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研究成果の概要（和文）：胚中心B細胞における抗体遺伝子V領域の体細胞超突然変異（Somatic 

Hypermutation: SHM）導入におけるAdenosine deaminase acting on RNA1(ADAR1)の機能につ

いてADAR1遺伝子改変マウスを用いて調べた。方法は、トランスジェニック（ADAR1-Tg）やコ

ンディショナル欠損（ADAR1-cKO）マウスを抗原NP-CGとアジュバント（Alum）で免疫して、脾

臓由来のIgG1陽性の胚中心Ｂ細胞の抗体遺伝子V領域（VH186.2）の遺伝子におけるSHM頻度を

調べて、正常マウスからの胚中心B細胞におけるSHM頻度と比較解析した。その結果、SHMの頻

度はADAR1-Tgマウスでは増加しており、逆にADAR1-cKOマウスでは著しく低下していた。これ

らの結果から、ADAR1は胚中心B細胞における抗体遺伝子V領域のSHMの導入に機能していること

を明らかにした。 

 
研究成果の概要（英文）：We examined a role of Adenosine deaminase acting on RNA1(ADAR1) 
in induction of somatic hypermutation (SHM) in germinal center (GC) B cells using 
ADAR1–transgenic (ADAR1-Tg) and ADAR1–conditional deficient (ADAR1-cKO) mice. After 
ADAR1-Tg and ADAR1-cKO mice were immunized with NP-CG on Alum, the frequency of SHM 
in the VH186.2 gene of GC B cells were analyzed. The frequencies in ADAR1-Tg GC B cells 
and in ADAR1-cKO GC B cells were higher and lower than that in wild type GC B cells, 
respectively. Thus, ADAR1 plays a role in induction of somatic hypermutations in GC 
B cells. 
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１．研究開始当初の背景 

 高親和性 IgGメモリーB細胞は、脾臓やリ

ンパ節内の胚中心で分化する。リンパ濾胞

（Follicle）内で抗原により活性化されたＢ

細胞が、濾胞ヘルパーT（T follicular 

helper；Tfh）細胞と T/B Collaborationを起

こして、Centroblastとして増殖して胚中心

を形成する。Centroblast内では、Activation 

induced cytidine deaminase （AID）を強発

現させて抗体遺伝子 V領域に体細胞超突然変

異（Somatic Hypermutation: SHM）を導入す

る。その後、Centrocyteとなり IgGへクラス

スイッチして SHMをもつ IgG抗体を発現させ

る。この中で高親和性 IgG抗体を持つ
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Centrocyteが濾胞樹状細胞上の抗原と選択

的に反応し、GC-Tfh細胞から IL-4や IL-21

などの刺激を受けて、メモリーＢ細胞へと分

化する。 

 私たちは、胚中心で強発現している BCL6

の欠損（BCL6-KO）マウスを作製して、BCL6

が胚中心形成に必須であり、胚中心を介した

高親和性 IgGメモリーB細胞の分化に必須で

あることを明らかにしてきている。次に、BCL6

の胚中心 B細胞における機能を SHMの導入機

序と関連して解析する目的で、BCL6-KOマウ

スの成熟Ｂ細胞を活性化して IgG1へクラス

スイッチさせた時の AIDによるスイッチ領域

の DNA突然変異を解析した。その結果、正常

マウスの成熟 B細胞と比較して DNA突然変異

の頻度が倍加し、かつ Adenine(A)から

Guanine(G)への突然変異の頻度が異常に上昇

していることを見出した。そこで、BCL6-KO

マウスの成熟Ｂ細胞で RNAにおいて Aから G

（Inosine）への変異誘導活性をもつ遺伝子の

発現を解析したところ、Adenosine deaminase 

acting on RNA1(ADAR1)遺伝子の発現が亢進し

ていることを見出した。さらに ADAR1を正常

B細胞に過剰発現させてクラススイッチを誘

導すると、スイッチ領域の A/T塩基から G/C

塩基を含む別の塩基への DNA突然変異が著し

く増加することを見出している。 

 
２．研究の目的 
本研究は、RNA修飾酵素である ADAR1によ

る活性化 B細胞の Igクラススイッチ領域や
胚中心 B細胞での抗体遺伝子 V領域における
A/T塩基への SHM導入機序を、ADAR1遺伝子
改変マウスを用いて明らかにする。さらに、
BCL6遺伝子改変マウスで発現異常の見られ
る ADAR1遺伝子の発現制御における BCL6の
機能を明らかにする。 
 
３．研究の方法 

（１）ADAR1による成熟 B細胞の Igクラスス

イッチ領域や胚中心 B細胞での抗体遺伝子 V

領域における A/T塩基への SHM導入機序を明

らかにするため、Igクラススイッチ B細胞や

胚中心 B細胞における生理的 ADAR1の発現を

Real-time RT-PCR法で解析する。 

（２）ADAR1遺伝子改変（トランスジェニッ

ク；ADAR1-Tgやコンディショナル欠損；

ADAR1-cKO）マウスを用いて、ADAR1による Ig

クラススイッチ領域や抗体遺伝子 V領域への

遺伝子変異導入機序を解析する。Igクラスス

イッチ領域の DNA変異解析では、脾臓由来の

成熟 B細胞を抗 IgM抗体と抗 CD40抗体ととも

に様々な濃度の IL-4で刺激して IgM陽性 B細

胞や IgG1陽性 B細胞の Ig-S領域の遺伝子解

析をおこなう。また、胚中心 B細胞での抗体

遺伝子 V領域における A/T塩基への SHM導入

機序を明らかにするため、抗原 NP-CGとアジ

ュバント（Alum）で免疫して脾臓の胚中心 B

細胞を分取して、抗体遺伝子 V領域（VH186.2）

の遺伝子解析を行う。 

（３）ADAR1遺伝子の発現制御における BCL6

の機能を明らかにするため、BCL6遺伝子改変

マウス由来の細胞における ADAR1の発現を

Real-time RT-PCR法で解析したり、ADAR1遺

伝子のプロモーターの支配下にルシフェラー

ゼ遺伝子を組み込んだ組み換え遺伝子を用い

て明らかにする。 

 
４．研究成果 

（１）ADAR1のクラススイッチ B細胞におけ

る発現解析 

正常マウスと BCL6-KOマウス脾臓由来の成

熟Ｂ細胞を LPSと IL-4で刺激し４日間培養し

た。その後経時的に活性化 B細胞中の ADAR1

と AIDの mRNA量を Real-time RT-PCR法で解

析した。その結果、BCL6-KOの活性化 B細胞

では調べたいずれの時間帯でも ADAR1の発現

は増強していることを見出した（発表論文

１：J. Biol. Chem. 2013を参照）。しかし、

AIDの発現量は、刺激後２４時間で誘導され

るが、正常マウスと BCL6-KOマウスでは差が

見られなかった。 

（２）ADAR1遺伝子改変マウスを用いたクラ

ススイッチ B細胞における DNA変異の導入

機序の解析 

ADAR1-Tgマウスや ADAR1-cKOマウス脾臓由

来の成熟 B細胞を抗 IgM抗体と抗 CD40抗体と

ともに様々な濃度の IL-4で刺激して４日後

の IgM陽性 B細胞や IgG1陽性 B細胞を FACS

で分取した。この IgM陽性 B細胞や IgG1陽性

B細胞の抗体遺伝子のスイッチ領域の DNA変

異の頻度と A/T変異の頻度を正常成熟 B細胞

由来の細胞での頻度と比較解析した。その結

果、ADAR1-Tg マウスの IgM陽性 B細胞や IgG1

陽性 B細胞では、DNA変異の頻度（発表論文

１：J. Biol. Chem. 2013を参照）と A/T変

異の頻度が正常マウスと比較して有意に上昇

していた。また、ADAR1-cKOマウスの IgG1陽

性 B細胞では、DNA変異の頻度と A/T変異の

頻度が有意に低下していた（発表論文１：J. 

Biol. Chem. 2013を参照）。これらの結果か

ら、ADAR1は DNA変異を誘導することが明ら

かとなった。 

（３）ADAR1の胚中心 B細胞における発現解



 

 

析 

正常マウスを抗原 NP-CGとアジュバント

（Alum）で免疫して、7日目と１４日目にお

ける脾臓由来の IgG1陽性の胚中心Ｂ細胞を

CXCR4陽性（High）の Centroblastと陰性（Low）

の Centrocyteに分けて FACSで分取した。こ

れらの胚中心 B細胞中の ADAR1や AIDの mRNA

量を Real-time RT-PCR法で解析した。その結

果、Centroblastでは ADAR1の発現は抑制さ

れていたが、Centrocyteではその発現が誘導

されることを見出した。逆に AIDの発現は

Centroblastで強く誘導され、Centrocyteで

は減少していた。この結果から、ADAR1は AID

と異なり主に Centrocyteでその機能を発現

していると考えられた。 

（４）ADAR1-Tgマウスを用いた胚中心 B細胞

における SHM導入機序の解析 

ADAR1-Tgマウスを抗原 NP-CGとアジュバン

ト（Alum）で免疫して、免疫後 7日目と１４

日目における脾臓由来の IgG1陽性の胚中心

Ｂ細胞を FACSで分取した。これらの胚中心 B

細胞の抗体遺伝子 V領域（VH186.2）の遺伝子

解析を行った。その結果、ADAR1-Tgマウスの

胚中心 B細胞では、SHMの頻度と A/T変異の

頻度が有意に上昇していることを明らかにし

た（発表論文１：J. Biol. Chem. 2013を参

照）。 

（５）ADAR1による SHM導入における AIDの

機能の解析 

ADAR1による SHM導入において AIDが必要

であるかを明らかにするために交配により

（ADAR1-Tg x AID-KO）マウスを作製した。こ

のマウスを上記（４）の方法で免疫した後の

胚中心 B細胞における VH186.2遺伝子の SHM

の頻度を解析した。その結果、（ADAR1-Tg x 

AID-KO）マウスでも AID-KOマウスと同様に胚

中心 B細胞における VH186.2遺伝子の SHMが

全く見られなかった。この結果から、ADAR1

の SHM導入増強効果において AIDが必須であ

ることを明らかにした。おそらくは、ADAR1

は AIDと複合体を形成して、その SHM導入増

強効果を発揮していると推察された。 

（６）BCL6による ADAR1遺伝子の発現制御機

序の解析 

正常マウスや BCL6-KO、BCL6-Tgマウス由来

の成熟 B細胞での ADAR1の発現を Real-time 

RT-PCR法で解析した。その結果、BCL6-KOマ

ウスの成熟 B細胞では ADAR1の発現が亢進し、

BCL6-Tgマウスでは逆に低下していた。この

結果から、BCL6が ADAR1の発現を制御してい

ることが示唆された。そこで、マウスの ADAR1

遺伝子のプロモーター領域における BCL6の

結合配列をデータベースを基に解析したとこ

ろ、４か所に BCL6結合配列を見出した。その

領域への BCL6タンパクの結合を ChIP法で解

析したところ、３番目の BCL6結合配列が BCL6

を一番強く結合していることを見出した。次

に、３番目の BCL6結合配列とルシフェラーゼ

遺伝子を用いたプロモーター機能解析法を用

いて、３番目の BCL6結合配列への BCL6タン

パクの結合や外因性 BCL6よりルシフェラー

ゼ遺伝子の発現が抑制されることを見出した

（発表論文１：J. Biol. Chem. 2013を参照）。

上記の結果から、ADAR1遺伝子が BCL6の標的

遺伝子のひとつであることを明らかにした。 

（７）生理的 ADAR1の SHM導入における機能

の解析 

ADAR1-cKOマウスを抗原 NP-CGとアジュバ

ント（Alum）で免疫して、免疫後 7日目と１

４日目における脾臓由来の IgG1陽性の胚中

心Ｂ細胞を FACSで分取した。これらの胚中心

B細胞の抗体遺伝子 V領域（VH186.2）の遺伝

子解析を行い SHMの頻度と A/T変異の頻度を

正常マウスからの胚中心 B細胞における頻度

と比較解析した。その結果、ADAR1-cKOマウ

スの胚中心 B細胞では、SHM頻度と A/T変異

の頻度が低下していることを明らかにした。

さらに、CDR1の領域における SHMが全くみら

れなかった。この結果から、ADAR1の一つの

機能として AIDを CDR１領域にリクルートす

るのに必要であることが示唆された。 
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