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1．要旨

〔目的〕 抗原特異的抗体の多様性、高親和性の獲得には体細胞突然変異またはク

ラススイッチなどの遺伝子再構成の変化の事象が必須であり、それらの起こる場と

しての胚中心は免疫応答に非常に重要な役割を果たしている。胚中心B細胞特異的

に発現が見られるactivation induced cytidine deaminase（AID）分子は体細胞突然

変異、クラススイッチに必須な変異誘導因子である。そのため塩0遺伝子の発現は

B細胞分化段階において厳密に制御されていると考えられる。現在まで多くの転写

制御機構が報告されているが、本研究では新たにDNAメチル化の観点から冠0の

転写制御機構を解明することを目的とした。

〔方法〕 B細胞各分化段階を反映するB細胞株、加百〃りでLPS及びIL・4の共刺

激により且の発現を誘導したマウス脾臓B細胞、T細胞依存性抗原免疫マウスの胚

中心B細胞を実験に用いた。ゲノムDNAを抽出し、△のの転写を制御している可

能性がある転写開始点周辺領域中のCpGジヌクレオチドのメチル化を、亜硫酸水素

ナトリウム処理法で解析した。さらに様々な分化段階のB細胞での血0発現を

re al・time PCRにて測定し、んの転写制御領域中のDNAメチル化を検討し班0の

発現制御機構との関連を解析した。

〔結果〕 未熟B細胞株ではZロ刀転写制御領域が高頻度でメチル化されていること

が示された。一方、胚中心B細胞株では冠0転写制御領域は低メチル化を示し、

冠0転写活性化に分化段階特異的なDNAメチル化の関与が示唆された。一方、加

百伽。で刺激したB細胞では刺激依存的な脱メチル化が誘導された。細胞株と比較す

ると、刺激B細胞での脱メチル化は部位特異的であった。また、マウスの成熟胚中

心B細胞では未感作B細胞と比較して、．んのプロモーター領域中のPax5結合モチ

ーフの脱メチル化が顕著に贈進していた。形質細胞では転じてメチル化が再び誘導

されることが明らかになった。

〔考察及び結論〕左のの転写活性化にはPax5結合モチーフ中のDNAメチル化が

主要な役割を果たしていると考えられる。』の遺伝子領域中の脱メチル化及びメチ

ル化がB細胞分化に伴って特異的に起こり、塩0の転写の制御と密接に関連してい

ることが明らかになった。一方、刺激B細胞で部位特異的な脱メチル化が見られた

ことは、冠0転写制御領域での脱メチル化が単一の機構ではなく、複数の因子によ

って誘導される複合的な機構で起こっている可能性を示唆している。近年DNAメチ

ル化がB細胞分化において重要な役割を果たしていることが報告されており、本研

究は更に詳細なB細胞におけるDNAメチル化機構を解明することに貢献すると考

えられる。
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4. vagen-tc

AID: activation induced cytidine deaminase

AML'1: acute myeloid leukemia'1

AP2: apetala'2

APE: apurinic/apyrimidinic endonuclease

APOBEC'1: apolipoprotein B mRNAediting enzyme catalytic polypeptide'1

BCR: B cell receptor

Blimp'1: B'lymphocyte'induced maturation protein'1

cMyc/nib: myelocytomatosis oncogene /nib

CREB: Cyclic'AMP response element binding protein B

CSR: class switch recombination

DNMTI: maintenance DNA methyltransferase'1

DNMT3a/b: de novo methyltransferase'3aib

FDC: fo11icular dendritic cell

GAPDH: glyceraldehyde'3'phosphate dehydrogenase

Ig: immunoglobulin

IL'4: interleukin'4

LPS: lipopolysaccharide

MBD: methyl'CpG binding domain protein

NES: nuclear exporting signal

NF'KB: nuclear factor'KB

NHEJ: non'homologous end joining

NLS: nuclear localization signal

Pax5: Pairedbox gene 5

PBS: phosphate'buffered saline

RPA: replication protein A

RSS: recombination signal sequence

RT'PCR: reverse transcriptase'PCR

SHM: somatic hypermutation

SRBC: sheep red blood cells

ssDNA: single'stranded DNA

S'IEAT: signal transducer and activator of transcription

TGF'6: transforming growth factor'6

UNG: uracil DNA glycosylase

VDJ: variable diversity joining
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5．研究の背景と目的

5・1）．生体内における獲得免疫応答

 我々ヒトやマウスは外来からの異物（抗原）に対して抗原特異的免疫応答を起こす。

その際に最初に起こる事象は成熟B細胞表面上の抗体分子による抗原認識である。

抗体の機能は細胞外で病原微生物そのものや、病原微生物由来の毒素、すなわち抗

原に結合することである。抗体は抗原に結合することで病原体を不活性化すると共

に、その病原体を他の免疫系によって破壊しやすくする。個々の抗体は抗原に対し

て特異的であり、それぞれ1つまたはごく少数の抗原としか反応できない。しかし

ヒトやマウスはその生涯で多種多様な抗原に遭遇し、免疫系はこれらの異なった多

くの抗原に対する多様な抗体を産生することができる。この様な個々の個体が産生

できる特異性の異なる抗体の集団は抗体レパートリーと呼ばれる。抗体の本体は分

泌型の免疫グロブリン（immunoglobulin；Ig）分子である。成熟B細胞は膜型のIg

を抗原受容体として発現しており、抗原が抗原受容体に結合するとB細胞は増殖し、

形質細胞（plasma cell）に分化して抗原受容体と同じ抗原特異性を持つ抗体を産生

する。Burnetのクローン選択説で提唱されているように、 Ig分子は109種以上にも

及ぶ外来抗原に反応できるような多様性を備えており、この多様性はIg遺伝子の可

変領域中でのVDJ再構成及び体細胞突然変異（somatic hyper血utation；SH：M）がB

細胞の分化段階において起こることで獲得される（Tonegawa，1983）。血液幹細胞か

ら未熟B細胞までのB細胞の分化は骨髄中で抗原非依存的に行われる。末梢リンパ

組織に移動したB細胞は抗原との遭遇により、クローン増殖を起こした後、抗原に

高い親和性を持つものが選択され分化していくと考えられている。その成熟B細胞

の増殖や選択の場として重要な役割を担っているのが胚中心（germinal center；

GC）である（MacLennan，1994；Rajewsky；1996；Cozine磁8ム2005）。胚中心は形

態学的な名称で、丁細胞の補助が必要な可溶性抗原（T細胞依存性抗原）を免疫した

際に見られる脾臓、バイエル板などの末梢リンパ組織の二次濾胞内に形成される領

域を指す。一次応答の場合、抗原の刺激後鼻7日目で胚中心の構造が確認されるが、

二次免疫の場合は免疫後2、3日という短期間で明らかな胚中心形成が認められる。
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5・2）．骨髄内でのB細胞分化

 B細胞は骨髄の多機能性幹細胞に由来する。B細胞系統で最も初期に識別できる

細胞はプロB細胞（pro・B celDである。プロB細胞の段階でIg重（H）鎖可変領域遺

伝子のVDJ再構成が起こり、μH鎖を産生する。μH：鎖を発現するとプレB細胞

（pre・B cell）と呼ばれる段階へと分化が進行する。プレB細胞はプレB細胞受容体

（pre・BCR；pre・B cell receptor）を発現している。 Pre・BCRはμH鎖、 pre・B細胞

で作られる代替L鎖、IgαとIgβのポリペプチドにより構成される。その後、 Ig軽

（L）鎖の再構成が進行する。L鎖が形成されると、L鎖はμH鎖と結合しIgM分子を

形成する。その後IgM分子は細胞表面に移動し、機能的なBCRを形成する（Rolink

θ‘aZ，1999；Melcherθ‘aZ，2000；Zhangθ’aZ，2004）。 IgMのみを発現するB細胞

の段階は未熟B細胞（immature B cell）と定義されている。未熟B細胞までのB細胞

分化は骨髄で起こり、特異的抗原の作用は必要ではないと考えられている。ここで

の遺伝子再構成は無作為に行われるため、体内の構成要素に対し反応するBCRが生

じる可能性がある。自己反応性のBCRを保持したB細胞はクローン選択と呼ばれ

る過程を経て除去される（Rajewsky；1996）。未熟B細胞は骨髄を出て、脾臓などの

二次リンパ組織に到達し、さらに分化していく。

5・3）．胚中心でのB細胞活性化

 二次リンパ組織の中で未熟B細胞は、H鎖遺伝子の選択的RNAスプライシング

によって膜結合型のIgMとIgDを産生する成熟B細胞（mature B cell）になる。ま

た成熟B細胞は抗原に対して未感作であるために未感作（ナイーブ）B細胞（naive B

cell）とも呼ばれる。二次リンパ組織ではB細胞は集合して、一次リンパ濾胞と呼ば

れる組織的構造をとる。ここで成熟B細胞は特異的抗原に接触し、さらに抗原特異

的CD4ヘルパーT細胞によって活性化される（MacLennanθ‘a1，1997；Garsideθ‘

∂1，1998）。活性化したB細胞は増殖し、さらに分化していく。B細胞はここで二通

りの分化経路に分かれると考えられている（Jacobθ‘aZ，1991；Liuθ‘∂1，1991）。

一部のB細胞は抗原受容体の再編成を受けないままに抗体を産生する形質細胞に分

化し、この形質細胞では分泌される抗体のクラスは主にIgMで抗原に対する親和性

は低い場合が多い。一方、T細胞依存性抗原の刺激でB細胞は活性化され大きくな

り、このB細胞は胚中心を有する二次リンパ濾胞を形成する。ここで活性化B細胞

は活発な増殖を示すセントロブラスト（centroblast）と呼ばれる細胞に分化して暗帯

と呼ばれる領域を形成する。その後セントロサイト（centrocyte）と呼ばれる増殖し

ない細胞に分化し、明帯と呼ばれる領域を形成する。セントロサイトではIg分子可
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変部領域にSHMが高頻度に起こる。また、セントロサイトはクラススイッチ（class

switch recombiIlation；CSR）を受け、抗体分子のエフェクター機能を変化させると

言われている。このような過程で高親和性のIg分子を獲得したB細胞は濾胞樹状細

胞（fbllicular dendritic cell；FDC）上の免疫複合体を認識し、抗原特異性が低いもの

や自己反応性を有するものは除去され、抗原に親和性の高いIg分子を表面に持つ細

胞のみが選択される（親和性成熟）と考えられている。近年AI D（activation induced

cytidine deaminase）が、 SHMやCSRの機構に必須であることが明らかになってい

る（Muramatsuθ‘aZ，1999，2000；Revyθ‘∂Z，2000；Honjoθ‘aZ，2005）。 AIDは胚

中心で抗原刺激を受けたB細胞に特異的に発現することが示されており、胚中心に

おける獲得免疫反応に重要な分子であることが強く示唆されている。SHM、 CSRに

おけるAIDの分子メカニズムについては後述する。

親和性成熟の選択から生き残ったB細胞はさらに増殖し、形質細胞や記憶B細胞

（memory B cell）に分化すると考えられている（MacLennan．，1994；Tarlinton and

s皿ith，2000；Blinkθ‘aZ，2005）（図1）。

原 暗帯

        明帯

@               ノ自、訴
@              ’    、
@           ／’、ノ                、 ’                細胞死

@       ‘脱e        億親和性                  CD4←1’

eaS   GL7

胞依存性
熕ｬ熟B細胞

 ；

E’ 一一

ﾐ一・    高親和性

 抗体産生
D 形質細胞1 記憶B細胞

SHM and CSR

胚中心

           図．1胚中心におけるB細胞分化

抗原特異的B細胞は抗原にて活性化され、セントロブラスト（CB）になり暗帯で活発な細胞

分裂を繰り返す。その後セントロサイト（CC）に分化し毛帯を形成し、 SHM及びCSRを受

けることで抗体分子のエフェクター機能を変化させる。FDCやCD4陽性T細胞からの刺激

を受け、高親和性のIg分子を獲得した細胞のみが選択される。一方、抗原特異性が低いもの

や自己反応性を有するものは除去される。最終的に形質細胞や記憶B細胞に分化する。
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5・4）．AIDの構造

 AIDはHonjoらのグループによって発見された198アミノ酸からなるタンパク質

である（図2A）。 AIDはAPOBEC・1（apolipoprotein B mRNA e（泄ting enzyme

catalytic polypeptide）と34％の相同性を有し、その遺伝子はAPOBEC・1遺伝子の

近傍にあることから、遺伝子重複によって生じたものと考えられている。AIDの発

見当初はAPOBEC・1との相同性からRNAを標的とした脱アミノ化酵素としての機

能が予測されていたが、現在はDNA脱アミノ化酵素としての機能が中心であると考

えられている（図2B）。 AIDはAPOBEC・1と同様にN末端側に核移行シグナル

（nuclear localization signal；NLS）とC末端側に核外移行シグナル（nuclear

exporting signal；NES）の配列をもつシャトリング分子である（Itoθ‘∂Z，20q4；

Luoθ‘謡，2004）（図2A）。

A

1 9  20 110 148 183  198

NLS Active site N S

Pseudoactive site

C

Helix Cytidine－deaminase
motif l55－94｝

APOBEC－1－like C terminal

domain｛119－181D

B

     ξ
    Cy髄di樋e

       N  O－Zn－A［D

一 h・＼認め
        ≒          考
     『馴ransition state】           Uridine

   ，H

くH－o、／

め
 H、 ／
Q  O－Zn－Ai［⊃

   ＼

         図2．AIDの構造及びシチジンの脱アミノ化

A：AIDの構造． N末端側に核移行シグナル（NLS）とC末端側に核外移行シグナル（NES）

の配列を保持している。中応部にはシチジン脱アミノ化活性の活性中心を保持している。B：

AIDはシチジンを脱アミノ化しウリジンに変換する。
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5・5）．SHM及びCSRにおけるAIDの作用

 AIDはSHMではIg遺伝子の可変（V）領域、 CSRでは定常領域中のスイッチ（S）

領域中のシチジンに優先的に作用すると考えられている。SHM、 CSR共に、 AID

の作用にはIg遺伝子の転写に伴う一本鎖（ss）DNAの形成が必要である。 CSRにお

いてはIgの転写の際に形成されるRループ中のssDNAに作用する。一方でSHM

ではssDNA会合タンパク質である複製タンパク質A（replication protein A；RPA）

を介してAIDがssDNAに作用すると考えられている。 AIDが作用した後に、 DNA

ウラシルグリコシラーゼ（uracil DNA glycosylase；UNG）が作用し、その後に続く修

復機構によって、SH：MやCSRが完了すると考えられている（Honjoθ‘aZ，2004；Di

Noia and Neuberge葛2007；Chaudhuriθ‘aZ，2007）（図3）。

5・6）．AIDと疾病の関連性

 AIDの疾病との関連については、細胞のがん化との関連性が近年の研究で多数報

告されている。Bリンパ腫ではその多くで、 Ig遺伝子とがん原遺伝子との遺伝子転

座が見られるが、胚中心B細胞腫瘍ではこのような転座とは別に、がん原遺伝子へ

の高頻度の変異の発生がみとめられている。B細胞系において、 AIDの発現異常は

このような変異を引き起こし、直接がん化などにつながるものとして考えられてお

り、脚トランスジェニックマウスや』の欠損マウスを用いた実験により、がん原

遺伝子などの遺伝子変異にAIDが関与することが明らかとなっている
（Unniraman and Schatz，2006；Rucciaθ‘aZ，2006）。従って、AIDの発現量や部位、

細胞特異性を厳密に制御する機構が存在し、AIDの発現を調節しているものと考え

られる。
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       図3．SHMとCSRにおけるAIDの分子メカニズム

AIDが介するCSR、 SHMの機構を簡略的に示した。

CSRではUNGにより形成された脱塩基部位にAPE（AP endonuclease）が働きDNA切断が

起こる。その似非相同性末端結合（NHEJ）によりCSRが完了する。 SHMでは脱アミノ化に

よって形成されたウラシル塩基が、DNA複製の際に他の塩基に変換することで変異が起こる

ことと、DNA切断後の誤りがち修復（Error prone repair）により変異が導入されることから

成り立っていると考えられる。

5・7）．AIDの転写制御

 上記したようにAIDの発現を適正に制御することは獲得免疫応答において重要で

あると考えられる。B細胞分化において必須な転写因子であるPax5は！1∬）プロモ

ーター領域に結合することで、4ZOの発現を誘導することが報告されている（Gonda

θ‘∂Z，2003）。さらに、形質細胞において発現が上昇するBlimp・1はPax5の発現を

抑制することで、形質細胞における、4∬）の発現を制御し、BCRの高親和性を維持し
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ていると考えられる（Knodelθ紐Z，2001）。 B細胞系では他にはSTAT6、 NF・KB、

E2Aなどが患0の転写を促進する可能性があることが知られている（Sayeghθ‘aZ，

2003；Dedeogluθ‘∂Z，2004）。 Gondaらの報告では．4∬♪遺伝子の転写開始点上流250

bpのプロモーター領域及び、下流400 bpのイントロン領域がんのの転写において

重要な役割を果たしていることが示唆されている。またこれらの領域中にはPax・5、

NF・KB、STAT、AML・1a、 Bltmp・1の結合モチーフが含まれている（Kuo and Calame，

2004）。

 転写因子による転写制御とは別に、エピジェネティクなノ猛0遺伝子の転写制御機

構が存在することも現在明らかになっている。エピジェネティクな遺伝子発現の調

節は、DNAのメチル化、ヒストン・クロマチン構造変化、タンパク質の翻訳後修飾

が相互に連携し行われている。DNAの高メチル化、ヒストンの低アセチル化、不活

性クロマチンは遺伝子の転写を抑制している。一方、DNAの低メチル化、ヒストン

の高アセチル化、活性クロマチンの形成は活発な転写を促すことが知られている

（Nakao，2001；Richards and Elgin，2002）。んのの転写制御に関しては、活性化B

細胞のゑの遺伝子上において、ヒストンH3の高アセチル化が起こることで血0の

転写が促進することが報告されている（Crouchθ‘aZ，2007）。しかし、 B細胞分化

段階でのんの遺伝子の転写制御がDNAのメチル化によって行われているか否かは

明らかにはなっていない。

5・8）．DNAのメチル化による転写制御

DNAのメチル化は原核生物、真核生物双方において自然発生的に起こる事象である。

原核生物においては、宿主のDNAが特異的にメチル化されることで、外来のDNA

に対する除去機構から、宿主のDNAを保護している。一方高等真核生物においては、

メチル化酵素（methyltrans艶rase）によるDNAメチル化が遺伝子の発現制御に関与

していると考えられており（Bird and Wolf飴，1999；Costelloθ‘aZ 2001）、 DNAメチ

ル化の異常は細胞のがん化に重大な影響を与えることが知られている（Gregerθ‘

∂Z，1989；Hermanθ‘aZ，1994；Merloθ’aZ，1995；Ybshiuraθ紐Z，1995；Stirzaker

θ‘aZ，1997）。またDNAのメチル化は刷り込み遺伝子、胎児発達、遺伝子不活性化、

そして細胞周期の制御等にも主要な役割を果たしている。脊椎動物の染色体上では

60～90％の5’・CpG・3’（C：シチジン G：グアノシン p：ホスポジエステル結合）塩

基配列上のCの5位炭素原子がメチル化の修飾を受けている。残りの非メチル化

CpG配列はCpGアイランドと呼ばれ、主に遺伝子のプロモーター領域中に存在し、

遺伝子の転写制御に関与する（Wade，2001）。 DNAのメチル化はメチル化感受性転

写因子群（E2F、 CREB、 AP2、 cMyc1Myn、 NF・KB、 cMyb、 ETS）のDNA結合を
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直接的に阻害すること、またはメチル化結合タンパク質を介して間接的に遺伝子の

転写を抑制することが明らかになっている（図4）。

B細胞分化段階においてDNAのメチル化の役割については、B細胞の分化に必須な

転写因子であるPU．1、 Pax5や、 B細胞の分化段階特異的に発現する分子である

CD21、 Igα1mb・1などの転写を制御していることが明らかとなっている

（Amaravadi and Klemsz，1999；Schwab and Illges，2001；Danbaraθ‘aZ，2001；

Maierθ紐1，2004）。
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       図．4DNAメチル化による転写抑制機構のモデル

DNAのメチル化修飾はメチル化感受性転写因子の遺伝子プロモーター領域への近接性を直

接阻害し遺伝子転写を抑制している。また一方で、メチル化非感受性転写因子の阻害にはメ

チル化CpG結合タンパク質（MBDs）を介した転写抑制及び、 MBDs結合性のピストン脱ア

セチル化酵素群の働きにより転写を抑制しているものと考えられる。
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5・9）．本研究の目的

T細胞依存性抗原に対する免疫応答において、AIDが関与するSH：M、 CSRは、抗

体の親和性成熟に必須のメカニズムである。また、AIDの発現異常は細胞のがん化

などを示すことが報告されており、AIDの発現を適正に制御するメカニズムを解明

することは重要である。本研究ではB細胞分化段階に対応するB細胞株及びマウス

胚中心B細胞を用いて、．4の遺伝子領域中のDNAメチル化の頻度がB細胞分化段

階において変化し、』刀9遺伝子の発現を制御しているか否かを明らかにすることを

目的とした。
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6．実験方法

6・1）．実験動物

 本実験に用いたC57BL／6マウスは日本チャールズリバー社より購入した。マウス

は熊本大学動物資源開発センター（CARD）の実験動物と動物実験に関連する規則に

沿って取り扱い、マウスの飼育はCARDにて行った。

6・2）．免疫

 T細胞依存性抗原としてヒツジ赤血球細胞（sheep red blood cells；SRBC， Nippon

Bio・艶st Laboratories）を用いた。 SRBCを等量のPBSで2回洗浄したあと、マウ

スー匹あたり200μ1のSRBCを腹腔内投与（i．p．）し免疫を行なった。免疫後10日

目にマウスを解剖し、回収した脾臓を実験に用いた。

6・3）．マウス脾臓細胞の回収とB細胞の分離

 C57BL！6マウスかも無菌的に脾臓を取り出し、滅菌した2枚のスライドガラスの

磨ガラス部分で脾臓をすりつぶした。RPMI・1640培地に懸濁し細胞浮遊液を作成し

た。遠心分離回収後、赤血球溶解液（0．15MNH4Cl 200 mM Tris・HCI【bH 7．5］）で

溶血し、洗浄バッファ（2％熱不活性化ウシ胎児血清含有PBS）を加えた後に再び遠心

回収した。その後35μmナイロンメッシュに通し単細胞化し虹色で保存した。調

整した脾臓細胞をMACS B Cell Isolation Kit（Miltenyi Biotec）でラベルして、

autoMACS separator（Miltenyi Biotec）を用いてB細胞を分離回収した。

6－4）．セルソーティング

 autoMACS分離後に得られた脾臓B細胞を15 mlチューブ中で下記抗体とそれぞ

れ反応させ、JSANセルソーター（Bay Bioscience）にて目的の細胞分画をソーティ

ングした。まず、SRBC免疫10日後のマウス脾臓B細胞よりGL7陽性Fas陽性細

胞及び、GL7陽性Fas陰性細胞を分離し、続いて免疫14日後のマウスより、B220

陰性Syndecan・1陽性の形質細胞を分離した。分離した細胞より、ゲノムDNA及び

全RNAを回収した。

抗体は

APC標識B220モノクローナル抗体（RA3・6B2， Pharmingen）

FITC標識GL7（Ly・77， Pharmingen）

PE標識抗Fasモノクローナル抗体（Jo2， Pharmingen）

Biotin標識抗Syndecan・1モノクローナル抗体（281・2， Pharmingen）

Streptoavidin・PE・Cy7（Pharmingen）

を用いた。
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6・5）．細胞株と細胞培養

 本研究ではPre・B細胞株として70Z！3細胞、未熟B細胞株としてWEHI・231細

胞、成熟B細胞株としてBA：L 17細胞、胚中心B細胞学としてA20細胞、M12細胞、

形質細胞株としてX63細胞、」558：L細胞、 T細胞株としてK62細胞を用いた

（Christophθ紹Z，1994；Ambrose and Wagne鴎2004）。

それぞれの細胞株は5％CO2、37℃の環境下で10％熱不活性化ウシ胎児血清

（Biosource International）、2mM L・グルタミン（Cambrex）、 100μglmlストレ

プトマイシン（Wako CO）、100 ulmlペニシリン（Wako CO）、5x10’5 M 2・メルカ

プトエタノール（2・ME）（Wako CO）を加えたRPMI・1640完全培地（Invitrogen）で

培養した。回収した脾臓細胞は1×106cellslmlの細胞数で、 LPS
（Lipopolysaccharide踊θ輻薇∫a 60ガ055：B5 serotype；Sigma・Aldrich）及びrlL・4

（BD Pharmingen）を含むPRMI・1640完全培地にて刺激を行った。ネガティブコン

トロールとして、無刺激のB細胞を用いた。各刺激時間後の細胞を回収し、それぞ

れの細胞からゲノムDNA及び全RNAを回収した。

6・6）．DNA精製

 ソーティングした細胞及び各種細胞株を遠心で回収し、そのペレットに100μ1

の細胞溶解液（100mM NaCl，10 mM Tris・Cl， pH 8．0，25 mM EDTA，0．5％SDS，

0．1mglml proteinase K）を加えて55℃で12時間インキュベートした。その後

RNaseAを加え37℃1時間処理後、フェノール抽出、フェノール1クロロホルム抽

出、エタノール沈殿によりDNAを精製した。

6・7）．メチル化DNAの検出

 精製したゲノムDNAをEZ DNA Methylation Kit（Zymo Research）を用いて亜硫

酸水素ナトリウム処理した。亜硫酸処理によって、DNA配列上の非メチル化シチジ

ンはウリジンに変換され、一方メチル化修飾を受けているシチジンは影響されない。

亜硫酸処理後のDNAを用いて皿0遺伝子上のプロモーター領域、イントロン領域

をそれぞれsemi・nested PCRにて増幅した。．4一ののプロモーター領域では第一段階

のPCRはmAID・pro・U・FプライマーとmAID・pro・U・R・1stプライマーを用いた。

反応は98℃！5秒・58℃110秒・72℃14秒を35サイクル繰り返したあと4℃で反応

を終了した。第二段階PCRでは第一段階の反応液1μ1を鋳型にして、

mAID・pro・U・FプライマーとmAID・pro・U・R・2ndプライマーを用いて98℃15秒

・59℃110秒・72℃14秒で35サイクル反応を行い4℃で終了した。AZOのイントロ

ン領域では第一段階PCRはmAID・int・U・F・1stプライマーとmAID・int・U・Rプラ

イマーを用いた。反応は98℃15秒・54℃！10秒・72℃14秒を35サイクル繰り返し

た後4℃で反応を終了した。第二段階のPCRでは第一段階の反応液1μ1を鋳型に
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して、mAID・int・U・F・2ndプライマーとmAID・pro・U・Rプライマーを用いて98℃

！5秒・59℃！10秒・72℃！4秒で35サイクル反応を行い4℃で終了した。PCR反応

にはZ・Taq DNAポリメラーゼ（Takara Bio）を用いた。反応後のサンプルをアガロ

ースゲルにて展開し、目的のバンドを切り出し、DNA抽出の後pGEM・㍗easy

ligation kit（Promega）を用いてpGEM・Tベクターに挿入した。プラスミドは

BigDye Tbrminator VbL2．0（ABI PRISM；Applie d Biosystems）を用いてシークエン

ス反応を行い、Sequence Scanner（Applied Biosystems）で解析した。

実験には以下のプライマーを用いた。

mAID・pro・U・F：5’・GGTATTTGGGTTGGTTTTTA．GAGG・3’

mAID・pro・U・R・1st：5’・CCTCAATCCAAACAAACAACCAACAC・3’

mAID・pro・U・R・2nd：5’・CTTTCTTAACTCCCTCAAAATCTTAAACC・3’

mAID・int・U・F・1st：5’・GTTTAGATTTGAATGTTAGGGG・3’

mAID・int・U・F・2nd：5’・GGTTTAAGAITTTGAGGGAGTTAAGAAAG・3’

mAID・int・U・R：5’・CTAAATAATTCCTATAAAAACTCCCC・3’

6・8）．全RNAの抽出

 種々の細胞株またはソーティングしたそれぞれのB細胞からの全RNAはトリゾ

ルLS試薬（TRIZOL LS Reagent）（GIBCO BRL／Lifb［Oechnologies）を用いた酸性

条件下グアニジンチオシアネート・フェノール・クロロホルム法（acid guanidine

thiocyanate・phenol・chlorofbrm法，；AGPC法）またはRNe asy Mini Kit（QIAGEN）

を用いた方法で抽出した。回収した全RNAは260 nmの吸光度から、10D260ニ40μ

gRNAlmlで定量した。

6・9）．RTしPCR（Reverse Transcriptase・PCR）

 抽出レた全RNA．を鋳型として、 Oligo・dTプライマーとSuperscript m

（Invitrogen）を用いて逆転写反応を行い、 cDNAを合成した。また、 Real・time PCR

に用いるcDNAは、 High・Capacity cDNAArchive kit（Applied Biosystems）を用い

て合成した。合成したcDNAを鋳型としてZ・Taq DNA polymerase（Takara Bio）で

PCR増幅した。プライマーの配列は細転写検出用は、 mAID・FとmAID・Rを用

いた。RNAのコントロールとしてβ・アクチン（β・∂o孟加）転写検出用には、 B・actin・F

と6・actin・Rを用いた。

実験には以下のプライマーを用いた。

mAID・F：5’・ACAIrCTCAGACTGGGACCTG・3’

mAID・R：5’・TCAAAATCCCAACATACGAAATG・3’

B・actin・F：5’・CCTAAGGCCAACCGTGAAAA・3’

6・actin・R：5’・TCTTCATGGTGCTAGGAGCCA・3’

19



6・10）．Real－thne RT・PCR

 冠0遺伝子の発現量を特異的プローブ（MmO 1184115 Applied Biosystems）を用

いたABI PRIZM 7700 Sequence Detection System（Applied Biosystems）にて解析

した。Real・time PCR反応はTaqman Universal PCR Master Mix（Applied

Biosystems）を用いて、50℃で2分、95℃で10分の加熱の後、95℃15秒、60℃

1分を50サイクル繰り返し、1サイクル毎の蛍光を測定した。解析のコントロール

と しては mouse σ㍑盟 （Mm99999915） （Glycelaldehyde・3・phosphate

dehydrogenase）を用いた。
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7．実験結果

7・1）．マウス癌0遺伝子転写制御領域中のCpG部位の検索

 一般的にCpGアイランドは染色体上に存在する遺伝子のエキソン1周辺の領域に

集中して存在し、様々な遺伝子の転写を制御している。本研究を始めるにあたり、

マウスZしの遺伝子のエキソン1近傍である転写開始点の上流250 bp及び下流500

bp、全体で750 bpの領域中のCpG部位の存在を検索した。この領域中には、プロ

モーター領域←250bp～1bp）中に5、エキソン1領域（1 bp～101 bp）中に2、イント

ロン領域中に11（102bp～500 bp）、全体で18のCpG部位を含んでおり、これらの

CpG部位がメチル化による転写制御に関わる可能性があると考えられる。この領域

にはSTAT、 AML・1a、 Pax5、 NF・KBなどの転写活性化因子の結合モチーフを含ん

でいることが報告されている（図5）。今回の実験で解析を行ったCpG部位について

06！・1～18として規定した。プロモーター領域及びエキソン1前半部分を含む領域を

εPとエキソン1後半部分およびイントロン領域を含む甜領域（仰：00r1～567：

00・6～18に分割した（図5）。非メチル化シチジンの検出は、ゲノムDNAを亜硫酸

処理することにより、非メチル化シチジンが特異的にウリジンに変換されることを

利用して、シークエンスにて行った。

transcrip象ior initiation site

  MOUse A’D gene

               騨250 bp  ＋rl

COnSenSUS mOtifS Of   ，！

t「anSC「iμi。“fad。「s！’ノ気MM・P・・5 E倒8難嘩1

     STA千． SP1＼SPISP1／  ・F・8

exon 1

CG sites  1 234  5

噸250   ◎500

AML・1a AML・1a      ’＼

＼ ／STAT． ’

        ／ノ1＼＼
67AB 8910 1112 131415161718

一」L＿＿＿＿＿＿＿＿＿＿＿＿＿＿＿＿」
   「eglons；         SP                    S7

       図5．．4ゐ9遺伝子転写制御領域中のCpG部位の検索

 図中上部にはGondaらにより報告された』：0遺伝子転写制御領域を示した。本研究では

図中下部に黒色縦線で示した皿）転写制御領域中に存在するCpG部位のメチル化の解析を

行った。図中下部には各転写因子結合領域を黒色、灰色で示した。四角で囲まれた部分には

エキソン1部分を示した。細胞株中の変異により導入されたCG部位をそれぞれCG－A、 CG・B

とし図中に示した。
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今回の実験に用いた8種類の細胞株のムの遺伝子領域について予めシークエンスを

行いその配列を確認した。一部の細胞株で次に示す変異が認められた（表1）。．4ZO

遺伝子領域中の転写開始点の上流180bpの位置でのGからTの変異（G・180T）、下

流110bpでのTからGの変異（T110G）、下流116 bpでのAからGの変異（A116G）

の3ヶ所であった。G・180Tの変異により、即領域中の00r2部位が消失し、また、

T110GとA116Gの変異により、甜領域中の06！・7と00・8の間に新たな2ヶ所の

CpG部位が出現した。これらのCpG部位についてはそれぞれ0協4、06！ぢと規定

した。これらの変異はA20及びBAL 17細胞において3ヶ所すべてが確認され、ま

た、70Z／3細胞ではこれらの変異は存在しなかった（表1）。

表1．各種細胞湘南の冠0転写制御領域の変異

Cell Iine Cell type G・180T ’「1¶OG A1雪6G

70zy3 Pre・B
口 ■ ■

BAL17 lmmature B
■

＋，一 ＋1・

WEHI・231 Mature B llgM＋） 十 十 十

A20 GC B《lgG＋） 十 尋 十

M12 GC B（lgG＋）
■ 十 十

X63 Plasmacytoma 十 十 十

J558L Plasmacytoma 十 十 十

K62 ’「cell
■

＋1・ ＋1・

本実験で用いた細胞壷中に見られた癌0遺伝子変異について示す。変異においては＋で示し

たものはすべてで変異が見られたもの、一で示したものは変異が認められなかったものを示

している。＋1一で示したものは変異の存在が認められるものと認められないものが混在して

いることを示している。
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7・2）．胚中心B細胞株中の刈η遺伝子領域ではCpGのメチル化の頻度が低下して

いる

 各B細胞分化段階での冠0の発現を、細胞株よりRNAを抽出しRT・PCR及び

real・time PCRにて解析した（図6）。本研究ではプレB細胞株として70Z／3細胞、

未熟B細胞株としてWEHI・231細胞、 IgM陽性成熟B細胞株としてBAL17細胞、

IgG陽性胚中心成熟B細胞株としてA20細胞及びM12日中、形質細胞株として

J558L細胞及びX63細胞を用いた。またT細胞株であるK62細胞を用いた。胚中

心細胞株であるA20及びM12細胞では他の細胞株と比較して非常に高いAωの発

現が見られた。70Z／3細胞、 J558L細胞及びK62細胞では脚の発現は検出限界以

下であった（図．6）。
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pre43    B ma伽」ro 8 pla5macybma ’「

70刀3 WEHI・231 BAU7  A20 M12 X63 」558L K62

B．

 104
屋

3
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舞

遷

歪10’
∈

9
1ロ10
暑

し

 1
0

2
1

828

2973

5

0 0

70刀3 WEHI・ 8AU7 A20  棚2  ×63  」558日目 K62
   23噛

           図6．各細胞株における躍Dの発現

ωRTPCRにて超）遺伝子の発現を半定量的に検出した。コントロールには8増置加遺伝

子を用いた。A20細胞、 M12細胞にんの遺伝子の発現が高いレベルで確認された。（B）

Rea1・t㎞e PCRにて／拡0の発現を検出した。コントロールには6肥り∬遺伝子を用いた。

BALI7細胞中での刈の遺伝子発現を基準とし、他の細胞での発現量を示した。胚中心B細

胞株であるA20細胞及びM12細胞で超）遺伝子の高い発現が見られる。
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 次にんの遺伝子領域のメチル化が、B細胞分化段階により変化しているかどうか

を検討するために、各B細胞分化段階に対応しているB細胞株からゲノムDNAを

抽出し、亜硫酸処理を行い脚遺伝子領域上のCpG部位の非メチル化シチジンに

ついて解析をおこなった（図7A，8A）。皿0の高発現が見られた胚中心細胞株である

A20細胞及びM12細胞の非メチル化CpGの頻度は、即領域ではそれぞれ95％、

100％であり、α領域ではそれぞれ96．7％、100％であった。一方△のの発現が胚

中心細胞株と比較して低い70Z！3細胞、 WEH：1・231細胞、 BAL 17細胞中での5只

，91双方の領域中の非メチル化CpGの頻度は、胚中心細胞株と比較して低く（5只57：

7．5％，14．1％［70Z13］、33．3％，25．9％［WEHI・231】、25．0％，15％［BAL 17】）、これらの

細胞株では高頻度にメチル化していることが明らかとなった。また、同じく』刀の

発現が見られない丁細胞株であるX62細胞でも同様に5只57領域の非メチル化頻

度はそれぞれ40％、24．4％であり高頻度にメチル化されていた（図7A 8A）。以上の

結果からこれらの細胞株での6只57領域での非メチル化状態は血0の発現レベル

と相関していることが示された（図7B，8B）。一方、形質細胞株であるX63細胞及

びJ558L細胞のDNAメチル化の解析では、6R，91領域それぞれ、81．3％、63．5％

（X63）、64．3％、37．5％（J558L）の非メチル化頻度を示した。 X63細胞ではAIDの発

現が見られない細胞株と比較して高い非メチル化頻度を示しており（図7A，図8A）、

また．んのの発現も認められる（図7B，8B）。さらにX63細胞では00・11から06！ゴ8

の領域ではほとんどメチル化が見られず（図8の、また即領域では他の細胞株と比

較して低いメチル化の頻度を示していた（図7A）。一方J558L細胞ではX63細胞で

見られたようなメチル化は見られず、んのの発現もreal・time PCRでは見られなか

った。今回解析を行ったAIDの発現が認められない細胞株のすべてで、00・5とα7・7

は非常に高い頻度でメチル化されており（図7A，8A）、この部位でのメチル化が孟の

の発現制御に関係する可能性が示された。
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図7．各B細胞株における即領域のCpGメチル化

ω各種細胞株における即領域のCpG部位のメチル化を亜硫酸処理法にて検出した。円グ

ラフ及び下部の図の白で示した部分が非メチル化CpGを示している。70Z／3細胞、WEHI・231

細胞、BAL 17細胞では即領域中では非メチル化の頻度が低く、またA20細胞、及びM12

細胞において非メチル化頻度が最も高かった。（B）即領域でのメチル化及び油のの発現を

示した。AIDの発現する細胞株では高い非メチル化頻度が見られ、』のの発現レベルと相関

していることが示唆された。
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図8．各B細胞株における甜領域のCpGメチル化

（A）各種細胞株、31のCpG部位のメチル化を亜硫酸処理法にて検出した。円グラフおよび図

下部の白で示した部分が非メチル化CpGを示している。70Z13細胞、WEHI－231細胞、BAL l7

細胞では51領域中では非メチル化の頻度が低く、またA20、及びM12細胞株において非メ

チル化頻度が最も高かった。（B）31領域でのメチル化及び恵刀の発現を示した。即領域と

同様に！1ゐZ）の発現が高い細胞で高い非メチル化頻度が見られた。
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7・3）．LPS及びIL・4による共刺激は転写制御領域の脱メチル化を促進するとともに

』のの発現を誘導する

塩0発現はLPS、IL・4で共刺激したマウス脾臓B細胞で誘導される（Muramatsuθ‘

aZ，1999；Maθ‘aZ 2002）。マウスのB細胞で憲刀の発現が誘導される際、 DNAの

メチル化に変化があるか否かを調べるために、C57BL／6マウスより脾臓B細胞を分

離し、加が加。でLPS及びIL・4にて共刺激を行い、切遺伝子領域のDNAのメチ

ル化について経時的に解析を行った（図9A）。コントロールとして未刺激のB細胞

を用いた。コントロールの脾臓B細胞では5只67領域中の非メチル化CpGの頻度

はそれぞれ35％、28％であり、70Z13細胞やWEHI・231細胞と比較して、低いメチ

ル化頻度を示した。刺激後12時間では即領域の非メチル化CpGは38％、67領域

では31％であり、刺激後24時間では即領域は39％、甜領域では34％であった。

Real・tjme PCRによる且のの発現の定量的解析では、刺激後24時間までは証0の

発現は誘導されていなかった（図9B）。油のの発現誘導が見られた刺激後48時間で

は即領域では非メチル化CpGは40％であり、未刺激のB細胞と比較して有意な差

は認められなかった。．しかし、CG部位それぞれのメチル化を解析すると00百にお

いて非メチル化CpGが増加していた。一方、α領域において非メチル化CpGは

43％であり、未刺激の細胞と比較して有意に上昇していた（ρ＜0．02）。結果からLPS

及びIL・4刺激によって誘導される60・5または甜領域特異的な脱メチル化が、1弘0

転写と関連することが示唆された。
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     図9．刺激によるんのの発現誘導の脱メチル化における影響

ωLPS、IL－4で共刺激を行ったB細胞の嵐0転写制御領域中のメチル化CpGを解析した。

』のの発現誘導が見られる刺激後48時間のB細胞中で、31領域の脱メチル化が見られた。

（B）Real－time PCR C57BL！6マウス脾臓から採取したB細胞にLPS、IL・4で共刺激を行っ

た。未刺激の細胞を基準として発現量を示した。刺激後48時間で認）の発現が誘導された。

28



7・4）．AID遺伝子の転写領域は胚中心B細胞分化段階で脱メチル化する

 AIDの発現は正常の個体では胚中心B細胞にのみ見られることが報告されている

（Muramatsuθ‘a1，1999）。且の遺伝子領域のメチル化が、 T細胞依存性免疫応答に

よって誘導される胚中心B細胞において変化するか否かについて解析を行った。

C57BL！6マウスにT細胞依存性抗原であるSRBCを腹腔内応与し、免疫応答を惹起

した。免疫後10日目のマウスを解剖し脾臓B細胞からB220陽性GL7陽性Fas陽

性の成熟胚中心B細胞（Smithθ‘aZ，1995；Cervenakθ‘認，2001）、 B220陽性GL7

陽性Fas陰性の未熟胚中心B細胞及びB220陽性GL7陰性Fas陰性の未感作B細

胞の3つの分画をJSANセルソーターにより分取した（図10A）。それぞれの細胞よ

りゲノムDNAを抽出し、亜硫酸処理を行い、 DNAのメチル化について解析を行っ

た（図11A）。また各細胞分画での冠0の転写をReal・time PCRにて解析を行った

（図11B）。ナイーブB細胞のんの遺伝子領域の非メチル化CpGは即領域中で38％、

31領域中で35％であり、加再卿の実験に用いた未刺激B細胞と同様に、比較的メ

チル化の頻度が低いことが明らかとなった。未熟胚中心B細胞ではCpGの非メチル

化頻度は即領域では41％、甜領域では41％であり、ナイーブB細胞のメチル化

の頻度と比較して有意な差は認められなかった。一方、成熟胚中心B細胞ではCpG

の非メチル化頻度は卯領域では76％、甜領域では64％であり、未感作B細胞と

比較して有意に上昇しており（ρ＜0。01）、成熟胚中心B細胞では』刀遺伝子領域の

CpG部位の脱メチル化が進行していることが示唆された。 CG部位のメチル化を個

別に解析すると、06！・5が成熟胚中心B細胞において完全に脱メチル化されている

ことが明らかとなった。

7・5）．061・7の高頻度のメチル化が形質細胞段階で見られる

 次にB細胞分化の最終段階である形質細胞での1猛0遺伝子のDNAメチル化につ

いて解析するために、SRBC免疫14日後のマウス脾臓B細胞から、 B220陰性

Syndecan・1陽性の形質細胞分画を分取した（図10B）。胚中心B細胞と同様にゲノ

ムDNAを抽出し、亜硫酸処理を行い、 DNAのメチル化を検出した（図11A）。また

』の遺伝子の発現についても解析を行った（図11B）。形質細胞での非メチル化CpG

の頻度は即領域で54％、57領域で48％であり、それぞれの非メチル化頻度は、胚

中心B細胞より低く、ナイーブB細胞よりも高い頻度を示していたが、規0の発現

はほとんど見られなかった（図11A，B）。 CG部位個別のメチル化の解析では、 X63

細胞及び」558L細胞と同様に00・7が完全にメチル化されていた。この結果から、

脚遺伝子転写制御領域中の脱メチル化はB細胞分化段階に相関して起こるが、形

質細胞への最終分化の際には逆にメチル化を受けていることが明らかとなった
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ωSRBCで免疫を行ったC57BL／6マウス脾臓B細胞より、B220陽性Fas陽性細胞（R 1）、

B220陽性Fas陰性細胞（R2）をそれぞれ分取した。（B）SRBCで免疫を行ったC57BL／6脾臓

B細胞より、B220陰性Syndecan－1陽性細胞（R3）を分取した。
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A）未感作B細胞、胚中心B細胞、形質細胞の脚の転写制御領域のCpGのメチル化の解析

を行った。胚中心B細胞分画において油の転写制御領域の脱メチル化の誘導が見られた。

分化の最終段階である形質細胞においては、脱メチル化は軽度であり、分化の進行でメチル

化を受けていることが示唆された。

（B）Real－time PCRにてSRBC免疫を行ったC57BL！6マウス脾臓から、未感作B細胞、胚

中心B細胞、形質細胞を分取しそれぞれのAα）の発現を検出した。解析には未刺激の細胞（図

9）を基準として用いた。
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8．考察

 成熟B細胞は胚中心でSHM、 CSRによって親和性成熟を受け、抗体を産生する

形質細胞や記憶B細胞へと最終分化する。AIDはSHM、 CSRに必須な分子であり、

胚中心B細胞で特異的に発現が見られる。本研究ではDNAのメチル化修飾による

転写制御機構が、帳内の発現制御に関与するか否かについての知見を得るために、

また、B細胞分化段階特異的に起こるか否かを調査する目的で、各分化段階のB細

胞の．佃遺伝子上のDNAメチル化の解析を行った。

 本研究では胚中心B細胞において忍0転写制御領域中にB細胞分化段階特異的

なメチル化、及び脱メチル化が起こることが明らかとなった。このことは、B細胞

分化段階特異的に発現が誘導されるメチル化酵素、または脱メチル化酵素が存在し

ている可能性を示唆している。現在哺乳類にて活性が確認されているメチル化酵素

はすべての細胞に恒常的に発現する維持型メチル化酵素（maintenanoe DNA

methyltransfbrase）DNMT 1及び、胚発生の初期段階で発現する新規型メチル化酵

素（詫ηo”methyltransfbrase）DNMT3a、DNMT3bの3つである。近年の報告で、

DNMT3a及び、 DNMT3bがB細胞分化に必須の転写因子であるPU．1の転写活性

を抑えることが報告されている（Suzukiθ‘aZ，2006）。またDNMT3aが脾臓の濾胞

B細胞にて強く発現することが報告されている（Wangθ‘aZ，2006）。現在のところ、

胚中心B細胞でのこれらのメチル化酵素の発現ついては不明であるが、これらのメ

チル化酵素群が胚中心B細胞を含むB細胞分化段階特異的に働き、AIDのみならず、

Pax5などのB細胞分化に必須な因子の転写を制御している可能性が考えられる。一

方で、脱メチル化の機構についてはMBD2やグリコシラーゼの関与が報告されてい

るが（Di Giaimoθ‘aZ，2005）、 B細胞分化における関与については不明である。

 B細胞においてDNAのメチル化、脱メチル化が分化に関与することは他のグルー

プでも報告されている。Feeneyらにより、VDJ再構成が起こる際に、 V遺伝子中

のRSS（recombination signal sequence）領域近傍のCpG部位に脱メチル化が誘導

され、再構成を促進することが示された（Espinoza and Feeneメ2007）。本研究では

B細胞骨髄内分化段階特異的なDNAメチルに関しての詳細な知見は得られなかっ

たが、B細胞分化全体に渡って、 DNAのメチル化による転写制御機構が働いている

ことが強く示唆される。B細胞分化段階に伴うDNAのメチル化はVDJ再構成、AID、

Pax5などを制御していることが示された。

 活性化B細胞を用いた実験から』∬）遺伝子転写制御領域中の脱メチル化が部位特

異的に起こっていることが示唆された。この結果は今回の実験に用いたLPS及び

IL・4の共刺激が00・5または31領域の脱メチル化を起こす機構を選択的に誘導する

ことを示している。B細胞ではLPS及びIL・4の共刺激の他に、TGF・βの刺激が．4ZO

の発現を誘導することが報告されている（Muramatsuθ‘∂Z，1999）。また、胚中心
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ではB細胞はヘルパー一T細胞からのCD40を介した刺激やFDCからの刺激を受け

ており、これらの刺激が0ひ5以外の即領域の脱メチル化、または57領域のさら

なる脱メチル化を誘導する可能性が考えられる。

 胚中心B細胞では、憲刀遺伝子転写制御領域中の00ゑ00・7に顕著なDNAの

脱メチル化が起こっていた。LPS及びIL・4共刺激活性化B細胞においても、00・5

の脱メチル化が、胚中心B細胞と比べて低い頻度ではあるが、誘導されていた。こ

れらのことから、061・5の脱メチル化は冠0の転写活性化に重要な働きを示す部位

であると考えられる。00画面Pax5結合モチーフ中に含まれており、胚中心B細胞

でこの部分が脱メチル化を受けることによって、皿0遺伝子転写制御領域と転写因

子Pax5との近接を促進すると考えられる。一方で00・7は胚中心B細胞から形質

細胞へと分化が進行する段階で、α7・5と比較してより顕著なメチル化を受けていた。

また！猛0を発現しないすべての細胞株においてもメチル化されていた。これらのこ

とから0ひ7はB細胞の転写活性化よりも、塩0遺伝子の転写抑制に重要な働きを

示していると考えられる。且の遺伝子転写領域中のプロモーター側では脱メチル化

機構が、イントロン側ではメチル化機構が、胚中心B細胞分化段階特異的に、また

は部位特異的に機能している可能性が示唆された。

 本研究ではDNA脱メチル化機構を介したんのの転写制御についての解析を行っ

たが、一方で』の遺伝子のヒストンアセチル化による転写制御機構の存在も報告さ

れている。Crouchらの報告では、躍）の発現誘導において、ヒストンタンパクH3

の高アセチル化がプロモーター領域において起こり、』のの転写を促進しているこ

とが示されている（Crouchθ‘8Z，2007）。今回の結果とあわせて、班0の転写制御

はんの転写調節領域のクロマチン構造の変化をもたらす複合的な機構で起こってい

るものと考えられる。

 B細胞の最終分化にある形質細胞では0ひ7はメチル化されていたものの、6只

31領域全体では、胚中心B細胞や未感作B細胞と比較して、低い頻度であるが脱

メチル化傾向を示していた。形質細胞では塩0の転写は、Blimp・1やBc16などの

転写抑制因子の作用で低いレベルに抑えられており、．このことでSHMやCSRなど

の機構から、産生抗体の親和性またはエフェクター機能を保護していると考えられ

ている。しかし、形質細胞においてIL・6及びTGF・βの刺激がんのの発現を低いな

がらも誘導することが報告されている。また、ヒトでの研究で、前駆形質細胞また

は形質細胞でIg V領域でのSHMが起こり、その結果新たなIgV領域のレパートリ

ーが生成され、自己免疫疾患を引き起こす異常な抗体を産生する可能性があること

が報告されている（Yavuzθ‘∂Z，2001；Hauboldθ‘aZ，2004；Ghoshθ‘8Z，2005）が、

その原因となる機構についてはいまだ明らかにはされていない。本研究で認められ

た形質細胞でのんの遺伝子転写制御領域のDNA脱メチル化は、これらの研究で認

められた形質細胞でのSHMの発生と密接に関与している可能性が考えられる。オZO
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転写制御領域におけるDNAのメチル化の研究は自己免疫疾患における、抗体産生の

メカニズムの解明の一助となると考えられる。
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9．結語

 B細胞においてAIDの適正な発現制御がB細胞分化、成熟において重要である。

これまで様々な機構でB細胞内での且のの転写が制御されていることが明らかにな

っていたが、本研究では新たにDNAのメチル化による冠0転写制御機構が存在す

ることを示した。』刀遺伝子領域中の脱メチル化及びメチル化がB細胞分化段階特

異的に起こり、、4丑）の転写を制御していることを加が伽。のB細胞株、正常B細胞

の加が加。における刺激、及びT細胞依存性抗原刺激による加14”での変化ごとに

明らかにした。本研究で得られた結果はB細胞における新たなんの転写制御機構を

提唱したのみならず、B細胞分化におけるDNAメチル化機構の解明に大きな一助と

なることが期待される。
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