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研究成果の概要（和文）：活性型脱アミノ化酵素（AID）による抗体遺伝子への体細胞変異導入

は成熟 B 細胞における抗体の多様性獲得には必須である。AID が細胞質から核に移行して標的

となる免疫グロブリン（Ig）遺伝子座へ導かれていく分子機構については明らかではない。本

研究では、胚中心 B細胞で高発現する GANP と AID が複合体を形成し、IgV 領域遺伝子座にリク

ルートしていることを明らかとした。また、GANP が転写制御していることを証明した。以上の

成果より、GANP が IgV 遺伝子座選択的アクセスと AID の標的 DNA アクセスを制御することを解

明した。 

  

研究成果の概要（英文）：Activation-induced cytidine deaminase (AID) is essential to the 

generation for somatic hypermutation at immunoglobulin gene locus. However, it is unclear 

how cytoplasmic AID shepherds from cytoplasm to nucleus toward the IgV locus. We studied 

the role of GANP-mediated somatic hypermutation in B cells. We showed that GANP forms a 

complex with AID in the cytoplasm and relocated into the nucleus. We found that GANP 

regulates the recruitment of AID to the immunoglobulin variable regions by modulating 

transcription and nucleosome occupancy. 
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１．研究開始当初の背景 

（１）抗原刺激を受けた B細胞は、末梢リン

パ組織の胚中心(GC)において免疫グロブリ

ン（Ig）のクラスを IgM から IgG へとクラス

ス イ ッ チ 組 換 え （ class switch 

recombination; CSR）し、さらに Ig 遺伝子
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の V領域（IgV）には体細胞突然変異（somatic 

hypermutation; SHM）を誘導する。また、あ

る種属ではジーンコンバージョン（gene 

conversion; GCV）が機能している。活性型

脱アミノ化酵素（AID）は、SHM/CSR/GCV にお

ける必須分子であることがこれまでの研究

によって示されている。AID に関連する研究

は、発見以来 10 年間に 700 報以上の報告が

あることからも非常に重要と認識されてい

る。AID は核移行シグナル（NLS）と核外移行

シグナル（NES）を使って核膜孔を移動でき

るが、細胞質に優位に局在している。AID の

異所性発現マウスでは発癌を誘発するため、

B細胞にはAIDを Ig遺伝子座に適切に誘導す

る分子機構と未同定分子の存在が強く示唆

されている。RNA 代謝、DNA 複製に関与する

分子とタンパク質結合が認められるが、機能

的な結論には至っていない。 

（２）AID の作用機序として、プロテインキ

ナーゼ A による 38 番目のセリンがリン酸化

されると、活性化 AID が一本鎖 DNA を基質と

して、標的配列 WRC（W=A/T, R=A/G）（hotspot）

のシトシン（dC）をウリジン（dU）に変換、

dU が uracil-DNA glycosylase（UNG）による

作用で脱塩基状態が形成され、様々な DNA 修

復関連分子が誘導される、という DNA 脱アミ

ノ化モデルが支持されている。しかし、Ig 遺

伝子座周辺配列の解析や AID 自身の詳細な分

子構造解析にも関わらず、どのようにして

AIDがIg遺伝子座にアクセスしているのかと

いう重要な課題が現在まで取り残されてい

る（Delker et al., Nat. Immunol., 2009）。 

（３）GC 領域で高発現する 210kDa の核内タ

ンパク質 GANP（germinal center associated 

protein）には、RNA プライマーゼ（PD）、酵

母 Sac3 相同性（SHD）、複製ライセンス因子

MCM3 結合ドメイン（MCM3BD）、ヒストンアセ

チル化（HAT）活性領域がある。B 細胞特異的

ノックアウト（B-ganp KO）マウスと B 細胞

特異的トランスジェニック（GanpTg）マウス

を用いた解析から、高親和性抗体産生に関連

していることが明らかになっている。さらに

ganp 遺伝子の発現量変動が発がんと相関す

る。しかしながら、さまざまな機能ドメイン

やモチーフを有する GANP が、どのような分

子機構によって SHM を誘導し高親和性抗体産

生に関与しているのか、分子発見以来依然明

らかではない。 

 
２．研究の目的 
（１）成熟 B 細胞における抗体の多様性獲得
には活性化 B細胞で特異的発現する AID によ
る DNA 変異導入の分子経路が必須である。し

かしながら、細胞質に優位に存在する AID 分
子が核移行して、どのようにして Ig 遺伝子
座へと正確に誘導されていくのかについて
は明らかではない。本研究では、同じく GC-B
細胞で高発現する GANP が、AID の標的 DNA に
アクセスする分子経路に位置することを証
明し、これまで分子レベルで未解決とされて
いる抗体遺伝子の多様性・親和性獲得におけ
る分子機構を解明する。 
 
３．研究の方法 
（１）GANP が AID と複合体を形成しているか
どうかを分子生物学的手法によって解析す
る。 
（２）さまざまな変異体を作製し、GANP によ
る核内輸送経路に変化があるかどうかにつ
いてタイムラプス蛍光顕微鏡を用いた生細
胞観察による経時的追跡によって解析を行
なう。 
（３）GANP が AID の Ig 遺伝子座へのリクル
ートに関与しているかどうかをクロマチン
免疫沈降法と定量 PCR 法によって調べる。 
（４）ヒト Ramos B 細胞株から核タンパク質
分画を精製し GANP 結合分子をプロテオミク
ス法によって同定し、検定する 
 
４．研究成果 
（１）無細胞系及びヒト B細胞株抽出系によ
る免疫沈降法によって、GANP と AID が核酸を
介さずに直接結合することを明らかとした。
この結合は細胞質分画で複合体を形成し、核
分画へと移動することを観察し、細胞分画を
用いたウエスタンブロット法によって確認
した。 
（２）GANP 結合領域を同定するため、さまざ
まな AID 変異体作製した。免疫沈降法によっ
てスクリーニングしたところ、D143A 変異体
AIDがGANPとの結合能を消失することを明ら
かとした。この D143A 変異体 AID は脱アミノ
化酵素活性を保つことから、構造変化は認め
られない。さらに赤色蛍光タンパク質と融合
した D143A 変異体 AID を作製し、緑色蛍光タ
ンパク質融合 GANP を用い、両分子の核内輸
送についてタイムラプス蛍光顕微鏡を用い
た経時的生細胞観察では、核内輸送に障害が
あることが認められた。 
（３）GANP が AID の Ig 遺伝子座へのリクル
ートを制御していることをクロマチン免疫
沈降法と IgV 領域に対する定量 PCR 法による
検出系を確立させ、証明した（図１）。この
研究成果は、国内外の関連分野において 26
回の原著論文・総説で引用され国内外で高く
評価・注目されている。 
（４）GANP 複合体を調べるため、ヒト Ramos 
B 細胞株から抽出した核タンパク質と抗 GANP
抗体を用いてプロテオミクスを行なった。そ
の結果、ヒストン蛋白及び種々の RNA 輸送・



代謝関連分子群の同定に成功した。個別分子
の検証を進める過程で、GANP のヒストンアセ
チル化ドメイン HAT に着目した。GANP 自身の
HAT ドメインがヌクレオソームの配置と安定
性維持に関連することを ChIP 法及びヌクレ

オソーム占有アッセイによって検証を行な
った。GANP がクロマチン分画に安定的に存在
すること、GANP の HAT ドメインがヌクレオソ
ームの配置と安定性維持に関連することに
ついて生化学的手法を用いて明らかとした。
GANP 複合体による Ig 遺伝子座選択的アクセ
スが、AID の標的 DNA アクセスに関連するこ
とが示唆された。 

（５）ヒトB細胞株のRamos 細胞で内在性GANP

をノックダウンする方法を確立した。GANP抑

制状態では、ヒストンH1/H3のアセチル化の低

下、活性化RNAポリメラーゼIIのアクセスが著

しくて低下、stall factorのアクセスが変動

することを証明した。さらに、GANP強制発現

Ramos細胞では、IgV領域に存在する２つのヌ

クレオソームのポケット領域に、AIDによって

変異誘導されるhotspot C→T変異が高頻度に

蓄積していることが判明した。これらの結果

より、GANPのハイパーミューテーション機能

は、GANP自身によるIgV遺伝子座選択的アクセ

スによって、リクルートしてきたAIDを標的

DNAに制御することによることを解明した。以

上の研究成果は、総合科学雑誌のNature 

Communications誌（オンライン版）に受理さ

れた。オンライン発表後、2,000回を超えるア

クセス（7位）があり、速報値として国内外に

高いインパクトを与えた。 

 今後の展望として、GANPを介した新たなSHM

誘導経路の同定が、抗体産生細胞の成熟過程

や長期生存システムのさらなる解明へと繋が

るものと期待される。 
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