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研究の概要：AID による抗体記憶のゲノムへの刻印メカニズムに関して、以下のような新たな成
果を得た。AID の発現により Top1 mRNA にマイクロ RNA が特異的に結合し、Top1 が低下する。そ
の結果、Top1 の免疫グロブリン遺伝子座への切断中間体結合が増える。DNA 切断に関わるとされ
た Ung は DNA 切断後の SHM の制御と遠く離れた S 領域間のシナプス形成に関わる。シナプス形成
には AID の C 末端部分の他の蛋白質との結合が必要である。今後は Top1 mRNA に結合するマイク
ロ RNA の同定を目指す。 
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１．研究開始当初の背景 
 2000 年 に 私 達 の グ ル ー プ は 、
Activation-induced cytidine deaminase 
(AID)という酵素が抗体記憶をゲノムに刻み
込む酵素であることを明らかにした。AID は
抗体遺伝子に変化を起こし、抗原結合能力を
増強させる体細胞突然変異と抗原の処理の多
様化をもたらすクラススイッチ組換えを引き
起こす。さらに AID の異常発現で発癌が起こ
ることも明らかにした。 
 
２．研究の目的 
 この研究の目的は、AID がどのような仕組
みで DNA に変化を引き起こすのか、なぜ抗体
遺伝子のみならず、他の癌遺伝子にも変異を
起こすのかという課題を解決することである。 
 
３．研究の方法 
 我々は、AID が抗体の遺伝子を切断するた
めに Topoisomerase１(Top1)という DNA の立
体構造を変える酵素の量を低下させることを
見いだした。Top1 の量が下がることにより、
抗体遺伝子の DNA 構造に変化が起こり、ここ
に Top1 自身による切断導入が引き起こされ
る。本研究では AID がどのような仕組みで Top
１の蛋白質の量を低下させるかを明らかにす
る。現在の作業仮説は Top1 mRNA の翻訳段階
を AID が阻害すると考えている。その仕組み
としては、AID が cytidine 脱アミノ活性によ
り低分子 RNA 中の Cから Uへの変異を導入す

ることによって Top１mRNA の翻訳効率を低下
させると考えている。このために AID によっ
て脱アミノ化される RNA を遺伝子塩基配列決
定法により同定する方法や、Top1 mRNA に結
合する RNA および蛋白質の分析法を用いる。
また、AID によって切断を受ける全ゲノム中
DNA の構造を全ゲノム塩基配列決定により解
明する。 
 
４．これまでの成果 
(1) AID による top1 翻訳阻害のメカニズムの
解明 
 マイクロ RNA-Ago2 を含む RISC 複合体が
Top1 mRNA の特定の部位に結合することを PAR 
CLIP 法で確定した。その結果、3’ UTR 領域
に２箇所の Ago2 特異的な結合サイトがあり、
上流側は AID 刺激時のみに Ago2 が結合し、下
流側はAIDの有無にかかわらずAgo2の結合が
見られるという性質の異なる部位であった。
このことは AID により編集された新たなマイ
クロ RNA が Top1 mRNA に RISC 複合体として結
合することを示唆する。さらに B 細胞抽出液
と Top1 mRNA のコード領域 3’側配列との混
合によりマイクロ RNA 結合が AID 発現依存的
に増強した。現在、結合したマイクロ RNA の
同定を deep sequence 法で行っている。 
(2) AID依存DNA切断ターゲットの特異性決定
メカニズムの解明 
AID により誘発された切断断端を標識し、集
めたライブラリーを用いた全ゲノム塩基配列
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によって AID の切断ターゲットとして未知の
４遺伝子座を同定した。このいずれの遺伝子
においても S 領域同様の反復配列が存在し、
我々が提唱する Non B DNA が切断ターゲット
の指標であることを裏付けた。 
 一方で FACT 複合体や H3.3 の集積ならびに
H3K4me3 や H4Kac のクロマチン修飾がターゲ
ットの特異性決定に関わることを明らかにし
た。 
 また、Top1 との共沈タンパク質をプロテオ
ミクスで網羅的に解析したところ、H3K4me3
ヒストン修飾体と共に FACT 複合体を同定し、
さらにこれらと Top1 との結合を ChIP 法で確
認した。このことからクロマチン修飾と FACT
の S領域への集積によりTop1が S領域に特異
的に集積することが想定される。 
(3) AID依存DNA切断部位におけるUngによる
SHM と CSR の制御機構の解明 
 Ung は AID 活性化により生じた単鎖ギャッ
プに結合し、Polb 他の一連の BER 酵素と複合
体を形成する足場タンパク質として正しい修
復を促進する。このためには Ung の酵素活性
は不要である。一方、TLP である Rev3 やその
足場タンパク質であるRev1はUngと競合して
単鎖ギャップを持つ S 領域に結合する。Ung
とRev1との間の競合関係によってSHMが調節
される。Ung の CSR への関与は DNA 切断では
なく、S 領域間のシナプス形成とマイクロホ
モロジーペアリングの維持である。 
(4) AIDの N末端による切断活性とC末端によ
る CSR 活性の分別メカニズムの解明 
 N 末端に点突然変異を導入した G23S AID の
knock-in マウスでは DNA 切断活性が弱く、
SHM 頻度が著しく低下した。それにも関わら
ず CSR 活性は比較的正常に近かった。このこ
とは DNA 切断活性が N 末端に局在することを
示す。一方、C 末端の欠失または変異を持つ
AID は、SHM を起こすが CSR は起こせない。こ
れらのことは、AID には N 末端による DNA 切
断活性と別に C 末端による CSR 特異的な活性
があることを示している。 
 以上をまとめた図が最下段の通りである。 
 
５．今後の計画 
 まず第一に、結合 Top1 mRNA に AID 依存性
に結合するマイクロ RNA を同定する。さらに

切断後の DNA 修復の過程として生じる SHM と
CSR のメカニズムについて Ung を通じた新た
な制御機構の詳細を解明する。 
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