見は得ていた。さらに B6 マウス、APOBEC3 ノックアウトマウス、
AID ノックアウトマウス、WKO マウスの 4 系統において、WKO マウスは生存期間が一番
短く、次いで APOBEC3 ノックアウトマウス、AID ノックアウトマウスと B6 マウスには有
意な差はなかった。この結果から、APOBEC3 はリンパ腫発生に関与している可能性が示唆
され、上記 FLAG-APOBEC3 の機能解析を急いだ経緯が存在する。 

 
 
 
 



４．研究成果 
 以上のことから、APOBEC3 は胚中心 B 細胞に強発現し、またそれは核以外の部分に存在
していることを示した（Tsukimoto.S, et al. Distinctive High Expression of Antiretroviral 
APOBEC3 Protein in Mouse Germinal Center B Cells. Viruses, 2022.  DOI: 
10.3390/v14040832）。さらに分化段階において、細胞障害性 T 細胞とヘルパーT 細胞の分
化で APOBEC3 タンパク質の発現に差があること、胸腺内のリンパ球前駆細胞の比較的早
い段階で APOBEC3 タンパク質の発現が見られることが胸腺で見ることができた。 
 近畿大学免疫学教室が得意とするフレンドウイルス感染による FLAG-APOBEC3 タンパ
ク質の発現変化を見ることにより、マウスレトロウイルス複製を制御している APOBEC3 の
より機能解析を進めることで、より APOBEC3 の機能解析につながると考える。 
 さらに APOBEC3 が胚中心 B 細胞に高発現することが分かってきたため、その結果と
APOBEC3/AID ダブルノックアウトマウスに自然発現する B リンパ腫との関連に関して「基
盤研究（B） APOBEC3 欠損による B リンパ腫発生の分子機構」で今後突き詰めていき、
生理学的・組織学的解析を行っていく予定である。 
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