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1．要旨 

 Activation-induced cytidine deaminase(AID)は、活性化 B 細胞における体

細胞突然変異(SHM)や、クラススイッチ組換え(CSR)に必須の酵素である。AIDの

過剰発現が、異常な体細胞突然変異や染色体転座を惹起し、腫瘍形成へ関与す

る。 

 メシル酸イマチニブ(IM)は、慢性骨髄性白血病の原因遺伝子である BCR-ABL

融合遺伝子の産物に対する分子標的薬である。IM 投与中に免疫グロブリン値の

低下をしばしば認めるが、その機序は明らかではない。 

 今回私は、IM が AID の抑制を介した CSR 抑制作用を有し、AID 発現調節因子

の中でも特に E2Aが重要な役割を果たしていることを示した。 
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2．序文 

 各種造血細胞のうち、B細胞は、液性免疫の中心的役割を果たしており、抗体

産生などの役割を担っている。B細胞は、造血幹細胞からリンパ球系幹細胞を経

て、プロ B細胞、大型プレ B細胞、小型プレ B細胞、未熟 B細胞、成熟 B細胞、

形質細胞へと分化していくが、その間に抗体産生の多様性をもたらすいくつか

の遺伝子再構成を経ていく(Figure 1)。B細胞の初期分化は、胎生期には主に胎

児肝臓で、生後は主に骨髄で起こり、この場で未熟 B 細胞まで分化する。この

初期分化の期間に、抗体の多様性に重要な役割を果たす免疫グロブリン遺伝子

再構成が起こる。まずはプロ B 細胞から大型プレ B 細胞へ分化する際に、免疫

グロブリン重鎖(Heavy chain:H 鎖)に位置する、多数ある V(Variable)領域、

D(Diversity)領域、J(Joining)領域の遺伝子断片からそれぞれ任意の遺伝子断

片が一つずつ選択され、DNA 組換え結合により、一つのエクソンが形成される

(V-D-J遺伝子再構成)。次に小型プレ B細胞の段階において、H鎖の V-D-J遺伝

子再構成と同様にして、軽鎖(Light chain:L 鎖)遺伝子(κ/λ)の V-J 遺伝子再

構成が起こる。これにより B 細胞は、IgM を発現するようになり、その後、IgM

と同じ抗原特異性を持つ IgD をも発現するようになる。更に、分化の場を骨髄

から脾臓やリンパ節などの末梢リンパ組織へと移し、IgMよりも IgD の発現が高

い成熟 B 細胞へと分化する。また成熟 B 細胞は、末梢リンパ組織の濾胞胚中心



 5 

に お い て 、抗 原 刺激 に よ り 活性 化 され 、 体 細 胞突 然 変異 (Somatic 

hypermutation:SHM) と ク ラ ス ス イ ッ チ 組 換 え (Class switch 

recombination:CSR)により、より多様性に富んだ抗体産生能を獲得し、形質細

胞へと分化していく。 

造血幹細胞

造血幹細胞

自己複製

リンパ球系
幹細胞

骨髄球系
幹細胞

B前駆細胞
(プロB細胞)

B前駆細胞
(大型プレB

細胞)

NK/T前駆

細胞

B前駆細胞
(小型プレB

細胞)

未熟B細胞 成熟B細胞 形質細胞

免疫グロブリン重鎖・
V-D-J遺伝子再構成

免疫グロブリン軽鎖・
V-J遺伝子再構成

体細胞突然変異(SHM)

クラススイッチ組換え(CSR)
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胎児肝臓(胎生期)
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脾臓・リンパ節など
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Figure 1 B細胞分化と遺伝子再構成 

 

 AID は、apolipoprotein B(apoB)の mRNA 編集酵素である apolipoprotein B 

mRNA-editing enzyme、catalytic polypeptide 1(APOBEC-1)のホモローグとし

て報告され[1]、活性化 B 細胞における免疫グロブリンの体細胞突然変異
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(Somatic hypermutation:SHM)や、クラススイッチ組換え (Class switch 

recombination:CSR)に重要な役割を果たしている[2]。 体細胞突然変異(SHM)は、

免疫グロブリン V(variable)領域に点突然変異を導入する反応で、変異が導入さ

れた V 領域遺伝子のうち有用なものが選択される選別機構と協調して、免疫グ

ロブリンの多様性と抗原への高親和性をもたらす親和性成熟に寄与している。

また、クラススイッチ組換え(CSR)は、S(switch)領域と各免疫グロブリンサブ

タイプの定常(constant:C)領域の上流に位置する S領域の DNA鎖に切断を入れ、

IgM を担う C 領域である Cμを欠失させて、IgG や IgA を担う定常領域(Cγや C

αなど)をつなぎかえる反応である。これにより B細胞は抗体の抗原特異性を変

えることなく、IgM から IgGや IgA へと抗体のサブクラスを切り替えることが出

来る[3－4](Figure 2)。AID はこの CSR における DNA 鎖切断を誘導している

[3-5](Figure 3)。 

 AID 発現調節については、様々な調節因子があり、Aicda 遺伝子の 5’プロモ

ーター領域への作用が報告されている[6]。現在までのところ、Aicda 遺伝子の

プロモーター領域は 4 つ報告されているが、中でも特にファーストイントロン

に位置する Region2 領域が、その発現調節に特に重要な役割を果たしている。

この Region2 領域には、AID の抑制因子として働いている c-Myb や E2f、B 細胞

特異的な活性化因子である Pax5や E2Aなどの結合部位がある(Figure 4)。 
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Proc Natl Acad Sci U S A. 2001;92(22):12620-12633.とAdv Immunol.2007;94:1-36.より抜粋・改変[3-4]  

Figure 2 体細胞突然変異(SHM)と IgG1へのクラススイッチ組換え(CSR) 
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Figure 3 AID蛋白質の構造と DNA切断 
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Figure 4 Aicda遺伝子プロモーター領域、特に Region2領域にフォーカスした

模式図 

 

 しかし、この AID の変異原性は B 細胞の免疫グロブリン遺伝子内のみに留ま

らず、その過剰発現により染色体転座や異常な体細胞変異を起こし、腫瘍形成

への関与が指摘されている[7-9]。悪性リンパ腫や慢性リンパ性白血病、急性リ

ンパ性白血病などのリンパ系悪性腫瘍[10-13]はもちろん、胃癌[15]や乳癌[16]

においても、AIDとの関連が指摘されている。AIDの過剰発現をコントロールす

ることが可能となれば、腫瘍形成を抑制できる可能性がある。 
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Table 1 AIDとの関連が指摘されている悪性腫瘍 

 

 慢性骨髄性白血病(CML）は、造血幹細胞レベルにおいて染色体相互転座

t(9;22)(q34;q11.2)が起こり、22 番染色体上(22q11)の BCR遺伝子と 9番染色体

上(9q34)の ABL遺伝子が結合し、BCR/ABL融合遺伝子が形成されることで発症す

る。この転座により形成される 22q-染色体のことを Philadelphia(Ph)染色体と

いう。BCR/ABL 融合遺伝子は、CML 以外でも急性リンパ性白血病 (Acute 

lymphoblastic leukemia:ALL)の一部においても認められる。BCR/ABL 融合遺伝

子産物は、切断点によりいくつかのアイソフォームが存在するが、CMLの多くは

BCR 遺伝子の切断点がエクソン 12～ 16 の major-break point cluster 
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region(M-BCR)に集中し、分子量 210kDaの p210 Bcr/Abl蛋白が産生される。ま

た、Philadelphia 染色体陽性急性リンパ性白血病(Ph+ALL)の多くは、BCR 遺伝

子の切断点はエクソン 1～2 の minor-break point cluster region(m-BCR)に集

中し、p190 Bcr/Abl 蛋白が産生される(Figure 5)。いずれのアイソフォームも

BCR/ABL融合遺伝子が形成されることにより、ABL遺伝子のチロシンキナーゼ活

性が恒常的に活性化状態となり、白血球や血小板の増殖亢進、アポトーシスの

抑制などが起こり、白血病化する。 

メシル酸イマチニブ(Imatinib mesylate:IM)は、この BCR/ABL 融合遺伝子の

遺伝子産物を標的として開発された分子標的薬で、第１世代チロシンキナーゼ

阻害剤(Tyrosine kinase inhibitor:TKI)である。IMは、Ablチロシンキナーゼ 

ALL タイプ CML タイプ

Y177: Grb2 結合部位

Y177

SH3 SH2 チロシンキ
ナーゼ

DNA 結合

領域

核局在シグナル
(NLS)

SH2 結合部位 CDC24
Dbl 相同領域 racGAP

p160BCR

正常

p210BCR-ABL

CML>ALL

p190BCR-ABL

ALL>>CML

p145ABL

正常

核外移行シ
グナル
(NES)

F-actin
結合領域

4量体形成領域

切断点

 

Figure 5 正常 BCR 蛋白質、ABL蛋白質と BCR/ABL融合蛋白質アイソフォーム 
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ATP
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イマチニブ

Bcr exon1 exon 2-13 NESNLSSH2 TKp210BCR-ABL

p190BCR-ABL

P
活性型

不活性型

増殖シグナル

Bcr-Abl

基質

リン酸

チロシン

ATP イマチニブ

エフェクター

CML CML

×

N Engl J Med. 2002;346(9):683-693より抜粋・改変[18]
 

Figure 6 メシル酸イマチニブの作用点 

 

のチロシン残基のアデノシン三リン酸(ATP)結合ポケットへの ATPの結合を競合

的に阻害することにより、抗腫瘍効果を発揮する(Figure 6)。IM は BCR/ABL 融

合遺伝子以外にも、ABL、ARG、KIT、PDFGR、DDR1、NQO2 などの遺伝子産物も阻

害することが知られている。その他にも、現在までのところ、IM は T 細胞の増

殖抑制やエフェクター効果阻害など様々な免疫調節作用が指摘されている

[19-20]。 

また IM投与中の CML患者において、低ガンマグロブリン血症の併発をしばし
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ば認めるが、依然としてその機序は解明されていない。IM 投与による低ガンマ

グロブリン血症では、IM 投与前と比較して、投与後は IgG、IgA、IgM ともに低

下を来たすとの報告がある[21-22]が、当教室において、治療中の CML患者の免

疫グロブリン値をインターフェロン(IFN)α治療群と IM 投与群で比較したとこ

ろ、IgG、IgAに関しては有意に IM投与群の方が IFNα治療群よりも低かったが、

IgM に関しては、IM 投与群はむしろ高値であり[23]、IM により CSR が抑制され

ている可能性が考えられた。 

 今回、私は、マウスの脾臓 B細胞を用いて in vivo 及び in vitro において IM

が AIDの発現を抑制し、CSRを阻害することを見出し、その作用機序を解明すべ

く以下の検討を行なった。 
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3．目的 

これまでメシル酸イマチニブ(IM)の T 細胞や樹状細胞への作用については報

告があるが[19-20]、B 細胞への直接的な効果については詳細な検討はなされて

いない。IMによる低ガンマグロブリン血症など、IMの液性免疫への影響を B細

胞の面から検討すべく、マウスの脾臓 B細胞を用いて、今回の研究を開始した。 

 

3-1 in vitroでのマウス脾臓 B細胞を用いた IMによる CSR抑制作用の検討 

 マウスの脾臓 B 細胞を Lipopolysaccharides(LPS)と Interleukin(IL)-4 によ

る共刺激を加えながら培養すると IgG1 への CSR が促進される[1]。その際に IM

を加えることにより濃度依存性に CSRが阻害されることを見出した。CSRが起こ

る際に最低限必要とされる因子は AID と Germline transcript の発現であり、

AIDと IgG1の germline transcript mRNA の発現検索と、細胞増殖・アポトーシ

スの状態についても解析をし、CSR 阻害作用が AID抑制作用によるものであるか

検討した。 

 また CSRの解析に汎用されるマウスリンパ腫細胞株である CH12F3-2を用いて、

IL-4と TGF-β1、CD40L による共刺激を加えながら培養を行ない、IMによる IgA

への CSR阻害作用についても検討を行なった。 
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3-2 in vivoにおける IMによる CSR抑制作用の検討 

 マウスに羊赤血球(Sheep red blood cells:SRBC)の腹腔内投与による免疫刺

激を加えると、CSR が促進される[2]。その際に IMを投与することにより in vivo

においても CSR が阻害されるのか、検討した。またその際のマウス脾臓を採取

し、胚中心の形態と AIDの発現について、病理組織学的な検討を行なった。 

 

3-3 in vitro における、外因性に AID を強制発現させた際の IM の CSR 抑制作

用についての検討 

 レトロウィルスベクターを用いて、マウス脾臓 B 細胞に AID を強制発現させ

ることにより、IM により抑制された CSR が回復しうるのか、検討を行ない、そ

の際の細胞増殖やアポトーシスの状態についても検討を行なった。 

 

3-4 IMによる AID を介した CSR抑制作用の作用経路の検討 

in vitro の系を用いて、Aicda 遺伝子のプロモーター領域へ作用し、その発

現を調節しているいくつかの転写因子(PAX5、E2A、E2f7、E2f8)の発現量をリア

ルタイム PCR にて検討した。またマイクロアレイを用いて、網羅的な作用経路

の解析を行なった。 
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4．方法 

4-1 実験動物 

本研究には、日本 SLC(Hamamatsu、Japan)より購入した 8 週齢、メスの

C57BL/6NCrマウスを使用した。 

実験動物を用いた実験は、東京大学医科学研究所動物実験施設にて行ない、

東京大学医科学研究所動物実験実施規則に基づいて行なった。 

 

4-2 マウス脾臓 B 細胞の採取 

 C57BL/6NCr マウスの脾臓を摘出し、プランジャーを用いて脾臓細胞をホモジ

ェナイズしたのち、40μmのナイロン製 Cell Strainer(BD Falcon、New Jersey、

USA)を用いて不純物を取り除いた。マウス脾臓細胞は各実験に用いるまではセ

ルバンカープラス(十慈フィールド、Tokyo、Japan)に再懸濁し、-20℃に保存し

た。 

 

4-3 マウス脾臓 B 細胞の培養 

 6 ウェルプレート上に、1 ウェルあたり培地 2ml にマウス脾臓細胞を 1×106

細胞ずつ再懸濁(5×105細胞/ml)し、37℃、72時間の培養を行なった。培養の培

地は 10％ fetal bovine serum(FBS)含有 RPMI1640(Invitrogen、Carlsbad、CA、
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USA)コンプリートメディウムとし、Lipopolysaccharides(LPS)(SIGMA、Cat No 

L2630、 Missouri、 USA) 最終濃度 12.5μ g/ml とリコンビナントマウス

IL-4(PEPROTECH、Cat No 214-14、NJ、USA) 最終濃度 7.5ng/mlによるサイトカ

イン共刺激を行なった。更にメシル酸イマチニブ(IM)(LC Laboratories、Woburn、

MA、USA)を最終濃度が 0μM、1μM、2.5μM、5μM、7.5μM、10μM となるよう

に加えた。 

 IMの作用経路の推定のため、IMに替え、JAKや Flt3のインヒビターによる同

様の実験も行なった。JAKインヒビターとして Ruxolitinib(Selleck chemicals、

Houston、USA)を、Flt3 インヒビターとして CEP-701(Merck Millipore、Frankfurt、

Germany)を用いた。 

72 時間の培養後、細胞は全て回収し、フローサイトメトリー解析や RNA 抽出

に用いた。 

 

4-4 CH12F3-2細胞株培養 

 マウス B細胞リンパ腫由来細胞株である CH12F3-2細胞株は、京都大学大学院

医学研究科・免疫ゲノム医学・本庶佑教授より供与を受けた。24 ウェルプレー

ト上に、培地 1mlに CH12F3-2細胞を 1×104細胞ずつ再懸濁(1×104細胞/ml)し、

37 ℃ 、 72 時 間 の 培 養 を 行 な っ た 。 培 地 は RPMI1640+10% FBS+5% 
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NCTC-109(Invitrogen)+0.05mM 2-Mercaptoethanol+20mM HEPES(PAA 

Laboratories、Cat No S11-001、Pasching、Austria)とし、リコンビナントマ

ウス IL-4 最終濃度 7.5ng/ml、リコンビナントヒト Transforming Growth 

Factor(TGF)-β1(WAKO、Cat No 202-16541、Osaka、Japan) 最終濃度 0.3ng/ml、

40％ CD40 ligand(本庶教授より供与)によるサイトカイン共刺激を行なった。

更に IMを最終濃度が 0μM、5μM、10μM、20μMとなるように加えた。 

72時間の培養後、細胞は全て回収し、フローサイトメトリー解析に用いた。 

 

4-5 in vivoにおける免疫刺激下でのマウス脾臓細胞の検討 

 C57BL/6NCr マウス 6 匹に羊赤血球(Sheep red blood cells:SRBCs)(日本バイ

オテスト、Tokyo、Japan) 1×108細胞の腹腔内投与による免疫刺激を 14日間隔

で 2 回(第 1 日目と第 15 日目)行なった。そのうちの 3 匹に、IM 50mg/kg を 21

日間(第 1日目から第 21日目まで)腹腔内投与した。 

 第 22日目にマウスの脾臓を摘出し、病理組織学的解析とフローサイトメトリ

ー解析、RNA抽出に用いた。フローサイトメトリー解析では、前方散乱光(Forward 

scatter:FSC)と側方散乱光 (Side scatter:SSC)にて、単核球 (Mononuclear 

cell:MNC)分画にゲーティングし、更に IgG1 分画と IgM 分画に分け、解析を行

なった。 
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4-6 in vitroにおけるレトロウィルスによるマウス脾臓細胞への外来性 AIDの

導入 

 レトロウィルスベクターは、pMSCV-IRES/eGFP ベクターにマウス AIDを組み込

んだベクター：pMSCV-mAID-IRES/eGFP を用いた[24]。6 ウェルプレート上にヒ

ト胎児腎細胞株である 293T 細胞を培養し、FuGENE 6(Roche applied science、

Mannheim、Germany)を用いて、pCL-Ecoベクターとともに、pMSCV-mAID-IRES/eGFP

ベクターもしくは pMSCV-IRES/eGFP ベクターをリポフェクション法により 293T

細胞に形質移入した。マウス脾臓細胞への感染実験には第 3 日目のウィルス上

清を用いた。 

 マウス脾臓細胞を 6ウェルプレート上に、1ウェルあたり培地 2ml にマウス脾

臓細胞を 1×106細胞ずつ再懸濁(5×105細胞/ml)し、まず 37℃、24 時間の培養

を行なった。培養の培地は 10％ FBS 含有 RPMI コンプリートメディウムとし、

Lipopolysaccharides(LPS) 最終濃度 12.5μg/ml とリコンビナントマウス IL-4 

最終濃度 7.5ng/ml による共刺激を行なった。その後、上記の第 3日目のウィル

ス上清を用いて、形質導入を行なった。更に 37℃、48時間の培養を行ない、計

72 時間の培養後、細胞を全て回収し、フローサイトメトリー解析や RNA 抽出を

行なった。IM は、培養開始時より、最終濃度が 0μM、10μM となるように加え
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た。Ruxolitinib は、培養開始時より、最終濃度が 0nM、1nM、2.5nM、5nM、10nM、

25nM、50nM、100nM、250nM、500nM、1000nM となるように加えた。CEP-701は培

養開始時より、最終濃度が 0nM、1nM、3nM、10nM、30nM、100nM、300nM となる

ように加えた。 

 

4-7 フローサイトメトリー解析 

 回収した細胞は、以下の蛍光抗体で染色を行なった。FITC 標識抗体：抗マウ

ス IgG1抗体(clone RMG1-1;BioLegend、San Diego、CA、USA)、抗マウス IgA抗

体(Zymed、San Francisco、CA、USAもしくは Clone C10-3；BD Pharmingen、Franklin 

Lakes、NJ、USA)。PE標識抗体：抗マウス IgM 抗体(clone II/41、eBioscience、

San Diego、CA、USA)。APC標識抗体：抗マウスIgG1抗体(clone RMG1-1、BioLegend)。

染色後の細胞は、FACS Caliber flow cytometer(BD Bioscience、Franklin Lakes、

NJ、USA)にてフローサイトメトリー解析を行なった。得られたデータ解析は、

Cell Quest software(BD Biosciences)と FlowJo software(version 7.5;Tree 

Star Inc、Ashland、OR、USA)を使用した。 

 

4-8 免疫病理組織学的解析 

 羊赤血球(SRBCs)で免疫刺激し、IMを投与したマウス 3匹、投与しなかったマ
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ウス 3匹、コントロールマウス 2匹の脾臓組織を解析に用いた。 

 ヘマトキシリン・エオジン染色(Hematoxylin-eosin:HE 染色)には、ホルマリ

ン固定後、パラフィン包埋切片を作成し、使用した。AID免疫染色には凍結切片

を作製し、使用した。AID 免疫染色は、凍結切片を 100％ メタノールで固定し

た後、非特異的結合を防ぐ為、4％ 正常ヤギ血清でブロッキングを行なった。

一次抗体であるウサギ IgG AID抗体(H-80;Santa Cruz Biotechnology、Santa Cruz、

CA、USA)を室温で 30 分反応させた。0.3％H2O2にて内因性ペルオキシダーゼを抑

えた後、二次抗体であるペルオキシダーゼ標識ヤギ抗ウサギ IgG ポリクローナ

ル抗体(ヒストファイン シンプルステインマウス MAXPO(R);ニチレイ、Tokyo、

Japan）を室温で 30 分反応させた。フルオロフォア チラミド(PerkinElmer、

Waltham、MA、USA)にてシグナルを増強させた後、三次抗体であるウサギポリク

ローナル抗 FITC ホースラディッシュペルオキシダーゼ (Horseradish 

peroxidase:HRP)抗体(Dako、Glostrup、Denmark)を反応させた。その後、対比

染色として、ヘマトキシリン染色を行なった。 

 

4-9 細胞増殖、アポトーシス、細胞分裂状態の解析 

①BrdU取り込み分析(BrdU incorporation assay) 

 細胞増殖の解析として、DNA 合成の状態を検討するため、BrdU Flow Kits(BD 
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Pharmingen)を用いて、製造者の説明書に基づき、BrdU取り込み分析を行なった。

マウス脾臓細胞を、前述の LPSと IL-4による共刺激下で 37℃、24 時間培養後、

BrdU パルス処理と、レトロウィルスを用いた形質導入を行なった。更に 37℃、

48時間の培養を行なった後に、フローサイトメーターを用いて解析を行なった。 

②アネキシンⅤ分析(Annexin Ⅴ assay) 

 アポトーシス状態の解析には、Annexin Ⅴ-FITC apoptosis detection kit Ⅰ

(BD Pharmingen)を用いて、製造者の説明書に基づき、アネキシンⅤ分析を行な

った。マウス脾臓細胞は、前述のとおり LPS と IL-4による共刺激下で 37℃、72

時間の培養を行なった後、フローサイトメーターを用いて解析を行なった。 

③CFSE解析(CFSE assay) 

 細胞分裂の状態の解析には、Vybrant CFDA SE Cell Tracer Kit(Molecular 

Probes、Eugene、OR、USA)を用いて、CFSE(carboxy-fluorescein diacetate、

succinimidyl ester)解析を行なった。 10mM CFSE ストック溶液を 1×

phospate-buffered-saline(PBS)(-)で 2.5μMに調製し、反応溶液として用いた。

1×106細胞のマウス脾臓細胞を 1×PBS(-)で 3回洗浄した後、2.5μM CFSE溶液

で再懸濁し、室温で 8 分間標識した。同量の FBS を加えた後、同量の

RPMI1640+10％ FBS で 2回洗浄した。マウス脾臓細胞を 37℃で 15 分インキュベ

ーションした後に、もう一度 RPMI1640+10％ FBS で洗浄した。CFSE 標識したマ
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ウス脾臓細胞を前述のとおり LPS と IL-4 による共刺激下で 37℃、72 時間の培

養を行なった後、フローサイトメーターを用いて解析を行なった。 

 

4-10 リアルタイム PCR 

 In vitro 及び in vivo で刺激を行なったマウス脾臓細胞から、RNeasy Mini 

Kit(50)(Qiagen、Hilden、Germany)を用いて、製造者の説明書に基づき、RNA抽

出を行なった。0.5μg の RNA から SuperScriptⅢ First Strand Synthesis 

System(Invitrogen、Carlsbad、CA、USA)を用いて、製造者の説明書に基づき、

cDNA合成を行なった。 

 定量的リアルタイム PCRは、SYBR Green PCR Master Mix(Applied Biosystems、

Foster City、CA、USA)を用いて行なった。PCR 産物増幅中のサイバーグリーン

色素の蛍光は、ABI PRISM 7000 Sequence Detection System(Applied Biosystems)

を用いて可視化し測定した。 

 IgG1 germline transcript のリアルタイム PCR は後述の Primer Ig1 と

Cg1R(PCR産物のサイズ:429bp)のプライマーペアを用いて行なった。 

リアルタイム PCR の反応条件は、initial denaturation 95℃ 10 分の後、

denaturation 98℃ 15秒、extention 60℃ 1分を 40サイクル行なった。 

 それぞれの相対的 mRNA 発現量は内部コントロールとして glyceraldehyde 
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3-phosphate dehydrogenase[GAPDH]を用いて補正し、0μM IMを 1 とした相対値

で示した。 

 

Primers 

 GAPDH-F:5’-TGTGTCCGTCGTGGATCTGA-3’ 

 GAPDH-R:5’-CCTGCTTCACCACCTTCTTGAT-3’ 

 AID-F:5’-CGTGGTGAAGAGGAGAGATAGTG-3’ 

 AID-R:5’-CAGTCTGAGATGTAGCGTAGGAA-3’ 

 Ig1:5’-GGCCCTTCCAGATCTTTGAG-3’[2] 

 Cg1R:5’-GGATCCAGAGTTCCAGGTCACT-3’[2] 

 Pax5-F:5’-AGTCTCCAGTGCCGAATG-3’[6] 

 Pax5-R:5’-TCCGTGGTGGTGAAGATG-3’[6] 

 E2f7-F:5’-CCTCAAGTTCCACAGACC-3’[6] 

 E2f7-R:5’-CACTCAGAAGCAACATAGC-3’[6] 

 E2f8-F:5’-GAGTCGGAAGGAGAAGAGC-3’[6] 

 E2f8-R:5’-CCAGGCAGATGTCGTTATTC-3’[6] 

 E2A-F:5’-TTCCCTCCCTGACCTCTC-3’[6] 

 E2F-R:5’-GGCTACTGATGCGATTTCC-3’[6] 
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RAG1-F:5’-GAAGCTTCTGGCTCAGTCTACATCT-3’[25] 

RAG1-R:5’-ACCTCATAGCGCTGCAGGTT-3’[25] 

RAG2-F:5’-ACAGTCTTGCCAGGAGGAATCTC-3’[25] 

RAG2-R:5’-CAAGGCTGCAGACCATCCTT-3’[25]  

CD40-F:5’-GCTATGGGGCTGCTTGTTGA-3’[26] 

CD40-R:5’-ATGGGTGGCATTGGGTCTTC-3’[26] 

 ID2-F:5’-CCGCTGACCACCCTGAAC-3’[25] 

 ID2-R:5’-ATAAGCTCAGAAGGGAATTCAGATG-3’[25] 

 

4-11 DNA親和性沈降分析 

 IM(+あるいは-)による脾臓細胞の Eボックスに結合する E2A蛋白量の定量は、

ウェスタンブロットと、DNA親和性沈降分析を用いて行なった。蛋白の抽出には、

20mM Tris(pH7.5)と 400mM NaCl、1mM DTT、1mM EDTA、0.5% NP40、10% グリセ

ロール、コンプリートミニプロテアーゼインヒビターカクテルを含んだ溶解バ

ッ フ ァ ー を 用 い た 。 蛋 白 抽 出 液 は 、 4 コ ピ ー の 野 生 型

(TCGAAGAACACCTGCAGCAGCTct)あるいは変異型(TCGAAGAAttCCaaCAGCAGCTct)の高

親和性μ5 E2A結合サイトを含むビオチン化 DNAプローブを結合させたストレプ

トアビジンセファロースを用いて、DNA 親和性沈降を行なった[27]。250μg の
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脾臓細胞抽出液を DNA 親和性レジンと混和し、20mM Tris(pH7.5)、75mM NaCl、

1mM DTT、1mM EDTA、0.1% NP40、2.5% グリセロールを含んだ溶液中で 4℃、2

時間加温した。グリセロールを含まない同溶液で洗浄した後、Laemmli サンプル

バッファーで抽出した。抽出液は、SDSポリアクリルアミド勾配ゲルで分け、PVDF

膜にブロットし、精製抗ヒト E47抗体(Clone G127-32; 1:1000; BD Pharmingen)、

もしくはモノクローナルマウス抗βアクチン抗体(1:10000; Sigma-Aldrich)に

て検出した。一次抗体と 4℃で一晩反応させた後、二次抗体(ヤギ HRP 抱合抗マ

ウス IgG 抗体; 1:2500-5000; GE Healthcare、Little Chalfont、UK)と 4℃、1

時間反応させて、イムノブロットを行なった。 

 

4-12 マイクロアレイ 

 マウス脾臓細胞を前述のとおり LPS と IL-4 による共刺激下で 37℃、72 時間

培養後、0μM IMと 10μM IMの検体より、RNeasy Mini Kit(50)(Qiagen)を用い

て、RNA抽出を行なった。遺伝子発現マイクロアレイ分析は、東海大学伊勢原研

究推進部 教育・研究支援センター 分子科学部門に依頼し、one-color 

microarray-based gene-expression analysis(Agilent Technologies、 Santa 

Clara、CA、USA)を用いて、製造者の説明書に基づき、行なった。走査後の遺伝

子発現値は、GeneSpringGX ソフトフェアを用いて解析した。 
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4-13 統計処理 

 すべての統計処理は JMP8ソフトウェアを用いて T検定を行い、標準偏差を求

めた。 
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5．結果 

5-1 in vitroにおけるメシル酸イマチニブ(IM)によるマウス脾臓 B細胞のクラ

ススイッチ組換え(CSR)抑制作用についての解析 

 

5-1-1 マウス脾臓細胞における IMによる IgG1 CSR抑制作用の解析 

IM 1 μ M

12.5 %

FSC

S
S

C

IM 0 μ M

15.8

%
15.8 %

IM 2.5 μ M

9.8 %

IM 5 μ M

7.6 %

IM 10 μ M

2.9 %

IM 7.5 μ M

5.8 %

IgG1

Figure 7 12.5μg/ml LPS と 7.5ng/ml IL-4 による共刺激下で 37℃、72時間培

養時の各メシル酸イマチニブ濃度(0、1、2.5、5、7.5、10μM)におけるマウス

脾臓細胞の表面 IgG1 発現量 
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 マウス脾臓細胞に LPSと IL-4による共刺激を加え、37℃、72時間培養すると、

IgG1 への CSR が起こる[1]。この際に、IM を 0μM、1μM、2.5μM、5μM、7.5

μM、10μM となるように加え、培養を行なった。72 時間培養後のマウス脾臓 B

細胞を回収し、フローサイトメトリーを用いて、IgG1 陽性 B 細胞の割合を検索

した。0μM IMにおいて表面 IgG1 陽性 B細胞が約 16％であったのに対し、10μ

M IMでは約 3％と有意に低下を認め、濃度依存性に IgG1陽性細胞の低下を認め

た(Figure 7)。 
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Figure 8 リアルタイム PCR法による LPS と IL-4による共刺激培養時の各メシ

ル酸イマチニブ濃度(0、1、10μM)におけるマウス脾臓細胞の AID mRNA 発現量 
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Figure 9 リアルタイム PCR法による LPS と IL-4による共刺激培養時の各メ

シル酸イマチニブ濃度(0、1、10μM)におけるマウス脾臓細胞の IgG1 

germline transcript 発現量 

 

 IgG1へのクラススイッチ組換えには、IgG1 の Iプロモーターによって誘導さ

れる germline transcript と AID の両者が必要であり、上記培養条件における

AID と IgG1 germline transcript の mRNA 発現量の検討を行なった。AID mRNA

発現量は IM濃度依存性に有意な低下が認められた(Figure 8)が、IgG1 germline 

transcriptの発現レベルでは有意な低下は認められず、10μM IM ではむしろ上
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昇を認めた(Figure 9)。 

 

5-1-2 マウス脾臓細胞における JAKインヒビター、Flt3インヒビター投与時の

クラススイッチ組換えについての検討 

 IM に替え、JAK インヒビターとして Ruxolitinib を、Flt3 インヒビターとし

て CEP-701 を投与した際のクラススイッチ組換え作用の検討を行なった。

Ruxolitinibを投与した場合は、濃度依存性にクラススイッチ組換え作用が低下

傾向であったが、IM 投与時に認められたような狭い濃度の範囲内での劇的なク

ラススイッチ組換え抑制作用は認められなかった(Figure 10)。CEP-701 に関し

ては、10nM までは低下傾向が見られたが、その後は再上昇傾向にあり、やはり

IM 投与時のような劇的なクラススイッチ組換え抑制作用は認められなかった

(Figure 11)。 

 リアルタイム PCR 法による AID mRNA 発現量の解析では、Ruxolitinib 投与時

は 10nM までは濃度依存性に AID mRNA は低下傾向にあったが、それ以降は一定

の傾向は認められなかった(Figure 12)。CEP-701 投与時は、クラススイッチ組

換えはほとんど抑制されていなかったにもかかわらず、AID mRNA の発現は著明

に抑制されていた。しかし、3nM 以降は低値ながらも AID mRNA 発現量は濃度依

存性に再上昇傾向が認められた(Figure 13)。 
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Figure 10 12.5μg/ml LPS と 7.5ng/ml IL-4 による共刺激下で 37℃、72 時間

培養時の各 Ruxolitinib 濃度(0、1、2.5、5、10、25、50、100、250、500、1000nM)

におけるマウス脾臓細胞の表面 IgG1発現量 
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Figure 11 12.5μg/ml LPS と 7.5ng/ml IL-4 による共刺激下で 37℃、72 時間

培養時の各 CEP-701 濃度(0、1、3、10、30、100、300nM)におけるマウス脾臓細

胞の表面 IgG1発現量 
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Figure 12 リアルタイム PCR 法による LPS と IL-4 による共刺激培養時の各

Ruxlitinib濃度(0、1、5、10、50、100、500、1000nM)におけるマウス脾臓

細胞の AID mRNA 発現量 
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Figure 13 リアルタイム PCR 法による LPS と IL-4 による共刺激培養時の各

CEP-701濃度(0、3、10、30、100、300nM)におけるマウス脾臓細胞の AID mRNA

発現量 

 

5-1-3 CH12F3-2A細胞を用いた IMによる IgA CSR抑制作用の解析 

 IgG1 以外の免疫グロブリンサブクラスに関しては、マウス B 細胞性リンパ腫

由来細胞株であり、CSR の解析にしばしば用いられる CH12F3-2A 細胞を用いて、

IgA への CSR に関して検討を行なった。マウス脾臓細胞を用いた IgG1 CSR 阻害

作用と同様に、CH12F3-2A における IgA への CSR は、IM 濃度依存性に低下を認
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めた(Figure 14)。CFSE 解析により IM 投与により CH12F3-2A 細胞においても細

胞分裂の低下が認められた(Figure 14)。AID mRNA 発現量に関しては、IM 20μM

投与時には低下傾向を認めたが、10μM投与時にはむしろ上昇を認めており、IM

濃度依存性の有意な変動は認められなかった(Figure 15)。 

IgA

IM 0 μ M IM 10μ M IM 20 μ M

9.75%22.9% 25%

CFSE

IM 20 μ M

IM 10 μ M

IM   0 μ M

%
 o

f 
M

A
X

 

Figure 14 7.5ng/ml IL-4、0.3ng/ml TGF-β1、40% CD40Lによる共刺激培養時

の各メシル酸イマチニブ濃度(0、10、20μM)における CH12F3-2A 細胞株の表面

IgA発現量(上段)と、CFSE解析による細胞分裂の評価(下段) 
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Figure 15 リアルタイム PCR法による 7.5ng/ml IL-4、0.3ng/ml TGF-β1、40% 

CD40Lによる共刺激培養時の各メシル酸イマチニブ濃度(0、10、20μM)における

CH12F3-2A細胞株の AID mRNA発現量 

 

5-1-4 IMによる CSR 抑制時の細胞増殖・アポトーシス・細胞分裂状態の解析 

IM 投与による CSR 抑制時の細胞増殖の状態、アポトーシスの状態、細胞分裂の

状態を検索するため、それぞれ、BrdU 取り込み分析、アネキシンⅤ分析、CFSE

解析を行なった。BrdU 取り込み分析においては、10μM IM では、0μM IM と比

較して、BrdU取り込み率の低下がみられ、DNA合成の低下を認めた。また CFSE  
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Figure 16 LPSと IL-4による共刺激培養時の各メシル酸イマチニブ濃度におけ

るマウス脾臓細胞の BrdU取り込み分析(上段)、アネキシンⅤ分析(中段)、CFSE

解析(下段) 
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Figure 17 LPS と IL-4 による共刺激培養時の各 5-FU 濃度(0、0.1、1μM)にお

けるマウス脾臓細胞の CFSE 解析(上段)とリアルタイム PCR 法による AID mRNA

発現量 

 

解析では 10μM IMでは細胞分裂の低下を認めた。一方、アネキシンⅤ分析では、

0μM IM、10μM IM ともに有意な差は認められなかった(Figure 16)。 

 CSR抑制の原因として、細胞増殖、細胞分裂の抑制による影響も否定できない

ものの、1μM IMにおいて、CFSE解析では細胞分裂の低下は認めないが既に AID 

mRNA発現量の抑制を認めており、また IMにかえて、5－フルオロウラシル(5-FU)
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を投与したところ、細胞分裂が低下した状態でも AID mRNA発現レベルの低下は

認められなかった(Figure 17)。 

 

5-2 in vivoにおける IMによるマウス脾臓 B細胞の CSR抑制作用についての解

析 

 マウスに羊赤血球(SRBCs)腹腔内投与による免疫刺激を加えると CSRが促進さ

れるが[2]、IM 投与に伴い、その作用が抑制されるのか検討を行なった。14 日

間の間隔をあけ 2 度(第 1 日目と第 15 日目)、羊赤血球(SRBCs)腹腔内投与によ

る免疫刺激を行なった。これと並行して 50mg/kg IMの腹腔内投与を 21日間(第

1日目から第 21日目まで)行なった。 

 病理組織学標本の作製は、共同研究者により行なわれた。正常コントロール

のマウスに比べて、羊赤血球(SRBCs)による免疫刺激を加えたマウス(SRBCs(+)

マウス)の脾臓の濾胞は、胚中心は大きく明瞭となった。しかし、IMを同時投与

したマウス(SRBCs+IM(+)マウス)は、SRBCs(+)マウスと比較し、胚中心は小さく

不明瞭であった。AID の免疫染色についても、SRBCs(+)マウスでは胚中心の活性

化 B細胞に一致して AIDの発現増強を認めたのに対して、SRBCs+IM(+)マウスで

は、AIDの発現はごくわずかに認められる程度であった(Figure 18)。 

 これらのマウスの脾臓細胞を用いて、AID mRNA の測定を行なったところ、AID
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免疫染色の結果と同様に mRNAレベルでも AIDの発現低下を認めた(Figure 19   

 

 

Figure 18 マウス脾臓の免疫組織化学的解析：正常コントロール(a、d、g、j)、

SRBCs 免疫刺激マウス(b、e、h、k)、SRBCs 免疫刺激+メシル酸イマチニブ投与

マウス(c、f、i、l)。Hematoxylin-eosin(HE)染色(a～f)、AID免疫染色(g～l)。

弱 拡 大 (a ～ c 、 g ～ i) 、 強 拡 大 (d ～ f 、 j ～ l) 。
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Figure 19 SRBCs による免疫刺激を加えた際のマウス脾臓細胞におけるメシル

酸イマチニブ投与あり/なしそれぞれの mRNA 発現量(左パネル)、細胞表面 IgG1

発現量(右パネル) 

 

左パネル)。また、脾臓細胞の表面 IgG1 をフローサイトメトリーにて解析した

ところ、SRBCs免疫刺激に加えてメシル酸イマチニブを投与したマウスにおいて、

IgG1発現を低下認め、上記と矛盾しない結果が得られた(Figure 19 右パネル)。 

 

5-3 レトロウィルスを用いた外因性 AID 強制発現時の IgG1 CSR 抑制作用につ
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いての解析 

 

 IM 投与により AID の発現が抑制され、CSR が抑制されると考えられたため、

レトロウィルスを用いて外因性に AID を発現させた際に CSR 作用が回復するか

検討を行なった。 

 マウス脾臓細胞を LPS と IL-4 による共刺激にて 37℃、24 時間培養後、

pMSCV-murine AID-IRES/eGFP ベクターとコントロールベクターである

pMSCV-IRES/eGFPベクターを感染させ、更に 48時間の培養を行なった。eGFPの

発現による感染効率の検討では、感染効率 30～50％であった(Figure 20)。 

10μM IM の IgG1 陽性細胞率が 13.0％と低下していたのに対し、10μM IM に

加えて外因性に AIDを強制発現させた検体での IgG1陽性細胞率は 25.1％と回復 

 

 

Figure 20 eGFP発現量によるレトロウィルスによる形質導入効率の検討 
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Figure 21 LPSと IL-4による共刺激培養 24時間後に mAIDを形質導入し、外因

性に強制発現させた際の各メシル酸イマチニブ濃度(0、10μM)におけるマウス

脾臓細胞の表面 IgG1 発現量 
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Isolation of Spleen cells and 

culture in IL-4 and LPS 
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without imatinib mesylate 
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Figure 22 合計 4 回の外因性 AID 形質導入実験による AID(-)･IM 0μM を 1 と

した場合のマウス脾臓細胞表面 IgG1発現量回復率の平均値 

 

していた(Figure 21)。0μM IMの IgG1陽性細胞は 20.8％であり、AID強制発現

により 0μM IM と同等もしくはそれ以上の IgG1 への CSR を認めた。4 回の AID

レスキュー実験でも同様の傾向を認めた(Figure 22)。 

 

5-4 IMによる AID を介した CSR抑制作用の経路の解析 
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 AID 発現調節については、様々な調節因子があり、AID 遺伝子の 5’プロモー

ター領域への作用が報告されている[6]。プロモーター領域の中でも特にファー

ストイントロンに位置する Region2領域が、AIDのサイレンサーとして働いてい

る c-Myb や E2f、B 細胞特異的な活性化因子である Pax5 や E2A などの結合部位

を持っており、発現調節に特に重要な役割を果たしている(Figure 4)。 

 

5-4-1 定量的リアルタイム PCRによる Pax5、E2A、E2f7、E2f8発現量の解析 

 

 上記の LPS と IL-4 による共培養の系において、Aicda 遺伝子の Region2 領域

に作用する因子のうち、発現増強因子として Pax5、E2A を、発現抑制因子とし

て E2f7、E2f8 の mRNA の発現量を、また、Pax5、E2A の抑制因子として ID2 を、

B細胞活性化マーカーとして、RAG1、RAG2、CD40の発現量を、各 IM 濃度(0μM、

1μM、10μM)において、リアルタイム PCR 法により測定し、比較を行なった。 

 抑制因子である E2f7、E2f8も含め、今回測定した 4因子ともに、IM濃度依存

性に mRNA発現量の低下を認めた(Figure 23)。中でも特に E2Aに関しては、0μ

M IM投与時と比較して、10μM IM投与時は約 500分の 1と著明な低下を認めた。 
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Figure 23 リアルタイム PCR 法を用いた LPS と IL-4 による共刺激培養時の各

メシル酸イマチニブ濃度(0、1、10μM)におけるマウス脾臓細胞の 4 転写因子

(Pax5、E2A、E2f7、E2f8)発現量 
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一方、ID2はイマチニブ投与により有意差は認められなかったが、上昇傾向を認

めた。また B細胞の活性化マーカーである RAG1、RAG2、CD40に関しても、いず

れもイマチニブ投与による有意な変動は認められなかったが、RAG2、CD40 に関

しては、イマチニブ濃度依存性にむしろ上昇傾向であった。 

 

5-4-2 E2Aの蛋白発現と Eボックスへの DNA 結合活性の解析 

 以下のウェスタンブロットと DNA 親和性沈降解析は、共同研究者により行な

われた。 

 E2A遺伝子は E12 と E47の 2つの転写因子をコードしており[28]、上記培養系 

 

Figure 24 メシル酸イマチニブ(+/-)による E47 蛋白のウェスタンブロット解

析(左パネル)と、野生型(wild type:WT)プローブを用いた際のメシル酸イマチ

ニブ(+/-)による Eボックスへの E47蛋白結合と変異型(mutant:Mut)プローブを

用いた際の E47蛋白結合の DNA親和性沈降解析(右パネル) 

E47 

 actin 

-  + 

Probe Input 

- + - 

WT Mut 

IM 
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における E47 蛋白の発現量をウェスタンブロット法にて検討した。リアルタイ

ム PCR 法の結果と同様に、IM 投与時には E47 蛋白の発現はほとんど検出できな

いレベルまで低下を認めた(Figure 24：左パネル)。また、E ボックスへの E47

蛋白の結合活性を DNA 親和性沈降分析にて検討した。IM 投与時には E ボックス

への結合は著明な低下が認められた(Figure 24：右パネル)。 

 

5-4-3 マイクロアレイを用いた IMによる AID抑制経路の網羅的解析 

 IMの標的分子の検討は詳細になされており、ABL、ARG、BCR-ABL、Kit、PDGFR、

DDR1、NQO2 などの遺伝子産物がある[29]。これらの系と、E2A を含む今回検索

した転写因子の間には、既知の経路は存在せず、マイクロアレイを用いた網羅

的遺伝子発現解析を行なった。マイクロアレイ解析は東海大学伊勢原研究推進

部 教育・研究支援センター 分子科学部門に依頼して行なった。 

 上記の LPSと IL-4で 72時間共刺激を行なったマウス脾臓細胞を用いて、0μ

M IM と 10μM IM 投与時の比較を行なった。39429 因子の検討を行ない、27567

因子が抽出され、T 検定を用いた統計学的解析を行なった。1189 因子がアップ

レギュレートされた因子として、257因子がダウンレギュレートされた因子とし

て抽出された(Table 2：各上位 10 位までの因子)。GFSE 解析を行なったが、IM

による抑制経路として特異的な遺伝子群は認められなかった。また、IM の標的
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分子のうち、成熟 B 細胞に発現している ABL1 と NQO2 に関連した遺伝子群の発

現解析を行なった。標的遺伝子として、ABL1 関連遺伝子・49遺伝子、NQO2関連

遺伝子・8 遺伝子の検索を行なったが、RNA レベルでは IM による抑制により発

現を認めなかった(Figure 25)。 

GeneSymbol FCAbsolute

Arg1 59.624718

Cyp1a1 45.53998

Chi3l3 43.33048

AF251705 26.500282

Ccl7 25.985235

Ccl1 25.936378

A_55_P2465382 25.46848

Gpnmb 24.797152

Irs1 22.89544

Cyp1b1 21.795193

GeneSymbol FCAbsolute

Bace2 17.173008

Enpp6 16.134525

Igh-VJ558 10.928697

AI314604 10.328111

Gm626 10.149119

Enpp6 9.464887

Degs2 8.455836

Vmn1r186 7.7432284

Dkk3 7.343839

Gm11295 7.2910595

Top10 of up-regulation probes Top10 of down-regulation probes

 

Table 2 マイクロアレイ解析を用いた、マウス脾臓細胞を LPS と IL-4 による

共刺激培養時のメシル酸イマチニブ 0μMと 10μM投与時を比較したアップレギ

ュレート、ダウンレギュレートそれぞれ上位 10因子 
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Figure 25 マイクロアレイによる ABL1 関連遺伝子・49 遺伝子(右パネル)と、

NQO2関連遺伝子・8 遺伝子(中パネル)の解析 
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6．考察 

6-1  in vitroにおける IMによるマウス脾臓細胞の CSR抑制作用について 

 マウス脾臓細胞を LPS と IL-4 で 37℃、72 時間共刺激培養を行ない、細胞表

面 IgG1の発現量の検索をした。IM濃度依存性に低下を認め(Figure 7)、IgMか

ら IgG1への CSRが抑制されていると考えられた。IgG1への CSRには、IgG1の I

プロモーターによって誘導される germline transcript と AID の両者が必要で

ある。両者の mRNA 発現量をリアルタイム PCR 法によって検索した結果、AID は

IM 濃度依存性に低下を認めたのに対し(Figure 8)、IgG1 germline transcript

は低下を認めなかった(Figure 9)。IMにより AIDの発現が抑制され、その結果、

IgG1 へのクラススイッチ組換えが抑制されたことにより、何らかのネガティブ

フィードバック機構が働き、IgG1 germline transcript が上昇に転じたものと

考えられた。以上より、IM による CSR 抑制作用は、AID の発現を抑制すること

によると考えられた。 

その作用経路を検討するため、JAK2インヒビターと、Flt3インヒビターを用

いた検討を行なった。JAK2インヒビター、Flt3インヒビターともにまだ単一の

キナーゼ阻害作用を有する薬剤は開発されておらず、JAK2 阻害剤として臨床開

発が進んでいる Ruxolitinib と CEP-701の 2剤を解析に用いた。Ruxolitinib は

汎 JAKインヒビターであるが、JAK1、JAK2、JAK3の IC50はそれぞれ 2.7nM、4.5nM、
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322nMであり、臨床投与量においては、ほぼJAK1/2の阻害剤である。一方、CEP-701

は JAK2、JAK3以外にも Flt3、TrkA、Flk1、KDR、VEGFR2などのキナーゼ阻害作

用を有する。それぞれの IC50 は JAK2/3 0.9nM、Flt3 3nM、TrkA 3.4nM、

Flk1/KDR/VEGFR2 65nM である。この 2 剤を用いたクラススイッチ組換えの状態

と AID mRNA 発現量に関しては、相関性ははっきりせず、この解析からは IM の

クラススイッチ組換え抑制作用がどの経路を介したものであるのかは特定でき

なかった。 

他の免疫グロブリンサブクラスに関しては、CSR の解析によく用いられるマウ

スリンパ腫細胞株である CH12F3-2A 細胞を用いた IgA への CSR 作用の検討を行

なった。マウス脾臓細胞における IgG1 への CSR 抑制作用と同様に、CH12F3-2A

細胞株において、IM 濃度依存性に、IgAへの CSR抑制作用が認められた(Figure 

14)。CFSE 解析による細胞分裂の状態の評価では、高容量の IM を用いたため、

CH12F3-2A細胞株においても、IM 10μM、20μMともに細胞分裂の低下を認めた。

リアルタイム PCR法を用いた AID mRNA発現量の検討では、IM 20μM投与時には

低下傾向を認めるものの、IM 10μM 投与時にはむしろ上昇傾向を認めており、

マウス脾臓細胞を用いた時のような IM 濃度依存性の低下は認められなかった

(Figure 15)。CH12F3-2A 細胞は腫瘍化した細胞株であるため、プライマリーの

マウス脾臓細胞とは異なる結果が得られたものと考えられる。 
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 IM により AID の抑制を介して CSR が抑制されることが示されたが、AID の発

現は細胞分裂の影響を受けるとの報告もあり[30]、今回の作用が IM自体による

作用であるのか、それとも IMの細胞毒性により間接的に AIDの発現が抑制され

CSRが抑制されるのか、検討を行なった。 

 BrdU取り込み分析の結果より、10μM IM の DNA合成は低下を認め(Figure 16

上段)、CFSE 解析の結果より細胞分裂も低下を認めた(Figure 16 下段)。アネキ

シンⅤ分析の結果からは、アポトーシスへは影響は認められなかった(Figure 16 

中段)。以上より、10μM IMでは、アポトーシスへの影響はないものの、DNA合

成、細胞分裂には影響があり、細胞分裂の抑制により AID の発現が抑制され、

CSRに影響を与えている可能性も否定はできなかった。 

しかし、1μM IM では、CFSE 解析の結果から細胞分裂の影響は認められてお

らず(Figure 16 下段)、その時点での AID mRNA は既に低下が認められた(Figure 

8)。また、IMにかえて、5-FUを投与したところ、細胞分裂の低下がみられた時

点においても、AID mRNA 発現量の低下は認められず(Figure 17)、細胞分裂は

AIDの発現には必ずしも必要な要素ではないと考えられた。 

以上より、今回の作用は、細胞分裂による影響ではなく、IM 自体による AID

抑制作用と考えられた。 
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6-2 in vivoにおける IMによるマウス脾臓細胞の CSR作用について 

 次に in vivoにおいても IMによる CSR抑制作用が認められるのか、検討を行

なった。 

 マウスに羊赤血球(SRBCs)の腹腔内投与による免疫刺激を加えると、CSR が促

進される[2]。その際に IM の投与を併せて行ない、マウスの脾臓を解析した。

病理組織学的解析(Figure 18)では、正常コントロールと比較して、SRBCs によ

る免疫刺激を行なったマウス(SRBCs(+)マウス)は胚中心が明瞭となっており、

充分な免疫刺激が加わったと考えられるが、IM の投与を併せて行ったマウス

(SRBCs+IM(+)マウス)においては、正常コントロール及び SRBCs(+)マウスよりも

胚中心は小さく不明瞭となっている。AID の免疫染色では、SRBCs(+)マウスは胚

中心の活性化 B細胞と一致して AIDが陽性となっており、SRBCsによる免疫刺激

により胚中心の活性化 B 細胞における AID の発現が亢進したと考えられた。一

方、SRBCs+IM(+)マウスにおいては、胚中心における AIDの発現はごくわずかで

あった。リアルタイム PCR 法による AID mRNA 発現量の解析でも、SRBCs+IM(+)

マウスは低下を認め(Figure 19 左パネル)、またフローサイトメトリーによる

脾臓細胞表面 IgG1発現量でも SRBCs+IM(+)マウスは低下を認めた(Figure 19 右

パネル)。以上より、in vivoにおいても IM 投与により AID発現が抑制され、CSR

が抑制されていると考えられた。 
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AID ノックアウトマウスを用いた脾臓の組織学的解析の報告では、

IgM+PNA(peanut agglutinin)+活性化 B細胞の増加により濾胞は拡大し、胚中心

も明瞭となるとされているが[2]、SRBCs+IM(+)マウスの胚中心の形態は、AIDノ

ックアウトマウスとは異なるものであった。その理由として、今回用いた in 

vitro の培養系においては 72 時間の培養刺激中にほぼ成熟 B 細胞のみとなるの

に対し、in vivo の実験系におていは T 細胞や樹状細胞も存在しており、IM は

それらの血球細胞にも影響を与えてしまうことや[19-20]、IMを用いた今回の実

験系では、AIDノックアウトマウスほどに AIDを抑制できていないことが原因で

ある可能性が考えられた。 

 

6-3 レトロウィルスを用いた外因性 AID 強制発現時の IgG1 CSR 抑制作用につ

いて 

 次にレトロウィルスを用いて外因性に AID を発現させた時に、IM により抑制

されていた CSRが回復するのか検討を行なった。 

 LPS+IL-4による共刺激を 24時間行なった後に、レトロウィルスベクターを用

いて、AID の形質導入を行なった。AIDを含まないコントロールベクターである

pMSCV-IRES/eGFPベクターを導入した検体では、10μM IMの投与により IgG1発

現量の低下を認めたが、pMSCV-murin AID-IRES/eGFP ベクターにより外因性に
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AID を強制発現すると、10μM IM でも IgG1 発現量は 0μM と同等もしくはそれ

以上にまで回復を認めた(Figure 21 上段)。その際の BrdU取り込み分析により、

BrdU取り込み率はIM投与により変わらず抑制されたままであるにもかかわらず、

AID の発現回復により CSR の回復が認められていることがわかった(Figure 21 

下段)。 

以上より、この実験からも IMによる CSR 抑制作用は、IMの細胞毒性により細

胞分裂の低下をきたしたものではなく、IM 自体による AID の抑制作用によるも

のであると裏付けられた。 

 

6-4 IMによる AID を介した CSR抑制作用の経路について 

 AIDの発現を調節しているプロモーター領域は 4つ存在しているが、それらの

プロモーターの中でも特にファーストイントロンに存在するRegion2領域がAID

の発現に重要な役割を果たしている[6](Figure 4)。今回、AID プロモーター2

領域に作用する転写因子として、Pax5、E2A、E2f7、E2f8の発現量をリアルタイ

ム PCR 法にて測定した。4 因子ともに IM 投与により発現量低下を認めた。特に

E2A に関して、10μM IM では 0μM IM の約 500 分の 1 と著明な低下を認め、IM

による AID 抑制作用に重要な役割を果たしていると考えられた(Figure 23）。

BCR-ABL 陽性細胞株を用いた IM によるマイクロアレイ解析の報告では ID2 の発
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現量に有意な差が認められたとの報告があるが[12]、今回の検討では、有意差

は得られず、IM 投与により上昇を認めるものの、濃度依存性は認められなかっ

た。また、IM の細胞毒性による影響を検討するため、B 細胞活性化マーカーと

して、RAG1、RAG2、CD40の発現量を検討したが、いずれも IM投与による有意な

変動は認められず、RAG2、CD40に関しては IM投与によりむしろ上昇傾向を認め

ており、この結果からも IMによる CSR抑制作用は、IMによる細胞毒性を介した

間接的なものではないと考えられた。 

 mRNA の発現量では E2A の著明な低下を認めたため、次にウェスタンブロット

法にて蛋白発現量の検討を行なった。E2A遺伝子は E12と E47の 2 つの転写因子

をコードしており、実験系の確立している E47 の発現量を解析した[28]。リア

ルタイム PCR 法の結果と同様に、10μM IM では E47 蛋白の発現はほとんど検出

できないレベルまで低下を認めた(Figure 24 左パネル)。また、実際に E47 蛋

白の E ボックスへの結合活性が低下しているか DNA 親和性沈降分析にて検討し

た。IM 投与時には、変異型プローブを用いて E ボックスに結合できないように

した場合とほぼ同程度まで結合低下を認めた(Figure 24 右パネル)。 

 以上より、IM投与により E2Aの発現は mRNA レベルのみでなく、蛋白量、Eボ

ックスの DNAへの結合量も低下を来たし、AIDの発現を抑制していると考えられ

た。 
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 次にマイクロアレイを用いた網羅的な遺伝子発現解析を行ない、更なる抑制

経路の解析を進めた。0μM IM と 10μM IM 投与時の遺伝子発現量の差を統計学

的に解析した結果、有意差を認めた因子として、1189 因子がアップレギュレー

トされた因子、257 因子がダウンレギュレートされた因子として検出された。

GFSE解析を行なったが、IMによる抑制経路として特異的な遺伝子群は認められ

ず、作用経路は解明出来なかった。 

 IM はキナーゼインヒビターであるが、このマイクロアレイの結果からはダウ

ンレギュレートされた因子よりもアップレギュレートされた因子の方が多く検

出されている。今回の解析は、IM 投与 72 時間後に行なっているが、IM による

標的分子の阻害作用は数時間後には起こっており、72 時間後にはこれらのキナ

ーゼ阻害の結果、ネガティブフィードバック機構が働き、多くの因子がアップ

レギュレーションに転じてしまい、結果が複雑なものとなってしまった可能性

がある。 

IM の標的分子には、ABL、ARG、BCR-ABL、KIT、PDGFR、DDR1、NQO2 の遺伝子

産物があるが[29]、現在までのところ、これらの分子と E2A の間には既知の経

路は存在しない。今回の培養系においては、72 時間の培養により B 細胞はほぼ

成熟 B 細胞となっており、成熟 B 細胞には PDGFR や c-Kit の発現は認められて

おらず[31-32]、これらのキナーゼを介した作用とは考えにくい。 
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一方、ABL は B 細胞を含めたほぼすべての組織の細胞で発現しており、c-Abl

ノックアウト(KO)マウスの解析から、B細胞の分化に重要な役割を果たしている

ことがわかっている[33-36]。c-Abl KOマウスでは、胎生期には特に形態的異常

は認められないが、生後 2～3週のうちに発育不良で死亡してしまう。これらの

マウスでは、胸腺と脾臓の著明な萎縮を認め、T細胞、Bリンパ球ともに著明な

減少を認める。B細胞に関する検討では、プロ B細胞とプレ B細胞は著明に減少

し、プレ B 細胞は増殖が抑制されており、アポトーシスの亢進を認める。また

V-(D)-J遺伝子再構成の欠損が認められる。このように ABLは B細胞の初期分化

に非常に重要な役割を果たしている。 

今回の実験系では、マウス脾臓細胞を用いており、B細胞はほとんどが成熟 B

細胞と考えられる。c-Ablの成熟 B細胞における役割については、不明な点も多

いが、AIDの発現を調整する直接的な経路は現在のところ知られてはいない。し

かし、c-Ablは、様々因子と連動してB細胞の分化に重要な役割を果たしており、

c-Ablから様々な経路を介して、AIDの発現に影響している可能性が考えられる

が、今回の AID を介した CSR 抑制作用は、多くのキナーゼ抑制を介した非特異

的な経路により、誘導された off-target effect の可能性も考えられる。 

IMにAID抑制作用が存在することは臨床上も非常に有用である可能性がある。

前述のとおり、AID の持つ変異原性は免疫グロブリン遺伝子内に留まらず、その
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過剰発現により染色体転座や異常な体細胞変異を起こし、腫瘍形成への関与が

指摘されている。現在、IMが治療薬として用いられている Ph+ALL や CML急性転

化においても、AID の過剰発現が認められ、点突然変異の導入による薬剤耐性獲

得へ関与しているとの報告もある[12-13,37-38]。IM投与中にも関わらず、点突

然変異を獲得してしまう機序としては、加療前より元々存在していた IM耐性変

異クローンが、IM投与により IM 感受性の主要クローンが抑制されることにより

優位性を獲得し、増殖してくる可能性と、IM の持つ AID 抑制作用が点突然変異

の出現を完全に押さえられるほどは強くない可能性などが考えられる。しかし、

IM による治療は、他の治療と比較して点突然変異獲得による薬剤耐性の出現を

抑制している可能性もある。現在、IM 以外に、第 2 世代 TKI としてニロチニブ

やダサチニブが臨床応用されており、その他にも TKI の開発が盛んに行なわれ

ている。IM 以外の TKI に AID 抑制作用があるかどうかは今後の検討課題である

が、IM以外の TKIは、IMと比較して BCR-ABLの阻害作用は強力となっているが、

ダサチニブは、その他のチロシンキナーゼ活性の多くも阻害作用を有するマル

チキナーゼ阻害剤であり、その作用はより複雑化してしまう。その意味でも、

比較的限られたキナーゼ阻害作用を有する IM の作用機序を解明し、AID 抑制経

路の解明から AID阻害剤の開発へとつなげることは有用なことであると考える。

ニロチニブに関しては、IM とほぼ標的が重なっているが、よりチロシンキナー
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ゼ活性を強力に阻害する。今回、ニロチニブに関する検討は行なっていないが、

IMの CSR抑制作用が c-Ablを介したものであれば、ニロチニブは IMよりも強力

な AID抑制作用を有する可能性がある。 
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7．結論および今後の展望 

 AID の過剰発現は悪性疾患や自己免疫性疾患など多くの疾患に関与している

[39-40]。また AID は IgM から IgE へのクラススイッチ組換えにも重要であり、

AIDの過剰発現はアレルギー性疾患の発症にも関与している可能性がある。メシ

ル酸イマチニブは、10数年来、臨床現場において比較的安全に使用されており、

今回の結果を元にすると、AIDの関連した様々な疾患に有用である可能性がある。

実際に、慢性骨髄性白血病(CML)に合併した慢性関節リウマチや気管支喘息がメ

シル酸イマチニブの投与により劇的に改善したという報告もいくつか見られる

[41-42]。 

 AID 阻害剤は、現在のところ、国内外の製薬企業も開発には成功しておらず、

開発に成功すれば上記のような様々な疾患に恩恵がもたらされる可能性がある。

IM では、AID の完全阻害とまでは行かないが、抑制薬として有用である可能性

がある。また今回の検討では、IM の AID 抑制作用の詳細な機序はまだブラック

ボックスの中であるが、機序の解明により AID 阻害剤の開発につながる可能性

がある。 
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