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研究成果の概要（和文）：シチジンデアミナーゼ AID の活性化に引き続き、

Topoisomerase1(Top1)の翻訳抑制が起きる分子メカニズム解明を進め、miRNAの関与、Ago2
の Top1 mRNAへの結合、さらに詳細な結合部位が明らかになった。さらに AID依存性に Top1 
mRNAに結合する miRNAの同定中である。 
 
研究成果の概要（英文）：The molecular mechanism which suppresses Topoisomerase1 (Top1) 
translation in AID-dependent manner was analyzed. Involvement of miRNA, HuR and 
Ago2, and Ago2-binding sequence in Top1 mRNA have been realized. The putative miRNA 
which binds to Top1 mRNA AID-dependently will be identified very soon. 
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研究分野：生物学 
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１．研究開始当初の背景 
AID により DNA 上のシチジンがウリジンに

編集される DNA 仮説が広く信じられている

が、その仮説には矛盾が多く、申請者らは

AID は RNA 上のシチジンを編集すると考え

ている。そこで、我々は B 細胞における遺

伝子組換え現象において AID 依存性の

TopoisomeraseI	 (Top1)	 の翻訳抑制現象を

独自に発見した。同現象には mRNA 配列依存

性があるが、TopI の mRNA そのものに AID

による編集はもたらされておらず、一般的

に 翻 訳 抑 制 に 働 く と し て 知 ら れ る

microRNA	 (miRNA)などの関与が強く示唆さ

れた。Ago2の関与するmiRNA以外にもsmall	 

RNA が各種知られており、どの小 RNA 分子

なのか、また、Top1mRNA のどの領域が AID

による制御に重要なのか、AID によりどの

ようなRNA編集が起きるためにTop1翻訳抑

制減少が起きるのかが不明であった。	 

	 
２．研究の目的 
小 RNA 分子の関与を証明し、Top1 mRNA

機関番号：14301	 

研究種目：基盤研究(C)	 

研究期間：2010～2012	 

課題番号：22570169	 

研究課題名（和文）ゲノム不安定を導くトポイソメラーゼ１の小 RNA 分子による調節機構	 	 

	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 

研究課題名（英文）Regulatory	 mechanism	 of	 Topoisomerase1	 by	 small	 RNA	 molecules	 which	 

leads	 genomic	 instability	 	 

研究代表者	 

	 小林	 牧（KOBAYASHI	 MAKI	 	 ）	 

京都大学・大学院医学研究科・准教授	 

	 研究者番号：20400690	 

 
 



との結合、翻訳抑制、小 RNA 分子の本体、
AID による編集の実態を明らかにすること
を目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1)	 miRNA 経路,	 piRNA などのプロセシング
に関わるたんぱく質のノックダウンにより
クラススイッチなど生物学的な効果が認め
られるか否かを指標に、小 RNA 分子のクラス
を同定する。(2)	 miRNA を網羅的に解析し、
AID による編集の有無を解析する。(3)	 Top1	 
mRNA と結合するたんぱく質や小 RNA 分子を
RNA アプタマーを用いたトラップ法により回
収／同定し、AID 依存性に結合し、実際にク
ラススイッチを制御する小 RNA 分子を同定す
る。	 (4)	 AID による RNA 編集について、標的
となる RNA と編集領域について解析する。	 
	 
４．研究成果	 
	 H22年度は、Topoisomerase1	 (Top1)	 のmRNA
に結合する蛋白質の同定を進めた。4-thio	 
uridine(4-SU)を用いたPAR-CLIP法や、BrUラ
ベルプローブによるトラップ実験の結果、
AU-rich配列に結合しやすい蛋白質HuRがTop1
の3’UTR領域に結合する結果が得られた。また
、Top1	 3’UTRの中で、特異的に同蛋白質と結
合する部位を決定するため、3’UTRの一部をコ
ピーしたBrUラベルプローブにより、同蛋白質
がやはりAU-rich配列に選択的に結合するこ
とが示された。HuRのノックダウン実験により
IgAへのクラススイッチやTop1蛋白質の新生
に実際に影響が認められた事から、この蛋白
質の結合はin	 vitroでの反応にとどまらず、
生物学的意義を持つと考えられた。	 
	 H23年度は、AIDがHuRとどのような関連を持
ってTop1の翻訳に影響するのか、を解析した
。HuRがAgo2やmiRNAと協同して働くことが予
想されたため、Ago2蛋白質とTop1mRNAとの結
合を確認するためにRNA-IPを行った。PAR-	 
CLIP法とBrUラベルプローブ＝トラップ法の
両者でAgo2がTop1の特定の3'UTR部分にin	 
vitroで結合している証拠を得た。一方、AID
が行う免疫グロブリン遺伝子の改変のうち、
体細胞突然変異においてもTopIのたんぱく質
量と転写が重要であると考えられてきたが、
2011年度中にTop1による体細胞突然変異での
役割について、実際に証明する事ができたた
め、論文を発表した。	 
	 H24年度は、Topoisomerase1 (Top1) のmRNA
に結合するAgo2の結合部位について同定を進
めた。4-thiouridineを用いたRNA-IPにおいては、
Top1の3'UTRの２カ所にAgo2の結合が認めら
れた。そのうちの一カ所はAIDに依存せず、
AIDの非誘導時にもAgo2の結合が認められた
が、coding領域により近いもう一カ所はAIDに
依存性であり、非誘導時にはバックグラウン
ドレベルだが、誘導時には比較的高い結合が

認められた。それに一致して、BrUを用いたプ
ローブラベルによるトラップ実験の結果、
3'UTRとcoding領域の末端に、Ago2の結合部位
が認められた。AIDに非依存性のAgo2結合部
位にて機能すると予想された４つのmiRNA
（これらはいずれも共通するseed配列を持つ）
のノックダウン実験や過剰発現実験は、実際
にクラススイッチに対して予想される効果を
持ち、これらが生体内で機能していると考え
られた。また、AIDに依存性のAgo2結合領域
にて機能するmiRNAは現在同定中である。ま
た、Ago2と協調して働くTNRC6aやHuRのノ
ックダウンによりクラススイッチが抑制され、
miRNAによるTop1mRNAの翻訳修飾効果は確
実なものであると考えられる。また、上記の
結果をふまえ、Luciferase assayにより、このTop1 
mRNA領域の翻訳抑制機序を再現できるassay
系を構築している。 
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