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研究成果の概要（和文）：本研究では、抗体遺伝子への高頻度突然変異へのスプライシング因子SRSF1-3の寄与を分析
するための実験系を構築し、その分子機構を解析した。アイソフォームであるSRSF1とSRSF1-3の違いがC末領域だけに
もかかわらず、SRSF1-3のSHMにおける機能発現にC末領域が必ずしも必要でないことが明らかになった。さらに、SRSF1
-3がAIDの核外排出を制御することがSHMにおける役割の一つであることが明らかになった。

研究成果の概要（英文）：In this study, we analyzed molecular mechanisms for SRSF1-3 to contribute to 
somatic hypermutation of the IgV gene. It is revealed that although isoforms SRSF1 and SRSF1-3 are 
different only in the C-terminal region, the C-terminal region of SRSF1-3 is not essential for SHM, 
suggesting that the conserved region might be involved in SHM. In addition, this study indicated that 
SRSF1-3 may have a role in regulating the nuclear export of AID during SHM processes.

研究分野： 細胞工学、免疫学
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  ２版



１．研究開始当初の背景	

	

	 抗原に対して高親和性の抗体を産生する機

構は、重要な生体防御機構の 1 つである。こ

の過程では、抗体を産生する B 細胞の抗体可

変部遺伝子に、自然界の 100 万倍の頻度で突

然変異が導入され（体細胞高頻度突然変異）、

抗原に対して高親和性を獲得した変異抗体を

産生する B細胞クローンが選択される。一方、

この変異導入装置の活性化や抗体遺伝子への

選択的変異導入を制御する機構が破綻すると、

染色体転座などが起こりガン細胞発生の一因

と な る 。 Acitivation-induced	 cytidne	

deaminase	(AID)は、高頻度突然変異に必須な

因子であるが、AID 発現だけでは抗体遺伝子

への選択的な変異導入を十分に説明できない。

抗体遺伝子への選択的変異導入機構の解明は、

高親和性抗体の産生機構やガン細胞の発生機

構を理解する上で重要である。	

	 我々は、抗体遺伝子に突然変異を起こすニ

ワトリ B 細胞株 DT40 に注目して、新規な in	

vitro 抗体作製システムを構築した(BBRC	

2005,	2010;	J.	Biosci.	Bioeng.	2006,	2010;	

NAR	2006 他)。その際、高親和性クローンの

選択方法の開発過程で、SR タンパク質スプラ

イシング因子 SRSF1(旧名 ASF/	SF2)の発現制

御の利用を検討したところ(特許第 4482693

号)、興味深い事実を発見した（Kanehiro	et	

al.,	PNAS	2012）。SRSF1 にはアイソフォー

ムが存在し、主要アイソフォームのみを発現

する DT40 は、必須因子である AID の発現があ

っても変異能力を欠損し、アイソフォーム

SRSF1-3 の発現が必須であった。SRSF1-3 は選

択的に抗体遺伝子上に集積し、抗体遺伝子転

写産物のスプライシングを阻害したことから、

SRSF1-3 が変異導入装置の活性化や抗体遺伝

子への標的化において重要な機能を担ってい

ることが示唆され、本研究に着手した。	

	

２．研究の目的	

	

	 本研究では、以下の項目を検討して、SRSF1-

３が変異導入装置の活性化や抗体遺伝子への

変異導入の選択性において果たす役割を解明

し、体細胞高頻度突然変異においてスプライ

シング因子が関与する新規な原理を見いだす

ことを目的として研究を実施した。	

	

① SFSR1-3 の機能解析系の構築	

② SRSF1-3 の機能部位を解明と SRSF1-3 に

物理的・機能的に相互作用する因子の探

索	

③ SRSF1-3 による AID と関連因子の活性化

と変異誘導のメカニズムの解明	

	

３．研究の方法	

	

①	 SFSR1-3 の機能解析系の構築	

	

	 本研究では抗体遺伝子への自発的な変異導

入能力を有するニワトリB細胞株DT40を用い

た。DT40 は、以下の理由で体細胞高頻度突然

変異の機構解析モデルとして適している：(i)	

抗体遺伝子への変異が培養時に自発的に起き

る、(ii)	高頻度の相同組換えにより遺伝子ノ

ックアウトによる分子の機能解析が容易であ

る。DT40 細胞を用いた SRSF1-3 の機能解析で

は、James	Manley らにより樹立されたニワト

リ B 細胞株 DT40 由来の DT40-ASF 細胞を用い

た。この細胞はメジャーアイソフォームであ

る SRSF1 のみを発現し、SRSF1-3 欠損細胞と

して用いた。また、野生型 DT40 細胞において

も SRSF1-3 のみを欠損させるために SRSF1-3

発現時にretentionするintronを相同組換え

によって deletion した。今回のケースでは相

同組換えが困難であったので、CRISPR/Cas9

を用いて相同組換えを誘導した。	

	 DT40 細胞以外の系での SRSF1-3 の機能解析

のため、自発的に抗体可変部遺伝子に変異を

起こすヒトＢ細胞リンパ腫 Ramos においても

SRSF1-3 を欠失させた。この細胞株は相同組

換え効率が極めて低いため、RNAi あるいは

CRISPR/Cas9 を用いて DT40 細胞の時と同様に

SRSF1-3 発現時に retention される intron を

deletion した。	

	 野生型あるいは SRSF1-3 欠損細胞における

抗体遺伝子への変異導入頻度、あるいはニワ

トリ SRSF1-3 やヒト SRSF1-3 を過剰発現させ

た場合の変異導入頻度を評価した。	

	

②	 SRSF1-3の機能部位を解明とSRSF1-3に物

理的・機能的に相互作用する因子の探索	

	

	 SRSF1-3 を欠損する DT40-ASF 細胞にニワト

リ SRSF1-3 の C 末端欠失変異体を導入し、各

変異体導入細胞における抗体遺伝子への変異

導入頻度を評価することによって SRSF1−3 の

機能部位の同定を試みた。	

	 SRSF1-3に結合する因子を探索するために、

T7 タグを N末端に付けた SRSF1-3 を過剰発現

する DT40 細胞を作製し、SRSF1-3 を免疫沈降

して共沈してきたタンパク質を、MS 解析によ

って同定することを試みた。	

	

③	 SRSF1-3によるAIDと関連因子の活性化と

変異誘導のメカニズムの解明	



	 SRSF1-3 と AID の機能的な接点を探索する

ために、核外排出シグナルが存在する C 末端

部位を欠損するAIDを発現するDT40細胞にお

いて SRSF1-3 を過剰発現させた場合において

変異導入頻度に与える影響を評価した。	

	 AID と SRSF1-3 の細胞内の局在性のおける

関連を調査するために、AID および SRSF1-3

を、それぞれ GFP および mCherry との融合タ

ンパクとして発現させるためのベクターを作

製し、マウス線維芽細胞 NIH3T3 へ導入し、一

過性発現系での各因子の局在性の関係につい

て検討した。	

	 	

４．研究成果	

	

①	 SFSR1-3 の機能解析系の構築	

	

	 変異能力を有し、かつ SRSF1-3 を発現する

B 細胞株を用いて、SRSF1-3 の機能を gain	of	

function 解析、loss	of	function 解析できる

実験系を構築した。SRSF1-3 を欠損する DT40

−ASF細胞は抗体遺伝子への変異導入能力を有

さず、ニワトリ SRSF1-3 を導入すると変異能

力を野生型 DT40 と同レベルに回復すること

から、SRSF1-3 が SHM において重要な役割を

果たしていることが確認された。一方、

DT40-ASF 細胞にヒト SRSF1-3 を発現させた場

合は、ニワトリ SRSF1-3 ほどの効果は無かっ

た。逆にヒト Ramos 細胞にニワトリ SRSF1-3

とヒト SRSF1-3 を過剰発現させた場合にもニ

ワトリ SRSF1-3 のほうが変異増強効果が強い

傾向があった。この違いが、ニワトリ SRSF1-3

とヒト SRSF1−3 の機能的な違いであるかどう

かは、今後の詳細な解析が必要である。	

	 SRSF1 遺伝子からは多くのスプライスバリ

アントが発現するため、野生型 DT40 細胞にお

いて SRSF1-3 のみを欠失させるため、SRSF1-3

を発現するときにretentionするintronのみ

を相同組換えにより deletion した。DT40 細

胞は本来、相同組換え効率が高いがこの相同

組換えコンストラクトを用いた場合は、まっ

たく目的の組換え体は得られなかった。そこ

で CRISPR/Cas9 を用いて標的部位への組換を

促進することによって効率よく目的の組換細

胞の構築に成功した。当初の予想に反して、

この組換細胞を用いて SHM への SRSF1-3 の寄

与を確認することはできなかった。同様に、

ヒト Ramos 細胞において SRSF1-3 のみを欠失

する細胞株を CRIPSR/Cas9 を用いて相同組換

えを促進することによって樹立した。しかし、

上記と同様に SRSF1-3 の SHM における役割を

確認することはできなかった。	

	 SRSF1-3 遺伝子には多くのスプラスバリア

ントが存在するため、今回得られた結果が

SRSF1-3 以外の因子の関与によるものか、今

回用いた手法により新たに発生した人工的な

バリアントによる結果かどうかなどさまざま

な可能性について、今後検証していく必要が

ある。	

	

②	 SRSF1-3の機能部位を解明とSRSF1-3に物

理的・機能的に相互作用する因子の探索	

	

	 SRSF1-3 の C 末端を欠失した変異体を作製

して DT40-ASF に導入し、SHM に関与する部位

を探索したところ、alternative	splicing に

よって獲得される C 末部位は必ずしも必要で

ないことが分かった。これは、ニワトリ

SRSF1-3 とヒト SRSF1-3 で、N 末側が 90％以

上の相同性があるのに対して、C 末側はほと

んど相同性がないことと一致する。SRSF1 と

SRSF1-3 の違いは C 末のみであることから、

SRSF1-3 の SHM における機能発現については

SRSF1 との共通部分が関与していることを示

唆する。この知見は、SRSF1 あるいは SRSF1-3

がどのように SHM に関与するか、その制御機

構を解明する上で重要なだと考えられるので、

より詳細な検討が必要である。	

	 SRSF1-3 の SHM への関与の機構に関する手

がかりを得るために、IP-MS 分析を用いて

SRSF1-3 に結合するタンパク質を網羅的に探

索した。今回の検討では、修飾ヒストン分子

など、何らかのエピジェネティックな変化と

の関連を示唆する結果が得られたが、再現性

の確認と機能解析が必要である。	

	

③	 SRSF1-3によるAIDと関連因子の活性化と

変異誘導のメカニズムの解明	

	

	 SRSF1-3 と AID の機能的な接点を探索する

ために、核外排出シグナルが存在する C 末端

部位を欠損するAIDを発現するDT40細胞にお

いて SRSF1-3 を過剰達源させた場合の、変異

導入頻度に与える影響を評価したところ、野

生型 DT40 の場合は SRSF1-3 の過剰発現は SHM

を増加させるが、C 末欠失型 AID を発現する

DT40細胞の場合は増加させないことが分かっ

た。すなわち、SRSF1-3 は C 末欠失型 AID と

機能的に重複する過程において SHM に関与し

ていることが示唆された。	

	 AID の細胞内局在への SRSF1-3 の関与を調

査するために、蛍光タンパク質との融合タン

パク質を作製して、線維芽細胞における一過

性発現の系で AID の細胞内局在を観察した。

AID は核で作用すると考えられているにもか

かわらず、AID タンパク質のほとんどは細胞



質に存在し、本実験系でも AID 単独では細胞

質への局在が確認された。SRSF1 が核への移

行する際、RS ドメインのリン酸化を必要とす

るが、RS ドメインを有しない SRSF1-3 はこの

系では核に局在した。興味深いことに、AID

と SRSF1-3 を共発現させると核に局在化した。

すなわち、SRSF1-3 は、AID の核局在における

役割があることが示唆された。	

	 一方、DT40 細胞での安定形質転換体では、

SRSF1-3 の存在にもかかわらず AID 融合タン

パク質は細胞質に局在したことから、定常状

態で AID を細胞質に局在させるフィードバッ

ク機構の存在が示唆された。また、レプトマ

イシン処理によって AID の核外輸送を阻害す

ると、SRSF1-3を発現しないDT40細胞でもAID

の核への輸送が確認された。	

	 野生型の AID を発現する DT40 細胞では、

SRSF1-3 の過剰発現は SHM を増強したのに対

して、核外輸送シグナルを欠損した AID を発

現するDT40細胞ではSRSF1-3の過剰発現の効

果が見られなかったことから、SRSF1-3 の機

能と AID の核外排出の制御に関連があること

が考えられる。すなわち、SRSF1-3 は AID の

核外排出の制御に寄与していることが示唆さ

れた。	
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