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研究成果の概要（和文）：APOBEC3多型によるウイルス中和抗体産生制御機構を解明するため、遺伝子改変マウスで解
析した。APOBEC3高発現下でのCD8陽性T細胞欠損は感染病態に影響しなかったが、CD4陽性T細胞欠損ではウイルス排除
が起こらなかった。また、マウスレトロウイルスは成体胸腺に持続感染し、ウイルス特異的T細胞分化を抑制した。体
細胞高頻度突然変異とクラススイッチ組換えが起こらないAID欠損マウスでも、ウイルス中和抗体は産生され、感作CD4
陽性T細胞存在下でIgM抗体が防御効果を示した。
　APOBEC3はウイルス複製制御を通じてCD4陽性T細胞応答に影響し、中和抗体産生を制御していると考えられた。

研究成果の概要（英文）：APOBEC3 is a DNA mutator that restricts retrovirus replication, and its allelic 
differences have been associated with kinetics of the production of virus-neutralizing antibodies. We 
wished to elucidate how APOBEC3 affects antibody production.
CD8+ T cells were dispensable while CD4+ T cells were crucial for the elimination of virus-infected 
erythroid cells. In the absence of B-lymphocytes, infected erythroid cells were eliminated but retrovirus 
replication persisted in myeloid cells. Friend retrovirus also infected the thymus, and thymic expression 
of the viral antigens lead to negative selection of virus-specif T cells. Further, mice lacking 
activation-induced cytidine deaminase nevertheless produced neutralizing antibodies, and non-mutated IgM 
conferred resistance to infection in the presence of virus antigen-primed CD4+ T cells. Thus, APOBEC3 
seems to interfere with virus-induced derangement of CD4+ T-cell functions that are crucial for the 
production of neutralizing antibodies.

研究分野：ウイルス学

キーワード： レトロウイルス　中和抗体　APOBEC3　体細胞高頻度突然変異　Tリンパ球　胸腺
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 レトロウイルスは、その複製過程でゲノム RNA
の逆転写産物が感染細胞核内に移行し、プロウ
イルスとして染色体DNAに組込まれる。組込み
によって生じた細胞ゲノムの変化は娘細胞にそ
のまま伝えられるから、レトロウイルスの存在は動
物個体のゲノム同一性維持に対する最大の脅
威である。強力な生物学的変異原であるレトロウ
イルスの染色体組込みを阻止するため、哺乳類
は進化の過程で複数の細胞内複製制限因子を
獲得してきた。一本鎖DNAを標的とするシチジ
ン デ ア ミ ナ ー ゼ 、 Apolipoprotein B 
mRNA-editing enzyme catalytic 
polypeptide-like 3 （APOBEC3）は、そのよう
な細胞内抗ウイルス因子の一つである。 
 我々（Takeda E, et al. J. Virol. 82:10998, 
2008）とWarner Greene ら（Santiago ML, et 
al. Science 321:1343, 2008 ） は 、 マ ウ ス
APOBEC3 が同種由来レトロウイルスに対する
生理的抵抗因子であり、自然抵抗性の異なる系
統間に機能的遺伝子多型があることを互いに独
立に発見し、ほぼ同時に発表した。この発見は、
マウスレトロウイルス感染時に初期のウイルス血
症持続期間とウイルス中和抗体産生を制御する、
MHC と は 無 関 係 な 宿 主 遺伝子 Rfv3
（Chesebro B, M Miyazawa, WJ Britt. Annu. 
Rev. Immunol. 8:477, 1990）の分子同定を目
指す過程で行われたもので、細胞内複製制限
因子の多型がウイルス中和抗体産生制御因子
の実体であるとして、大きな話題となった
（ International AIDS Vaccine Initiative. 
IAVI Report 12:5, 2008）。 
 APOBEC3 遺伝子の多型がレトロウイルス感
染時の中和抗体産生を制御する Rfv3 遺伝子
座のマッピングから見出されたにも関わらず、細
胞内で機能する APOBEC3 分子の多型がウイ
ルス中和抗体再生を制御する機構は謎のまま
であった。Greene らは、免疫グロブリン遺伝子
の体細胞高頻度突然変異とクラススイッチに関
与 す る activation-induced cytidine 
deaminase (AID) 分子と APOBEC3 とに構
造・機能上の相同性があることから、APOBEC3
多型が B リンパ球の抗原結合部位多様性形成
に関わるとの仮説を発表したが（Santiago ML, 
et al. Science 321:1343, 2008）、実際には
APOBEC3欠損マウスでも抗レトロウイルス抗体
以外の抗体は正常に産生され、クラススイッチも
起こる（Tsuji-Kawahara S. et al. J. Virol. 
84:6082, 2010）。一方、APOBEC3欠損マウス
では B リンパ球そのものにレトロウイルス感染が
起こり、多クローン性の活性化と二次リンパ組織
における B リンパ球成熟の異常が生じるが
（Tsuji-Kawahara S. et al. J. Virol. 84:6082, 
2010）、我々が先んじて指摘したこれらの事実
を、Greene らも追認する形となっていた
（Santiago ML, et al. J. Immunol. 185:1114, 
2010）。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、以上の背景に立脚して、未解明

の重要な疑問である「細胞内のウイルス複製阻
害因子であるAPOBEC3が、どのようにしてウイ
ルス中和抗体産生を制御しうるのか」に焦点を
絞った。その際、我々のグループを中心とする
研究開始時点までの成果から、i) APOBEC3
遺伝子多型の影響を受けるのはレトロウイルス
中和抗体の産生のみであり、ウイルスと無関係
な抗原に対する抗体産生は影響を受けない、即
ち、全般的な抗体産生の低下が起こる訳ではな
いこと、ii) APOBEC3機能欠損下ではマウスレ
トロウイルスがBリンパ球に感染し、多クローン性
活性化を起こすこと、iii) APOBEC3 機能欠損
下でのレトロウイルス感染で見られる B リンパ球
機能異常の表現型は、BAFF 受容体機能欠損
に お け る そ れ と 区 別 し が た い こ と
（Tsuji-Kawahara S. et al. J. Virol. 84:6082, 
2010）を念頭に置き、３年間で APOBEC3多型
が免疫系のどのような機能に影響を与えるかを
明らかにすることを目標とした。 
 
３．研究の方法 
 １）APOBEC3 高発現マウスにおける免疫系
細胞サブセット除去の効果の解析： レトロウイ
ルス感染抵抗性と相関する N-末端側アミノ酸置
換を持った第５エキソン欠損型 APOBEC3 を高
発現する C57BL/6 (B6)マウスの背景で、CD4
陽性またはCD8陽性 T リンパ球、或いはB リン
パ球を欠損する遺伝子改変または変異マウスを
育成し、これらに急性病原性のフレンド白血病レ
トロウイルス複合体（FV）を接種して、ウイルス複
製と白血病発症の経過を解析した。 
 感染標的細胞でのウイルス複製を、細胞表面
マーカーとウイルス抗原タンパク質の同時染色
により蛍光セルソーターで解析し、染色体に組
込まれたプロウイルスを PCR 法で定量すると共
に、組込み部位の多型を inverse PCR法で解
析し、周辺宿主 DNA の塩基配列を決定して標
的遺伝子を同定した。また、脾臓中のウイルス産
生細胞数と血漿中のウイルス感染価の経時変
化を infectious enter assaysで定量し、ウイル
ス中和抗体価はMus dunni細胞上での感染フ
ォーカス減少により定量した。更に、経時的にヘ
マトクリット値の変化を解析し、著しい脾腫が生じ
た個体や全身状態の悪化した個体については、
麻酔後に屠殺して骨髄と脾臓を採取、蛍光セル
ソーター解析を行うと共に、スタンプ標本とホル
マリン固定組織標本を作製し、細胞学的に解析
した。 
 ２）レトロウイルス感染がTリンパ球レパトアに与
える影響の解析： APOBEC3 を高発現するが、
感染赤芽球の増殖を抑制することの出来ない
Fv2r/s マウスを用い、レトロウイルスが胸腺に持
続感染するか否か、またその場合にウイルス抗
原特異的 T リンパ球の分化に影響を与えるか否
かを解析した。胸腺におけるレトロウイルス感染
の経過は、Mus dunni 細胞を標的とする
infectious center assays、プロウイルス組込の
qPCR 法による定量、及びウイルス抗原特異的
モノクローナル抗体を用いた免疫組織化学法に
よって解析した。また、ウイルス抗原特異的 T リ



ンパ球の分化は、MHC分子テトラマーを用いた
セルソーター解析と、ウイルス誘発腫瘍細胞を
用いた試験管内刺激後の細胞内サイトカイン産
生の検出によりこれを行い、インフルエンザウイ
ルス抗原を対照として用いた。また、レトロウイル
ス感染胸腺細胞による T リンパ球抗原受容体
（TCR）選択の過程を試験管内で再現するため、
胸腺器官培養を行った。さらに、胸腺におけるレ
トロウイルス感染が TCR の負の選択に繋がるこ
とを直接示すため、卵白アルブミン（OVA）エピト
ープを挿入したフレンドレトロウイルスを作製し、
OVA特異的TCR遺伝子導入マウス由来 T リン
パ球の分化過程を蛍光セルソータを用いて観察
した。 
 ３）B リンパ球抗原受容体可変部の体細胞高
頻度突然変異とウイルス中和抗体産生の解析： 
レトロウイルス感染時のウイルス中和抗体産生に
B リンパ球抗原受容体可変部の体細胞高頻度
突然変異（somatic hypermutation: SHM）が
必要であるか否かを直接検証するため、SHMと
クラススイッチ組換えに必須であるAIDを欠損し
たマウスを用いた。APOBEC3を高発現し、フレ
ンドレトロウイルス感染時の赤芽球増殖誘導が
起こらない B6 マウスから、交配により AID をホ
モ欠損させ、FV を感染させて、ヘマトクリットの
上昇と脾腫の発症、及び白血病死を経時的に
観察した。また、定期的に採血して Mus dunni
細胞での感染フォーカス形成抑制によりウイル
ス中和抗体価を測定すると共に、血漿中の感染
性ウイルス粒子数、及びウイルス RNA コピー数
を定量し、実験終了時に屠殺して、脾重量と脾
臓中のウイルス産生細胞数を測定した。 
 さらに、赤芽球増殖を生じる Fv2r/s のマウスで
AIDをホモ欠損するものを交配により作製し、合
成ペプチドを用いて、フレンドウイルス抗原上に
我々が同定した感染防御性の CD4陽性 T リン
パ球認識エピトープで予め免疫した後、FVを感
染させた。FV 感染後のヘマトクリット値の変化、
脾腫の発症と白血病死を経過観察すると共に、
定期的に採血してウイルス中和抗体価と血漿中
の感染性ウイルス粒子数及びウイルスゲノム
RNA のコピー数を定量し、実験終了時には屠
殺して脾重量と脾臓中のウイルス産生細胞数を
測定した。また、SHMの加わっていない IgM ク
ラスの中和抗体が感染防御効果を示すか否か
を検定するため、予めペプチド免疫を行った
AID 欠損マウスに FV を感染させ、３週間後に
採血してプール血清を得た。この血清を、予め
FV を感染させた B リンパ球欠損レシピエントマ
ウスに移入し、感染後の抗体移入が防御効果を
発揮するか否かを、脾腫の発症と白血病死の経
過から解析した。 
 ４）B リンパ球活性化に関わる受容体、特に
TLR7 とウイルス中和抗体産生の関係の解析： 
TLR7 欠損がレトロウイルス中和抗体産生に与
える影響を検討するため、FV感染に感受性で、
かつ TLR7またはそのシグナル伝達分子である
Myd88をホモ欠損するFv2r/s背景マウスを交配
により作製した。また、B リンパ球欠損レシピエン
トマウスに TLR7 欠損マウスから骨髄細胞又は

末梢 B リンパ球を移入し、B リンパ球のみで
TLR7 が欠損する再構成系を作製した。これら
のマウスを３）で述べた CD4 陽性 T リンパ球認
識エピトープペプチドで予め免疫後、FVを感染
させ、脾腫と白血病の発症経過を観察すると共
に、脾細胞表面へのウイルス抗原発現誘導、及
びウイルス抗原特異的テトラマー陽性細胞の出
現を蛍光セルソーターで解析した。さらに、血漿
中のウイルス価を Mus dunni 細胞での感染フ
ォーカス形成とウイルスゲノムの RT-PCR による
定量で計測し、脾細胞中のウイルス産生細胞数
を infectious center assaysにより解析した。 
 
４．研究成果 
 １）APOBEC3 高発現下でのリンパ球サブセッ
ト除去の効果 
 APOBEC3 高発現の B6 背景で各免疫系細
胞サブセットを欠損する遺伝子改変マウスに FV
を感染させ、T リンパ球応答及び抗体産生が感
染標的細胞の選択にどのような影響を与えるか
を解析した。CD8陽性 T リンパ球の欠損は感染
病態に影響を与えず、野生型マウスと全く同様
に FV の排除が起こって、ヘマトクリットの増加も
白血病死も認められなかった。一方、CD4 陽性
T リンパ球欠損下ではウイルス排除が全く起こら
なくなり、脾限局巣形成ウイルス（SFFV）に感染
した赤芽球が増殖して脾腫を生じ、白血病死が
起こった。一方、B リンパ球欠損下では、赤芽球
からの SFFV排除は正常に起こるが、骨髄芽球
系でフ レ ン ド 白血病ヘルパーウ イル ス
（F-MuLV）の複製が持続することが示された。
inverse PCR法及び定量的PCR法を用いた解
析から、CD4 陽性 T リンパ球欠損下では
APOBEC3高発現のB6背景であっても SFFV
と F-MuLV のプロウイルスコピー数が次第に増
加していき、赤芽球の分化に関連する Sfpi1 
（PU.1）や Fli1 座位近傍にプロウイルス組込み
が起こって赤白血病を生じること、一方 CD8 陽
性 T リンパ球欠損下では SFFV と F-MuLVは
ともに完全に排除されること、これに対してB リン
パ球欠損下では、SFFV の排除が野生型と同
様に進行するにも関わらずF-MuLVコピー数は
増加が続き、やがて長い経過でオリゴクローナ
ルまたはモノクローナルな骨髄性白血病細胞の
増殖が起こってくることが明瞭に示された。従っ
て、レトロウイルス認識排除の機構は標的細胞
の分化系統によって異なり、抗体産生は骨髄芽
球系での F-MuLV 複製制御に重要であること
が明らかとなった。また、APOBEC3 によるウイ
ルス複製制御も、Fv2遺伝子（Sf-Stk欠損）によ
る赤芽球増殖誘導の制限も絶対的なものではな
く、実際には CD4 陽性 T 細胞の制御下で、免
疫応答により SFFV及び F-MuLV感染細胞が
排除されていることが明らかとなった。その証拠
に、CD4陽性 T リンパ球は存在するが B リンパ
球が欠損するマウスから、さらにナチュラルキラ
ー細胞を除去すると、SFFV 感染赤芽球の増殖
と白血病発症が見られるようになった。 
 
 ２）胸腺へのレトロウイルス持続感染による抗原



特異的 T リンパ球の分化抑制 
 APOBEC3は高発現であるが、SFFV感染に
よる赤芽球増殖が誘発される Fv2r/s 背景マウス
に FV を感染させ、胸腺における持続感染の有
無を解析した。その結果、FV が成体マウスの胸
腺に持続感染し、特に double negative細胞で
活発な複製を起こすことが明らかになった。同時
に、胸腺皮質及び髄質の上皮細胞と樹状細胞
にもウイルス抗原の発現が認められた。 
 FV が胸腺に持続感染したマウスでは、末梢リ
ンパ組織の T リンパ球は FV抗原刺激による活
性化が著しく低下し、テトラマー染色によって検
出される FV抗原特異的 TCR保有細胞が減少
していた。そこで、持続感染状態の胸腺を、予め
胸腺を摘除しておいた未感染マウスに移植する
と、FV抗原に反応するナイーブな T リンパ球の
分化が、未感染胸腺を移植した場合に較べ著し
く抑制されるのが明らかになった。しかし、FV と
は無関係なインフルエンザウイルス抗原に対す
る T細胞応答は、FV持続感染胸腺の移植によ
る影響を受けなかった。 
 そこで、胸腺器官培養により、FV感染がTリン
パ球抗原受容体の負の選択を引き起こすことを
直接証明することを試みた。この目的のため、卵
白アルブミン（OVA）エピトープを発現する
F-MuLV を作製し、これを SFFV と共に感染さ
せたところ、胸腺での持続感染が引き起こされた。
そこで、OVA エピトープ発現 FV を持続感染さ
せたマウスから胸腺上皮細胞または樹状細胞を
分離し、OVA 特異的 TCR を導入した OT-1 マ
ウス由来の double negative細胞と共に器官培
養に加えたところ、single positive 細胞の分化
が有意に抑制された。この結果は、FV 感染が
胸腺においてウイルス抗原特異的T細胞に対し
負の選択を引き起こしていることを示す。 
 
 ３）レトロウイルスウイルス中和抗体産生におけ
る体細胞高頻度突然変異と CD4 陽性 T リンパ
球の役割 
 抗レトロウイルス抗体の産生機構について、米
国の Santiago らは APOBEC3が B細胞に発
現 す る activation-induced cytidine 
deaminase (AID)と同様、免疫グロブリン遺伝
子可変部の体細胞高頻度突然変異（SHM）を
誘導し、中和抗体産生を促進すると唱えた。し
かし、我々の解析でも Santiago らの後の論文
でも、APOBEC3 の欠損はウイルス抗原と関係
のない T 細胞非依存性または依存性抗原に対
する抗体産生とクラススイッチには影響を与えな
かった。 
 レトロウイルス中和抗体産生に SHMが必要か
否かを直接検定するため、我々は先ず
APOBEC3高発現の B6背景下でAIDを欠損
するマウス系統を育成し、FV 感染後の発症経
過と抗体産生を解析した。その結果、B6背景マ
ウスでは AID欠損下でも野生型と同様にウイル
ス中和抗体の産生が起こり、白血病の発症はな
いこと、B 細胞欠損マウスと異なり、骨髄芽球系
での F-MuLV 持続感染も起こらないことが明ら
かとなった。即ち、B6 背景では SHM のない

IgM 抗体でもレトロウイルス複製制限に有効で
ある。 
 次に、赤芽球増殖誘導の起こる Fv2r/s マウス
で AID欠損の効果を解析した。この場合、野生
型マウスでも白血病発症が起こるので、我々が
同定した FV抗原上の感染防御性 CD4陽性 T
リンパ球認識エピトープで予め免疫操作を行うこ
とにより、CD4 陽性 T 細胞感作による感染防御
に AID 機能が必須か否かを解析することとした。
野生型の Fv2r/s マウスはペプチド免疫によりほ
ぼ完全に感染抵抗性となったが、B 細胞欠損マ
ウスはペプチドワクチン投与後にも全例が持続
感染状態となり、死亡した。一方、AID 欠損マウ
スはペプチドワクチン投与により部分的に抵抗
性となり、FV の感染価を下げるとほぼ完全に感
染防御が可能であった。 
 そこで、SHM のない IgM 抗体が感染防御効
果を示すか否かを、移入実験により検定した。
予めペプチド免疫をしてから FV を感染させた
AID欠損マウスから得られた、IgMクラスの中和
抗体を含むプール血清を、FV感染後のB細胞
欠損マウスに移入すると、レシピエントが予めペ
プチドワクチンで免疫されていた場合のみ、部
分的な感染防御効果が確認された。この場合、
未感染マウスのプール血清は無効であり、抗血
清の移入は感染３日後から行うことが必要であっ
た。 
 従って、レトロウイルス中和抗体産生に SHM
は必要ではなく、ウイルス抗原によって感作され
たCD4陽性Tリンパ球が存在する条件下では、
SHMのないIgM抗体でも感染防御に有効であ
ることが明らかとなった。 
 
 ４）レトロウイルス中和抗体産生における TLR7
機能と CD4陽性 T細胞の関係 
 アメリカ合衆国のGolovkinaらとBrowneらは、
レトロウイルス感染時の B 細胞活性化と胚中心
形成に TLR7 の機能が必須であると報告した。
我々は上記３）で、B リンパ球におけるSHMとク
ラススイッチ組換えに必須である AID を欠損す
るマウスでも、レトロウイルス中和抗体は産生さ
れること、SHM が加わっていない IgM クラスの
ウイルス中和抗体は、ウイルス抗原で感作され
た CD4 陽性 T リンパ球の存在下で移入により
FV 感染抵抗性を付与できることを明らかにした。
このことは、TLR7 を介する胚中心形成がレトロ
ウイルス中和抗体産生に必須であるとする概念
と矛盾する可能性がある。 
 B細胞特異的にTLR7を欠損させたキメラマウ
スによる解析で、TLR7欠損下でも CD4陽性 T
リンパ球がウイルス抗原で感作されていれば
F-MuLV の複製を制御できるが、組換え型ウイ
ルスの出現は制御できないことが明らかとなった。
この結果の詳細については、現在原著論文の
投稿準備中である。 
 
 ５）結論 
 以上の解析結果は、レトロウイルス中和抗体産
生における CD4陽性 T リンパ球機能の重要性
を明らかに示している。AID 欠損マウスにおい



ても中和抗体産生が認められ、しかも感作 CD4
陽性 T 細胞存在下では感染防御に有効であっ
たことから、CD4陽性 T リンパ球は SHMやクラ
ススイッチに誘導に効果を発揮しているのでは
なく、SHM のない IgM クラスの抗体と共に、抗
体とは別のエフェクター機能を介してウイルス排
除に寄与しているものと考えられる。 
 FV 複合体が活発に複製する条件下では、胸
腺における感染細胞出現によりウイルス抗原特
異的 T リンパ球の分化が抑制されるから、
APOBEC3欠損下ではウイルス抗原特異的Tリ
ンパ球の分化と活性化が著しく阻害された状態
となると予測される。これにより、４）で示した抗ウ
イルス抗体レパトアの拡大が効率良く起こらない
というのが、Rfv3 遺伝子効果の実体である可能
性がある。 
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