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研究成果の概要（和文）：慢性肝炎・肝硬変からの肝発癌過程において、炎症反応により、遺伝

子編集酵素 AID がヒト肝細胞に誘導される。その結果、AID の有するゲノム異常誘導活性を介

して肝細胞のさまざまな遺伝子のゲノム配列に塩基変化とともに染色体レベルで DNA コピー数

の変化が発生することが明らかとなった。慢性炎症により肝細胞に発現誘導された AID による

ゲノム異常が、HCV 感染からの肝癌の発生に重要な役割を果たしている可能性が示唆された。 
 
研究成果の概要（英文）：Tumorigenesis is a multistep process in which the accumulation 
of genetic alterations drives the transformation of normal cells into malignant 
derivatives. Activation-induced cytidine deaminase (AID) contributes to immune system 
diversity by inducing somatic hypermutations and class-switch recombinations of human 
immunoglobulin genes. The mutagenic activity of AID, however, can also induce genetic 
changes including somatic mutations and submicroscopic chromosomal deletions in various 
gene loci in hepatocytes and gastric epithelial cells and may lead to the development 
of cancer. 
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１．研究開始当初の背景 

ヒトの発癌過程において、細胞増殖やア
ポトーシス制御などに関連したさまざま
な遺伝子にゲノム異常が生成・蓄積するこ
とが知られているが、その発生機序の大部
分は不明のままである。例えば、遺伝性非
ポリポーシス大腸癌を始めとする一部の
消化器癌では、DNA 修復遺伝子の異常が遺
伝子変異生成の要因として注目されてい
るが、大部分のヒト消化器癌、特に肝細胞

癌や胃癌ではこのようなDNA修復遺伝子の
異常はほとんど認められていない。したが
って、これらの悪性腫瘍の発生過程では、
DNA 修復系の異常以外の要因が、ゲノム異
常の生成に寄与している可能性がある。 

近年、DNA や RNA に変異を導入する活性
を有する一群の分子（遺伝子編集酵素）が
相次いで同定された。この遺伝子編集酵素
Apolipoprotein B100 mRNA Editing Enzyme 
（ APOBEC） family に属する分子は、



cytidine deaminase活性を介して標的とな
る DNAや RNAに遺伝子変異を生成する作用
を発揮すると想定されている。大部分の
APOBEC family 分子は、ヒトの RNA 配列や
外来性のウィルス遺伝子に変異を導入す
る 活 性 を も つ が 、 そ の 中 で
Activation-induced cytidine deaminase 
（AID）は唯一、ヒト自身の遺伝子(DNA)配
列に変異を導入する活性を有することが
示されている。生理的条件下では、AID は
活性化 B 細胞においてのみ発現しており、
免疫グロブリン遺伝子のDNA配列上に塩基
変化を導入する活性を介して、免疫グロブ
リンのクラススイッチ組換えと体細胞突
然変異に必須の役割を果たしていること
が示されている。しかしながら、ヒトの悪
性リンパ腫やリンパ系白血病ではAIDの発
現増強が高頻度に認められることが報告
され、AID によるゲノム異常の生成がヒト
リンパ系悪性腫瘍の発生・進展に深く関与
していると想定されるようになってきた。
さらに興味深いことに、AID トランスジェ
ニック・マウスは、全身の組織での AID の
持続的発現により、リンパ系腫瘍とともに
肺腫瘍（腺腫・癌）、肝癌、胃癌など上皮
系腫瘍が発生することが判明した。これら
の知見から、DNA変異活性を有するAIDが、
リンパ系悪性腫瘍のみならず、様々な上皮
系腫瘍の発生過程における遺伝子変異の
生成・蓄積に重要な役割を果たしている可
能性が示唆されるようになった。 

申請者らは、大部分のヒト肝癌・胃癌は
慢性炎症を背景として発生すること、AID
がヒト自身のDNAに遺伝子変異を導入する
活性を有すること、AID のトランスジェニ
ック・マウスではリンパ系腫瘍のみならず
肝癌や胃癌などの消化器癌が発生するこ
とに着目し、DNA変異活性を有するAIDが、
炎症からの消化器癌の発生過程における
遺伝子変異生成に関与している可能性に
ついての検討を開始した。ヒト臨床検体を
用いた検討からは、生理的条件下では AID
はヒト正常上皮組織ではほとんど発現し
ておらず、リンパ組織の胚中心に存在する
B 細胞においてのみ、その発現を認めるこ
とが確認された。これに対して、肝炎や胃
炎など慢性炎症を伴ったヒト肝細胞・胃上
皮細胞では、ヒト肝癌・胃癌の癌細胞と同
様に、内在性 AID タンパクが過剰発現して
いることが明らかとなった。培養細胞を用
いた in vitro の解析からは、炎症性サイ
トカインである TNF-や IL-1 の刺激によ
り、転写因子 NF-B 依存性に、肝細胞や胃
上皮細胞で AID が発現誘導されること、こ
の AIDの過剰発現により p53や c-myc をは
じめとする種々の発癌関連遺伝子に変異
が生成・蓄積することが明らかとなった。

以上の申請者らの成績から、ヒト肝癌・胃
癌の発癌過程において、感染症や炎症性サ
イトカイン刺激により肝細胞や胃上皮細
胞に異所性に AID が発現誘導されること、
その結果、遺伝子変異が生成・蓄積し腫瘍
発生に重要な役割を果たしていること、が
明らかとなった。 
 

２．研究の目的 
申請者らのこれまでの研究により、炎症

性サイトカイン刺激により肝細胞や胃上
皮細胞に異所性に遺伝子編集酵素AIDが発
現誘導されること、その結果、遺伝子変異
が生成・蓄積し、肝癌や胃癌の発生に重要
な役割を果たしていること、が明らかにな
った。しかしながら、発癌過程において AID
の変異導入の標的となる遺伝子は不明で
ある。申請者らのこれまでの検討から、AID
には各臓器や細胞に特異的な標的遺伝子
が存在し、それが臓器特異的な発癌機序の
成立に関与している可能性が推定されて
いる。そこで、本研究は、肝癌の発生過程
におけるAIDによる遺伝子変異の標的分子
を特定することにより、肝発癌に重要な役
割を果たす発癌関連遺伝子領域を同定す
るとともに、炎症からの肝癌発生過程にお
ける遺伝子編集酵素の役割を明らかにす
ることにより、ヒト肝癌発生の分子機構を
解明することを目的とした。 
 

３．研究の方法 
(1) AID 発現により上皮細胞中に生成・蓄積

するゲノム異常の経時的・網羅的解析と、
肝癌発生過程における遺伝子編集酵素
の役割の解明 ；  
AID の過剰発現の結果、マウスに発生し

た悪性リンパ腫細胞と肝癌では腫瘍細胞
中にみられる遺伝子変異パターンが大き
く異なっている。これは、各臓器や細胞に
特異的な AID の標的遺伝子が存在し、それ
が臓器特異的な発癌機序の成立に関与し
ている可能性を示唆するものである。そこ
で、肝癌・胃癌の発生過程における、AID
によるゲノム異常の標的分子を同定する
ことにより、各臓器の発癌に中心的な役割
を果たしている発癌関連遺伝子の探求を
行った。まず、AID 発現により肝細胞・胃
上皮細胞にもたらされるゲノム変化像を
網羅的に解析する目的で、AID トランスジ
ェニック・マウスの肝細胞と胃上皮細胞を
胎生期から経時的に分離しDNAの抽出を行
った。引き続き、これらの DNA サンプルを
鋳型として、発癌に深く関与しているとさ
れる代表的な癌関連遺子（p-53,-カテニ
ン, k-ras, c-myc, PTEN, APC など)のク
ローニングと塩基配列の決定を網羅的に
行うとともに、ゲノム全体を網羅する一塩



基多型検出用マイクロアレイを用いた
comparative genomic hybridization (CGH)
解析を用いて遺伝子コピー数の変化を探
求することにより、各臓器において AID の
恒常的な活性化の結果生じたゲノム異常
の全体像をとらえるとともに、AID による
臓器特異的な標的遺伝子の探索を行った。 

また、申請者らはこれまで、ヒト肝細胞
系培養細胞(HepG2, Huh7, Hep3B)に AID を
発現させる系として、レトロウィルスベク
ターを用いた AID 発現系を構築してきた。
しかしながら、これらの肝癌由来の培養細
胞株と異なり、ヒト肝組織から樹立した初
代肝培養細胞にはレトロウィルスベクタ
ーの感染効率がきわめて悪かった。そこで、
ヒト初代肝培養細胞へのAIDの発現導入を
実現するため、AID を発現するレンチウィ
ルスベクターの作成を行い、この AID 発現
レンチウィルスを初代ヒト肝培養細胞に
導入した。引き続き、AID 活性化後の細胞
から DNA を経時的に抽出し、これらの DNA
サンプルを鋳型として、各種癌遺伝子・癌
抑制遺伝子をクローニングし、塩基配列を
同定、遺伝子変異生成の有無の解析を行っ
た。肝細胞と同様に、胃上皮培養細胞にも
AID を発現するレンチウィルスベクターを
感染導入し、AID 活性化後のゲノムサンプ
ルを抽出した。これらの細胞を用いて AID
を発現させた結果生じたゲノム異常の全
体像を明らかにするとともに、AID による
標的遺伝子の選別機構を解明する目的で、
トランスジェニック・マウスの各組織と同
様に CGH 解析を行った。以上の検討を進め
ることにより、AID 発現の結果、ヒト初代
肝培養細胞、胃上皮細胞で生じたゲノム異
常の全体像の解明を進めた。 
 

(2) 肝細胞特異的にAIDを発現する遺伝子改
変マウスの作成とその表現型の解析 ； 
申請者らのこれまでの検討から、AID を

全身に発現したトランスジェニック・マウ
スは、リンパ系腫瘍とともに、肝癌、肺癌、
胃癌など多様な上皮系腫瘍を発生するこ
とが明らかとなっている。しかしながら、
大部分の AID トランスジェニック・マウス
は生後約30-50週で悪性リンパ腫を発生し、
リンパ腫の疾患進行の速さから早い段階
でのマウスの死亡が多く見られる。このた
め、AID 発現の肝発癌における役割の解明
には、マウスモデルにて、肝癌の発症率を
向上させる必要がある。そこで、肝臓特異
的にAIDを過剰発現するマウスモデルとし
て、①AID を発現するレンチウィルスベク
ターをマウスの尾静脈より静注し、肝臓で
AID を過剰発現する系、②胎生期の肝組織
に高い発現を認める Tissue-nonspecific 
alkaline phophatase (TNAP)に着目し、

TNAPを発現する細胞に特異的にAIDを発現
する TNAP-AID マウスの系、という２つの
解析系を構築した。これらのマウスの表現
型の解析を行うとともに、マウスの生存率
の検討、肝癌発生の有無の検討を肉眼的・
病理組織学的に評価した。 
 

４．研究成果 
(1) AID 発現により上皮細胞中に生成・蓄積

するゲノム異常の経時的・網羅的解析と、
肝癌発生過程における遺伝子編集酵素
の役割の解明 ；  
まず、AID を発現するレンチウィルスベ

クターの作成を行った。AID 遺伝子の cDNA
（597Bp）をクローニングし、Puromycin 耐
性遺伝子の組み込まれたレンチウィルス
発現ベクターに組み込み、その後、パッケ
ージングベクターと共に293細胞に導入し、
組換えウィルス粒子としてのAID発現レン
チウィルスを作成した。次に、ヒト肝組織
から樹立した初代ヒト肝培養細胞にレン
チウィルスベクターを感染させ、発現マー
カー分子(GFP)を用いて至適な発現条件を
選定した。次に、AID 発現レンチウィルス
を初代ヒト肝培養細胞に導入し、AID 活性
化後の細胞由来の DNAを用いて CGHアレイ
解析を行った。具体的には、AID 活性化後
の細胞から抽出したDNAサンプルを制限酵
素処理し、末端にアダプターをライゲーシ
ョンさせ、このアダプター配列を認識する
プライマーを用いてDNAフラグメントの増
幅を行った。増幅した DNA を再びフラグメ
ント化し標識した後に、約 50 万セットの
一塩基置換検出可能な Genome Mapping 
Array にハイブリダイズさせ、高分解能ア
レイスキャンでデータ解析を行い、遺伝子
アノテーションデータベースを用いた網
羅的な遺伝子コピー数変化の解析系を樹
立した。次に、AID 発現レンチウィルスを
用いてヒト肝組織から樹立した初代ヒト
肝培養細胞に AID を 3－4 週間持続発現さ
せたところ、AID 発現後の肝細胞から抽出
したゲノムには、ほぼすべての染色体領域
にわたって散在性に、多様な遺伝子コピー
数異常が生じており、その大部分は一定の
染色体領域の欠失として生じていること
が CGH アレイ解析より明らかとなった。さ
らに、この染色体領域の欠失のうち一部の
特定の領域については、再現性をもって
AID 発現により時間依存性に欠失領域が広
がっていく現象が確認された。次に、CGH 
microarray 法で検出された染色体レベル
での欠失領域に含まれる遺伝子群をゲノ
ムデータベースから同定し、それぞれの遺
伝子に特異的なプローブを作成し、
real-time RT-PCR法により染色体異常出現
領域における遺伝子発現量の定量評価を



行った。興味深いことに、AID 発現により
欠失の生じた染色体領域には細胞増殖や
細胞死など生体の恒常性維持・制御に関連
するさまざまな遺伝子が含まれており、こ
れらの遺伝子発現がAIDによる染色体欠失
の結果、大きく変化してくることが明らか
となった。同様の所見は、ヒト胃培養細胞
でも確認され、上皮細胞における AID の持
続発現の結果、突然変異のみならず遺伝子
コピー数の異常が染色体レベルでも惹起
されることがわかった。注目すべき点とし
て、ヒト胃上皮由来の AGS 細胞に AID を持
続発現させた結果、CGH 解析において再現
性をもって欠失を認める遺伝子領域には、
癌抑制遺伝子である CDKN2A, CDKN2B locus
が含まれていることがわかった。そこで、
CDKN2A, CDKN2B 遺伝子に特異的なプロー
ブ を 用 い 、 fluorescence in situ 
hybridization (FISH)法にて解析を行った
ところ、AID を過剰発現する細胞において
は、AID を発現しないコントロール細胞に
比し有意に CDKN2A, CDKN2B 遺伝子領域の
欠失が誘導されることが明らかとなった。
また、AID Tg マウス胃上皮における
Real-time genomic PCR 解析からは、野生
型マウスに比し有意に Cdkn2a, Cdkn2b 遺
伝子領域のDNAコピー数が減少しているこ
とがわかった。さらに、H. pylori を長期
間感染させた野生型マウスの胃上皮では、
非感染野生型マウスに比し有意に Cdkn2a, 
Cdkn2b 遺伝子領域の DNA コピー数減少し
ていることが Real-time genomic PCR 解析
により明らかとなった。一方、AID knockout
マウスに H. pylori を長期感染させても
DNA コピー数減少を認めず、H. pylori 感
染により誘導された Cdkn2a, Cdkn2b 遺伝
子領域の DNAコピー数減少は AID依存性で
あることが明らかとなった。さらに、AID Tg
マウス胃上皮における遺伝子変異解析で
は、胃癌部・非癌部のいずれにおいても、
野生型マウスに比し有意にCdkn2a, Cdkn2b 
遺伝子変異の蓄積を認めた。H. pylori 感
染を伴ったヒト臨床検体（慢性胃炎・胃癌）
を用いた検討からは、胃癌症例の約 1/3 に
おいて、非癌部に比し癌部の CDKN2A, 
CDKN2B 遺伝子DNAコピー数減少を認めた。
また、癌部で CDKN2A, CDKN2B 遺伝子 DNA
コピー数減少を認めた症例においては、こ
れらの遺伝子の mRNA 転写量も減少してい
ることが確認された。以上の結果から、炎
症ならびに感染を契機に胃上皮細胞に異
常発現した AID は、発癌に関連した遺伝子
領域(CDKN2A, CDKN2B)に遺伝子変異ととも
に遺伝子領域の欠失をも引き起こし、発癌
過程において重要な役割を果たしている
という可能性が示唆された。 
 

(2) 肝細胞特異的に AID を発現する遺伝子
改変マウスの作成とその表現型の解析； 
肝臓特異的にAIDを過剰発現するマウス

モデルとして、(1)AID を発現するレンチウ
ィルスベクターをマウスの尾静脈より静
注し、肝臓でAIDを過剰発現する系、(2) 胎
生期の肝組織に高い発現を認める TNAP 発
現細胞に特異的にAIDを発現するTNAP-AID
マウスの系、の構築を試みた。まず、ウィ
ルスベクターをマウスの尾静脈から急速
静注する系を用いた検討を行った。しかし
ながら、GFP 発現ウィルスベクターを用い
たコントロール解析からは、投与されたウ
ィルスベクター由来のGFPタンパク質の発
現が肝組織内で主に肝細胞系ではなく胆
管上皮に限定して認めることがわかった。
このため、肝細胞特異的な AID の持続発現
を達成するための方策としては不適と判
断し、TNAP 発現細胞に特異的に AID を発現
する TNAP-AID マウスの作成とその解析を
進めた。TNAP は stem cell marker として
も報告があるように、胎生期のマウスのさ
まざまな臓器にその発現を認めることが
確認されたが、中でも特に肝細胞に高発現
していることが野生型マウスの肝細胞か
ら 抽 出 し た RNA サ ン プ ル を 用 い た
Real-time-RT PCR 解析によりわかった。こ
の TNAP-AIDマウスの表現型を平均約 72週
齢で検討したところ、高率に肝癌を発生し
ていることがわかった。TNAP-AID マウスに
発生した肝癌は、ヒト肝癌の腫瘍マーカー
である AFP を強く発現しており、病理組織
学的検討からもきわめてヒト肝癌に類似
した組織像を呈していることが明らかと
なった。興味深いことに、TNAP-AID マウス
の肝組織中には非発癌領域においても効
率に癌抑制遺伝子 TP53 に変異が生成・蓄
積していることが判明した。以上の結果か
ら、肝細胞に特異的に AID を持続発現した
結果、TP53 をはじめとするさまざまな発癌
関連遺伝子に体細胞変異が蓄積すること
が、肝癌の発生につながったものと推定さ
れた。 
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