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研究成果の概要（和文）：AIDによるトポイソメラーゼ１(Top1)翻訳の制御を証明するため、miRNAの変化とTop1 mRNA
の制御受容部位を解析した。Top1 3'UTRをノックアウトした細胞を作成したが予想に反し、免疫グロブリン遺伝子組換
えは消失せず、コード領域がターゲットされていると考えられた。
　一方、AID活性化後の免疫グロブリン(Ig)遺伝子切断の責任酵素であることを、プロテアソーム阻害剤（発表済）や
新規Top1阻害剤（発表準備中）を用いて確証を増やした。また、Top1とGFPの融合タンパク質のトラッピング法からBRG
1存在下にTop1がFACTを介しIg遺伝子のH3K4me3に集積することを発見した。

研究成果の概要（英文）：In order to identify the responsive site in Topoisomerase 1 (Top1) mRNA to AID, 
Top1 3'UTR knockout cells were generated from CH12 B lymphoma cells. Unexpectedly class switch 
recombination in these knockout cells was not abolished supposing that coding region of Top1 mRNA is the 
target of AID's regulation.
 On the other hand, Top1's involvement in DNA cleavages in immunoglobulin (Ig) gene was further clarified 
by the proteasome inhibitor and the novel Top1 inhibitors. Additionally by Top1-GFP fusion protein and 
trapping by GFP, it is elucidated that FACT enrolls as an adopter molecule between Top1 and H3K4me3, 
modified histone with help of BRG1.

研究分野：分子生物学
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１．研究開始当初の背景	
 
miRNA は個体発生過程やがんなどの疾患発
症 な ど に 関 与 す る 。 一 方 、
Activation-induced	
 cytidine	
 deaminase	
 
(AID)	
 (1)は染色体転座や遺伝子突然変異
を誘発し、遺伝子不安定性を導く潜在的発
がん因子であるが、我々は B 細胞中の免疫
グロブリン遺伝子が再構成される過程にお
いて、AID 依存的に TopoisomeraseI(Top1)
のタンパク質翻訳が減少するために DNA の
二次構造が複雑化することを突き止めた。	
 
２．研究の目的	
 
この Top1 の減少は AID 依存的な miRNA の
Top1	
 mRNA へのリクルートによると考えら
れる知見を得たため、AID による量的・質
的な miRNA の変化を実証することを目的と
した。	
 
３．研究の方法	
 
PAR-CLIP法により Top1mRNAと Ago2との相
互作用領域を決定し、さらに、BrU ラベル
RNA プローブを合成し、Ago2-miRNA	
 trap
法を行い、10 塩基以下の精度で miRNA が結
合しうる Top1	
 mRNA 配列を決定する。この
ターゲット配列から候補となる miRNA を予
測し、miRNA 阻害や過剰発現を用いてクラ
ススイッチ効率への影響を評価する。AID
を活性化した脾 B リンパ球からの核 RNA 分
画を材料に、それらの primary	
 RNA 領域を
シークエンス解析し、AID による editing
を同定する。	
 
４．研究成果	
 
AID による DNA 切断にはタンパク質合成が
明確に必要ではないことをシクロヘキシミ
ドを用いて示した。	
 
	
 Top1	
 mRNA への AID の制御を明らかにす
るために、Top1	
 mRNA と Ago2 相互作用領域
をPAR-CLIP法、ルシフェラーゼ法、In	
 vitro
のAgo2-	
 miRNAトラップ法を行い検索した。
PAR-CLIP 法は AID 非依存的な Ago2 結合領
域も示したが、明らかに AID 依存性の Ago2
結合領域が 3'UTR 領域の 5'末端から 150bp
以内に２箇所認められた。ルシフェラーゼ
法では、新たに CRISPR/CAS9 法により作成
した AID ノックアウト CH12 細胞を用い、ま
た、Top1	
 の転写制御領域を用いることによ
り、3'UTR 領域のやはり 150bp 以内に AID
による制御に重要な領域を同定した。一方、
In	
 vitro 法である Ago2-miRNA トラップ法
は、coding 領域の 3'側 100 塩基が AID の制
御に必要なものと推測され、全ての結果が
一致したわけではなかった。	
 
	
 Top1	
 3'UTR 領域が AID による制御には最
も重要と考えられたため、Top1 の 3'UTR ノ
ックアウト細胞を作成した。全般的に Top1	
 
3'UTR のノックアウト細胞では、Top1	
 mRNA
が野生型細胞と比較して 10 倍以上増えて
おり、分解が遅くなっていると考えられた。
翻訳の増加を明らかにするために、ポリソ
ーム分画法を用いてショ糖密度勾配中の
Top1	
 mRNA の分布を解析した。Top1	
 mRNA

の 3'UTR ノックアウト細胞中での分布は野
生型と比較すると特に重い分画（翻訳が高
度の分画）で高度に増加していた（コント
ロールとして b2 ミクログロブリン mRNA の
分布と比較）。	
 
	
 ところが予想に反し、ノックアウト細胞
のクラススイッチ組換えは消失しなかった。
このことから、AID の制御は Top1	
 mRNA の
3'UTR ではなく、coding 領域にあると考え、
さらに coding 領域の解析を継続している。	
 
	
 また、Top1 の特定リジン残基の Sumo	
 
化が、Top1 の分布に影響をあたえることが
他のグループから報告され、RNA すなわち
転写領域へのTop1の分布のみがAIDにより
制御されている可能性が出てきた。これを
検証するために、Top1 の発現量が低い
P388/CPT45 細胞株へ sumo 化変異体を導入
する実験を追加している。	
 
	
 種々の miRNA 解析（次世代シーケンシング、
Ago2 結合 miRNA の解析、miRNA アレイ）か
ら AID により制御された miRNA の候補と考
えられる miR-92a は AID の存在下で CSR や
SHM の効率を高めることを確認した。さら
に AID の非存在下で AID に取って代わる機
能を持つか否かを検討した。SHM の頻度は
低いものの、AID ノックアウト細胞でも免
疫グロブリン遺伝子の S 領域に SHM を起こ
した。これを更に検証するために cMyc-IgH
遺伝子間の転座への miR-92a の効果につい
て検討中である。	
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 一方、AID 活性化後の免疫グロブリン
(Ig)遺伝子切断の責任酵素であることを、
トポイソメラーゼ分解阻害剤であるプロテ
アソーム阻害剤（発表済）や新規トポイソ
メラーゼ１阻害剤（発表準備中）を用いて
確証を増やした。Top1 の分解機構プロテア
ソームの阻害剤もクラススイッチを抑制す
ることから、Top1 の分解過程が DNA	
 break
のプロセシングに必要であることを示した。
APE1は DNA脱アミノ化ではDNA切断を創出
するのに必須のはずであるが、APE1 ノック
アウト細胞においては AID 作用後に DNA 切
断が起きており、APE1 は DNA 切断後の DNA
断端のプロセシングに働くことを示した
（上図参照）	
 
また、トポイソメラーゼ１と GFP の融合タ
ンパク質のトラッピング法から BRG1 存在
下にトポイソメラーゼ１が FACT を介して
Ig遺伝子のヒストン修飾H3K4me3に集積す
ることを明らかにした（下図参照）。	
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