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研究成果の概要（和文）：がん発症に必要な遺伝子変異が生じる機構には不明な点が多い。遺伝子変異酵素AIDは主にB
リンパ球で発現し、抗体の多様化に関わる酵素である。AIDは上皮細胞でも炎症刺激により発現が誘導されること、抗
体以外の遺伝子に変異を起こすこと、AIDトランスジェニックマウスではリンパ腫や肝臓癌等がおこることから、ヒト
の発がんに関与している可能性がある。マウスの皮膚がんモデルを用いて、化学発がん物質により発症する皮膚腫瘍に
も内在性のAIDが関与することを証明した。AIDトランスジェニックマウスの肺の観察から、AID過剰発現が細胞死・組
織損傷を惹起し、再生組織でAIDが発現すると癌が発症する可能性を示した。

研究成果の概要（英文）：Cancer is known to be caused by gene mutations. However, how gene mutations occur 
remains unknown. A mutagenic enzyme, activation-induced cytidine deaminase (AID), mainly expressed in B 
lymphocytes, is required for antibody gene diversification. AID expression is induced in epithelial cells 
by inflammatory stimuli, can cause mutations in non-antibody genes. AID-transgenic mice develop lymphoma, 
liver cancer and cancers of other organs. These results suggest involvement of AID in human cancers. In 
this study, we demonstrated that endogenous AID is involved in chemical-induced skin cancer model in 
mice. By analyzing the lung of AID-transgenic mice, we observed cell death by AID overexpression, leading 
to tissue regeneration. Expression of AID in regenerating tissue may be responsible for cancer 
development in organs under inflammation.

研究分野： 腫瘍学、免疫学

キーワード： 遺伝子　癌　ゲノム　突然変異
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
発がんに関わる遺伝子変化を引き起こす機
構の理解はがん撲滅にとって重要であるが、
紫外線による皮膚癌、喫煙による肺癌など一
部を除いてほとんど理解されていない状況
にある。本研究は申請者を含む本庶らのグル
ープのより発見された activation-induced 
cytidine deaminase (AID) が発がんにおけ
る遺伝子変異の新規責任因子の一つである
ことを証明する試みとして位置付けられる。
AID は抗体遺伝子に変異を導入し、クラスス
イッチ（DNA 組換えによる抗体クラスの変
換）や体細胞突然変異（点突然変異の誘導に
よる抗原認識の多様化）を引き起こす活性を
有している（文献 1）。申請者および他のグル
ープの研究の結果、AID は抗体遺伝子以外に
も作用し、発がんの原因になりうる事が明ら
かとなってきた（文献 2,3,4）。これらの知見
を基に生体内でどの細胞が AID を発現し、
AID を発現する細胞が辿る運命を調べる事
が発がんの理解に貢献するのではないかと
着想するに至った。マウス皮膚化学発がんの
実験では内在性 AID 依存的な皮膚腫瘍の発
症が認められた。しかし、AID がヒトの発が
んに関与していることを証明し、AID を標的
とした分子治療薬の開発へと発展させるた
めにはさらなる証拠を積み上げることが必
要である。 
AID は炎症刺激により発現が誘導される事
を考慮すると慢性炎症に関連した発がんに
関与している可能性が高い。肝炎ウイルス
（肝細胞癌）・EB ウイルス（リンパ腫）・ヘ
リコバクターピロリ菌（胃癌）などによる慢
性感染症に伴う発がん、アスベスト（中皮
腫）・不整歯列（口腔癌）など慢性物理化学
的刺激に伴う発がんへの関与が疑われる。 
 
２．研究の目的 
本研究では蛍光タンパクによる in vivo ラ
ベリング、レーザーマイクロダイセクション
技術による腫瘍細胞選択的遺伝子変異・発現
解析を駆使し、マウスモデルと臨床検体の両
面から AID と発がんの関係を明らかにする
ことを目指す。具体的には以下の項目を解析
する。 
 
（１）マウス発がんモデルにおける AID 発現
履歴 
AID は炎症刺激により誘導される酵素であ
り、AID が発現し変異を導入した後に AID
の発現が消失することが有り得る。そのため
AID の発現の履歴を評価する事が、がんと
AID の関係を明らかにする上で有意義であ
ると考えられる。そこで癌組織における AID
の発現履歴をマウスモデルを用いて検討す
る。肺癌、皮膚癌、口腔癌、小腸癌の化学発
がんモデルを用いる。 
 
（２）AID 発現を生体で観察できる RFP ノ
ックインマウスの解析 

発現の履歴にくわえ、リアルタイムに AID の
発現を成体で観察できる RFP（赤色蛍光タン
パク）ノックインマウスを申請者は最近作出
した（未発表）。このマウスを用いれば、免
疫染色を施さずとも AID を発現する細胞の
同定が可能となり、炎症刺激と AID 発現との
関連を組織・細胞レベルでしかも細胞を生か
したまま解析できるようになる。このシステ
ムを用いて AID 発現細胞の局在を組織学的
に調べ、さらに FACS およびレーザーマイク
ロダイセクションにより単離される AID 発
現細胞の性質を遺伝子発現プロフィールの
観点から明らかにする。 
 
（３）肺癌および中皮腫における AID の発現 
申請者は京都大学消化器内科のグループと
共同して胃癌、肝細胞癌、大腸癌、胆管癌に
おいて AID の発現を報告してきた。臨床的重
要度の点から消化器系に比肩する呼吸器系
の腫瘍についてはこれまで報告はない。京都
大学呼吸器外科と共同研究を行い、ヒト臨床
検体における AID の発現を検討する。申請者
が報告した AID トランスジェニックマウス
は肺腫瘍の発症が全例に認められることか
らは AID と肺腫瘍の関係が推測される。ヒト
の肺癌の一部とくに非喫煙者に発症する肺
癌やアスベストによる中皮腫に AID が関与
する可能性があると考えられる。 
 
３．研究の方法 
（１）マウス発がんモデルにおける AID 発現
履歴 
Cre-loxP 組換え系を用いて任意の遺伝子の
発現履歴を細胞にマーキングする手法は既
に確立しており、神経系や免疫系などにおけ
る細胞分化の運命追跡 (fate mapping) に応
用されている。この手法を AID の発現履歴解
析に適応する。 
 
AID（遺伝子名 AICDA）のプロモーターに Cre
組換え酵素(loxP 部位での組換えを触媒す
る)遺伝子を連結したトランスジーンを用い
たトランスジェニックマウス Aicda-cre が
報告されている（文献 1）。一方、特殊な loxP
を巧妙に組み合わせ、Cre が発現すると不可
逆的に赤色蛍光タンパク(RFP)発現のスイッ
チ が 入 る ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス 
ROSA26-tdRFP も報告されている。RFP の発現
は組織普遍的な発現をしめす遺伝子 ROSA26
のプロモーターにより発現する（文献 2）。こ
の RFP は二量体化 (tandem dimer) による
蛍光強度の増大が図られている tdRFP であ
る。 Aicda-cre マウスと ROSA26-tdRFP マ
ウスを交配し得られる、ダブルトランスジェ
ニックマウスにおいては、AID を発現する細
胞において Cre が発現し、RFP の発現が始
まる。その後 AID を誘導する刺激が消失し
ても RFP は発現し続ける（図１）。このよう
にして AIDの発現履歴を RFPによりマーキン
グできる。 



この特性を活かしてAID発現履歴を有する細
胞を組織学的、分子生物学的に解析すること
ができる。 
この遺伝学的実験系を以下のマウス皮膚２
段階化学発がんモデルに適応し、誘導される
腫瘍細胞においてAIDの発現履歴があるかど
うか、発現履歴を有する細胞と履歴のない細
胞の遺伝子発現プロフィールにどのような
差異が存在するのか（DNA マイクロアレイ）、
Trp53, KRAS, HRAS, EGFR, APC, CTNNB1 遺
伝子変異の頻度に違いがあるのかについて
検討する。 
 
皮膚２段階化学発がんモデル 
背部皮膚を剃毛し、多環式芳香族炭化水素
DMBA を単回塗布し、その後細胞増殖を促進す
るフォルボールエステルTPAを週２回反復投
与すると３〜４カ月後に皮膚のパピローマ
が形成される。 
 
（２）AID 発現を生体で観察できる RFP ノッ
クインマウスの解析 
AID を発現する細胞を免疫染色なしに同定単
離できるシステムをノックインマウスの手
法で構築する。AID 遺伝子に RFP 遺伝子をノ
ックイン（相同組換えにより遺伝子挿入）し
たマウス AID-RFP は現在作成中であり、平
成２４年には使用できると見込まれる（図
２）。この RFP は ROSA26-tdRFP で用いられ
ているのと同一の RFP (tdRFP) である。 
AID-RFP マウスに化学発がんモデルを適用
して、平成２３年度に明らかにする AID 発現
履歴を呈する細胞タイプに特に注目して、ど
のような刺激により、どの細胞が、どれくら
いの期間 AID を発現するのかについて解析
し、 AID を発現している細胞をフローサイ
トメーターおよびレーザーマイクロダイセ
クションにより単離する。得られた細胞につ
いて遺伝子発現プロフィールの解析をDNAマ
イクロアレイにより検討し、分子生物学的解
析を行う。また凍結組織切片より、RFP 発現
細胞を回収し、組織局在による遺伝子発現の
違いを検討する。 
 
（３）肺癌および中皮腫における AID の発現 
AIDトランスジェニックマウスは100%の個体
で病理学的にヒトの肺腫瘍の初期病変と考
え ら れ て い る  atypical alveolar 
hyperplasia (AAH) に酷似した肺微小腺腫が
発生する。一部には AAH から肺腺癌を発症す
る個体も見受けられる。AID トランスジェニ
ックマウスは肺癌の初期病変から進行癌に
至る病変を見ることができる肺癌モデルと
考えられる。マウス AAH 様病変は臓側胸膜に
集中しており中皮腫との関連も示唆される。
したがって、ヒトの肺癌・中皮腫においても、
胃癌・肝臓癌・大腸癌と同様、AID の関与を
調べる意義があると思われる。その際、上記

（１）（２）の実験で収集される AID 発現細
胞の組織内局在、遺伝子発現上の特徴、AID
の発現を誘導する因子についての情報を活
用する。 
滋賀県立成人病センター、京都大学医学部付
属病院における肺癌患者(年間 150症例以上)
より摘出される手術標本のうち、AAH・肺腺
癌・中皮腫が含まれるものを抽出する。無固
定凍結切片よりレーザーマイクロダイセク
ション法により腫瘍実質細胞のみを収集し、 
RNA および DNA を抽出する。非癌部を陰性
対照として使用する。AIDの発現量定量はRNA
に対してリアルタイム RT-PCR 法により、免
疫染色はホルマリン固定凍結切片に対して
抗 AID モノクローナル抗体 MAID-2 (申請者
が作成)を用いて行う。 
 
（４）AID トランスジェニックマウスに生じ
る肺微小病変の解析（詳細後述） 
 
４．研究成果 
（１）マウス発がんモデルにおける AID 発現
履歴 
AID 発現履歴を有する細胞を可視化するトラ
ンスジェニックマウス (Aicda-cre x tdRFP) 
に皮膚癌を誘発する薬剤である TPA を塗布
し、AID の発現履歴が現れるか観察した。し
かし、皮膚細胞が有する自家蛍光と皮膚特有
の免疫染色を困難にする状況が tdRFP タン
パクの検出を困難にさせることが分かった。
そこで、beta-galactosidase の発現を指標
に AID 発現履歴を可視化するトランスジェ
ニックマウス (Aicda-cre x LacZ) を作成し
た。このマウスの皮膚に６週間にわたって週
２回の頻度で TPA を投与したところ、一部
の毛包細胞とそれから上方に連続する核か
表皮細胞および角化層に AID の発現履歴が
誘導されることが明らかとなった。 TPA の
みで AID の発現が角化表皮細胞で誘導され
ることを示しており、これまでの培養細胞を
用いた実験と、TPA のみでも低頻度ながら 
AID 依存的に皮膚腫瘍が誘導される結果と
矛盾しない結果であった。AID の発現はすべ
ての毛包にみられるわけでなく、極めて限局
的であった。AID の発現履歴を有する細胞の
詳細を解析することは極めて困難であり、今
後の課題として残された。この皮膚癌マウス
モデルを用いた実験で、内在性の AID が発
がん化学物質や紫外線暴露により誘導され
ることを明らかにした。さらに、皮膚腫瘍の
発生頻度が AID 遺伝子欠損により低下する
こと、AID の過剰発現により上昇すること、
つまり、AID の発現量に相関して皮膚腫瘍が
形成されることを示した。これらの結果はヒ
トの発がん過程にも AID が関与する可能性
を支持する結果である。皮膚癌モデルの研究
は米国の学術誌に投稿し、現在改訂作業中で
ある。 



マウス肺においては AID 発現履歴を有する
細胞が散在している（図１）。形態的にはⅠ
型肺胞上皮細胞のような扁平な細胞である。
この細胞はなんら処置を施さないマウスに
も存在するが、肺腫瘍を誘発するウレタン投
与、炎症刺激を模倣する LPS 投与により増
加しない。自然発症の肺腺腫に AID の発現
履歴が集中して観察されるケースが１例の
みあったが、肺腺腫形成と AID の関連につ
いて議論するにはより多くの腫瘍を観察す
る必要がある。 

図１ Aicda-cre x LacZ マウスの肺。青色の
細胞は AID 発現履歴があることを示す。 
 
（２）AID 発現を生体で観察できる RFP ノッ
クインマウスの解析 
AID 遺伝子座に赤色蛍光タンパク RFP をコ
ードする遺伝子をノックインしたマウスを
組織学的に解析した。AID を発現する小腸の
パイエル板・孤立リンパ小胞・粘膜固有層、
脾臓の胚中心の B リンパ球が赤色蛍光タン
パクを発現し、生理的な AID の発現を忠実
に反映していることが確認できた（図２）。 

 
図２ AID遺伝子にRFPをノックインしたマウ
スの腸間膜リンパ節。胚中心が赤い蛍光をつ
よく発している。 
 

皮膚癌モデルで RFP が誘導されるか観察を
試みたが、上述したように自家蛍光が強いた
め RFP の発現を蛍光で確認することができ
ず、また、抗 RFP 抗体を用いた免疫染色も
困難であった。現在、ホモ接合体を得て、RFP 
の発現を増強する実験を進めている。 
 
（３）肺癌における AID の発現 
京都大学医学部附属病院における肺癌３０
症例の検体について、抗ヒト AID 抗体を用い
た免疫染色を行った結果、９検体(30%)が陽
性であった。これは Shinmura et al. によ
る報告(35.7%)(Shinmura et al., 2011)と同
等であった。同一症例の凍結癌組織と凍結非
癌部組織から抽出した RNA に含まれる AID 
の mRNA を qRT-PCR により定量した。その結
果、がん組織において非癌部組織より強い 
AID の発現が見られる傾向があったものの、
mRNA 定量値と免疫染色の染色強度の間に相
関が認められなかったため、肺癌細胞で AID 
が発現しているのか、浸潤する Bリンパ球細
胞の AID 発現を反映しているのか結論づけ
ることができなかった。免疫染色結果と 
mRNA 定量値の違いに関して、浸潤 B リンパ
球の影響以外に、抗体の非特異的結合、およ
び、腫瘍の不均一性に由来する可能性が考察
される。 
 
（４）AID トランスジェニックマウスに生じ
る肺微小病変の解析 
AID トランスジェニックマウスの約１割の個
体では肺腫瘍が自然発症するが、それに先だ
って、すべての個体で腺腫様微小病変が出現
する。この病変はヒト肺腺癌の前駆病変と考
えられている異型腺腫様過形成 (atypical 
adenomatous hyperplasia; AAH) に類する前
癌病変と考え、マウス AAH 様病変 (mouse 
AAH-like lesion; MALL) と名付けた（図３）。 

図３ MALL の形態。矢頭で示したのが MALL。 
 
 
MALL の肺癌関連遺伝子変異を検索するため、
レーザーマイクロダイセクションにより
MALL を 110 個単離し、個別の MALL より抽出
した DNA を鋳型として p53, EGFR, KRAS 遺
伝子を PCR で増幅し、ダイレクトシーケン
ス法により遺伝子変異を検索した。その結果、



p53 遺伝子には 10.5% に変異が認められた
が、 EGFR, KRAS 遺伝子には変異は認められ
なかった。ヒト AAH においては p53 の遺伝
子変異が 0-9%, KRAS の遺伝子変異が 27〜
39%, EGFR の変異が 3〜35% であったことか
らすると MALL の遺伝子変異頻度は概して 
AAH より低かった。 
 
 
MALL の分化段階を検討するために３種類の
肺胞上皮のマーカータンパク質に対する抗
体（podoplanin, SP-C, CC-10）を用いて免
疫染色をおこなった。その結果、SP-C のみ
が MALL の一部に検出された。MALL に２型
肺胞上皮細胞が含まれる可能性を示唆して
いる。つぎに、近年同定された肺胞上皮の再
生マーカータンパク質に対する抗体を用い
て検討した。その結果、MALL は再生過程に
ある肺胞で発現する ΔNp63, keratin 5, 
keratin 14, E-cadherin, Lgr5, Lgr6 を発
現していた。このことは MALL が肺胞再生病
変である可能性を示唆していた。 
電子顕微鏡で MALL を観察すると細胞の肺
胞腔面近傍には分泌顆粒様の小胞が多数存
在し、一方、２型肺胞上皮に存在する層板小
体は認められなかった。この小胞は PAS 染
色陽性であり、粘液を内包していると考えら
れた。つまり、MALL は一種の粘液細胞化生
であり、未だ解明されていない肺胞再生の中
間段階である可能性がある。MALL の一部の
細胞は２型肺胞上皮細胞へ分化しつつ SP-C 
を発現してはいるが、層板小体の形成には至
っていないと考えられる。 
MALL が再生病変であるなら、細胞分裂によ
って形成された後、一定時間後には通常の上
皮を残して消失するはずである。細胞分裂の
有無を検討するため、AID トランジェニック
マウスに連続７日間 EdU を投与し、DNA に
取り込まれるか検討したところ直後には 91%
の MALL が EdU を取込み、７日間の間にほ
とんどの MALL が細胞増殖を伴いながら形
成されたことを意味する。その１９日後に再
び EdU 陽性率を測定したところ 44%に低下
していた。このことは、19 日間の間に MALL 
の半分が消失したことを意味している。つま
り、 MALL は一過性に存在する病変であり、
再生病変である可能性をより高める結果で
あった。 
AID トランスジェニックで再生病変が観察
されるということは、細胞の欠損が頻繁に生
じていることを意味している。この可能性を
検討するため、組織中の細胞死の頻度を 
TUNEL 法により検討した。その結果、AID ト
ランスジェニックマウスの肺では野生型マ
ウスに比較して死細胞の数が５倍に増加し
ていた。肺のみならず、肝臓においても視細
胞は増加の傾向があり、AID トランスジェニ
ックマウスの組織中で細胞死が亢進してい
る可能性が示唆された。この細胞死には AID 
の突然変異導入活性による細胞毒性が関与

していると推測された。 
MALL では AID トランスジーンからの AID 
が発現している。そのため、AID による突然
変異が継続していると思われる。もし、腫瘍
形成を促進する変異が生じると、MALL とい
う再生組織から肺腫瘍が生まれる可能性が
あり、 AID トランスジェニックマウスで高
頻度に肺腫瘍が発症する理由が説明できる。 
ヒトの肺癌細胞株 A549 細胞を炎症性サイ
トカインである IL-1βや TNFαで刺激した
ところ、8〜10 倍 AID mRNA の発現が誘導さ
れた。従って、ヒトの肺胞で炎症がおこると
組織障害に続いて再生病変が出現する際、炎
症刺激により再生組織に AID が発現する可
能性がある。実際、上述した AID の発現履
歴を可視化するマウスにおいても、肺胞で 
AID の発現履歴が観察される（図１）。ヒト
の肺胞再生の過程で AID トランスジェニッ
クマウスに見られる MALL のような病変か
ら肺癌に至るプロセスが存在するのかどう
か検討する上で、本研究での知見は役立つも
のと思われる。今後、ヒトの肺胞再生の過程
を明らかにし、どのような刺激により AID 
が再生組織で発現誘導されるのか解明する
ことが、肺癌の発症機構を理解する上で重要
となるであろう。以上の結果は PLoS ONE 誌
に掲載された(Kitamura et al., 2015)。 
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