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De novo protein synthesis is required for the activation-induced cytidine deaminase

               function in clas s-switch recombination.

(ク ラススイ ッチ組換 えにおけるAIDの 機能発現には新たなタンパ ク質合成が必要である)

内容の要旨

土 井

 B細 胞の抗体遺伝子はクラススイ ッチ組み換え(CSR)と 呼 ばれる

DNA組 み換えにより異なる機能を持つサブクラスを発現することが

出来る。近年activation induced cytidine deaminse(AD)がCSRに 必須

の遺伝子 として発見され、高IgM血 症2型 の原因遺伝子であるこが

報告された。更にAIDは 非B細 胞で人工基質上にCSRを 起 こすのに十

分であることから、唯一の活性化B細 胞特異因子であると示唆され

ている。

 ADはmRNA編 集 酵素Apobec-1に 相 同性を持っていることか ら、

AII)もmRNA編 集酵素として組み換え酵素を合成しているとい う仮

説がある(mRNA編 集 仮説)。 一方、 AIDが 唯 一の特異因子である

ことや、AIDにDNA上 のシ トシンを脱アミノ化する活性があること

から、ADが 直接DNAに 作用しているとい う仮設もある(DNA編 集

仮説)。2つ の仮説の相違点はA皿)の 下流にタンパク質合成が必要

であるか無いかである。これらの仮説を検証するために、タンパク

質合成阻害剤によりAID下 流の反応が抑制 されるか調べることにし

た。しか し、タンパク質合成阻害剤 はAIDがCSRを 起 こす前に加え

なければならないが、A皿)の 発現前に加えるとAII)の合成そのものを

抑えてしま うため、AIDを 不 活化状態で発現させタンパク質レベル

で活性を回復 させる必要があった。そこでADと エス トロゲンレセ

プター(ER)の ホルモン結合領域 との融合タンパク質を作成 した。

この融合タンパク質AID-ERは 、 AIDを 不活化状態で発現させタモキ

シフェン(OHT)を 加 えることで迅速に活性化 させ ることが出来

る。AII)-ERを 導入 したAID欠 損B細 胞 において、 CSRが 抑制 される

か検討 した。CSRはOHT添 加後1時 間で検出され始め徐々に蓄積 し

て いった が、CSRは タ ンパ ク質合 成阻 害剤 シク ロヘ キ シ ミ ド

(CHX)をOHT添 加1時 間前から加 えてお くことで強 く抑制 され

た。この抑制はCHXを 加 えるタイミングをOHTの1時 間後にするこ

とで解除 された。 もしタンパク質合成がDNAの 修復段階に必要であ

るならば、1時 間後にCHXを 加 えた場合でも抑制され ると考えられ

る。また、CSRにCHXに よって消失 してしまうような非常に代謝回

転の早いタンパク質が関与 している場合や、CHXがCSRを 抑制する

ような因子を誘導 している場合 も同様であると考えられる。 した

がって、AII)は 新 規のタンパ ク質合成を介 して、修復段階よ りも

前、おそらくDNA切 断 の段階に関与 しているのではないかと考えら

れる。この結果はAIDの 下流に組み換え酵素の合成があ り、組み換

え酵素の合成後は阻害剤に影響 されないとい うmRNA編 集 仮説を指

示す るものであ り、すでに存在するAII)が 直接DNAを 攻 撃する説で

は説明しにくいものである。

知 光

論文審査の要旨

 抗 体遺伝子のクラススイ ッチならびに可変領域の体細胞変異は免

疫 反 応 に お い て 重 要 で あ る。A皿)(activation-induced cytidine

deaminase)は クラススイッチと体細胞変異の両方に必須の遺伝子で

あることが示された ものの、その作用機序についてはRNAエ デ ィ

ティングを介するか、DNAの 直接の脱アミノ化によるものであるか

は不明であった。本研究は、この点を明らかにする目的で、AII)遺

伝 子とエス トロゲン受容体の融合タンパク質(A皿)-ER)を 利 用 し

た。AII)-ERは そのままでは活性を持たず、エス トロゲンが結合する

と速やかに構造変化を起こし、活性を持つよ うになる。AID-ERを

AID欠 損B細 胞に導入 し、クラススイッチ刺激前後でタンパク合成を

阻害してクラススイッチの誘導の有無を検討 した。その結果、クラ

ススイッチ組換えが誘導され るためにはA皿)の 活性化のみならず、

新たなタンパク合成が必要であることが示 された。A皿)が 直接DNA

を修飾するのであれば新たなタンパク合成は必要がなく、Amが エ

ディティング酵素として別のmRNAの 塩 基変換を誘導 して組換え酵

素を生み出す可能性が強 く支持された。

 審査においては、まず第2著 者 との同等な貢献について事実関係

が質問された。これ に対 し、申請者は当初tatペプチ ドを結合 した

AII)タ ンパク質を細胞外か ら導入するとい うアイデアによって新た

なタンパク合成の必要の有無を検討する計画を立てたが、tat-A-Dが

うまく機能せず、同時期に第2著 者がA-D-ERを 作製 したために利用

したこと、それ以外のアイデアやデータは全て申請者のものである

ことが説明された。次に、異なるタンパク質阻害剤(シ クロヘキシ

ミドとピュー ロマイシン)で 結果に若干の違いがある理由について

質問され、薬剤の強さに差があるためであり、これはAID-ER自 身 の

発現レベルに若干差が出ることと矛盾しないと回答された。また、

AIDが クラススイ ッチと体細胞変異の両方に機能するのであれば、

体細胞変異における新たなタンパク合成の必要性はどうであるかと

の質問がなされたが、これは体細胞変異を検出する感度の問題で難

しいことが説明された。さらに、AII)が 核 において機能す るのか否

かが質問され、AIDが 核 に移行することは確認されてお り、恐 らく

核で機能すると思われること、核移行が出来ないA-D-ERの 変異体を

作製するなどで解答が得 られるはずであるが、証明はまだであると

回答された。その他、本研究のバックグラウンドならびに周辺領域

に関する質問がいくつかなされ、それぞれに回答がなされた。

 審査員の協議により、本研究はクラススイッチの分子機構の一端

を明らかにした価値ある研究であると評価 され、同時に申請者は研

究の内容のみならず周辺領域に関す る十分な知識 を持ち、学位を与

えるにふさわしいと認められた。
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