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研究成果の概要（和文）：効率的にBリンパ球最終分化の分子機構を解析する為に、cre依存的に不可逆的に遺伝子制御
を可能とする事を目指したウィルスベクターを作製した。また、Cre発現マウスとして、Bリンパ球最終分化に重要な分
子AIDの遺伝子を用いたCre発現トランスジェニックマウスを解析した。Cre発現をモニターできるレポーターマウスと
掛け合わせたものを用い、生理的条件下でのAID発現を個体レベルでシングルセルレベルで解析し、活性化Bリンパ球以
外にTリンパ球等でもAIDが発現する事を明らかにした。更に、AIDの遺伝子のシス制御領域に変異を入れたトランスジ
ェニックマウスを作製し、個体レベルでの発現制御機構を明らかにした。

研究成果の概要（英文）：We studied the Aicda (activation-induced cytidine deaminase's gene) gene regulatio
n in vivo by using Aicda-cre BAC transgenic system. We found that the Aicda gene is expressed in some matu
re T cells in periphery in addition to the germinal center B cells. The AID expression associated with the
 development of a IL-10-producing subset of CD4 T cells, that indicates some specific stimuli may be opera
ting for induction of AID. The manipulations of cis regulatory elements of Aicda on the transgenes reveale
d that indispensable role of C/EBP binding sites in the upstream region for AID expression, and the silenc
er activity of intronic E2F and Myb binding sites. These results provide a important information to unders
tanding spatiotemporal regulation of Aicda gene.
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１．研究開始当初の背景 
 Cre-loxP システムを用いたコンディショ

ナルノックアウトは胎児期致死性遺伝子の

機能を細胞系列特異的に解明するための強

力な手法であり、数々の成果を上げている。

多種多様なプロモーターで制御されている

Cre 発現トランスジェニックマウスや、ノッ

クインマウスが作製され、生物学研究のリソ

ースとして多くの場面で利用されている。研

究パターンの一つとしては、ある遺伝子の

floxed アレル(Cre 依存的にノックアウトに

なるアリル)を作ると、様々なタイプの Cre

マウスを手に入れ、全身あらゆる細胞でのそ

の遺伝子の機能を探る事が行われてきた。こ

の手段はいろいろな細胞で発現するある重

要遺伝子の機能を、平行移動的に他の臓器で

はどうかと繰り返し見ていく分には有効で

ある。しかし、ある特定の細胞、臓器、現象

に興味があり、その中で働く一群の分子の機

能を次々に調べて行きたい場合、数多くの遺

伝子の floxed マウスを根気よく作るか、既

存の物が有れば貰う以外無い。 

 活性化 Bリンパ球内で起こる抗体遺伝子の

改変反応は、RNA/DNA編集活性を持つ酵素AID

により引き起こされるが、それ以外に数多く

のDNA修復因子や細胞分裂関連分子が重要な

役割を果たしており、Topoismerase I 等遺伝

子破壊によって早期に胎生致死となる中心

的分子も存在する。AID 遺伝子 Aicda は活性

化 Bリンパ球特異的に発現するが、その異所

性発現が非特異的な遺伝子への変異導入活

性を惹起し細胞腫瘍化に関わる可能性が示

唆される。また、遺伝子改変以外に遺伝子発

現制御機能を持つ可能性がある。つまり AID

分子は免疫に加え発癌・細胞分化などその他

の高次生命機能に関与して居る可能性があ

り、マウスレベルでの効率的解析が必要とさ

れた。 
 
２．研究の目的 
 Cre 依存的に遺伝子や RNA 緩衝効果を持つ

低分子RNAを発現誘導できるウィルス等を用

いたシステムを開発し、Cre トランスジェニ

ックマウスに導入する事で、これまで胚操作

が必要だったコンディショナルトランスジ

ェニックやノックアウトによる分子機能解

析を迅速化する。それを用いてリンパ球分化

時に重要な転写因子群の機能を確認し、方法

の有用性を証明する。同時に末梢 Bリンパ球

分化の異なる分化段階にCreを発現するトラ

ンスジェニックマウスとして、AID 遺伝子の

制御配列を持つものの検討を行う。 

 
３．研究の方法 
(1) リンパ球最終分化解析に用いるため、

AID 遺伝子制御領域支配下に Cre タンパク質

を発現するマウスを、Rosa レポーターマウス

と掛け合わせ、Cre タンパク質の発現を指標

にリンパ球亜集団等でのAID発現パターンを

詳細に解析する。 

(2) AID 遺伝子（Aicda）の制御領域を一部改

変する事で、その制御を受ける Cre の発現パ

ターン・発現強度が異なるトランスジェニッ

クマウスを作製する。 

(3) 変異型 LoxP サイトを入れ子の状態に配

置したコンストラクトをウィルスベクター

を用いて作製し、導入細胞が Cre による組換

えで RFP 陽性から GFP-microRNA に不可逆的

に切り替わるシステムを作製する。 
 

４．研究成果 

 Aicda 遺伝子全体をカバーするバクテリア

人工染色体(BAC)の AIDコード領域を改変し、

AIDの代わりにCre及びヒトhCD2タンパク質

を発現する様に遺伝子操作されたトランス

ジーンを持つ Aicda-cre マウスを、Cre 発現

をモニターできる Rosa-tdRFP(もしくは

R26R)マウスと掛け合わせて RFP（LacZ）/hCD2

発現パターンを解析した。この Aicda-cre マ

ウスでは hCD2 及び Rosa マーカーダブル陽性

B細胞の 80-90%が胚中心 B細胞の表現型を示

した。また、腸管柔毛内の IgA 陽性形質細胞

はほぼ完全に Rosa マーカー陽性を示した。

更に、詳細な解析から Bリンパ球の５−8％が

未熟 B細胞の時期に Cre を発現していた。未

熟Bリンパ球での内因性のAID発現はRT-PCR

においても確認されたが、その発現量は胚中

心 B リンパ球の 10 分の一以下であった。こ

れらの事は Aicda-cre Tg マウスが B リンパ

球内でAicda遺伝子の正常な発現パターンに

従ってCreを発現する極めて感度の高いイン

ディケーターマウスである事を示唆した。 

 このインディケーターマウスでのCre発現

の特異性を更に検討するため、B リンパ球以

外での Cre 発現を検討した。その結果、生理

的状態では活性化Bリンパ球特異的と考えら



れていた Aicda遺伝子発現が、末梢での Tリ

ンパ球の一部でもエフェクター/メモリー細

胞への分化に伴い発現する事を見出だした。

Aicda発現を経たエフェクター/メモリー型T

リンパ球の割合は生後 20 週齢頃から加齢と

ともに増加し、最高で末梢 CD4 陽性 Tリンパ

球の 25％にも達し、決して僅かな例外的現象

ではない。Tリンパ球での内因性の AID mRNA

の発現は、RT-PCR でも確認され、トランスジ

ーンによるアーティファクトの可能性は除

外された。T リンパ球における AID 発現の意

義を検討する為、Aicda 遺伝子の発現履歴を

持つ Tリンパ球の機能を、産生するサイトカ

インのパターンを調べる事で検討した。その

結果、これらの細胞は IL-10 と IFN-γを産生

する特殊なリンパ球分画である事が明らか

になった。このことから AID 発現はこのリン

パ球分画への分化に関連して起こる何らか

の特異性を持った現象であると考えられる。 

 以上の結果から、Aicda-creマウスではcre

は活性化Bリンパ球内で高率に発現される一

方で、生理的状態でも未熟リンパ球や Tリン

パ球にも低いレベルで発現する事が確認さ

れた。この事は、これまで抗体遺伝子改変に

働く特異的分子と思われていたAIDが活性化

B リンパ球以外にも特異的/生理的な刺激に

伴い発現され機能していることが示唆され

た。近年 AID は、自己反応性未熟 Bリンパ球

の排除や、細胞がん化、遺伝子のエピジェネ

ティックな制御に関連しているという事が

複数のグループから示されているが、我々の

研究成果はその可能性を示すと共に、発現量

や範囲が限定的である事からその限界も示

す重要な発見と言える。 

 

 Aicda 遺伝子の in vivo での制御機構を明

らかにすると同時に、未熟 Bリンパ球や Tリ

ンパ球、活性化Bリンパ球でより選択的にCre

を発現できるトランスジェニックマウスを

得るために、Aicda 遺伝子の制御領域を改変

したBACトランスジーンを作製した。改変は、

我々が以前 in vitro レポーター解析で明ら

かにした Aicda遺伝子上流の region4 エンハ

ンサー及び、region2-intronic silencer を

含むシス制御配列に導入した。それらコンス

トラクトDNAを用いてトランスジェニックマ

ウスを新たに４系統作製し解析した。その結

果、region4エンハンサ−領域の C/EBP 結合配

列が Aicda 発現に必須である事、また、

region2 内のサイレンサー配列の欠失で活性

化 Bリンパ球集団内での Cre発現細胞の頻度

の上昇が認められる事が明らかになった。一

方でサイレンサーの欠失だけでは未熟Bリン

パ球やTリンパ球での発現の増強は観察され

なかった。これらの結果は in vitro 解析で

見出だされた制御配列が Aicda遺伝子制御に

in vivo でも働いている事を示す重要な知見

である。同時に発現強度の異なる Aicdaプロ

モーター支配下にCreを発現するマウス系統

を得ることができた。 

 

 Cre依存的にmicroRNAを発現するコンスト

ラクトをレトロウィルスベクターで作製し

た。本コンストラクトは cre 発現前には RFP

陽性であるが、Cre により不可逆的に組換え

が起こり、GFP 陽性に変化し、しかも GFP の

3’UT領域にmicroRNA配列を導入することが

できる。本ウィルスベクターを用いて効率を

検討したが、蛍光タンパク質の発現が極めて

低く、実用には更なる改良が必要と考えられ

た。 
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