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研究成果の概要（和文）：GANPタンパクによる抗体親和性亢進誘導の分子機構を明らかにするため、B細胞核内タンパ
ク中のGANP結合分子群を解析した。GANPはヒストンと相互作用し、GANPのヒストンアセチル化領域を介してヒストン修
飾を誘導することを見いだした。GANPはIgV領域の遺伝子再構成付近へ選択的にアクセスし、IgV領域に対して転写を遅
延化させ、R-ループ形成を促しAIDの繋留によって遺伝子変異を蓄積する。また、GANPのAIDによるIgV領域へのDNA損傷
に対して制御することを明らかにした。GANPはIgVの変異誘導において、不必要なDNA損傷を極力抑制し、ゲノムの正統
性を担保する為の必須分子である。

研究成果の概要（英文）：To elucidate the molecular mechanism of GANP interacted with AID in generation of 
antibody affinity maturation in B cells, GANP interacting proteins was identified in the nuclear extract f
rom human B cell line Ramos cells. GANP interacts with histones and induces chromatin modification with th
e acetylation though the GANP HAT domain. GANP binds to the rearranged IgV region. This position is relaxe
d during IgV transcription. Transcription complex similarly retains during the IgV transcription, which pr
esumably maintains the DNA configuration for continuation and providing the opportunity of AID accession. 
GANP recruits AID towards the selective site of the rearranged IgV region to augment mutation frequency. W
e further clarified the role of GANP in the choice of DNA repair pathways after the DNA injury caused by A
ID at the IgV region gene. GANP is essentially involved in maintenance of DNA and the genome integrity for
 efficient DNA mutations during antibody affinity maturation.
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１．研究開始当初の背景 
哺乳動物における抗体の特異性は、骨髄内の
B細胞初期分化過程におけるIg遺伝子の再構
成によって獲得する。さらに抗体の親和性亢
進は胚中心B細胞でのV領域SHM誘導による。
このように B 細胞は RAG による二本鎖 DNA 切
断(DNA	 double strand	 break:	 DSB)と、成
熟 B 細胞における AID 誘導性の IgV	 領域 SHM
と S 領域クラススイッチ組換え(Class	 
Switch Recombination:	 CSR)の 3 種類の遺
伝子変化を経る。末梢リンパ組織における成
熟 B細胞の抗体刺激依存性の抗体親和性亢進
の分子機構に関しては未解明である。
Neuberger らによる解析から、シチジン脱ア
ミノ化酵素 AID によって C	 to	 U の転換が誘
導される。その U を認識したウラシル Nグリ
コシダーゼ(UNG)がヌクレオチドの存在しな
い無塩基状態を形成する。さらに APエンドヌ
クレアーゼによる S 領域の切断を生み出す。
このとき生じる Sμ 断端と 3’側の S 領域が
遺伝子再結合することによって、新たなクラ
スを発現する抗体へと変化する CSR を起こす
というモデルが提唱された。一方、AID によ
って誘導される IgV 領域遺伝子の SHM につい
ては、その解析は明解なモデルを描くところ
までには至っておらず、DSB を必要とするの
かについても確定されていない。V	 領域の
CDR(相補性決定領域)選択的に遺伝子変異を
誘導する機構、そして、その後の遺伝子傷害
の修復機構に関しても明らかにされていな
い。V 領域多様性誘導を誤りがち（エラープ
ローン）DNAポリメラーゼ制御の分子メカニ
ズムについても明らかになっていない。その
解決の糸口として AID の IgV 領域 SHM 誘導に
必要な	 N	 末端にある核移行シグナル(NLS)
と CSR	 に必要な C末端の核外輸送シグナル
(NES)は異なり、おそらくこれらに介在する
分子群、そのシチジン脱アミノ化制御、DNA	 
修復プロセスなどが大きく異なるものと考
えられる。現時点で明らかになっていること
として、胚中心 B 細胞に発現する AIDが V 領
域 SHM 誘導の起点になること。SHM は V 領域
から JH4 のイントロン領域に見られること。
ホットスポット配列	 WRC(W=A/T,R=A/G)に変
異頻度が著しく高いということ。AID は一本
鎖 DNAのシチジンの脱アミノ化を誘導するこ
と。抗体遺伝子は、転写の活発な V 領域プロ
モーターからイントロンエンハンサーに及
ぶ領域において最も SHM の標的となりやすい
ということ等である。これらを総合するとそ
の領域において染色体内のヒストンアセチ
ル化(HAT)活性が上昇して転写 bubble	 
(R-loop)を形成している。この領域は相補的
な二本鎖 DNA と配列を同じくする一本鎖の
RNAがともに存在し、AIDが一本鎖 DNA に対
してアクセスしやすい状態になっていると
考えられる。その結果一本鎖 DNA 中の C を U
に変換する頻度が著しく高まるものと想定
される。これらは R-loopモデルとして理解
されている。	 

 
２．研究の目的 
生体は、抗原に対して特異的かつ高親和性の
抗体を産生することによって病原体を排除
する。免疫グロブリン（Ig）の V 領域への体
細胞突然変異（Somatic	 Hyper	 Mutation:	 SHM）
導入は活性型脱アミノ化酵素 AID によって誘
導されるが、シチジンの脱アミノ化が、どの
ようにして V領域特異的に起こるのかについ
ては明らかになっていない。最近、我々は V
領域 SHM 誘導の際に胚中心 B 細胞の抗体親和
性亢進に働く GANP が AID の V 領域選択的標
的化に関与することを明らかにした（Maeda	 
et	 al.,	 JBC	 2010）。本研究において GANP／
AID 複合体の IgV 領域遺伝子に特異的な標的
化に関する制御メカニズムを明らかにし、高
親和性抗体産生 B細胞の分子機構を解明する。	 
 
３．研究の方法 
GANPをバックボーンとした AID及び RNAとの
結合様式を検証する、そしてIgV領域へのAID
複合体動員の分子機構を明らかにする。GANP
結合分子の同定を行なうことによって、GANP
によるクロマチンアクセシビリテイーの制
御機構を解明する。そのために GANPの機能ド
メインを欠いた遺伝子欠失変異コンストラ
クトを作製し、IgV 領域遺伝子への特異性を
生み出すのはどの領域の機能によるのかを
明らかにする。	 
	 
４．研究成果	 

GANP の機能を RNA 複合体制御、クロマチンア

クセシビリテイー、そして DNA 修復の観点か

ら解析した。	 

（１）	 GANP の RNA 認識モチーフ（RRM）によ

る RNA 認識と結合性を調べた。Rev 依存性

HIV-1	 mRNA 輸送測定システムを用いて mRNA

核外輸送機能について解析し、GANP は

Crm1/RanGTP 依存性の RNA 輸送に機能するこ

とを示した。さらに RRM の認識する RNA の標

的として、GANP 結合 RNA をヒト胚中心 B細胞

モデルの Ramos 細胞から回収し、非翻訳性の

RNA群に焦点をあてて定量PCR法で検定した。

そして長鎖非翻訳 RNA の特定の RNA 分子に選

択的に結合することを見いだした。この結果

は GANP の新しい機能局面を提示したもので

あり、細胞生物学的に広範な役割を担うこと

を示唆しているが、今後広範囲に多様な RNA

種の同定とその生理学的意義の解明が必要

であることを示した。	 

（２）GANP の IgV 領域 DNA への標的化に関し

て顕著な成果が得られた。遺伝子再構成した

IgV領域のC末部分に選択的にGANPが結合す

ること、その結合には GANP の C 末端側に存

在するヒストンアセチル化(HAT)活性領域が

必要であることが明らかになった。HAT 活性

によって IgV 領域のヌクレオソームにヒスト

ンのアセチル化修飾を誘導した。このことか



ら AID/RNA ポリメラーゼ II 複合体を GANP が

動員している可能性が示唆された。Ramos 細

胞から核内の DNA に結合するクロマチンを生

成し、GANP と結合する機能分子をプロテオミ

クス解析によって詳細に明らかにした。クロ

マチンを構成するヒストン、とりわけリンカ

ーヒストン H1 とコアヒストン複合体と結合

し、IgV 領域の特定部位(VDJ 再構成して形成

された結合箇所)のヌクレオソームへの特異

的結合を促し、その部位選択的ヒストンアセ

チル化によってヒストン H1 の解錠を行うこ

とを明らかにした。そして IgV 領域の mRNA

転写を促進させ、同時にその転写進行を遅延

化させることによって、一本鎖 DNAが露出す

る傾向にあり、R-ループ形成を促すことが明

らかになった。その結果 GANP によって AID

の繋留を促し、IgV 領域選択的に遺伝子変異

が蓄積されることが示された。GANPが IgV 領

域選択的な AID のヌクレオソーム配置に関す

る分子基盤を構成していることを示した。	 

	 GANPの HAT領域がIgV領域特異的な転写亢
進を誘導していることから、Ig 遺伝子のクロ
マチン修飾の変化をヒストンアセチル化残
基を標的にした ChIP	 on	 ChIP によって明ら
かにした。そして GANP ノックダウン法によ
って IgV 領域遺伝子での
transcription-coupleのSHMの誘導モデルの
検証を行った。その分子機構の中心的役割を
GANP が果たしている可能性についての実験
的データを取得し解析した。成果は Nature	 
Communications 誌に発表した。	 

（３）GANP の post-AID の DNA 修復に関与す
ることの解析にニワトリ DT40	 B 細胞を用い
た。この細胞においても GANP は AID による
IgV 領域の SHM 誘導とニワトリ B 細胞特有の
ジーンコンバージョン（遺伝子転換）による
多様性獲得の増強を促すことを明らかにし
た。GANP は常態では DNA 修復分子 DNA-PKcs
と直接結合しているが、AID による IgV	 DNA
の DSB によって GANP から DNA-PKcs が遊離さ
れること、そしてその後の DNA 修復に非相同
断端接合ではなく、より安全な遺伝子配列の
正統性を保つことの出来る相同組み替えに
よって遺伝子修復されるように制御してい
ることを明らかにした。この成果は、GANP が
ゲノムの保護と維持において重要な機能を

果たしていることを示している。	 
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