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研究成果の概要（和文）：獲得免疫を担う抗体は、多様な抗原に対してレパートリーを備えている。抗体産生B
細胞は、胚中心B細胞を起点に記憶B細胞あるいはプラズマ細胞へと分化するが、どのような仕組みで抗体産生能
を長期維持しているのかは明らかではない。この過程では、成熟B細胞で特異的発現する活性型シチジン脱アミ
ノ化酵素（AID）を介した分子制御機構が必須である。研究では、AIDのcofactorとしてタンパク質、DNA、RNAレ
ベルで関連するGANPに着目し、GANPのアクセスゲノム領域と結合RNA群を明らかにすることができた。本研究の
成果より、GANPによって制御を受ける細胞内RNAに関する分子基盤を開示することができた。

研究成果の概要（英文）：Antibodies responsible for adaptive immunity have a variety of repertoires 
against diverse antigens. Although antibody-producing B cells differentiate into either memory B 
cells or plasma cells from germinal center B cells, however, it is not clear what kind of mechanism 
maintains antibody production ability for a long time period. In this process, a molecular 
regulation mechanism via activation-induced cytidine deaminase (AID), which is specifically 
expressed in mature B cells, is essential. In this research, we focused on GANP molecule, which is 
relevant to the protein, DNA and RNA level as a cofactor of AID, and it was possible to clarify the 
access genomic region and the GANP binding various mRNA/miRNA. From the results of this research, we
 could disclose the molecular basis of intracellular RNA controlled by GANP.

研究分野：免疫学
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１．研究開始当初の背景 
抗原刺激を受けた B細胞は、末梢リンパ組織
の胚中心において、免疫グロブリン(Ig)の V
領 域 に 体 細 胞 突 然 変 異 （ somatic 
hypermutation; SHM）の誘導、S 領域を介し
て IgMから IgGなどの他のクラスへとスイッ
チ（class switch recombination; CSR）を
する。SHM/CSR には活性型シチジン脱アミノ
化酵素 AID によるＣ→U 変異導入が必須であ
る。AID の B 細胞特異的発現調節機構の解析
から、マイクロ RNA（miRNA）の役割が明らか
とされつつある。miRNA の生合成過程では、
一次転写産物 pri-miRNA から Drosha の作用
によってヘアピン型構造の miRNA 前駆体
pre-miRNA が切り出され、核輸送因子
Exportin5 によって核外輸送される。Dicer
は pre-miRNAのヘアピンを切断して成熟型二
本鎖 miRNA にする。2010 年、Ramiro らによ
る成熟 B 細胞で発現する CD21-Cre 特異的
Dicer 欠損マウスの解析では、脾臓の辺縁帯
B 細胞の増加と濾胞 B 細胞の減少を示し、自
己反応性抗体の増加が認められた。すなわち
Dicer 依存性による miRNA 制御機構が後期 B
細胞分化に重要な役割があることが示され
た。さらに AID の発現ステージ特異的 Dicer
欠損マウスでは、胚中心 B 細胞ができない。
miR-125bは胚中心B細胞の増殖細胞であるセ
ントロブラストと休止B細胞であるセントロ
サイトにおける制御に関与する。AID mRNA
の直接標的 miRNA として既に miR-155 や
miR-181b が明らかとされている。B細胞最終
分化過程では、濾胞 Tヘルパー細胞の活性化
に関わる制御、短期／長期生存プラズマ細胞
への制御、記憶 B細胞に関わる固有の miRNAs
が存在すると考えられている。AID の発現を
規定する機構及びB細胞最終分化系譜には複
数のmiRNAによる均衡的調節の存在が指摘さ
れているが、その分子機構については明らか
ではない。 
 胚中心 B 細胞で高発現する GANP 分子は、
高親和性抗体産生において重要な役割を担
っている。申請者は GANP が AID と細胞質内
で結合し標的IgV領域ゲノムへアクセスする
ことによって変異導入を増強することを報
告した。B 細胞で GANP が AID の cofactor と
して機能することを見出した。 
 
２．研究の目的 
獲得免疫を担う抗体は、多様な抗原に対して
レパートリーを備えている。抗体産生 B細胞
は、胚中心 B細胞を起点に記憶 B細胞あるい
はプラズマ細胞へと分化するが、どのような
仕組みで抗体産生能を長期維持しているの
かは明らかではない。この過程では、成熟 B
細胞で特異的発現する活性型シチジン脱ア
ミノ化酵素（AID）を介した分子制御機構が
必須である。AID の cofactor として機能する
GANP は、タンパク質、DNA、RNA レベルで AID
を起点とした分子機構に関与することが示
唆される。この研究の目的は、GANP の RNA 認

識に着目して、どのような仕組みで B細胞最
終分化系譜において miRNA/mRNA の発現変化
を引き起こすのか、なぜ選択的 miRNA/mRNA
の発現と核外輸送が行なわれているのかと
いう分子基盤の解明を目指す。 
 
３．研究の方法 
（１）内在性 GANP 分子を検出する抗体の検
証 
（２）抗 GANP 抗体を用いたクロマチン免疫
沈降シークエンス
（Chromatin-immunoprecipitation 
sequence; ChIP-seq）法による GANP アクセ
ス領域の検出 
（３）抗 GANP 抗体を用いた RNA 免疫沈降 シ
ークエンス(RNA-immunoprecipitation 
sequence; RIP-seq）法による GANP 結合 RNA
の検出 
（４）抗 GANP 抗体を用いた miRNA 免疫沈降
(miRNA-immunoprecipitation; miRIP)法によ
る GANP 結合 miRNA の検出 
（ ５ ） 抗 GANP 抗 体 を 用 い た
HITS-CLIP(high-throughput sequencing 
together with UV-crosslinking and 
immunoprecipitation)法によるGANP結合RNA
の同定 
４．研究成果 
（１）GANP の N末および C末を認識する抗体
を用いて、GANP siRNA によって内在性 GANP
分子の発現を抑制した細胞抽出液において、
特異的バンドの消失を確認した。さらに、免
疫沈降法によって分子量 210kDa の予測サイ
ズのバンドを検出した。 
（２）ヒト Ramos B 細胞を用いた ChIP-seq
法を N 末と C 末に対する GANP 抗体でおこな
った。それぞれの抗体は、78%及び 10％のカ
バレッジを示した。特に、C 末抗体にでは、
異なる 4つの染色体の上に有意に、GANP と結
合性を示す配列が enrichment していること
が認められたことから、何らかの選択性があ
ることが示唆された。 
（３）RIP-seq の解析からは、約 1%のユニー
クヒットRNAを示した。RPKM値50以上では、
N 末抗体で約 45 遺伝子、C 末抗体で約 65 遺
伝子であり、ほぼ共通に遺伝子がヒットして
いた。その多くは非コード RNA や miRNA であ
った。 
（４）GANP 抗体およびコントロール IgG 抗体
を用いて行なった miRIP 解析の結果から、約
80 の miRNA のうち、特定のクラスターを形成
する miRNA が濃縮されている結果を得た。こ
のクラスターが位置するゲノム領域は、
ChIP-seq によって得られた領域と一部一致
することを確認した。 
（５）RNA認識モチーフ（RRM）を有するGANP
は、RNAと直接結合することが考えられる。
HITS-CLIP法を構築して、結合RNAを次世代シ
ークエンサーで解析したとこと、これまでに
得られた配列情報以上に、複雑多岐に及ぶRNA
代謝制御機構の一端を見出すことができた。



得られた配列情報の生物学的意義と有意性に
ついて、更なる検証を進めている。 
 また、AID/APOEC および RNA 結合関連分子
に関連する多くの知見を得られることがで
きた。 
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