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研究成果の概要（和文）：Activation-induced cytidine deaminase (AID)は抗体遺伝子のクラ

ススイッチに必須の遺伝子であり抗体遺伝子に傷を入れることはわかっているが、AID の直接

の標的は何か明らかではない。本研究では AID がクラススイッチを誘導する詳細な機序を明ら

かにするため、AID 以外の cDNA（おそらく AID の標的 RNA 由来）で AIDノックアウト B細胞の

クラススイッチが回復されることを示し、AID の標的をクローニングすることを目的とした。

スクリーニングの結果、AID の標的と思われる候補分子の情報を得たので、今後それらのクラ

ススイッチへの寄与を検討する。 

 

研究成果の概要（英文）：Activation-induced cytidine deaminase (AID) is essential for class 

switch recombination of immunoglobulin genes. AID is required to introduce DNA lesions 

into switch region of immunoglobulin genes. However, an important question remains 

concerning how AID leads to double-strand DNA cleavage in switch region. Based on the 

hypothesis that a protein coded by the mRNA edited by AID generates DNA cleavage, I 

performed a rescue experiment for class switch recombination in AID-deficient B cells 

using retroviral cDNA library. Several candidate genes are now analyzed to confirm its role 

in class switch recombination. 
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１．研究開始当初の背景 

Activation-induced cytidine deaminase 

(AID)は抗体遺伝子のクラススイッチと体細

胞突然変異(SHM)に必須の遺伝子である。そ

の機序は DNA切断であることはわかっている

が、AID の標的が DNA であるか、RNA である

か、結論が得られていない。AIDの標的は DNA

上の Cであるとする DNA脱アミノ仮説は、ケ

ンブリッジ大学の Neuberger 博士が 2002 年

に提唱して以来、多くの研究者が賛同してい

る。この仮説では AID が一本鎖 DNA 上の dC

を脱アミノ反応によって dU に変え、続いて

生じた dU/dGミスマッチを UNG が認識し、dU

を DNA 上から除去し、その後、各種の DNA 修

復酵素の働きにより、DNA 切断あるいは突然

変異の挿入という結果になる、というもので

ある。大腸菌などで合成した AIDが一本鎖DNA

上の Cを Uに変えること、また UNG ノックア

ウトマウスでクラススイッチが低下するこ

となどがこの説を支持する証拠である。 

 

これに対して、申請者は多くの AID 変異体

を作成し、それぞれについてクラススイッチ、

体細胞突然変異および一本鎖 DNAに対する脱

アミノ活性を in vitro の実験系で対比、比

較した。その結果、クラススイッチ活性と DNA

脱アミノ活性の間に相関が見られないこと

がわかった。特に N51A 変異体は DNA に対す

る脱アミノ活性を消失しているにもかかわ

らず、AID ノックアウトマウスのＢ細胞に発

現させると、野生型 AID の４０％ほどのクラ

ススイッチを誘導できることがわかった。つ

まり、一本鎖 DNA に対する脱アミノ活性はク

ラススイッチ誘導に必須ではないことが示

唆され、AID の標的は DNA ではなく RNA 上の

C ではないかという仮説が指示される結果を

得た。 

 

 

２．研究の目的 

上記の仮説を証明するためには AIDが編集

する標的 RNAをクローニングしなければなら

ない。そのために AID ノックアウト B細胞に、

cDNA ライブラリーを導入して AID 以外の分

子の発現でクラススイッチが回復すること

を示す。cDNA ライブラリーは刺激したマウ

スＢ細胞から調整し、レトロウイルスベクタ

ーを使って AID ノックアウト B細胞に導入す

る。これにより AID の下流で働く遺伝子、言

い換えると AID によって編集された mRNA を

クローニングし、AID が RNA 編集酵素である

ことを証明する。 

 

 

３．研究の方法 

(１)AID ノックアウトＢ細胞ラインの樹立 

 上記のレスキュー実験を成功させるため

には実験に用いる細胞が重要である。つまり、

クラススイッチが効率良く誘導できること、

クラススイッチが誘導されたことを検出す

ることが容易なこと、およびサブクローニン

グの途中で細胞が死んでしまってクラスス

イッチを起こした細胞を失わないこと、など

の条件を満たさなければならない。世界で使

われているＢ細胞ラインのうち、もっとも効

率良くクラススイッチを誘導できるのは

CH12 である。In vitro でサイトカイン刺激

を行うと 48 時間以内に約 50％の細胞が IgA

へとスイッチすることが知られている。この

細胞を用いて AIDのクローニングも成功した。

よって CH12 を使って AID ノックアウトＢ細

胞の樹立を試みた。 

 

(2)cDNA library の準備 

 レスキュー実験に使う cDNAライブラリー

のソースとして in vitro で刺激した後の正

常マウスＢ細胞から RNAを抽出する。この中

には AID の mRNA が含まれているので、AID 

mRNAに対するアンチセンスオリゴを用いて

AID mRNA を排除したのち、残りの mRNAを用

いてレトロウイルスベクターに cDNA ライブ

ラリーを構築した。仮説に従えば、この中に

AIDによって編集されたmRNAが含まれている

はずである。 

 

(3)AIDノックアウトB細胞のクラススイッチ

レスキュー実験 

 cDNA ライブラリーをパッケージング細胞

である 293T細胞に導入し、レトロウイルス

を調製した。サイトカイン刺激した AIDノッ

クアウト B細胞にこのレトロウイルスを感染

させた。３日間培養後に、クラススイッチし



て IgG3 を発現した細胞をセルソーターで分

離した。分離した細胞より DNA を抽出し、レ

トロウイルスベクターのインサートを PCRで

増幅後、クローニングして塩基配列を解析し

た。 

 

 

４．研究成果 

(1) CH12を使って AID ノックアウトＢ細胞の

樹立を試みたが、ノックアウトの効率が低く、

目的の細胞を得ることができなかった。その

ためレスキュー実験は AIDノックアウトマウ

スの B 細胞を用いることに予定を変更した。

当初、クラススイッチが回復した CH12 細胞

を限界希釈してクローニングする予定であ

ったが、AID ノックアウトマウス B 細胞は長

期の培養に耐えないため、かわりにセルソー

ターによりクラススイッチが回復した AIDノ

ックアウト B細胞を分離することにした。こ

の変更によって、予定通りレスキュー実験を

行うことに成功した。 

 

(2)レスキュー実験の結果、クラススイッチ

が回復した AID ノックアウトマウスの B細胞

から DNAを抽出し、細胞に導入されたレトロ

ウイルスベクターのインサート cDNA の塩基

配列を決定した。現在、AID 以外のクラスス

イッチ誘導に重要と考えられる候補遺伝子

をいくつか得ている。今後、これらの候補分

子について、AID の下流の反応に関わってい

るのかどうか、を詳細に検討していく予定で

ある。 

 

クラススイッチは抗体遺伝子の定常領域の

DNA 配列を標的として、DNA2 本鎖切断とその

断端の結合による反応であり、AID は DNA2 本

鎖切断に必須といわれている。AID 以外の遺

伝子の導入で AIDノックアウト細胞のクラス

スイッチを誘導できることを示すことは RNA

編集仮説の直接の証明となり、今後の研究の

方向を大きく変えることになると期待され

る。また、AID が染色体転座や癌遺伝子の変

異導入に関与することも報告されており、

AID のゲノム改編機構を分子レベルで解明す

ることは免疫学だけでなくがん征圧にも重

要である。 
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