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S・i・USA　77，919，198・）・W・h・・e　c・・n・d・・earra・g・d

皿y・1・m・（MPC11）・nd・・mp・red　its　st…t・re　with亡h・g・・m　line　c・unterpart・・皿テ．

rearrang・d・2b　g・・e　c・n・・i・ed・h・5ウflanki・g・・gi…　f・h・・39・n・（S合regi・n）．

・hi・h・re・i・k・d…h・5▽f・anki・g・egi・n・f・h・・2b　g…　（S盆regi・n）．咋
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　 x

have　de亡e「mined　nucle°tide　sequences　su「「°unding． 　the「ec°mbinati°n　site°f亡h C

rearra・g・d・・d　g・・m　li…　2b　gen・・，・hi・h　i・・1・d・・h・S命・・d　S会・egi・n・．　B・th、

S合・・dS合regi…　c・mp・i・e　t・nd・m・ep・titi・n・f・。・・e・ved・・it・・f　49

ピ・im－49躍一一・晴・…i・・…・…一…h・

・・dS合rep・・ti・g・nits　sh・・e・ig・ificant　h・m・1・gy　with　each・th・・．　Th・

region，　partial　nucleotide　sequence　of　which　was　previously　determined，　contains

abundant　short　sequences　such　as　AGCT，　TGGG　and　AGCTGGGG　which　are　shared　in

co㎜on　by　repeating　sequences　in　S令regions．　These　results　suggest　that　the

recombination　responsible　for　class　switch　from　μ　to　イ　or　from　a　7　to　another　7，

may　be　facilitated　directly　or　indirectly　by　homology　of　repeating　sequences　in

S・egi。n・．”

〔一・mmun。g1。b。1i。。1ass、wi・。h　i。v。1。，、。。niq。e．ec。。bi。。仁i。。　eve。・・h。t

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　J

takes　place　at　the　region　5～｛／to　each　heavy　chain　constant　region　gene　during　B

lymph・cyt・differe就i・ti・n・Such　regi…　th・t　are・e・p・n・ib1・f・r　the　class毛　．，。．
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　¶’．．．ン・

sw’tch「ec°mb’na亡’°n　a「e　def’ned　as　S「eg’°ns（Kata°ka　et　

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　



　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　つ

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ピニ蝿’

　　　　　16trodUC亡ion

　　　　　〔！An　immunoglobulin　molecule　contains　one　ght　（L）
；・6’

・∂　・・λ）・nd・…　f・ight　typ・。・f　heavy（H）　　　　　　　・2・，・2b，・3・・d

、㌻一・）i。。。u。e，，h。　h。aワ。h。i。　d。fi。i。g・h。　i㎜。n。g・。b。・i。。・。ss（・倒，・gD，・μ，

　　、，　　（㊤

　　　　　1gG1，　IgG2a，　IgG2b，　IgG3　and　IgE）．　Bo亡h　L　and　H　chains　comprise　a　variable　（V）

　＾．‘‘

　　　　　・とgi・…　dac…t・nt（C）regi。n．　D。．i。g　diff・・en亡i。亡i・n・　
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　

　　　　　・麺h・cy・・…i・…V・・n・i・至i・・t・…essed…par・…h・

　　　　　1；le「stage　the　C「eg’°n°f　theρエP「essed　H　cha’n　sw’tches　a　C　pa「t　f「°mμt°

　　　　　で『or　to　α　without二　alteration　of　the　V　region　sequence　（Nossal　et　a1．，　1971；　Fu

　　　　　et　a1．，　1975；　Gearhar亡　et二　a1．，　1975；　Goding　and　Layton，　1976；　Sledge　et　a1．，

　　　　　19ナ6；　Wang　e亡　a1．，　1977；　Abney　et　a1．，　1978）．　Such　a　phenomenon　is　called　H

　　　　　chain　class　switch．

　　　　　　　　　　We　have　recen亡1y　proposed　a　molecular　mechanism　to　explain　H　chain　class

　　　　　。豆i・。h　b。。ed。。・he　c。mparative。・。di。、。。・h。．ear＿g。d。。d　g。。m・i。。　H。h。i。

D、ξ；。。as　sh。。。　i。　Fig。．e寧（。。，。。、a　e，。、．，198。、　T。、。h。、hi。，。、．，198。）．　A

　　　　　L＼．・

　　　　　・δmp1・t・H。h。i。　g。ne　is　s。pP。。ed亡。　b。　f。．m。d　by。t　1。。。t　t。。　typ。。。f　th。

　　　　　recombinational　event．　The　first二　type　of　recombination　takes　place　between　a

　　　　　given　V6㌧，　a　J倫and　possibly　a　D　gene　segment二　（Early　et　a1．，　1980；　Honjo　et　a1．，

　　　　　1980；　Sakano　et　a1．，　1980），　completing　a　V　region　sequence．　After　such

　　　　　recombination，．referτed　to　as　V＝J　recombinat二ion，　the　V　region　sequence　is

　　　　　expressed　as　a　part　of　the　μ　chain．　The　second　type　of　recombina亡ion　takes　place

　　　　　b・tween　S令・・d　S■（・r　S含）regi・n・．　Th・Sregi・・w・・d・fi・・d・・th・fun・ti…1

　　　　　region　responsible　for　the　class　switch　and　assumed　to　be　loca亡ed　in　the　5＼／

　　　　　f1・nki・g・egi…　f　each　C69。。。．　Th。　S合regi。n　i，・・ca・。d　b…ee・J含。。d・h・μ

　　　　gene　and　t二he　S令　（or　S｛≧）　is　present二　a亡　the　5▽　side　of　each　7　gene　（or　α　gene）．

　　　　The　second　type　of　recombination，　called　S＝S　recombination，　can　replace　the　C

」　　　par亡　of．亡he　H　chain　withou亡　affec亡ing　the　V　region　sequence．　Both　types　of

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　一



、　二一．‘こ

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　
　recombination　result　in　the　deletion　of　the　inbetween　DNA　segmen亡　from　the　chroむ

　mosome　（Honjo　and　Kataoka，　1978；　Sakano　et　a1．，　1979；　Coleclough　et　a1．，　1980；

C・ry・・d　Ad・皿・・1980；C・ry・t・1’・1980；R・bbitt・et・1・・1980；Y・・ita　a・d
　　　　　　　　　　　　’qtζob

H・nj・・1980・・｝や・E・id・nce　th・t　a　c・・p1・t・H・h・i・gene　i・f・…dby・亡1ea・t　tw・

　recombinational　events　was　also　repor亡ed．．by　other　inves亡igator否　（DaviS’逐ビ≒a1二「1

　1980a；Maki　et　a1．，　1980）．

　　　　　　T。。nder、t。nd。。、。。。、ar。。。hani。m　f。．，h。　S。S　rec。。bi。。，i。n。。　have。。と。．宇

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　口

t・k・n・t…t・・a1 謬・1y・’・・f　th・S・reg’・…The　nuc1・・t’d・・eq・ence　d・ter£

。ina・i。n。f・h。　S合，・念。nd　S令．egi。n、．．rev。。・。d。U。iq。。。t．。。，。．a・fea・ご；と；

一

1・。，。。・。m．ep。ti，i。。。・，h。49⊆．。。・，・。　pre、e。，　i。，he　reg1。n・・。論。g

　the　5▽end　of　these　7　genes．
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Results
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［二一　High　molecular　weight　DNA　extracted　fτom　MPCll　myeloma　cell　nuclei　．Vas

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ひ
・1・・v・dp・・ti・11y　with　E・・RI・and亡h・dig・・仁・w・・e　f・acti・nat・d・n・p・epar杉

tive　ag・…eg・1・晒・n…　1iq・・t・f　each　fracti・n　w・・ag・i・・1・・亡・・ph・re・ed　i・

an　agarose　ge1，　transferred　亡o　a　ni亡rocellulose　fi1亡er　and　hybridized　with　the

▽Pヨ・b・1・dE・・R・frag・…　（6．6　kb）・f・h・・2b　g・・e・1・n・d　f・・…　wb・m　miCζ

（1gτ2bニ22）　（Kataoka　et　a1．，　1979），　two　dark　bands　of　13．3　kb　and　10．5　kb　and

one　fain亡　band　of　23　kb　were　observed　in　addition　to　the　6．6　kb　band　（data　not

・h・wn）．　Th・23　kb　b・nd　i，　d。e・。　th・・2・g・n・whi・h　cr・ss。hyb・idi・e・with亡h・

721）　gene　as　shown　previously　（Rabbi亡t二s　et　a1．，　1980；　Yaoi亡a　and　Honjo，　1980a）．

　　　　　Th。　D・A・．ac，i。。。　c。n，。i。・。g，h。13．・k・・2b　g。。e・rag。en，。ere　p。。・。dT。・d噛

・・ed・・i・・er・・f・r　c・・ni・g・i・h・9・冊・．・・…d・p・・d…ph・g・・，・hi・h　hyb・iε

d’・ed・’th▽P・1・b・麹・1・ned　72b・DNA（K・t・・k・et・1・・1979）・were°bt・’・ed　by．

・creeni・g・b・u・1・5・い・彰…q・e・・・…h・g・・are　differe・…d・㌣・erred・t・と・

つ



　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　！㌃曾ρ5

・9・冊S旨・g・2b・22・3・nd・9・冊S呂・g・2b・22・6，・h・i・・e・…　f・hi・h　are　ca…d≡し

　　Ig72b＝2203　and　Ig72b＝2206，　respectively．　The　cloned　phage　DNAs　were　cut　wi亡h

　　vari・…　e…i・・i・・en・y…　and・h・ir　c1・・v・g・・i…　were・・pP・d　by　the　c・nv・・8

　　tional　procedure．　The　results　are　summarized　in　Figure　2．　Each　of　the　cloned

　　pNAs　consists　of　the　6．6　and　6．8　kb　Eco　RI　fragments　which　were　recloned　in仁o
こ　’ひ

　　pBR322（B・1ivar　e亡・粉1977）t・c・n・t…亡th・d・亡・i1・d・e・亡・i・ti・n　m・p・・m・

plasmids　containing　the　5＜〆Eco　RI　fτagments　of　Igτ2bニ2203　and　Igイ2b二2206　are

，；ca・・。d　p・g・2b．・3。。d　p・g・2b。26，．e。pec，ive・y．・h。3▽・。。　R、　f．a即。。，。。f・g・2b。＾
’一 二・．　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　＼ノ

　　2203　and　Ig72b＝2205　ar（≒　identical　to　Ig72b二22，．　an　embryonic　form　of　the　72b　gene
　；．＞／で7二　　　　　一一一　　　．一

，．胆ta°ka　et　a1・・1979・Y・m・w・ki＝K・t・・k・et・1・・198°）・lg72b＝22°3・・d　lg72bニ22°6

seem　t°d’ffe「f「°m　each°亡he「’n　the’「5▽「eg’°ns°f　ab 鎧2　kb’n　leng仁h・R＝こ

　　100p　analysis　and　Sou亡hern　blot　hybridization　using　MPC11　皿NA　failed　to　find

　　the　V　gene　sequence　in　ei亡her　of　these　clones．

　　　　　　We　have　also　cloned　the　10．5　kb　fragmen亡　hybridizing　to．the　cloned　72b　gene

　　fエom　a　Charon　4A　phage　library　containing　par亡ial　Eco　RI　digests　of　MPCIl　DNA．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　：

This　c1°nち「efe「「ed　t°as　lgイ2b＝22°ちc°ntains　tw°Ec°Rl　fragmentsλthe　6・6　kb

l∀2b　g・n・frag…t（・g・2b・22）・nd・3・6kb　f・ag…tflanki・g　th・3▽end・fエ9・2bO

　　22．　Clones　containing　亡he　same　fragments　as　Ig72b＝2204　were　also　obtained　from

　mouse　embryonic　DNA　l　ibrary　（Honjo　et　a1．，　1980）．

＜oF与写1＞
・㌫2b－22・3　i，　a　Rea．．。。g。d，2b　Gene。n、、g，2b。22。6、。，h。　Em、．。。i。，2b　G。。計〃

＿　　　　　　 　　　　　　　　　　　　　　　．　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　 　　　　 ’　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　一　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　一

1：一一一To　determine　which　of　the　clones　Ig72b＝2203　and　Igイ2b＝2206　corresponds　to
∴　　　　　　　　　　　　（硬
the　rearranged　72b　gene　in　MPCll　Inyeloma，　we　analyzed　72b　gene　fragtnents　in　DNAs

of　various　myelomas　and　newborn　Inice　by　Sout二hern　blot　hybridization．　We　used，　as

aP・・b・，・1．3　kb　B・・H・frag・…　。f・g・2b・22（frag・釦・Ai・Fig・re　2）・h・t・・n£

，二。、th。，▽，、。。ki。、。egi。n。。、。p。r，i。。。，，h。　CH禽。。。i。、eq。e。ce。，，h。，2b

9・・e．DNA・・f・・wb・rn　mice，　vari…　my…ma　ce…，・9・堀S呂・g・2b・22・6・・d

∴．＿u－．。．＿。　　　　　　　＿　　　　．　　　．．　　　　　 亘・ぴ

λ9亡堀S61972b・2203　w・・e　c・t　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　enzymes　　ノ声一　can　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　several　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　with　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　restrlctlon

　　　　　　　　　　●’
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　　　　　　　　　　　　　　　　　b♂ω②cn　　　　《）ゴ己

　　　　　　di・ti・g・i・h＾lg72b・2206章㎝lg72b・2203・DNA　dig・・t・were　elect・・ph。re・ed　i・1％

　　　　　　agarose　gels，　　blotted　to　nitrocellu．10se　filters　　and　hybridized　with　　the

　　　　　　ni・槍a・・1・t・d　fragm・・t　A・

　　　　　　　　　　　Newborn　Inouse　DNA　produced　the　72b　gene　fragments　of　6．6，　6．5　and　4．2　kb

　　　　　upon　digestion　with　Sac　I，　Hinc　II　and　Kpn　I，　respectえvely，　as　shown　Figure　3

　　　　　　〔1ane　a）．　These　fragments　of　newborn　mouse　DNA　are　identical　to　those　produced

　　　　　by　digestion　of　Ig72bニ2206　DNA　with　the　homologous　enzymes　（1ane　j）．　Digestion

　　　　　of　MPCll　DNA　with　Sac　I，　Hinc　II　and　Kpn　I　yielded　3．8，　8．1　and　4．2　kb

　　　　　f．ag。。n・。，．e、pective・y，。hi。h　hyb．idized．。i・h　frag・・nけ（・・n・g）．　Th・§e－

　　　　　frag。。n，。。f腔、鱈DNA　are　i・。6，・ca・，。，h。、e　p．。d。ced　by　dig。、，i。n。・・g7・b＝こ

　　　　　22。3DNA。、，h，h。　h。。。、6、。us　en。y。e。（、。n。　k）．，、。．e。。、，。　i。、、cat。，h。，呼、傘

　　　　　DNA…t・i・・a・i・g1・f・・m・f亡he　72b　g…　th・t　i・identi・al　t・lg72b・2203・W・

　　　　　w’11d’scuss　be1°w　why　we　c1°ned　tw°types°f　72b　genes　f「°m柵C11為lt’s

　　　　　1’kely・that　lg72b＝22°3’s認P°「t’°n°f　an　exp「essed　72b　gene’n堀Cll　mye1°ma

　　　　　although　there　is　no　MPCl1　V　region　sequence　found　in　this　clone・　We　haVe

　　　　　recently　demonstrated　by　cloning　overlapping　DNA　segments　that　the　MPCIl　V　gene：

　　　　　一つΨ，。，h。5▽。。、。，、g，2b。23（，．，。，。。k。，　un，。b、i、h。d

　　　　　data）．　Newborn　Inouse　DNA　contains　t二he　embryonic　form　of　t二he　72b　gene　that　is

　　　　　・q・i・・1・nt　t・Ig72b・2206・T・k・n　t・g・ther・the　re・ult・indicat・th・t　th・．

　　　　　rearranged　gene　Igイ2b＝2203　was　formed　by　the　replacement　of　the　5▽portion　（5．2

　　　　　kb）　of　the　germ　line　gene　Ig72b＝2206　with　a　new　DNA　segment．

　　　　　　　　　　When　newborn　mouse　DNA　and　various　myeloma　DNAs　were　digested　with　Sac　I，・．
ご
■

　　　　　Hinc　II　and　Kpn　I，　we　found　faint　bands　of　3．9，　5．3　and　7．6　kb，　τespectively，．・

　　　　　which　are　co㎜on　to　all　the　DNAs　except　forαchain；producing　myeloma　DNAs．．：

　　　　　These　bands　seem　to　be　attributable　t二〇　cross＝hybridization　of　the　probe　to．72a．「

　　　　　gene　fragments　（Y．　Yamawaki－1（ataoka　and　T．　Honjo，　unpublished　data）．　　　　’　　　　　O

　　　　　　　　　　The　above　conclusion　is　fortified　by　direct　cloning　of　a　6．8　kb　Eco　RI・

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　工



　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　£（｝｛｝ひ？

　fragment　of　newborn　mouse　DNA　which　hybridized　with　Ig72b＝23　sharing　the　3V　1．5
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　e・酎

kb「egi°n　i・c。㎜゜n　with　lgイ2b・26・A11つ尺c1°nes°bt・i・・d　fr°m　the　Ec°RI

digests　　of　newborn　mouξe　DNA　were　Ig72b二26　　（N．　　Takahashi　　and　T．　　Honjo，

unpublished　data），　indicating　亡hat　Ig72b＝26　is　a　germ　line　gene．　Furthermore　we

have　cloned　the　identical　DNA　fragmenヒ　to　Ig了2b二2206　from　a　partial　Hae　III
．　　　　．　　　　　　　　　　　　＿　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　 ，　　　．　　　　　　　　　　　 ．1　　　　　　　．　．　　　　　　　　　　 t4竃）c）

digestion　libraτy　of　embryonic　mouse　DNA　（Honjo　et　a1．，　1989；魂　Shimizu　et　a1．
　　　　　　　　畢∫br杜P幽・⊇b“

　R’　　　　　　　　辰フ
　　　　　エn　view　of　the　fact　that　｝｛PCll　DNA　contains　the　rearrallged　72b　gene　of

rg・2b・2203　typ・・1…tCxc1・・iVε1y（Fig・re　3，1…　g），　it　i・p…1i・g　f。…　t・

hぼ∀e　cl　　　　　b＝2203　but　also　Ig72b二2206，　the　ernbryonic　form　of　the

72b　gen　　A　most　reasonable　explanation　is　that　Ig72b＝2206　is

d・士ived　f・・m　DNA・f　h・・t　ce1…hi・h・・n・・mi・・tC唖C11・・・…a・・m・r・…h…8

tamination　is　obvious　by　t二he　presence　of　a　faint二　band　equivalent　to　Ig72b＝2206

（褻
in　MPCll　DNA，　and　was　also　shown　in　other　myeloma　tumors　（Yaoita　and　Honjo，

1980a）．　Although　it　is　rare　to　clone　a　minor　gene　fragment　in　the　first　two

Clones，　it　is　not　impossible．

　　　　　DNAs　of　μ　and　73　chain＝producing　myelo皿a　contained　the　72b　gene　fragmen亡

identical　to　亡he　newborn　mouse　DNA　（Figure　3，　1anes　b　arld　c）．　DNAs　of　72b　chain＝＾
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　口

…duci・g呼・1・m・…t・i・・d・earra・g・d 佗b　gene　f・ag皿・n・・（1・ne・f・・d　

イ2b　gene　fragments　were　deleted　from　both　chromosomes　of　72a　and　α　
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　レ

producing　myざ10mas　（1anes　h　and　i）．　These　results　are　in　agreement　with　the
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　●

deleti・n　m・de1・nd　the・rder・f　the　C倫9・ne・as　summari・ed　in　Figu・e　1（H・nj・

and　Kataoka，　1978；　Coleclough　et　a1．，　1980；　Cory　and　Adams，　1980；　Cory　et　a1．，
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　●円㌢Ob

1980；K・t・・ka　et・1・，1980；R・bbitt・et・L，1980；Y・・ita　a・d　H・nj・・1980・，h）・

＠Uhexpectedly，　DNAs　　of　71　chain＝producing　myelomas　contained　the　72b　gene

fragment　of　a　reduced　size　（1anes　d　and　e）．　Bo亡h　Sac　l　and　Hinc　ll　fragments　in

the。e　DNA。　were。h。．t。。。d　by　th。。am，1・。gth（。b・。t　2．2　kb）才…pared　with

those　i丘　newborn　mouse　DNA．

噸



∠σf早マ1＞

・にεaロn6d
，2bG。。。C。n，。、。。　aDNA，。g。。n，，、。n、i。，h。Geふ。e

　　　　　！1・〔｝⊂iρ8

，3、。。」〃

　　　　　rTo　search　for　the　origin　of　a　new　DNA　segment　introduced　into　the　5＼〃por宇
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　o

　　　　　tion　of　Ig72b＝2203，　we　analyzed　Eco　RI　digests　of　newborn　mouse　DNA　by　Southern

　　　　　b・・thyb・idi・a・i・n・Wh・n・h・fi・・er…　hyb・idi・ed・i・h▽P・1・b・1・d　p・g・2b・23

　　　　　as　a　probe，　we　found　18　kb　and　6．8　kb　bands　in　Eco　RI　digest　of　newborn　mouse
三〕）DNA　as　sh。。。　i。，i、。．e　4A．。、。6．8、b　band、、　eq。i。。、en，，。、g，2b。26．班，舗A

．　　　‘

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　☆（ユ±　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（二〇γ、七α、h

　　　　　c・nt・i・・d・6・8　kb　frag…t声i・eq・i・・1・nt　t・lg72b・23　b・t　did・・t．th・18．．．

　　　　　kb　fragrnen亡．　The　results　suggest　that二　a　segment　of　the　18　kb　fragment　and　th、e．．

　　　　　emb「y°n’c墨Cne　f「agmen亡（lg72b〒22°6）「ec・⑪’ned亡゜f°「m　tCC．一「亘「「angラ⊇1－

　　　　　gene　in　MPCll　DNA　（Ig72b＝2203）．

　　　　　　　　　　The　l8　kb　fragment　in　Eco　RI　di琴ests　of　newborn　DNA　was　cloned　using　Charon、

　　　　　4A　as　an　EK2　vector．　The　restriction　enzyme　cleavage　map　of　the　5▽region’（5．2

　　　　　kb）・f　thi・c1・n・i，　i・di、ti。g。i、h。b1。　f．。m　th・t。f　lg・2b三23　as　sh。ぬi。　Fig。．e

≡）5．。、。．e。t。、。，i。n　m。p。f，h。。，her　part。f，he　c、。ned、8　kb　frag。en，　i，　a、。。st

　　　　　’dent’cal　t°the　3Ψpa「亡゜f△73　gene　f「agment　c1°ned　f「°m　DNA°f　the　73・

　　　　　chain＝producing　myeloma　J606　（Y．　Yamawaki＝Kataoka　and　T．　Honjo，　unpublished．

　　　　　data），　suggesting　that　the　cloned　18　kb　fragment　is　the　73　gene　fragment二．

　　　　　　　　　　㌔tes　l喝h　s’b’1’ty’遼c1…18　kb　fm騨亡ぽd’牢ted⊇緬

RI，　Hind　I工I

cloned　‘73

・h・▽P二

fragment

Igイ3二30．

（lgτ2bニ2203）

from　the

the

the　H　chain

　　　　　　cDNA

　　　　labeled

　　　　　cloned

　　　　　These

　　　　　　　　　contalns，

　　　　　5Ψ　flanking

classこswitch

　　　　　　　　class

Ec°RI・nd　Xb…　　　RI・nd　hyb・idi・ed　with　th・・i・k夫ra・・1・t・d

　according　to　Southern’s　（1975）　procedure．　As　shown　in　Figure　4B，

　　cloned　73　cDNA　hybridized　with　a　specific　segment　of　the　18　kb

　　　f・・mn・wb・m　m…ラDNA・whi・h　w・・thereaf亡er・eferred　t…　．

　　result二s　unequivocally　demonstrate　tha亡　the　r《≧arranged　72b　gene・F、

　　　　’　・tth・5▽・id・・f　th・・2b　gen・，　th・DNA・e即ent　derived．三

　　　　　　　regi・n・f　th。・3　gene．　lg・2b・2203。pPears　t・b・f・・m・d　by∵

　　　rec・mbi…i・・b・・ween・h・S念・・d　S命regi。n・，　i・dica・輌・g・h・亡・・

　　　　switch　can　take　place　from　a　イ　to　another　7．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　■

つ
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＼　Nucleotide　Se　uence　surrounding　Recombination　Site　of　the　72b　Gene”

9ρ
Ω
・三

ダ
｝

8　　　　　　　　1

　　　　〔≡To　understand　the　molecば1ar　mechanism　for　the　class＝switch　recombination，
　　　　　w。have・。，。．mi。。d　nu。・。。，i・。、eq。e。。e。。・・h。．egi。。。（。b。。，墓・）、。rr。undi。g

　　　　　the　recombination　site　in　Igイ2b＝23　and　Ig72bご26．　Figure　2　illustra亡es　the

　　　　　detailed　restriction　maps　of　those　regions　toge亡her　with　the　strategies　used　for

　　　　　sequencing．　All　the　restriction　cleavage　sites　of　Ig72bニ26　and　Ig72b＝23　were

　　　　　identical　in　the　region　downstream　from　a　recombination　site　shown　in　Figure　2，

　　　　　・Xcep・・h・・ξ・・e・H・i・・i・pre・en・…b・u・2・・bp　3し・・the　rec・mbina・i・n

　　　　　site　of　Ig72b＝23　but　not二　at　the　corresponding　position　of　Igイ2b二26．

　　　　　　　　　…pari・…　f・h・・u・・…i…　eque・・e・・f・g・2b・26・…　g・2b・23－£

　　　　biguously　de亡ermined　亡he　recombination　site　a亡　35　bp　3V　side　of　the　Sac　I　site

　　　　of　Ig72b＝23，　which　is　locat二ed　5．2　kb　from　the　5W！end　of　Igイ2b＝2203　as　shown　in

）・ig・re　6．　Th…c・…i…eq・・nce・・f・g・2b・・6・…g・2b二23　m…h・d　each・・h・・

　　　　・・…t・・m・・・…yi・・he　regi・・3ウ…h・・ec・mbi・・亡i・n・i・e　excep・f・…　ran£

　　　　　sition　of　A　to　G　at　base　217　0f　lgイ2b＝23，　which　explains　the　unique　Hae　llI

　　　　cleavage　site　of　Ig72b二23．　The　discrepancy　may　be　ascribed　to　a　point　mutation

　　　　　in　］唖）Cll　myelo皿a．

　　　　　　　　　It　is　important　to　point　out　that　no　sequences　that　could　code　for　the

’←－ ami・…　id・’・f　J　S・g…t・・f　H・h・i・V．・egi・n・（R・・et・1・・1979）were　f・und

　　　　anywhere　surrounding　亡he　recombination　site　of　Igイ2b＝23　and　Ig72b＝26，　indicating

　　　　that　the　nature　of　t二he　recombina亡ion　in　Ig72b＝23　was　quite　different　from　that
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　◎　　　　　　　　　◎

　　　　of　the　V＝J　recombination　in　I、　and　H　chain　genes　（Sakano　et　a1．，　1979；　Max　et

　　　　a1．，　1979；Early　et　a1．，　1980；Honjo　e亡　a1．，　1980；　Sakano　et二a1．，　1980）　as　shown

　　　　pどeviously　（Kataoka　eヒ　a1．，　1980；　Takahashi　et　a1．，　1980）．

　　　　∠△f早手f＞

　　　’認。m・。p。・i，i。n。f49　bpU。i・i。・h。・命・。gi。。〃

ら
一The　whole　region　sequenced　in　Igイ2b＝26　consist二s　of　a　tandem　array　of　49　bp

repeat　units　as　showII　in　Figure　7．　The　pτevalent　nucleotide　sequence　of　t二he　49

　　　　　　　　　◆

＜

⑤



　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　！1頴ヱρ

　　　　　　bp・epeat・・’・・as・ep・e・e…dby　G≡AGICCTAGCAGCTP・TCGGGG坐㏄GGA：GG・P・GGA

　　　　　　PuTPuTGA．　Each　unit　shares　at　least　80％homology　with　the　prevalent　sequence　and

　　　　　　。。ua・・y　i・。・。d。。　t。・Aレ・。・eavag・。i…　（AGCT）・・d・ne　A・・・…　eav・g・・i・・

　　　　　　（GGACC），　　the　latter　being　periodically　altered　to　a　Kpn　I　cleavage　site

　　　　　　（GGTACC）．　There　are　unanimously　conserved　positions　within　49　bp　unit；　G　at

　　　　　　positions　l7　and　22；　A　at　positions　7，　13，　16，　27　and　43；　T　at二　positions　39　and

　　　　　　47；　and　C　at　posit二ion　18．

　　　　　　　　　　Furthermore，　based　on　the　sequence　homology，　one　can　divide　t二hese　repeating
　　　　　　　　　　　　　　　s～x　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ρwe　　six

　　　　　　units　into／i　tandem　groups，　each　consisting　of八　〇r　A　49　bp　repeating　units・　The

　　　　　　groups　were　numbered　from　5▽　to　3Vンand　aligned　to　maximize　homology　（Figure　7）．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　m、いひ5　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　⑱

　　　　　　The　first　repeating　group　st二arts　probably　at二　base　－819　and　亡he　sixth　group　ends

　　　　　　at　base　798．　The　nucleotide　sequences　of　the　six　repeating　groups　were　similar
　　　　　　，。each。，her，。。。ng己。hi。h，h。，。。294　bp　9．。up。（、．。。p、苧。n、4、。　Fig。。e　7）

　　　　　　share　94％　of　the　nucleotide　sequence　in　common．

　　　　　　　　　　The　range　of　the　repetit二ive　sequences　in　Ig72b＝26　vas　de亡ermined　by　par亡ia1：

　　　　　　re・t・i・ti・n・1eavag・with　A▲u　l・nd　A・・II，・nd　parti・1…1・・tid・・equ・n・已

　　　　　　d。，ermi。。ti。n。f，h。。。ighb。．i。g　DNA　frag。en・、．　A　1．7　kb⊇Hi。。・・。Xb。・，

　　　　　　fragm・nt・f　lg・2b・26（fragment　B　i・Figure　2）…　1・b・1・d　with等P・nly・t　th・

　　　　　・・。・。・eav。g。。i・㌣悟⊇言・・h。5Ψ，i・。。・・h。．egi。。、eq。enced（・i、ure

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　）

　　　　　　・）．・h・著・…b・・。d…g・・。・B・・。　c・eaved　par・i…y・i・h　Ava…rAI・・f・・

　　　　　　vari・u・tim・i・亡erva1…　1ec…ph・・e・ed　i・5％P・1yacry1・mid・g・1・and・u亡・£

這）radi．graph。d．。、。　p。，，i。、　dig。，，i。n，。ttern、h。wn　i。　Fig。．e　8　i。、ica，。、，h。，，h。・

　　　　　Ava　II　cleavage　sites　are　loca亡ed　lO5，　152，　187，　305，　360，　410，　560，　615，　680

　　　　　　an・・8・bp…y・・…h・X・・・…ea…h…h・A皇・・・…vag・・i…a・e　p・e£

　　　　　　・e・亡・t2°・47・81・92・13°・195・23°・32°・nd　395　bp・part　f…th・Xba　l　site・．三

吸呼・bi・a・i・n…h・Ava．・…eav・g・・i…（GGACC）・h…・b・v・・n・・h・k・・w・K・・1

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　、
　　　　　　・1・・v・g・・i…　（GGTACC）…　pP・・xi・…1y　1°・26°・・d　51°bp　5▽・id・f…　や・．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　
．　．　　．　ノ

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　σ

つ



　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　皐
　　　　　　　。s・　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　三∴∴・万、

　　1abeled　Xba　I　site　（Figure　2）　suggests　a　regular　repetit二ion　of　these　restriction

　　　　　　　　式

・it・・轡・b・・t　50・r　100♪p　i・terva1・・Th・・e・eem・t・b・m・1tip1・Ava・・

・1eavag・・it・・at・…nd．187　bp・way　f・・m　th・Xb・1・it・becau・e　thi・band　d・e・

。。・di。apP。ar。f，。．・。ng　dig。、亡i。n（Fig。．e　8）．　Th。　A丑。・。・。。vag。。i・。。（81，92，

d　　130，　195，　230，　320　and　395　bases　from　t二he　Xba　I　site）　apPear　－　int二er宇
・。・、㌻．。e　p．e、en・b。・・ee・，・・i・i－、－1・5・・d－4・5…ig・re　6仁・・5，－116：＠

　－154，　－214，　－252（－263），　－312，　－350（－361）　and　－399（－410）〕．　These　results　indicate

　‡hat　the　repetitious　region　extends　at　least　800　bp　upst二ream　from　the　sequenced

　τegion．

　　．C、　We　have　determined　partial　nucleotide　sequences　of　t二he　fragments　next　to

　the　sequenced　region　of　Ig72b＝26　as　shown　in　Figure　9．　The　nucleotide　sequence

　upstream　from　a　Hinf　I　cleavage　site　located　1．5　kb　away　from　t二he　5、ンend　of　t二he

　sequenced　region　（region　A　in　Figure　9）　is　quite　different　from　the　prevalent二

　sequence　of　the　49　bp　repeat　unit　（Figure　9a）．　The　sequence　downstream　from　the

　I｛inf　I　site　begins　to　show　holnology　with　the　prevalent　sequence　after　the　first

　33　bp，　indicating　that　the　49　bp　repeat二uni亡　extends　about二　1．5　kb　further　t二〇ward

　the　5ψ　direction　froln　the　5▽end　of　the　sequenced　region．　Similarly　the　3Ψter♀
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　口

　minal　border　of　the　repet二itive　sequence　seems　to　be　assigned　at　about　100　bp

　from　the　3ψ　end　of　the　sequenced　region　（Figure　9　c，　d　and　e）．　The　repe亡itive

。。q。。。。e。pP。ar、　t。、，re，。h　i。，h。3．3　kb．egi。。　b。［。een　ab。。，1．9。。d　5．2　kb　5シ

　to　the　5～ンend　of　the　coding　region　of　the　72b　gene．

乙αF鞠〉　　　　　　　　　　（③
’品。m・・p。ti・i。n。f　49　bp　U。i・、i。・合and輪・。gi。n、・’

‘　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　 ■　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　J

　　　　rW・h・v…　aly・ed　th…　c1・・tid・・eq・・nce・f　lg72b・23　t・・ee　wh・th…　rn・t

　　　　ξimilar　49　bp　repeating　unit二　is　found．　We　found　such　sequence　bet二ween　positions

⊆、9。。，1、，2b。23（，ig。re　6）．　Th。4，　bp。。i，　is　repea，。d董X，im。。。i，h。。，

　　　　　］：

三）・・．i・・er・paced・e・・…eas　sh・wn　i・Fig・・e・…ince・hi・p・r・i・n…g・2b・23　i・

　　　　derived　from　the　5V　flanking　region　of　t二he　73　gene，　亡he　results　indicate　that

　　　　　　　　　　　　　●一
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　つ



　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　£ξ｝｛i・12

　　　　　　・h・S合regi・…n・・i・・亡h・49　bp　rep…i・g．・・i・…　f・ct，・・h・v・d・…mi・・d

　　　　　　the　part二ial　nucleotide　sequence　of　the　corresponding　Port二ion　of　Ig73＝30　（regions

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　
コ

　　　　　close　to　two　Sac　I　sites　shown　in　Figure　5）　and　found　t二hat　the　sequences　of　the

　　　　　homologous　regions　of　the　two　clones　Igイ2b＝23　and　Ig73＝30　are　identica1－
　　　　　⊇（、。ta　n。，，h。。。）．。；。．ep。，i，i。e、eq。ence批、。，。een⊇4．4　and　4．7

　　　　　kb　5ψt・・h・5セ・nd・f・h・・3。・．。ctura19・ne（・ee　Fig。．e　5）．・t　i。　p。ssib1。，：

　　　　　ho楡ever，　that　there　are　additional　regions　cont二aining　49　bp　repeating　units　in”

　　　　　th・S合・egi・・．　W・will　di・cuss　1・・er品ぱ・h・fac・th・t　49　bp。epeati・g　uniピ

　　　　　i・．・…b・i…i・・h・S合regi・n　i㎜・di・…y・djacent　t・・h・・ec。mbi。。ti・n・i・・∴
一“

　一　　　　　　“　　　　　　　　　　　　＠
　　　　　　　　　A・imi・ar・n・・y・i・w・・d・ne…h・nu・…tid・・Oq。・・ce。ξ・he　S合。egi。亘し

　　　　　ρrevi・0・・y　p・b・i・h・d（・・t・・ka　e・…，198・）・W・have．・…f・・nd・・nd・m　rep・亡iε1‘

　　　　　tion　of　12　repeat　units　of　49　bp　in　the　region　between　2．6　and　3．2　kb　upstゴream
　　　　　・。。m，h。5▽end。f，h。－di。g　regi。n。f，h。，露。。4，ig＿1。）．　T＿，。，i，i。。ざ・、

　　　　　・eq・e・・e・ee・・t・e・…df。・・her・・。。rd㌃・h。5▽direc・i。n　i。　vi。。。・・he　rep。・i£二

　　　　　・ive馳P・ttern。f・he　re。t。i。ti。。　e。。yme　c・。。v。g。。i，。、（A．　Shimi。u。t。・，，

　　　　　unp・b・i・h・d・…）・　　　　　　　　　9　　　　：’

　　　　　　　　　Th・・u・1・・tid・・eq…ce・・f・h・49　bp　unit・bf・h・S合regi・・are・i・ilar　t・．∵

　　　　　・ne　an・・her　a・・h・・gh・h・h・・…gy　i・・ess　sig・ifi・…th…h・・e・f・h・・念．

亘）．egi－as　sh。＿・i。　T。b、。9Lik。wi，e，，＿c、。。、i、。、eq。。nce、。f，h。49　b，・・

　　　　　units　of　the　S合　region　are　similar　to　one　another．　The　nucleotide　sequences　of
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Oh七込《二
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　d

　　　　　the　49　bp　uni亡s　of　different　S　regions　are　44　to　51％，　無　average，　homologous　to
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　●

　　　　　each　other　（Table　1）．　　The　prevalent　sequences　of　the　49　bp　unit二s　of　three　S
〕）regi。ζ，晋，命。。d、合。．e。。mpared　i。，igure寧、t　i、。、。i。。。　th。，，h．ee－

　　　　　・eq・e・・e・are　h・m・1。g。u。　t。　each。・her．　Th。、e　re，u1・。　i。dicat。・h。・・h。49　bp・．1

　　　　　・nit・・f・h。　S．egi。n。。f亡h。・9。。。，　hav。⊇。。。・ved　f．。。。。。㎜。n。n。e。t．aゴ：：
　

　　　　
　

　　　　　　　　　　　　〈鍋⑮⑬、
　　　　　・eq・en・e．　lt　i・w・・th・・ti・g　th・t　th・・ec・mbinati・n・it・・i・亡h・S合　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（MC　101

　　　　m，。、一。）and　S金（ ＠）・M〔PCll　myeloma）regi。n、，一、　p、。ce　at　th。、imi、ar　pl。i，i。。・ぺ

　　　　within　the　49　bp　unit．　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　・



　　　　　　　～ば．よ

竺特1＞　　　　　　　　　　ゆ
＼AP・・亡i…　fth・S合R・gi・ni・d・1・t・df・・mDNA・・f・1Ch・i・・P・・d。。i・gMy・1

寒｛）曾13

。。。才〃

　　　［二一一　Experiments　　shown　in　Figure　3　have　indicated　that　rearrangelnent　has
　　　　　　　　　　　　　ぜ　　　　　　　　　　　　　　香
　　　　occurred　in　the　5’｛〆flanking　region　of　the　72b　gene　in　DNAs　of　71　chain＝producing
　　　　m，。、。。。。，M。，C3舗an、蕊。窮。。A。　f．一、。，h。y。、。。。、　c－，。i。。d　S念regi。n

　　　　fragments　which　were　2．2　kb　shorter　than　those　in　newborn　mouse　DNA　（Figure　3，
　　　　、。。e。　d。。d。）．，合．eg、。。　frag。。。ξ，。。d。ced　by、i、。、，i。。。f　M。PC嘉。n、　M舗

　　　　DRA。・iヒh　BgルH・。d　E。。　R・were。1。。。ed。ced　by・h・、am・1・・g・h（2．25　kb）一

　　　　　　　　　　　　　山臨

　　　　cgmpared　知　　those　of　newborn　mouse　DNA　（data　no亡　shown）．　Further　analysis
1－

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　＠
　　　　・已rly　d・m…亡rat・d　th・t・u・h・earr・・9・m・nt　i・71・h・i・・P・・d・・i・g町・1・m・・i・

－ d∵…　par・i・・d・…i・n・f・he　rep・・i・i・Us　sequence　i・・h・・命regi6・・DNA・

　　　　fτ゜mn・wb°m　mice　a・d　vari…　my・1・m・・were・・t・ith　Xb・1・・nd亡h・i・S・uthe「n

　　　　blot　filter　was　hybridized　with　the　repetitious　region　fragrnent　（fragment　A　in

　　　　Figuτe　9）．　DNAs　of　newborn　mice　and　a　μ　chairにproducing　Inyelolna　contained

三）f。。g。en，。（3．3。。、。．8　kb）i、。n，ica、，。，h。、e。f、g，2b。22。6（，igure、2，、an。。　a，

　　　　bヒa。、h）．、。。。。，ra。亡．　DNA、。f鱈。h。i。。，．。d。。i。g。，。、。。。。（、。。。。　c。。d　d）

　　　　showed　no　intensely　hybridizable　bands　corresponding　t二〇　the　repetitive　region

　　　　except　for　a　new　faint　band　of　2．5　kb　in　leng亡h．　The　results　indicate　that二
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ゆ　　　（函）（9

　　　　rearrangement　of　the　5Ψ　flanking　region　of　the　τ2b　gene　in　MOPC31C　and　｝4C101

　　　DNAs　were　mediated　by　deletion　of　a　large　part　（abou亡　2．25　kb）　of　the　repe亡itive

　　　　・tret・h　i・th・S合・egi・n．

　　　　　　　　Si・ce・・d・tect・d・・1y・n・S合gen・f・agment　by　dig・・ti・n　with　vari…

　　　　．e。t．i。，i。n。n；，。。臥i，　i、、ik。、y，h。，。。PC3留。。、。謡艦，。、。。。　DNA、　hav。。。、y

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　）

　　　one　seヒ　of　the　イ2b　genes．　Although　we　thought　previously　that　these　two　πワeloma
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　g

　　　DNAs　contained　two　types　of　the　71　genes　（Kataoka　et　a1．，　1980），　we　are　recently

i。di。ed，。　c－。ider，h。，　th。　g。．キi。。宰、。n。　d。tect。d　i。，h。。y。・。m。　Dn・。

　　　might　be　attributable　to　the　contaminant　host　cell　DNA　because　the　relative
　　　i。・。。。i・y。・・h。　g。．4i。。　g。。e・。nd。。．i。。　b。t・ee・・。・。h。。・・DNA．・・w・v・・，・・

　　　　　　　　　　　　　 ワ’

弓な
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．　　　　　　　⑮
cann・t…1・d・th・p・ssibility　th・t　d・1・ti…　fth・S合b・egi・・i・MOPC31C　and
。⑫。儒cc。r．ed　in　a。。nner　i。d、。ti。、。、。h。b、。　b。，wee。，。。　ch．。。。。。。。。．

．　　　 ，　　　　5

　　　　　　Analyses　using　other　restriction　elnzym（瓢suggest　that　the　area　of　deletion
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　＿⊥＾

rang・・f・…b－… 頭・・25・・・・…h・・ウ・・・…g・2b・・6・…i・・X…

frag。en，（，．5　kb）i。，脅。h。、。。，．。d。。i。g。y。、。m。、（、。ne。　c　and　d）can　be

　explained　by　this　type　of　deletion　from　t二he　rest二riction　map　（Figure　2）．　MPC11、．

　DNA　did　not　contain　such　fragments　as　seen　in　newborn　mouse　DNA　but　contained　a

　3．55　kb　band　which　is　coincident　to　that　of　Igイ2b＝2203　（1anes　e　and　i）．　The　DNA　L

・egm・nt・f　th・S合・egi・n　w・・c・mp1・t・1y　d・1・t・d　f・・m・2a　a・d・ch・i・叩・・duci・g・

myg1・m・DNA・（1ane・fand　g）in・…i・亡・・ce　with　th・d・1・ti・n　m・d・1（HOnj・and・

　Kataoka，　1978；　Coleclough　et二　a1．，　1980；　Cory　et　a1．，　1980；　Rabbi亡ts　et　a1．ゴ．：．

198・、Y・…ae・。・．，198・ζぽ゜㌔。i。・band。己・5，5．・and　3．・・b…。ng・h　m。y

　be　ascribed　at　least　in　part　to　cross頑ybridization　with　other　S♪regions　since

　we　observed　tha亡　the　repetitive　region　of　Ig72b＝2206　cross＝hybridized　with　the
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　鍾）　　　　　　　　　　　　　　、

　5◇flanking　regions　of　the　cloned　71，　72a　and　73　gene　fragments　（N．　Takahashi　et
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　‘

・1・…　p・bli・h・d　d・t・；H・nj・・t・1・，198β）…

∠αギ5r幡〉

一、Discussion’・　一一アー一一7一一一7～一　　　　　　　　’

〔一一一The　S　region　was　originally　defined　as　the　functional　region　responsible

for　the　class＝switch　recombination　（1（ataoka　et　a1．，　1980）．　We　have　shown　that．－

tandem　repetitive　sequences　of　regular　49　bp　unit　are　present二　in　the　5ぺ／flanking

丘）　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　・
regions　of　亡he　71，　72b　and　73　genes　where　the　class二switch　recombination　takes　　㍉

Place．　R・p・titive・equen・e・・re・1・・f・und　i・th・Sρregi・・（T・k・h・・hi・t・1．，

1980；　Sakano　et　a1．，　1980）．　Davis　et　a1．　（1980b

found　tha亡　亡he　S≦i’　region　contains　repe亡it二ion　

Repetitive　sequences　of　the　S　regions　share　short　

づ

　　　㌦．

、

、

●



　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　！つ留．5

・・her（H・・」・e・…，198・）・・h・・e・t・di・・h・ve　dea・・d－・・ra・・d・h・t・・p・・iε

tive　sequences　are　characteri夢ic　of　S　regions・
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　kilohユ5e　pair5

　　　　　Th・S・egi・n　i…　c草・d・f・・芦5▽・・th・C倫9・・e．　Th・S命regi・n・ee・・
　

　　　
一

　　　’　　　　
　

　　　　一一　一　⑧
t・b・p・e・e・tb・t・een　1．9・・d　5．2　kb　5▽・。　th・・2b　g・n・（Fig・re　9）、・Th・S合・・d

．、．　　　　　　　〈9
・会・egi・n・s・・…eq・enced・ie　a・2・6：㍍3・2　kb　5し…h・・19ロ…d…b・u・

4廷乏．7・b5◇…h・・3…e，　re・pec・ive・y・W・h・v・・…f・・…he　rep・・i・ive

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　⇔
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　喫・・・gi・n　in　th・5▽f1・nking・egi…　fth・・2・gene（A・Shimi…　t・1・，．
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　14宮o

The　S介regi・n・eem・t・be　1・caヒ・d　b・tween・b・u亡L3・nd　4・8　kb　5▽t・theμ9・・e
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　、

（K・w・k孤i・ヒ・1．，1980；T・k・h・・hi・t・1つ1980）．　Th・S合・egi・n・eem・t・b・p・e£

泌・e・tb・tween　ab・・t　1・2八2・4　kb　5い・th・・9・ne（D・vi・e・・1・・11980b）・Dunni・k

　et，　a1．　（1980）　found　49　bp　repeating　units　in　the　intervelling　sequence　separat二ing
、　　　．　 （9

a ぽnd　C倫（イ1）9ぎs°f　a　mye1°ma皿“tan亡（IF2）wh’ch　has　1°st　the　c°mplete

　C倫　domain　of　t二he　71　gene．　AIthough　the　location　of　theiエ　repetitive　sequences

　in　the　germ　line　gene　is　not　I（nown，　the　sequences　of　their　repeating　units　are

　homologous　to　those　of　our　S■　region　sequences　shown　in　Figures　7　and　10．　We

合
pre・・m・・h・・Fh・ir　rep・・idve　regi・n　i…ca・・d・t　th・5▽・id・・f・h・・介・egi・n

　sequenced　in　the　present　study．

∠oF字早’〉
、c一一

　What　Role　Do　Re　e亡itive　Se　uences　Pla　in　the　Recogni亡ion　of　Class；Switch

Recombination？づ

rComparison　of　the　nucleotide　sequences　of　the　immediate　proxilnity　of　the

τecombination　sites　published　previously　（Kataoka　et　a1．，　1980；　Takahashi　et

a1．，　1980）　and　determined　in　the　present　sヒudy　does　not　reveal　a　unique　sequence

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　6㌧ら

・。・a・ni・…t・・c…e…hへ・h・・⊇・h・・n　i・・h・V・J　rec・mbina・i…i・・（・・x・・

a1・1979・Sakan°et・1・・197 ちづ198°・S・idman　et　a1’・1979・Early　et　aL・

1980；Honjo　et　a1．，　1980）．

　　　　　It　is　known　that　the　tandem　repetitive　sequence　increases　the　chance　of　the

ヒき。m・1・9・u・rec・mbi。。ti。n（Russe11・亡・1．，1970）．　Si・・e　th・・epeat　mit。・f　th・
、

、

、 、＿
ヘ

w’

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　づ



　　　　　　　　　　　　　　　　　md　5全←

AGCTGGGG　w’th　S穴eg’°ns・

　　　　　A1亡h・・gh　th・S合regi卯”

MPCll　　does　　not　　contain　　the

nucleotide　sequence　in　that　region

GAGC，　GAGCT　and　TGCCG　with　that　of

that　it　is　abundant　short　co㎜on
　　　that（入r巳

・nitA－imp・・t・・亡f・r　s・s

　　　　　We　have　proposed　a　model　that

unequal　crossing二：over　event　be亡ween

may　be　possible　亡hat　decades　of

to　make　a　transient　synapsis　of　two

÷咋・1・・et・e・・h・th…　S・・h’

・hi・h・ec・g・i・eT。・m・、h。r・

　　　　　　　　　　　　　　　　y

tein・m・y　cat・1入・e　ex・i・i・n　and

shoτt　sequences．　If　this　is　the

widely　spread　in　and　around　the　S
，h。，会regi。。，。ne　i。，h。，合9

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　！1〔x｝，｝｛3

diff・・e・t　S●regi。。。　c。。・。i。。・b。i・。。，　id。n，i。。・，「⊆・・ce・，　i・i・

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　
1ik・1y　th・t　th・h・m・1・g…　re・・mbi・・ti・n　t・k・・p1・ce・t　a　c・n・iderable　rat・b・tむ

西wee。　differe・t　S令regi。。。，　re。。1ti。g　in　th。　H・h・i・dass　swit・h　f・・m・3　t・・1

・rt・・2b・S…hern　b1・t　hyb・idizati…　xp・・i・…ssh・w・d　th・・th・S倉re、gi・n

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　、）

had　extensive　homology　wi亡h　the　Sε’region　and　less　but　significant　homology　with

◎
・h・・合・・合・・合・nd　S合regi・n・（…j・e・・乃198°・N・T・k・h・・h’…1・㌧6ゾ

unpublished　data）．　We　have　not　completed　the　nucleotide　sequence　determinatio【r　　㌧‘　　「

・fth・S金and　S含regi。・・．　A　parti・1・eq…ce・f　thi・・egi・n・1・arly　i・dicates∫

＠　　　　　　　　　①
the　presence　of　repetitiVe・＿sequences　（Takahashi　et二　a1．，　1980；　一・

1980）．Th・Sρregi…　hares　sh・・t・・㎜・n・eque・・es唱su・h・・AGCT，　T㏄
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　

　　　　1㎜edla｛ely　adjacent　to　the　recombination　sit’e　of・

　　　　　　characteristic　repeating　unit　of　49　bp，　　the

　　　　　　　　　　share　short　co㎜on　sequences　such　as　GAGCTGプ

　　　　　　　　　　　・h。S命regi・n．　Th・…。…　m・y　imp・i・…

　　　　　　　　sequences　rather　t二han　regular　49　bp　repeating

recombination．

　　　　　　　　　　class二switch　recombination　is　mediated　by　an

　　　　　　　　　　　sister　chromatids　（Honjo　et　a1．，　1980）．　It

　　　　　　short　co㎜on　sequences　as　shown　above　are　enough

　　　　　　　　　　DNAs　when　two　sister　chromatids　are　brought

　　　lnteraction　may　be　helped　by　a　specific　protein（s）
　　　　　　　　　　　　　　　申o＿誤

・eq・e・・e・・S・ch．・・…i・膵磐・r・・11・b・ra・・ry　p・・＄

　　　　　　　　1igation　of　DNAs　with　recognition　of　similar

　　　　　　　　　case，　actual　switch　recombination　sites　are
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　二

　　　　　　　　regi。n．　W。　h。v。　d。termi。。d。ne。wit。h。it。　i亘

　　　　　　　．egi。n　and…　i・・h・S命・egi・・．　Th・・wi・・h



　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　！｝つ・〈｝1？

⑬＠　　　　　　　　　　　（鉋
　　　　sit二e　of　MOPC141　72b　gene　is　about　1．7　kb　3▽to　that　of　MPC11　イ2b　gene　（Takahashi

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　close

　　　　・・・…198・）・The　c・㎜・・…多…c・…i…禎AG・TGと・▽i・f・und　i・一

　　　　・・・・・…y旙・h・・e・…￥i・・h・i…i・・h・・命regi・n，・h・midd…uc・…i・・

　　　　（N）　being　the　recombination　site　in　both　cases　（Takahashi　et　a1．，　1980；　Honjo　et

　　　．三1・▲・1980）4t　m旦y辿・g　w・・th・・ti・g　th・t　invert・d・ep・・t・eq・・n・e・are　pre・ent

　　　　45え・4b・・es　5▽…h・・ec・・bi・・…n・i・・i・・g・2b・・3（・令regi・n）・・d・毒・5…e・

）3ウ，。，he　rec。。bi。。，i。n。i，。　i。、g，2b．26（，命regi．。）as　s、。。。、。　Fi、。re　13．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　七〇七h（d
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　w

　　　　Inve「ted「epeat・eq・…e・are　pre・ent　in土・imila「p・・iti・・βf　m・・y　49　bp

・．・ePeati・g・nit・・f　th・S金regi・n．

》・li、、A，二、1㌔。：㌔1㍍蕊㌶蕊∴㌘∵：：：1：l

　　　　and　increase　the　chance　of　the　class＝switch　recombination．　As　pointed　out

　　　　bεf°「鰍the　class二・・it・h・e…binati・n　d・e・n・t　have　t・b・highly・pecifi・t・th・

　　　　nucleotide　joined　together　（Takahashi　et　a1．，　1980）．　Instead，　the　class＝switch

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　α

　　　　・・c・mbinati・n　is　expect・d　t・be　effi・ient・since　it　t・k・・place　d・ri・g∧re1・ti・ely

　　　　short　period　of　ti［ne　after　stimulation　with　an　antigen．　The　above　model

　　　　sat二isfies　these　biological　features　required　for　the　class・＝switch　recombination．

　　　∠αFママ・1＞

　　　、〔－
　　　　Deletion　in　the　S　region”

　　　　〔－W・have。h・w・・h・t・p・r・i・n・f・h・S禽regi。n　i。　d。1。・。d　f．。m　DNA、。f・h。

●）　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　へ
　　　　71　chai砿：producing　myelomas．　The　deletion　seems　to　have　taken　place　at　the　iden＋
，ica、、－a，i。6　i。　M。PC揺。。、　M舗m，。、。。。、。hi。h　hav。　differen，，yp。、二

　　　　　　　　　　　　　　　　5　　　　《≦夕

　　　　rearra・g・m・・版i・th・・19・n・f・・gm・・t（K・t・・ka　et・1・，1980）・S・vera1・2b・h・i・・〔し

　　　　’1　　　　㊤（蓼　　（⑧㊤⑱
　　　　P士oducing　myelomas　（MOPC141，　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　仰Cll　and　BKC　F暇（w鯵5　sh°wn　t°have「ea「「ange£

　　　ments　in　the　3《！flanking　region　of　the　イ2b　gene，　which　is　actually　close　to　the

　　　S合regi…　i・・e　th・・2・gen・i・1・cat・d・nly　15　kb　3▽t・th・・2b　g・・e（H・nj・

eta1．　　　　　　，

　　　　　In

1980；A．

summa「ちthe「e

Shimizu　e亡　a1．

　　　　　　are　　a　number　of

●

myelomas　in　which　the　3こ／side　of　the

ワ’

う



　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　｛、1二つ芝8

。xp．e、sed　C含、。。。　i、　rea。rang。d．・。m。。・・h。。。re　c・。曇，。x，・。i・・d　by・h。　d…£

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　；。n

　tion　of　a　portioll　of　the　S　region・　It　is　difficult　to　envis総合　a　direct　cause
。諾㍍離・。，i－。hip　b。・。een・he　e。；。essi－。f　a・詮、。ne　an・．ear．an、。m。。・。f

th・3▽f1・nki・g・egi・n・f　the　e・p・essed　C；9・n・．　lt　i・p・ssib1・th・t・part・f

　the　S　region　tends　to　be　deleted　by　itself　without　involvillg　class＝switch

　recombination．　It　may　be　relevant　to　this　point　that　other　strains　of　mice　have

・h・Sρ・egi－・・va・i・d・・n・・h・－h・h・・C57呼…th・・ρregi－・k・・一…⑬

　than　that　of　BALB／c　（Y．　Yaoita　and　T．　Honjo，　unpublished　da亡a）．

　　　　　　It　i・a1・・y・i・p・rt・・t　t・keep　i・mi・d　that　the・e　st・dies　d°ne°n呼e1°－

　cells　may　contain　secondary　rearrangements　induced　during　propagation　（七f　myeloma

　cells．　Analysis　of　normal　B　lymphocyteS　is　necessary　to　clear　this　point．

とαF？マa＞
　一一　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　・
、

‘監eri。1、〃

嚥；ATP（。pec．　act．55・キi／一。・。）。。・軸・TP（。pec．　ac・．…蛇

。。。・。）。。．e。b，。i。。d　f．。mN。w　E。g・。。d　N。c・ear（・。。t。n．・。⊆．・。urces

。f　re。，．i。，i。n　e叩。、，，。、y。uc、。。，i、。　ki。。、e†。n、。，h。．1。＝、。、crib。d

　　　　　　　　　　　　　　　　　’　　⑪　　　　　　　　　　⑦

　previously　（Kataoka　et　a1．，　1979；　Honjo　et　a1．，　1979）．　Bacteてial　strains　used
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　七h¢

・・r吾培pack・gi・g・ere－9・・pP・i・d　by弩・・・・・…er・・ぷ・i・er・i・y・f

Wi・c…i・・M・・・・・…m・・ce…ine・・ere・・pP・i・d　by巧M・・…er・f　M町咋

・・Migi・・…anazaw・U・iver・i・寸・・dつ・…der・f・・ち・・㌫・…dby・ub£’

　cutalleous　injection　as　described　（Sibinovic　et　a1．，　1976）．　　　　遙

∠ひFマ子3＞
、

　〔一一High　皿01ecular　weight　DNA　was　prepared　from　MPCll　myeloma　tumor　or　newborn

　mice，　digested　partially　with　Eco　RI，　and　fractionated　by　agarose　ge1．（0．7％）

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　
　electrophoτesis　as　described　（Polsky　et　a1．，　1978）．　The　partially　enriched　i皿u寺
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　口

つ



　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　£｛・争皇9

ハ
　　noglobulin　gene　fragments　were　ligated　with　λgt｛WES　（Leder　et　a1．，　1977）　or
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　U

Char・n　4・（…t・・er　et…，677）・・…frag・・・…pac・・g・鞠韓・…ph・g・

‘

　coats　（Blattner　et　a1．，　1979）　and　亡he　resultant　plaques　were　screened　as

　described　（Benton　and　Davis，　1977）　using　亡he　nick二亡ranslated　Hha　I　fragment　of

　cloned　72b　cDNA　（pG2b＝4）　as　a　probe　（Kataoka　et　aL，　1979）．　The　recombinant

　phage　DNAs　were　cleaved　with　Eco　RI　and　the　inserts　were　recloned　into　pBR322

　　（Bolivar　et　a1．，　1977）．　Recombinant　phage　and　plasmid　DNAs　were　prepared　as

ふ・毛・・dby．・i…ier　et・・．（1977）・n・C・・・・…n・H・・i・・ki（・969）卜

　respectively．　All　the　cloning　experiments　were　carried　out　in　a　P2　facility

　using　EK2　host二vector　systems．

∠（x亨守亨3＞

亡・・
キ…9）w・・dig・・t・d　wi・h・pP・・p・i・te　am・一撒・・vari…re…i・・i・n　e・・君

　mes　at　their　optimal　conditions，　elect二rophoresed　in　agarose　gels　（Type　I，　Sigma
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ρ∩

　Chemical　Co．，　St．　Louis，　｝勾已壬），　and　blot亡ed　to　nitrocellulose　filters

’1：：：1：1：二二蕊：ここ：：㌶㌫、竺㌔‡1ご㌧欝；竃1：㌶：

　merase　I　（Boehringer）　as　described　（Maniatis　et　a1．，　1975）．　The　Southern　blot
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　＠

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　
　filters　were　hybridized　with　appropriate　probes　as　described　previously　（Kataoka
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ω

　et　a1．，　1979；　Honjo　et　a1．，　1979　．

∠ひξ7マ3＞
　c－一一　　　　　　　　　　　　　　．
、　　　　　　　　　　　　　　．　　　ノ’

一5
甦e－ina‥・b・芭i・g・・re・t・i・・i㌫霊・：F　an・・uc・…’…eq・e・・e

d・terminati・n　w・・perf・rm・d　acc・rdi・g　t・∧Maxam　and　Gilbert（1977）with皿i・・r

　modifications　described　previously　（Honjo　et　a1．，　1979）．
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T・b1。’11”H。m。・。gy。fR。p。。・U・i・・4

epeat　Units　Compared Average　Homology

standard　deviation）
o“＜三

6rk．しじ
　　3△ゆm（L

，1／s合

n／s合

合／s合

合／s合

念／s令

会／s会

6．4．（11．3）

9．4

3．6

3．2

0．6

4．3

（9．7）

（9．2）

（7．9）

（6．0）

（7．5）

←A　pair　of　repeat　units　of　the　S　regions　indicated　was
compared　with　all　the　possible　combina亡ions．　The　repeat
・ni・・eq・…e・were・・k・・f・・m　Fi四・ξ7　and　10・

ノ
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Legends to　Figure

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ハ、1｛｝（r2，5

亡一’Rec・m・ina・i・n・v…ξ・・i・h・ccu…　f・・・・…p1・…

　　　　　　　　　　　　　　　　　の

ferentlatlon　of　a　B　lymphocyte　are　schematically　represented．　The　model　was

taken　from　Kataoka　et　a1．　（1980）　with　sligh亡　modifica亡ions．　The　presence　of　D

segments　was　indicated　by　recent　s亡udies　from　several　laboratories　（Early　e亡

a1．，　1980；　Honjo　et　a1．，　1980；　Sakano　et　a1．，　1980）．”

∠（LC　5al＞

露gure’21’・C。m。ra・i。。　R。。、．i。・i。。　C・eav。g。　M。p、。f、h。　Ger。・i。e　and，h。

・。arrang。d・2b　Ch。i。　C。。esTand　S。quen。i。g・，。a、。gi。、・，

　　　　　、

［三一一一Various　res亡riction　enzyme　cleavage　sites　of　cloned　72b　gene　segments　from

germline　DNA　（Ig72b＝2206）　or　from　MPCll　DNA　（Ig72b＝2203）　are　represented　wi亡h

　the　direction　of　transcrip亡ion　from　left　to　right．　Closed　squares　in　the　bars

represent　the　72b　gene　structural　sequence，　which　is　interrup亡ed　by　three

i・t・・v・ni・g・・q・・・…　（K・…ka　et・1・・1979；T・・k・・…　1・・1979；

二二∴㌶ぽ鰭il：：1：㌔㌻㌧、：；蕊

and　Ig72bニ2203，　　respectively．　Horizon亡al　arrows　indica亡e　the　directions　and

　　　　　　　　　　sequencing．　Black　squares　A　and　B　indicate　a　Bam　Hl　fragment　used　as　arahges　of

probe　for　the　experiment　shown　in　Figure　3　and　1．7　kb　Hinc　II＝Xba　I　fragment

used　in　Figure　8，　respec亡ively．”

∠oc　5早1＞

r　　　　　、　　ノ，　　、

Figure　3．　　H　bridization　of　Newborn　Mouse　and　Various　｝｛eloma　DNAs　with　a　72b

　　　　　　　　　　　　Cene　Fragment”

〔一’T・nμgeach。f　DNA。f。。wb。m　m。u。e（1ane　a），　MO

．　．　 ．　⑱㊥　．＠1ane　b），　J606　（73，　1ane　c），　MOPC31C　（71，　1ane　d），　MC101

G，b，、。ne，），　M，鱈，2、，、。。e　g），　RPC5“2。，、。ne　h），

were　cut　with　restriction　endonucleases　indicated　and

　　　　　　　　　●ず

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　→3一し

轟（正一・殼
　　　（・1，1ane　e），　

＠　　and　｝10PC315　（

　　electrophoresed　in　O．7％



／

　　　　　　　　

・gar・・e　g・1・．　ApP・・x・・・…y1・・P9・・・9躍・g・2b・22・6（…ej）・n日

・ge冊・；・g・2b・22・・（1ane　k）were　c…　i・h・h・・am・・n・y…　i・di・…dand

electrophoresed　in　the　saIne　ge1．　Southeτn　blots　of　the　gels　were　hybridized　wi亡h
，h。。i。k、ran，・。、。d（。p。。．　ac，．－1・薗1崎，。／・g　D・A）・．ag・en・A。・p・g・2b・22

shown　in　Figure　2．　Molecular　sizes　of　the　bands　were　calcula亡e（1　with　Hind　III

dig。。，。。f・，・857　DNA。、。。1。。u・ar　mark。rs．η　　　　　　　　　　　　　．幽

鴛欝・，、．idiza，i。。。f＿。．。＿e　and。PC忽，，A、　Wi，＿。＿＿、、

s

’

1

r’ （、）1・
。・ec・．。ph。re、ed　i。。・．5％。gar。。e　g。・†。nd　b1。・t。d

The　　　　　ibridized　with　plg72b二23　DNA　labeled
　　　　　

ac・・｛・／・9）・・d・…radi・graph・d・一

　　　　　（・）・・5・geach・・C・…n4・；・g・3・・…A・as　c・・

mes　indicated　and　electrophoresed　in　a　O．5％　agarose

the　gel　was　hybridized　　　　　　cloned　73　chain　cDNA

：麟；・n（・pec・　　・呼・・／・9）・”

・igure’ 5撒IC・m・旱ra・i・・R・…i・・i・n・・p…Germ・ine・3

！
’
．

　　　エ；二
to　a　nitrocellulose　filter，，

by・ick　tran・1・ti・n（sp・c．

with　the　re・t・i・ti…　n・y♀
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　口

　ge1．　The　Southern　blot　of

1・b・1・d・i・hOPby・i・k

＿　　　　　　　・　＿　　．＾、　＾＾　ま‘
Gene　and　Ig72b＝23

亡一…er・D・A　segmen・…Char・n　4A廿・・3・3・and　p・g・2b・・3　are　repre・e…dby．

・pPer　a・d・・w・・…i・・n…bar…e・pec・i…ちwi・h・h・direc・i・n・…a・篭

cription　from　left　to　right．　Closed　square　with　serrated　borders　indicates　the

apPrbximate　location　of　73　struc亡ural　gene　sequence　deterlnined　by　Southern　blot・
hyb．i・i。a，i。n（晦re　4B）and　R、一，　ana、y。i、．（、．隠竺鷲監謬D

data）・‘Vertical　broken　line　indicates　亡he　recoτnbination　site　in　Ig72b二23・　Closed．

b。x。。　a・S。、・，i・。。。f・g・3ヨ・i。dica・。・h。。egi。。，eq。e。。ed㌦’

∠qC　5al＞

誌re・6㌶”，。d。。、id。　S。que。。e　S。．＿di。g，h。　R。。。mbi。。，i。n、i、。。f・g・2b．26

」

イ

ヤ

Ig72b＝23　”
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　　　　　1

〔－　The　nucleotide　sequences　of　a　region　located　between　two　Xba　I　cleavage

。i，。。。，4．4。。d　6．1　kb，．。。、h。5▽七er。inu。。，、9，2b三26。。d，h。。。rr。、p。n、i。g

regi。。・。・。een　a・。。・。i・e　andヱXb。・。i，。4．65　and　6．・kb　f．。m・h。硫。．＄

min…　flg・2b・23（・ee　Fig・・e　2）・・e　pre・ent・d　with　th・di・ecti…　ft・a・scri評
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　し
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　、　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ピ　｛朗P
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　・・oW’tion　of　the　structural　gene．　An　arrow　head　indicates　亡he　recombination　si亡e．　O

i。p。。i，i。n　696　i。dica，。、　t、。，，、。　b。。e，e，uen。e　w。。　n。，　d。，。．mined．’／

＜αF5aら

1　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　、　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　■　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　至　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　‘　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　墨　　　　　　　　　　　　　玉　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　

r、・・・・…id・・eq。en・e…g・2b・・6…w。　i。　Fi鱗巳6　i。　aligned　i・・・…。fえx

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　品e　司x

repeating　groups　of　245　0r　295　bp，　each　of　which　comprises　λor　兎　repeat　units

of　4・9　bp．　Homologous　bases　are　boxed．　The　prevalent　sequence　of　the　49　bp　unit

is　shbwn　at　the　bot亡om．　Base　positions　shown　a亡　right　are　identical　to　those　in

Fig・t・6．”

乙o雫5aφ〉
長。。e’8：’・Par，i。・Di，。、ti。n。f、h。、g・2巨26　Fra。。n、　F・anki。g，h。5V，。d。f

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ヴ　　　　　　　　　　　　　the　Sequenced　Reglonη

［一…3…b1・・g・…f・f・・en・・fp・g・2b・26・・…rmi・a・・y・・b…dbyp・・y3

。一・。。・i・。ki。a。e。。晶；等・天ATP，　an・。。・。i・h　Hi。。・・．　The　re。。1・。・・1．・kb

　long　｝｛inc　II＝Xba　I　fragment　（fragment　B　in　Figure．2）　1abeled　only　a亡　the　Xba　I

・i・・…p…i・Hy・i・・…d・i・h　A・…晶・・Al味咋・・ec…p・・re・ed　i・5％

…y・・r・1・mi・・g…and・…radi・graph・d．　ApP・・xi・1…y・・9・・…〕ミ多・＄こ

fragment　B　was　cleaved　partially　with　Ava　II　or　Alu　I・　The　amount　of　enzymes　and

　incubation　ti1ne　．are　as　follows．　Lanes　a，　b，　c，　d　and　e，　one　unit　of　Ava　II　for

2，　10，　20，　40　and　80　min，　respec亡ively；　1ane　f，　4　units　of　Ava　I工　for　lO　min・

Lanes　g，　h　and　i，　0．8　unit　of　Alu　I　for　2，　10　and　40　min，　respec亡ively；　1anes　j，

k。。ぽ4。。i，、。f　A1。エf。r　1・，2・and　4・。i。，　re、p。。，i。。・y．　Th。　m。1。。u・ar

＠
sizes　of　the　bands　were　calculated　with　Hae　III　digests　of　colicin　EI　DNA　as　a

m。・≧。u・ar。i。e。，。。dard　and　rep。e。en、。d　i。　b。、e　p。i。、．”
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Ava　π

ACGGG6GAGCTGGGATAGGT6GGA6TATTAG6GACTACTCCTAGCA6CC6TG6GAGA6CTGGA6ATGATAGGAATGT6GA㎜AGTCC丁AACA6CTAG

GAGGGAGCTGGGGCAGGTGGGAGTGT6AA紺A6AACTAG撒TGGGAGAGCTG6G6ATGGT八GGAATATGA6撒A6TCCTA6CAGCTATG6

A6GAGCTGG6GAT6GTGGGAAT6T66A撒AGACCTAG撒TGGG丁GACTTGCAGATGTTGGAAATGTGA謙AGTCC了AGCA6CTATGGGG
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　AGGGAAC丁ATGAAA⊆巡GAGAGGAAC丁GAGGCACCrAAAAATT「AA興AAGTTGAGCAG
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　PVU　五　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　κpn　工

緬GGTATAGTT6GAATAT66描窟亡㎡編C6CA6C丁A丁G6AGGA6CAGGGATAGGTGGGAGTATTAG撒AGTCCTAT齢TGGGGGA
CCACAGGAGAGCATAGGG皿エGGATAAGCCATTATGrGG6A6CTGGTGTAACTG〔IAAATATAGGGAAAATAGAATAACCAGCTACACAGG△幽AG

Ava　II　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　B9よ　∬

GCT編TGGrAGGAATGT6GA撒A6ACCTA＾CAGCTAG6AGG6AGCTGG6GCAGGTG6GA6TGT6A6縦AGACCTAG端TG6GTGACT
AG6AGAAAGGAGCA↑AA6廻≧TGACCAAGCAACCATAGTGGGGCTGGGGAAGCTGAGAGTATGCA⊂AGCCAAGCTGAGAAGTTAAAG6AGAACAGGGG

Hinf　I

TGCAGAT6TTGGAAATGTGA撒A6TTCTAGCAGCTATGGGGGAGCT6GGGATGGTAGGAATGTGGGA6ACC締｛斤AG紬TAGGGGAGCAG
TAGGTGAGGGTGTGAAGTACCAI典［⊆JGAGCTACAGAGGAGCTGGGCA6GTGGGAATATGGAGGA皿6TTGA興CACA6A6AGCCACCAGGTGG
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　”」nf∫　　　　　　　　　　　　　　　λ㌃五弔ap∬　H」nf　1

Ava　］工　　　　　　　　　　　PVU　五　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ハぴロ

G6ATAGGTGGGAGTGTTA6AGACCAGTCCCAGCAGCCGTGAAGGAGCTGGGGATGGTAGGAATATGAG㎜AGTCTCA6㎜TGGGGAAGCTG6G
C∧GTTCCACA〔iCTTCAGGATAGTC〔rGGGAG丁TrAGGAAA∧CAGGCTAGGATGGATGC「A⊂AGGGAAGC丁6A66CA∧G丁GGGAACA↑6GAGAACCAGACT

．、。。GCAGGTGGGA6T6TGAG編GACCTAGCAGCAGTGGGTGACTTAGGAATGTTGG＾AATGTGA辮血A6丁楡㎞6CTAGGG66A6C6GGGATA6

　　　　　　　GAACATTrCCAG皇匹⊆⊆皿AGGAGTT「CCAT廻CT6GGGGATTAτGGAAACCτr6A興GAAAACTGGAC1「GAGCACCTACAG］「AGAGCTGハC
Ava　口　　Hap　］X　　　　　　　　　　　　　Sau　3A　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Sac　∫

Ava　！r

　　0　　　6TGGGAG丁ATTAGGGACTACTCCTAGCAGCC6TGGGAGA6CTGGAGATGATAGGAATGTGGA㎜AGTCCTAACAGCTAGGAG6GAGCTG6GGAC6GT
　　　　　　ドTGGGAGTATT＾GGGACTACTCCTAGCAGCCGTGGGAGA6CTGGAGATGATAGGAATGTGG＾賠菩＾GTCCTA＾CAGCTAGGAGGGAGCTGGGCACGGT

　　　　　　recombjna　clon　　sj　te
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ハva　耳　　　　　　　　PVU　lr　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ハva　互

　」oo　　　GGGAGTGTGAAτm「口ごAGAACTAG㎜TGG6AGAGCTG6GGAT6GTAGGAATA丁GA6〔m（τA6TCTCAGCAGCTAGGA6GGAGCTGGG6CAGGTGG
　　　　　　　GGG∧GTGτGAA皿AGAACTAG⊆」岨T6GGAGAGCTGGG6ATGGTAGGAATATGAG皿A6TCTCA6CAGCTAGGAGGGAGCT6GGGCAGGTGG

Ava　耳　　　　　　　　　　　　P∨U　］工　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　λva　］戊

、。。6AGTGTGAGGG＾CTAGACCGAG端TGGGTGACrTGCAGATGTTGGAAATGTGA撒AGTCC丁AGCAGCTATG6G6f撒GGTATAGTTGGA

　　　　　　　GAGTGTGAGGGACτA皿GAG⊆岨TGGGTGACTTGCAGATGTTGGAAATGTGA卿AGTCCTAGCA6CTATGGGG㎜GGTATAGTTGGA
Hae　巫r　　　PVU　】江　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Kpn　r　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　PVU　】∫

、。。ATAT6GG㎞締AGCAGCTATGGAGGAGCAGGGATAGGτGGGAGTATTAG描毘AGTCCrAT柵TGGGGGAGCT編TGG丁AGGAAT
　　　　　　　A丁A1「G66皇匹⊆∠岨AGCAGCTATGG∧GGAGCA6GGATAGG丁GGGAGTATTAG岨AGTCC「AT⊆AJ⊆口TGGG6GAGCT卿TGGTAGGAAT
　　　　　　　　　　　　　Ava互β9」五　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Ava∬　　　　Pvu∬　　　　　河b。五
、。。GTGGA撒品AGACCTAACAGCTAG6AGAGAGCTAG66CAGGTA6G＾GTATGAG描㎡AGT＾CTA＾CAGCTATGGAGGAGTTGGGG＾TTTTGGAAAT6T

　　　　　　　6TGGA興AGACCrAACAGCTAGGAGAGAGCTA6GGCAGGTA6GA6TAT6AG過AGTACTAACAGCTA丁GGA66A6TTGGGGA丁TT丁GGAAATG丁
λ∨a　］I　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Ava　］匡

，。。GAGAGACTAGTCCTAGCAGCTCTGGGG器苗AAAGTATG6TTTGAATATG6GGGACTATATCTAGCAGCTATG6GGAAGCAAG6ATAGGTGGGAGTAT
　　　　　　　GAGAGACTAGTCC「AGCAGCTCTGGGG⊆」L㊤AAAGTAT6GTT丁GAATA丁GGGG6ACTATArCTA6CA6CTAT6G6GAA6CAA6GA丁AGGTGGG∧GTAT

Pvu　五
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SUMMARY

　　We　have　cloned　a　rearrangedγ2b－chain　gene　from　mouse　myeloma　MOPCI41．Nucleotide－sequence　determina．

tion　demonstrated　that　the　rearrangedγ2b－chain　gene　was　fomled　by　a　recolnbination　between　the　region　flanking

the　5’－ends　of　tlle　embryonicμ一chain　gene　and　that　ofthe　72b－chain　gene．An　inverted’repeat・stenコstructure　can

be　formed　at　the　lunction　of　the　embryonicμ・and　72b・chain　genes．　Nucleotide　sequences　si］nilar　to　the　one

Iocated　adjacent　to　the　recombination　site　were　found　in　other　partsof　the　region　nanking　the　5’・end　of　theμ・cllain－

gene，as　well　as　in　the　regio！1　flanking　tlle　5’－endoftheγ1－cllaingene．The　common　sequence（qGTANNAAAGNAC）

shares　extensive　hornology　with　the　sequence　proximal　to　the　insertion　site　of　the　bacterial　insertion　element　IS2．

INTRODUCTION

　　Immunoglobulin　proteins　comprise　two　heavy（H）

and　two　light（L）chains，each　consisting　ofan　amino－

terminal　variable（V）regi叩alld　a　carboxy・terminal

constant（C）region．　The　H　chains　are　classified　into

nve　classes（μ，δ，7，α，　alldε）．　During　a　course　ofdif．

＊On　leave　ffom　Department　of　Agdcultural　Chemistry，

Faculty　of　Ag亘culture，　Unlversity　of　Tokyo，　Tokyo　113

（Japan）．

＊＊To　whom　a皿co∬espondence　should　be　sent　at　tlle　Depart－

ment　of　Genetics，　Osaka　University　Medical　Schoo1，Kita－ku，

Osaka　530（Japan）．

Abbreviations：bp，　base　pairs；kb，　kaobase　pairs．

ferentiation　a　single　lymphocyte　apPears　to　sequen・

tially　produce　different　classes　of　immunoglobulin

proteins，　wllich　is　called　class－switch　phenomenon．　In

agiven　lymphocyte，　a　single　V　region　of　the　H－chain

associates　sしlccessively　with　different　C　regions，　while

the　L・chain　protein　synthesized　remains　lmchanged．

The　switch　of　tlle　II　chaill　follows　the　sequence　from

μtoγorα、

　　In　1978　we　proposed　that　the　order　of　the　H－chain

genes　is　VH，spacer，μ，73，71，72b，γ2aandα，　and　that

in　tlle　process　ofclass　switcl1，　a　chrolnosonlal　segment

whjch　is　located　between　recombining　VII　and　CH

genes　is　excised　out　from　the　chrolnosomes　so　as　to

bring　C　alld　V　genes　closer（Honjo　and　Kataoka，

】978）．The　class・switcll　phenolnenon　was　explained
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ノythe　successive　recombination　event　of　a　VH　gene

倉omμtoγorα．　The　linear　arrangement　ofCH　genes

and　their　deletion　in　myeloma　cells　have　recently

oeen　confirmed　by　several　groups　including　our　own

（Coleclough　et　al．，1980；Cory　and　Adams，1980；

Cory　et　a1．，1980；Rabbits　et　aL，198C；Yaoita　and

Ho可o，1980a，b）．

　　We　have　recently　cloned　an　8．3　kb　long　EcoRI

fragment　containing　a　rearranged　71・chain（lgH7）

from　aγ1・chain．producing　myeloma　MC101，　and

compared　its　structure　with　the　embryonicγ1

（18H2）andμ（IgH701）chain　gene　fragments，　both

cloned　f、om　newbom　mouse　DNA（Kataoka　et　a1．，

1980）．Studies　usmg　restriction・site　mapping　and

Southem　hybridization　of　restriction　fragments　have

　、dicated　that　the　rearranged　γ1－chain　gene　clone

comprises　a　6．3　kb　long　fragment　of　the　embryonic

71gene　and　a　newly　introduced　segment（2　kb）that

was　origina且y　located　at　the　nankhlg　5’・region　of

the　embryonicμ一chain　gene．　The　recombination　site

of　the　two　segments　seemed　to　be　different　f㌃om　the

pUtative　J　region，　w｝亘ch　is　the　recombination　site，

to　bring　a　VL　gene　to　the　close　prox㎞ity　of　the　CL

gene（Max　et　aL，1979；Sakano　et　al．，1979；Seidman

et　a1．，1979）．　Based　on　these　results　we　have　extended

the　previous　model（Honjo　and　Kataoka，1978）and

proposed　that　the　class－switch　recombination　takes

place　between　novel　regio！1s，　called　S　regions，　wMch

are　present　in　the　fユank口lg　5’・region　of　each　CH　gene

’Kataoka　et　aL，1980）．　We　assume　that　putative　JH

regions　are　clustered　upstream　of　the　S　region　ofthe

μ・chain　gene（Sμ），and　that　the　fecombination　between

VH　and　JH　regions　results　in　expression　of　theμ一cham

gene．　Then，、the　class　switch　fromμto　71　isμobably

mediated　by　a　second　recombination　event　between

the　Sμand　Sγ1　regions，　without　affbcting　the　V・region

sequence．　Davis　et　a1．（1980）analyzed　the　rearranged

α・chain　gene　fromαdlain－producing　myeloma，M603

and　have　also　shown　that　the　completeα一chain　gene　is

丘）rmed　by　two　distinct　types　ofDNA　rearrangements，

aVH－JHjom㎞g　and　a　CH　switch．

　　To　further　examine　this　model　we　have　cloned　an

EヒoRI　fragment（7．8　kb）containing　the　rearranged

γ2b．chain　gene　from　a　72b－chain・producing　myeloma

MOPC141，and　determined　the　nucleotide　sequence

around　the　recombination　site　of　the　rearranged　72b・

chain　gene．　This　sequence　was　compared　with　those

㎞the　corresponding　regions　of　the　embryonicμand

γ2b電hain　genes．　The　results　unequivocally　demon・

strated　that　the　rearrangedγ2b－chain　gene　is　formed

by　a　recombination　between　a　region　flanking　the

5’－end　of　the　embryonicμ一chain　gene　and　that　ofthe

72b・chain　gene．　The　nucleotide　sequences　around　tlle

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ンjunction　of　the　μ　and　γ2b－chain　genes　allow　the

formation　of　an　inverted．repeat－stem　structure，　and

share　homology　with　that　ofthe　prokaryotic　insertion

element　IS2（see　Szybalsld，1977）．

MATERIALS　AND　METHODS

（a）Materials

　　［γ一32P］ATP　（spec．　act．＞5500　Ci！mmo1）and

［α一32P］dCTP（spec．　act．＞3000　Ci／mmol）were　pur－

chased　from　New　England　Nuclear（Boston，　MA）or

from　Radiochemical　Centre（Amersham，　England）．

Sources　of　restriction　endonucleases，　polynucleotide

kinase　and　DNA　Ugase　have　been　described　previously

（Honjo　et　al．，1979；Obata　et　a1．，1980）．

　　High　molecular　weight　DNA　was　prepared　fYom

MOPC141　myeloma　tumor　as　described（Honjo　et　al．，

1979）．The　myeloma　MOPC141　was　kindly　provided

by　Dr．　M．　Potter　of　NIH　and　propagated　subcuta・

neously　in　BALB／c　mice．　The　myeloma　tumors　were

harvested　and　stored　at－80°C　until　used　for　DNA

extractlon．

（b）Preparation　and　screening　of　recombinant　phage

　　Bacteriophage　λgt晒S・λB’（Leder　et　al，，1977）

was　used　as　an　EK2　vector　and　propagated　in　DP50・

∫μρF．Cloning　experiments　were　carried　out　in　a　P2

facility．　Ligation　ofλgtψE50uter　fragments　and

purified　mouse　DNA，　and　in　vitro　packaging　ofrecom－

binant　DNAs　were　carried　out　as　described（Blattner

et　a1．，1978；Kataoka　et　aL，1979）．　Five　sets　ofabout

50000　plaques　were　directly　transferred　from　LB

broth　agar　plate（25×25　cm）to　nitrocellulose　filters

（Scllleicher　and　Schuell，　Keene，　MA）as　described

（Benton　and　Davis，1977）．The　mters　were　hybridized

to　32P4abeled　IgH22　and　autoradiographed．　Recom・

binant　phage　DNA　was　prepared　as　described（Tie・

meier　et　al．，1977）．　The　insert　DNA　was　isolated　and

recloned　into　pBR322　by　ligation　（Bolivar　et　a1．，

1977）．Plasmid　DNA　was　isolated　as　described（Cle－

well　and　Helinski，1969）．
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（c）Southem　blot　hybridization

　　DNA　was　digested　with　appropriate　restriction

endonucleases，　and　electrophoresed　in　O．8％agarose

gels，　which　were　blotted　according　to　Soutllern

（1975）．The　filter　was　hybridized　to　32P・labeled　nick・

translated　DNA　as　described（Kataoka　et　al．，1979）．

TABLE　I

Immunoglobulin　gene　clones　used　in　this　study

’Cloned
insert

、

Size

（kb）

Struc・

tural

gene

Source

of

DNA

Ref．

（d）Nucleotide　sequence　determinatio1f

　　Nucleotide　sequence　was　determined　according　to

the　method　of　Maxam　and　Gilbert（1977）with　slight

modifications（Honjo　et　a1．，1979）．

IgH22

IgH2201

1gH701

IgH2

IgH7

6．6　　72b

7．8　　γ2b

l3　　μ

6．6

8、3

γ1

γ1

newbom
mouse

MOPC141
ncwborn

lnouse

newborn

mouse
MC101

Yamawaki・
Kataoka

eta1．

（1．980）・∴「、．

this　papeエ　　ハ、

Kataoka　et

a1．（1980）

Honjo　et　aL

（1979）

Kataoka　et

aL（1980）、

RESULTS　AND　DISCUSSION

（a）　Cloning　and　characterization　of　the　re町anged

γ2b　chain　gene

　　Previously　（Kataoka　et　al．，1980；Yaoita　and

Honjo，1980a，b）we　examined　restriction　fragments

of　theγ2b．chain　gene　hl　EcoRI・digested　DNAs　of

various　myelomas　as　weU　as　newborn　mice　using　the

nick・translated　72b・chain　gene飴gment（lgH22）

cloned　from　EcoRI・digests　of　newborn　mouse　DNA

（Kataoka　et　al．，1979；Yamawaki－Kataoka　et　a1．，

1980）as　a　hybridization　probe．　DNAs　of　newborn

mice　and　myelomas　producing　theμ，γ3　and　71

chains　contained　a　singleγ2b－chain　gene　fragment

（6．6kb）which　is　indistinguishable　from　IgH22．When

digested　with　EcoRI，　DNA　of　a　72b・chain－producing

myeloma　MOPC141　produced　an　extraγ2b・gene
band　of　7．8　kb　m　addition　to　the　6．6　kb　band（Ka－

taoka　et　aL，1980；Yaoita　and　Ho句o，1980a，b）．

　　The　EωRI　fragment（7．8　kb）of　the　rearranged

γ2b・chain　gene　of　MOPC141　DNA　was　partially　pu・

rified　by　a　preparative　agarose　gel（Polsky　et　al．，

1978）and　cloned　usingλgtω∬as　an　EK2　vector

（Leder　et　al．，　1977）．　Two　independent　positive

clones　were　obtained　after　screening　2．5×105　hy・

brid　phages．　These　two　clones　were　indistinguishable

by　　restriction　　site　　analysis　　and　　designated　as

λgtWπ5：：lgH2201，　the　insert　of　which　is　called

IgH2201．　Irnnlunoglobulin　gene　clones　used　in　the

present　study　are　summarized　in　Table　I．

　　IgH2201　and　IgH22　DNAs　were　digested　with

various　restriction　enzymes　and　the　resultant　DNA

fragments　were　compared．　The　restriction　maps　of・

IgH2201（7．8　kb）and　IgH22（6．6　kb）（Yamawaki・

Kataoka　et　a1．，1980）are　shown　in　Fig．1．The　3’・side

regions（6．5　kb）of　IgH2201　and　IgH22　were　indis・

tinguishable　from　each　other　by　restriction　cleavage

sites．　The　remaining’ 5’－side　regions　of　IgH2201　and

IgH22　were　different　from　each　other　with　respect

to　Iocations　of　various　restrlction　sites．　We　haVe

tested　whether　or　not　the　rearranged　72b・gene　frag・

ment（lgH2201）Contains　a　portion　of　the　embryonic

μ・chain　gene　fragment（lgH701）cloned　from　the

EcoRI　digests　ofnewborn　nlouse　DNA　since　we　knov

that　the　5’・portion　of　the　rearranged　γ1・c｝｝ain．、9¢nφ

fragment　is　derived　from　the　5’・portion　of　IgH701

（Kataoka　et　al，，1980）．　Comparison　of　the　restriction

cleavage　maps　of　IgH2201　alld　IgH701　indicates　that

the　5’・termina11．3　kb　region　of　IgH2201　is　identicaI

to　that　of　IgH701（Fig．1）．　　　　　　　　　　．　　．．　　、

　　　Comparison　of　the　restriction　cleavage　Ihaps　、of

IgH701，IgH22　and　IgH2201　indicates　that　IgH2201

（7．8kb）　consists　of　the　5’・terminal　portion　（1．3

kb）of　IgH701　and　the　3’・terlninal　portion（6．5　kb）

of　IgH22．　Restriction　DNA　fragments　of　IgH701

and　IgH22　hybridized　with　Ilick・translated　IgH2201，

an　observatioll　consistellt　with　the　above　Conclusign

（Fig．2）．λgt　rレ1；∫：：lgH701　DNA，　when　digested、Wit卜

〃加dllUEcoRI，〃∫’d！克’coRhnd！Yわα1！EcoRI，prodUce㌧

0．7　（doublet），1．4　and　6．O　kb　fragrnents，　respectivelyr

whicll　hybridized　with　32P－labeled　IgH220ヱ・（Figl　2）∵

All　of　these　fragments　contain，　at　least，　a　part　ofthe

5’・t・・minal　p・・ti・・（1．3　kb）・f　lgH701（Fig．1）．．　A



120

OKb
9

ロJ
l

O
‘

1

lgH　7α

lgH．．、’22

1qH2201

1‘．）‘　　一・

嘆」こ．

幽ト．

‘　‘‘．　9ヴ・．こ

lgH・1701

lqH，

■丁　1　「　．

ト
ー
1
ー
ー

22

＝
o
＞

q
二
ε
工

▼
ー
↓
▼

↓

×bol
Hind川
Socl

Hh引
◆BomH

＝
o
＞

q

こ
忘
工

←
忘
工

迂
O
o
山

≡
Φ
o
工

三
Φ
◎
工

l
l
r
l

≡
Φ
O
工

王
E
O
国

≡
Φ
O
工

王
ε
O
o
o

≡
Φ
o
工

lgH2201
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　
；〔’：．：1．l　l　モ：、　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　1

’　ほ　．11．！㍑　・　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　舎

∴旨　、、　　　　　　　　　　　　Recomblm†lon　Sl↑e

㌧．’∴．　　　　　　　　　　　　Oboses　　　　IOO　　　　　　　　200　　　　　　　　300
　’　　　　　　r．

〉　　　　　．．　　　　　　　　　　　　　　　‘　　　　　　　　　　　　　　‘　　　　　　　　　　　　　　l　　　　　　　　　　　　　　l

Fig．1．　C6mpa亘son　of　restriction　enzyme　cleavage　maps　of　IgH701，　IgH22　and　IgH2201　and　sequencmg　strategy　of　the正ecom・

噛、iha冠On　Sites　of　IgH701，　IgH22　and　IgH2201．Cloned　DNAs（五ヒoRI　f士agments）ale　displayed　with　the　direction　of　transcription

JOm　left．to　right．　The　testriction　cleavage　sites　were　determined　by　combined　cleavages　with　two　or　more　enzymes．　Restriction

Cn2yme．　c匂vage　sites　of　Igll701　and　IgH22　were　detelmined　pTeviously（Kataoka　et　a1．，1980；Yamawaki・Kataoka，1980）．　The

Cgtt頭㎞e．　shows　the　recolnblnation　site．　The　dotted　re夢ons　represent　the　segment　originally　present　at　tlle　5’－teminal　portion

）flgH701．The　restriction　sites　used　for　sequencing　are　indicated　in　the　enlarged　map　shown　below．　The　ranges　and　directions　of

the　sequence＄πead　axe　indicated　by　horizontal　arrows．　An　arrow　with　a　white　head　indicates’that　the　DNA　segment　was　Iabeled　at

i白3’●end　by．the　reverse　transcriptase．
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Fig．2．　Southe111　hybridization　of　λgt1据∫：：lgH701　and

pBR322：：lgH221estτiction　DNA　f十agnlents　with　32P－labeled

Igl　l2201　DNA．　Approx．0．5μg　each　ofλgtlレE5：：lgH701　aml

pBR322：：IgH22　DNAs　was　cleaved　with　restriction　enzyllles

indicated　and　electrophoresed　in　O．8％　agalose　gels．　The

Southern　blots　of　the　gels　wele　hybridized　with　32P4abcled

IgH2201　DNA．　The　followillg　pahs　of　lanes　are　ethidium

bromide　stains　（lane　a）　and　autoエadiograms　（kme　b）　of

Soutllern　blots　for　cleavage　ofλgtWF5：：lgll701　DNA　by

〃加dlll／EcoRI，　1∬加1／FcoRI　and　Xbα1／EcoRI　alld　of

pBR322：：lgH22　DNA　by　80cl／EcoRI，　刀g11μ’coRI　and

／1加cIl！EcoRI．The　s勉es　offτagments　are　shown　in　kb．

small　Xわα1／800RI　fragment（0．3　kb），　which　is　at　the

5’・end　of　IgH2201，　hybridized　weakly　with　［32Pト

Igl　I2201　and　the　band　was　visible　only　after　very

long　exposure．pBR322：：lgH22　DNA，　when　digested

with　3αcl／EcoRI，　produced　tllree　fragments　of　3．4，

2．1and　O．5　kb，　which　hybridized　with　32P－labeled

Igl12201（Fig．2）、　These　fragmellts　comprise　a　major

portion　of　IgH22　（Fig．1）．　SIllall　3θcI／κcoRI　frag．

ments（0．3　kb　doublet）hybridized　weakly　witll　the

probe　and　the　bands　were　visible　only　after　long
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exposure．　Similarly，βg／1／EωRI　and　1∫mcll／EcoRl

digestions　of　pBR322：：IgH22　produced　two　frag・

ments（4．6　and　2．O　kb）and　three　fragments（2．6，2．4

and　1．6　kb），　respectively，　which　hybridized　with

32P－1・b・1・41gH2201（Fig・2）・The・e　f・agm・・t・・ep・e二

sent　almost　aU　of　the　IgH22　DNA（Fig．1）．　These

results　lead　us　to　collcludc　that　the　DNA　segment

present　at　the　5’proxilnity　of　the　rearranged　72b・

chain　gene　ill　theγ2b・chain・producing　myeloma

MOPC141　has　been　derived　from’the　fユankmg　5’・

region　of　theμ一chain　gene　ill　newborn　mouse　DNA．’

（b）Nucleotide　sequence　arotmd　recombmation

sites　of　embryollic　and　rearrmlged　72b　chain　genes

　　The　detailed　restriction　maps　alld　the　sequencing

strategy　around　the　recombillation　sites　of　IgH701，、

IgH22　and　IgH2201　are　also　sllown　in　Fig．1．IgH22

and　IgH2201　sllare　the　comnlon　restriction　enzyme

cleavage　pattern　to　the　right　of　theノγαεIII　sites　that

lie　O．09　alld　126　kb　dowllstream　of　the　5’・ends　of

IgH22　and　IgH2201，respectively．　However，　a　1力θIII

site　O．05　kb　away　from　the　5’・end　of　IgH22　is　abseht－

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　’

from　IgH2201　at　the　corresponding　position．　UD・

streanl　frorn　this」r70elll　site，　the　cleavage　pattern　Of

IgH2201　is　quite　different　from　that　of　IgH22，but⑮．

identical　to　that　of　IgH701．

　　The　nucleotide　sequences　around　the　recombina・’

tion　sites　of　Igll701，IgH22　and　IgH2201　are　shoWn

in　Fig．3．　Comparison　ofthese　sequellces　locates　th

recolnbination　site　in　the　rearrallgedγ2b・cha㎞gene，

fragment　at　base　1000r　101　before　the、8αη1　HI　siteぺ・

The　nucleotide　sequences　of　IgH22　and　IgH2201・are

identical　downstream　of　the　recombination　site，

whereas　IgH2201　shares　the　common　nucleo‡ide

sequence　with　IgH701　upstream　of　the　recombination．

site．　The　nucleotide　sequellce　around　the　recombina二

tion　site　does　not　contain　a　sequence　simU田to　the

putative　VH　or　JH　sequences，　which　are　deduced’f㌃om

the　anlino　acid　sequence　data（Fougereau　et　aL．，1976；

Barstad　et　aL，1974；Adetsugbo，1978；Kabat　et　4，

1978；Rao　et　a］．，1979）．　The　results　unequivoCally

demonstrate　that　the　rearrangedγ2b・chain　gene　is

formed　by　a　recombination　bet、veen　a　region　flankinr

the　5’－end　of　the　enlbryonicμ・chain　gene　ahd　a　regio▲．

flanking　the　5’・elld　of　the　embryollicγ2b・chain　geneジ

The　recombination　site　is　tlifferent　from　the　putative

JH　region，　ill　agreement　with　tlle　previous　stUdieS　on

the　rearrangedγ1・chain　gelle（Kataoka　et　al．，1980）．
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19H・701　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　－30

‘ψ　　　　　　 　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Eco　RI

18日　．．　22　、　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　GAATTCAGGCAGAAGAATAGCTT

　　．▽．’．－　　　　　　　　　　　Hjnf　l

Ig｝1　2201　　　　　　　　GATTCTGGAAGAAAAGATGTTTTTAGTTTTTATAGAAAACACTACTACATTCTTGATCTACAACTCAATGTGGTTTAA了GAATTTGAAGTTGC

IgH．．「7．01　㌦CAGTAAATGTACTTCCTGGTTGTTAAAGAATGGTATCAAAGGACAGTGCTTAGAGCCAAGGTGAGTGTGAGAGGACAGGGGCTGGGGTATGGATACGCAG　　　70

・・：．

．・・．
．・ 　　　　　　　Hae皿　　　　　　　　　　　　．　　　〃aeπ

・8H∵1．122．GGCTGCAGAGAGTCCTGGGGGCCAGGAGAGTTGTCCGATTGAGCA鰍ACATAGGCAG領”いGGCCC丁GGCACTCACATTCTCAAGCMGCCGTATAAG

　　　　　　　　　20　　　　　　　　　　　　　　　　　　ho　　　　　　　　　　　　　　　　　　60　　　　　　　　　　　　　　　　　　80

　　　　　　　　　　　．　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　・　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　●　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　・

Hinf　I

GATτCTGGAAGAAAAGATGττTTTAGTTTTTATAGAAAACACTACTACATTCTTGATCTACAACTCAATGτGGTTτAATGAATTTGAAGTTGC

Hae巫
Igt｛．2201　　CAG丁AAATGTACTTCCTGGTTGTTAAAGAATTGTCCGATTGAGCAGGAACATAGGCAGGAAAAGGCCCTGGCACTGACATTCTCAAGCAAGCCGTATAAG
：1．1．ぶトr　　　　　　　　　　　　　　　ll

　　　　　　　　　　　〃ae1π　PVU　1τ　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Hae皿

18H．　701　　AAGAAGGCCACAGCTGTCAGAATTGAGAAAGAACAGAGACCTGCAGTTGAGGCCAGCGGGTCGGCTG6ACTAACTCTCCA6CCACAGTAATGACCCAGAC　170

．　　　　　　　　　　　　　　　 Hae　皿　　　　　　Bam　HI
　　　　　　　ロ　　　　　　　　　ぐ

fgH、．．22　TT蝋GTTCTAGTGTCAGAGGCCCAAGCTCG畝TCC

｝｛ae刀区　　　　　Bam　HI

　．」甘周22bl　　TTAAAGTTCTAGTGTCAGAGGCCCAAGCTCGGATCC　　　　　　・

’こ・　、．1㍉　　．　　．　　　｝lae　llr　Hinf　l　Hindπ
　ロ　　　コ　　　リ　へ　　

1βH．　　701　　AGAGAAGGccAGAcTcATAAAGcTτ
　　’｝　．　　　　　・乙

Flg．3．　NUcleotide　sequences　around　recombination　sites　of　IgH701，　IgH22　and　IgH2201．DNA　fTagments　to　be　sequenced　were

isolated　as　follows．（1）IgH701：∫ガηdlII－E　f十agment（0．7　kb）of　IgH701was　subcloned　mto　pBR322　plasmid．　The∫f加dlll’E　f士ag・
　　に　　　　コ　　　　　　　　　　　ヨ　　　　

m⑰fWaS　isOlated　by　3％polyacrylamide　gel　electrophoresis　afler　digestion　ofthe　plasmid　DNA　with〃’ηdlII，　digested　with　either

乃μIIもrノ充｝1fl　and　used　fbr　the　substyates　of　phosphorylation．（2）IgH22：The　O．45　kbβα〃IHI　fragment　containillg　the　O．3　kb

portion　of　pBR322　and　tlle　5’・termina10．15　kbβαノηHIゼcoRI　portion　of　Igl｛22　was　isolated　by　4％polyacrylamide　gel　electro・

phg享esis　after　digestion　ofpBR322：：IgH22　withβo〃3HI　and　its　5’・ends　were王abeled　by　phosphorylation．　The　5’－terminal　O．15　kb

8ρ垣HI砲oRI　f㌃agment　was　also　isolated　and　its　3’－end　was　labeled　by［α一32P】dCTP　reverse　transcriptase．（3）IgH2201：The　O．6

kbβ肋dlll田αη1HI　f士agment　was　isolated　by　3％polyacrylamide　gel　electrophoyesis　after　digestion　of　IgH2201　DNA　with〃加dIII

　laβ口η1HI．　The　O．6　kb　f士agment　and　its∬7「ηfl　digests　were　used　for　thesubstrates　of　phosphorylation，　Nucleotide　sequences　were

displayed　fぐom　left　to　right　with　the　d口ection　of　transcription　of　the　st則ctμral　sequence．　Nucleotide　sequences　are　underlined

Whele　paixs　of　clones　have　the　identical　nudleotide　sequences．　Restriction・enzyme　recognition　seqllences　have　a　line　drawn　above

畑m．．Aπgws　indicate　the　recombination　sites．

　1．

S亘φ．φCombination　may　be　responsible　for　class一
〉．．【　．　　　

switCh　phenomenon　since　rearrangement　of　H　chain
　ベヨま　　　　　　ヒく　　　　

9？nρ・．：t永・・．Place・pecincally・t　th・n・nk㎞95’・

・；gip田、．ρrthe　exp・essed　H・h・i・g・n・・（K・t・・ka　et

al旦．D8Q：；Yaoita　and　Honjo，1980a，b）．　wC　postulate

興，IgH2201　i・th・3’一丘・gm・nt・f　the　c・mp1・t・d

γ2b・chain　gene　that　is　linked　to　the　VH　gene　and

expreSsed　in　MOPC　141　myeloma．

．

β）Pρssible　口1verted－repeat・stem　structure　around

re《ミOhxbmation　site

．，．An垣verted－repeat－stem　structure　could　be　fbrmed

betWeen　the　nucleotide　sequence　present　on．　the

5，．side　of　the　recombination　site　of　the　embryonic

72b・chain　gene　and　that　present　on　the　3’・side　ofthe

recombination　site　of　the　embryonicμ・chain　gene　as

shown　m　Fig．4、　The　specific　nucleotides　that　were

joined　by　the　recombination　event　are　shown　by

arrows　in　Fig．4．　These　nucleotides　lie　near　the　base

of　the　hypothetical　stem　structure，　and　the　stem

would　be　e1㎞inated　by　the　recombination　event．

According　to　the　proposed　order　of　CH　genes（Honjo

and　Kataoka，1978）the　looped・out．region　between

IgH701　and　IgH22　contains　the　structural　genes　ofthe

μ，γ3，and　71　chains，　We　have　recently　shown　that

DNA　of　MOPC141　myeloma　is　devoid　of　the　71．chain

gene（Yaoita　and　Honjo，1980a，b）．
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Fig．4．　Looping　out　model　foロecombination　of　IgH701　and

IgH22．The　nucleotide　sequence　common　to　m｛my　recombina－

tion　sites（see　Fig．5）is　f、amed．　Arrows　indicate　the　recom－

binatlon　sltes．

　　Asimilar　stem　structure　was　assumed　to　form

between　the　3’・end　of　an　embryonic　VL　sequence　and

the　5’・end　of　a　JL　sequence．The　nucleotide　sequences

in　the　stem　structures，　however，　are　different　between

theμ一72b　and　the　VL・JL　joints（Max　et　aL，1979；

Sakano　et　a1．，1979）．

　　The　nucleotide　sequence　present　on　the　3’・side　of

theμ一γ2b　recombination　site，　representing　a　portion

of　theμ．chain　gene　fragment（lgH701），　shares　exten・

sive　homology　with　the　sequence　adjacent　to　the

recombination　site　of　theγ1－cllain　gene　fragment

published　previously（Kataoka　et　a1．，1980）（Fig．5，

Aand　B）．　We　also　found　a　third　similar　sequence　at

about　O．33　kb　downstream　of　theμ・72b　recombina・

tion　site　of　IgH701（Fig．5，C）．　This　sequence　is　present

at　the　3㌧side　adjacent　to　the　IgH701・lgH703　recom．

bination　site（see　below）of　IgH701（Kataoka　et　al．，

1力

1980；Y，Yamawaki・Kataoka　and　T．　Honjo，　uh

pubhshed　data），　We　have　then　looked　fbr　yet　other

similar　sequences　which　may　be　present　elsewhere廿

‘IgH701．　To　do　this　we　determined　the　nUcleOtide

・eq・・nce　gf　th・5㌧・egm・nt・fth・・earrang・dγ11C喚

gene　fragment（IgH7）cloned　from　1売oRI　digest　of

MC101　DNA（Table　I）．　This　segment　has　been　sho．wn

to　be　derived　from　the　5’ portion　Of．　the　embryonic

μ一chain　gene　clone（lgH701）（Kataoka　et　a1，，198q）：

The　strategy　of　nucleotide　sequence　determination

and　the　nucleotide　sequence　of　IgH7　are　shown　m

Fig．6．　This　sequence　is　essentially　identical　to　that

of　the　corresponding　region　（about　600　bp）　of

IgH701，　whose　sequence　was　determined・indepen・

dently．　We　found　another　similar　sequence　608　bases

upstream　of　theμ・γ2b　recombination　site（Fig．5，D）；

These　sh1Ular　sequences　are　listed　in　Fig．5．

　　　Furthermore，　it　is　interesting　to　point　out　that

these　sequences　share　extensive　homology　with　that：

of　the　8α1　promoter　region　where　the　bacte亘al　inSer二旬

ti・n・1・m・・t　Is2　i・i・・e・t・d（Fig．5，　ls2）（MUssO、a蓋d　L

Rosenberg，　1977）．　The　common　sequencC，，，iS

GGTANNAAAGNAC．　Note　that　this　sequence・lis　l

present　at　the　neck　of　the　stem　structure　shown㎞

Fig．4．　It　is　likely　that　such　a　sequence　comprises，　at

least　in　part，　the　recognition　signal　for　the　immuno．

globulin　gene　recombination．　　　　　　　　　　∵　∴

　（d）Sregions　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　・：　石．・

　　We　proposed　that　the　class・switch　recombination－

takes　place　by　the　mutual　recognition　of　tWO　S・：

re∂ons，　each　ofwhich　is　located　prox㎞al　to　diff臼ent

CH　genes（Kataoka　et　al．，1980）．　Since　the　S∵regio亘・’

does　not　code　for　any　polypeptide，　it　is　hard　to’ 1）㎞ご¶

point　the　exact　nucleotide　sequences　of　the　S　regi6nsl‘

We　find　nucleotide　sequences，　w｝宜ch　L：s㎞’re：

GGTANNAAAGNAC　in　common，　are　preSent　ClOse’

to　the　S・mediated　recombination　sites（A，1℃and　B

in　Fig．5）．　At　least　three　sets　of　sequences　bflthis　ty画

seem　to　be　located　in　tlle　flanking　5’－region’b：f・the．

μ・chain　gene（A，　C　and　D　in　Fig．5）．　HoWever，・lthe’

nucleotide　sequences　around　the　recombination　Sites

of　the　rearranged　71・chain　gene　fragment（IgH7）‘｝

derived　from　MC101　myeloma　and　of　the　rearranged．

72b－chain　gene　fragment（lgH2201）deriVed　froni”

MOPC141　myeloma　are　different　from　each．dther．

　　We　have　fo皿d　tandem　repetitive　sequenceS　Of’

（GAGCT）n，　（GAGAG）n，　and　（GGCTG）n　in　the’
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ηigc　5．　NuCleo廿de　sequences　homologous　to　tllat　ofthe　3㌧regioll　adjacellt　to　the　recombination　site　of　IgH701．Horizontaいばrows

⊥n（五cate．the　location　and　direction　of　the　homologous　sequences．　Coding　strand　of　the　IS2　insertion　site　in　thc　8α「promoter

・ゆiS　di・p1・y・d　witl・・he　IS2・n・h・1・R（Muss・a・d　R・・enb・・g・1977）・V・・ica1田・・w・mdi・・…1・e・it・・f・ec・1・bin・・i・n・The

cOmmon　seqUences　are　framed．　Oosed，　dotted，　hatched　alld　open　rectaIlgles　indicate　the　segments　of　DNA　origillaUy　present　in

血6embiyonic　type　of　theμ一chain　gene（lgH701），　the㍗1℃hain　gene（lg！12），　tlleγ2b℃haill　gene（lgH22）and三m　unknowll　gene

（lgH703），エespectively．　Wider　rectan垣es　i皿dicate　the　sequenced　regions・

400－bp．10ng　region　bef〔）re　the　recombination　site　in

IgH7（Kataoka　et　al．，1980）．　Although　there　are　no

obvious　repetitive　sequences　in　the　immediate　prox－

1；mity　ofthe　recombination　site　in　IgH2201，repetitive

　oquences　are　found　in　tlle　region　2－4　kb　dowl1・

艮trearn　from　the　5’－elld　ofthe　embryonicμ・chaill　gene

メこlone（T．　Kawakami　and　T．　Honjo，unpublished　data）．

W．e．・havp　recently　cloned　another　rearranged　72b－

chainこ．gene．　fragment　from　MPCll　myeloma　and

㊤und．that　tl亘・DNA　carri・・1・ng　t・・d・m・ep・titi・・

sequenceβclose　to　the　recombination　site（T．　Kataoka

and　T．．Honjo，　unpublished　data）．　Although　the　nu・

cleqti（起・sequences　of　these　repetitive　sequences　are

di晒re坤among　theγ1－，γ2b－andμ’chain　genes，　the

p否esenCe．．Of　such　tandenl　repetition　］nay　help　to
　　　　　　　　　　　　　　　 　　　　　 　

enhance．．．recombinatioll　events．

　　．S畑ce　t｝｝e　class－switch－recombination　site（s）　is

l？9・t・din・th・i・t・・v・ni・g・eq・・nce　b・tween・VH

　3ne　an（1　a　CII　gene，　the　S－S　recombillation　event

dρes，not　have　to　be　highIy　specific　to　t1コe　nucleotides

that．；are．joined　together．　｜nstead，　the　S・1nediated

r（｝Combination　is　expected　to　be　efficiellt，　because　in

the．smaU　B　lylnphocyte　the　l「l　cl／ain　class　is　switched

fromμtoγor　toαwithin　a　short　period　oftime　after

ellcounterillg　an　antigen．　In　this　respect，　the　S・S

recombination　is　in　sl／arp　contrast　to　the　V－J　recom・

binatiol1，　which　requires　extremely　specinc　excision

and　Uga亡ion．　From　these　points　of　view，it　is　possible

to　inlagine　that　a　colnbined　structure　of　talldenl

repetitive　sequences　and　relatively　short　colnmon

sequences　may　serve　as　the　S　region．　However，　it　is

premature　to　pinpoi1コt．the　S　regiol／at　this　stage．

（e）COmpadson

chain　genes

betweell　rearrallged　γ1－　and　γ2b・

　　We　have　reported　that　the　rearrangedγ1’chain

gene　fragment（lgH7）cloned　froln　MC101　myeloma

DNA　contaills，　ill　addition　to　the　embryonicγ1－cllain

gene　fragment，　DNA　segments　derived　f士onl　not　only

the　μ　chain　gene　clone　（lgrl701）　but　also　a　secorld

embryonic　gene　clolle．lgH703（Kataoka　et　al．，1980）．

The　Igll703　may　represent　a　part　of　or　a　region

proxilnal　to，　a　l－l　chain　gene　（possibly　δ・，γ3・or　ε・

chain　genes）present　between　theμ一andγ1－chain

genes．　In　MC101　1nyeloma，亡herefore，　the　class
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Mb◎II　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Sa　

u　3A　　　　　　　　　　　　　　　　　』 ’．

ATTATTcTTcccTcT触TTATTGGTcTccAT†cAATTcTTTccAATAcccGAAGcAcTTTAcAGTGAcTTTGTTcATGA〒行TTTTTAGTTGTTTGTTTT－105・．

GCCTTACTATTAAGAATTTTGACATTCTGGTCAACGGCTTCACAAATCTTTTTCAAGACCCACTTTCTGAGTATATTCATTTTAGGAGAAATACTTTTTT　　－　950：
Xba　I

TTTAAATGAATGCAATTATCTAGACTTATTTCGGTTGAACATGCTGGTTGGTGGTTGAGAGGACACTCAGTCAGTCAGTGGCGTGAAG6GCTTCTAA．GCC　　－　850．
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　’∫ae　lzr　　　　　　　　　　　　　　〃ae皿r　　　　　　　　　　　　　b　　　　　　　　　　　　　　　　　κae皿　　　　　　　　　　　・　’　！．．・

AGTCCACA〕「GCTCTGTGTGAACTCCCTCTGGCCCTGCTTATTGTTGAATGGCC∧AAGGTCTGAGACCAGGCTGCTTGCTGGGATGGCCTTGACTTTGGG†　　－　1750

CTCCCACCCAGACCTGGGAATGTATG・T，GTGG、TTCTGCCACCCATCCG，TTGGCT、CTCAT縦AGCCAGCCTCGGTGGCTTGAAGGAA，MTTCC二．61。
｜
｛ i n f　l　　　　A∨a　　口　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Pvx▲　互　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　 　1｛i nd　　皿

ACACAAAGACTCTGGACCTCTCCGAAACCAGGCACCGCAAA　　GTAAGCCAGAGGAC　CCACAGCTGTGGCTGCTGC丁CTTAAAGCTTGTAAACTGTTTC．二’550∵：
　　　　　　　　　　　　　　　　　　Arbo　π　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　！　、．．　　　　・

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　二’．450TGCTTAAGAGGGACTGAGTCTTC∧GTCAA丁TGCTTTAGGGGAGAAGGGCUTTTGTGTGTCTTTTTGTACCGTTGTCTGGGTCACTCACATTTAACTTTd（1
　　　　　　　　　　　　　　　〃fηf∫　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Sac　1　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　㌧：・’・、、．．・：．3

TTGAAAAACTAGTAAAAGAAAAATGTTGCCTGTTAACCAATAATGAGAGCTCGGTATTTTGAGGAAATCTTAGAAAACGTGTATACAATTGTCTGGA∧TT　　－　350
Hinf　I　　　　　　　　　 岡bo　II　　　　　　　　　　　　、

ATTTCAGTTAAGJGTATTAGTTGAGGTACTGATGCTGTCTCTACTTCAGTTATACATGTGGGTTTGAATTTTGAATCTGTGTGCTGGCTCTTCTTAAGCA　　－　250
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　・　　　　　　〃」ηf　∫

GAAAATTTAGATAAAATGGATACCTCAGTGGTTTTTAATGGTGGGTTTAATATAGAAGGAATTTAAATTGGAAGCTAATTTAnACTCCGATAAGGAGGGG　　－　150
Ava　II　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　｝linf　I　　　Mbo 　ll　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　

、、

　．

．．、、．
　三三、

ACCAGGCTAAGAAGGCAATCTCGGGATTCTGGAAGAAAAGATCTTTTTAGTTTTTATAGAAAACACTACTACATTCTTGCTCTACAACTCAATGTGGTTT　　－　　50

AATCAATTTTGAAGTTGCCAGTTAAATGTAACTTACCTAGTTGTTAAGAA　】GTATCAAAGGAC　6TGCTTAGAGCCAAGGTGAGT6TGAGAGGACAGGG　＼　：：．5C
量｛ae皿　　PVU 宜　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　PSヒ 1　　　　｝｛ae　IΣ1

GCTGGGGTATGGATACGCAGAAGGAAGGCCACAGCTGCACAGAA丁ATTGAGAAAGAACAGAGACC丁GCAGTTGAG（ミCCAGCAGGTCGGCTCCACCAACTC　　　’i5b．”
Hae　工江　　｝量inf　I　　｝｛ind　I王】〔　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　．　　　　　　．：．．＿’．

TCCAGCCACAGCTTTGACTCGGACGAGCAGGCCAGACTCATAAAGCTTGCTGAGCAAAATTAAGGGAACAAGGTTGAGAGCCCTAGTAAGCGAGGCTCTA　　　、2．5g．
｝f㎞　　1　　　　　　　　　　　　　　　　｝‘｝）a　I　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　 　　．　　 　　　 ’‘’

参

AAAAGCATGGCTGAGCTGAGATGGGTGGGCTTCTCTGCGCGTCTCCAATATGCGCTACAACTGAGGTGATTATGAGCTGGGATGA（ミCTGAGCTAGGCTGG　　　　350
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　　　　　‘　　　　　　　　　　　　　　　　‘　　　　　　　　　　　　　　　　‘　　　　　　　　　　　　　　　　l　　　　　　　　　　　　　　　l二．：、ご．コ

Fig・6・S・q・・nce・f　lgH7・nd・廿…gy・f…1・・・・…seq・・nce　d…㎝i…i・n・lgH7　DNA　was　recl・n・d　i・…p1・・mid’ pBR322

（plgH7）．　Restriction　cleavage　sites　wete　mapped　by　combined　cleavage　of　the　plasmid　DNA　with　various　restriction　6負zymes，　oy

partial　digestion　of　DNA　f、agments　labeled　at　one　of　the辻5’－te㎝ini　with　T4　polynucleotide恩nase　and［γ32P］ATP．（S耐th　and

Bimstie1，1976）．　The　2．6　kbβomHI　ftagment　containing　the　5「－temina12，2　kb　DNA　segment　of　IgH7　and　O．38　kb　segmenf

d・亘ve口・m　pBR322皿d　th・1・3　kb品・1一κρ・1丘・gm・nt　w・・e　i・・1・t・d　by　3％P・ly・c・yl・mid・g・1・lect・・ph・・e・i・・E・c晦帥・nt

was　digested　with　the　second　restriction　enzyme　and　used　as　substrate　for　phosphorylation」．　Nucleotide　sequence　W噛as　diSρhyed

f・・m1・ft　t・亘ght岨th　th・dロecti・n・f　t・皿・c頑・n・fth・・ロ・・t町泣・eq・ence．　P・・iti・n　n・mb・・s・・e　mat・h・dl t・血．・・e　m　Fi8β．

n・n・・1・・dd・・eq…ces　s㎞i砥…h・・ec・mbi…i…i…eq・・nce　a・e丘・m・d（・ee　Fig・5，　A・nd　D）・S・・a・・gy飴加d6Ctid6

sequence　determination　is　shown　below　the　sequence．　Arrows　indicate　the　ranges　and　directions　of　tlle　sequence　read．．．　　　　’
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；witch　may　have　proceeded　fromμto　71　by　two

successive　S・S　recombinations．　On　the　other　hand，

wεSaw　that　the　rearranged　γ2b・chain　gene　clone

l（lgH2201）consists　of　the　embryonicγ2b－chain　gene

and　the　segment　of　the　embryonicμ一chain　gene　clone．

In．MOPC　141　myeloma　cells，　the　class　switch　might

haVεproceeded　directly　fromμto　72b，　though　we

cannot　exClude　the　possibUity　that　the　original　rear・

ranged　72b－chain　gene　had　contained　a　DNA　segment

deξiyed　f十〇甲the　prox㎞al　region　of　another　H・chain

gene，which　was　later　deleted．
　　　　　　　　　’　．l　L　　・．．‘　（
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　IMMUNOGLoBuLIN　heavy（H）chain　genes　comprise　a　family
　of　variable　regbn（V）genes　and　several　constant　reg沁n（C）

9enζ5　which　are　classi6ed，　in　mouse，into　6ve　major　classes：μ，γ，

　α，δandε．　Genetic　studies　using　allotype　markers　have　clearly

，demρ，nstrated　that　the　VH　and　CH　genes　of　a　single　chromosome

　are　coordinately　expressed－this　is　called　c∫∫　expression1－3．

　During　difrerentiation、　a　given　lymphocyte　seems　to　be　able　to

　associate　a　sing｜e　V　region　sequentially　with　two　or　more
　difTereht　classes　of　H　chain　C　region4－1｜．　In　this　H　chahl　class

　switch，　the　d｛rection　of　the　switch　is　always　fromμtoγorα．

　　　Using　cDNA－mRNA　hybridization　kinetics，　we　have　sbown

thatspeci6cCHgenesaredeleted　inmouse　myelomasdepending
on　which　CH　genes　are　expressed12，　and　have　proposed　that　a

chromosomal　segment　which　intervenes　recombinhg　VH　and
　CH　genes　is　deleted　to　bring　the　VH　and　CH　genesclose　tQgether．

　Based　on　the　deletbn　proales　of　CH　genes　in　various　myeloma

．tumours　producing　di什erent　CH　genes，　a　linear　arrangement　of

CH　genes　has　been　proposed　as　5Lμ一γ3一γ1一γ2b一γ2a一α一3’．

Subsequently，　more　d｛rect　evidence　has　been　presented　that

deletめn　of　the　interven｛ng　DNA　segment　accompanies　the　H
chain　class　switchl3－18．　Such　studies　using　Southern　blot19

hybridization　experirnents　also　supPort　the　proposed　order　of

CH　genes．

　　Comparative　studies　of　rearranged　and　germ－line　H　chain

genes　have　led　toproposals2n－．26foramdecularmechan｛sm　of　H

chain　class　swilch．　According　tothis　mode｜，acomplete　H　chain

geneis　formed　by　at｜east　two　types　of　the　recombination　event．

The6rst　type　of　recombination　takes　place　between　a　given　VH，

aJHand　a　D　genesegment，completingaVregion　gene23一25．　The

second　type　of　recombinatjon　is　required　to　switch　a　CH　gene

andoccurs　between　Sμand　SY（or　S。）regionswhich　are　located

auhe　5’6anking　regions　of　respective　CH　genes．　This　model

postulates　two　importantstructural　features　inthe　H　chain　gene

organization：（1）the　presence　of　only　one　set　of　JHregion　genes

in　the　5’side　to　theμgene　and（2）the　presence　of　the　S　region

before　each　CH　gene．

Fig．1　Restriction　endonuclease　cleav－

age　maps　of　overlapPing　cloned　frag－

ments　betweenγ1　andεgenes．　We
used　a　recomblnanl　phage　hbrary42　for

cloning　DNA　segments　that　contain
mmunoglobulin　genes　or　their　nanking
reglons，　except　for　c｜one　11．The　Charon

4A　phage431ibrary　of　BALB！c　mouse
εmbryo　DNA〔provided　by　Dr　P．　Leder）

conlahed　　partial　　F70dll　　digests　　of

embryonlc　mouse　DNA　with　average
lenglh　18kilobases．　These　fragments

were　ngaled　with　εωRI　linkers　and

lncorporated　mto　phage　DNA．　The　20－
ki｜obase　msert　of　clone　1】was　partially

purihed　from　εωRI　digests　o「RPC5

myeloma　DNA　by　RPC5　column
ぐhromatography　and　agarose　gel　electro－

ph‘、resis　as　described　previously27．　The

partially　puri6ed　DNA　fragments　were
ligaled　with　the　outer　fragments　of

Charon　4A　phage　DNA．　Screening　was

done　on　230×230　mm　【ryptone　broth
plales　containirlg　5－20xIO4　p｝aques　by

an　’n　∫∫∫μ　hybridization　method44，

ApPropriate　restric〔ion　endonudease
fragments　of　immun・g｜・buhn　genes　were

labelled　with　32Pby　nick　trans［ation4㍉6a

speci自c　activity　of　30－200　c，p．m．　per　pg

and　used　as　hybridizatiorl　probes．　Nitro－

ce1Mose　6hers　were　washed　as　described

elsewhere1つ．　A　p｜aque　corltaining　arl

mmunoglobulin　gene　or　its　日anking
reglon　was　picked　upand　the　phages　were

’5
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γ2b γ20 ε
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（sOe　1・・迦d　Fig・2・4）’R・…i・・i・・dig・…w・・e　cxami・ed　by・lec…ph・・e・i・i・05－0．7％・g・…eg・1・．　h　i・p・∬ib1・・h・t・e・y・m・1｝f・agm，。・、“。，。x、mpl，コ00　b、、e

palrs）may　have　been　missed．8g／II　and　Xたol　sites　auhe　3’side　of　theγ2a　gene　and　X♪αI　s“es　a“he　5’side　of　theγ2agene　were　not　delermined．　B’okenlines　ln

clones　11，17，32　and　69　indicate　de｜etions．　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　．
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Fig．　2　Soulhern　hybridlzatiorl　of　iso｜ated　clones

linking　between　theγ2b　andγ2a　genes．　DNAs　from

isola†ed　dones（0．1－0．3μg　each｝were　dlgested　with

εroRI　and　electrophoresed　inO．5【㌧らagaro～e　ge｝s．The

fragments　were　transferred　to　nitr∩ce肋lose　hlterslo

and　hyトndized　with、2P，labelled　probe～a～de～crlbed

elsewhere1フ．　Ethidium　bromide　stains　（∋　and

autoradlograrns｛力戊orSouthern　b［ot～aresh〔・wn．　In！4，

4、0－ki｜obase〔kb｝XカαトHカαI　fra£ment　ofγ2h　gene

｛Fig　】ゴ）was　used　as　a　probe．しanes　1、2and　3　mntain

DNAs　of　clones　2．9and　32，　rcspectl、e1｝，Inθ，γ2a

cDNAclone巾G2a－14Hprobc自nFig．　Dwa～u～edas
aprobe，　Lanes　l　and　2　con！am　DNAs　oいhe　6．6－

kilobase　γ2b　gene　clone　｛lgH22｝乏R、（I　and　clone　9、

　　　　　　　　　　　　respeClively．

　　To　determine　directly　the　order　of　CH　genes　and　test　the

proposed　CH　gene　organization，　we　and　others　cloned　mouse

lmmunoglobulin　genes，　and　have　determined　the　complete
nucleotide　sequences　of　the　γ1，γ2b　andμ　genes27ヨ1．　Liuεr

α∫．32isolated　a　clone　which　contains　bothμandδgenes，　and

demonstrated　that　theμgene　is　located～4．5kibbases　5’｛o　the

δgene．　The　Iinkage　of　5Lγ1一γ2b－3’was　shown　by　cloning

overlapPingchromosornal　segments2白．　We　have　recelltly　cloned

theγ3　andεgenes13934，　and　usnlg　these　cloned　DNA　segments

as　probe，　cbned　overlapping　chromosomal　segments　from

embryonic　mouse　DNA．　Characterization　of　these　cbnes
unequivocally　demonstrates　that　the　mouse　immunoglobulinγ
chaingenes　are　aligned　as　proposed12（that　is，5Lγ1一γ2b一γ2a一

ε一3’）on　a　chromosome．　The　hnkage　of　5’一ε一α一3’｛s　described

elsewhere34．

Theγ2b　gene　is　located　5’to　theγ2a　gene

When　we　screened　a　Charon　4A
月「oρIII　digests　of　cmbryonic　mouse　DNA　with　the　4－k’1

Xゐol－〃ノ701　fragment（probe〈7　in
clolleこ8’3↓｝as　a　probe，　we　isolated

designated　Ch・M・lgγ2b－2（clone　2）

9）and　Ch・M・lgγ2a－32（c｜ohe　32）

by　restriction　enzyme　clea、・age
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b

mapping　and
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library　corltaining　Partial

　　　　　　　　　　　　　　】（、base

Fig．　1）　of　the　γ2b　gene

three　cbnes　which　were
，Ch・M・lgγ2a－9（clone

These　were　characterized
　　　　　　　　　SOuthern　ト［ot

kb

o

B
b

hybridization（Figs　l，2）．　Clone　2　contains　an　EcoRI　fragment

6．6kilobases）thathybridizeswith　probe∂（Fig．2、4，lane　l）and

shares　common　restriction　sites　with　the　6．6－ki｜obase　EcoRI

fragmentoftheγ2bgene，the　nucleotideぺequence　ofwhich　has
・1・eady　bee・d・t・・mined3°．　C・mp・・i・…　f・e・t・｛・t泊・map・・f

clone　2　and　theγ2bcloneindicatesthatcbne　2　containstheγ2b
gellc　at　the　3〃cnd（Fig．1）．

　　However，　r’estr；ction　cleavage　site　mapping　indicates　that

clone　9　does　not　contain　an｝’regior）corresponding　to　the　γ2b

structural　gene　（F｛g．　D，　but　has　one、EcoRI　fragment（5．2

kilobase）that　hybridizes　w証h　theγ2b　gene　fragment（probeめ

as　shown　in　Fig．2A，　lane　2．　Because　theγ2b　andγ2agenes　are

known　to　share　extensive　homology　and　cross－hybridize30’35’36，

we　thought　that　clones　g　and　32　could　contam　theγ2a　gene．

　　To　test　this　we　used　as　probe　aγ2a　cDNA　clone　pG2a－14

（probeεinFig．1）which　does　not　hybridize　with　theγ2bgene　in

thestringent　conditbns　usedl7、　Asshown　inFig．28，　clone　g　was

showntocontainanEroRIfragment（5．2kilobases）thathybr；d－
ized　to　theγ2a　gene　probe（probeε）．　This　EωRI　fragment　is

Iocated　at　the　3’end　of　the　clone　g　inser｛and　is　cleaved　by．YカoI

（data　not　shown）．　We　have　determined　a　partial　nucleotide

sequence　of　the　5．2－kilobase　EωRI　fragment　of　clone　9．　The

nucleotide　sequence　from　the　BωηHI　sitetowards　the　XカoI　site

of　theγ2a　coding　region　is

GGATCCCTGTCCAGTGGTGTG
　　　　　　　　CACACCTTCCCAGCTGTCCTGCAG，

which　coincides　with　that　reported　for　the　CHI　domain　of　the

γ2a　cDNA　cloneス6．　The　amino　acid　sequence

　　　　　　　　　　Gly－Ser－Leu－Ser－Ser－Giy－Val－His－

　　　　　　　　　　　Thr－Phe－Pro－Ala－Val－Leu－Gln

3．6

L9＼＿＿

1．6グ

．Fig．3　Cm∬．hybrldi7at；on　between　Sγ【and　S、⊇a　regions．　Exper加ents

were　done　as　de～crihed　ln　Fig．21egend．　DNA　was　dlge～ted　wlthεroRland

So田hern　blot　hybridizedwitパ：P－1ahelled　5’εrθRlfragmenU5．1日oba～esl

of　clone　3　Eth；d‘um　brolT1｝de　stalnsloland　autoradlograrns〔わ｝of　Southern

blots　are　shown　，4、　cl∩ne　3　DNA　B、　ck）ne　g　DNA．　A　fai川band　of　3」

kilobascsinlar｝e　A（ゐu～duelodeletk、nofthe三～　1．klれ｝ba～efragrnemoFclorle

　　　　　　　　　　　　　　　　3durlng　pr“pa£at“、rL．

predicted　fmm　the　nudeotide　sequence　agrees　well　with　that

previously　determined　for　the　CHIdomain　of　theγ2a　chah　of

MOPC173（ref．37）．　The　sequence　determines　the　direction　of

transcription　of　theγ2a　gene　and　unequivocally　demonstrates

that　clone　g　contains　the　γ2a　gene　at　the　3’side．

　　The　restriction　mapana｜ysis　indicates　that　clonesgand32　are

almost　identicaho　each　other　excepuhat　clone　32　extends　l．7

kibbases　furtherinthe　5’directionand　has　asmalldeletion（0．5

kHobases）ln　the　middle（Fig．1）．　h　is　clear　that　clone　32　has　a

γ2a　gene　fragment　at　the　3’end　identicaho　that　of　clone　9．　In

addition、　clone　32　contains，　at　the　5’end，　a　3．6－kilobase　EcoRI

fragment　which　hybridizes　with　theγ2b　gene　probe（Fig．2A，

Iane　3）．　The　restriction　map　of　the　5’－terminal　portbn（～2．6

kilobases）ofclone32　is　indistinguishablefrom　that　ofthe　3’end

of　clone　2（Fig．1）．　These　results　indicate　that　clone　32　shares

overlapped　regions　at　the　5’end　with　clone　2　and　at　the　3’end

with　clone　9．　The　hnear　alignment　of　clones　2，32　and　g　clearly

demonstratesthattheγ2bgene　lslocated　5’totheγ2agene　and
the　two　genes　are　l5kilobases　apart（Fig．1）．
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Fig・4　　Southe’n　hybridizatbnofisobtedclones｜irlking

betweentheγ】andγ2bgellesandberwecnlheγ2aand
εgenes．　Experime爪s　were　done　as　des⊂rihed　in　Fig．2

1ごgend．　Ethidium　bromide　stains（∋　and　autoradio－

grams（わ）of　Southcrn　b｜ots　are　shown．　In、4、　clone　3

DNA　was　digested　with　EcoRI　and　8αmH1，　and　the

6．6－kilobaseεζoRI　fragment　of　theγ］gene（F｝g．1∋

was　used　as　a　probe．　In　B，　clone　69　DNA　was　digesled

with　εroRI　and　4・0－kilobase　）ζbα1－Hゐol　fragmcnl　of

lheγ2bgene〔Fig・］〈力was　used　as　a　probe，Irl　C，　clone

69DNA　was　digcsled　with　EωR［and　2．7－kilohase　3’

εωRIfragme耐ofcbne3｛Flg口飼was　used　a～aprobe．
ln　D，　clone】2　DNA　wa～digested　Mthε⊆θRI　and

Bロ，ηHI，　and　the　probe　was　2．2－kilohase　BαノηHI－

1イmd111　fragmenl　of　the　F　gene【F｝g．】ん），　F，　clone　l2

DNA　was　digesled　with　EroRI　and　80mHI　and！he
probe　was　the　5．2－kil‘）baseεroRI　fragrnent　of　clone　g

　　　　　　　　　　　　　〔Fig．1ノリ．
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Theγl　gene　is　Iocated　5’to　theγ2b　gene

The　embryonic　mouse　DNA　hbrary　was　screened　with　a　6．6－

kilobaseγ1　gene　fragment（IgH2）cloned　previously2フas　a

probe（probeαinFig、1）andtwodifTerentcloneswere　obtairled二

Ch・M・lgγ1－3（clone　3）and　Ch・M・Igγ仁17（clone　l7）．
Restriction　maps　of　these　are　shown　in　Fig．1．

　　Comparison　ofthe　restriction　mapsofc｜ones　3　alld　l　7，and　the

γ1gene　clone日gH2）indicatesthatboth　clones　3　apd　17contain

the　6．6－kilobase　正ご（二〇RI　frag汀1ent　of　the　γ］　gene．　The

compa｝・ison　also　albws　detcrmination　of　the　orientation　of　the

two　dones．　The　insert　of　clone　17is～2　kibbases　shorler　than

that　of　clone　3　and　the　deletion　is　locatcd　in　the　5’－terlninal

EroRI　fragment．丁hese　two　c】ones　may　be　derived　from　a

common　ancestra｜phage　and　the　deletion　may　have　occurred

during　Propagation　of　phages，　because　the　directions　of　the

inserts　within　these　phages　and　the　ends　of　the　inserts　in　these

cbnes　are　ide面cal　to　each　other，　Furthermore，　clone　3　under－

went　deletion　during　propagation，　producing　a　phage　similar　to

clone　l7（see　Fig．3A）．　Southern　biot　experiments（Fig．4A）

provide　add口iorlal　evider〕ce　that　clone　3　contains　theγ］gene，

When　clone　3　DNA　was　digested　wlth　EcoRI　and　BωηHI
s而ultaneously，　clone　3　DNA　produced　34－，1．6－and　l．2－

kilobase　fragments　which　hybridize　to　theγlgene（probeα），　as

expected　from　the　restriction　map．

　　Becauseγlgeneclones（3　arld　17）andγ2bgene　clone（2）do
not　share　a　common　region，　we　scrcened　the　embryonic　mouse

DNA｜ibrarywith　a　3’fragmentofclone　3（Fig．1，probeゐ）anda
5’fragmentof　clone　2（Fig．］，probe　c）as　probes．　We　isolated　a

new　clone　designated　Ch・M・lgγ2b－69　（clone　69）－the
restriction　map　of　this　is　shown　in　Fig，1．

　The3”partofclone69　isind｛stmguishablefrom　thatofc｜one2
except　that　the　former　has　an～1．5－k日obase　deletion　at　the　5’

s｝de　of　theγ2b　gene．Compar｛son　of　restriction　n〕aps　of　clones

69and　2　indicates　that　clone　69　contains　theγ2bgene　at　the　3’

end．　Southern　blot　hybridization　exper｛ments　show　that　a　2．1－

kilobase　EcoRI　fragment　of　clone　69　hybridizes　with　theγ2b

gene　probe　｛Fig．4B）．　C｜one　69　also　contains　a　5，6－kilobase

EωRIfragmentthathybridizeswith　the3’－terminalfragment　of
clone　3（Fig．1，probe　b）as　shown　inFig．4C．　From　these　resuhs

lt　ls　clear　that　the　3’region（2．1　kilobases）of　clone　3　and　the　5’

region　（2．l　k臼obases）　of　clolle　69　are　idenncal，　The　linear

alignmentofc｜ones3，17，69and2clearlydemonstratesthatthe
γ1gene　is　located　5’to　theγ2b　gene　and　the　two　genes　are　21

kilobases　apart，　These　results　are　consistent　with　those　of　Maki
εfO／．2°．

Theεgene　is　bcated　3’to　theγ2a　gene

We　recently　cloned　aγ2a　gene　fragmentfrom　EcoR｜digcsts　of

RPC5　myeloma　DNA　des｝gnated　Ch・M・Igγ2a－H（done　l］）．

Southern　blot　hybridization　and　R－loop　mappingshow　that　the

γ2a　gene　is　located　at　the　5’end　of　the　20－ki】obase　cloned

fragment（data　not　shown）．　The　restriction　map　of　c］one　l　l　is

shown　in　Fig．1．The　5’region　of　the　RPC5γ2a　gene　fragment

shares　common　rcstriction　sites　with　the　3’reg；on　of　c｜ones　32

and　9．

　The　85－kilobase　H∫ηdlllfragment（probe　g）of　clone　l　l　was

redoned　into　pBR322　and　used　as　a　probe　to　screen　the　mouse

cmbryonlc　DNA　hbrary．　We　obtained　a　germ一加eγ2a　gene
fragment　designatcd　Ch・M・lgε一12（clone］2）－the　restrict｛on

map　of　this　is　also　shown　in　Fig．］．The　165－kilobase　insert　of

clone　12　has　restriction　sites　alnlost　identical　to　those　of　the　3’

portion　of　clor】e］］except　that　the　Ianer　has　a　deletion　at　the　3’

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　しpart・

　　Cloning　of　an　expre∬edεgene　from　anεchain－produclng
h｝．bridoma　has　been　reported　elsewhereス4、　Parnal　nucleotide

sequcnce　determ；nation　；ndicates　that　our　ε　gene　clone

Ch・M・lgε一1　encodesanalηinoacidsequences而i｝artothatof
hUmanεChain．The　eXpreSSedεgene（Ch・M・lgε一1）COntainS，
asdootherexprcssed　Hぐhaingenes20－26，　at　least　threegerm－line

gene　segments：aVgene，　a　J　gene（including　Sμregion　that
什anks　the　5’end　of　theμ　gene）and　theεgene．　The　restriction

map　of　theregion　encodingtheεgene　of　Ch・M・lgε一1，shown

atthetopofFig．1，seemstobeidenticaltothatofthe3’regめnof
clone　12．

　　To　test　whetheror　not　clone］2containstheεgene，Southern

blot　hybridization　experiments　were　done　using　a　BoノηHL
〃〃了dIII　fragment（probeカ）of　theεgene　as　a　probe．　Figure　4D

shows　that　probeεhybridizes　a　4．2－kilobase　BωηHI＋EcoRI
fragment　at　the　3’ part　of　clone　l2，We　also　con6rmed（Fig．4E）1

that　the　5’segment　of　clone　l2　has　a　region　identical　to　the　3’

scgment（probe∫）of　done　g　which　contains　the　germ－lineγ2a

gene．　Taken　together，　these　resu｜ts　indicate　that　the　ε　gene　is

located　3’to　the　γ2a　gene　and　the　two　genes　are　about　15

kilobases　apart．

　　We　have　recently　isolated　three　clones38　which　link　theγ1

gene（clone　3）and　theγ3　gene（Igγ3－30）33．　Our　data　indicate

that　theγ3gene　islocated　34　knobases　5’to　theγIgene，andwe

　　　　　　　　　　　　　　　　　α　　　　　　　　　　　　わ
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6．2

5．1

Fig．5　Di～tance　between　theγ1，γ2b　andγ2a　genes．　BALB／c　newborn

rnou～e　DNA（3μg）wasdigested　withεωRIloc（⊃mplet；onandrunonO．5％
agaro～e　geleleclmphoresi～．　DNA　was　tran～ferred　m　a　nitrocellu｝ose　611er）9

and　h｝．bridized　with　、2P－labelled　probes　as　de～cribed　elsewhere1フ．　Tota｜

　DNA～of　cione～69　arld　9，丁ビ～pectivcly，　were　used　as　probe～1n　o　arldカ．
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Fig．　6　Hybndizalion　ana［y～is　with　J－region

prohe．　DNA～fπ）m）～olaled　clone～covermg　the

reg）on　bごlwごemheγ］and）・2ageneswere　diges－
ted　w“h　ε（σR［and　run　on　〔｝．7％　agarose　gel

elじctrophoreSls．　DNA～wcre　tran～「じHed　lo　a

rlltrocclluklse　6herloand　h、brld］zed　w“h匡he　L5－

kll∩ba～e　ん「rηdlll－1三αノRl　fragrnごnt　that　ls　located

6．5kllobases　5’lo　thcμ　gcne　Th】s　fragment

con！alns　the　JH4　「ごgioゴ4　Ethidlum　bR）mide

sta】ns【α｝and　aut《、radlo£ramsげ）戊（｝fSoutherr〕blots

are～hown．　DNA　ineach　lane　is　asfollows：（］）the

expre∬edγ1　gcne　of　MCH｝】mye｜oma（19γ〕－
706）さ～’4フ’“1hat　contains　V、　D、　J，，　j4、　Sμand　C▼・1

gene　segments．｛2）clone　31｛3）clone　69．｛4）cbne

2；　　〔5）　　Ihe　　66－kilohase　　γ2h　　gene　　clone

　　　　　　　｛lgH22戸B、「1，〔6）clone　9．

have　demonstratedメ4　that　theεgene　is　present　l2．5　kilobases

upstream　of　theαgene．　The　hnkage　of　JH一μ一δhas　been　shown
elsewhere24・32．　Thus　it　is・・w　clear　thanhe・・ga・izali・n・f　the

mouse　CH　gene　is　sLJH－（6．5ki｜obases）一μ一〔45kilobases）一δ一

くunknown　distance）一γ3－（34　ki｜obases）一γ］一（21　kibbasesL

γ2b－（15　ki【obases）一γ2a－（145　kilobases）一ε叫ユ25　ki［obases）一

α一3’．Note　that　a｜1　the　CH　genes　ordered　have　the　same　orien－

tation　and　thus　are　transcribed　from　the　same　strand　of　DNA．

Distance　between　CH　genes　in　germ－line　DNA
Compar｛son　of　the　restriction　maps　of　the　clones　isolated

i、ndicate　that　some　have　de｜etions　which　probably　occurred

during　propagatbn　of　phages．　This　was　a｜so　reported　for　globin

gene　cl卯es39．　We　therefore　compared　the　sizes　of　E〔oRI　frag－

ments　obtained　from　clonedγgenes　and　from　Southern　blα
hybridizat｛on　of　newborn　mouse　DNA．　When　the　total　insert　of

cbne　69　was　used　as　a　probe，　EcoRI　digests　of　newborn　mouse

DNA　produced　6．6（doub｜et）一，6．2－and　5」－kilobase　bands

which　co｛ncide　with　the　EcoRI　fragments　deduccd　from　the

cloned　DNAs（Fig．5｝．　Whenthe　total　insert　ofclone　9　was　used

as　a　probe，　EroRI　digests　of　newborn　mouse　DNA　produced
23－，6．6－，5．2－，3．6－and　l．6－kilobase　bands　which　coinclde　with

the　EcoRI　fragments　deduced　from　the　cloned　DNAs．

　Furthermore，consideration　of　the　maximum　size　ofthe　msert

（21kilobases）that　can　be　taken　by　Charon　4A　phage　makes　it

unlikely　that　there　is　a　deletior1　＞2　kilobases　in　the　c｜ones

obtained．　Because　the　irlsert　sizes　of　clones　69　and　32　are　l93

and　l92　kilobases，　respectively，　the　original　inserts　cannot　be

more　than　2　kilobases　greater　than　those　of　the　present　clones．

We　therefore　conc｜ude　that　the　distances　between　theγ］and

γ2bgenes　and　betwcentheγ2bandγ2agenes　in　thegerm－hne
chromosome　are　21．2　and　l5．5　ki｜obases，　respectively，　Similar

experinlents　using　the　ε　gene　as　a　probeス4　indicate　that　the

distance　between　the　γ2a　and　ε　gene　is　l4．5　kilobases　in

newborn　mouse　DNA．

Absence　of　J　region　se叩ences　in　the　entire

region　encompassingγandεgenes
We　determined　whether　or　not　eachγgene　clone　contains　a

sequence　homologous　to　aJregion．We　used　aJsegment（J4）asa
probe　and　hybridized　it　with　restricted　DNAfragnlentsofallthe

γ　gene　clones　shown　in　Fig．1．　There　were　no　J　or　J－like

sequences　between　8　kilobases　5’to　theγlgeneand　3　kilobases

3’to　the　γ2a　gene　（Fig，6），　The　J4　sequence　was　actua｜ly

expressed　in　theγ2bchainproduced　by　MOPC141　mye｜oma乏4．

It　can　be　argued　that　othercompletelydiflerentJsequences　may
be　present　in　the　γgene－6ankirlg　regions．正f　th｛s　is　the　case，　V

reg沿n　sequences　formed　by　the　use　of　Jμand　J、　are　dlHerenじ

Thisis　unlikelybecause　the　sameidiotype〔aVregionsequence｝
can　be　expressed　as　eitherμ　orγchain，　h　is　possible　tbat　aγ

geneha～completelyd；lferentJ一月anking　regionsalldan　identical

J4　scquence　of　5］　base　pairs　which　was　not　delecled　by　our

probe．　This　also　seems　unhkdy　bccause　the　precise　jommg

betwecnthe　same　V　geneandJyprobab！yrequ｛res　a　nucleotide
sequence　simnar　to　that　of　the　Jバ伺anking　rcgion2互’⊇4．Asinli】ar

cxper；ment　was　dollc　on　theεgene　clone（clone　l2〕and　aγ3

gcne　done33，　in　which　we　did　not　611d　a　J　region　or　J－like

sequences（data　not　shown）．

The　S　region　before　each　CH　gene　may
　　　　　　　　ロ　　　　　　　　　　　　　　　　　　リ　　コ

compnse　repet由ve　sequences
The　class－switch　recombination　takes　place　at　the　region　5’to

each　CH　gene．Such　regionsresponsible　for　the　class　switch　have

been　functionally　de6ned　as　S　regions21．　We　have　recently

dcmonstrated　that　the　Sv），　Sヤヱb　and　Sv3　regions　comprise

tandem　repetiti、’econserved　sequencesof49　basepairs2s・33．The

5’－flanking　region　of　theγ2b　gelle　which　contains　the　repetitive

sequence｛s　deleted　from　done　69．　Such　tandem　repetitive

sequences　of　con～erved　49－base　pair　units　can　be　easny　deleted

when　propagated　in　bacteria40，　Deletiolls　of　short　segments

（05－2．Okilobases）found　inse、・eral　ciones　are　always　located　in

the　5罰anking　region　of　eachγgene．　The　distance　from　the　5’

end　of　eachγgene　to　a　deleted　region　is　almost　constant（～3

kilobases）．　During　propagation　of　clone　9，　we　also　found　a

deletion　of～1．5　kilobases　at～3　kilobases　5’of　theγ2a　gene，

about　the　same　place　where　deletion　occurred｛n　clone　32．　The

deletiolls　inthese　clones　may　indicate　the　positions　of　repetitive

sequences・
　　Although　we　have　not　determ｛ned　the　nucleotide　sequence　of

the　SY2、　region，　the　deletion　in　clone　32　may　suggest　a　s｛mi｜ar

repet｛tivesequenceinthe5’一日ankingregionoftheγ2agene．We
found　that　the　sL臼anking　region　of　theγ2a　gene　cross－hybrid－

izes　with　the　SYI　region　〔Fig．3）．　The　Sμ　and　S。　regions　also

contain　repctitive　sequences22931－41　and　thcse　are　often　deleted

duringclonlng，Thusit　is　likelythal　each　CHgene，except　forthe
δ　gene　which　is　probably　expressed　by　RNA　splicing32，　has“s

own　S　region　for　class－switch　recombination　and　that　alhhe　S

reg】orls　compnse　rcpet】tlve　sequences・

　　We　thankDr　P．　Leder　for　anembryonicmouse　DNA　library，
Dr　K，　Matsubara　for　critical　reading　of　the　manuscript，　Mrs　S．

Nishida　for　technical　assistance，　and　Miss　T．　Wada　for　pre－

paration　of　the　nlanuscript．　Research　was　supPorted　in　part　by

grants　from　the　Ministry　of　Education，　Science　and　Culture　of

Japan　and　from　Asahi　Scienti行C　Research　Fund．
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℃omplete　nucleotide　sequence　of

／immunoglobulinγ2b　chain　gene
cloned　from　newbom　mouse　DNA

Y血㎡ko　Yamawaki－Kataoka，　Tohm　Kataoka，　Naoki

Takahashi，　Masahiro　Obata＆Tasuku　Honjo＊

、Depaパment　of　Physiological　Chemistry　and　Nutrition，　Faculty　of

Medicine，　University　of　Tokyo，　Tokyo　113，　Japan

Immunoglobulin　heavy　chain　protein　comprises　6ve　classesμ，γ，

α，δandεchains　which　di合er　in　amino　acid　se甲ences　of　the

co皿s伍nt（C）region．　Theγheavy　chain　class，　w｝1ich　contains

three　domains　and　the　hinge　region，　is　divided　into　se▽eral

subdasseS　such　asγ1，γ2a，　Y2b　andγ3　in　mouse．　Amino　acid

seqロence　studies　of　mouse　an凸uman　beavy　chain　pro‘eins　have

shown　that　theγsubclass　heavy　chains　are　more　closely　related

to　e3ch　o‘her　than‘o　the　heavy　chains　of　other　classes．　A　similar

conc1皿sion　was　drawn　from　a　nucleic　acid　hybridisation　s‘udy

凹sing　cDNAs　complementary　to　the　puri6ed　beavy　chain
mRNAs　oHheγsubclasses1．　These　results　suggesHhat　tbe

imm皿nOglobulin　heavy　chain　genes①f　theγsubdasses　have
e▼olved　by　relati▽ely　recen‘gene　duplication　of　the　ancestral

γchain　gene・The　complete　nucleotide　sequence　of　theγ1chain

gene　has　demonstrated　unequivocally　tha紬e　domains　and　the
hinge　region　are　enc・de緬separate　segments・f　DNA’．　Partial

nucleotide　sequences　of　theγ2b　cbain　gene　indicated　that　the

γ2b　gene　is　inteπ叩ted　by　intervening　sequences（IS）at　loca・

tions　homologous　toΦose　in　theγ1chain　gene3．　Compariso皿of

the　structures　of伽se　closely肥lated　genes　would　give　new

inSights　into　evolutiOn　of　eukaryotic　geneS　and　serve　for　under－

standing　biological　signi6cance①f　various　segments　of　the　genes．

We　have　now　determined　the　complete　nucleotide　sequence　of

the　immunoglobulinγ2b　chain　gene　cloned　from　newborn
mouse　DNA．　The　sequence　not　only　predicts　the　complete
amino　acid　sequence　of　theγ2b　chain　but　also　demonstrates　that

伽e　γ2b　chain　gene　is　interrupted　by　three　intervening
squences　at　the　jundion　of　the　domains　and　the　hinge　region・

　　The　6．6－kilobase　EcoRI　fragment　coding　for　the　C　region　of

the　immunoglobulinγ2b　chain　was　previously　cloned　from
newborn　mouse　DNA　usingλgtWES・λBas　an　EK2　vector3．The

recombinant　phage　was　referred　to　asλgtWES・lgH22（abbre－

viated　IgH22）．　The　6．6－kilobase　fragment　was　isolated　by

agarose　gel　electrophoresis　and　Iigated　with　the　EcoRI－digested

pBR3224．　The　hybrid　plasmid　was　referred　to　as
pBR322・IgH22（abbreviated　pIgH22）．　The　detailed　restriction

enzyme　cleavage　map　of　the　EcoRLH肋I　fragment　was　con－
structed　and　the　nucleotide　sequence　was　determined　by　the

chemical　modi6cation　method　of　Maxam　and　Gilbert5．　The

restriction　enzyme　deavage　sites　used　fOr　sequencing　and　the

direction　and　range　of　sequencing　are　shown　in　Fig．1．

　　The　complete　nucleotide　sequence　of　theγ2b　chain　C　region

gene　is　shown　in　Fig．2．　The　total　number　of　the　nucleotides

determined　is　1，834，　which　include　the　codingsequence，　the　IS，

the　3’　untranslated　sequence　and　the　5’　and　3’　nanking

sequences．

・To　whom　coπesponden㏄should　be　addressed．　Presem　address：Department　of　Genetics，

Osak8　Unlver頭y　School　of　Medicine，　Kita－ku，　Osaka　530，　Japan，

　　The　nucleotide　sequence　predicts　the　cornplete　amlno　acld

sequence　qf　the　C　region　of　theγ2b　chain（336　residues）which

consists　of　the　C削（residue　118－214），　CH2（residue　237－346）

and　CH3　domains（residue　347－453）and　the　hinge　region（resi－

due　215－236），　respectively．　The　predicted　sequence　was

compared　with　the　partial　amino　acid　sequences　so　far　pub－

1ished，　including　l　8　residues　in　the　hinge　reg｛on　and　the　CH2

domain6，66　residues　in　the　CH2　domain　and　35　residues　in　the

CH3　domain7（Fig．2）．　The　amino　acid　sequences　derived　from

the　nucleotide　sequences　matched　the　known　amino　acid
sequences　except　two　residues，　Ser　in　place　of　Leu　at　residue　240

and　Ser　in　place　of　Tyr　at　residue　268．　To、determine　the

junctions　of　the　IS　and　coding　sequences（see　below）the
nucleotide　sequences　were　also　corre】ated　with　the　amino　acid

sequences　of　theγ2a　chain7’8　which　share　extensive　homology

wjth　the　known　amino　acid　sequences　of　theγ2b　chain7．

、h蕊：蒜蕊隠蒜：：㌶驚壽囎㌶
γ2a7’8　chains　as　shown　in　Fig．3．　It　is　evident　that　theγ2b　and

γ2a　chains　show　more　homology　to　each　other　than　to　theγ1

chain．　The　results　agree　with　our　previous　conclusion　from

cDNA二mRNA　hybridisation　studies1．　The　homology　between
the　threeγchain　subclasses（γ1，γ2a　andγ2b）for　each　domain

is　calculated．　The　Cm　domains　are　most　conserved（79－82％）

throughout　the　three　subdasses　while　the　CH3　domains　are　least

conserved（53－59％）．　The　CH2　domains　are　highly　conserved

between　theγ2a　andγ2b　chains　whereas　they　are　moderately

conserved（63－68％）between　theγl　andγ2b（orγ2a）chains．
The　G＋Ccontent　of　the　coding　sequences　is　52．3％，exceeding

the　va｜ue（41．8％）of　the　total　mouse　DNA9．

　　Note　that　the　nucleotide　sequencespredict　an　unexpected］しys

residue　atthe　carboxy　terminus　of　theγ2b　chain．Although　most

of　theγchains　so　far　sequenced　end　with　the　Pro－Glys　resi－

dueslo，　the　nucleotide　sequences　of　the　cDNA　as　well　as

chromosomal　gene　of　theγ1chain　also　predict　an　additional　Lys
residue　at　the　end　of　the　heavy　chain2⑨11．　These　results　suggest

that　the　new！y－synthesisedγ2b　chain　proteins　may　have　a　Lys

residue　at　the　carboxy　terminus，　which　will　be　removed　even－

tually　either　at　secretion　or　during　circulation　in　the　blood・It

would　be　interesting　to　see　whether　theγ1　andγ2b　chain

proteins　bound　to　the　cellular　surface　have　the　Lys　residue　at

their　carboxy　terminus　since　the　amino　acid　sequencing　was

done　using　secreted　immunoglob61輌ns．　The　membrane－bound

and　secretedμchains　aTe　reported　to　be　di6erent　in　the　primary

structures　of　their　carboxy　termini12」3．

　　The　comparison　of　the　nucleotide　sequences　of　theγ2b　chain

gehe　with　the　amino　acid　sequences　of　theγ2b　andγ2a　chains

indicates　that　the　domains　and　the　hinge　regions　of　the　γ2b

chain　structural　sequence　are　separated　by　three　ISs　as　shown　ln

臨認、霊：、蕊：㌧？：、；蕊15・8惣、D＝き

and　third　ISs　of　the　γ1　and　γ2b　chaln　genes　as　a　palr　are

356／316，98／107，120！112base　pairs　long，　respectively．　The

濃㍑dS蕊c諜馴㌃蕊漂麟；1in　genes
　　　　The　boundary　sequences　are　compared　between　theγ1　and

γ2b　chain　genes（Fig．4）．The　first　10nucleotides　at　each　end　of

t｝ハeISs　are　highly　conserved，　although　not　identical，　between　the

two　genes　whereas　there　is　considerable　divergence　of　t｝le

overall　nucleotide　sequences　of　the　homologous　IS．　The　poss1－

bility　is　discussed　that　not　only　nucleotide　sequences　at　thejolnts

of　the　IS　and　structural　sequences　but　also　other　signals　such　as
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Fig・1　　Sequencing　stralegy　of　the

mouse　γ2b　cha三n　constant　region

gene．　P｝asmid　DNA　plgH22　was
puri6ed　according　to　the　method　of
C｜ewell　and　Hehnski膓6．　Restriction

c】eavage　sites　were　determined　by

combined　cleavages　of　two　or　more

enzymes．　BomHI，　Sαcl，）砧ol　and

κρηI　sites　were　determined　pre－
viously3．　The　4．4－kilobase　EcoRi一

協ol　fragment　was　isolated　by　4％

polyacrylamide　gel　electrophoresis

after　digestion　of　plgH22　with
EcoRI　and班α1，　cleaved　with　other

restriction　enzymes　and　used　as　the

substrates　　　of　　phosphorylation．

Ahernatively，　IgH22　was　digested

with　either　BαmHI　or　∫αcl　and

resulting　fragments　were　isolated．

Each　fragment　was　digested　with　the

second　restriction　enzymes　and　used

for　phosphorylation．　Sources　of
爬striction　enzymes　were　described
previously2．　　The　　length　　of　　se－

quenced　fragment　is　given　in
centabases　in　the　5，　to　3’direction

relative　to　the　mRNA　sequence．　The　horizontal　arrows　shown　at　the　bottom　indicate　the　directlon　and　the　extent　of　the　sequence　determined．

The　restrict｛on　map　of　the　cloned　6．6－ki｝obase　EcoRI　fragment　is　presented　on　the　top　line．Tbe　restrict｝on　sites　which　were　used　for　seque㎡clng

in　the　4．4－kilobase　E60RLH加I　fragment　are　shown　on　the　rectangle　below．　Theγ2bchaingene　isrepresented　by　thewide　rectangle．　CH1，CH2，

CH3，　domains　of　constant　regbn；H，　hinge　region；IS，　intervening　sequence；U，皿translated　sequence．
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Fig．2　Nudeotide　sequence　of　mollseγ2b　chain

gene．The　nuc】eotide　sequence　of　the　anti－coding

strand　is　displayed　5’to　3’．　DNA　sequenclng　was

performed　according　to　the　method　of　Maxam
and　Gilbert5．　DNA　fragments　to　be　sequenced

were　digested　with　the　enzymes　indicated　ln　Fig．

1，treated　with　bacterial　alkaline　phosphatase

（Boehr▲nger）　and　phosphorylated　using　T4
polynucleotide　kinase　（New　England　Biolabs）
and［γ一32P］ATP（NEN）．32P－DNA　fragments

were　isolated　by　po】yacrylamide　ge】electro－

phoresis　and　cleaved　with　second　restriction

enzymes．　Fragments　labelled　only　at　one　end

weτe　isolated　by　polyacrylamide　gel　electro－
phoresis　and　puri6ed　as　described　previously2．

For　strand　separation　the　label】ed　DNA　samples

were　dlssolved　in　10◎山of　O．2　M　KOH，10％

（w／v）glycerol，0．01％（w／v）xylene　cyanol　and

O．01％（w／v）bromphenol　blue，　heated　at　37°C

for　l　min　and　separated　with　15％or　20％poly－

acrylamide　geL　Four　base－speci6c　react輌ons　were

utillsed　（G，　A＞C，　C＋T，　C）．　Samples　were

loaded　m　90％formamide　and　separated　with
thin　ge】s（0．5　x　300×400　mm，8and　20％poly－

acry】amlde　ge】）．Theamino　acidspredictedbythe

nucleotide　sequence　are　shown　above　the　coding

sequences　in　italics．　The　partial　amino　acid
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　and　MPC　117　aresequences　of　MOPC　1416
presented　on　tbe　top　line．　Term，　termination

codon；poly（A），．putative　poly（A）addition　site

assigned　by　comparison　with　the　mouseγ1　chain

gene　sequence．　Amino　acids　are　expressed　by
one】etter　code　of　A（Ala），　C（Cys），　D（Asp），

E（Glu），　F（Phe），　G（Gly），　H（His），1（lle），　K（Lys），

L（Leu），　M（Met），　N（Asn），　P（Pro），　Q（Gln），

R（Arg），　S（Ser），　T（Thr），　V（Va1），　W（Trp）and

　　　　　　　　　　　　　　　　Y（Tyr）．

1800　　　A66TATA6A6CAτAGCTCACGGGCT6ATGGGTCT



3

118　ユ20 130 1‘o 150 160

Y2b

Y28

Y1

170

AKTTPPSVYPLAPGCGDτTGSSVTLGCLVKGYFPESVτVTWNSGSLSSSV． RτFPALLOSG
AKTT囚PSVYpLAP図CGDTTGSSV了LGCしVKGYFPEPVτ回TWNSGSしSSGVHTFPAVLOSD
AKTTPPSVYPLAPGSAAQTNS「4VTしGCLVKGYFPEPVTVTWNSGSしSSGVHTFPAVしOSD

．CHl

180

LYTH
LY■●

LYTし

SSSVTV
SSSVTV
SSSVTV

190

●●斜PSSTWPSQTVT
TVTSSSTWPSQ回T
・・◎PSSPRPSETV丁

●

N

s

200 210

　　　230’　　　　　　236

・PCKE回・・CP

214

CSVAHPASSTTVDKKし
CNVAHPASSTKVOKKf
CNVAHPASSTKVDκκ！

215 220
YZb

Y2a

Y1

εPSGP】S
EPRGP●倍
VPRD●●●書■●

23？　　240

　PP・．任．　　　　　　　　KCP
・・CKP回1・CT

250

hinqe

Y2b

γ2a

γ1

260 2？0 280 Z90

APNLEGGPSVFIFPPNIKDVL柄ISしTPκVTCVVVDVSεDDPI）VOISWFVNNVEVHTAOTQ
APNL回66PSV臼FPPK】K回VしMSL団咽V冗VVVDVSEDDPDVQISWFVDNVEVH回AQτT
Vp・．E書VSSVFIFPPKPKDVしT】TしTPKVTCVVVDISKDDPEVQFSWFVDDVEVHTAQτ0
300 310

了HRE　γNST
HTRQY回s丁
PREEQFNST

　RVVSI

　RVVS
F RSVS

34フ　　350

麗鷲
360

　　　　　　　　　　320　　　　　　　　　　　　　　　　330　　　　　　　　　　　　　　　　340　　　　　　　　　346

；ll；1；撚1㌫1；灘；1；；1；濡ll調

Y2b

Y2・

Y1

1

V

LPPP
LPPP
TlPPP

　370　　　　　　　　　　　　　　　　　380　　　　　　　　　　　　　　　　　390　　　　　　　　　　　　　　　　　400

鷲i韓鶏誰ぽ閨；

410

DGSYF
DGSYF
NGSYF

1 YSKLNH
YSK咽V
YSKLNV

　　　　　Fig．　3　　Comparison　of

　　　　－　the　arn三no　acid　sequences

　　　　　of　γ1，　γ2a　and　γ2b

　　　　　chains．　The　amino　acid

　　　　　sequences　of　the　γ1　and

　　　　　γ2b　chainswere　predlcted

　　　　　by　　　the　　　nudeotide

　　　　　sequences　of　the　respec－

　　　　　tive　genes　cloned　from
　　　　　newbom　mouse　DNA2．

　　　　　The　amino　acid　sequence

c・2託認a蒜n蒜㌫
　　　　　1737’8．The　residue　was

　　　　　numbered　with　the　5rst

　　　　　residue　of　CHI　domain　aS．．

　　　　　118．Homo】ogous　posト
　　　　　tions　are、boxed．　The　one

　　　　　letter　code　used　is　as

　　　　　　　　described　in　Fig．2．

；馴；
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YSKLNHKTSKWEKTDSFSCNV
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Fig．4　Comparison　of
nucleotide　sequences　of

the　γ1　and　γ2b　chain

genes　around　thεjunct】on

of　　　IS　　　and　　　coding

sequences．　　　　Twenty
nucleotides　each　of　the

homologous　　IS　　and
coding　sequences　of　the

γ1（upPer　sequences）and

γ2b　（lower　sequences）
cbain　genes　are　aligned　to

maxilnise　homology．　The
top　row　is　the　5，end　of　the

CHI　domain．　The　second，

third　and　fourth　rows　are

the　5’and　3’ends　of　the

丘rst，　second　and　third　IS，

respectively．　The　nucleo－

tide　　sequence　　of　　the

strand　corresponding　to
the　mRNA　iζdlsplayed　5’

to　　3’　dlrection．　The

homologous　nucleotides
are　underlined．　Amino
acids　prediαed　from　the

nudeotide　5equences　are
shown　in　責a］ic　letter　by

one　　　lener　　code　　　as

　　described　in　Fig．2．

K　V　D　K　K　I
CAAGGTGGA（二AAGAAAA丁TG　GTGAGAGGACA丁ATAGGG－A、・・

A　　　K　　　T　　　T　　　P　　　P「　　S

’°’ ACATATACT†TTTCTTGTAG　CCAAAACGACACCCCCATCT

゜” ACAT－TCTCCTC丁C丁TGCAG　CCAAAACAACACCCCCAτCA

AXTTpps
VP只DCGC

IVS　1

CACGGτGCACAAAAAACTτG　GTGAGAGGACATTCAGGGGA　・・

…　　ACATAGCTTTC丁CTCCACAG　lrGCCCAGGGATTGTGGTTGT

・・＾ AτCCAGCCTTCTCTCTGCAG　AGC〔二CAGCGGGCCCAτT丁CA

TVDXXL
KPCICT
TAAGCCTTGCATATGTACAG　G丁AAGTCA6TGGCC了TCACC…

IVS　2

G6AG丁GTCACAAAT6CCCAG　GTAAGTCACTA－CCAGAGCT・・令

E　　P　　S　　G　　P　　I　　s

VPEvssv
…　　丁T丁CT－TC丁一丁CAτCCτTAC　τCCCAGAAGTATCATCTGTC

…　　TTTCCATCTCTCCTCATCAG　CTCCTAACCTCGAG6GTGGA

ECHKCP
丁工SKTKAACCATCTCCAAAACCAAAG G丁GAGAGCTGCAGTG†GTGA…

　　　　　　　　　　　　　　　　　　IVS　3

3 APNL£GG
G　R　P　X　A　P　ρ

AACCATCTCAAAAATTAAAG　G了GGGACCTGCAGGACAACT．・．

…　　ATCTCTTTACCCACCCACAG　GCAGACCGAAGGCTCCACAG

TISK工K

…　　G†ATGTTTCTAACCCCACAG　GGCTAGTCAGAGCTCCACAA

GLVRAPO

secondary　and　tertiary　Structures　of皿RNA　precursors　may　be
important　for　the　recognition　of　splicing15・
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100．　Compαγison　of　Immμれoglobμlmγ1αnaγ2bαtα玩
　　　　　　　　　G㎝esαoれed　from　Ne里〃b励Moμse’

Eψolut｛o加I　Diψewgence　of　hteγveniπg　Sθqμeπces伽d　S¢γμc仇γα1

Bαsts　foγR¢cogn劔ow　of　SI》licing　Sites

　By　Masahiro　OBATA，　Yuriko　YAMAwAKI－KATAoKA，

　　　　　　　Naoki　TAKAHASHI，　Tohru　KATAOKA，

　　　　　Toshiaki　KAwAI（AMI，　and　Tasuku　HoNJo＊）

Department　of　Physiological　Chemistry　and　Nutrition，　Faculty　of

　　　　　　　　Medicine，　University　of　Tokyo，　Tokyo　113

　　（Communicated　by　Osamu　HAYAIsHI，　M．」．　A．，　Dec．12，1979）

　　　　Accumulating　evidence　demonstrates　that　the　coding　sequences

of　most　eukaryotic　genes　are　interrupted　by　more　than　one　interven－

ing　sequences（IVS）．　The　IVS　a8　well　as　coding　sequences　are　shown

to　be　transcribed　as　continuous　primary　nuclear　RNA，　followed　by

　splicing　of　the　coding　sequence．

　　　　　An　important　question　is　what　is　the　s七ructural　basis　for　highly
㌔

speci6c　recognition　of　the　8plicing　machinery．　Compari80ns　of　bound－

ary　sequences　between　different　IVS　of　the　ovalbumin　and　the　mouse

β一globin　genes　have　revealed　common　dinucleotides　GT　a七the　5’end

and　AG　at　the　3’end　of　the　IVS．1）・2｝Although　boundary　sequences　of

the　homologOus　IVS　of　mouse　and　rabbitβ一globin　genes　share　longer

common　nucleotides　in　general，　the　shortest　of　the　common　sequences

is　AG　at　the　3’end　of　the　small　intervening　sequence．3）Obviously

　such　short　sequences　alone　are　not　capable　of　serving　strong　speci6city

for　splicing．　It　may　be　di缶cult　to　reveal　common　sequences　respon－

8ible　for　splicing　signals　by　comparing　diver8e　genes　or　the　same

」拳nes量n　different　animals　if　different　sets　of　the　splicing　enzymes

catalyze　processing　of　the　primary　trallscripts　of　diverse　genes．　It　is

劫us　important　to　compare　the　structure　of　closely　related　genes　in
　しやジ

ニgrder　to　understand　structural　basis　for　splicing．

、、　　We　have　recently　cloned　two　immtmoglobulin　heavy　chain　genes

、of　theγsubclassesγ1　andγ2b　from　the　newborn　mouse4），5｝and　com．

pared　the　nucleotide　sequences　of　the　homologous　IVS　of　these　closely

　Frelated　gelle8．

　　　　　Co？πpα7づ80？L　O∫Zんθγ1αγzd！γ266んαZ％gθ？τθ81）2グγθs¢γ・τ’c彦Z〔ηz㎜忽pZγ↓17，

The　lnouse　immunoglobulinγ1　andγ2b　chain　DNA　fragments　puri6ed

　　　＊｝　Prese“address：Depar七ment　of　Genetics，
Medicine，　Kita－ku，　Osaka　530，　Japan．

Osaka　University　School　of
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from　EcoRI　digests　of　chromosomal　DNA　cloned　inえg七WES　were

transposed　in七〇the　EcoRI　site　of　pBR322　by　conventional　technique．

Detailed　restriction　maps　around　the　structural　sequences　of　IgH2

（γ1gene）and　IgH22（γ2b　gene）are　compared　as　shown　in　Fig．1．

　　　　　　　　　　　　　Hα〕n　　　　－「　一一　＝：一
　　　　　　　　　　　　　尚elll］：π一¶≡＝

　　　　　　　　　　　　　凶耐一［一ヨ

　　　　　　　　　　　　　　　一一一　　　　　　　　　　　　　　　　　　㎞Ht　　　　　　　　　　　w㎞d皿Toql

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　パ
　　　　　　　　　　　　lgH2　　　　　　　　　CH　I　　　　IVS　　　　　　　　　　CH2　　WS　　CH　3　　U

　　　　　　　　　　Cenbbo5es　　　　　　　　　　　　　　　O　　　　　　　5　　　　　　　10　　　　　　　15　　　　　　　20

　　　　　　　　　　　　1¢H22：：［亘：巨・・　情・H2　　c…

　　　　　　　　　　　　　　　　　日㎝Hl　8㎝Hl　s。clToqr傾1細I　s。ci

　　　　　　　　　　　　　H巾n＿上＝ゴ」：ゴ＝＝．＿一一一⊥

　　　　　　　　　　　　　Ho引ll－＝ゴー一
　　　　　　　　　　　　　晦ll一一一一⊥一一一

Fig．1．　Comparison　of　the　restriction　maps　of　the　immunoglobulinγ1

　andγ2b　chain　genes　cloned　from　newborn　mouse．　The　horizontal

　arrows　indicate　the　direction　and　range　of七he　sequence　read　for

　IVS　regions．　CH1，　CH2，　CH3，　domains；H，　the　hinge　regign；U，

　the　3，　untranslated　region．

Though　most　of　the　restriction　sites　shown　are　not　conserved　between

七wo　genes，　a　Bam　HI　site　in　the　qll　regiol1，　a　Hind　II　site　and　a　Taq　I

site　in　the　CII2　region　are　common　be七ween七he　two　genes．

betWeen　the　tWO　geneS．

　　　　Locαがoγz8αη（I　Iθ％g亡1膓s　oア1ys仇¢んθγ1αη（1γ2b　cんατ外gθ物¢8．　The

IVS　split七he　coding　sequences　of　theγ1　andγ2b　chain　genes　virtually

at七he　identical　positions　Z．θ．　between　the　domains　and七he　hinge　region

as　shown　in　Fig．1．　Similar　resul七s　were　reported　for七heγ1　chaill

gene　cloned　from　a　mouse　myeloma．〔1）Theαchain　gene　seems　to　be

separated　into　similar　segments　although　the　exact　locations　of　IVS

are　no七known．7）The　resul七implicates　that七he　IVS　was　introduced

into七he　heavy　chain　gene　before　the　divergence　of　heavy　chain　classes．

The　results　also　support　the　hypothesis　that　eukaryotic　genes　have

been　discontinuous　from　the　beginning．」）－o）

　　　　Three　IVS　were　numbered　with七he　direction　of　transcription．

The　firs七，　second　and七hird　IVS　of　theγ1　andγ2b　chain　genes　as　a

pair　are　356／317，98／107　and　120／111　nucleotides　long，　respectively．

The　lengths　of　the　homologous　IVS　are　essentially　similar　between

七he　two　genes．　Possibly　a　certain　range　of　the工ength　of　IVS　may　be

important　for　splicing　though　the　precise　Iength　of　IVS　is　no七required．

The　larger　IVS　of　two　mouseβglobin　genes　are　also　of　similar
●

length．8｝

　　　　（70？γη）αアτ80？zoア？z1‘6Zθoετ（1θsθστ‘θγτ6e8　1）e古飢リθθη£1↓θγ1α7Ld！γ2b　61↓ατγ↓
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geηe8．　The　similarity　index3）can　be　used　as　a　rough　estimate　of

homology　between　two　sequences．　The　index　expresses　complete　and

random　match　as　100　and　25，　respective］y．　As　shown　i駆Table　I，　the

Table　I．　Comparison　of　nucleotide　sequences　of　theγ1　andγ2b　chain

　　　　　　　　　　　　genes　cloned　from　newbom　mouse

Gene　segment 睾耀，隷1，C罐dS’竃翠ty

CHI　domain

Hinge　region

CH2　domain

CH3　domain
3，untranslated
　region
IVSl
IVS　2

1VS　3

291／291

39／66

321／330

321／321

175／156

356／317

98／107

120／111

21

36

33

53

29

87

39

39

301

70

342

350

180

381

122

136

86

41

74

70

66

64

60

59

　Sequences　are　a正igned　to　maximize　homology　by　a　computer　using

amodi6ed　program　of　Needleman　and　Wunsch．24｝Similarity　in－

dex3）is　computed　as　100－（％gap十％transition十％t「ansve「sion）・

The　percentage　is　calculated　relative　to　corrected　length　w｝1ich　is

obtained　by　adding　the　number　of　base　pairs　and　the　number　of

gaps　of　the　aligned　sequences．

similarity　indexes　of　the　homologous　domahls　of　theγ1　andγ2b　chain

genes　are　70－86，　showing　extensive　conservation　of　the　structural

sequences．　The　simi】arity　index　of　the　hinge　regions　shows　an　exten－

sive　divergence　though　it　is　certainly　under．estimated　because七wo

sequences　are　of　quite　different　length．　The　similarity　indexes　of　the

homologous　IVS　and　the　3’untranslated　region　are　smaller　than七he

value　of　the　coding　sequences　but　grea七er　than　the　values　（36－38）

ob七ained　by　comparing　two　unrelated　sequences，七heβglobin　gene

and　the　domains　of七heγ1　chain　genes．5）　These　results　suggest　that

the　homologous　IVS　of　theγ1　andγ2b　chain　genes　share　common

ancestors　and　have　diverged　considerably　faster　than　the　structuraI

sequences　during　evolution．　　　　　　　　　　　　　　　　　　，

　　　　N2↓6Zθ0励θ8θαμ訊6θ8α亡輪ブ0批0μ∫↓θ1γSα％d60∂卿8θσ2‘θη¢θ8．

The　nucleotide　sequences　around　the　boundaries　of　the　coding

sequences　and　IVS　of　IgH2　and　IgH22　are　shown　in　Fig．2．　Al1七he

IVS　begin　with　GT　and　end　at　AG　as　previously　indicated　by　Brea七h－

nachθτα1．2）When　the　6rst　10　nucleotides　each　of　the　IVS　and　coding

sequences　at七he　homologous　junc七ions　of　theγ1　andγ2b　chain　gelles

are　compared，　the　IVS　are　at　leas七70％homologou8　to　each　o七her，

which　is　not　smaller　than　the　values（30－90％）of　the　coding　sequences．

The　results　suggest　that　the　nllcleotide　sequences　at　the　extreme　elld
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　κ　γ　ρ　κ’κ　1

CAAGGTCCACAAGAAAATTG　GY6ACA66ACA丁ATAGGG≡A．

CACGG了GCACAA川AAC7T6　GTGA6“GACATTCA6GG6A・

　？　　v　　o　　κ　　K　　C

賞pc∫c7τA“CCTτccAτ陪GてACAG　C了AA6TC“τGGCこτTtAcc・

G6AGT6TCACAAA7GCCCAG　G7AA6TCACTA．CCAGA6CT・

EC鎮KC■
　7　　∫　　5　　κ　　■　　κ

AACCA丁CTCCAAAACCAAAG　GT6AGAGCIGCAGTGTGTGA・

AACCATCTCAAAAAT了AAA6　6T6GGAじCT6CAGGACAACT・

曾15Klx

w5
．　．

・　　■　　　　　　　　　　　・

1げs2
■　　．　　　　　　　　　　　，

ws
■　■

［Vol．55（B），

　　　　　　　　　　　　4　　ボ　　■　　7　　P　　P　　5
◆・・ ACATA了ACTTTTTCTTGTA6　CCAAAAC6ACACCCCCA了CI

．°° ACAτ・TC†CCTCTC了T⑥CA6　£〔AAAACAACACCCCCATCA

　　　　　　　　　　　　A　　民　　？　　営　　p　　p　　s

VP只Dccc　・・ACAτAGCTTICTαCCACA6　τGCCCAGGGAττ6τGGτ穐1

｜

　　　・ATCCAGCCτTCICTCTGCA6　AGCCCA6C6GGCζCA↑TTCA

　　　　　　　　　　　　E　　P　3　　6　　P　　τ　　5

　　　　　　　　　　　　γ　’　　●　v　5　5　　γ

　　　　　　　　　　　　τCCCA6AAGTA†ζATCτ61C

　　　　　　　　　　　　口CCTAACCTCGAG6CT6GA

APNLε‘G
　　　　　　　　　　　　6　R　ρ　貰　刀　　P　ρ
…　　A†CTCTTTACCCACCCACA6　6CA6ACCGAAG6CTCCACAG
3

　　GTAT6TT↓CTAACCCCACA6　G6CTA6τCAGAGCTCCACAA

GLVRれρ9

・・V†丁口JtT⇒TCATCCT†AC

・・ TITCCATCTC7CσCATCAG

　Fig．2．　Comparison　of　nucleotide　sequences　of　theγ1　andγ2b　chain　genes

　　　around　the　junction　of　IVS　and　coding　sequences，　The　nucleotide　sequence

　　　determination　was　performed　according　to　Maxam　and　Gilbert23）as　de－

　　　scribed　elsewhere．5）　Twenty　nucleotides　each　of　the　homologous　IVS　and

　　　coding　sequences　of　IgH2（upper　sequences）and　IgH22（10wer　sequences）are

　　　a］igned　to　maximize　homology．　The　top　row　is　the　5，　end　of　the　CHI　do－

　　　main．　The　second，　third　and　fourth　rows　are　the　5’and　3’ends　of　the且rst，

　　　second　and　third　IVS，　respeetively．　The　nucleotide　sequence　of　the　strand

　　　correspのding　to　the　mRNA　is　displayed　5，　to　3，　direction．　The　homologous

　　　nucleotides　are　underlined，　Amino　acids　predicted　from　the　nucleotide　se－

　　　quences　are　shown　in　italic　letter　by　one　letter　code．

of　each　junction　are　important　for　the　recognition　of　definite　splicing

sites　by七he　splicing　machinery　which　excises　and　ligates　precisely

a七七he　de且nite　nucleo七ide　positions，　and　thus　considerably　conserved

be七ween　the　two　genes．

　　　　Even　if　there　are　multiple　sets　of　the　splicing　enzymes，　it　is

reasonable　to　assume　that　the　primary　transcripts　of　theγ1　andγ2b

chain　genes，　which　are　expressed　with　a　common　set　of七he　variable

region　genes　in　the　differentia七ed　bone　marrow－derived　lymphocyte，

share　a　common　set　of　the　splicing　enzymes．　Otherwise　we　should

expec七七ha七the　total　number　of　the　mouse　splicing　enzyme　set　is　as

many　as　the七〇tal　number　of　mouse　genes．　Nevertheless，　we　are　unable

to　6nd　a　universal　sequence　a七all　the　joints　except　for　dinucleotides

GT　at　5〃end　and　AG　a七3，　end　of七he　IVS．　Nor　a　long　stretch　of　the

nucleotide　sequences　common　to　bo七hγ1　andγ2b　chain　genes　are

present　around　each　splicing　point．　These　results　suggest　that　the

splicing　machinery　recognizes　not　only　nuc｝eotide　sequences　at　the

joints　of　the　IVS　and　s七ructural　sequences　but　also　some　other　signals

七〇specify　the　splicing　points．　The　secondary　or七ertiary　s七ruc七ure　of

RNA　was　discussed　as　a　possible　candidate　for　such　recognition．1）16）・9）

Combination　of　short　nucleo七ide　sequence　and　secondary　struc七ure

may　serve　a　strong　speci6ci七y　as　shown　by　processing　of　rRNA　and
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T7　phage　mRNA　by　RNase　III．10）－12）

　　　　Z）θ1θ励％脱鋤砿8．There　are　mutant　cemines　of　mouse　myeloma

which　synthesize　altered　heavy　chains．　P3（MOPC21，γ1）h邸yielded

aspontaneous　variant，　IF2　that　dele七es七he　complete　CHI　domain．13｝－14）

Mutagenesis　of　the　MPC　11（γ2b）mouse　myeloma　cell　line　has　yielded

anumber　of　yariants　which　synt垣size　heavy　chains　either　shorter

than　the　parent　or　of　subc】ass　different　from七he　parent，15）－16｝The

former　is　of　three　quarters　of　Iength　of　the　parent　heavy　chain．　The

la七ter　is　shown　to　have七he　V　region　iden七ical　to　MPC　ll　and　the　C

region　of　theγ2a　8ubclass．17）We　suspect　that　the　6rst　group　of　these

altered　heavy　Chains　contaih　the　C　regioll　lacking　a　whole　domain　and．

the　second　group　has　the　MPC　ll　V　region　directly　linked　to　theγ2a

Cregion　although　the　detailed　chemical　structure　is　not　yet　available．

　　　　工nasmuch　as　each　domain　is　separated　from　other　structural

sequences　by　IVS，　IF2　and　variants　of　MPC　ll　may　have　lost　a　whole

domain　gene　sequence　by　recombination　somewhere　in　IVS．　Al七er－
natively，　pointl　mutations　at　the　essential　region　for　the　splicing　signal

have　modi6ed　splicing　frame　so　that　the　domains　are　trimed　off　from

mRNA　precursors．　In　any　event　the　heavy　chain　gene8　in　the　variants

mentioned　above　have　mu七ated　in　such　a　way　that七he　spliced　pairs

of　the　domains　or　the　hinge　region　are　changed，　In　view　of七he　fact

七hat七here　are　no　defini七e　boundary　nucleotide　sequences　conserved

between　two　immunoglobulin　genes，　we　prefer　the　former　possibility．

If　so，七he　phenomena　implicate　that　the　spliced　pair　of七he　coding

sequences　is　not　determined　precisely　by　the　nucleotide　sequence　alone

bu七different　combina七ions　are　feasible　as　long　as七he　topologica］order

and／or　o七her　signals　such　as　the　secondary　struc七ure　allows．

　　　　」8θgηzθ励8．　Recently　Max■£α1．18）and　Sakanoθ‡α1、19）have

shown　that　immunoglobulinκligh七chain　gene　has　6ve　J　segments
with　identical　nucleotide　sequences　a七the　joints　of七he　IVS　and　struc－

tural　sequences．　At　least　four　of　them　seem　to　be　capable　of　joining

with七he　C　region　gene　sequence　by　splicing．　Seidmal1ぴαZ．20）demon－

strated　that　in　MOPC　41　mye］oma　the　V　region　gene　is　linked　to　the

Jsegment　far七hest　from　the　Cκregion，　leaving　four　more　J　segments

intac七between　the　V　and　the　C　region　genes．　When　this　gene　is　tran－

scribed　into　the　mRNA　precursor　several　combinations　of　sp】iced　pairs

are　possible　between　the　J　and　Cκregion　sequences．　Yet，　MOPC　41κ

chain　mRNA　and　the　protein　syn七hesized　are　homogeneous，21）－22）sug－

gesting七hat　only　one　combinatioll　is　preferred．　These　results　also

supPor七〇ur　conclusion七ha七the　recognition　of　splicing　si七es　depends

on　no七〇nly七he　nucleo七ide　sequences　at七he　botmdary　of七he　structuraI

sequences　and　IVS　bu七also　o七her　s七ruc七ural　signals　such　as　secondary

and七ertiary　struc七ures　of　RNA．
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SUMMARY

　　Ilnmunoglobulinγ1　heavy　chain　cDNA　was　cloned　into　an　Esc力θr∫c九ごα

co’i　plasmid　pCRI　and　its　nucleotide　sequence　was　determined．　The　hybrid

plasmid　contained　approx．900・bases－longγ1　chain　cDNA　sequence，　including

the　complete　sequence　of七he　CH　2　and　CH3　domains　and　the　3’untranslated

region，　and　a　partial　sequence　of　the　CH　I　domain．　The　nucleotide　sequence

predicts　an　extra　lysine　at　the　carboxy1－terminus　of　the　71　chain．　Com・

parison　of七he　nucleotide　sequence　of　3’untranslated　regions　of　the　immuno－

globulinγ1　chain　andκlight　chain　showed　a　significant　homology　although

lengths　are　quite　divergen七．

INTRODUCTION

　　Cloning　and　characterization　of　immunoglobulin　heavy　chain　cDNA　are

important　no七〇nly　to　ob七ain　a　probe　for　cloning　its　chromosomal　counter・

part　but　also七〇〇btain　direct　information　which　is　not　available　from　the

analysis　of　the　chromosomal　gene．　For　example，　the　nucleotide　sequence　de・

termination　of　cDNA　clone　defines　the　3’untranslated　sequence　and　poly（A）

additional　site．　The　direct　evidence　for　splicing　of　immunoglobulin　mRNA

precursors（Rabbits，1978）is　also　obtained　by　comparison　of　nucleotide　se・

quences　between　genomic　DNA　and　cDNA．
　　We　have　constructed　double－stranded　immunoglobulin　heavy　chain　cDNA

which　is　complementary　toγ1　chain　mRNA　purified　from　mouse　myeloma
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MOPC　31C（Ono　et　al．，1977），　cloned　the　cDNA　into　a　bacterial　plasmid

pCRI　and　determined　its　nucleotide　sequence．　The　cDNA　clone　includes　the

comple七e　sequences　of七he　CH2　and　CH3　domains　and　3’un七ran§1ated　region，

and　a　part　of　the　CHI　domain．　The　CDNA　clone　has　already　been　used　for

cloning　theγ1　chain　gene　from　the　newborn　mouse（Honjo，1978；Honjo　et
a1．，1979）．

MATERIAL　AND　METHODS

↓α）ハ4αteriαIS

　　Reverse　transcriptase　from　avian　myelobastosis　virus　was　provided　by　Dr．

J．W．　Beard．［γ一32P］ATP（7000　Ci／mmo1），［α・32P】dCTP（3000　Ci／mmol）and

1251were　purchased　from　New　England　Nuclear（Boston，　MA）．　Polynucleotide

kinase　and　restriction　endonucleases（HiηdIII，1ガηfl，」レfboII，　Psτ1，8η1αI　and　Pt几411）

were　purchased　from　New　England　Biolabs（Beverly，　MA）．：EcoRI，　HαeIII，

Hαpll　and王1加1，　which　were　purified　according　to　the　method　of　Modrich

and　Zable（1976），　Middleton　et　al．（1972），Takanami（1974）and　Green　et　al．，

（1978），respectively．、4りαII　and、4ccl　were　gifts　from　Dr．　Nakanishi　of　Kyoto

University　and　Dr．　Kaliro　of　University　of　Tokyo，　respectively．　Terminal　nu・

cleotidyl　transferase　was　provided　by　Dr．　R．L　Ra七liff．　　　、
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　‘

（b）Const馳tion　ofαhybrld　plαsmid

　　Preparation　of　double・stranded　cDNA　was　car亘ed　out　as　described　previ・

ously（Seidman　et　al．，1978）．　Starting　with　10μg　of　purified　MOPC　31C

mRNA（Ono　et　al．，1977），　we　obtained　1．6μg　of　double－stranded　cDNA，

which　was　treated　with　SI　nuclease．　Then　poly（dA）stre七ches　were　attached

to　the　double－stranded　cDNA，　and　poly（dT）stretches　were　added　to　pCRl

DNA（Armstrong　et　al．，1977），　which　had　been　cleaved　with　EcoRI，　by　the

action　of七erminal　nucleotidyl　transferase　using　the　procedure　described　by

Roychoudhury　et　aL，（1976）．　The　poly（dA）－tailed　cDNA　was　annealed　to　the

poly（dT）・tailed　pCRI　to　form　circular　hybrid　molecules．　The　hybrid　mole・

cules　were　used　to　transform　EK2　host　X　1776．　Finally，七he　transformants

were　screened　for　the　immunoglobulinγ1　chain　sequence　using　the　procedure

of　Gruns七ein　and　Hogness（1975）．

↓C）∫ns汕hybridizα亡ionαnd　hybridizαtion　probes

　　Transfer　of　DNA　from　agarose　gel　to　a　nitrocellulose　filter　was　done　ac・

cording　to　Southern（1975）．　The　filter　was　hybridized　with　32P－1abeled　cDNA

as　described（Kataoka　et　al．，1979）．　The　cDNA　complementary　to　the　puri・

fied　MOPC　31CmRNA　was　synthesized　using［α・32P］dCTP　and　reverse　trans・

criptase（Honjo　et　al．，1974）．　The　specific　activity　was　60　cpm！pg．　Immuno・

globulin　heavy　chain　mRNA　was　purified　as　described　previously（Ono　et　aL，

1977）．Iodination　of七he　purified　mRNA　was　done　as　described（Commer・
ford，1971）．　The　specific　ac七ivity　of［1251］mRNA　was　20　cpm／pg．
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（d）Electroγ1γn三croscopy

　　R－loop　be七ween　pG1・6　DNA　and　MOPC　31CmRNA　were　formed　with

100μg！ml　of　DNA（digested　with　H仇dIII）and　50’μg！ml　of　mRNA　in　70％

formamide－0．1　M　tricine　pH　8．0一α5　M　NaCl－10　mM　EDT．A　at　52°Cfor　16

has　described　earlier（Tilghman　et　al．，1978）．　After　16　h　SV40　DNA　contain－

ing　poly（dT）tail　was　added　to　a　final　concentration　of　5μg／ml　and　the　mix－

ture　was　incubated　at　52°Cfor　several　hours　before　being　spread　and　stained

as　described（Tilghman　et　aL，1978）．　Preparation　of　SV40　DNA－poly（dT）

was　described（Tilghman　et　aL，1978）．

（e）DNA　seqμenceαnαlysis

　　pG1－6　DNA　was　digested　with　HhαI　and　the　1．8　kb　long　fragment　was　iso．

lated　by　electrophoresis　in　5％polyacrylamide　geL　The　H九αI　fragment　was

digested　with　various　rest亘ction　enzymes　shown　in　Fig．4，　treated　with　bac－

terial　alkaline　phosphatase　and　labeled　at　the　5’end　with　polynucleotide

kinase　in　the　presence　of［γ・32p］ATP（Maxam　and　Gilbert，1977）．　After

cleavage　with　a　second　resthction　enzyme，　fragments　labeled　at　one　end　were

isolated　by　polyacrylamide　gel　electrophoresis．　Sequencing　was　performed

according　to　the　method　of　Maxam　and　Gilbert（1977）．　Four　base－specific

reactions　were　used（G，　A＞C，　C＋T，　C）and　samples　were　separated　by　a　thin

（0．5mm）polyacrylamide　ge1（Sanger　and　Coulson，1978）．

RESULTS

Clonmg　orγヱchαin　c1）NA

　　The　construction　of　double－stranded　cDNA　and　its　cloning　were　carried

out　as　described　previously（Seidman　et　al．，1978）．　We　sta式ed　with　71　chain

mRNA　highly　purified　from　MOPC　31C　myeloma（Ono　et　al．，1977）．　The

double－stranded　DNA　was　formed　by　reverse七ranscriptase，　E．　coμDNA

polymerase　I　and　SI　nuclease，　and　joined　to　a　plasmid　vector　pCR1（EcoRI

digested）using　the　poly（dA・dT）tailing　procedure．

　　Using　O．2μg　of　hybrid　molecules　to　transform　E．　coli　strain　X　1776，　we　ob－

tained　215transformant　clones．　These　215clones　were　grown　on　nitrocellu・

lose　filters，　and　hybridized　to　purified　I251’labeledγ1　chain　mRNA　using　the

procedure　of　Grunstein　and　Hogness（1975）．160f　the　215clones　hybridized
to　l251－labeled　mRNA．　The　DNA　fYom　these　16　clones　were　screened　for

their　ability　to　protect　71　chain　cDNA（1800　bases　long）from　S1－nuclease

digestion．　We　selected　a　clone　whose　DNA　protected　about　50％of　the　cDNA，

and　designated　it　as　pCR1・G1・6（abbreviated　pG1－6）．

Res掘αωn　e鵬yme　digestion　of　cDNA　clones

　　DNA　of　pCRI　and　pG1－6　was　digested　with　restriction　endonucleases

8mα1，、PsτI　or　Hカα1．　Southern　blots　of　agarose　gels　of　these　digests　were　hy－

bridized　withγ1　chain［32P］cDNA．　As　shown　in　Fig．1the　largest　fragment

（7．3kb）of　Sη1α1－digested　pCRI　DNA　disappeared　in　8η2αI　digests　of　pG1－6
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Fig．1．In　situ　hybridization　of　restriction　DNA　fragments　ofpCR1・G1－6．　DNAs　of　pCRl

and　pCR1・G1－6　were　digested　with　Smα1（A），　P811（B），　or〃hα1（C）and　eleetrophoresed

in　1％agarose　gels．　The　gels　were　stained　with　ethidium　bromide　and　DNA　was　transferred

to　nitroce11ulose　filters　according　to　Southern（1975）．　The　filters　were　hybridized　with

MOPC　31C［32P］cDNA．（a）and（b）are　ethidium　bromide・stained　agarose　gels　of　pCRl

and　pCR1・G1’6，　respectively．（c）and（d）are　autoradiograms　of　Southern　blots　of　pCRl

and　pCR1・G1・6，respectively．　Sη1αI　digestion　of　pCRI　yields　four　fragments　of　7．3，2．9，

1．1and　1．O　kb　and　Ps’I　cuts　pCRl　into　two　fragments　of　lland　1．4　kb（Armstrong　et　al．，

1977）．

DNA　and　2　fragments　of　about　6．O　and　1．9　kb　in　length　appeared．　These

fragments　were　shown　to　contain　theγ1　chain　gene　sequence　by　in　situ　hy－

bridization　although　the　1．9　kb　band　was　seen　only　by　long　exposure．　Simi－

larly，　the　largest　fragmen七（11　kb）of、Psτ1・digested　pCRl　was　no七seen　in

Ps亡1－digested　pG1－6　whereas　two　fragments　of　about　6．1　and　6．O　kb　in　length

were　seen　in　the　hybrid　clone．　The　larger　of七he　new　fragments　hybridized

withγ1　chain［32P］cDNA．　The　results　indicate　that　pG1－6　contains　theγ1

chain　cDNA　insert　of　approximately　1．1　to　O．6　kb　in　length　and　that七he

cDNA　insert　is　cleaved　by　both　8η1αI　and　Psτ1．　The　smaller　of　the　new　Ps亡I

fragment　may　have　a　shor七cDNA　sequence　which　does　not　show　up　in　auto・

radiogram．　HんαI　digestion　of　pG1－6　showed　the　absence　of　the　fragments

corresponding　to　the　first　and　seventh　largest　fragrnents　ofH九α1・digested

pCRI　and　the　presence　of　a　new　fragment（about　1．8　kb）which　hybridized

withγ1　chain　32P－cDNA．　Since　the　largest　fragment　of一厚九αI　digest　contains　a

EcoRI　site，　deletion　of　the　seventh　largest　fragment　may　be　due　to　exonu一
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cleolytic　cleavage　during　dT　tailing　by　termlnal　transferase．　Four　out　offive

clones　analyzed　lost　the　same　1∫1ユα1－fragment．

R－loop　stμdy

　　R－100p　was　formed　between　MOPC　31C　mRNA　and　pG1－6　DNA　cleaved

wlth　H睨dIII（Flg．2）．　Poly（dT）talled　SV　40　DNA，　which　was　expected　to

hybrldlze　to　poly（A）sequence　of　mRNA，　was　added　to　show　the　dlrectlon

of　the　lnserted　sequence・Aserles　of　R－100ps　was　measured　wlth　the　pCRl　as

aduplex　standard・The　mean　length（±S．D．）of　R・loops　in　27　molecules　was

calculated　to　be　760±120　base　palrs．　The　number　is　consis七ent　with　the　re－

sults　of　restrictlon　fragment　analyses（Fig　1）．　The　direction　of　translatlon　is

from　the　left　to　the　right　in　F19・2and　the　HIηdIII　site　of　pCRI　ls　closer　to

the　3’end　of　the　lnsert．

　　　　　’《ご∵¶ごト∵”∵∴・’∵．∵∵∴ぷ：；1江｝討戻：：：∵二：ご1

、ド（、．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　．　　、

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　A　s　、

　、　　　ト

　　　ペ・ここ∴㍍滅　　ぶ≒馨縫蟻懸1〆ミ翼

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　、ト　　　　　　’
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　8サ㊦二，㌢・　　　、⊇、　　　　　　　　　　　寸

Flg　2　Electron　mlcrograph　of　an　R　loop　between　pCR1・G1・6　DNA　and　MOPC　31C

mRNA・pCR1・G1・6　DNA　cleaved　wlth　HmdllI　and　MOPC　31C　mRNA　were　hybrldlzed
to　form　an　R　loop（arrow　A）under　the　condltlons　as　described　in　METHODS．　dT・talled

SV40　DNA　was　added　as　reference，　which　hybrldlzed　to　poly（A）ta110f　mRNA　as　md1－

cated　by　arrow　B．

8亡rαZθgy　orημclθ0亡膓dθ8eσμeηCθdθτer励ηα亡foη

　　1…der　t・・eq・・nceγ1・haln・DNA　w・i・・1・t・d　th・1．8－kb　l・ng砺I　f・ag－

m・・t・fpG1－6　and・・n・t・u・t・d・d・tall・d・e・tnct1・n　m・p　as　sh・w・i・F19．3．

The　determination　of　restrictlon　sites　was　accomplished　by　digestlon　wlth

several　combmations　of　enzymes．　The　restrlction　sltes　used　for　termmal　la、

belmg　were　indicated　by　vertical　bars　and　the　ranges　of　sequences　determined

are　shown　by　horizontal　arrows　at　the　bottom　of　Flg．3．
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Fig．3．　Restriction　map　of　the　H／1αI　fragment　of　pCR1・G1・6．　The　top　rectangle　is　a　restric・

tion　map　of　the　1．8　kb、協αI　fragment．　A　fiUed　section　indicates　the　inserted　cDNA　se・

quenced．　The　lower　rectangle　is　a　detailed　map　ofthe　cDNA　sequenced．　Horizontal　arrows

at　the　bottom　show　the　direction　ofsequencing　and　portion　of　read・off　nucleotides．　CHI，

CH2　and　CH3，domains　of71　chain　defined　by　ammo　acid　sequence（Adetugbo，1978）；
H，hinge　region；3’UT，3’untranslated　region；P（Aンpoly（A）．　Number　is　length　in　base－

pairs　beginning　at　the　poly（A）addltiona工site．
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　　GCeCAAGGATGTGCTCACCATTACTCTGACTCCTAAGGTCACGTGTGTTGTGG「r∧G∧CハTC∧GCAAGGATGATCCCGAGGTCCAGTTCACCTGGTTTG’rA
7ρ゜　r］　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　R　　　　　　　V　　　　A　　　　　　　　　　ω」
　　D　　D　　v　　E　　V　　I｛　　T　　A　　Q　　T　　Q　　P　　R　　E　　£　　Q　　F　　N　　s　　T　　F　　R　　S　　V　　S　　じ　　L　　P　　I　　ト弓　　H　　Q　　D

　　GATG∧TGTGGAGGTGC八CACAGCTC∧GACGCAACCCCGGGAGGAGCAGTTCAハCACCACTTTCCGCTCAGTCAGTG八ACTTCCCATCATGCACCAGGACT
…　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　K　　R　5σ」
　W　L　N　G　K　ε　F　K　C　X　V　N　5　A　A　F　P　A　P　I　E　K　T　I　S　K　T　K　G　R　P　X　A　P
　GCCTCA∧TGGCAAGG八GTTCA八ATGC∧GGGTCAACAGTGCACCTTTCCCTGCCCCC八TCG∧GAAAACCATCTCCAAAACCAAAGGCAGACCGA八GGCTCC
5ρρ　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　40J

　　　Q　　v　　Y　　T　　I　　P　　P　　P　　K　　E　　Q　　H　　A　　K　　D　　K　　V　　S　　L　　T　　C　　M　　工　　T　　D　　F　　P　　P　　E　　D　　I　　T　　V

　AC八GGTGT∧C八CCATTCCACCTCCCAAGG八GC八GATGGCCA∧GGATAAAGTCAGTC⊥℃ACCTGCATGATAACAGACTTCTTCCCTGAAGACATTACTGTG
4ρo　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　JOユ
　　　　　　　　　　　D　　　　　　　A　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　P　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　D　　　　D　　　　　　　　　s
　　E　　W　　　Q　　　W　　　N　　　G　　　Q　　　P　　八　　　E　　　N　　　Y　　　K　　N　　　T　　　Q　　　P　　　I　　　ト4　　N　　　T　　　N　　　G　　　S　　　Y　　　F　　　V　　　Y　　　S　　　K　　　L　　　N　　V

　G∧GTGGC八GTGGAATGGGCAGCCAGCGGAGA八CT八C八AGA∧CACTCAGCCCATCA’rGA八C八CGAハTGGCTCTT∧CTTCGTCTACAGCAACCTCAATGTGC
3σ0　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　・　　　　　　　20」

　Q　K　S　N　W　亡　A　G　N　T　F　T　C　S　V　L　H　E　C　L　H　N　H　H　T　E　K　S　L　S　H　S　P　G
　AGAAG八GC八ACTGGCAGGCAGCAAATACTTTCACCTGCTCTGTGTTACATG八GGGCCTGC八CAACCACCATACTGAGAAGAGCCTCTCCCACTCTCCTGG
200　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　」Oj

　　　K　■er

　TAAATGATCCCAGTGTCCTTGGAGCCCTCTGGTCCTACAGGACTCTGACACCT八CCTCCACCCCTCCCTGTATA瓦AT…GCACCCAGCACTGCCTTCGG
」00　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　」

　AAAAAAAAAA・・・…　　ひ◆

Fig．4．　Nucleotide　sequence　of　pCR1・G1－6．Nucleotide　sequence　is　displayed　5’to　3’at

the　bottom！ine　and　numbered　with　l　being　the　poly（A）additional　site．　Amino　acids　pre・

dicted　from　the　nucleotide　sequence　are　shown　at　the　middle　line　by　one　letter　code：A，

alanine；B，　aspartic　acid　or　asparagine；C，　cysteine；D，　aspartic　acid；E，　glutamic　acid；F，

phenylalanine；G，　glycine；H，　histidine；1，　isoleucine；K，　lysine；L，　leucine；M，　methionine；

N，asparagine；P，　proline；〔⊇，　glutamine；R，　arginine；S，　serine；T，　threonine；V，　valine；W，

tryptophan；Y，　tyrosine．　Amino　acid　sequences　ofMOPC　21（Adetugbo，1978）are　pre－

sented　at　the　top　line　only　where　they　disagree　with　the　predicted　residue．
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Nμcleotide　sequence　ofッ1　

chαm　structurα！gene

　　The　nucleotide　sequence　determined　is　shown　in　Fig．4．　The　sequence　was

correlated　with　the　amino　acid　sequence　of　theγ1　chain　of　MOPC　21（Ade・

tugbo，1978）．　The　nucleotide　sequence　determined　begins　at　the　Pro　codon
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　コof　the　193rd　residue　which　is　close七〇the　end　of　the　CHl　domain　and　termi・

na七es　at　93　nucleotides　beyond　the　termination　codon．　The　number　of　nu・

cleotides　determined　is　843．The　nucleo七ide　sequence　disagrees　with　the　ami・

no　acid　sequences　of　MOPC　21　at、18residues　out　of　259　residues，　which　is

shown　a七the　top　line　in　Fig．4．　A　most　interesting　discrepancy　is　the　presence

of　an　additional　Lys　codon（AAA）at　the　carboxyl－terminus　of　theγ1　chain．

The　same　codon　was　found　in　the　chromosomal　gene　of　theγ1　chain（Honlo

et　al．，1979）．

DISCUSSION

　　The　nucleotide　sequence　of　pG1－6　demonstrates　unequivocally　that　the

hybrid　plasmid　contains　theγ1　chain　gene　structural　sequence．　The　total

length　of　the　cDNA　insert　seems　to　be　Ionger　than　the　number　of　nucleotides

determined（843　bases）．　Although　pG1・6　has　a」Ps亡I　site　in　the　inserted　cDNA

sequence　as　shown　in　Fig．1，there　is　no」㌔τI　site　in　the　843－bases　long　cDNA

sequenced．　Since　we　found　a　PsτI　site　in　the　chromosomal　71　chain　gene　at

56bases　upstream　to　the　cDNA　sequenced（Honjo　et　al．，1979），　we　presume

the　total　cDNA　insert　is　at　least　56　bases　longer　than　that　sequenced　so　far．

The　second　largest　PsオI　fragment　of　pCR1・G1・6　did　no七hybridize　with　32P－

cDNA（Fig．1）because　the　majority　of　the　cDNA　probe　was　not　long　enough
to　reach　the　Ps亡I　site．

　　We　found　an　unexpected　Lys　codon　at　the　carboxyl　terminus　of　the　71

chain　gene．　Recently　we　found　that　theγ2b　chain　gene　also　has　an　extra　Lys

codon　at　the　carboxyl　terminus（Yamawaki－Kataoka，　Y．　et　aL　unpublished

data）．　Several　explanations　are　possible　for　this　discrepancy；（1）difference

between　myelomas（2）amino　acid　sequencing　error（3）removal　of　the　Lys
residue　after　synthesis．　Since　all　the　7　chain　proteins　so　far　sequenced　have

Gly　at　the　C・terminus（reviewed　by　Fudenberg　et　aL，1978），　the　first　and

the　second　possibilities　are　less　likely　than　the　third．　The　newly　synthesized

γ1chain　protein　has　a　Lys　residue　at　the　carboxyl　terminus，　which　may　be

removed　eventually　either　during　secretion　or　during　circulation　in　the　serum．

The　proteolytic　enzyme　of　such　specificity　has　not　been　described．　The　pu－

tative　Lys　cleaving　enzyme　should　be　highly　specific　because　there　is　another

Gly－Lys　in　the　CH2　domain．　The　biological　significance　of　the‘‘shortlived’，

Lys　residue　is　not　clear．　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　・

　　The　nucleotide　sequence　of　pG1－6　established　the　complete　sequence　of

the　3’untranslated　region　of　theγ1chain　gene．　The　3’untranslated　sequence

of　theγ1　chain　is　93　bases　long，　which　is　much　shorter　than　that（208　bases）

ofκlight　chain（Hamlyn　et　al．，1978）．　The　nucleotide　sequence　before　the

poly（A）additonal　site　of　theγ1　chain　gene　is　similar　but　not　identical　to
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that　of　theκ1ight　chain　gene　as　shown　in　Fig．5．　Both　sequences　share．signif・

icant　homology　including　a　hexanucleotide　AATAAA　common　to　many
eukaryo七ic　mRNAs（Proudfoot　and　Brownlee，1976；Efstratiadis　et　al．，1977；

McReynolds　et　aL，1978；Hamlyn　let　al．，1978；Nakanishi　et　ar，1979），　The

results　suggest　that　the　3’untranslated　sequences　of　theγ1　andκchain　genes

may　be　derived　from　a　common　ancestor．　The　long　stretch（126　bases）of　ex－

tra　nucleotides　found　in　theκchaih　gene　consists　of　the　repetition　of　simple

pat七ems　of　arrangements　of　nucleotides（Hamlyn　e七a1．，1978）．　The　di・，　tri－

and　tetra・nucleotides　of　the　single　base　and　the　t百plet　CCT　are　abundant．

Such　a　simple　feature　of　the　structUre　suggests　that　this　portion　of　the　se・

quence　may　be　added　by　partial　duplication　or　unequal　crossing－over．　The　3’

untransla七ed　sequence　of　the㌻1　chain　gene　also　contains　8　CCTs．　Codon

choices　for　theγ1　chain　C　region　gene　have　been　assigned（Table　l）．　A　par七

〇fdata　was　taken　from　the　nucleotide　sequence　of　the　chromosomalγ1

chain　gene（Honjo　et　al．，1979）for　the　po式ion　where　the　nucleotide　sequence

ofpG1・6　is　unavailable．　All　codons　are　used　at　least　once　with　the　exception

of　UUG（Leu），　CUA（Leu），　UCG（Ser），　CGU（Arg）and　CGA（Arg）．　Other

codons　which　are　rarely　used　are　UUU（Phe），　UUA（Leu），　CUU（Leu），　GCG

（Ala），　CGC（Arg），　and　AGA（Arg）．　Certain　codons　are　strongly　preferred　for

some　amino　acids．　UUC（Phe），　CUG（Leu），　CAG（Gln），　GAG（Glu）and　AGG

（Arg）are　examples．　Nonrandom　use　of　codons　has　been　noted　in　other　euka・

ryotic　mRNAs（Efstratiadis　et　al．，1977；McReynolds　et　al．，1978；Nakanishi

e七al．，1979）．　As　noted　previously（McReynolds　et　al．，1978；Nakanishi　e七a1．，

1979）codons　with　the　doublet　CG　are　relatively　rare　and七he　preference　of　G

or　C　a七七he　third　posi七ion　is　seen．　Out　of　342　codons　102　codons（29．8％）

te㎜inate　in　G，125（36．5％）in　C，67（19．6％）in　U　and　48（14％）in　A．

　　We　did　no七sequence　the　5’end　of　the　inserted　cDNA　because　the　5’end

fragment　of　Hαpll－digested　pG1・6　migrated　as　a　diffuse　band　of　300～350

YI　lleavy　chain　gピne

K　llgh【　chain　gene

　　　　　　　　　　80　　　　　　　　　　　　　60　　　　　　　　　　　　　40
　　　　　　　　　　　　　ロ　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　コ

T－CATC－CCAGTCTCCTTGGAGCCCTCTGGTCCTACAGCACTCTGACACCTACCTCCACCC－一一CTCCCTGTATA

TACA－GACAAACGTCCTGAGACGCCAC’一一一一CACCAGCTC－一一一一一一CCCACCTCC∧TCCTATCTTCCCTTCTA

　　　　　　2θ0　　　　　　　　　　　　　　」80　　　　　　　　　　　　　　　　ユ60

ACCTCTTGCAGCCTTCCCCACAACCCACCTACCACTGTTGCGGTGCTCCAAACCTCC7℃CCCACCTCCTTCTCCTCCTCCTCCCTTTCCTTGGCTTTT
　　　　　　J4（ハ　　　　　　　　　　　　　　　　　　」20　　　　　　　　　　　　　　　　　　」00　　　　　　　　　　　　　　　　　　　θ0　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　60

02
．

－
●

一一一一一一一一巳一～与一・・㌻一一一一一一一一一一一一一 AATAAAGCACCCAGCACTGC－CTTCGG　　Po」g　rAノ

∧TC∧1．〔：CTAAl1ATT1’CC∧Gん＼V、TATTCAATAAACTGA～－G’r£TT迎A塑≧一一　　po」g　rA／

　　　　　　40　　　　　　　20　　　　　　　　三

Fig．5．　Comparison　of　3’untranslated　sequences　betweenγ1　heavy　chain　andκlight　chain

genes．　The　two　sequences　are　aligned　to　maximize　homology　by　a　modified　computer

program　of　Needleman　and　Wunsch（1970）．
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TABLE　I

THE　FREQUENCY　OF　USE　OF　EACH　CODON　FOR　AMINO　ACID　OFγ1　HEAVY　CHAIN　CONSTANT
REGIONa

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Amino　Codon　Number　Amino　Codon　Number　Amino　Codon　Number　Amino　Codon
acid　　　　　　　　　　　　　　　　　　　acid　　　　　　　　　　　　　　　　　　　acid　　　　　　　　　　　　　　　　　　　acid

Number

Ser

Va1

Pro

Thr

UCU
UCC
UCA
UCG
AGU
AGC

GUU
GUC
GUA
GUG

CCU
CCC
CCA
CCG

ACU
ACC
ACA

8

6

3

0
3

13

　2

12
4

14

9

ユ2

9

　2

0
2
5

1
1

Thr

Lys

Arg

Ala

Glu

ACG

A入A
AAG

CGU
CGC
CGA
CGG
AGA
AGG

GCU
GCC
GCA
GCG

GAA
GAG

4

8
R
∨

　
1
0
1

0

2
1

17

5
7
ハ
0
134
ふ

　
ー

Leu

Asn

Phe

Gly

Asp

UUA
UUG
CUU
CUC
CUA
CUG

AAU
AAC

uuu
UUC

GGU
GGC
GGA
GGG

GAU
GAC

1
0
1
5
0
9

5
0

　
1

1
0
0

　
1

5
3
4
176

Gln

Ile

Cys

Hi6

Tyr

Trp

Met

CAA
CAG

AUU
AUC
AUA

UGU
UGC

CAU
CAC

UAU
UAC

UGG

AUG

リ
ム
ー
　
1

4
7
り
剤

4
6
り
匂
7

リ
ム
5

6

5

aA　part　ofcodons　for　CHI　U　taken　from　the　data　ofγ1heavy　chain　genomic　sequence（Honlo　et　al．，1979）．

bases　in　length　upon　electrophoresis　in　5％polyacrylamide　gel．　Digestion　of

the∫血pII　fragment　with仇θIII　produced　a　36　bases・long　fragment　and　a

shorter　fragment　of　apparently　heterogenous　length，　which，　we　presume，　is

due　to　the　variable　length　of　the　dA－dT　tail　on　this　side．　The　diffuse、日αρII

band　was　obtained　even　when　pG1－6　DNA　was　prepared　from　a　single　colony

of　bacterial　cells　carrying　the　plasmid　pG1・6．　It　is　likely　that　a　long　dA－dT

tail　serves　as　a　target　of　the　frequent　recombination，　resulting　in　the　hetero－

geneous　length　of　the　dA－dT　tai1．

　　During　preparation　of　this　manuscript　Rogers　et　a1．（1979）reported　the

nucleotide　sequence．ofγ1　chain　cDNA　which　contains　a　part　of　the　CH2　and

CH3　domains、　Their　sequence　is　in　agreement　with　ours　except　for　bases　237，

243and　505　where　G　is　replaced　by　A．
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Summary

The　6．6　kb　DNA　fragment　coding　for　the　immun（ト

globulinγ1　chain　was　cloned　from　newborn　mouse

DNA　using　λgtレVεS・λB　as　the　EK2　vector．　The

complete　nucleotide　sequence（1823　bases）of　the

γ1chain　gene　was　determined．　The　cloned　gene

contained　theentire　constant　reglon　gene　sequence
as　well　as　the　poly（A）addition　site，　but　not　the

variable　region　gene．　The　results　indicate　that　the

variable　and　constant　regbn　genes　of　immunoglot＞

ulin　heavy　chain　are　separated　in　newborn　mouse

DNA．　The　constant　region　genes　of　other　gamma
chains（that　is，γ2a，γ2b　andγ3）are　not　present　in

the　cbned　DNA　fragment．　The　sequence　demon－
strates　that　the　γ1　chain　gene　is　interrupted　by

three　intervening　sequences　at　the　junction　of　the

domains　and　the　hinge　region，　as　previously　shown

in　theγ2b　and　αchain　genes　and　in　theγ1　chain

gene　cloned　frorτl　myeloma．　The　results　suggest

that　the　mtervening　sequence　was　introduced　into

the　heavy　chain　gene　before　divergence　of　the

heavy　chain　classes，　and　also　support　the　hypoth－

esis　that　the　sp｜icing　mechanism　has　facilitated　the

evolutiorl　of　eucaryotic　genes　by｜inking　duplicated

domainsor　prototy口peptides　not　directlyadjacent
to　one　another．　Comparison　of　the　nuc｜eotide　se－

quence　of　theγ1　chain　gene　around　the　boundaries

of　the　coding　and　intervening　sequences　with　those

of　other　mouse　genes　revealed　extensive　diver－

gence，　although　shor†prevalent　sequences　of　AG－

GTCAG　at　the　5’border　of　the　intervening　sequence

and　TCTGCAG－GC　at　the　3’border　were　deduced．

Alimited　homology　of　nucleotide　sequences　was
found　among　domains　and　between　the　hinge　r←

gion　and　the　5’portion　of　the　CH2　domain．　Com－

parison　of　3’untrans｜ated　sequences　from　theγ1

andγ2b　chain　genes　and　the　mouse　majorβ一globin

gene　shows　significant　homology　and　a　palindrome

sequence　surrounding　the　poly（A）addition　site．

of

　　　y，each　of　which　is　similar　in　size
and　homologous　to　the　C　region　of　the　light　chain．　The

homology　regions　seem　to　have　a　similar　three－dimen－

sional　structure　consisting　of　a　compact　domainwhich

contributes　to　at　least　one　active　site（Edelman　et　al．，

1969）．Comparison　of　the　amino　acid　sequences　of

each　domain　and　light　chain　C　region　indicates　that

immunoglobulin　heavy　chains　have　evolved　by　gene

duplication　of　a　domain　which　shared　a　common
ancestor　with　the　C　region　of　the　light　chain．　Such

analysis　also　suggests　that　gamma　chain　subc｜asses

have　evolved　by　gene　duplication　after　the　establish－

ment　of　a　three－domain　structure（Grey，1969；Milstein

et　al．，1974）．　Homologies　between　gamma　chain

genes　were　assessed　by　cross－hybridization　using

cDNA　comp｜ementary　to　purified　gamma　chain　mRNA

（YamawakトKataoka　et　aL，1979）．　The　results　show

that　gamma　chain　subclass　genes　share　varlous　ex－

tents　of　homo｜ogy　ranghg　from　20－60％、　although

gamma　chain　cDNAs　do　not　have　any　significant　ho－

mology　with　a｜pha　and　mu　chain　mRNAs．

　　We　have　recently　cloned　two　immunoglobulin　C

genes　of　the　gamma　subclass，γ1　andγ2b　from　the

newborn　mouse（Honjo，1978；Kataoka，　Yamawaki－

Kataoka　and　Honjo，1979）．　Partial　base　sequence

determination　of　theγ2b　chain　gene　demonstrated

that　an　intervening　sequence　（IVS）splits　the　heavy

chain　gene　at　the　junction　of　the　domains　and　the

hinge　region（Kataoka　et　aL，1979）．　Simi｜ar　results

were　a｜so　reported　forγ1　andαchain　genes　cloned

from　mouse　myelomas（Early　et　al．，1979；Sakano　et

aL，1979）．　These　resu｜ts　suggest　that　an　IVS　may

have　interrupted　the　immunoglobulin　heavy　chain
　gene　at　an　early　stage　of　its　evolution，　as　has　been

proposed　by　Gilbert（1978）and　also　by　Darnell

（1978）．

　　To　trace　the　evolutionary　history　of　immunoglobulin

heavy　chain　genes，　we　have　set　out　to　determine　the

complete　nucleotide　sequences　of　theγ1　andγ2b

chain　genes　and　to　compare　them　to　each　other．1n

this　paper　we　report　the　doning　and　comp｜ete　nucleo－

tide　sequence　of　theγ1　chain　C　gene　of　the　newborn

mouse．　The　sequence　not　only　allows　us　to　identify

　the　gene　and　precisely　locate　the　three　IVS　that　inter－

　rupt　it，　but　also　to　characterize　several　interesting

　features　of　the　coding　region，　the　boundaries　of　the

　lVS　and　coding　sequence　and　the　3’untranslated

sequence．　A　preliminary　report　has　been　published

　（Honjo，1978）．

Results　and　Discussion

lntroduction

An　immunoglobulin　polypeptide　chain　is　composed　of

avariable（V）and　a　constant（C）region．The　C　portion

of　the　immunog｜obulin　heavy　chain　contahs　three

Partial　Purification　of　the　lmmunoglobulinγ1　Chain

Gene　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　．
To　enrich　immunoglobulin　gene　sequences　we　used

sequentia｜purification　steps　of　RPC－5　column　chro一
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matography　and　agarose　gel　electrophoresis．　Approx－

imately　40　mg　of　Eco　RLdigested　DNA　derived　from

whole　newborn　mice　were　fractionated　by　RPC－5

chromatography．　Aliquots　of　pooled　fractions　were

electrophoresed　in　an　agarose　ge「，　ar｜d　the　Southern

b【ot　of　the　gel　was　hybridized　with　MOPC　31C（γ1）

cDNA　and　autoradiographed．　A　marked　6．6　kb　band

was　vis｝b［e　in　fractions　5－7，　as　shown　in　Figure　1．No

other　bands　were　observed　in　any　other　fractions．

Approxlmately　3．5mg　of　DNA　obtained　in　fractions　5－

7were　applied　to　a　preparative　agarose　gel．　Aliquots

of　DNA　fractions　were　again　electrophoresed　in　a　1％

agarose　gel　and　bIotted　to　a．－Millipore　filter（Southern，

1975）．The　filter　was　hybridized．with　MOPC　31C． （γ1）

cDNA　cloned　in　pCR1．As　shown　in　Figure　2，　the　6．6

kb　fragment　was　found　in　fractions　14　and　15，　in

which　theγ2b　chain－ gene　was　simui↑aneously　en－

riched（Kataokaet　al．，1979）．　Faint　6．6kbbandswere

observed　in　fractions　16－18，　aithough　ethidium　bro－

mide－stained　bands　of　DNA　were　larger　than　6．6　kb．

Fraction　14was　concentrated　by　ethanol　precipita－

tion，　and　approximately　O．1　mg　of　DNA　was　obtained．

Theγ1　gene　was　estimaied　to　have　been　purified

about　100　fold　frQm　the　total　digest．　This　estimate　is

made　from　the　relative　proportion　of　the　DNA　in　that

pool　after　adlusting　for　the　recovery　of　DNA　and

immunoglobulin－hybridizirlg　sequences．　Since　Eco　Rl

digestion　of　the　mouse　genome　wou｜d　be　expected　to

generate　about　6．7×105　fragments，　fraction　14is

expected　to　contain　one　γ1　chain　gene　fragment

among　6．7×103　fragments、

1solatbn　of　a　Recombinant　Phage　Containing　the

lmmunoglobulinγ1　Chain　C　Gene
Purified　outerfragments　ofλgtレVεS・λBwere　annealed

with　the　DNA　from　fraction　14，目gated　and　used　for

transfection．　Screening　of　cbnes　was　carried　Out　ac－

cording　to　the　method　of　Benton　and　Davis（1977）．

After　screening　about　104　phages　we　found　one　re－

combinant　contalning　theγ1　gene　sequence，　which

was　referred　to　asλgtレVεS・lgH2（abbreviated　lgH2）．

The　recombinant　phage　was　grown　in｜arge　quantities

and　the　DNA　was　extracted．　DNA　was　hybridlzed　with

γ1cDNA　in　solution，　as　shown　in　Table　1．γ1　cDNA

hybridized　withλgtWES・lgH2　but　not　withλgtレγES・

λB．

　　λgtWES・lgH2　DNA　hybridized　with　MOPC　31C
cDNA　to　an　extent（73％）similar　to　that　obtained　for

MOPC　70A　mRNA　containing　the　same　C　sequence
and　a　different　V　sequence．　The　extent　of　hybridization

is　slightly　greater　than　expected　since　theγ1　cDNA

used　and　the　C　sequence　hcluding　the3’untranslated

sequence　are　about　1800　and　l　l　OO　bases　in　length，

respectively（Honlo　and　Kataoka，1978；see　below）．

Theextent　of　hybridization　did　not　increase　even　when

the　amount　ofλgtWεS・lgH2　DNA　was　increased　10
fold．The　plasmid　pG1－6，　used　as　a　control，　contai口ed

about　900　bases　ofγ1　cDNA　which　hybridiz．ed　to　50％

of　the　cDNA，　although　the　parental　plasmid　did　not

hybridize　with　theγ1　cDNA　at　alL　The　results　suggest

theλgtWεS・lgH2　contains　the　C　gene　of　theγ1　chain

but　does　not　encompass　the　V　gene　of　the　MOPC　31C

heavy　chain．　To　test　whetherλgtWεS・｜gH2　encodes
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Figure　1．　Fractionafion　of　Eco　Rl－Digested

Mouse　DNA　on　RPC－5　Column　Chromatogra－

phy

（Upper　section）An　ethidium　bromide－stained

1％analytical　agarose　gel　of　each　pooL　Migra－

tbms　from　top　to　bottom．（Lower　section）An

autoradiogram　of　the　Southern　blot　which　was

hybridized　with　MOPC　31C　32P－cDNA　（γ1

chain）．　Eco　Rl－cleavedλC旧57　was　used　as　a

size　marker．
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Figure　2．　Fractiona｛ion　of　Eco　Rl－Digesled　Mouse　DNA　by　Preparative　Agarose　Gel　Electrophoresis

（Upper　sections）An　ethidium　bromide－stained　1％analytical　agarose　gel　of　each　fraction．　Migratio柏s　from　topめbottom．（Lower　sections）An

autoradiogram　of　the　Southern　blot　which　was　hybridized　with　the　32Plabeled　Hha　l　fragment　of　pG1－6（nick－translated）．（S）Eco　Rl－cleaved

λα857as　size　marker．

Table　1、　Hybridiza“on　ofλgtレVεSJgH2　with　MOPC　31CcDNA Table　2．　Hybridization　ofλgtレVεS・｝gH2　with　Gamma　Chain　cDNAs

DNA　or　mRNA
MOPC　31CcDNA
％Hybridization

cDNA ％Hybridization

λgtwεS・lgH2

λgtレVεS・λB

pG1－6

pCR1
．　　　　　　　　　　　　　　　　　　●

MOPC　31CmRNA

73

2

50

2

100

MOPC　31C（γ1）

HOPC　1（γ2a）

MPC　11（γ2b）

J606（γ3）

MOPC　41（K）

77

13

13

15

2

MOPC　70A　mRNA　． 79

HybridizaWon　of　DNA（1μg）or　mRNA（5μg）was　performed　in　the

presence　of　1300　cpm　of　MOPC　31CcDNA（γ1　chain），　wh｝ch　is　1800

bases　bng．　mRNA　used　in　this　experiment　was　partially　purified　from

MOPC　31Cand　MOPC　70A　myebmas　which　areγ1　chain　producers．

the　C　genes　of　the　other　gamma　subclasses，λgtWεS・

lgH2　DNA　was　hybridized　to　the　other　gamma　chain

cDNAs．　Table　2　shows　thatλgtWεS4gH2　hybridized

specifically　to　theγ1　cDNA．　Small　amounts　of　hybrid－

ization　with　γ2a，γ2b　and　γ3　cDNAs　seem　to　be

attributable　to　partial　homology　between　the　gamma

chain　C　gene　sequences（Yamawaki－Kataoka　et　al．，

1979）．

Restriction　Site　MapPing

λgtWES・lgH2　was　digested　with　restriction　endonu－

clease　Eco　Rl　and　the　6．6　kb　insert　was　iso「ated　by

agarose　gel　e「ectrophoresis．　Both　the　6．6　kb　insert

andλgtWES・lgH2　were　digested　with　Sac　l，　Bam　Hl，

Hind　ll　and　Sma　l，　and　the　digests　were　electropho－

resed　in　a　1％agarose　gel．　DNA　was　transferred　to　a

nitroce加「ose　filter　for　hybridization　as　shown　inFigure

3．Sac　I　digestedλgtWεS・1gH2　DNA　into　23，15．2，

Hybridization　of　O．5μg　ofλgtWεS4gH2　DNA　was　performed　in　the

presence　of　2000　cpm　of　each　3H－cDNA．

2．5and　O．6　kb　fragments　while　the　6．6　kb　insert　was

cleaved　by　Sac　l　into　four　fragments　of　2．5，2．0，　t5

and　O．6　kb．　Since　Sac　l　has　no　cleavage　sites　in　the

outer　fragment　ofλgtWεS，2．5　and　O．6　kb　fragments

produced　by　the　digestion　ofλgtWεS・lgH2　DNAmust

be　derived　from　the　6．6kb　insert，　and　2．O　and　1．5　kb

fragments　derived　from　the　6．6　kb　insert　are　located

at　the　ends　of　the　insert・．　Bam　Hl　cleaved　the　insert

into　four　fragments　of　335，1．5，1戊8and　O．62　kb．

Comparison　with　known　cleavage　sites　of　Bam聞in

λgtWεS・λB　（Leder，　Tiemeier　and　Enquist，1977）

places　the　3．35　and　O．62　kb　fragments　at　the　right

and　left　ends　of　the　insert，　respectively．　Other　frag－

ments　produced　by　Sac　l　or　Bam　Hl　were　ordered　by

the　double　digestion　with　Sac　l　and　Bam　Hl．　The

remaining　restriction　sites　were　determined　by　com－

paring　the　sizes　of　new　insert　fragments　to　known

adlacent　enzyme　sites　inλgtWεS｜eft　and　right　outer

fragments　and　by　cleavage　with　a　combination　of
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　
several　restriction　endonucleases．　Hybridization　with

the　MOPC　31CcDNA　clone　shows　that　most　of　the

structural　sequence　is　present　on　the　largest　fragment
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Figure　3．　Digestion　ofλgtWεS4gH2　and　lts　lnsert　DNA　with　Various　Restriction　Endonucleases

Approxirna｛ely　2μg　ofλgtWES・lgH2　DNA　and　O．36μg　of　the　insert　DNA　were　cleaved　and　e｜ectrophoresed　in　a　1％agarose　gel．　The　DNA　was

transferred　to　a　Millipore　fiher（Southern，1975）and　hybridized　to　a　nick－translated　Hha　fragment　of　pG1－6．　Size　markers　used　are　fragments

produced　by　Eco　Rl　digestlon　ofλCl857　DNA　and　Hae川digestion　of　Col　EI　DNA．　The　following　pairs　of　lanes　are　the　ethldium　brornide　stain　and

autoradiogram　ofλgt晒S・lgH2　and　the　insert　DNA　cleaved　with　Eco　R1（a　and　b）；Sac　l（c　and　d）；Bam　Hl（e　and　D；Sma　l（g　and　h）；Hind　n（i　and
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Birnstie｜，1976）．　Figure　4　summarizes　the　results　ob－

tained　with　this　approach．
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Figure　4．

γ1Chain　Gene　and　Strategy　for　Sequencing

The　lop　line　represents　the　cloned　6，6　kbEco　RI　fragment　inλgtWεS．

｝gH2．　The　rectangle　shows　a　magn川ed　detail　of　the　2．5　kb　Sac　l

fragmenl　containing　the　entire　slructural　gene　of　theγ1　chain．　Cleav－

ages　used　for　sequencing　are　shown　in　the　bwer　part　of　the　figure．

The　horizonatal　arrows　indicale　the　direclion　and　range　of　the　se－

quence　read．　The　fragmenls　are　aligned　in　the　5’b3’direction

relative　to　the　cod南g　sequence．（IVS）Intervening　sequence；（U）

untranslated　sequence，　The　dashed　line　indicates　the　regbn　where

restriction　si｛es　are　not　determined．

O　　　　　　O5　　　　　　‘　　　　　　　15　　　　　　2　　　　　　25

Diagram　of　Restriction　Endonuclease　Cleavage　Sites　in　the

Sequencing　Strategy

For　DNA　sequencing　of　lgH2，　plasmid　clone　DNA

（pBR322・lgH2）wasdigested　simultaneouslywith　Eco

Rl　and　Sac　l，　Since　pBR322　does　not　have　any
restriction　site　for　Sac　l　it　was　easy　to　isolate　a　2．5kb

Sac　l　fragment　on　a　3％polyacrylamide　gel．　The　2．5

kb　Sac　l　fragment　was　further　digested　with　the　re－

striction　endonucleases　indicated　in　Figure　4　and
labeled　at　the　5’ends　withγ一32P－ATP　and　polynucle－

otide　kinase．　The　labe｜ed　DNA　was　either　cut　with

another　restriction　enzyme　to　obtain　fragments　la－

beled　only　at　one　end　or　sublected　to　strand　separa－

tion．

　　DNA　sequencing　was　performed　using　the　partial

chemical　degradation　method　of　Maxam　and　Gilbert

（1977），except　that　thethin　polyacrylamide　gel　system

（0．5mm）of　Sanger　and　Coulson（1978）was　used　to

increase　resolution．　Regions　were　sequenced　in　both

5’→3’and　3’→5’directions　whenever　feasible．

Restriction　sites　used　for　sequencing　and　the　range

of　sequences　obtained　are　shown　in　Figure　4．

of　the　Sac　l　digest，　somewhere　between　2．6and　5．1

kb　from　the　left　end　of　the　insert．　The　enzymes　Sma　l

and　Hind　ll　cut　within　the　coding　sequence．

　　Amore　detailed　restriction　map　was　developed　for

the　largest　fragment（2500　bp）of　Sac　l　digests　con－

taining　the　entire　structural　sequence．　The　mapping

was　carried　out　by　combined　cleavage　with　several

restriction　endonucleases　and　partial　cleavage　of　the

terminally　32P－phosphorylated　fragment（Smith　and

Nucleotide　Sequence　of　theγ1　Chain　Gene

The　complete　sequence　of　the　mouseγ1　chain　gene

is　shown　in　Figure　5．　The　sequence　starts　98　nucleo－

tides　before　the　structural　sequence　which　begins

with　Ala　at　residue　1210f　theγ1　chain　sequence

（Adetugbo，1978）．　Our　sequence　ends　175　nucleo－

tides　after　the　termination　codon（TGA）and　includes

acomplete　3’untranslated　sequence．　The　tota｜num－

ber　of　nucleotides　in　the　segment　sequenced　is　1823．
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A
了〔GGGGAこATGGGAAGGGTGCM畝GTAGCG6CCTτCTAGAAGGTT†GGACCTGT〔〔TGICCτら†〔こGA〔AC〕GTAATCACATρTACTT了Tτ（TTG†A6〔

　　　　　　　　　T　　　　　　　　　　　　　　　　N　　　A　s　Q
　κ　　r　　r　　P　　F　　5　　レ　　y　　P　　L　　ぷ　　P　　G　　5　　A　　A　　ρ　　T　　l㌧’　　5　　杯　　1」　　7　　⊥　　IT　　C　　L　　v　　ド　　c　　｝　　F　　ρ

CAMACGACA〔C⊂CCAτ〔†GτC丁ATCCACTGGC〔CCTGGAT⊂TGCT6〔〔C戸．A4CTAACTCCβIGGT6AC⊂CTGG‘疋TG（C7GG7Cρ貞GGGCTA了TTC〔〔τ

EPVTVTWドSCSLSSGV肖TrpAVLcSむLピTしSSSGAGCCA6TGAε貞G了6ACCT6GAACTCTGGゑ丁εCこ）GTε〔AGεG6TG丁6CA［ACC〕丁〔〔．CAGCTGTCCTGCAGTCτらACCIC丁ACAし†〔了6AGCAGC〕⊂AG

　　S　　　　　　T　　　　　　－　一　一　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　A　　P

γTγPSSPA♪S£TV7CNVみHPASST藪VOKKユT触CTGTCCCCTCCAGCC⊂τCG6CCCAG［GAGACCGτCACCτGCUCGτTGCCCACCCGG⊂CAGCAGCACCAAGGTGGACAAG触触τTGG了GAGAG舳C

AτATAGGGAGGA6GG6T†CACTAGAA6TGA6εCTCAAGCCAT丁AεCεTGCC丁AAACCAA〔二tAGGCTG6AtAGCCAACCAACCA6GAAAτGGAT〔TCAGCC

CAGAAGA下CAAAAGTTGT、CTTCTCCCT1⊂TGGA6ATTTCτATG下CCTTTACAACTCM丁TGG丁τAA丁A了CC了6GGT丁GGAGTCCCACACATC了丁GACAA

ACA6AGACWTTτGA6TATCACCAGCCAAMGTCAτAC〔CUAUCAGC〔τGGCATGACCACACACCAGACTC燃C了TACCC〕AC〔TTTAT〔〔TGGTG

VP只DCGCXP亡1C了700　　　GCTTCTCA丁CτCCAGACCCCAG丁AACA⊂ATAGCTTTCTCτCCACAG丁GCCCAGGGATTGTGG了τGTAAGCCτTGC員TATGTACAG6TMG†CAGτG6CC†

VPεvss800　　τCACCTGACCCAGAτG〔AA⊂AAGTGGCAAT6TTGGA66GTGGCCAGGτメ1丁了6ACCTAT7τCCACεTTTεTτ［TTCハTCCTTA5TCεCAGAAGTATεATCT

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ホ　　　　し　　　　　　　　
、」　　ぎ　　　I　　F　　P　　P　　　X　　P　　　東　　　D　　V　　　L　　T　　　I　　T　　　L　　T　　P　　　K　　ゼ　　T　　C　　　V　　U　　V　　D　　Σ　　S　　K　　D　　D　　P　　ε

900　　　6TCTTCAT⊂丁丁εCC⊂tCメ｝AAGCCCAAG以丁6TG〔フCACCA丁丁AC丁〔TGACTC⊂TAA66TCACGτGTGTTGTG6TAOACATCAG〔AAGGATGATCCtGAGG

　　　　　　　　　　　　　　　　N　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　V　　　　　A

VOF5w’VDDV£v狩TAO↑OPR£EOドNSTFRS∨SEL1000　　TCCAST了CAGCTGGTτTGTAGATGATGTGGAGGTGCACACAGCTCAεACGCAAC⊂CC6G6AGGAGCAGT］CAACAGCA〔TTTCCGCTCAGTCAGTGAACT

Fig・・e　5・Nucle。tide　Seq・ence。f　the　M。use

　γ1Chain　Gene

丁he・ucle。f｝d・・eq・e・Ce・f　the・t・a．d　C。，，e，

　sρondmg　fo　the　mRNA　is　dlsplayed　5’to　3’on

lhe　b°賀・m｛i・e・The　ami・。・cid　p・edl・ted　by

the・uc【e。tide　seq・ence　is　sh。wn　ab。．e　the

coding　sequence　in　italic　letters．　The　amino

acid　sequence　of　MOPC　2でγ1　chain（Ade－

tugb°パ978）i・p・esent・d・・th・t・p　li・e．　O。ly

the　ami・。　aCid・whi・h　disag・ee　w撤h。　p，e．

dlcted　residue　are　shown．　Dashes　｝ndica↑e

deleti。ns・σem）・efe・S　tO　fhe　te・而。af泊n　C。．

d°nUGA・【P・ly〈A）］i・dicates　the　sit・。f　p・ly㈹

add面・n・Amin・acids　a・e　exp・essed　by　a。ne

le賃e「c・de　aS　f。｜1。w・・（A｝a｜anine；（C）・y・t。ine：

（D）asp・・tic　acid；（E）gl・t・mic　acid；（F）phe。－

ylalanine；（G）glycine；（H）histidine；（1）isoleu－

c‘ne；（K）Iysbe；（L）Ieucine；（M）methionine・
lN）・・p・・agine・｛P）P・・li・e≧（Q）gl。t。mine、《R；

a’ginjne；〔S）serinel（丁）threonine；（V）va「加e：

（W）tryptophan；（Y＞†yrosine．

　　　　　　P　工　阿　”　ρ　P　ω　L　洲　G　κ　ε　F　κ　ε　只　V　即　5　λ　A　　’　P　A　P　1　ε　κ　ア　1　5　κ　r

｜）0〔｝　　TCCCA了CATGCACCAGGAC丁GGCTCAATG6CAAGGAGTτCAAAT6CAGGGTCAACAGT6CAG〔τTTCCCτGCCCCCA了C6AGAAAACCATCTCCAAAACC
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AAAGGTGA6員GCTGCAGTGTG丁6ACATAGAAGCTGCAA丁AGTCAGTCCATA6ACAGA6CTTGεCA丁AACAGAεCCε丁6CCCTCTTCGTGACC了CT6TGCT

　　　　　　　　　　　　　　　x　　　　x

　　　　　　　　　　　　　G月　ρ　κ4　ρρ　γγ　「7P　ρρ．κ’　ρ月渦　πρx　γ5膓
“εCM7CTCτTTAεεCACCεACA6GCA馴CC醐6GC丁CCACAGG丁GTACACCAnCCACCτCCCMG“GCA6AτGGCCAAG蝕丁蝋G、CAGτCT9

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　5　D　　　　　　A　P　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　D

Tε拷Σ．ρrFPEDヨ，VεWO”NGOPλeNYKS●OPI員bCCTGCA†“丁触鯨仙CTTC丁TCCCT醐口CA廿ACτGTG臼GTGGCAGT6“ATGGGCAGCCAGCGGA“ACTACMGMCACTCA6CCCATCAT6触

　　　ロ

丁討GsyFV￥SKLNVOXsN国ε員GN．FTC5VLHεGLCAC“ATGGCTCτTACTTCGTCτA⊂AGCAAGCτ［AAτGTGCAGAAG貝G⊂AAこTGGGAGGCAGGAAATACTTTCA〔CTGCTC〕GT6TTACATGAGGGCCTG

日　　W　　　H　　B　　T　　　E　　X　　S　　　L　　S　　H　　S　　　P　　G　　　X　ter拐

CACAAC⊂ACCATA⊂TGAGAAGAGC〔†CTCCCACTCTCCTGGTAAA了6ATCCCAGTGTεCTTGGAGεCC了CTGGTCC丁貞CAGG力CTC丁εACACC†ACεTCC

｝700
　　　　　　　　　’　　　　　　　　　　　　　　　・μ）Jgぷ

ACCCCTCεε了εTATAAATAA月GCAεCCA6εACTGCCT〕6GGACCC丁6CAATAACGTCCYGGTGATTτC了GAGATGTAGAGTCTAGCTAGGT〔AT66AATG

｜800　　AGGGG丁CTCCATGGTTτGAGCCC

　　The　nucleotide　sequence　can　be　correlated　with　the

amino　acid　sequence　already　determined　for　theγ1

chain　of　MOPC　21（Adetugbo，1978）．　Our　sequence

disagrees　at　270f　324　residues．　Mne　o臼hem　are

substitutions　with　other　amho　acids，　hcbding　four

Asn－Asp　exchanges．　Fourteen　can　be　explained　by

displacement　of　amino　acids．　The　nudeotide　se－

quence　predicts　addi目onal　Arg－Pro－Ser　residues　be－

tween　positions　194　and　1950f　the　MOPC　21　se－
quence．　Since　there　are　Trp－Pro－Ser　residues　at　cor－

responding　positions　in　theγ2a　chain（Fougereau　et

aL，1976）and　the　codon　for丁rp（丁GG）is　similar　to

the　codon　for　Arg（CGG）in　our　sequence，　th｝s　dis－

crepancy　is　likely　to　be　an　error　of　amino　acid　se－

quence．　Another　important　discrepancy　is　a　Lys　resi－

due　predicted　at　the　carboxy　terminal　end　of　theγ1

chain．　We　have　sequenced　the　cDNA　clone（pG1－6）

synthesized　f⑩m　theγ1　chain　mRNA　of　MOPC　31C，

and　the　sequences　for　CH2　and　CH3　domains，　the

hinge　region　and　the　3’untranslated　sequence　were

ldentical　to　the　genomic　sequence（M．　Obata　and　T．

Honjo，　unpublished　data）．

　The　nucleotide　sequence　clearly　demonstrates　that

the　V　gene　is　separated　from　the　C　gene　in　newborn

mouse　DNA．　Hybridization　exρeriments（Tab｝e　1）and

Rl・・p　st・di・s（H・Yam・gishi　and　T．　H・nl。
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　，unpub－

lished　data）mdicate　that　the　y　gene　of　the　MOPC　31C

heavy・h・m　is　n・t　p・ese・t　i・lgH2．　W・h・・e・ece。tly

c1°ned　an　8・3　kb　Ec・Rl　f・agment・f　m・use　myel。ma

DNA・the　3’tem｝nal　p。けi・n（6．3　kb）。f　which　is

ide・tical　t・垣H2　by・e・f・i・ti・n　site　a・aly。is（T．　Ka，

ta°ka・unp・bli・h・d　data）・We　a・e・・w　inve・tigati。g

whether　this　c・n・e・si・・is・elated　t・agenetic　rear．

rangement　designed　to　bri∩g　the　V　and　C　genes　closer

together（Honjo　and　Kataoka，1978）．

H°m。1・gy　b・｛ween　th・D・m・ins　and　the　Hi・ge

Region

Acomputer－ass｝sted　search　revealed　limited　homol－

°gy　between　d・m・ins，・・al・eady　i・dicated　by　the

amlno　acid　sequence．　The　similarity　index（van　den

Be・g　et　aL・1978）ca・be・sed　as亀・・ugh　estimate。f

h・md・gy　between　tw・sequences、　The　index　ex－

presses　complete　and　random　match　as　l　OO　and　25
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ロ
「esρect～ely・As　sh・w・i・T・ble　3，　the　simil・・ity　i・．

dexes　between　d・m・ins　a・e　39．5－42．9，　while　the
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Table　3．　Homology　between　Domams8

CH1 CH1 CH2 β一Gbbinb β一Gbbin β一Globin

CH2 CH3 CH3 CH1 CH2 CH3

Matched　bases

Deletions（bases）

Corrected　lengthc（bases）

Similarity　indexc

で51

117

369

40．9

で47

126

372

39．’5

161

102

375

42．9

117

108

315

37．1

123

129

342

36

127

129

339

37．5

℃equences　are　aligned　to　maximize　homology　using　a　modified　computer　program　described　by　Needieman　and　Wunsch（1970）．

bThe　larger　coding　segmerlt（residues　31－104）of　majorβ一globin　of　mouse（Konkel　et　al．，1978）．

cSimilarity　index〈van　den　Berg　et　aL，1978）is　computed　as　l　OO－（％de｝et｝on　x　a＋％transitbn　x　b＋％transversion×c），　Sirlce　the　factors

a，band　c　are　taken　as　1，the　similarity　index　is　equa「to　the　percentage　of　malched　bases．　The　percentage　is　ca！culated　relative　to　the　corrected

length，　wh｝ch　is　obtained　by　adding　the　number　of　base　pairs　and　the　number　of　deletions　of　the　aligned　sequences．

similarity　indexes　between　two　unr引ated　’se－

quences－a　segment　ofβ一globin　structural　sequence

（amino　acid　residues　31－104）and　γ1　chain　do－

malns－are　36－37．5．　We　think　that　th引a廿er　numbers

are　an　Qverestimate　because　the　propo由on　of　dele－

tion　is　much　higher．　The　most　interesting　homobgy

occurs　between　the　hinge　region　and　the　5’end　of

the　CH2　domain，　a｜though　the　amino　acid　sequences

of　these　regions　are　quite　divergent、　As　shown　in

Figure　6，　the　homobgy　extends　into　the　intervening

sequence．　The　similarity　index　of　the　sequence　shown

is　47．6．　The　results　may　suggest　that　the　hinge　region

was　derived　from　the　5’end　of　the　CH2　domain．

恒tervening　Sequence
Comparison　of　the　nucleotide　sequences　of　lgH2　and

γ1chain　cDNA（M．　Obata　and　T．　Honjo，　unpublished

data）clearly　shows　that　theγ1　chain　C　gene　of　new－

born　mouse　is　interrupted　by　three　IVS　of　DNA　dividing

the　coding　sequence　at　the　domain　lunctions　and　the

hinge　region　as　shown　in　Figure　4．　The　firsUVS　splits

theγ1　chain　gene　after　the　end　of　the　CHI　domain　at

residue　217．　The　second　IVS　begins　after　the　codon

for　residue　230，　separating　the　hinge　region　from　the

CH2　domain．　The　third　IVS　hterrupts　the　gene　be－

tween　the　codons　for　residues　337　and　338，　separat－

ing　the　CH2　from　the　CH3　domain．　The　first，　second

and　third　IVS　are　356，98　and　121　bp　long，　respec－

tively．　No　IVS　was　found　in　the　3’untranslated　se－

quence．　The　locations　of　the　three　IVS　in　theγ1　chain

gene　are　virtualiy　identical　to　those　in　theγ2b　chain

gene　of　the　newborn　mouse（Kataoka　et　aL，1979）

and　theγ1　chain　gene　of　mouse　myeloma（Sakano　et

al．，1979），　and　probably　similar　to　those　in　theαchain

gene　of　mouse　myeloma（Early　et　aL，1979）．　The　most

probable　conclusbn　to　be　drawn　from　these　results　is

that　the　IVS　was　introduced　into　the　heavy　chain　gene

before　divergence　of　the　heavy　chain　cbsses．　The

results　are　also　consistent　with，　although　they　do　not

prove，　the　hypothesis　proposed　independently　by　Gil－

ber†（1978）and　Darnell（1978）that　the　IVS　and　its

splicing　played　a　significant　role　in　the　evolution　of

eucaryotic　genes．　Gene　duplication　does　not　neces一

Sarily　produCe　a　cOntiguouS　domain　Structure，　since

duplicated　domains　are　often　interspersed　by　sur－

rounding　sequence　which　prevents　the　expression　of

anew　function．　Thus　introductbn　of　a　splicing　mech－

anism　may　have　facilitated　the　evolution　of　a　new

functional　gene　and　interspersed　surrounding　se－

quences　may　have　diverged　intG　present　day　IVS．

　The　first　IVS　contair〕s　three　in忙iation　and　eight　ter－

mination　codms．　The　trans！ation　of　the　first　IVS　would

produce　a　polypeptide　42　amino　acids　long，　starting

at　base　95　after　the　end　of　CH1．The　second　IVS　has

two　initiation　codons，　both　of　which　are　in　correct

phase　with　transla60n　of　the　CH2　domam．The　second

and　third　IVS　contain　two　and　seven　terminatbn　co－

dons，　respectively．　Alnhe　IVS　have　termination　co－

dons　in　phase　with　the　preceding　coding　b「ock、

Comparison　of　Nucleotide　Sequences　at　the

Boundary　of　the　IVS　and　Codhg　Sequence

nis　evident　that　IVS　are　present　m　a　nuclear　mRNA

precursor　and　that　subsequent　processing　ellminates

lVS　by　splicmg　structural　sequences（Smith　and　Lin－

grel，1978；Kinniburgh，　Mertz　and　Ross，1978；T日gh－

man　et　aL，1978）．　One　might　expect　stable　dyad
symmetries　to　form　the　structural　basis　of　the　precise

sp「icing　machinery．　However，　the　complete　nucleo6de

sequence　of　the　mouseβ一globin　gene　did　not　reveal

such　sequences（Konkel，　Tilghman　and　Leder，1978）．

We　have　also　searched　for　the　sequence　complemen－

tary　to　the　IVS　boundaries　elsewhere　in　the刊anking，

coding　and　intervening　sequences．　So　far　we　have

been　unable　to　find　a　region　that　forms　stable　du－

plexes　with　the　boundary　sequences．

　　lt　is　also　possible　that　the　nucleotide　sequences

around　the　joints　between　IVS　and　the　structural　se－

quenCeS　may　Serve　aS　signals　fOr　Splicing　enzyme（S）．

The　nucleotide　sequences　surrounding　the　joints　of

lVS　and　structural　sequences　of　known　mouse　genes

are　listed　for　comparison　h　Table　4．　A　direct　compar－

ison　of　the　sequences　listed　albws　us　to　derive　the

prevalent　sequences　AG－GTGAG　at　the　5’border　and

TCTGCAG－GC　at　the　3’border．　These　sequences
share　tetranucleotides－AG－G丁at　the　5’border　and
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丁C一TCCACAG丁GCCCAGGGATTG丁GGT一丁GTAAGCCT丁GCA丁ATG丁ACAGGT－AAGTCA－GTG

TCATCCTTAGT－CCCAGAAG丁’ATCATCTG丁CTTCATCTTCCCCCCAAAGCCCAAGG－ATG丁G
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Figure　6，　Compar｝son　of　the　H｝nge　Region

and　5’Terminal　Portion　Qf　the　CH2　Domain

Two　sequences　with　preceding　intervening　se－

quences　are　aligned　to　maximize　homOlogy．

The　common　sequences　are　underlined．
Am巾o　acids　encoded　are　shown　by　italic　Iet－

ters（see　legend　to　Figure　5）．

Table　4．　Comparison　of　Nucleotide　Sequences　around　Junctions　between　Coding　and　lntervening　Sequences

Gene 5’Junct｝on 3’Junction Location

γ1chain

γ1chain

γ1chain

γ1chain

λ1chain

λ1chain

λ2chain

Majorβ一9▲obin

Majorβ一910bh

Minor　globin

α一globin

Prevalent　sequence

AAGAAAATTGGTGAGAGGAC

ATA丁GTACAGGTAAGTCAGT
AAAACCAAAGGTGAGCTGCA

C丁CAGAτCAGGTCAGCAGCC
ACTGTCCTAGGTGAGTCACT
CTCTGCTCAGGTCAGCAGCC

CCCTGGGCAGGT丁GGTATCC
GAACTTCAGGGTGAGTCTGA

　　　　　TCAGG　GTG

　　　　　TC－AGGTAT

　　　　　　　　AGGTGAG

T丁TCTTGTAGCCAAAACGAC
CTCTCCACAG　TGCCCAGGGA

TCA丁CCTTAGTCCCAGAATG
CCACCCACAGGCAGACCGAA

CτGTTTGCAGGGGCCATTTC

CATCCTGC－GGCCAGCCCAA

CTGTTTGCAGGAGCCAGT丁C

CCCTTTTTAGGCTGCTGG丁T

ATTCCCACAGC丁CCTGGGCA

TCTGCAG　GC

VH：CH1

CH1：hinge

hinge：CH2

CH2：CH3

1ead． er：VL

Vし：CL

leader：VL

position　30－31

position　T　O4－105

Known　mouse　IVS　border　sequences　are　aligned　to　show　maximum　homology．　The　mouseλchain　sequences　were　determined　by丁onegawa　et

al．（1978）and　Bernard　et　al．（1978）．　The　mouse　globin　sequences　were　reported　by　Konkel　et　at（1978）．　The　homobgous冊cleotides　are

underlined．

CAG－G　at　the　3’border－with　the　proposed　ancestral

sequence　（Breathnach　et　al．，1978；Konkel　et　aL，

1978）．The　common　sequences　are　dinucleotides，　GT

at　the　5’end　and　AG　at　the　3’end　of　the　IVS．　Obviously

such　a　short　homology　segment　will　not　provide　the

strong　specificity　required　for　precise　sp｜icing．

　　Although　we　cannot　determine　exact　splicing　points

for　theγ1　cham　gene，　Breathnach　et　aL（1978）found

that　it　was　possible　to　define　unique　common　excision一

日gation　pointS　by　aligning　sequences　of　the　joint　re－

gion．　They　found　GT　at　the　5’end　and　AG　at　the　3’

end　of　the　intervening　sequences　to　be　excised．　This

rule　applies　to　all　the　boundary　sequences　of　mouse

genes　thus　far　published，　except　theλ1　chain　gene

determined　by　Bernard，　Hozumi　and　Tonegawa
（1978）、lt　shou1d　a！so　be　noted　that　the　5’ends　of　lVS

are　rich　in　purines，　especially　G，　and　that　the　3’ends

are　rich　in　pyrimidines　and　rare　in　G．　The　base　com－

pos衙on　of　the　first　and　last　20　nucleotides　of　the　IVS

in　theγ1　chain　gene　is　shown　in　Table　5、　A　similar

observation　was　made　by　Breathnach　et　a「、（1978）

and　Konkel　et　al．（1978）．

Table　5．　Base　Compositbnぴ†he　Bou∩dary　o↓the　Coding　and

lntervening　Sequences　of　the　YI　Chain　Gene

Location　of

lVS

5’End（％） 3’End（％）

G A T C G A T C

VH：CH1

CH1：hmge

H｝nge：CH2

CH2：CH3

45

35

45

40

25

20

、O

25

25

5

15

10

5

5

O

0

25

20

15

30

50

30

50

25

20

40

35

45

Comparison　ofγ1　Chain　Genesαoned　from

Newborn　Mouse　and　Myebma
During　the　preparation　of　this　manuscript，　Sakano　et

a1．（1979）published　the　sequences　of　the　DNA　sur－

rounding　the　IVS　boundaries　of　the　γ1　chain　gene

cbned　from　mouse　myebma．　Their　sequence　agrees

8ase　composition　was　calculated　for　20　nucleotides　at　each　end　of

the　IVS　excluding　AG－G丁．

with　ours　excep口or　g　bases　scatfered　throughout　the
iVS．　The　most　important　discFepancy　is　the　presence

of　GGT，　a　codon　for　Gly，　at　the　3’end　of　the　CH†

domai川n　our　cbne．　Thus　the　splicing　codon　onheir

sequence　is　GAG（Val）－GTG（VaD，　another　exception　to

GT－AG　rule．　There　are　several　possible　explanations

for　this　discrepancy二differences　between　the　undif－

ferentiated　gene　of　the　newborn　m◎use　and　the　dif－

ferentiated　gene　of　myeloma；mutations　in　the　tumor

cell；sequence　error；or　a　combination　of　these　fac－

tors．　lt　would　be　interesting　to　see　whether　modifica－

tion　of　the　splicing　frame　is　require〈］for　the　expression

of　theγ1　chain　gene　in　differentiated　lymphocytes．

Since　the　IVS　is　eventually　excised，　it　seems　less

probable　that　replacement　of　several　nucleotides　in

the　IVS　accompanies　differentiation．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　／
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　　　　ロ　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　む

GATTTC－TGAGATGTAGAGT

G－一一TCAT－AGAAG－－G－GT

　　 ロ

TA－GCTA

TATGCTA

70 80 90
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　コ

GG－－TCA－一一T－一一一G

GTTTTCAAGATACAAA

　　　　　　　　　　　　　　　　ウ　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ぶ

GAA－TGAGGGGT　TCCATGGT－TTGA

AAGTGAG－GGT　TC－A－GGTCTCGA

Figure　7．　Comparison　of　the　3’Terminal　Portion　of　Mouseγ1　Chain，γ2b　Chain　and　Majorβ一Globin　Genes

Three　sequences　were　a｛｝gned　to　maximize　hoτnology．　Long　homology　regions　are　boxed．τhe　common　sequences　are　underlined，　Dashes

indicate　artifical　deletbns　required　for　maximal　homology．　The　puta6ve　poly（A）add川on　si｛e　onheγ2b　chain　gene　was　assigned　by　comparison

with　theγ1　chain　gene．（’）Poly（A）addition　site．

YI　Chain

Y2b　Chain

βGIobin

　　　　★o

TGGGACCCT

　　　　　　　★

CCTGGToACCATG

　　　　　　　　　　　　★

TCACTGCoGCAATGA
Figure　8．　Palindrome　Sequences　around　Poly（A）Addition　Sites

Palmdrome　sequences　are　underlined．　C）Poly（A）add社ion　site：（○）

center　of　symmetry．

3’Flanking　Sequence
Compariミon　of　the　nucleotide　sequences　of　the　Y］

chain　gene　andγ1　chain　cDNA（pG1－6）indicates　that

the　3’untranslated　sequence　is　93　nucleotides　long，

starting　at　TCC　and　endmg　at　GGG（M．　Obata　and　T．

Honlo，　unpublished　data）．　We　find　GG　at　the　poly（A）

addition　site　instead　of　the　GC　found　m　many　other

eucaryotic　mRNAs（Proudfoot　and　Brownlee，1976；
Hamlyn　et　al．，1978；McReynolds　et　al．，1978）．　The

hexanucleotide　AATAAA　is　found　20－25bases　before

the　poly（A）addition　site，　as　is　true　of　other　eucaryotic

mRNAs　including　globin，　ovalbumin，　immunoglobulin

light　chain　and　cor†icotropin一β一lipotropin（Proudfoot

and　Brownlee，1976；Efstratiadis，　Kafatos　and　Man－

iatis，1977；Ullrich　et　aL，1977；Konkel　et　aL，1978；

McReynolds　et　al．，1978；Nakanishi　et　aL，1979）．

　　丁he　nucelotide　sequence　around　the　poly（A）addi－

tion　site　in　theγ1　chain　gene　was　compared　with　that

of　the　mouse　majorβ一globin　gene（Konkel　et　al，，

1978）．The　simibrity　indexes　of　the　3’untranslated

sequences　before　and　after　the　poly（A）addition　site

are　46　and　49，　respectively，　showing　significant　ho－

mo｜ogy　compared　to　the　36－37　mdex　for　the　coding

Sequences　of　theγ1　chain　and　theβ一globin　genes
《Table　3）．　As　shown　m　Figure　7，　with　proper　deletions

there　is　significant　homo1ogy　between　two　sequences

which　have　evolved　independently　for　hundreds　of

m．i｜1めns　of　years．　A　partial　sequence　of　theγ2b　chain

gene　is　also　presenfed．　Four　homology　regions　are

boxed．　The　first　homology　region　is　the　hexanucleo－

tide　mentioned　above．　The　second　homology　region

at　positions　20－25　is　the　most　hteresting　because　it

has　a　symmetric　sequence，　GTC・CTG　or　GT（C）TG．

There　are　AT－rich　sequences　between　the．poly（A）

addition　site　and　the　second　homobgy　region　as

shown　in　the　5S　RNA　gene（Korn　and　Brown，1978）．

［lt　is　worth　noting　that　there　are　paiindrome　sequences

around　the　poly（A）addition　sites　of　these　genes，　as

shown　in　Figure　8．］lt　is　not　clear　where　RNA　polym－

erase　ll　terminates　the　transcription　of　these　genes　or

how　a　primary　transcript　is　processed，　given　poly（A）

at　the　3’ends．　The　significant　homology　of　the　nu－

cleotide　sequences，　AT－rich　sequences　and　palin－

drome　sequences　around　the　poly（A）add面on　sites　of

two　genes　suggest　that　such　sequences　might　be　a

signal　for　po「y（A）addition　or　transcr畑tional　termina－

tion　or　both．

Experimental　Procedures

MaterialS

γ一32P－ATP（spec．　act．＞5500　Ci／mmole）andα一32P－dCTP（spec．

act．＞300　Ci／mmole）were　purchased　from　New　England　Nuclear

（Boston，　Massachusetts）．　Restriction　endonuc｜eases（Kpn　l，　Xba　l，

Hin日，　Pvu　U　and　Taq　l）and　polynucleotide　k｝nase　were　from　New

England　8iolabs（Beverly，　Massachusetts）．

　　Eco　Rl，　Sac　l，　Hha　l，　Hap　ll　and　Bam聞were　purified　according　to

the　methods　of　Yoshimori（1971），　R．　J．　Roberts（unpublished　data），

Greene　et　al、（1978）、　Sugisaki　and　Takanarni（1973）and　Greene　et

al．（1978），　respectively、　T4　DNA　ligase　and　Sma　l　were　gif†s　from　M．

Takanarni（Kyoto　University）．　Ava　ll　and　Acc　l　were　supplied　by　S．

Nakanishi（Kyoto　University）and　Y．　Kaliro（University　of　Tokyo），

respectively．　Bacterial　a「kaline　phosphatase　was　obtained　from

Wo由ington　Biochemicals　and　dialyzed　against　O．5　M　Tris－HCI（pH

8、O）containing　50％glycerono　remove　ammonium　sulfate．　PRC－5

resin　waS　a　gift　from　P．　Leder（N旧）．

Partial　Purification　of　theγ1　Chain　Gene

Whoie　newborn　mice（sacrificed　within　24　hra侃er　birth）were　homog－

enized　in　50　mM　Tris．HCI（pH　8．0）、10mM　EDTA，　OJ　5　M　NaCl　with

aWaring　blender　for　30　sec　at　4℃Sodium　dodecylsu｜fate　to　O．3％
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and　NaCIO4　to　O、5　M　were　added　to　a　whole　homogenate．　The

homogenate　was　extracted　wほh　O．5　vol　each　of　wate卜saturated

phenol　and　a　chbroform－isoamyl　alcohol　mixture（24：1）．　The　water

phase　was　separated　by　centrifugation　and　dialyzed　against　O．1×

SSC（1　x　SSC　isO．15MNaCl，O．015MNa　citrate）for　24　hr．　RNAase

was　added　to　100μg／ml　and　digestion　was　continued　for　24　hr　in　a

dialysis　bag　DNA　was　extracted　with　the　phenol－chloroform　mixture

as　above　and　dia｝yzed　extensively　against　O．1×SSC．　High　molecular

weight　DNA　was　digested　with　Eco　RI　and　fractionated　on　a　PRC－5

column　as　descぬed（Pearson，　Weiss　and　Kelmers，†971；Tilghman

et　al，，1977）．　DNA　containing　the　immunoglobulin　heavy　chain　gene

was　assayed　by　in　situ　hybridization　as　described　below．　Fractions

which　hybridized　with　theγ1　chain　cDNA　by　in　situ　hybridization　were

pooled，　concentrated　by　ethanol　precipHation　arld　further　purified　by

preparative　agarose　gel　electrophoresis　as　described　previously（Po｜－

sky　et　al．．1978）．

Preparation　and　Screening　of　Recombinant　Phage．－

BacteriophageλgtWεS・λB（Leder　et　al．，1977）was　used　as↑he　EK2

vector　and　propagated　ln　ED8656．αoning　experiments　were　carried

out　in　a　P2　facil“y　accordlng　to　the　proposed　Japanese　Guidelines

（1978）and　revised　N旧Guidelines（1976）．　Ligation　ofλgtWεS　outer

fragrnents　and　purified　mouse　DNA　and　transfec書ion　of　recombman｛s

were　carried　out　as　described（Tiemeier，　Tilghman　and　Leder，1977）．

Sets　of　about　200　plaques　were　transferred　direct｝y　from　LB　broth

agar　plates　to　Mnlipore　filters　according　to　the　method　of　Benton　and

Davis（1977）．τhe　Mi｝lipore　fi廿ers　were　hybridized　to　a　32Pねbeled

Hha日ragment　of　theγ1　cDNA　cloned　in　pCR1（pG1－6）and　then

autoradiographed．　Recombinant　phage　DNA　was　prepared　as　de－

scribed（Tiemeier　et　aL，1977）．　The　6．6　kb　insert　DNA　was　isolated

by　agarose　ge｜electrophoresis　and　recloned　into　pBR322　by日gation

（Bo「ivar　et　aL，1977）．　Plasmid　DNA　was　purified　according　to　the

procedure　of　Clewell　and　Helinski（1969）．

Hybr5dization

DNA　fixed　on　a　M川pore　filter　was　hybridized　to　an　appropriate　probe

as　described　by　Je貿reys　and目avell（1977）except　that　1　M　NaCl，50

mM　Tris・HCI（pH　7．4），10mM　EDTA　replaced　6×SSC．　The　probes

used　were　32P－cDNA（spec．　act．62　cpm／pg）complementary　to

MOPC　31CmRNA（Ono　et　aL，1977）or　a而ck－translated　32P」abeled

Hha口ragment（spec．　act．20　cpm／pg）of　pG仁6．　A　Cot　vabe　of　2

xIO－3　was　reached　with　respect　to　theγ1　chain　sequence．　When
32
P－cDNA　was　used　as　a　probe，　oligo（dT｝｛elMose　bound　mRNA

from　MOPC　511myeloma（lgA　producer）was　added　to　I　Oμg／ml．

丁he　p｜asmid　pG1－6　is　a　hybrid　of　pCR1（Armstrong，　Hershfield　and

HeUnski．1977）and　contains　approximately　gOO　bases　ofγ1　chain

cDNA　sequence．　Theγ1　chain　insert　was　isolated　as　the　Hha　l

fragment　o口．8　kb　in　Iength．　Detailed　characterization　of　the　plas耐d

will　be　presented　e！sewhere．　Nick　translation　of　DNA　was　carried　out

as　described（Maniatis、　Jeffreys　and　Kleid，1975）．　Solution　hybridi－

zation　was　carried　out　as　described（Honjo　et　ar．，1974；Kataoka　et

al．，1979）．

Preparalion　of　5’Terminally　Labeled　Restriction　Fragments

DNA　fragments　were　digested　with　restrictiorl　enzymes，　trealed　with

bactedal　alkaline　phosphatase　and　phosphorylated　with　T4　polynu－

cleolide　kinase　as　described（Maxam　and　Gibert，1977）．　After　cleav－

age　with　a　second　restrict｝on　enzyme，　fragments　Iabeled　at　only　one

end　were　iso｜ated　by　polyacrylamide　gel　e「ectrophoresis．　In　some

casesパragments　labeled　at　bがh　ends　were　first　separa↑ed　by　poly－

acrylamide　gel　electrophoresis，　eluted　and　then　either　digesfed　with

asecond　restriction　enzyme　or　subjected　to　strand　separation．　Elec－

t「oPhoresis　was　Performed　m　150×150×2mm　slab　gels　of　5－

159もacrylarnide｛1／30　as　bisacrylamide）in　50　mM　Tris－borate（pH

8．3｝and　2．5　mM　EDTA．　Samples　to　be　eMed　were　cut　out，　put　in　10

mM了ris・CI《pH　8・O），5mM　EDTA　in　a　dialysis　bag　and　electropho－

resed　for　4－16　hr　at　120　mA．　The　eMed　DNA　was　pur而ed　over

Sephadex　GIOO　and　concentrated　by　evaporation．

DNA　Sequence　Analysis
Sequencing　was　performed　according　to　the　method　of　Maxam　and

Gilbert（1977）using　2096　urea－acrylamide　gels（3　hr　a口600　V）and

8％geb（5　and　3　hr　at　1800　V），　Thin　ge｝s（0．5　mm）were　used

according　tothe　procedure　of　Sanger　and　Coulson（1978｝to　increase

resolutior1．　Four　base－specific　reactions　were　used（G，　A＞C，　C十T，

C），and　samples　were　loaded　in　gO％formamide　rather　than　urea－

NaOH．　The師mit　onhe　accuracy　of　the　sequence　de｛ermined　by　the．

chemical　modification　method　was　critically　evaluated　by　Konkel　et

al．（1978），　and　we　reached　essentially　similar　conclusions．
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工 工NTRODUCT工ON

　　　　　Organization。f　i㎜unoglobulin　genes　has　been　a　focus

of　recent　investiga七ions　in　eukaryote　molecular　biology　as
well　as　immunology．　　Purification　and　reverse　transcription
of　i㎜unoglobulin　light（L）chain頑NA　have　pr。vided　a　p。wer－
ful　probe　for　nucleic　acid　hybridizat二ion　studies　on　亡he　par－

ticular　genes・　　Extensive　kinetic　studies　（1－9）　have　produced

general　agreement　on　important　points　of　亡he　organization　of
light　chain　genes・　　The　kapPa　L　chain　constant二　（C）　region

gene　sequence　is　presen七　in　very　few　copies　－　probably　no
more　than　two　－　per　haploid　genome．　　Since　a　contiguous　mRNA
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molecule　contains　both　variable　（V）　and　C　region　sequences
（10），　the　above　results　strongly　support　the　V－C　recombination
argu凪ent　proposed　by　Dreyer　and　Bennett　（11）．　　　　　　　　　　　’

　　　　　工n　contrast　there　have　been　few　reports　of　1nolecular
studies　on　organization　of　heavy　（H）　chain　genes　（ユ2，13）．

This　is　mainly　because　purification　of　H　chain　mRNA　is　much
more　difficult　t二han　that　of　I．　　　chain　InRNA．　　Recently　we

have　succeeded　in　purification　of　H　chain　mRNA　from　mouse
myelomas　of　several　classes　by　i㎜unoprecipitation　of　poly－
solnes　（14）．　　Using　亡hese　probe　we　have　measured　the　number

of　H　chain　gene　sequences　and　shown　deletion　of　H　chain

constant　region　genes　in　mouse　myelomas　which　produce　i㎜uno－
globulins　of　specific　classes．　　Based　on　these　results　we　will
propose　thど　allelic　dele亡ion　model　for　the　mechanisln　of　vH－cH

reCOIHbination．
　　　　　Genetic　studies　have　shown　that　CH　genes　of　six　classes
and　subclases，　i．e．，　μ，　Y1，　Y2a，　Y2b，　Y3　and　α，　are　clustered

in　such　a　narrow　segment　of　one　chromosome　as　there　have　been
fotmd　no　reco血binants　within　the　CH　region　among　more　than
2，000　hybrid　mice　（15）．　　These　CH　genes　share　a　family　of　VH

genes　which　sits　on　t二he　same　chromosome　and　is　　separated

probably　from　the　CH　genes　by　spacer　sequences・

工工 CHARACTER工ZAT工ON　OF　PROBES

　　　　　H　chain　mRNAs　were　purified　from　MOPC　31C（Y1）　and　J606

（Y3）孤yelomas　by　i㎜unoprecipi亡ation　of　polysomes　as　described
previous！y　（14）．　　The　tnRNA　preparation　obtained　ran　as　an

homogeneous　band　upon　polyacrylamide　gel　elect二rophoresis　in
forma皿ide　with　molecular　weight　of　700，000，上．旦．　2，000　bases．

工nwheat　gerln　ce11－free　syst二em　Yl　and　Y3　mRNAs　direct二ed

synthesis　of　proteins　which　are　slight二1y　smaller　than　the
authent二ic　H　chain　proteins　containing　Polysaccharide　（14）．

Tryptic　peptides　derived　froln　ヒhe」旦vit二ro　synthesized
products　are　similar　to　those　obtained　from　the　authentic
　　　　　　　の
prote工nS・
　　　　　The　mRNAs　were　reverse＿transcribed　with　RNA－dependent
DNA　poly皿erase　derived　from　avian　myeloblastosis　virus．　　The
purities　of　MOPC　31C　and　J606　mRNAs　were　also　determined　by
hybridization　kinetics　with　respective　cDNA．　　The　Crt1／2
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　－4

values　obtained　for　MOPC　31C　and　J606　mRNAs　were　3．4　x　10
and　3．3　x　10－4，　respec亡ively，　as　colnpared　to　a　Crtl／2　value

of　1．8　x　10－4　for　α　and　β　910bin　mRNA　under　the　same　condi－

tions　（14）．　　Given　the　genetic　complexities　of　1，200　bases

and　2，000　bases　for　g！obin　and　H　chain　mRNAs，respectively，
coInparison　of　亡he　Crt1！2　values　indicates　that　the　purities　of
MOPC　31C　and　J606　mRNAs　are　97％　and　99％，　respectively．
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　　　　MOPC　31C　and　J606　cDNAs　were　purified　by　hybτidization
to　homologous　mRNA　and！or　by　alkaline　sucrose　density

gradient．　　The　cDNA　pピeparations　employed　for　the　present
study　are　1，500　bases　long　as　determined　byヒpolyacrylamide
gel　elect二rophoresis　in　formamide・　　Since　we　do　not　see　aτ1y

difference　in　the　extent　of　hybridization　of　cDNA　bd忙ween
homologous　and　heterologous　H　chain　mRNAs　of　the　identical
class，　the　cDNA　preparations　represeτ1t　tnost　of　the　C　gene

sequences　but　not　of　the　V　gene　sequences．　　Diagramatic
representation　of　H　chain　mRNA　and　its　cDNA　is　shown　in

Fig．1・

’

5
2000

330 ggo 480 200
3’mRNA

V C ∪ A

1500
cDNA

尻9．ユ．尻αθrωηα尻crθPピθseη七α尻ono了盈ohα加
品MαれdけSθDNA．　V。ひαrταb．τぼegτon　seq祝θれ0θ5

ε～ooηsカα励㌘θ9’oηsθ9μθηoθ∫ひ．協加αηszαカθ4

sθ9μθηoθ∫　・4。　poZg　r・4ノ・、　ルωηわθアs　ゼηわαsθs・

工工工　　RE工TERAT工oN　FREQuENcY　oF　THE　YI　GENE

　　　　　　　　　　　　　　3

　　　　　　　　　　　　　　H－cDNA　was　hybridized　to　a　vast　excess　of　　　　　MOPC　31C

cellular　DNA　derived　from　MOPC　31C　myeloma．　　Reassociation　of
mouse　unique　DNA　was　assessed　by　the　addition　of　a　trace
amount　of　14C－labeled　MOPC　31C　DNA，　　All　the　Cot　analyses　were

carried　out　in　similar　double－1abeled　experiments　under　the
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identical　conditions．
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As　shown　in　Fig・　2，　YI　cDNA　hybridized　to　aboUt　65％with　a
Cotユノ2　value　of　3，500，　while　that　of　mouse　unique　sequences
is　2，700．　　Comparison　of　these　Cot1！2　values　yields　a　reitera－

tion　frequency　of　O．8　copy　per　haploid　genome　for　the　Yl　gene
sequence　in　MOPC　31C　DNA．　　As　control　experiments　kappa　L
chain　cDNA　derived　from　MOPC　41　mRNA　（2）　and　globin　cDNA　were
hybridized　to　the　same　batch　of　MOPC　31C　DNA．　　Cot1／2　values

for　the　kappa　chain　cDNA　and　globin　cDNA　were　2，900　and　1，400，

τespec亡ively，　indicating　that　the　kappa　chain　and　globin　genes
are　represented　O．93　and　l．9　亡imes　peτ　haploid　genome

respectively，　which　are　in　agreement　with　previous　reports
（1－9）．　　Similar　experiments　were　carried　out　with　liver

DNA．　　The　τesults　aτe　essentially　identical　to　what

obtained　with　MOPC　31C　DNA．　　Namely，　reiterat二ion　frequencies．
of　the　Y1，　K　chain　and　globin　genes　are　calculated　to　be　1．3，
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1．O　and　1．9　copies　per　haploid　genome，　respectively．　　As

su㎜arized　in　Table工，　the　YI　gene　sequence　is　present　ln
one　copy　per　haploid　genome　in　工gG1－，　工gM－　and　IgG3－

producing　！nyelomas　as　well　as　nortnal　mouse　tissues．
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　　　　　On　the　other　hand　when　the　Yl　cDNA　was　hybridized　to　DNA

derived　from　a　工gG2b－producing　myeloma，　MPC　11，　hybridization
kinetics　are　qui亡e　different　from　those　shown　in　Fig．　2．
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As　shown　in　Fig．　3，　a　Cot1／2　value　of　6，200　was　obtained　as

compared　to　that　of　2，600　for　mouse　unique　copy　DNA．．　The

results　yield　a　reiteration　frequency　of　O．42　copy　per　haploid
genome．　　The　exten亡　of　hybridization　reached　approximately
48％，　which　is　sma工1er　than　the　value　（65％）　obtained　with

MOPC　31C　and　liver　DNA．
　　　　　We　have　亡es亡ed　亡he　congrui亡y　of　亡he　cDNA－・DNA　hybrids　by

thermal　stability　to　Sl　nuclease　digestion．　　The　Yl　cDNA
hybrids　formed　with　MOPC　31C　DNA　and　MPC　ll　DNA　showed　sharp
me1亡irlg　profiles　with　Tm　values　of　90．6°　and　86．8°，

respectively，　indicating　亡hat　congruently　matched　duplexes
were　formed．　　A　slight　reduction　in　a　Tm　value　for　MPC　ll　DNA

hybrids　is　probably　due　to　degradation　of　cDNA　before　hybrids
are　formed．
　　　　　The　possibility　t二hat　．the　reduction　of　the　extent　of

hybridization　is　due　to　a　．parヒial　de：Letion　of　the　YI　sequence

was　excluded　since　the　experiments　using　the　cDNA　preparations
of　different　length　（500　bases，　1，000　bases　and　1，500　bases）

gave　the　identical　extent　of　hybridization．　　The　YI　gene
sequence　seems　to　be　presenヒ　alsO　in　O．5　copy　per　haploid

genome　in　a　工gA－producing　tulnor，　MOPC　511．
　　　　　工n　seven　lines　of　myeloma　producing　工gG2a，　工gG2b，　工gA　or

no　H　chain　t二he．number　of　Yl　gene　copy　ranged　from　O．39　to　O．56

as　su㎜arized工n　Table工工，

Tαbτe工工 　Redue玩0れof仇θN伽bθr　o了仇e　Y1
0・ηθ　0θρ〃　乞η　吻θZoη？α3　Pro4翻oZγ2g　．Z≧702α，　JI7C2b

伽dlgA

Ow9仇or　DM cO垣θs／カαP観d

吻θZomα 51レ｛bo膓αss 乙 GZo万η

RPo　5
MPCユヱ

NP　2
MOPC　5ヱヱ

MOPC　3］5
〃OPO　42

Rpc　20

Y2α

Y2ゐ

Y2b

　α

　α

0．56

0．42

0．59

0．48

0．52

0．53

0．44

7
占
－

■
　
　
曾

7
よ
ー

1，0 1．8

The　π1aximal　ex亡en亡　of　hybridiza亡ion　is　apProxilnately　45％　in

average．　　The　results　indicate　that　亡he　average　number　of　the
YI　gene　copy　is　reduced　ヒ0　0．5　per　haploid　genonle　in　these

tnyelomas．
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Obviously　the　results　can　be　interpreted　in　two　ways．　　One

possibility　is　that　general　chro皿osomal　abnormali亡ies　in
these　myelomas　happen　to　have　reduced　the　apparent　reiteration
frequency　of　亡he　Yl　gene　（17）．　　The　alt二ernative　possibili亡y，

which　we　prefer，　is　that　the　Yl　gene　is　specifically　deleted
from　one　of　the　alleles　in　mouse　myelomas　vhich　proHuce　the
i㎜unog⊥obulins　of　defined　classes，上．旦．，工gG2a，工gG2b　and
工gA．

工V RE工TERAT工oN　FREQuENcY　oF　THE　Y　3　GENE

　　　　　In　order　to　test　our　favorite　possibility　mentioned

above　we　have　assessed　the　number　of　times　the　gene　sequence
coτresponding　the　Y3　cDNA　probe　is　represented　in　various
myelolnas　by　hybridization　kinetic　analysis．
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　　　　　　　　　　　　　　　　　of　such　experiments　are　shown　in　Fig．　4，　inTypical　examples
which　J606　3H－cDNA　was　hybridized　to　a　vast　excess　of　cellu－

lar　DNA　derived　from　J606　（工gG3）　and　MOPC　70A　（工gG1）

myelomas，　respectively．　　The　results　are　quite　clear．　　The
Coヒ1！2　values　for　J606　DNA　and　MOPC　70A　DNA　are　3，000　and

5，800　respectively，　as　compared　to　a　Cot1／2．value　of　3，000

for　unique　copy　mouse　DNA．　　These　values　are　equivalent　to
reiteration　frequencies　of　1．O　and　O；52　per　haploid　genome
for　J606　and　MOPC　70A　DNA，　respecヒively．

　　　　　Similar　experiments　are　carried　out　with　DNA　derived
fτom　seven　other　myelomas　and　three　tissues，　the　results　of
which　are　su㎜arized　in　Table工工工．

鋤τθτ工工Rθけθrα協ηF㌘θqμe鞠of仇θ
Y36θηθ

0γ吃9τγ1　0f　DNA Co四／たαPτoτd

吻θZom 5祝bOταSS

MOPC　ユ04E
J606

MOPC　31　

C

〃OPO「70A
〃po　1．1

NP　2

UPCヱ0
〃OPO　512

〃OPO　325

L仇e㌘

五伽eg
ハ7eω1）0〕m　π元Cθ

μ

Y3
Y！

Yl

Y2b
Y2b

Y2α

　α

　α

0．85

1．0

0．55
0．52・

0．52

0．5

0．52

0，56
0．4

L18
0．88

1．27

工gM－　and　工gG3－producing　myelomas　in　addition　tb　norlnal　tissues
seem　to　contain　one　copy　of　the　Y3　gene　sequence　per　haploid
genome，　whereas　IgG1－，　工gG2a－，　IgG2b－　and　工gA－　producing

myelomas　have　only　a　half　copy　of　the　Y3　gene　sequence　per
haploid　genome．　　工t　is　worth　emphasizing　that　工gGl－producing
myelomas，　MOPC　31C　and　MOPC　70A　have　lost　a　half　copy　of　the

Y3　gene　sequence　per　haploid　genome．　　Nevertheless　they
retain　one　copy　of　the　YI　gene　sequence　per　haploid．　　Since
bo仁h　sequences　are　shown　to　cluster　on　a　small　segment　of　one
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chromosome，　it　is　unlikely　that　the　reduction　of　the　number
of　the　Y3　gene　copy　is　at亡ribu亡able　Co　general　chromosoπlal

abnormalities　in　these　myelomas．　　Therefore，　we　are　inclined
to　conclude　that　reduction　of　the　Y1・or　Y3　gene　copy　is　due
to　the　specific　deletion　of　the　particular　genes．
　　　　　Given　the　reiヒeration　frequency　of　the　YI　and　Y3　genes，

we　can　classify　mouse　rロyelolnas　in亡o　three　groups．　　The　group

工　contains　one　copy　each　of　the　γ1　and　Y3　gene　sequences．

The　工gM－　and　工gG3－producers　belong　to　this　group．　　The　group

工工　contains　half　a　copy　of　the　Y3　sequence　and　one　copy　of　Yl

sequence　as　is　the　case　of　the　工gGI　producer・　　The　group　工工工

consists　of　工gG2a，　工gG2b　and　工gA　producers　in　which　bo亡h　Yl

and　Y3　sequences　are　represented　only　O．5　time　per　haploid

genome・

V　　　THE　ALLEL工C　DELET工ON　MODEL

　　　　　工n　order　to　put　all　these　results　together，　we　propose

amodel　which　we　call　the　allelic　deletion　mode1．　　We　assume
that　the　specific　dele亡ion　of　CH　gene　sequences　accαηpanies
the　V－C　gene　recombination　∨hich　takes　place　only　on　one　of
the　alleles　as　shown　in　Fig．　5．

V V2　V3 Vn spacer ち γ γ2b γ2・ o

↓

↓

き
V V2　V3

殉・5・醐θ砺dθτθ力乞・ηm・dθτ王・四H－Vσrθe・崩ηα混・η・

批庇α9㌘αm助oω8アθoomわ仇αεゼoηo王αWsθ9μθηoθωZ仇仇θY2わ
9θηθ．アθsμ蹴η9仇∂θzθ力諺oηo∫伽P，Y3αη4Yヱg四θs．
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Up・n　j。ini・g。f亡h・VH・・d．CH　g・n・・equences　th・p・τti・n・f

the　chromosome　which　resid♀s　between　two　sequences　is　excised
out　of　the　chromosome．　　　　　　　　　Consequen亡ly　　the　dele一

亡ion　of　the　YI　or　Y3　gene　　in　mouse　myeloma　of　亡he　specific

class　士eflects　the　士elative　locations　of　the　class－§pecific
CH　genes　that　have　undergone　recombination　with　a　VH　gene・
工nasmuch　as　the　group　I　myelomas　（工gM　and　工gG3　prodUcers）

retain　both　YI　and　Y3　gene　sequences，　the　μ　and　Y3　genes　must、

res：Lde　closer　to　VH　genes　亡han　the　YI　gene．　　．工t　is　also

reasonable　to　pu亡　the　　μ　gene　closer　to　the　VH・sequences　than
the　Y3　sequence．　　Otherwise，　the　Y3　gene　should　be　deleted　in

the　工gM－producing　myeloma．　　Obviously　the　group　工工　gene，　Yl

is　the　second　closest二　to　the　VH　genes　and　the　group　I1工　genes

are　the　furthest．　　Our　preliminary　data　suggdst　t二hat　the　Y2b
gene　is　closer　t二〇　VH　genes　亡han　the　Y2a　gene・　　We　put　the　α

gene　tentatively　at　the　furthes亡　end　based　on　the　evolutional
considerat二ion・　　This　order　of　CH　genes　is　compatible　with
recent　genetic　studies　using　rabbit　allotypes　（18－20）．
　　　　　We　have　recent二ly　succeeded　in　purification．of　Y2a，　Y2b

and　μ　chain　mRNA　from　mouse　Inyeloma．　　Using　these　probes　we

will　be　able　to　assess　whether　otheτ　CH　gene　．sequences　are

deleted　according　to　the　manner　which　the　allelエc　deletion
model　predic亡s．
　　　　　Although　Ilo　experimenヒal　data　were　available，　all　the

possible　mechanisms　have　been　so　far　proposed　to　account　for
the　V－C　recombination，　which　include　1）　亡he　copy－insertion
mode1　（21）；　2）　the　translocation　mode1　（22）；　3）．．　the　inversion

model　（23）　and　4）　the　looping－out　excision　mode1　（24）．　None

of　the　models　except　the　looping－out　excision　皿odel　can
explain　our　results．　　As　a　ma亡ter　of　fact　we　learned　this

亡heory　very　recently　and　were　impressed　by　its　great　insight．
1くabat，s　theory　was　designed　t二〇　explain　mutual　exclusivity　of

gene　function　in　the　hemoglobin　system　and　suggested　to　be
applicable　to　i㎜un。globulin　genes　as　well．

V工 CONCORDANCE　OF　THE　ALLEL工C　DELET工ON　MODEI．　W工TH

IMMUNOLOG工CAL　PHENOMENA

　　　　　Any　mod　el　for　the　imlnunoglobulin　genes　has　to　explain

such　unique　i㎜unological　observations　as　allelic　exclusion
and　switch。f　the　i㎜unoglobulin　class　synthesized　in　a　single
lymphocyヒe・

A． Allelic　Exclusion

　　　　　Genetic　studies　using　allotype　markers　have　shown　that

only　one　ofヒhe　alleles　of　i㎜unoglobulin　genes　is　expressed
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in　activa亡ed　B　lylnphocytes　（25－27）．　　Genetic　information　for

亡he　VH　and　CH　which　are　genetically　linked　on　one　parenヒal
chromosolne　are　coordinately　expressed，　which　is　referred　亡o
as　cis　expression　（28）．　　Apparently　亡he　allelic　deletion　model

postulates　allelic　exclusion　and　cis　expτession　by　nature．

B． Switch　of　工㎜uno910bulin　Cユass

　　　　　The　switch　within　a　clo血e　fromμ　cha工n　synthesis　to　Y

chain　synthesis　is　well　established　as　the　norロ旧1　process　in
which　B　lymphocytes　begin　to　secret　lgG　and　this　easily
explains　ヒhe　simultaneous　presence　of　both　工gM　and　工gG　on　the
cell　surface　（29－31）．　　工t　is　not　clear，　hovever，　whe亡her　亡his．

Switch　may　include　a　period　in　which　a　single　cell　simultaneご
ously　synthesizes　μ　and　Y　chain　and，　in　particular，　μ　and　Y

mRNAs．　　According　to　the　allelic　deletion　皿odel　the　successive
recombination　of　a　VH　gene　sequence　f工rst　with　μ　gene　then
with　Y　gene　can　account　for　the　shift　of　the　i㎜unoglobulin
class　synthesized　in　a　lymphocyte・　　The　switch　to　the　reveτse
direc七ion　has　not　been　found　and　is　very　difficult　to　explain
by　this　mode1．　　工n　view　of　the　relatively　long　half　life　of

i㎜uno910bulin　proteins　and砿NAs（32，33），we　do　not　have　to
postulate　the　concurrent　traτ1scription　of　μ　and　Y　gene　sequen－
ces　wi亡hin　a　single　lymphocyte・
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Mutual　Homology　of　Mouse　Immunoglobulin　7－Chain　Gene

Sequehces†

Yuriko　Yamawaki－Kataoka，　Kazue　Salo，

Masaya　Kawakami，　and　Tasuku　Honjo＊

Akira　Shimizu，　Tohru　Kataoka，　Yoshitake　Mano，　Masao　Ono，

ABsTRAcT：We　have　assessed　the　relative　hon〕ology　of　mouse

immunoglobulin　heavy－chain　gene　sequences　using　comple，

mentary　DNAs（cDNAs）synthesized　againstγ一chain　mRNAs

（71，γ2a，γ2b，　and　73）purified　from　mouse　myc｜omas．

cDNAs　complementary　to　theγ一chain　mRNAs　did　not
cross－hybrldize　with　theμ一andα一chain　mRNAs，　whereas　they

cross－hybridized　to　signlncant　extents（22－66％）with　the

γ一chain　mRNAs　of　other　subclasses．　The　heterologous　hybrids

負）rmed，　however，　meh　at　5－13°C　lower　temperatures　as

compared　to　the　homologous　hybrids，　indicating　that　sig一

niGcant　portions　of　the　heterologous　hybrids、are　Inismatched．

The　rates　of　the　cross－hybridlzation　reactions　are　2－to　17－fOld

slower　than　those　of　the　homo】ogous　hybridization　reactions．

There∫bre，　theγ一chain　gene　scquences　of　fbur　subc】争sses　share

apart　of　homology　with　each　other，　but　they　are　different

enough　to　be　measured　separaiely．　Cross－hybridization

analyses　indicate　that　theγ2a　andγ2b　genes　are　the　most

closely　related，　while　theγ1　andγ3　genes　are　the　least　related

among　theγsubclass　genes．

Im＿。g，。b。、。　heavy、、。、。、　a，eenc。d。d　by、勉mily。，Vl

region　genes　and　a　set　of　C　region　genes　（reviewed　by

Eichmann，1975）．　In　order　to　study　the　organization　of

immunoglobulin　hcavy－cham　genes，　lt　is　essentiaho　iso】ate

the　sp㏄蒲c　probe丘）r　cach　heavy　chain　gcne．　Re㏄ntly　we　have

succeeded　in　purifying　InRNAs　encoding　mouse　immuno－
．globu】in　heavy　chains　（Ono　et　aL，1977）．　Using　purined

mRNAs　we　have　synthesized　and　purified　complementary

DNAs（cDNAs）corresponding　to　the　heavy　chains　of　all氏）ur

γsubclasses，　namely，71，72a，γ2b，　andγ3　chains．

　　In　thls　paper　we　will　report　the　mutual　homology　among

fourγ一chain　gene　sequences．　The　extent　and　rate　of　hy㌔

bhdlzation　and　the　thermal　stabi∬ty　of　hybrids　fbrmed　showed

that　although　these　gene　sequen㏄s　share　partlal　homology　with

each　other，　each　cDNA　is　specinc　to　its　own　subc】ass．

Materlals　and　Mcthods

　　λイαrlo1∫．　Mouse　myeloma　tumors　were　kindly　supphed

by　Dr．　M．Potter　of　National　lnstitutes　of　Health，　except　that

MC　101　was　provided　froln　Dr．　Migita　of　Kanazawa　Univ－

ersity．　Tumors　wcre　maintained　as　described（Swan　et　aL，

　　†From　the　Deparlment　of　Physiological　Chem｛stry　and　Nutrition，

Faculty　of　Medic｛ne，　University　of　Tokyo，　Bunkyo－ku，　Tokyo　I　I　3，　Japan

（Y．K，　K．S．，　A．S．，　T．K．，　Y．M．，　and　T．H．），　and　the　Mdecular　Bio！ogy

Laboratory，　School　of　Med；cine，　K；tasato　University，　Sagamihara，

Kanagawa　228（M．O．　and　M．K．）．　Rεcε’oε∂ルηε21，∫978．　This　study

was　supported　in　parts　by　gra川s　from　the　Minislry　of　Education，　Scien㏄

and　Culture　of　Japan，　Jane　Comn　Chi】d　Memorial　Fund　for　Cancer

Research，　and　Matsunaga　Science　Foundation．

1972）．3H工abeled　dCTP（24　Ci／mmol）was　obtained　from

the　Radlochemical　Center，　Amersham，　England，　and　3H－

】abe】ed　dATP　and　dGTP（12Ci／mmol）were　purchased　from

New　Eng】and　Nuclear．　Hydroxylapat“e　of　DNA　grade　was

obtained　from　Bio－Rad　Lab．

Prepαrαtion鋤d　Puri∫icα言ion（ヅn1R凡4sαnd　cDNAs．

Preparation　and　puri日cation　of　heavy－chain　mRNAs　derived

from　mouse　Iηyelomas　MOPC　31C（γ1），　HOPC　1（72a），

MPC　l　1（γ2b），　and　J　606（γ3）were　done　as　described　in　the

previous　report（Ono　et　aL，1977）．　Purities　ofγ1，γ2a，72b，

andγ3　mRNAs　were　97，63，80，　and　l　OO96，　respectively，　as

assayed　by　hybridization　kinetlc　analysis．　Detailed　charac－

terization　of　mRNAs　will　be　described　elsewhere．【3H】cDNAs

complementary　to　the　mRNAs　were　synthesized　using
I3H］dCTP，［3H］dATP，　and【3HjdGTP　by　avian　myeloblastosis

virus　reverse　transcriptase　and　purified　as　described（Honjo

et　al．，1974）．　The　spec苗c　radioactivity　of［3H］cDNA　was　l。6

×　107cpm／μg．　A】though　each　cDNA　showed　a　single

transition　ln　hybridizatlon　kir】etic　analysls　to　corresponding

mRNAs（Ono　et　al．，1977），γ2a　andγ2b　cDNAs　sbowed，　in

our　preliminary　experiments，　the　presence　of　some　quantity

of　contaminants　in　their　preparations．　As　the　contaminants

seem　to　come　from　minor　mRNA　species　present　in　common

in　tumor　cells，　they　were　removed　by　hybridizingγ2a　andγ2b

　　lAbbreviations　used：Vand　C　regions，　variable　and　constant　regions；

cDNA，　syntbetic　DNA　comp】ementary　to　mRNA；Cot（Crt）values，

product　of　concentration　of　nucleotide　sequences　of　DNA（RNA）and

time　or　incubation（mol　of　nuc】eotides×s／L）．
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臼GuRE　1：E1㏄trophoretic　pattern　of　MPC　l　l　cDNA．　Purined　MPC

n　【3H】cDNA　was　run　on　polyacrylamide　gel　electrophoresis　in

魚〕rmamide、　The　reference　position　of　28S，18S，5S，　and　4S　rRNA

むom　m皿se　mye】oma　is　also　indicated．

cDNA　with　a　crude　mRNA　preparation　derived　from　a　tumor

（MOPC　511）producingαchain．　Aner　hybridization　to　a　Crt

value　of　40，　the　rcaction　mixture　was】oaded　on　a　hydroxy－

lapatite　column　and　cDNA　remaining　as　single　stranded　was

duted　with　O．14Mphosphate　buffer．　By　this　purification，

about　65960f　the　original　cDNA　was　recovered．

　　1）ετθ，mMα1∫oη｛∬c∠）ノVメLθηg’乃．［3H］cDNAs　were　elec－

trophoresed　at　l　30　V　for　3　h　at　room　temperature　in　4％

polyacrylamide　gek　made　up　in　99％fbrmamide（Staynov　et

aL，1972）．　After　electrophoresis　the　gel　was　cut　into　2－mm

thick　slices．　Each　slice，was　solubilized　in　2096　H202　and　2096

perchloric　acid　at　70°C　fbr　2　h（Mahin＆Lofberg，1966），

and　then　radioactivity　was　measured　by　adding　10　mL　of

Aquaso1－2（New　Eng】and　Nuclear）．

　　d）ノVン4－R／VイHア6r∫ゴ∫2αrfoη．　Hybridization　reactions　were

carried　out　as　described（Honjo　et　aL，1974）．　Hybridization

was　assayed　wlth　SI　nucleasc　digest｛on　as　described（Honjo

et　aL，1976）．　RNAs　were　partially　purifled　from　various

myeloma　tulnors　up　to　the　dTl　stage（Honjo　et　aL，1974），

which　comprlse　about　496　pure　mRNA．　Briefly，　the　holho－

genate　of　myeloma　tumors　was　centrifuged　to　remove　nuclei

and　the　total　cytoplasmic　RNA　was　isolated　by　phenol－

methacresol　extraction（Kirby，1968）．　mRNA　was　purified

by　oligo（dT）－ceUu］ose　column　chromatograplly．

　　乃e「η701Dθηα1μroτ’oηq∫刀ンb万ゐ．　Hybridization　was

carried　out　in　O．6　M　NaCl－0．2　mM　EDTA－20　mM　Tris－HCI，

pH　7．2，　at　75°C．　When　a　Crt　value　of　O．5　was　attained，　the

hybrldization　mixture　was　immediately　chilled　and　diluted　to

O．25MNaCL　The　thermal　stabillty　of　cDNA－RNA　hybrids

was　determined　by　measurement　of　the　S　l　nudease　resistan㏄

upon　heating（Honjo　et　aL，1976）．

Results

　　αロroαεr∫zoτ∫oη｛ゾcZ）ノVシ4∫．　Complementary　DNAs　were

synthesized　againstγ一chain　mRNAs　of丘）ur　subclasses　which

were　highly　pur描ed　froln　MOPC　31C（lgG　1），　HOPC　l（lgG

2a），　MPC　11（lgG　2b），　and　J　606（IgG　3）myelomas（Ono

et　al．，1977）．　The　sizes　of　the｛3H］cDNAs　were　determined

by　polyacrylamide　gel　electrophoresis　in　99％f（）rmamide．　A

typical　el㏄trophoresis　pattem　is　shown　in　Figure　L　The　size

distribution　patterns　were　rather　heterogeneous　with　an　av－

erage　chain　Iength　of　about　1500　nuc】eotides，　having　a　peak

Iength　of　1500，1900，1900，　and　l　600　nucleotides　lbr　MOPC

5’トー
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臼GuRE　2：Diagramatic　representatbn　ofγ一class　mRNA　and　cDNAs．

P，precursor　rcgion　sequence　determined　f㌔om　lhe　amlno　acid　sequen㏄

of　the　MOPC　315pr㏄ursor（Jilka＆Pestka，1977）；V，　variable　region

sequcnce；C，　constant　reg沿n　sequence；UT，　untranslated　scquence；

A，poly（A）sequence．　Numbers　in　bases．

31C（γ1），　HOPC　l（γ2a），　MPC　l　l（γ2b），　and　J　606（γ3）

cDNA，　respectively．γ一Chain　mRNAs　are　2000　nudeotides

long（Ono　et　aL，1977），　of　which　the　V　region　and　C　reglon

sequeDces　occupy　330　and　990　nucleot▲des，　respectively．

Nucleotide　sequence　analysis　of　MOPC　31CcDNA　inserted
in　a　plasmid　indicates　that　the　untranslated　sequence　of　about

500nucleotides　is　present　at　the　3’end　of　mRNA（Honjo　and

Leder，　unpublished　observation）．　Assuming　that　the　mRNAs

contain　poly（adenyHc　acid）of　200　nucleot▲des，　these　cDNAs

include　almost　the　entire　C　region　sequence　but　do　not

necessarily　include　the　V　region　sequence（Figure　2）．

　　Cro∬一ゐ砂bγ∫ゴ∫zα’foηw∫ご乃∫ηo∫μbclo∬．　To　determine

whether　these　cDNAs　extend　into　the　V　region　sequence　or

not，　the　cDNAs　were　hybridized　with　partially　purifヨed（dTl

stage）mRNAs　derived　from　Inyelomas　producing　otherγ
chains　of　the　same　subclass，　namely，　heavy－chain　proteins　with

the　same　C　region　sequen㏄and　a　dif丘rent　V　region　sequen㏄．

　　As　shown　ln　Figure　3，　MOPC　31C（γ1）cDNA　hybridized

with　MC　lO1（γ1）mRNA　to　the　extent　similar　to　that　with

MOPC　31C　mRNA．　However，　HOPC　1（Y2a），　MPC　l　l
（72b），　and　J　606（γ3）cDNAs　hybridized　to　UPC　l　O（γ2a），

MOPC　141（γ2b），　and　FLOPC　21（γ3）mRNAs，　resp㏄tlvely，

to　less　extents　than　those　to　the　respective　homologous

mRNAs；the　final　extents　of　hybridization　obtained　for　the

heterologous　mRNAs　were　about　85（γ2a）and　90％（γ2b　and

73）of　those　obtained　for　the　homologous　mRNAs．　HOPC

l，MPC　11，and　J　606　cDNAs　seem　to　be　long　enough　to

extend　into　the　V　region　sequence，　while　MOPC　31CcDNA

covers　only　the　constant　region　sequence．

　　The　Crt1／2　values　of　these　cross－hybridizations　are　com－

parable　to　those　of　the　homo】ogous　hybridizations，　which

indicates　the　presence　of　different　but　roughly　similar

quantities　of　mRNA　amo皿g　different　tumors．　The　thermal

denaturation　profiles　of　hybrlds　fbrmed　between　cDNAs　and

corresponding　partially　purined　mRNAs　were　sharp　and

undistinguishable臼om　those　obtained　fbr　hybrids　with　hlghly

purined　mRNAs（data　not　shown）．

Cro∬－Hybridi2α重ぬn　befweenツーChαin　Gene∫q∫Diがeアe川

∫μbc1α∬e∫．　Theγ一chain　cDNAs　derived　from　MOPC　31C

（γ1），HOPC　1（γ2a），　MPC　l　l（γ2b），　and　J　606（γ3）mRNAs

were　examined　R）r　their　cross－hybridizability　to　other　mRNA

sequen㏄s．［3H］cDNA　probes　were　hybridized　to　large　cx㏄ss

of　mRNAs　fTom　various　myelomas　and　assayed　for　their

extents　of　cross－hybridization　and　thermal　stability　of　hybrids

fbrmed．　All　possible　sets　of　cross－hybridizations　were　ex－

amined　as　shown　in　Figures　4　and　5．　It　is　clear　that，　although

each　cDNA　probe　reacted　extensively（89－9496）with　mRNA

of　the　idcntical　subclass，　it　hybridized　poorly　with　mRNAs

of　other　subclasses　and　classes　under　the　conditions　used．

Betw㏄n　theγ一chain　subclasses，　only　small　extents（20－39％）

of　cross－hybridization　were　observed　except　in　the　case　of　the

72a一γ2b　cross－hybridization　where　the　extent　of　cross－hy・
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HGuRE　3：Cross－hybridization　ofγ1，γ2a，72b，　andγ3　cDNAs　with

mRNAs　of　the　corresponding　subclasses．　Hybridization　reactions

were　carried　out　as　described　under　Matcrials　and　Methods．　A，

MOPC　31CcDNA（γ1）withγ1　mRNAs　from　MOPC　31Cand　MC
lOhnyelomas．　B，　HOPC　l　cDNA（γ2a）withγ2a　mRNAs　from
HOPC　l　and　UPq　O　myelomas．　C，　MPC　l　l　cDNA（72b）with　72b

mRNAs　from　MPC　l　l　and　MOPC　141　mye】omas．　D，　J　606　cDNA

（73）withγ3　mRNAs　from　J　606　and　FLOPC　21　myelomas．　Arrows
indicate　Crt12points　Crt　values　for　mRNAs　are　2．7×10－2

　　　へFL・κ21

Jぺ、宗」

　　　　　　⇔

（MOPC　31C｝，5．6・｝・一・（品乞1・り，　L4・】0－・（HOPC】），　L6・

10～2（UPC　lO），1．8×10－2（MPC　l　l），5．5×10－3（MOPC　l41），　L65

×10－2（J606），　and　2．4×10－2（FLOPC　21）．

bridization　reached　as　high　as　60％of　the　input　cDNA．　The

possibility　that　the　small　extents　of　cross－hybridization　are　due

to　contaminants　present｛n　the　cDNA　probes　was　excluded

by　the　experiments　in　whlch　theγl　gene　c】oned　in　a　phage

did　hybridize　to　simllar　extents　with　all　the　other　7－chain

mRNAs（Honjo，　unpublished　data）．α一andμ一chain　mRNAs

did　not　hybridize　to　the　7－chain　probes　at　any　signi6cant

degree　even　at　a　Crt　value　of　lO　or　l　OO．　Neither　did　liver

mRNA　hybridize　with　any　of　theγ一class　probes．　The　resuhs

ind≡cate　that　theγ一chain　cDNAs　used　are　not　contaminated

with　other　sequences　present　in　myelomas　or　liver．

　Since　a　Crt1／2　value　is　inversely　proportional　to　a　rate　of

hybridization　reaction，　relative　rates　of　cross－hybridization　of

as｛ngle　mRNA　to　diffcrent　cDNAs　were　calcu】ated　from

Crt三／2　values　obta三ned　in　Figures　4　and　5．　Table　I　shows　that

the　heterologous　hybridlzation　reactions　are　2－to　l　7イold

slower　than　the　homologous　reactions．　hseems　that　the

smaller　the　extent　of　cross－hybridizat｛on，　the　slower　the　rc－

actlon　rate．　For　examp】e、　J　606　mRNA　hybridized　with

MOPC　3】CcDNA　to　26％with　a　17－fo】d　slower　rcaction　rate

as　compared　to　that　with　J　606　cDNA．　On　the　other　hand，

HOPC　l　mRNA　hybridized　with　MPC　l　l　cDNA　to　60％，

with　a　twofold　slower　rate　than　that　with　HOPC　l　cDNA．

Retardat｝on　in　a　hybridization　rate　has　been　reporled　for

imperfectly　matched　DNA－DNA　or　mRNA－cDNA　hy一
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FIGuRE　4：Cross－hybridization　ofγl　and㌢2a　cDNAs　wlth　mRNAs
of　other　subclasses．　Hybrid｝zation　reactions　were　carried　out　as

獣；瓢d㌫漂濡諮lh蒜＝艦瓢瓢
homobgous　mRNA　is　ako　shown　on　these　ngures　in　dotted　line．　A，

MOPC　31CcDNA（丁1）．　B，　HOPC　l　cDNA（γ2a）．◇，MOPC　31C
mRNA（γ1）；●，　HOPC　l　mRNA（γ2a）；O，　MPC　l　l　mRNA（γ2b）；

口，J606　mRNA（γ3）；▲，　MOPC】04E　mRNA（μ）；Φ，　MOPC　5H

mRNA（α）；O，　liver　mRNA．
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FIGuRE　5：Cross－hybridization　of　72b　andγ3吃DNAs　with　mRNAs「

of　other　subclasses、　Condition　of　hybridization　and　explanations　of
symbols　are　dcscrlbed　in　the｝egend　of　Figure　4．　A，　MPC　l　l　cDgNA

（γ2b）；B，」606　cDNA（丁3）．
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Table　I：Summary　of　Closs－Hybrid泣ation

cDNA

mRNA
MOPC　HOPC　　MPC
31C　　　l　　　11

　
6
J
O

　
6

MOPC　31C

HOPC　1

MPC　11

」606

㌫：ノ・×10含

extentb（％）

△τmC

㌫瓢・XlO2

・xtentb（％）

△τ迫c

認」・x’°2

extentb（％）

△7らc
㌫：」・X’°2

extentb（％）

△㌔c

　　2．7

　　1

100

8．9

0．16

43
11．5

19

0．10

32
11．6

30
0．06

29

B．0

5．9

0．46

41
io．4

　　1．4

　　1

100

5．4

5

0、33

66
5．7

7．9

0．21

　
4

　
　
　
　
　
ロ7
6

3

　　6．

　0．44
29
10．1

　　2．8

　0．5

63

　5．2
　　1，8

　　1

100

　
04
2
　
7

ロ

　
　
　
ロ
　
　
　
　
　
　
コ

8
0
1
Q
／

　
　
3

14

　　0．19

22
12．9

　　9．1

　　0．15

37
　　6．4

13

　　0．14

30

　8、9

　　1．65

　　1

100

　αThe　relative　rate　ofhybrjdization　of　a　single　mRNA　to　differ－

ent　cDNAs　is　shown　by　taking　the　Iate　of　t｝1e　homologous　hybridi一
麗ti・…　L　b　Th・・e1・tive　ext・・t・f　hyb・idロ・ti…f・・i・gl・

mRNA　to　dif允rent　cDNAs　is　normalized　by　taking　that　of　the

homologous　reaction　as　100％；the　actual　final　extents　fbr　the

homologous　Ieactions　varied　from　89　to　94％．　c　Difference　ofτm

values　of　the　heterologous　hybrids丘∬med　between　a　single　cDNA

and　different　mRNAs　f士om　that　of　the　homologous　hybrids．7元

values　for　the　homologous　hybridsofMOPC　31C，　HOPC　1，MPC
11，and　J　606　cDNAs　are　93，90，92，　and　94°C，　respectively．
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FIGuRE　6：Thermal　stability　prome　of　hybrid　formcd　between　MPC

llcDNA（γ2b）and　HOPC　l　mRNA（γ2a）．　MPC　I　I　cDNA　was
hybridized　with　HOPC】mRNA　to　a　Crt　value　of　O．5　as　descrlbed

under　Materials　and　Methods．　The　nnal　extent　of　hvbrldization　was
　．　・．．一．　　　　　　．　　　　　．　　　　　　　．　　 　　 　　　　．　．．・．・．・　一　　　　　　　　・ 　．．づ

65％．The　tempcTature　at　whlch　a　half　of　the　hybrids　meh（Tm）was

860C，鋤d　the　temperature　at　which　a　halfof　total　hybridizable　cDNA

（see　text）remained　as　hybrid　R）rm（TS）was　78°C．　Arrows　indicate

positions　of　7元and　TS．

bridization（Kohne　et　a1．，1972；Leder　et　aL，1973）．

　　The　therma】stabllity　of　hybrlds　f6rmed　was　measured　by

resiStance　to　S　l　nuclease　digestion（Figure　6）．　Dif丘rences

in　2㌔values　betw㏄n　the　homologous　and　heterologous　hybrids

and　nnal　extcnts　of　the　cross－hybridization　are　also　sum－

marized　in　Table　I．　The　heterologous　hybrids　fbrmed　melt

atをB°C　lower　temperatures　as　compared　to　the　homologous

hyぴids，　indica百hg　that　signincant　portions　of　the　heterologous

hybrids　are　not　congruently　base－paired．　A△7㍉value　and

extent　of　hybridization　n）r　a　given　combination　of　mRNA　and
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Table　II：Relative　Homologies　1）etweenγ℃hain　Gene　Sequences

gene　sequences △TSσ ％divergenceb

γレγ2a

γレγ2b

71一午3

γ2a一γ2b

72aンγ3

72b一γ3

25
30
42
13
25
30

38
45
63
20
38
45

　αDifference　of　thermal　stability　for　total　hybridizable　cDNA
used　between　the　cross－hybrid　and　the　homologous　hybrid．　bCa1－

culated　by△TS×（1．5％nucleotide　pairs　substituted／1°C　loweτ一

mg　of　TS）according　to　Kohne　et　aL（1972）、

cDNA　were，　as　expected，　in　good　agreement　with　those　fbr

the　reciprocal　combination　of　cDNA　and　mRNA．

　　From　the　extent　of　hybridization　and　the　thCrmal　stability

of　hybrids，　it　ls　possible　to　estimate　the　evobtional　proximity

among　theγgenes．　The　temperature（石）at　which　a　half

of　the　hybrids　melt　is　used　often　as　a　measure　of　divergence

in　nucleotide　sequences．　However，　a　7二value　of　hybrid

depends　on　the　temperature　at　which　hybrids　are　fbrmed．

Thus　we　used　the　temperature（TS）at　which　50960f　the　total

hybridizable　cDNA　remains　in　a　hybrid　fbrm（Kohne　et　al．，

1972）to　estimate　the　divergence　of　nucleotide　sequences

amongγ一chain　genes．　The　total　hybridizable　cDNA　represents

the　fraction　of　C　reglon　sequen㏄wh｛ch　varied　from　85（γ2a）

to　l　OO96（γ1）of　cDNAs（Figure　3）．　Table　II　summarizes△TS

values　of　cross－hybrids　and　percentages　of　nuc】eotide　sub－

stitution　calculated．　It　is　evident　from　this　table　thatγ2a　and

T2b　gene　sequences　are　most　closely　related，　showing　80％

homology　in　nucleotide　sequences．　On　the　other　hand，6396

0f　nucleotide　sequences　seems　to　be　substituted　betweenγ1‘

andγ3　chain　genes，　indicating　that　theγ1　andγ3　genes　are

most　distantlyτelated　among　the　7　gene　subclasses。　A　dose

relationship　betweenγ2a　andγ2b　chain　is　also　reported　based

o皿serological　studies　and　tryptic　peptide　maps　of　the　Fc

fragment　of　these　proteins（Potter，1972）．

Discuss▲on

　　We　have　shown　that　the　T－chain　genes　are　dif丘rent　from

each　other　although　they　share　partial　homo】ogy｛n　nucleotide

sequence．　The　divergen㏄in　nucleotide　sequence　is　mani丘sted

as　the　low　extent　of　cross－hybridization，　reduced　thermal

stability　of　heterologous　hybrids，　and　retardation　in　a　rate　of

cross’hybridization（Figures　4　and　5　and　Table　I）．　These

properties　enable　us　to　distinguish　theγ一cha三n　gene　sequences

伽mone　another　distinctively．　C】ass　specincity　of　the　7－chaln

cDNAs　is　certined　by　the　fact　that　none　of　them　cross－hy－

bridized　with　theμ一andα一chain　mRNA．’

　　The　specincity　of　the　7－chain　cDNAs　offξrs　a　great　virtue

to　quantitate　theγgene　sequences　represented　in　mouse

genome．　A　relatively　small　extent　and　a　decreased　rate　of

cross－hybridization　indicate　that，　m　the　case　of　Cot　analysis，

the　formation　of　homologous　hybrids　is　predominant　and

completes　almost　beR）re　the疲）rmation　of　heterologous　hybrids．

Eachγ一chain　cDNA　has　little　chance　to　form　heterologous

hybrids　since　reass㏄iation　of　the午一chain　gene　DNA　pr㏄eeds

faster，　Ieaving　little　heterologous　7　gene　sequences　available

for　hybridization　with　the　cDNA．　Taking　alhhese　into
consideration，　we　assume　that　the　contribution　of　cross－hy－

bridization　to　the　Cot　curve　would　be　negligible．　This　as－

sumption　has　been　verified　by　sharp　melting　profiles　of

cDNA－DNA　hybrids　and　monophasic　unique　kinetic　curves

（Honjo＆Kataoka，1978）．　Ahhough　theγ1，γ2a，γ2b，　and

γ3genes　are　shown　to　present　one　copy　each　per　haploid

genome　in　mouse　normal　tissues，　the　allelic　deletion　of　these
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genes　was　reported　in　mouse　myelomas（Honjo＆Kataoka，
1978）．

　　Since　the　7－chain　gene　sequences　did　not　show　any　llom－

010gy　with　other　class（αandμ）gene　sequences，　early　di－

vcrgence　of　classes　of　immunoglobulins　must　have　occurred．

This　observation　agrees　with　phylogenetic　evidence　tha日ower

vertebrates　such　as　sharks　appear　to　have　only　IgM　and

amphiblans　have　IgM　and　IgG，　anhough　all　these　classes　in

addition　to　IgA　commonly　exist　in　mammalians（Fudenberg

et　aL，1972）．　The　emergence　of　subclasses　is　probably　a　resu】t

of　recent　evolution　because　the　mcmbers　of　theγchain　gene

share　considerable　homology　with　each　other．　Pink　et　aL

（1971）have　concluded　that　subclasses　in　scveral　species　have

evolved　after　dif允rent≡ation　of　species．　The　amino　acid　se－

quence　studles　on　71　chain（Milstein　et　aL，1974）andγ2a

chain（Fougcreau　et　aL，1976），　which　are　the　only　two　cases

that　the　complete　amino　acid　sequences　of　mouse　immuηo－

globulin　heavy　chains　are　determined，　showed　that　62960f　the

Cregion　sequences　of　two　chains　is　honlologous．　Our　esti－

mation　that　nucl◎otide　sequence　homology　between　the　T　l　and

γ2a　genes　is　about　6296（Table　II）is　in　agreement　with　the

amino　acid　sequence　data．
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ヱ26．Pμγi∫icαtion伽d　Clo厄ng　o∫αRibosomαI　RNA

　　　　　　　　Gene　Fγαgme励ヵom　Moμse　DNA・

By　Yukio　MlsHIMA，＊）Masaharu　SAKAI，＊）Masami　MuRAMATsU，＊）

　　　　　　　　　Tohru　I（ATAoKA，＊＊）and　Tasuku　HoNJO＊＊）

（Communicated　by　Toshio　KuRoKAwA，　M．　J，　A．，　Dec，12，1978）

　　　111troduction．　Since　the　advellt　of　the　cloning　systems　employ．

illg　either　plasmids　orλphage，　the　isolation　and　characterization　of

asingle　gene　from　a　eukaryotic　genome　has　become　a　potent　approach

to七he　unders七anding　of　the　complex　mechanism　of　gene　regulation　in

mammalian　cells．　Several　eukaryotic　genes　from　various　species　have

already　been　isolated　and　characterized　at　least　partially．　We　have

also　reported　cloning　of　an　immtmoglobulill　heavy　chain　gene　from

the　newborn　mouse（Honjo，1978；Holljo，　Kataoka，　and　Y－Kataoka，

in　preparation）．

　　　　The　genes　coding　for　ribosomal　RNA（rRNA）have　been　Cloned

from　Yeast（Kramerθ古α1．，1976），Drosophila（Thomasθ．τα1，，1974），

Xenopus（Morrowθ亡α乙，1974），Mouse（Tiemeier　6εαL，1977）and

Chicken（McClements　and　Skalka，1977），　For　mammalian　rRNA
genes，　however，　the　fragme11七s　so　fa1・obtained　were　only　intenlal

segments　containing　neither七he　promo七er　nor　the　terminator　region．

In　order七〇study七he　regula七〇ry　mechallism　of　rRNA　transcription，

it　is　essential　to　isola七e　a　fragment　containing　the　5’．terminal　region

of七he　rRNA　gene　which　would　col／tai11七he　promoter．

　　　　This　work　has　been　initiated　for七his　ptlrpose　and，　in　this　repor七，

we　describe　a　successful　isolation　of　such　a　gene　fragment　from　mouse

DNA．
　　　Materials　and　methods．　High　molecular　weight　DNA　from　new－

born　mice　was　prepared　by　a　phenol－chloroform　method　as　described

elsewhere（Honjoθ‡α1．，　in　preparation）．　The　digestion　of　the　mouse

DNA　with　EcoRI，　RPC－5　column　ch1’omatography　and　agarose　gel

electrophoresis　were　also　described　il1七he　paper　cited　above．　The

detectioll　of　18S　rRNA　sequences　was　performed　as　described（Honjo

θ‡αL，in　prepara七io11）．　The　procedures　of　Iigation　alld　phage　DNA

prepara七ion　were　as　described　by　Tiemier　e‡α膓．（1977）．　IIltroduc－

tion　of　DNA　by飢勿痂δo．　packaging　technique　was　carried　out　as

　　　　＊）　Department　of　Biochelnisヒry，　Cancer　Institute，　Japanese　Foundation　for

Cancer　Research，　Tokyo．

　　　＊；1‘）　Department　of　Physiological　Chemistry　and　Nutrition，　Faculty　of　Medi－

cine，　University　of　Tokyo，　Tolくyo．



658 Y．MISHIMAθεα1． ［Vol．54（B），

described（Becker　and　Gold，1975；Hohn　and　Murray，1977；S七ern－

bergθ6αZ．，1977；Blattner，　personal　communication）．　Detection

of　the　recombinant　phage　by仇8仇↓hybridization　was　essentially

according　to　Benton　and　Davis（1977）．　Detection　of　the　recombinant

plasmid　by仇8仇‘colony　hybridization　was　done　as　described　by

Grunstein　and　Hogness（1975）．　Transformation　of　Escherichia　coli

LE392，　a　derivative　of　strain　ED8656，　by　pBR3221igated　wi七h　rRNA

gene　fragments　was　done　according　to　Eneaθ‡α1．（1975）．32P－or

3H－1abeled　complemen七ary　DNA（cDNA）of　18S　rRNA　was　prepared

by　reverse　transcription　with　random　oligonucleotide　as　described　by

Taylorθ；αL（1976）．3H．cDNA　has　been　puri五ed　by　incubating　to　a

Cot　of　10－2　and　frac七ionating　by　a　hydroxyapa七ite　column．　The　specific

activity　of　32P－and　3H－cDNA　was＞1．0×108　and　1．0×107　cpm／μg，

respectively，　All　the　cloning　procedures　were　carried　out　in　a　P－2

1aboratory　according　to七he　revised　NIH　Guidelines．　This　also　con．

formed　to　the　current　recommendation　by　the　Japanese　Committee

on　Recombinant　DNA．
　　　Results　and　discussion．　1）　Co％6梛加ακoπoア？・肋08ωηαZ　R2VA

σθηθ　アγα9γ〃θγτ；8　cση£α‘γ魔η9　τ1τθ　Pγoγηo£θγ　ゲθρゼoη．　　Fig，1　presents　a

diagram　of　the　structure　of　ribosomal　RNA　genes　of七he　mouse．

When　the　mouse　DNA　was　digested　wi七h　a　restriction　endonuclease

EcoRI，　two　categories　of　gene　fragments　were　produced　which　could

be　iden七i6ed　with　labeled　rRNA　probes（Arnheim　and　Southern，

1977）．Although七he　smaller　fragmen七con七aining　parts　of　bo七h　18S

and　28S　RNA　was　homogeneous　in　size（～6．6　kb）the　larger　frag．

ment　containing　on王y　18S　RNA　and　the　5’一七erminal　region　of　the　gene

was　rather　heterogeneous（14－17　kb）suggesting　sequence　hetero－

genei七y　of　the　spacer　region　preceding　the　promoter．

　　　　In　order　to　isolate　the　fragment　containing　the　promoter　region，

approximately　40　mg　of　newborn　mouse　DNA　digested　with　EcoRI

was　fractionated　by　an　RPC．5　column　and　each　fraction　tested　for

the　presence　of　rRNA　sequences　after　running　on　an　agarose　gel．

　　　　　　コ　　　　　　　　　　　　　ほ　　　　　　　　　　　　　　　　　　　さ　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　コ　　　　　　　　　　　　オ

　　　　　　I　　　　　　　　l　　　　　～14kb　　　｜　　　　　　　　～14－17kb　　　｜　～6．6kb　↓

　　Fig．1．　Organization　of　ribosomal　RNA　gene　of　the　mouse．　Broken

　　　　bars　indicate　the　cleavage　sites　of　restrictiotY　endonuclease　EcoRI．

　　　　Thick　lines　indicate　the　transcribed　spacer　of　45S－preribosomal　RNA．

　　　　kb：Kilobases．

　　　　The　fractions　containing　14－17　kb　bands　hydridizable　wi七h

rRNA　probe（da七a　no七shown）were　pooled　and　used　for　cloning．　The

general　scheme　for　the　cloning　is　summarized　in　Fig．2．
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　　　　　　Newborn　mouse（BALB／c）DNA
　　　　　　　　　　　　　　　　　　↓

　　　　　　　　　　EcoRI　complete　digest

　　　　　　　　　　　　　　　　　　↓

Concentration　by　RPC－5　column　chromatograpy
　　　　　　　　　　　　　　　　　　↓

　　　　Cloning　withλgt　WES・λB　vector　by
　　　　　　　ゼη’り庇？・o　packaging　technique

　　　　　　　　　　　　　　　　　　↓

　　　Plaque　detection　by　filter　hybridization

　　　　　　　　　　　　　　　　　　↓

　　　　　　　Propagation　of　positive　clones

　　　　　　　　　　　　　　　　　　↓

　　　　　　　Transfer　to　pBR322　plasmid

　　　　　　　　　　　　　　　　　　↓

C正oπe：1）MγEL－1

　　　　　Fig．2．　Scheme　of　rDNA　CIoning．

2）　CLα吻，9肌d　8cγθe？↓伽σo∫亮bo80？．凪RNA　g餓e抄α9糀ewts．

The　DNA　fragments　partially　puri6ed　with　respect　to　ribosomaI

RNA　sequence　as　describedεしbove　we1・e　ligated飢u加・o　with　two　outer

fragmen七s　of　a　mutant　coliphage　lambda（λgt　WES・λB）and　trans－

fected　into　a　mutant　strain　of　Escherichia　coli（LE392），　We　used　the

Z．ナδ砿？・opackaging　method　for　the　cloning　of　these　DNA　fragments，
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Fig．3．　Detection　of　hybrid　clones，　Approxilnately　2，000　phage

　　clones　were　transferred　to　each　filter．　Detection　of　18S　rRNA

　　gene　was　ca111’ied　out　by　hybridizatioll　with　32P－18S－cDNA　foL

　　lowed　by　autoradiography．　The　arrow　indicates　the　recombinan仁

　　clone　＃3，
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Table　I．　Presence　of　18S　I・RNA　sequence

　　　　　　　　　in　clone＃3　DNA

Input（3H－18S－cDNA）

SrNuclease　treated

18S　rRNA
＃3

＃7

100　％

　0

97．9

47．4

　1．7

　Percentages　of　the　input　counts（564　cpm）were

shown．　Srunclease－treated　3H－cDNA　count（45　cpm）

was　subtracted　from　each　counts．

because　it　showed　a　much　higher（＞102）transfection　emciency　than

ordinary　Ca2呼method　in　our　preliminary　experiments．

　　　　Approximately　20，000　phage　plaques　were　screened　by拠8仇‘

hybridizatioll　using　32P－labeled　cDNA　of　18S　rRNA　as　a　probe．　Six

out　of　twelve　positive　spots　obtained（Fig．3）were　picked　up　and

separately　propagated　in　a　small　scale（2ml）七〇prepare　DNA，　which

was　then　tested　for　the　presence　of　18S　rRNA　sequence　both　by　liquid

hybridiza七ion　and　by　Sou七hem七echnique　af七er　diges七ing　with　EcoRI．

　　　Although　all　the　clones　were　positive　with　32P．cDNA　of　18S

rRNA，　one　of　the　clones　named＃3　was　further　examined　using　Cot－

puri6ed　3H．cDNA（see　Materials　and　methods）as　a　probe，　Table　I

shows　the　clone＃3　DNA　hybridized　with　47．4％of　input　cDNA，

whereas　clone＃7　DNA　which　had　not　hybridized　originally，　did　not

hybridize　with　3H－cDNA　at　all．　These　results　indicate　that　clone＃3

DNA　does　contain　nearly　half　of　the　18S　rRNA　sequence．

　　　3）　Rθ・cloη仇g　oア〃zθ6Zoηθ＃3　Z）1V、4仇‡o　pRR322．　On　exami－

nation　by　gel　electrophoresis，　clone＃3　was　found　to　be　contaminated

wit　hanother　clone　containing　a　7．4　kb　fragment　of　mouse　DNA。　It

has　also　been　kllown　that　phage　DNA　having　a　large　inserted　DNA

fragment　tends　to　cause　deletions　during　growth．　In　addition，　the

ribosomal　DNA　fragment　contained　in　clone＃3　had　a　size（14－15　kb）

which　was　rather　hard　to　separate　from　the　DEF　fragment　ofλgt

WES　by　agarose　gel．　To　solve　these　problems，　we　tried　to　transfer　the

Table　II．　Presence　of　18S　rRNA　sequence　in

　　　recloned‖3　DNA－pBR322－recombinant

Input（3H－18S－cDNA）

SrNuclease　treated

18S　rRNA
Clone　＃（1－4）

100　％

　　0

72．3

48．8

　Precentages　of　the　input　counts　（749　cpm）that

were　resistant　to　Srnuclease　were　shown．　Sr

nuclease　treated　3H－18S－cDNA　counts（56　cpm）was

subtracted　from　each　counts．
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fragment　in　clone＃3　into　a　plasmid　pBR322　DNA　in　which　the　in－

serted　DNA　was　supposed　to　be　more　stable　and　could　be　recovered

more　easily．　　　　　　　　　　　　　　　　　　、

　　　　Clone＃3　DNA　was　digested　with　EcoRI　and　the　fragments　were

ligated　with　pBR322　DNA　which　had　been　cleaved　with　the　same

enzyme　alld　treated　with　alkaline　phosphatase．　Among　60　colonies
　　　　　　　　　　　　　　　　　へ
screened，　one　positive　clone　numbered　as＃（1－4）was　obtained．　The

existence　of　18S　rRNA　sequellce　was　examined　by　liquid　as　well　as

創ter　hybridization．　The　results　shown　in　Table　II　indicate　that　this

clone　actually　contains　roughly　half　of　the　18S　rRNA　sequence．　To

demonstrate　that七he　size　of　the　cloned　rRNA　gene　fragment　was　the

same　as　that　originally　concentrated　and　picked　up，　the　recombinallt

plasmid　DNA　was　digested　with　EcoRI，　electrophoresed　on　an　agarose

gel　and　examined　by　the　Southem　blotting　technique（1975）．　As

seen　in　Fig．4，　whereas　the　DNA　ill　an　originally　pooled　DNA　fraction

（＃30）contained　somewhat　heterogene卯s　bands　ranging　from　14　to

17kb，　the　cloned　DNA＃（1－4）digested　with　EcoRI　showed　a　sillgle

band　of　approximately　14　kb　which　was　hybridized　with　cDNA　com－

plementary　to　18S　rRNA．　This　bmld　did　not　hyb1・idize　with　the　cDNA

kb
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Fig．4．　Presence　of　18S　rRNA　sequence　in　clone＃（1－4）．（a，　b）shows

　the　ethidium　bromide－stained　1％agarose　gel　and（c，　d）rep1・esents

　the　autoradiography　which　was　hybridized　with　32P－18S－cDNA．

　DNA　of　columns（a）and（c）was　the　fraction‖300f　RPC－5　column

　chromatography　containillg　the　14－17　kb　rDNA　fragment．　DNA

　of　column　（b）and　（d）was　EcoRI－digested＃（1－4）plasmid　clone．

　EcoRI　fragmellts　ofλCI857　were　used　as　size　markei・s．
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complementary　to　28S　rRNA（data　no七shown）．　This　recombinan七

plasmid　colltaining　a　part　of　18S　rRNA　sequence　and　most　probably

apromo七er　region　of　an　rRNA　gene　of　the　mouse　was　designated

pMrEL－1．

　　　While七his　study　was　under　way，　we　recieved　a　personal　com－

municatioll　that　M．　H．　Edgell　at　the　University　of　Nor七h　Carolina

had　obtained　a　similar　clone　from　the　mouse．

　　　Summary．　Newborn　mouse　DNA　was　digested　with　a　restric－

tion　endonuclease　EcoRI　and　concelltrated　with　respect　to　ribosomal

RNA　sequences　by　an　RPC－5　column．

　　　DNA　fragments　of　14－17　kilobases　in　length，　most　probably　con－

taining　promoter　region　of　the　ribosomal　RNA　gene，　were　used　for

c】oning　withλgt　WE8・λB　as　a　vector　using　an飢励εγo　packaging

technique，　Several　clones　containing　18S　rRNA　sequences　were

ob七ained．　One　of七he　c］ones　which　was　transferred　to　a　plasmid

pBR322（desigllated　as　pMrEL－1）was　14　kilobases　in　length，　having

only　a　part　of　18S　rRNA　sequence．　These　resul七s　strong］y　suggest

七ha七七his　fragmen七carries　a　promo七er　region　of七he　ribosomal　RNA

gene．
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SUMMARY：　A　mouse　myeloma，　MOPC－104E，　which　is　knom　to　synthesize　and　secrete
λ　亡ype　！ight　chain　protein　as　a　consヒituent　of　immunoglobulin　M，　was　shown

to　conヒain　mRNA　sequences　coding　for　κ　as　well　as　λ　type　light　chain　proヒein．

Light　chain　mRNA　sequences　were　quan亡itaヒed　by　nucleic　acid　hybridizat二ion

reaction　using　radioactive　DNA　complemen亡ary　to　light　chain　mRNAs　which　had
been　purified　from　other　myelomas．　The　amount　of　K　type　light　chain　mRNA
present　in　MOPC－104E　is　almosヒ　equivalent　ヒo　thaヒ　of　λ　type　light二chain　mRNA．

K　chain　mRNA　was　not二　separat二ed　from　λ　chain　mRNA　either　by　cent二rifugation　in

sucrose　density　gradient　or　by　polyacrylamide　gel　electrophoresis　in　forlnamide．

INTRODUCT工ON：It　seems　to　be　generally　taken　f。r　granted　that　i㎜unoglobulin

mRNA　derived　from　a　mouse　myeloma　encodes　t二he　immunoglobulin　protein　secreted

by　t二he　mye］－oma．　In　fact，　t二his　had　been　proved　in　most　of　the　myelolnas　（1－6），

a！though　some　mRNA　had　no亡　been　well　characterized　（7，8）．　MOPC－104E　mye］oma

is　known　亡o　produce　λ　type　light　（L）　chain　and　亡o　secreヒe　it　as　a　constituent

of　IgM　（9）．Upon　purification　of　L　chain　mRNA　from　MOPC－104E　we　have　found

that　仁he　myeloma　contains　K　type　L　chain　mRNA　as　much　as　λ　type　L　chain　mRNA．

The　resu！ts　give　warning　against二using　MOPC－104E　mRNA　or　other　not－wel1－

characterized　myeloma　mRNA　as　probe　for　analysis　of　immunoglobulin　genes　or

mRNAs．

　　　　MATER工AI。S　AND　METHODS

　　　　　　Mouse　myeloma　ce11　1ines　were　kindly　supplied　by　Dr．　M．　Pot二ter，　NIH．　MOPC－
　　　　104E　（Kyoto）　is　a　cu1ヒured　ce］ユ　line　donated　by　Dr，　Y．　Namba　of　Kyoto　Univer－

　　　　sit：y　（10）．　MOPC－104E　（Osaka）　was　provided　by　Dτ．　T．　Kishimoto　of　Osaka　Uni－

　　　　versity．　Purificat二ion　of　LK　chain　mRNAs　from　NOPC－41　and　MOPC－31C　myelomas

　　　　Abbreviaヒions：　cDNA，　complementary　DNA；　Crt二value，　product　of　concentration

　　　　of　nuc！eo亡ide　sequences　of　RNA　and　time　of　incubation　（mole　of　nucleo亡ides

　　　　：。；e；蒜「ll，lltき絡王。1「1蒜。：鑑霊b；諜：：1’°n；LK　and　L・cha’ns・kapPa

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　796
C・p顕ghε◎］977　by　A・・、1，mi，　P，e∬，　h，C．

・4”噌1！r∫01rερrα1rκ∫／oη↓ηθのりor川rewcrvε亙，　　　　　　　　　　　　　　　　　　、
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Fig．　1．　Cross－hybridization　of　LK　and　Lλ　cDNAs　with　myeloma　RNAs．　Total　reac－
tion　mixture　（150］」1）　contained　12，400cpm　（4．1ng）　of　MOPC－31C　LK　cDNA　or

9，650cpm　（0．97ng）　of　RPC－20　Lλ　cDNA．　Fifteen　μ1．　aliquots　weτe　removed　at

appropてiat二e　intervals．　The　RNA　was　present　in　at　least　15－fold　excess　oveτ
cDNA．　A．　MOPC－31C　i㎜unoprecipitated　RNA．　B．　MOPC－41　RNA．　C．　RPC－20　RNA．
Hybridization　with　LK　cDNA　（●　）；　Lλ　cDNA　（■　）．　Endogenous　Sl　nuclease

τesistance　（2．6％　foτ　LK　cDNA　and　2．0％　for　Lλ　cDNA）　was　subtracted　from　all

values．

and　preparation　of　I．K　chain　cDNA　from　respective　mRNA　have　been　described　（1，
11）．　Lλ　chain　cDNA　was　prepared　from　Lλ　chain　mRNA　purified　from　RPC－20　myelo－

ma　（5，6）．Unless　otherwise　specified，　mRNA　preparations　employed　for　hybridi－

zation　were　partially　purifled　by　t：wo　successive　chromatographies　on　an　oligo
（dT）－cellulose　column　as　described　before　（1）．　Total　cytoplasmic　RNA　wag

obtained　according　to　Kirby°s　method　（13）．Hybridizat二ion　reactions　were
carried　out　in　O．6M　NaCI　at　750C　and　assayed　by　SI　nuclease　digestion　a6

described　（1）．　Other　sources　of　reagents　have　been　described　（1，5，6，11，12）．

RESULTS

LK　chain　cDNA　pτepared　from　MOPC－41　1nRNA　has　been　shown　ヒo　hybridize　speci一

fically　to　LK　chain　mRNA　（1，’6）．　Reciprocally，　Lλ　chain　cDNA　prepared　from　RPC一

20　mRNA　has　been　demonstrated　to　be　specific　for　Lλ　chain　mRNA　（1，6）．　工n　亡hese

myelomas　the　chain　specificity　of　L　chain　mRNA　pτesent　coincides　with　that　of

L　chain　proteiロ　secreted　by　the　myeloma．　工n　order　to　confirln　these　results　we

have　examined　specificity　of　LK　chain　cDNA　prepaτed

As　shown　in　Fig．　1，　MOPC－31C　cDNA　hybridized　with　LK

from　MOPC－31C　mRNA　（11）．

　chain　mRNAs　derived　from

797
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Fig．　2．　Hybridization　of　MOPC－104E

zation　was　carried　out　as　described
（○）；　Lλ　cDNA　（■）．　　　　　　．

一 3　　　－2　　　－1　　　0

　　10gCrセ

（Kyoto）　RNA　with　LK　and　I．λ　cDNA．　Hybridi－

in　Fig．　1．　Hybridization　with　LK　cDNA

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　一3

M°PC－31C・nd　M°PC－41・y・1・・…Th・C・・、！2・・1・es（1・2・10　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　for　MOPC－31C

。RNA。nd　3。・0－3　f。r　M・PC．4・砿NA）。f　each　hyb。idi、a，i。。　are　c。mparab・。・。

that　reported　for　respective　mRNA　（］．，11）．　The　！ower　extent　of　hybridization　to

the　heterologous　mRNA　reflect二s　the　proporヒion　of　the　cDNA　complementary　to　the

constant　region　sequence，　工n　contrast，　MOPC－31C　cDNA　hardly　hybridized　with

I．λ　chain　mRNA　derived　from　RPC－20　myeloma　at　Crt　values　where　Lλ　chain　（RPC－

20）　cDNA　hybridized　to　completion　（Fig．　1C）．　A　slight　hybridization　observed

at　high　Crt　values　may　てeflect　a　contaminant　LK　chain　mRNA　sequence　present

at　less　than　l／100th　concentration　of　Lλ　chain　mRNA　in　RPC－20　myeloma　（1）．　If

the　slight　hybridization　is　due　to　a　contaminant　Lλ　cDNA　present　in　MOPC－31C

L・cDNA・・h・C・・、ノ2　values　f。・hyb・idi・a・i…fRPC－2°・RNA・ith　L・（M°PC－31C）

and　Lλ　（RPC－20）　cDNAs　should　be　identica1．

　　　Lλ　chain　cDNA　prepared　frotn　RPC－20　mRNA　showed　little　hybridization　with

LK　chain　mRNAs　at　Crt　values　comparable　to　hybridization　with　LK　chain　cDNA

（Fig．　1A，　B），whereas　t二he　I。λ　chain　cDNA　hybridized　with　homologous　mRNA　at

・・w…、！、…ue（・…－3）（・・g・・C）・These　res…sc・ear・y・・dica…h・・
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　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　．9

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　萄

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　．口20
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　P

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　冑
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　o
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　＞
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　工

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　0
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　0　　　　　　　σ2　　　　　　0．4　　　　　　0．6
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Fig．　3．　Hybridization　of　MOPC－104E　（NIH）　cytoplasmic　RNA　with　LK　and　Lλ　cDNA．

Increasing　amounヒs　of　MOPC－104E　cytoplasmic　RNA　were　hybridized　with　MOPC－41
LK　cDNA　（2，200cpm）　and　RPC－20　Lλ　cDNA　（2，400cpm）　in　200μ1　reaction　mixture
for　36　min．　Hybridi2ation　wiヒh　LK　cDNA　（　○　）；　Lλ　cDNA　（　■　）．

MOPC－31C　LK　chain

chain　type・

Presence　of　both　K

cDNA　and　RPC－20　Lλ　cDNA　are　specific　for　the　respective

and　　λ　chain　mRNA　se　uences　in　MOPC－104E　m　eloma

　　　The　concentrations　of　LK　and　I・λ　chain　mRNA　sequences　in　MOPC－104E　（Kyoto）

myeloma　were　quantitated　by　hybridization　with　respective　chain－type　specific

cDNA　（Fig．　2）．　There　is，　as　expec亡ed，　extensive　hybridization　between　RPC－20

cDNA　and　mRNA　derived　from　a　Lλ　chain　producing　tumor，　MOPC－104E　（Kyoto）、A

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　－3
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　is　comparable　to　RPC－20　mRNA　（Fig．　1C）．　Unexpectedly，　　　　　　value　of　g　x　10Crt
　　　1／2

hybridization．between　MOPC－104E　mRNA　and　MOPC－31C　cDNA　attained　60％　hybridi－

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　－3
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　value　of　7　x　10　　．　Since　the　Crt　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　values　are　quitezation　with　a　Crt　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　l！2　　　　　　　　　　　　　　　　1／2

similar　to　each　other，　the　amounts　of　LK　and　Lλ　chain　mRNA　sequence　in　MOPC－

104E　mRNA　are　almost　equivalent．　The　lover　ex亡en亡　of　hybridizaヒion　indica亡es

tha亡　the　LK　chain　sequence　present　in　MOPC－104E　myeloma　has　a　variable　region

sequence　diffeτent　from　MOPC－31C　LK　chain．　Similarly，　almost　equivalent　amo－

unts　of　LK　and　Lλ　chain　mRNA　sequences　were　present　in　total　cytoplasmic　RNA

prepared　from　MOPC－104E　myeloma　（N工H）　which　had　been　maintained　independently

from　MOPC－104E　（Kyoto）（Fig．　3）．　Polysomal　RNA　prepared　from　MOPC－104E　（Osaka）

also　contained　LK　chainl頑NA　slightly　more　than　Lλ　chain　mRNA　（unpublished

。bserv・t．i。・）・
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Fig．　4．　Sucrose　gradient　centrifugation　of　MOPC－104E　（NIH）　RNA．　After　heat
quenching，　cytoplasmic　RNA　of　MOPC－104E　tumor　（1．75mg）　was　layered　on　a　5－22％
（w！v）　sucエose　gτadient　and　centてifuged　at　37，000士pm　foτ　15h　at　150C　in　a　Hita－

chi　RPS　40T　rotor　（1，11）．　Fifteen　ul　of　each　fraction　was　hybridized　with
either　MOPC－41　1．K　cDNA　（1，270cpln）　or　RPC－20　Lλ　cDNA　（773cpln）　in　a　200μ1　reac－

tion　mixt二ure　for　30　min．　Locaヒions　of　18S　ribosomal　RNA　and　tRNA　（4S）　markers

were　indicated　in　the　figure．　Hybridization　with　LK　cDNA　（O）；　Lλ　cDNA　（■　）．

Endogenous　SInuclease　resistance　was　subtract二ed　from　all　values・

Characterization　of　li　ht　chain　mRNA　se　uences　resent　in　MOPC－104E

　　　The　molecular　size　of　LK　and　Lλ　chain　InRNA　present　in　the　MOPC－104E　（N工H）

cyt二〇plastwic　RNA　fraction　was　analyzed　by　sedimentation　in　sucrose　density

gradient　under　conditions　which　abolish　nonspecific　aggregation　of　RNA　（1）（

Fig・4）・B・th　LK　and　Lλ・h・in　mRNA・edim・nt・d　t・g・ther　with・・ing1・peak・f

12．5S　which　was　known　as　the　size　of　i皿munoglobulin　light　chain　mRNA　（1－8，11）．

The　MOPC－104E　L　chain　mRNA　preparation　purified　by　the　method　successfully

employed　for　purification　of　MOPC－41　and　RPC巳20　mRNAs　（1，5）　migrated　as　a

single　band　upon　polyacrylamide　gel　elec仁rophoresis　in　formamide，　although

this　preparation　contained　equivalent　amount　of　both　LK　and　Lλ　chain　mRNA

sequences．　Both　LK　and　Lλ　chain　mRNAs　present二　in　MOPC－104E　contain　poly（A）

sequences　becau6e　they　were　adsorbed　to　oligo（dT）－cellulose．

　　　 　　　 　　　 　　　 　　　 　　　 　　　 　　　 　　　 　　　 　　　 　　　 　　　 　　　 　　　 　　　 　　　 　　　 　　　 　　　 　　　 　　　 　　　 　　　 　　　 　　　 　　　 　　　 　　　 　　　 　　　 　　　 　　　 　　　 　　　 　　　 　　　 　　　 　　　 　　　 　　　 　　　 　　　 　　　 　　　 　　　 　　　 　　　 　　　 　　　 　　　 　　　 　　　 　　　 　　　 　　　 　　　 　　‘

DISCUSSION

　　　Available　evidence　indicates　that　three　lines　of　MOPC－104E　myeloma，　which　had

been　maintained　in　　different　laboratories，　contain　L　K　chain　mRNA　in　a　quanti－

ty　almost　equivalent　to　that　of　Lλchain　mRNA．　Schechter　（4）　reported　that　the
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λtype　mRNA　preparation　purified　from　MOPC－104E　myeloma　cont二ained　about　3％　of

Ktype　mRNA．　The　discrepancy　is　probably　attriButable　to　their　purification

method　which　includes　i㎜unoprecipitation　of　polysomes　dsing　antibodies　again－

st　Lλchain　protein．　Myeloma　tumo℃s　producing　two　classes　of　antibody　have

been　observed　（14）．　工nvestigators　from　several　laboratories　including　our　own

（1，2，4）　reported　that　light　chain　mRNA　preparations　from　some　myelomas　contain

a　tiny　a皿ount　of　light　chain　tnRNA　sequences　of　the　heterologous　type．　In　these

cases　the　major　sequence　is　usually　orders　of　magnitude　more　than　the　contami－

nant　sequence，　which　could　arise　from　circulating　lymphocytes　present　in　亡umor

tissues　or　from　leaking　transcription　of　the　repressed　gene　in　the　myeloma

cells．

　　　Following　questions　should　arise：　1）　whether　an　individual　MOPC－104E　myeloma

cell　produces　both　LK　and　Lλ　chain　mRNA　sequences；　2）　whether　the　LK　chain

mRNA　sequence　is　translated　in　vivo　and　the　product　is　secreted　from　the　cells．

Hausman　and　Boslna　　（15）　reported　that　they　were　unable　to　detect　any　LK　chain

protein　in　IgM　secreted　by　MOPC－104E．　However，　a　varian仁　of　MOPC－104E　which

was　obtained　by　the　alternate　passage　between　1旦vitτo　culture　and　subcuta－

neous　propagation　in　mice，　produced　IgM　containing　I」κ　instead　of　Lλ　chains

and　an　altered　口　type　H　chain．　It　is　interesting　to　know　whether　the　variant二

contains　Lλ　chain　mRNA　oτ　no仁．　At　present　we　have　no　definitive　answer　to　any

of　the　above　questions．　We　are　trying　to　clone　the　MOPC－104E　ce11　1ine　and　to

study　i㎜unological　properties　of　protein　secreted　by　the　myeloma，　which　will

answer　these　questions．

ACKOWLEDGEMENT：　This　work　was　supported　by　gτants　from　Jane　Coffin　Child
Memorial　Fund　for　Medical　Research，　from　Matsunaga　Science　Foundation　and
　from　Ministry　of　Education，　Science　and　Culture　of　Japan・
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Accumulation　of　Immunoglobulin　Messenger　Ribonucleic　Acid　in

Immunized　Mouse　Spleen†

Tasuku　Honjo，＊Akira　Shimizu，　Masa－aki　Tsuda，　Shunji　Natori，

Yoshitake　Mano

Tohru　Kataoka，　Chieko　Dohmoto，　and

ABsTRAcT：We　have　measured　the　concentration　of　mRNAs

coding　fbr　immunoglobulins，κandλtype　light　chains　and　71

type　heavy　chain，inmouse　spleen　cells　activated　by　bacterial

lipopolysaccharide　or　sheep　red　blood　cells．　These　mRNAs

were　quantitated　by　hybridization　to　radioactive　DNA　com－

plementary　to　highly　purined　immunoglobulin　mRNAs　from

mouse　myelomas．　In　the　Iipopolysa㏄haride－st｛mulated　spleen

cells，　only　Iight　chain　rnRNA　accumulated，　whereas　71　type

heavy　chain　mRNA　remained　unvaried．　The田ght　chain

mRNA　concentration　a】so　increased　in　purined　bone－mar－

row－derived　lymphocytes．　The　lipopolysaccharide－induced

Iight　chain　mRNA　was　similar　to　light　chain　mRNAs　purlfied

from　myebmas．　The　accumulation　and　disappcarance　of　hght

chain　mRNA　in　bone－marrow－derived　lymphocytes　coincide

with　the　kinetlcs　of　synthesis　of　immunoglobulin　M　which　is

the　major　species．induced　by　lipopolysaccharide．　In　sheep　red

blood　cell　stimulated　spleen，the　sp㏄ific　accumulatlon　ofκtype

lightchain　and　TI　type　heavy　chain　mRNAs　parallels　imlnu－

noglobulin　G　synthesis．　These　results　seem　to　ind｛cale　thatthe

increment　of　immunoglobulin　mRNA　concentratlon　in
bone－marrow－derived　lymphocytes　is　important　f（）r　induction

ofimmuno9；obulin　synthesis．

＼
　　＼

1，。，d。，、。　eluc、d、、。、h。　m。lecu，。，　mechan、、m、。，，h，、m－

mune　response，▲t　is　essential　to㎞ow　whlcb　step（s）of　aDtibody

　　†From　Department　of　Physiological　Chemistry　and　NutriUon，　Fac山y

of　Medicine　and　Faculty　of　Pharma㏄utical　Scienccs，　University　ofTokyo，

Hongo，　Tokyo，　Japan．　Rεce∫じε∂．4ρrf125．1977：rω∫∫ε4　moημ∫crψr　re－

cε∫oε4∫ξμεmわεr1，1977．　This　investigation　was　supported　by　grant∫from

jane　Cof伽Child　Memoria｜Fund　for　Medical　Research，加m　Matsunaga
Scien㏄Foundation，　and　from　Ministry　of　Education，　Sclen㏄and　Culture

ofJapan．

synthesis　ls　stimulatcd　upon　activat沁n　of　immunocompelcnt

lymph㏄ytes．　A　vital　question　is　whether　induction　of　antibody

synthesis　is　due　to　activation　of　Igl　gene　transcription　or　of

translational　steps　of　preexisting　Ig　mRNA．　Purification　of

　　］Abbreviations　used　are：Ig，　immunoglobulin；亡真and　Lλchains，κand

λtypc　hght　chains；HT】chain，γ1　type　hcavy　chain；LPS，　lipopolysac－

char｛de；SRBC，　sheep　red　blood　cells；Crr，the　product　ofthecon㏄ntration

of　RNA　and　the　time　oflncubation；Tand　B　Iymph㏄ytcs、　thymus－derived

and　bone－marrow－derived　lymphocytes；poly（A），　poly（adenylic　acid）．

5764　BlocHEMIsTRY，　voL．16，　No．26，1977



IMMUNOGLOBU臼N　MRNA
Ig　L　and　H　chain　mRNAs　and　their　reverse　transcription　have

providcd桁ざhly　radioactive　DNA　complcmcntary　to　the　Ig

mRNA　for　a　nuclcic　acid　hybridization　probe　to　quantitate

mRNA（Honjo　et　aL，1974，1976a，b；Faust　et　aL，1974；

Stavnezer　et　aL，1974；Rabbitts，1974；Schechter，］975；Ono

et　at，1977a，b）．　Using　this　probe，　we　have　measured　the　Ig

mRNA　contcnt　ln　mouse　spleen　cells　which　had　been　im－

munized　with　bactcrial　LPS　or　SRBC．

　　LPS　which　is　commonly　termed　B　lymp｝おcyte　mitogen

activates　polyclonal　B　lymphocytes　tρlnduce　IgM　synthesis

in　the　absence　of　any　accessory　cells　suc衝as　T　lymphocytes　or

macrophages（Coutinho　and　M611er，1975）Jn　contrast　a
normal　antigen　hke　SRBC　requires　cooperation　of　the　acces－

sory　cells　to　induce　IgM　and　IgG　syntheses　in　B　lympho－

cytes・

　　Wc　w川report　here　that　Ig　mRNA　accumulatcs　and　dis－

appears　specif］cally　coincidentaho　Igsynthesis　in　the　LPS（or

SRBC）－stimulated　spleen．　Accumulation　of　lg　mRNA　is　due

to　the　increased　concentration　of　mRNA　in　a　B　lymphocyte

but　not　due　to　the　increased　number　of　B　lymphocytes　con－

taining　a　constant　amount　of　Ig　mRNA．

Experimental　Procedures

　　（a）ノ1η∫〃70ぴoη4∫〃2〃2朋f2α’∫on．　Six　to　7　week　old　dd／Y

strain　mice　received　intraperitoneal　injection　of　250μg／0．2

mL　LPS．　SRBC（2×108　ce‖s／0．2mL）were　injected　from　the

tail　vein．　On　days　indicated　five　mice　were　sacri6ced，　and

spleens　were　rcmoved．　Spleens　were　immediately　frozen　and

kept　at－80°C　until　RNA　extraction．　LPS　was　prepared　from

Eぷεゐεr励∫αω1∫according　to　Westphal　et　aL（1952）．SRBC

was　obtained　commercially．

　　（b）」PWραr刎∫oηq∫R／Vえ．　MOPC　41　L、　chain　mRNA　was

purified　from　myeloma　as　described　befbre（Honjo　et　aL，

1974）．MOPC　31CL．　chain　mRNA　was　a　generous　gift　of　Dr．

Ono（Ono　et　aL，1977a）．To　quantitate　mRNA　in　spleen　cells，

RNA　was　extracted　from　cytoplasmic　fraction　of　spleen　by　a

sl輌ght　modification　of　the　method　described　by　Kirby（1968）．

Spleens　were　homogenized　with　a　Potter－type　homogenizer

（9strokes）in　l　O　volumes　of　O．25　M　sucrose　containing　50　mM

Tris－HC1（pH　9．0），25　mM　Kα，5mM　Mg（CH3COO）2，05

mM　cycloheximide，　and　O．196　diethyl　pyrocarbonate．　The

homogenate　was　centrifuged　for　I　O　minat　5000g　at　O°CTo

the　supernatant　was　added　sodmm　dodecyl　sωf乞te　to　O3％．　The

mixture　was　extracted　with　an　equal　volume　of　phenol－m－

cresol　mixture（water－saturated　phenol／〃2－cresol，9：1，v／v）

containing　O．1％8－hydroxyquinoline．　Aner　centrifugation　the

aqueous　phase　was　removed　and　extraction　was　repeated　until

no　more　whltc　material　was　visibleat　the　interphase．　The　RNA

was　precipitated　with　ethano】at－200C　The　precipitated

RNA　was　dlsso茎ved　in　H20　and　stored　at－80°C．

　　（c）PrεραrαがonστZ）ノVl4．　L、　chain　cDNA　was　prepared

with　avian　mye】ob】astosis　vims　reverse　transcriptase（a　gift

from　Dr．　Leder）from　L．　chain　mRNA　purified　from　MOPC

41myeloma（Honjo　et　aL，1974）．　Lλchain　cDNA　was　pre－

pared　from　RPC　20　myeloma　mRNA（Ho可o　et　aL，1976a，b）、

Preparation　of　Hγl　chain　cDNA　from　MOPC　31CHγI　chain

mRNA　was　described　previously（Ono　et　aL，1977b）．Globin

cDNA　was　synthesized　according　to　Ross　et　al．（1973）．　The

specific　radioactivity　of　cDNAs　was　l×107　cpm／μg．　L　chain

cDNAs，　H71　chain　cDNA，　and　globin　cDNA　thus　prepared

were　approximately　490，600，　and　400　nucleotides　long，　re、

spectively，　as　measured　by　polyacrylamide　gel　electrophoresis

in　fbrmamide（Honjo　et　al．，1976a）．Most　of　the　sequences　of

the　Ig　cDNAs　employed　in　the　present　study　are　comple－

mentary　to　theconstant　region　sequences　which　are　common

to　all　the　Ig　mRNAs　ofthe　resp㏄tive　subclasses（Honjo　et　aL，

1974，】976a，b；Ono　et　aL，1977b）．Accordingly，　hybridization

to　these　cDNAs　allows　us　to　delermine　thc　total　concentration

of　the　lg　mRNAs　which　have　a　variety　ofvariab】e　reglon　se－

quences・
　　（d）（2μαη1〃α”oηq∫〃2R／V／雪∫iη5ソ）1eεη」R∫V／｛．　Increasing

amounts　of　splenic　RNA　were　hybrldized　to　respective

［3H］cDNA　in　O．6　M　NaCl　at　75°C　Hybrids　formed　were

assayed　by　SI　nuclease　digestion　as　described　before（Honjo

et　aL，1974）．　The　initial　hybridization　rate（percentage　hy－

bridized　per　Crτ）was　determined　from　the　slope　obtained　as

shown　in　Figure　1（Marbalx　et　a1．，1975；Orkin　et　aL，1975）．

Undcr　the　conditions　employed　the　amount　of　hybridizab】e

RNA　is　at　least　in　fivefbld　excess　over　that　of　hybridized

cDNA．　The　fraction　of　mRNA　in　total　RNA　is　calculated

from　the　ratio　ofthe　initial　h｝・bridization　rateofsp｝een　RNA

to　that　of　purined　mRNA，　assuming　that　the　purined　mRNA

is　lOO96　pure．　The　initial　hybridization　rates（hybrldization

percentage　per　Crτ）of　MOPC　41　mRNA（L∂，　RPC　20（Lλ），

MOPC　31CmRNA（Hγ1），and　mouse　globin　mRNA　are　l．66

×　105，1．66×　105，138×105，and　2．4×　105，　respectively，

under　the　same　conditions．　The　average　number　of　mRNA

molecules　in　a　spleen　cell　was　calculated　as　foUows：（total　RNA

content　per　cell）×（fraction　of　mRNA　in　total　RNA）×6．02

X玉023／（mo】ecular　weight　of　mRNA）．　L。　chain　mRNA，　Lλ

chain　mRNA，　Hγ1　chain　mRNA，　and　globin　mRNA（αand

βchains　comb▲ned）are　4．5×105，4．0×105，7．0×】05，　and

42×105daltons，　respect｛vely（Honjo　et　a1．，1974，1976a；Ono

et　aL，1977b）．

◎Puri拍cωion　qf　B　Lymphocytes∫ro7ηMouse　Spleen・
Spleen　ceUs　were　suspended　in　Gey’s　solution（Gey　and　G．ey，

1936）containing　O．08　M　NH4Cl　for　2　min　at　O°C　to　lyse

erythrocytes　and　erythroid　cells．　The　residualcells　were　spun

down　and　suspended　in　Eagle’s　minimal　essential　medium　to

make　l×107　spleen　cells／mL．　T　Iymphocytes　were　Iysed　by

rabbit　antiserum　directed　against　mouse　brain－associated　T

lymphocyte　antigen（a　gift　from　Dr．　Okumura　of　Chiba　Uni－

versity）and　guinea　pig　complement　by　the　meth6d　ofSato　et

al．（1976）．　B　lymphocytes　which　survived　the　anti－T－1ym－

phocyte　serum　treatment　were　spun　down，　washed　several

times　by　centrifugation，　and　frozen　at－80°C　u耐il　RNA

extraction．　Ahernatively，　B　lymphocytes　were　isolated　by

adsorption　to　nylon　woo1（Juhus　et　aL，1973）．

WDeterminαti◎n（ヅIgM一αnd　IgG－Producing　Cell　Num一

bθr．幽LPS　induces　production　of　IgM　against　a　variety　of　an－

tigens．　We　have　counted　thc　number　of　spleen　cells　which

produce　IgM　against　SRBC　as　a　measure　of　IgM　synthesls　in

spleen．　Theindirect　plaque　assay　was　Used　to　meas迎∫e　thesum

of　IgG－and　IgM－producing　cells（Sterzl　and　Riha，1965；

Dresser　and　Wortis，1965）．　Thenumber　of　IgG－producing　cells

was　determined　as　the　difference　of　the　direct　plaque　count

（lgM－producing　cells）from　the　indirect　plaque　count．　The

number　of　plaque－fbrming　cells　was　determined　according　to

Cunningham（1965）．　The　plaque　numbers　were　counted　in
R）ur　slides　which　contain　l　O5　to　l　O6　cells　fbr　each　time　point

and　the　average　numbers　were　plotted．

　　（g）α乃eアルrε仇04∫．Thermal　stabilities　of　the　hybrids

氏）rmed　between　spleen　RNA　and　cDNA　were　tested　by　Sl

nuclease　digestion　as　described　by　Honjo　et　aL（1976b）．The

size　of　RNA　was　determined　by　centrifugation　in　a　sucrose

gradient（5　to　22％）as　described　befbre（Honjo　et　al．，1974）．

RNA　was　heated　at　70°C丘）r　lOmin　andimmediately　chilled

before　centrifugation．　DNA　and　RNA　were　deter、mined　co1－

orimetrically　according　to　Schneider（1957）．

Results

（a）（≧uαntifαtion　q∫LChαm　mR凡4　Sequence　in　Spleen
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FIGURE　l：Hybridization　of　LPS－stimulated　splecn　RNA　to　L、　chain

cDNA．　Increasing　amounts　of　splenic　RNA　wcre　hybridized　to　a　constant

amount　of　Lゼchain［3HlcDNA　as　describcd　in　Experimental　Pr㏄cdures．

Each　reaction　mixture（250μL）conta｛ned　800　cpm　of　cDNA　and　was

incubatcd　foβO　min．　Fractions　of　L．　chain　mRNAwcre　ca；culated　from

s｛opes　as　describcd　in　Experimental　Pr㏄cdures　and　summarized　in　Table

I．Symbols　represenls　splecn　RNA　obtaincd　on　various　days　a「1er　LPS

injection．（A）（O）Day　O；（▲）day　1；（●）day　2；（B）（O）day　3；（▲）day

5；（●）day　7；（■）day】0．

1：；「：＼r二
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F∫GuRE2：Hybridization　k｛netics　of　sp｝een　RNA　to　L．　chain　cDNA．

RNAs　obtained　from　normal　spl㏄n　and　frorn　LPS－stimulated　spl㏄n（day

3）were　hybr；dized　to　L、　chain　cDNA．　Aliquots　were　removed　at　time

lntervals　and　hybrids　formed　were　assayed　as　described　in　Experimental

Pr㏄edures．　Spleen　RNA　used　were　the　same　batch　as　used　in　Figure　1．

（O）Normal　spleen　RNA，2．2　mg／mL；（△）35　mg／mLof　normal　spleen

RNA；（●）056　mg！mLof　LPS－stimulated　splecn　RNA；（▲）5．4　mg／mL

of　LPS一頭mulated　spleen　RNA．

R／Vメ．Cytoplasmic　RNA　was　extracted　from　mouse　spleen

at　various　time　intervals　after　LPS　inlection　and　tested　fbr　its

hybridizabnity　to［3H］cDNA　complementary　to　the　L、　chain

mRNA　purined　from　a　mouse　myeloma，　MOPC　4LOur　assay

scores　all　L、　chain　mRNA　slnce　RNA　was　hybridized　to

cDNA，78960fwhose　sequence　is　complementary　to　the　con－

stant　region　sequence（see　below）．　Figure　l　shows　the　mitial

rates　of　hybridization　obtained　from　the　plot　of　the　extent　of

hybridization　vs．　Crτ．　The　sequence　hybridizable　tg　L、　chain

cDNA　began　to　increase　2　days　after　LPS　injection，　reaching

amaximum（4．4－fbld）on　day　3．　The　hybridizable　sequence

d㏄reased　rather　quickly，　going　back　to　the　normal　levcl　by　day

7．Theresults　indicatethat　the　L、　chai田nRNA　sequence　ac－

cumulated　temporarny　in　mouse　spleen　by　LPS　injection．　The

con㏄ntration　of　L、　chain　mRNA　sequence　increased　similarly

in　total　cellular　RNA　extracted　from　LPS－treated　spleen．

や）Chαrαclerizαtion（ゾL氏Chαin　mRN、4　Sεquence　iη

50）1eeη．　Hybridization　kinetics　between　L、　chain　cDNA　and

RNA　derived　from　day　O　and　day　3　spleens　gave　Cr’1／2　values

of　26　and　6．3，　respectively，　as　shown　in　Figure　2．　Since　the

Crrl／2　valUe　is　inversely　proportional　to　the　conccntration　of

the　sequence，　the　ratio　of　the　Cr∫1／2　values　indicates　that

4」－R）1d　greater　conce爪ration　of　the　L、　chain　mRNA　sequen㏄

is　present　in　day　3　spleen　RNA　than　in　day　O　spleen　RNA，

which　is　in　good　agreement　with　the　results　measured　by　the

initial　rate　of　hybridization　as　sbown　above．　The　maximal

extent　of　hybridizat緬n　reached　64％to　67％with　RNAs　from

day　O　and　day　3　spleens．　The　cxtents　of　hybridization　likely

　　　　　　　　　　　　　　　ゆ0
　　　　　　　　　　　　　　　　　　60　　　70　　　80　　　90　　　｝OO

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　T㎝田ot囎（°C）

FIGuRE3：Thermal　stability　o「hybrids『ormcd　between　L．　chain　cDNA

and　spleen　RNA．　L．　chain　cDNA　was　hybridized　with　normal　spleen

RNA，LPS－st而ula｛ed　spleen　RNA（day　3），and　L．　chain　mRNAs　puri’

fied　from　MOPC　41　and　MOPC　31Cmyelomas　un川Crl　values　of470，
450，and　O．2，　respectivcly，　were　attained．　The　hybrids　R）rmed　were　lested

「or　lheir　thcrmal　stability　as　described　in　Experimental　Pr㏄edures．アm

valucs　R）r　hybrids　with　normal　spleen　RNA，　LPS－stimulated　sp1㏄n　RNA．

MOPC　41　mRNA，　and　MOPC　31CmRNAwere　84，86，90，　and　90°C，

rcspcctivcly。（O）Normal　spleen　RNA；（●）LPS－stimulated　splcen　RNA；

（▲）MOPC　41　mRNA；（コ）MOPC　31CmRNA．

renect　that　proportion　of　the　cDNA　complementary　to　the　Lκ

chain　constant　region　sequence（Honjo　et　aL，1974）．Hybrid－

ization　with　L、　chain　mRNAs　purified　from　myelomas，

MOPC　41（homologous）and　MOPC　31C（heterologous），
attained　the　maximal　extent　of　7396　and　6596（data　not　shown），

respectively，　indicating　that　78％of　the　hybridizable　sequence

of　the　cDNA　preparation　employed　represents　the　constant

region　sequence．　Figure　3　shows　the　thermal　stability　of　the

hybrids．　The　mehing　profiles　of　the　hybrids　were　reasonably

sharp　andアm　values　for　the　hybrids　with　normal　spleen　RN允

LPS－stimulated　spleen　RNA，　and　purified　L．　chain　mRNAS

（both　MOPC　41　and　MOPC　31CmRNAs）were　84，86，　and
90°C，respectively．　The　results　mdicate　that　most　of　the　se－

quences　in　the　spleen　RNA　hybrids　are　congruently　base
paired．　Nonetheless，　a　slight　reduction　of　the　7’m　values　R）r　the

splenic　RNAs　compared　with　those　of　the　purified　Lκcha輌n

mRNAs　could　be　due　to　partially　inaccurate　base　Dairing　in

the　variable　region　and／or　untranslated　sequences　which

constiωte　approximately　20960fthe　cDNA　sequence（Honjo

etaL，1974）．

　　When　the　RNA　fractions　from　normal　as　well　as　LPS－

stimulated　spleen　were　treated　with　RNase　or　alkali，　hybrid－

ization　with　the　L、　chain　cDNA　was　completely　abolished，

indicating　that　the　sequence　assayed　is　present　in　RNA　mol－

ecules．　Heat　denaturation　of　normal　spleen　RNA　did　not　in－

crease　the　am皿nt　of　the　sequence　hybridizable　to　Lκchain．

cDNA．　This　excludes　the　possibility　that　a　double－stranded
‘‘ precursor”RNA　exists　in　normal　spleen　and　is　converted　to

ahybridizable　fbrm　by　the　LPS　stimulation．　The　sequence

hybridizable　to　the　L、　chain　cDNA　from　both　normal　and

LPS－stimulated　spleens　sedimented　with　a　major　peak　at　13

Supon　centrifugation　in　sucrose　gradient　under　theconditions

which　abolish　nonspec市c　aggregation　of　RNA（Honjo　et．aL，．，

1974），although　some　degradatlon　of　RNA　was　inevitable．　The．

sedimentation　profile　of　myeloma　L　chain　mRNA　shows　a、

single　peak　aU　3－14S（Honjo　et　aL，1976a）．　The　Lκchain

mRNA　sequences　in　sp】enic　RNA　were　adsorbed　toρli．．

go（dT）－celMose，　suggesting　that　they　contain　poly（A）Se－1．

quences・　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　、「．㌃ン：

（C）L、Chαin　mRN／1・4ccumulαtionαnd　IgM　Synt地sls竺

Intζaperitoneal　injection　of　LPS　brings　about　a　variety　gfl

bioδhemical　as　well　as　cyto】ogical　changes　in　mouse　spleさ砕、
σ
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TABLE　I：Quantitation　of　L、　Chain　mRNA　in　LPS－Stimulated　Spleen．

Days　aner

　　LPS

lnJect】on

　　（Cellsα／

spleen）×10－8

RNA／
ce11

（P9）

RNA／
spleen

侮g）

　　　Initial

　　　rate　of

hybridizationb
　　　（mRNA／

tota】RNA）×105

　mRNA
molecules／

　　cell

　　（mRNA
molecules／

spleen）×10－10

0
1
（
∠
3
5
7
0

　
　
　
　
　
　
1

1
5
6
8
7
9
6

3
へ
∠
3
5
4
7
C
J

2．H

4．19σ
3．98

3．05

3．07

2．89

2．37

0．65

LO6
L44
L76
L45
228
1．39

3．15

3．15

9，20

14．0

4．85

2．15

3，00

L90
1．90

5．54

8，43

2．92

1．30

L81

53

105

292
340
119

50

57

1．65

2、63

10．5

19．7

5．58

3．93

3．18

　6Cell　numbcrs　were　calculalcd　f「om　DNA　con乏entsassuming　that　a　mouse　spleen　cell　contains　6　pg　DNA．りnhlal　rates　ofhybridization

w¢托expresscd　as　percentage　hybridized　pcr　Cr’which　was　calculated「rom　Figurc　1．
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GuRE　4：Effects　of　LPS両ection　on　spleen　cc】18．　IgM－producingcelI

n垣nbers　were　dctcrmined　as　described　in　Experimenla】Pr㏄edures．　The

頗mber　ofL頁chain　mRNA　molccules　per　splecn　ce11　were　dete品nined　as
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FIGuRE51　Kinet｛cs　of　lg　mRNA　accumulation　in　LPS－stimulated　spleen．

Fraction　of　each　mRNAwas　determined　by　hybridization　to　a　constant

amount　of　rcspective　cDNA　cxactly　as　described　in　Figure　l　and　Exper－

imental　Pr㏄cdures．　Data　fbr　L、　chain　mRNA　were　taken　from丁able　II、

Spleen　RNA　used　was　the　same　batch　as　used　in　Figure　l　and　Table　IL

（●）L頁chain　mRNA；（O）Lλchain　mRNA；（△）Hγ1　chain　mRNA；（■）

globin　mRNA．

（Gronowicz　and　Coutinho，1974；Takano　et　aL，1967；Fruh・

man，1966）．Consistent　wlth　prcvlous　reports　from　other　lab－

oratories（Coutinho　and　M611er，1975）that　both　DNA　and

RNA　syntheses　are　stimulatcd　by　LPS　injection，　thenumber

ofcells　per　spleen　almost　doub】ed　on　day　3　and　the　amount　of

RNA　pcr　spleen　increased　by　2．7－fold　as　shown　in　Table　L

Assuming　that　the　puri6ed　L、　chain　mRNA　is　l　OO％pure　we

can　calculate　the　average　number　of　L、　chain　mRNA　mole－

cules　present　in　a　spleen　cell　or　in　a　spleen．　On　day　3　the　frac－

tibn　of　L、　chain　mRNA，　the　average　number　of　L、　chain

mRNA　mo】ecules　per　cell，　and　the　average　number　of　L、　chain

mRNA　molecules　per　spleen　were　elevated　by　4．4－fold，6．4－

lbld，　and　l　L9イbld，　respectively．　IgM　synthesis　as　measured

by　the　number　of　plaque一旋）rming㏄lls　against　SRBC　increased

and　reached　a　maximal　level　on　day　3，　fdlowed　by　a　rapid

disappearance　by　day　7　as　shown　in　Figure　4．　It　is　clear　that

the　accumulation　of　L、　chain　mRNAparaUels　the　increase　of

IgM　synthesis．

（d）Spec萌c／1ccum山αtion　q∫L　

C｝1αm　mRN／1、　ln　ordcr　to

see　whether　the　accumulation　of　L、　chain　mRNA　is　specific

We　have　measured　the　concentration　of　several　other　mRNAs

in、LPS－stimulated　spleen．　Figure　5　shows　such　studies　on　Lλ

chain　mRNA，　Hγl　chain　mRNA　and　globin　mRNA．　The
介aCtional　content　of　Lλchain　mRNA，　as　eXpected，　increased

by　3．3－fbld　on　day　3　though　the　concentration　of　Lλchaln

mRNA　is　one　order　of　magnitude　less　than　that　of　L、　chain

mRNA．　Lλchain　mRNA　seems　to　accumulate　and　disappear

ingoOd　coincidence　with　L頁chain　mRNA．　On　the　other　Land，

t廊Concentration　of　Hγ1　chain　mRNA　remained　essentially

oonstant．　The子esults　are　consistent　with　the　reports　from　other

laboratorles　that　a　single　inj㏄tion　of　LPS　does　not　lnduce　IgG

synthesis　in　vivo（Britton　and　M6Uer，1968；Coutinho　and

TABLE　II：Accumulation　of　L．　Chain　mRNA　in　LPS－Stimulated　B

Lymphocytes．

Method　of　B－lymphocyte
　　　　　ISOlat】onα

Fraction　of　L、　chain　mRNA

　　　　　　　（×105）

Nylon　wool

anti－T－lymphocyte　serum 2
2
9
0
4
4
1

17．5

6．50

　θMethods　of　B－1ymph㏄yte　isolation　were　described　in　Experi－

mental　Procとdures．

M611er，1975）．　The　globin　mRNA　concentration　remained

constant　until　day　5．　On　day　6，　however，　a　signincant　increase

（3－fbld）of　the　mRNA　concentration　was　seen　which　was

conserved　until　day　l　O．　The　results　confirm　the　rcport　that　LPS

stimulates　the　erythropoietic　actMty　in　mouse　spleen（Fruh－

man，1966）．

〔ε）L、Chαm　m　

RNA　Co潮em　in　Pur箏ed　B　Lymphocy｛es．

We　have　measured　the　L頁chain　mRNA　concentratlon　in　B

lymphocytcs　which　were　purified　from　normal　and　LPS－

stimulated　spleen　cells　by　adsorption　to　nylon　wool　or　by　the

treatmcnt　with　rabbit　antiserum　directed　against　mouse　T

lymphocytes．　Table　II　shows　that　the　L．　chain　mRNA　con－

centration　increased　by　3．6－to　63一五）ld　ln　B　lymphocytes　de－

rived　from　LPS－stimulated　spleen．　The　L、　chain　mRNA

concentrations　in　normal　and　LPS－stimulaied　B　lymphocytes

were　comparable　to　those　in　normal　and　LPS－stimulated　spleen

cells，　respectively．　Since　about　50960f　spleen　cells　are　B　lym－

phocytes，　they　seem　to　contain　a　major　portion，　ifnot　al1，0f　Lκ

chain　mRNA　in　spleen．
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TABLE　III二Quantitation　ofL頁Chain　mRNA　in　SRBC－Stimulated　Spleen．

Days　after

　SRBC
ln」ect】on

　　（Cellsα／

spleen）×10－8

RNA／
cell

（P9）

RNA／
splecn

（mg）

　　　Initial

　　　rate　of

hybridization6
　　　（mRNA／

total　RNA）×105

　mRNA
molecules／
　　　ccll

　　（mRNA
mO】eCUles／

spleen）XIO一ハo

0
1
2
3
5
7
0

　
　
　
　
　
　
1

3
0
0
0
0
8
1

4
4
4
4
4
3
4

L58
2．05

L70
2．71

2．35

1．89

L88

0．679

0．820

0．680

1．08

0．940

0．718

0．771

．2．04

2．78

2．70

2．88

3，53

5．23

5．97

L23
L67
1．63

1．73

2．13

3．15

3．60

26
48

37
62
66
79

90

1．lI

L91
L47
2．48

2．65

2．99

3．67

　　θCell　numbers　were　calcu｝atcd　from　DNA　contents　assuming　thatamouse　cell　contalns　6　Pg　of　DNA㌦

expressed　as　percentage　hybridized　per　Crl　which　was　detcrmined　asdescribed　in　Fgure　L

In垣al　hybridization　ra〔es　were

　　　　　　　　　　　3　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　3

　　　　　　　　　ヨ
　　　　　　　　　鳶

　　　　　　　　ち

　　　　　　　　　ミ2　2　　　　　　　　　竺

　　　　　　　　　8

　　　　　　　　　言

　　　　　　　　　’§I　l
　　　　　　　　　㌻

　　　　　　　　　き

　　　　　　　　ξ

　　　　　　　　　　O　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　O
　　　　　　　　　　　　　　　O　　　2　　　4　　　　6　　　8

Dqys　σ什er　SRBC　i∩jedion

FIGuRE6：Increase　of　IgM－and　IgG－producing　cells　in　SRBC－stimulated

spleen．　Numbers　of　IgM－and　IgG－producmg　cells　were　determined　as

descr輌bed　in　Exper三mental　Pr㏄edures　aHime　intervals　indicated　after

SRBC河ection．（O）Totalηumber　ofp｝aqueイbrming　cens；（▲）number
of　lgM－producing　cells；（●）number　of　lgG－producing　cells．

（f）Ig　mRN／1ノ｝cc秘η1掘σlion輌n　SRBC－S重imuloted　Spleen．

It　is▲mportant　to　see　whether　a　normal　antigen　also　induces

a㏄umulation　of　Ig　mRNA　or　not．　We　have　used　SRBC　which

is　known　as　a　potent　antigcn、　As　shown　in　Figure　6，　SRBC

stimulates　IgM　synthesis　in　mouse　spleen　within　2－3　days　a∩er

its　injection，　followed　by　extensive　IgG　synthesis　around　day

5to　7　in　confirmation　of　the　results　reported　by　Dresser　and
　　　　　　　　　　　　　　　　　　り　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　び　　ノ

Wortis（1965）and　Sterzl　and　Riha（1965）．Table　III　shows

the　kinetics　ofthespleen　cell　number，　RNA　content，　and　the

L、chain　InRNA　concentration　in　SRBC－stimulated　sp】een．

In　contrast　to　LPS　stimulation，　SRBC　injection　did　not　in－

crease　the　number　of　spleen　cells．　Thc　RNA　content　was

slightly　elevated（1、6－fdd　per　spleen　at　most）．The　fractional

mRNA　content　rose　slightly　on　day　l　and　then　increased　sig－

nincantly　on　day　5，　reach三ng　a　2．9－fdd　higher　level　on　day　l　O．

Similar　studies　on　Lλchain　mRNA，　HTI　chain　mRNA，　and

globin　mRNA　are　shown　in　Figure　7、　Theconcentration　of　Lλ

chain　mRNA　maintained　the　original　level　until　day　7　and

increased　slighdy（1．5－fo｝d）on　day　l　O．　The　Hγ］chaln　mRNA

concentration　began　to　increase　extensively　on　day　5，reaching

a2．5－R）ld　higher　level　on　day　lO．　The　results　are　in　agreement

with　the　results　that　SRBC　injection　induces　IgG　synthesis　in

alater　stage（days　5－7）of　the　immme　response（Figure　6）．

There　was　no　increment　of　the　globin　mRNA　content
throughout　10days　after　SRBC　injection．　These　results　show

that　an　ordinary　antigen　like　SRBC　a】so　induces　the　specific

accumulation　of　Ig　mRNAs　concurrently　to　the　increase　of

IgG　synthesis．

Discussion

　　The　final　step　of　the　immune　response，　which　is　manifested

as　induction　of　Ig　synthesis　in　B　lymphocytes，　might　be　con一
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FIGuRE　7：Kinetlcs　of　Ig　mRNA　accumulatbn　in　SRBCstimulated
splcen．　Fraction　of　each　mRNA　was　determined　by　hybr；dization　to　a．

conslanl　amount　of　respective　cDNA　exactly　asdescribed　in　Flgure　l　and．

Experimcntal　Pr㏄edures，　The　same　batch　of　spleen　RNA　was　used

throughou杜he　experiments．（●）Lズchain　mRNA；（O）Lλchain　mRNA；

（▲）H71　chain　mRNA；（口）globin　mRNA．
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trolled　in　terms　ofamplincation　ofthe　Iggenes　or　in　terms　of

inducing　their　transcription　or　translation　of　the　corresponding

mRNAs．　The　genes　coding　for　L　chain　mRNA　have　been
shown　lo　be　repealed　not　more　than　five　times　ln　the　mouse

genome　regardless　ofwhethcr　the　cells　from　which　DNA　was

obta｛ned　are　actively　engagcd　in　Ig　synthcsis　or　not（Honjo　et

al．，1974，1976b；Stavnezer　ct　aL，1974；Faust　et　aL，1974）．The

results　ruleout　the　possibility　that　gene　ampiification　plays　an

essential　role　for　the　immune　response．

　　We　have　shown　accumulation　of　Ig　mRNAs　in　mouse　spleen

ce川s　as　they　djvide　and　differentiate　into　high－rate　antibody，

secretlng　lymphocytes　in　response　to　LPS　or　SRBC　injection．

Since　the　concentration　of　L、　chain　mRNA　increases　in　the

total　celMar　RNA　including　nuclear　as　well　as　cytoplasmic

RNA，　it　is　un∬kcly　that　the　accumu｝ation　of　lg　mRNA　is　a仁

tributable　to　the　increase　of　nucleocytoplasmlc　transport．　The

apparent　accumulation　of　lgmRNAs　in　spleen　could　be　also

due　to　an　increase　of　the　B－lymphocyte　population　in　a　spleen

while　each　B　lymph㏄yte　contains　the　unvaried　amo皿ts　of　Ig．l

mRNAs．　Theabove　posslbi｝lty　was　exc】uded　by　theexperimとnt，

in　wh；ch　purined　B　lymphocytes　were　shown　to　contain　an

elevated　amount　of　L、　chain　mRNA　per　ccll　upon　LPS　stlm－1’

ulation（Table　II）．　Furthermore，　the　quantitative　consideratioh・「？

makes　the　above　possibility　un1｛kely．　Shands　et　al．（1973）have

reported　that　about　50％of　spleen　cells　are　activated　by　LPc．l

stimulation．　Since　approximately　50960f　spleen　cells　are　l

lymphocytes　in　normal　spleen（Raff　et　aL，1971；Storb　eta：Lジ

1976），LPS　secms　to　stimulate　a　majority　of　B　lymphoCytes

ln　spleen．　Therefbre，　the　en】argement　of　the　B－】ymphρcyte．．

population　within　a　sp】een　cannot　increase　the　average　Ig：．

mRNA　content　per　spleen　cell　more　than　twice　as　much　aS　the．／
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　’　　　　　　　　1
normal　leve1．

　　Since　the　time　course　of　the　accumulation　and　disappとar．馳
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ance　of　the　L　chain　mRNA　agrees　with　kinetics　of　lgM　syn－

thesis，　the　number　of　mRNA　molecules　present　seems　to　be

closely　related　with　the　Ig　synthetic　capacity　of　lymphocytes．

Thls　implies　that　regulation　involvlng　the　translational　act三一

vation　orareserve　populat｛on　of　L　chain　mRNA　dρes　not　s㏄m

to　play　a　major　role　in　induction　of　Ig　synthesis．λlthough　our

data　do　not　allow　us　to　conclude　whether　the　accumulation　of

Lchain　mRNA　is　attributable　to　the　inc耗ase　of　the　lg　gene

transcription　or　to　the　reduction　of　mRNA　degradation，　pre－

liminary　sωdies　which　have　been　undertaken　in　in　vitro　cuL

tured　spleen　cells　show　tha杜ranscription　of　the　L、　chain　gene

is　enhanced　by　LPS　stimulation（Tsuda，　Natori，　and　Honjo，

rnanuscript　in　preparation）．

　．、・his　apparent　that　there　are　quantitative　as　well　as　quali－

tiative　similaritles　between　Lκchain　mRNAfrom　spleen　and

血oπ】mouse　mye｜omas．　Both　mRNAs　have　poly（A）sequences

and　a　similar　size．　The　extent　ofhybridizatlon　ofsplenic　RNA

to　MOPC　41cDNA　is　similar　to　that　of　heterologous　L．　chain

mRNA　purined　from　MOPC　31Cmyeloma．　The　hybrids　with

splenic　mRNA　have　theτm　values　slightly　lower　than　mye－

loma　mRNA　hybrids．　The　difference　of　theτm　values（4　to

6°C）corresponds　to　a　maximum　of　4　to　696　mismatching

（Britten　et　aL，1974），　It　is　plausible　that　partially　mismatched

hybrids　are　lbrmed　between　MOPC　41　cDNA　and　splenic

mRNA，　which　ls　a　mixture　of　hundreds　of　L、　chain　mRNA

species，　each　containing　different　variable　region　sequences．

In侮ct，　the　extent　ofhybrid｛zation　ofsplenic　mRNA　is　similar

to，　nonethelcss，　usually　slightly　higher　than　that　of　the　het－

erologous　L、　chain　mRNA．　The　decreased　thermal　stability

of．the　hybrids　could　be　ascribed　to　several　other　factors　such

aS　length　of　hybridizing　RNA　and／or　presence　of　L　chain－like

RNA　of　unknown　function．　Storb　et　al．（1976）reported　that

the　L頁chain　cDNA　hybrid　with　spleen　RNA　melts　10．7°C

bdow　the　Tm　va｝ue　of　the　hybrid　with　homo】ogous　mRNA．

　　The　kinetlcs　of　Ig　mRNA　accumulation　agree　with　those

immunological　observatlons　which　have　been　known　to　be　in－

duced　by　LPS　or　SRBC　injection．　LPS　injection　induces　ac－

cumulation　of　L　chain　mRNA　but　not　of　Hγ1　chain　mRNA，

correspondlng　to　stlmulation　of　lgM　synthesis　but　not　of　IgG

synthesis．　SRBC｛nduced　accumulation　of　L　chain　mRNA　and

Hγ1chain　mRNA　coincides　with　IgG　synthesis．　It　was　rather

unexpected　that　SRBC　injection　did　not　increase　L　chain

mRNAs　significantly　at　an　early　stage（days　2－3）when　spl㏄n

㏄11s　produce　IgM．　This　is　probably　due　to　the　fact　that　SRBC

lnjection　induces　much　smaller　quantities　of　IgM　synthesis

than　does　LPS　injection．　The　increase　of　the　globin　mRNA

level　coincides　with　the　report　that　LPS　injection　stimulates

erythropoies輌s　in　a　weεk　or　so　in　mouse　spleen（Fruhman，

1966）．Our　preliminary　data　show　that　LPS　d㏄s　not　stimulate

the　erythropoietic　activity　in　cultured　spleen　cells（Tsuda，

Natori，　and　Ho可o，　manuscript　in　preparation），suggesting　that

LPS－induced　erythropoiesis　in　spleen　is　a　secondary　effect　of

the　bacterial　endotoxin．

　日nvestigators　from　another　laboratory　reported　the　quan－

titation　of　lg　H　chain　mRNA　in　LPS－stimulated　mouse　spleen

cells　cultured　in　vitro（Stevens　et　aL，1975）．The　assay　method

employed　R）r　mRNA　measurement，　however，　was　shown　to

be　difn四1t　to　reproduce（Stevens　and　Williamson，1975）．

　　1’
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PUR工F工CATION　AND　SO｝｛E　PROPERT工ES　OF　BOV工NE　PINEAL
　　　　　　　　　　TRYPTOPHAN　5－MONOOXYGENASE．

Toshihiro　Nukiva★，　Chlharu　Tohyama★★，　Chieko
　　　　　　　Tohτu　Iくataoka　and　Araヒa　工chiyama★★★

Okita，

Departtnent　of　Physiological　Chemisヒry
　　　　　Faculty　of．Med工cine，　Universit二y

　　　　　　　　Hongo，　Bunkyo－ku，　Tokyo　113，

and　Nut二rition

of　Tokyo
Japan

Recei▽ed　Auqus七　20，1974

SUMMARY　：　Tryptophan　5－monooXygenase　was　purified　approx工mately　1，000－fold　from
the　bovine　pineal　gland．　　The　purified　enzyme　cat二alyzed　the　hydroxylations　of
both　L－trypしophan　and　L－phenyla工anine　at　a　comparable　rate．　　Evidence　was　pre－

sented　suggesしing　that二　t二he　hydroxylaヒions　of　both　amino　ac：Lds　were　catalyzed　by

the　single　enzyme．　　The　apparen仁　Km　values　for　L－tryp七〇phan　and　for　I．－pheny1－

alanine　vere　approxima亡ely　16　and　32　pN，　respecヒive！y，　when　ヒetrahydrobiopterin
was　used　as　a　cofactor．　　The　apparent　molecular　weight　of　the　enzylne　was　esti一
皿ated　to　be　approximately　30，000　by　gel　filt二rat二ion　on　columns　of　Sephadex　G－75

and　G－100　and　by　ult：racenヒrifugation　in　sucrose　densiヒy　gradients．　　These　prop－

erties　of　bovine　pineal　tryptophan　5－monooxygenase　were　dist：inguishable　from
those　of　rat　liver　phenylalanine　hydroxylase，　another　enzyme　which　had　been
shown　to　ca亡alyze　the　hydroxylat二：Lons　of　bo仁h　L－tryptophan　and　L－phenylalanine．

　　　　Tryptophan　5－monooxygenase　（E．C．1．99．1．4）

t・ypt・phan　t・L－5HTP＋，　th。　i。iti。1。ea、ti。。　i。

the　brain　and　of　melatonin’in　the　pineal　gland．

catalyzes　the　hydroxylation　of　L一

the　biosynthesis　of　serot二〇nin　in

The　enzyme　activ土ty　has　been

detect二ed　in　various　cel1－free　preparations　from　these　organs　（1－7）　buヒ　ヒhe　en一

zyme　has　not　been　exヒensively　purified　mainly　due　to　low　activity　in　tissue

extracts　and　poor　yields　upon　aヒtelnpt二s　at　purification．

In　a　previous　report　from　this　laboratory　（6），　tryptophan　5－monooxygenase

of　the　bovine　pinea］．　gland　was　sho㎜　to　exlst　largely　as　an　inactive　form　in

　　
ロ

tlssue　extracts． Preincubation　of　the　inact二ive　enzyme　under　anaerobic　condi一

t二ions　in　t二he　presence　of　DTT　result二ed　in　an　approxlmately　100－fold　activation．

During　the　course　of　this　study，　we　have　observed　亡hat　the　inactive　form　of　the

★★

★★★
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enzyme　was　much　more　stable　than　the　activaヒed　enzyme．　　工n　the　present　study，

therefore，　tryptophan　5－monooxygenase　was　purif工ed　as　亡he　inactive　form　abou亡

1，000－fold　frotn　the　bovine　pineal　gland．　　The　enzyme　activity　was　determined

each　time　afte士the　enzy孤e　was　activated．　This　co㎜unication　describes　the

procedure　foτ　the　purification　and　some　properties　of　the　purified　enzyme．

HATERIAI．S　AND　METHODS

　　　　　Bovine　pineal　glands　were　obtained　at　a　slaughterhouse　and　stored　frozen

。t－80・・nti1。、e．レt。ypt。ph。。－1－14C。。d　L．ty。。、i。e－1－14C（N。w　E。g1。nd

Nuclear），　L－phenylalanine－4－T　（Radiochemical　Centre），　DMPH4，　6MPH4　and　DTT

（Calb工ochem），hydτoxylapatite　（Clarkson），P－cellulose　and　DEAE－cellulose

（Bro㎜），　Sephadex　G－75，　G－100　and　G－200　and　C｝トSephadex　C－50　（Pharmacia）　were

purchased　from　the　sources　indicated　in　parentheses．　　Biopterin　was　kindly

donated　by　Drs．　H．　Hasegawa，　T．　Fukushima　and　M．　Akino，　Tokyo　Metropolitan

U。i・，・sity　and。educed　t。　th。　t。t。曲yd．。　f。。m　by。m。difi。ati。。1。f　th・m。th。d

of　Bobst　and　Viscontin工　（8）．　　Sheep　liver　d土hydropteridine　reductase　was　pur1－

fie（i　according　to　the　method　of　Kaufman　and　Levenberg　（9）　up　to　the　step　of　the

calclum　phosphate　gel　treattnent．

　　　　　The　activat工on　and　the　assay　of　tryptophan　5－tnonooxygenase　vere　performed

as　described　previously　（6），　except　t二hat　the　activation　was　carrled　ou仁　at　30°

for　30　m工n　unless　otherw土se　stated．　　Tyrosine　and　phenylalanine　monooxygenase

activities　weτe　determ工ned　under　the　same　conditions　as　those　for　the　assay　of
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　14

tryptophan　5－monooxygenase，　except　that　L－tryptophan－1－　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Cwas　τeplaced　by　200

pM　L－ty…i・e－1ユ4C・・200｝剖L－ph・・y1・1anine－4－T，・especti・・1y，　and　th・

tyrosine　monoo）Cygenase　reaction　was　carried　out　for　15　1nin．　　Tritiuln　released

from　L－phenyla工an工ne－4－T　as　THO　or　migrated　to　the　adj　acent　position　of　the

benzene　ring　was　determined　by　a　s1工ght　tnodification　of　the　tnethod　of　Guroff
。。d’ 沁・amdwit・（10）．　L－D・pa－14C　f・rm・d　f・・m　L－ty．。，ine－1－14C　w・・1・・1・t・d　by

an　alumina　column　accord工ng　to　the　method　of　Nagatsu皇三旦．（11）　and　counted．

When　the　enzytne　prepaτation　contained　L－tryptophan，　the　enzytne　was　dialyzed

aga工nst　5　mM　K－phosphate　（pH　7．0）　containing　5％　glycero1，　3％　ethanol　and　20　mM

（NH4）2SO4　before　the　assay・　　The　Sucrose　densi仁y　gradient　ultracentrifugation

and　the　gel　f：Lltピat土on　on　calibrated　colu㎜s　of　Sephadex　G－75　0r　G－100　were

carried　out　according　to　the　method　of　Maτt工n　and　Ames　（12）　and　of　Andrews　（13）

or　Slegel　and　Monty　（14），　respectively．　　Protein　was　determined　by　the　Inethod

of　Lowry旦旦1．（15）　with　BSA　as　standard．

1．　　The　authe，rs　are　grateful　to　Drs．　H．　Hasegawa，　T．　Fukushima　and　M．　Akino，

　　　　Tokyo　Metropolitan　University，　for　mak工ng　available　their　unpublished
　　　modified　method　foτ　εhe　reduct工on　of　blopterin．
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RESULTS　AND　D工SCUSS10N

　　Purificat二ion　－一一　All　Pτocedures　for　the　purification　of　tエypヒophan　5一匝onooxy－

genase　were　carried　out　aヒ　4°．　　The　ex仁raction　of　ヒhe　enzyme　fτom　bovine　pinea1
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　、

91ands，　亡he　a㎜onium　sulfate　fractionation　and　the　chromatography　on　a　hydroxy1’

apatite　column　were　carried　out　as　already　described　（6）．　　A11．buffers　used　for

the　subsequent　purification　pτoQedures　contained　5％　glycero1，　3％　ethano1，　20　π）M

（NH4）2SO4　and　O・1　11iM　L－tryptophan　unless　otherwise　stated・

　　　　　The　concentrated　hydroxylapatite　fraction　（6）　obtained　froln　400　g　of　bovine

pineal　glands　va8　applied　on　a　column　of　P－cellulose　（3．2　x　24　cm）　whlch　had

been　equilibτated　with　5・mM　K－phosphate　（pH　7．0）　and　ヒhe　enzyme　was　e二Luted　by　a

linear　gradient　between　1．2　1　eaCh　of　5　mM　and　300　mM　K－phosphate　（pH　7．0）．　　The

active　fractions　（1－1．4　1）　were　Combined，　concentτated　to　50　ml　by　ultrafiltra－

、・i。。a。d　di。1yzed。g。i。、t　5㎜K．ph。。ph。・。（pH　7．3）2．加、　di。1y、。d。n、y＿。，

then　applied　on　a　DEAE－cellulose　colu㎜　　（2　x　36　cm）　which　had　been　equ工librated

with　5　ぱ［K－phosphate　（pH　7．3）．　　Afteて　the　colum　was　vashed　with　150　！nl　of　the

salne　buffer，　a　linear　g：adient　elution　was　carτied　out　between　500　ml　each　of

5　mM　and　50　mH　K－phosphate　（pH　7．3）．　　Fraction8　（12　πLI　each）　were　collected　at

a　flow　raヒe　of　60　ml　per　hour．　　The　enzyme　was　eluted　工nto　2　peaks；　a　small　peak

in　tubes　No．9－20　was　followed　by　a　maln　actlvity　peak　in　tubes　No．30－55．　　The

second　active　fractions　weτe　coπ∬）ined　and　made　80％　saturated　w工亡h　respect　to

（NH4）2SO4・　　The　precipiヒate　vas　collected　by　centrifugation　and　dissolved　in　a

small　amount　of　20　mM　K－phosphaCe　（pH　7．0）．　　The　enzyme　solution　was　then　ap－

plied　on　a　colu㎜　of　Sephadex　G－200　（2　x　81　cm）　which　had　been　equ工1ibτated　with

20　mM　K－phosphate　（pH　7．0）．　　Elu亡ion　was　carried　out　to　the　ascending　diてection
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ぽ

at　a　flow　rate　of　10　ml　per　hour　and　2　1n1－fractions　were　collected．　　Ac仁ive

fractions　（tubes　No．76－88）　were　combined　and　concen亡τated　to　about　5　！nl　with　the

aid　of　a　collodion　bag．　　A　su㎜ary　of　the　purificatlon　is　g工ven　in　Table　1．　　The

overall　purification　achieved　was　about　1，000－fold　with　a　yield　of　3％．

　　堕2£the皇肥一一一刊r・ugh。ut　the　purificati。n　pr。ceduτe　pheny1－

alanine　monooxygenase　activity　remained　associated　with　tryptophan　5－monooxy－

genase．　　Furchermore，　when　the　purified　enzyme　was　subコected　to　Sephadex　G－100

colu㎜　chromatography，　boヒh　enzyme　activltles　were　eluted　工n　the　same　single
　　　　　　　■

symmetrical　peak　and　upoロ　sucrose　density　gradient　ultτacent二r工fugat工on　亡hey

Inoved　down　ヒo　an　identical　position．　　As　shown　in　Flg．　1，　boヒh　enzyπ1e　aとtlvitie8

increased　approxilnately　100－fold　on　t二he　anaerobic　pτeincubat：工on　in　the　pτesence

of　DTT　and　the　仁i皿e　couエse　of　the　activation　was　工n　parallel　with　each　ot二her

both　in　the　presence　and　absence　of　Fe2＋．　　When　the　enzytne　was　subゴected　亡o　亡he

2．　　5　mM　K－phosphate　（pH　7．3）　used　in　the　DEAE－cellulose　column　chτoma亡ogピaphy
　　　　con仁ained　no　（NH4）2SO4・
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Table　1．　　Purification　of　tτyptophan　5－monooxygenase．

　　　En　zyme

prepaピadons
Volume

Enzyme
activlty

Yield Pτotein

　　J

Specific
acヒivit：y

一
HOmogenaヒe

Digiヒonin　Sup．

㎞．　sulfate
　　（25－57％）

Hydroxylapatiヒe

P－Cellulose

DEAE－Cellulose

Sephadex　G－200

（m1）

1，300

1．820

270

125

46．5

　　5．3

　　4．6

（岨its）★

11，040

9，397

7，171

3，548

2，521

　　748．5

　　400．2

（％）

100

85

65

32

23

6．8

3．6

（皿9）

50，700

24，600

5，990

1，100

　　393

　　　33．8

　　　　1．7

（uni仁S！mg）

0．22

0．38

1．20

　　3．23

　　6．42

22．14

235．40

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　一

★　　One　unit　of　enzyme　activity　was　defined　as　the　alnount　which　catalyzed　　・

　　　the　hydroxylation　of　l　nmole　of　L－tryptophan　per　min　under　the

　　　standard　assay　cond工tions．

heat　treatment　at　vaτious　tetnperatuてes　（45－65°）　for　2　min　oτ　at　53°　for　various

periods　of　time　（1－10　min），　both　monooxygenase　activiヒies　decreased　to　nearly

the　same　extent．　　In　good　agreelnent　vith　Loverlberg」主旦1．（3），　L－phenylalanine

inhibited　ヒrypヒophan　5－monooxygenase　activity　competitively　with　てespect　to　L－

tryptophan　and　vice　veτsa．　　All　experimental　evidence　described　above　thus　sug－

gested　thaヒ　hydroxylationg　of　both　L－tryptophan　and　L－phenylalanine　were　cata－

1yzed　by　the　single　enzyme．　　On　the　other　hand，　the　hydroxylat二ion　of　L－tyrosine

by・p・・if1・d・n，ym。　pτ・para仁i。n3。ccu・・ed・t　1・・s　than。ne－h。・d・edth　th・v・1。・－

ity　of　the　hydroxylation　of　L－tryptophan・　　Furthermore，　L－t二yrosine　lnhibited

tryptophan　and　phenylalanine　monooxygenase　acじivities　appreciably　only　at　a　high

concentration　with　an　approximate　Ki　value　of　500　to　600　｝1M，　suggesting　that　L－

ty・。・i・・i・am。。h　p。。。e。、。b。t・at・・f　thi・en・ym・，　if・t・114．

　　　　　The　apParent　Km　values　of　the　enzyme　for　L一仁ryptophan　and　for　L－pheny1一

3．

4．

The　enzyme　preparaヒion　vas　purified　with　the　following　modifications　of　the
procedure：　1．　The　DEAE－cellulose　step　vas　omitted，　2．　P－Cellulose　and
Sephade】《　G－200　were　replaced　by　CM－Sephadex　C－50　and　Sephadex　G－100，　re－

spectively．　　The　specific　activity　of　this　preparation　was　140　and　310
nmoles　of　trypt二〇phan　and　phenylalanine　hydτoxylated，　respectively，　per　min
per　mg　of　protein．

The　trace　acヒivity　of　tyrosine　hydroxylase　in　the　purified　prepara6ion　∨as
first　detected　by　Dr．　S．　Nagaヒsu，　Aichi　Gakuin　University．　　The　auchers　are

gτateful　for　his　help．　　The　possib工1ity　has　not　been　excluded　that　the

tyrosine　hydroxylase　act工vi仁y　was　due　to　the　contam土nation　of　other　enzyme．
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　　　Fig．　1、　　Effect　of　preincubation　on　tτyptophan　and　phenylalanine　monooxy－

1謬。愁’：｝e：i，h三e，：菱♀ln㌫a：1°：。；鴇：、e；：茎m：．w；：、：二篇dp：：：、㌶゜（；；．

At　various　time　intervals　an　aliquot　（50　p1）　of　the　preincubated　enzyme　was
retnoved　and　assayed　foτ　tryptophan　（●　and　o）　and　phenylalanine　（x　and　＋）　mono－

oxygenase　activities　a8　described　under　llMethods，，．

　　　F工g．　2．　　Tryptophan　（A）　and　phenylalanlne　（B）　mooooxygenase　activities　as　a

mM），

ent
tnent
and

function　of　substrate　concentra仁ion．
crlbed　undeτ　UMethods回　with　the
ded。uヒf。r　l　min　iostead。f　3　min，
mixture　was　reduced　to　1．67　mM　and
亡ase　and　O．1　mM　NADPH　we丈e　included，
1－14C（A）。r　L－phenylalanhe－4－T（B）

　　　　　6MPH4　（十，　0．36　！ロM）　or　BpH4　（●，

㎞values
　were
32pM

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　0．77

　　　　for　L－tryptophan　and　L－phenylalaniτ1e

14and　70　pM（c。fact。・・D晒4），
（cofactor：　BpH4），　respectively．

　　　　　　En2yme　ac亡iviヒies　weτe　deteτmined　as　des－

following　tnodifications；　1．　Reactions　were　caτ一
　　　　　2．　The　concentration　of　DTT　工n　the　react土on

　　　an　excess　amount　of　dihydropter工d工ne　reduc－
　　　　　3．　Various　concentrat工ons　of　L－tryptophan－
　　　　were　used　as　subs仁rate，　4．　DMPH4　（o，　0．89

　　　　　　　　　mM）was　used　as　a　c。fact。r．　The　apPar－

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　estlmated　fζom　this　experi－

　　　　　　　　　　11　and　37　μ【　（cofactor：　6HPH4）　and　16

alanine　were　appτoximately　16　and　32　｝迫｛g　てespectively，　when　O．77　1nM　BpH4　was

used　as　a　cofaCtor　（Fig．　2）．　　The　K珊　for　tryptophan　did　not　change　significantly

wiヒh　the　structure　of　the　pterin　cofactoピ　used’but　the　value　for　phenylalanine

increased　to　approximately　70　｝1M　when　BpH4　was　replaced　by　D｝便H4．　　The　Vrnax　of

phenylalanine　hydroxylation　was　2－　to　3－fold　higher　than　that　of　trypヒophan

hydτoxylation．　　The　apparent　tnolecular　weight　and　the　Stokes　ピadius　of　the　en－

zylne　weτe　estimaヒed　ヒo　l）e　approximat≡ely　30，000　and　25　A，　respectively，　by　gel

f工1tration　on　ca二Librated　colu㎜s　of　Sephadex　G－75　and　G－100　and　by　u二Ltra－

centrifugation　in　sucrose　density　gradien亡s　（F工g．　3）◆

　　　　　Rac　1土veτ　phenylalanine　hydroxylase　（E．C．工．14．3．1）　has　been　shown　to　cata－

1yze　tryptophan　hydroxylat工on　as　ve11　（16）　and　the　tピypヒophan　5一πゆnooxygenase

act二iv工ty　of　that　enzyme　was　shown　ヒo　be　sti！nulated　by　lysolecithin　（17）．　　How－

ever，　the　㎞　value　foτ　L－tryp　tophan　and　the　Vmax　of　仁he　tτyptophan　hydroxylaヒ10n

of　rat　liver　phenylalanine　hydroxylase　were　shown　to　be　l　mM　and　O．1％　of　thaヒ

。f　phenylalanine　hydroxylation，τespectエvely，　even　in　the　presence　of　lys。－

1ecithin　（17）．　　The　molecular　weights　for　the　ヒwo　major　foτms　of　phenylalanlne

hydroxylase　have　been　reporヒed　to　be　110，000　and　210，000　（18）．　　工n　a　prelimin－

ary　experiment，　phenylalanine　hydroxylase　was　purified　from　the　rat　llver　ac－

cording　to　the　method　of　Kaufman　and　Fisher　（18）　up　to　the　step　of　second　am一
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　　　Fig．　3．　　Gel　fi工tration　on　a　Sephadex　G⊆75　column　（A）　and　sucrose　density

gτadient　ultracentrifugation　（B）　of　trypt二〇phan　5－monooxygenase．　　Analytical　gel
chromatography　was　carr工ed　ou仁　on　a　calibrated　colu㎜　（3．5　x　85　cm）　of　Sephadex
G－75　equi1：Lbrated　vith　5　mM　I（－phosphate　（pH　7．0）　containihg　5％　glycero1，　3％

ethano1・　20　mM　（NH4）2SO4　and　O・1　血M　L－tryptophan・　　Six　ml－fractions　were　co1－
1ec亡ed　a亡．4°　aヒ　a　flow　rate　of　12　ml　per　hour．　　Pτoteins　駆ith　the　following

molecular　weigh亡s　and　Stokes　radii　weτe　employed　as　standards：　BSA　（Fraction　V），
68，000，　36．4　A；horse　radish　peroxidase　（POX），　44，000，　31．4　A；beef　pancreatic
◎（－chymotrypsinogen　（α一Chy），　23，500，　22．6　A；　and　horse　heart　cytochrome　C　（Cyt　C），

13，400，　16．5　A．　　The　u1亡racentrifugation　vas　carried　out　at　4°　and　40，000　rpm

for　42　hours　in　a　sucrose　gradient二　（5　to　16％）　conta工ning　50　mM　K－phosphate　（pH

7・0），　5％　91ycero1・　3％　ethano1，．20　mM　（NH4）2SO4　and　O・1血M　L－tryptophan・　　After

cent二rifugation　44　fτactions　（120　｝」］．　each）　were　collected　from　the　bot二tom　of　the

tube．　　Standaτd　pてoteins　used　were　rabblt　skeletal　muscle　lactate　dehydrogenase
（1．DH，　S20，w＝　7．0－7．3），hoτse　liver　alcohol　dehydrogenase　（ADH，　S20，w注　4．82），

horse　radish　peroxidase　（POX，　S20，w＝　3．85），beef　pancreatic　o（－chymotrypsinogen
¢（－Chy，　S20，w　＝　2．58）　and　horse　heart　cytochrome　C　（Cyt　C，　S20，w　＝　1．9－2．1）、

The　arrows　indicate　the　peak　of　tryp亡ophan　5－monooxygenase　activity．　　The
dotted　arrow　represents　the　presence　of　s　smaller　peak　or　a　shoulder　of　the
enzyπ1e　activi亡y．

monium　sulfate　fractionation　and　this　enzyme　was　shown　to　be　activated　only　less

than　2－fold　on　the　anaerobic　preincubation　in　the　presence　of　DTT　and　Fe2＋．

6－F工uorotryptophan　at　l　mM　was　found，　in　t二he　present　study・　to　produce　greater

than　90％　inhibition　of　bovine　pineal　tryptophan　5－monooxygenase　whereas　the　in－

hibit二〇ry　effect　on　rat　liver　phenylalanine　hydroxylase　has　been　repor亡ed　亡o　be

no　more　than　5％　（19）．　　The　experimental　evidence　thus　indicated　that　bovine

pineal　tryptophan　5－monooxygenase　and　rat　live℃　phenylalanine　hydroxylase　are

distingu工shable　by　a　number　of　criteria．　　The　high　ac亡ivity　of　the　pineal　enzyme

for　tryptophan　may　sugges仁　that　the　hydroxylation　of　tryptophan　in　the　pinea1

91and　is　an　itnportant　function　of　this　enzyme．
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ABSTRACT　　We　have　assessed　the　number　of　times　tbe　gene

sequence　encoding　constant　regions　of　mouse　immunoglobulin
heavy　chainsγ1，72a，　andγ3　are　repre5ented　in　the　mouse　ge－

nome　by　hybridization　kinetic　analysis．　All　three　genes　are

present　at　one　copy　eacb　per　baploid　genome　in　normahissues

and　myelomas　producing　IgM　or　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　IgC3JgCl・producing　mye・

10mas，　however，　contain　l　copy　each　o臼heγ1　andγ2al　genes

．and　O．5　copy　ohheγ3　gene　per　baploid　genome．19C2b－pr《チ

ducing　myelomas　contain　l　copy　of也eγ2a　gene　and　O．5　copy

each　of　the　71　andγ3　genes　per　haploid　genome．　IgC2a－pro・

ducing　myelomas　contain　l　copy　ohheγ2a　gene　and　O．5　copy

each　oftheγ1　andγ3　genes　per　haploid　genome．　In　myelomas

！欝蕊鞭雛竃竃竃耀c；≡l
constant　region　genes　accompanies　the　recombination　of　a
variable　region　gene　to　a　constant　region　gene．（∫∫）The　poHion

of　the　chromosome出at　resides　between　two　joining　sequences
is　excised　out　o臼he　ch江omosome．（瑚The　recombination　occurs
on　one　of　tbe　alleles．　Based　on　this　model　we　also　propose　tbat

heavy　chain　genes　are　arranged　on　one　chromosome　in出e　fol・

10wing　order；variable　region　genes，　unknown　spacer　sequence，
μ，73，γ1，72b，γ2a，　andα．　　　　　　　　　．　　　　　　，．．．ノ

　The　genetic　control　of　immunoglobulin　synthesiS　has　been　a

　puzzle　to　mol㏄ular　biologists　as　well　as　to　immunologists．　The

　organization　of　immunoglobulin　genes　is　a　key　to　those　unre－

solved　problems　unique　to　immunology，　such　as　the　two

　gene－one　polypeptide　theory，　allelic　exclusion，　and　the　origin

　of　antibody　diversity．

　　　There　are　at　least　seven　classes　and　subclasses　of　immuno－

globulins　in　the　mouse－lgM，　IgD，　IgG1，　IgG2a，　IgG2b，　IgG3，

　and　IgA－which　differ　hom　each　other　in　the　amino　acid　se－

　quences　of　the　constant　regions（C）of　the　heavy（H）chains．

　qenetic　studies　have’shown　that　the　H　chain　C　genes　of　the

　mouse　are　clustered　to　such　a　narrow　segment　of　one　chromo－

　some　that　there　have　been　no　recombinants　found　among　2069

　progenies　derived　from　two　crosses（1，2）．　These　CH　genes　share

afamily　of　variable　region（V）genes（3－5）that　resides　on　the

same　chrornosome　and　is　separated　from　the　CH　genes　by皿．

　known　spacer　sequences（6）．

　　　Dreyer　and　Bennett（7）have　proposed　that　V　and　C　are　en－

　coded　by　two　separate　genes　which　eventually　loin　to　form　a

　亘ngle　gene．　Extensive　kinetic　studies　using　probes　de亘ved　from

　purified　light（L）chain　mRNA　have　produced　general　agree－

，ment　in　favor　of　the　V－C　recombination　hypothesis（8－16）．

　　　In　contrast，　there　have　been　few　rep・rts・f　m・lecular　studies

　on　organization　of　H　chain　genes（17，18）．　This　is　mainly　be－

　cause　purification　of　H　chain　m．RNA　is　much　more　difficult

　than　that　of　L　chain　mRNA．　Recently　we　have　succeeded　in

purifying　H　chain　mRNA　from　mouse　myelomas　of　several

subclasses　by　immunoprecipitation　of　polysomes（19）．　Using

these　probes　we　have　measured　the　number　of　H　chain　gene

sequences　and　shown　deletion　of　H　chain　c　genes　in　mouse

myelomas　that　produce　immunoglobuhns　of　specific　classes．

Based　on　these　results　we　will　propose　an　allelic　deletion　model

for　the　mechanism　of　VH－CH　recombination．　The　H　chain　c

genes　are　proposed　to　be　aligned　on　one　chrρmosome　in　the

order　VH，　spacer，μ，γ3，γ1，γ2b，γ2a，　andα．

　　　　　　　　　　MATERIALS　AND　METHODS

Myeloma　tumor　lines　used　in　the　present　study　were　kindly

supplied　by　M．　Po廿er（National　Institutes　of　Health），　T」（ish－

imoto（Osaka　University），　M，　Kawakami（Kitazato　University），

and　S．　Migita（Kanazawa　University）．　Myeloma　tumors　were

propagated　and　harvested　as　described（9）．

　　Hchain　mRNAs　were　purified　from　MOPC　31C（lgG1），1606

（lgG3），　MPC　l　l（lgG2b），　and　HOPC　1（lgG2a）myelomas　by

M．Ono　as　desCribed（19）．　The　purities　of　MOPC　31C，　HOPC

1，MPC　11，　and　J606．mRNAs　are　97％，54％，92％，　and　99％，

respectively，　as　determined　by　hybridization　kinetic　analysis

（9）．More　detaded　characterization　will　be　described　elsewhere．

Mouse　globin　andκLchain　mRNAs　were　prepared　from　mouse

reticul㏄ytes　and　MOPC　41　myeloma，　respectively，　as　described

（9）．［3H］cDNAs　complementary　to　mRNAs　encoding　globin，

κLchain，　and　H　chain　were　synthesized　and　purified　as　de－

scribed（9，20）．　H　cbain　cDNAs　derived　from　MOPC　31Cand

J606　mRNA　are　about　1500　bases　Iong；Hchain　cDNA　from

HOPC　l　mRNA　is　about　1800　bases　long．　The　specific　ra・・

dioactivities　of　gld）in，κLchain，　and　H　chain｛3H｝cDNAs　thus

prepared　were　10，10，　and　16　cpm／pg，　resp㏄tively．　DNAs　from

tumors　and　normal　tissues　were　prepared　as　described（21）．

DNA　was　digested　twice　with　RNase（100μg／m1，2hr　at　37°）

and　treated　with　alkali（0．2　M，60　min　at　37°）before　use．　DNA

was　sheared　to　800　base－pairs　long　by　sonication・

　　Hybridization　of　radioactive　probes　with　celhlar　DNA　was

performed　as　described（9，14）もxcept　that　14C－labeled　DNA

derived　from　MOPC　31C　mye】oma　cells　was　added　to　all　the

hybridization　reaction　mixtures　to　610cpm／mg．　The　concen一

廿ations　of　cellular　DNA，｛3H］cDNA，　and　Na＋were　9．4　mg／mL

350pg／ml，　and　l　M，　respectively．　The　hybrids　formed　were

assayed　by　SI　nuclease　digestion，

　　　　　　　　　　RESULTS　AND　DISCUSSION

　　Characterization　of　Probes．　H　chain　mRNAs　were　purified

from　MOPC　31C（γ1），　HoPC　l（γ2a），　MPC　l　l（γ2b），　and　J606

The　costs　of　publication　of　this　article　were　defrayed　in　part　by　the

payment　of　page　charges．　ThisLarticle　must　therefore　be　hereby　marked
4‘α鍵①¢戊sθ㎜ピ’ma㏄ordance　with　18U．　S、　C．§1734　solely　to　indicate

this　fact．

巴「漂齪蕊漂漂；ご1鵠゜蒜ご麟
mRNA；Cot　value，　product　of　concentration（mol／1iter）of　nucleotide

sequences　of　DNA　and　time（sec）of　incubation．　　　　　　　．
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　FIG、1．　Diagram　of　H　chain　mRNA　and　its　cDNA．　V，　variable

region　sequence；C，　constant　region　sequence；U，　untranslated　se－

quence；A，　poly（A），　Numbers　are　mlmbers　of　bases．

（γ3）myelomas　by　immunoprecipitation　of　polysomes（19）．　The

mRNA　preparations　obtained　ran　as　homogeneous　bands　llpon

polyacrylamide　gel　electrophoresis　in　formamide，　with　a　mo－

1㏄u】ar　weight・f　700，000（i．e，2000　bases）．

　　The　cDNA　preparations　used　for　the　present　study　were

about　l500　bases　Iong　as　determined　by　polyacrylamide　gel

d㏄trophoresis　in　formamide．　Because　we　did　not　see　any

difference　in　the　extent　of　hybridization　of　cDNA　between

homdogous　and　heterologous　H　chain　mRNAs　of　the　identical

subclass，　the　cDNA　preparations　represent　most　of　the　C　gene

sβquences　but　not　of　the　V　gene　sequences．　A　diagram　of　H

chain　mRNA　and　its　cDNA　is　shown　in　Fig．1．　Nucleotide　se－

quence　analyses　of　MOPC　31CcDNA　inserted　in　plasmids　in－

dicated　that　the　lmtranslated　sequence　of　about　500　nucleotides

is　present　at　the　3’end　of　mRNA（unpubhshed　data）．

　　Reiteration　Frequency　of　theγl　Cene．　MOPC　31C［3Hト

cDNA　was　hybridized　to　a　vast　excess　of　ceUular　DNA　derived

from　MOPC　31C　myeloma．　Reassociation　of　mouse　unique
DNA　was　followed　by　the　addition　of　a　trace　amount　of　14C

labeled　MOPC　31CDNA．　All　Cot　analyses　were　carried　out　in

s㎞ilar　double－｝abel　experiments　under　the　identical　conditions．
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　　FIG．2．　Hybrldization　kinetic　analyses　of　MOPC　3］CcDNA　with

total　cel】ular　DNA　from　MOPC　31C（lgG1）and　MOPC　511（lgA）
myelomas．　MOPC　3］C【3H】cDNA　was　hybridized　to　MOPC　31CDNA

or　MOPC　511　DNA．　In　separate　experiments，κLchain【3H］cDNA
and　globin｛3HlcDNA　were　hybridized　to　total　cellular　DNA　from

MOPC　31C　mye】oma；these　reactions　were　carried　out　as　above　except

品at　concentrations　of　glob｛n［3H】cDNA　andκchain【3H｝cDNA　were
540and　800　pg／ml，　respective］y．　Hybridization　pro61es　of　MOPC　31C

　　　　　　　　口】thlee　exPe「iments　were　superimposable．　Arrows　indicate【1℃IDM
COt1／2　points．　O，　MOPC　31C　IMCIDNA；●，　MOPC　31CcDNA　with
・MOPC　31CDNA；⑨ゾMOPC　31C　cDNA　with　MOPC　511　DNA；■，κ
chain　cDNA；▲，globin　cDNA．
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Table　1．　Reiteration　frequency　of　theγ1　gene

Origin　of　DNA

Hchain
　　claSS

produced
Copy／hap】oid

Myeloma γ1 Lκ Globin

MOPC　104E

J606

MOPC　31C
MOPC　70A
MC　101

MPC　ll
NP　2

MOPC　141

UPC　lO

RPC　5

MOPC　511
MOPC　315

MOPC　41
RPC　20

Llver

Spleen

Kidney

Thymus
Newborn　mice

μ
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a
a

9
一
2

丁
γ

α

α
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As　shown　in　Fig．2，γ1　cDNA　hybridized　with　a　Cot1／2　value

of　3500，　whereas　that　of　mouse　unique　sequences　i52700．

Comparigon　of　these　CotV2　values　yields　a　reiteration　frequency

of　O．8　copy　per　haploid　genome　for　theγ1　gene　sequence　in

MOPC　31C　DNA（22）．　We　have　tested　the　congruity　of　the

cDNA・DNA　hybrids　by　thermal　stability　to　SI　nuclease　di－

gestion（14）．　Theγ1　cDNA　hybrid　formed　with　MOPC　31C

DNA　showed　a　sharp　melting　profile　with　a　2mvalue　of　90．6°，

indicating　that　congruently　matched　duplexes　were　formed．

As　control　experiments，κLchain　cDNA　derived　from　MOPC

41mRNA　and　globin　cDNA　were　hybridized　to　the　samebatch

of　MOPC　31CDNA．　Cot1／2　vahles　for　theκchain　cDNA　and

globin　cDNA　were　2900　and　1400，　respectively，　indicating　that

theκchain　and　globin　genes　are　rePresented　O．93　and　1，9times

per　haploid　genome，　respectively，　in　agreement　with　previous

reports（＆14，21）．　S三milar　experiments　were　carried　out　with

DNA　derived　from　many　myelomas　and　normaHissues．　As
summarized　in　Table　1，　theγ1　gene　sequence　is　present　as　l

copy　per　haploid　genome　in　IgG1－，　IgM－，　and　IgG3－producing

myelOmaS　aS　well　aS　in　nOrmal　mOuSe　tiSSUeS．

　　On　the　other　hand，　when　theγ1　cDNA　was　hybridized　to

DNA　derived　from　an　IgA－producing　myeloma（MOPC　511），

tLe　hybridization　kinetics　were　quite　different　from　those　Ob－

tained　for　MOPC　31CDNA．　As　shown　in　Fig　2，　a　Cot1／2　value

of　6200　was　obtained，　compared　to　3000　for　mouse　unique　oopy

DNA（not　shown）．　The　results　yield　a　reiteration　frequency　of

O．48copy　per　haploid　genome．　The　extent　of　hybridization

reached　approximately　42％which　is　smaller　than　the　value

（65％）obtained　with　MOPC　31C　DNA．　The　possibility　that

reduction　in　the　extent　of　hybridization　is　due　to　a　partial　de－

letion　ofγ1　sequence　was　excluded　by　the　following　experi－

ments．　First，　cDNA　preparations　of　different　length（500，1000，

and　l500　bases）gave　the　identical　extent　of　hybridization．

Second，　the　extent　of　hybrldization　reached　about　65％when

the　ratio　of　DNA　to　cDNA　was　doubled．

’
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　FIG．3．　Hybridization　kinetic　ana】yses　of　J606　cDNA　with　total

cellular　DNA　from　J606　and　MOPC　70A　myelomas．　Arrows　indicate

Cot1／2　points．　O，　J606　P4qDNA；●，J606｛3H］cDNA　with　J606　DNA；

ロ，MOPC　70A｛14qDNA；■，　J606｛3HlcDNA　with　MOPC　70A
DNA．

　　In　nine　lines　of　myeloma　producing　IgC2a，　IgG2b，　IgA，　or

Bence　Jones　protein，　the　number　of　71　gene　copy　ranged　from

O．39to　O．60（Table　1）．　The　results　indicate　that　the　average

mlm正）er　of　the　71　gene　copy　is　reduced　to　O．5　copy　per　haploid

genolne　in　these　myelomas．　Our　technique　is　sensitive　enough

to　distinguish　l　copy　per　haploid　from　2　copies　per　haploid

because　the　number　of　gene　copies　encod▲ng　globin　andκchain

rema三ned　constant　regardless　of　the　reduction　in　theγ1　gene

copy．　Obviously，　the　resuks　can　be　interpreted三n　two　ways．　One

暇ibiliゆthat　chromo＆omal　abno㎜ahbes　in　the＆e　myelom纒

hapPen　to　have　decreased　the　apParent　reiteration　frequency

of　the　71　gene〈23）．　The　alternative　possibility，　which　we　prefel，

is　that　the午1　gene　is　specifically　deleted　from　one　of　the　aUe】es

in　mouse　myelomas　that　produce　immunog】obulins　of　the　de．

fined　classes（i．e．，　IgG2a，　IgC2b，　and　IgA）．

　　Reiteration　Frequency　of　theγ3　Cene．　In　order　to　test　the

possibilitles　mentioned　above，　we　assessed　the　number　of　times

the　gene　sequences　corresponding　to　the午3　cDNA　probe　are

represented　in　vari・us　myel・mas　by　hybridizati・n　kinetic

analysis．　Typical　examples　of　such　experiments　are　shown　in

Fig．3，　in　which　J60613H］cDNA　was　hybridized　to　a　vast　excess

of　cellular　DNA　derived　from　J606（lgG3）and　MoPc　70A
（lgG　1）myelomas，　respectively．　The　results　are　quite　cleaτ．　The

Cot1／2　values　for　DNAs　from　I606　and　MOPC　70A　are　2700　and

5800，respectively，　cornparedセ02700　for　unique　copy　mouse

DNA．　These　values　are　equivalent　to　reiteration　frequencies

of　1．O　and　O．46　per　haploid　genome　for　DNAs　from　J606　and

MOPC　70A，　respectively．

　　Similar　experiments　were　carried　out　with　DNAs　derived

from　l　l　other　myelomas　and　3　tissues（Table　2）．　IgM－and

IgC3－producing　myelomas，　as　well　as　normal　tissues，　contain

lcopy　of　theγ3　gene　sequence　per　baploid　genome　whereas

IgG1－，　IgG2a－，　IgG2b－，　and　IgA－producing　myelomas　contain

only　O．5　copy　per　haploid　genome．　The　maximal　extents　of

hybridization　decreased　in　collcordance　with　reduction　in　the

relteration　frequency」t　is　worth　emphasizingthat　IgG1－pr（卜

ducing　myelomas　MOPC　31C，　MOPC　70A，　and　MC　101　have

l・st　O．5　c・py・f　the　73　gene託quence　pe了トapl・id　gen・・ne．

Nevertheless，　they　retain　l　copy　bf　the　71　gene　sequence　per

haploid．　Because　bothγ1　and　T3　gene　sequences　have　been

shown　to　be　located　on　a　small　segment　of　one　c｝1romosome，　it

is　unlikely　that　the　reduction　in　the　number　of　theγ3　gene　oopy

is　attributable　to　general　chromosomal　abnormalities　in　these

myelomas．

Pωc。Nαfl．　Acσ∂．　Sd．　USA　75（1978）

Table　2．　Reiteration　frequency　of　theγ3　andγ2a　genes

Orig三n　of　DNA

Myeloma

Hchain
　　C】aSS

produced
Copy／haploid

γ3 72a

MOPC　104E

J606

FlOPC　21

MOPC　31C
MOPC　70A
MC　101

MPC　ll
NP　2

MOPC　141

UPC　10

RPC　5

HOPC　1

MOPC　511
MOPC　315

1λver

Spleen

Kidney

Newbom　mice

μ

γ3

γ3

1
1
1

丁
γ
γ

Y2b

ψb
γ2b

γ2a

γ2a

γ2a

α

α

0．85

　
2
0
8
1
00．67
0．52

0．54

0．52

0．5

0。63

9
臼
8
5
6
0
0
0．46

0、37

1．18

8只
）
Q
）0
0

0．94

0
3
2
9
1
01．13

1、36

1．2

L2

（0
05
6
0
0

0
0
1
1

　　Reiteration　Frequency　of　theγ2a　and　72b　Cenes．　Deter一幽

mination　of　the　copy　number　of　theγ2　gene　represented　in　the

mye】oma．genome　provided　further　evidence　for　the　specific

deletion　of　theγgenes　in　mouse　myelomas（Table　2）．　Ap

proximately　l　copy　of　the　72a　gene　sequence　is　present　per

haploid　genome　in　DNAs　derived　from　normal　tissues　and

mydomas　producing　IgM，　IgG3，　IgG1，IgG2b，　and　IgC2a．　Only

O．5copy　of　theγ2a　gene　is　present　per　hap】oid　genome　in　DNA

derived　from　myelo皿as　producing　IgA．
　　Prehminary　results　indlcate　that　theγ2b　gene　is　represented

once　per　haploid　genome　in　DNAs　derived　from　spleen　and

myelomas　producing　IgM，　IgG3，　IgG　1，　and　IgG2b　whereas　it

is「educed　to　approximately　O．5　copy　per　haploid　genome　in

DNAs　from　myelomas　producing　IgA．

　　Summary　ofγCeneDeletions．　Taking　alhhese　results　to－

gether，　we　are　incline（ho　conclude　that　the　reduction　in　the

number　of　theγgene　copy　in　mouse　myelomas　is　due　to　the

specific　deletion　of　the　particular　genes　from　one　of　the　alleles・

Asummary　of　our　interpretation　is　shown　in　Table　3．　Assuming

that　the　H　chain　genes　are　arranged　on　a　chromosome輌n　the

order　VH　genes，　sp竺cer　sequence，μgene，γ3　gene，γI　gene，γ2b

gene，γ2a　gene，　andαgene，　a　whole　set　of　the　resuhs　can　be

easily　explained　by　deletion　of　a　chromosomal　segment　from

one　of　the　alleles、　ApParently，セhεdeletion　starts　next　to　the　CH

9・ne　exp・essed　in　each　my・1・m・，・ug9・・ting　th・t　th・d・1・ti・n

Tab】e3．　Summary　of　deletion　of　7　genes

Copy／haploid

Origin　of　DNA γ3 γ1 γ2b γ2a

IgM　producer

IgG3　producer

IgGI　producer

IgG2b　producer

IgG2a　producer

IgA　producer

Non】ymphatic　tissues

1

1

0．5

0．5

0．5

0．5

1

1

1

1

0、5

0．5
，　　一　●r

0．5

1

1

1

1

1

0．5

0．5

1

1　　　、、

1

1．

1

1

0．5

1
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　FIG．4．　AUelic　deletion　mbdel　fbr　VH－Vc　recolnbination．　Tbe　diagram　shows　recombination　of　a　Vi　sequence　with　theγ2b　gene，　resulting　in

deletion　of　theμ，γ3，　andγ1　genes．　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　’

of出e　CH　genes　is　related　to　expression　of　the　relnaining　CH

gene・
　　Allelic　Deletion　Model．　In　order　to　put　all　these　resuhs　to．

gether，　we　propose　a　model　that　we　call　the‘‘allelic　deletion

mode1．”We　assume　that　the　specific　deletion　of　CH　gene　se－

quences　accompanies　the　V－C　gene　r㏄ombination　which　takes

pムce　only　on　one　of　the　al】eles，　as　shown　in　Fig．4Upon　loinihg

of出e　VH　and　CH　gene　seqllences　the　portion　of　the　chrOmo－

some　t｝）at　resides　between　the　two　sequences　is　excised　Out　of

the　ehromosome．　The　deletion　of　theγgenes　in　myelomas

μ・ducing　the　specific　classes・f　immun・gl（あuhn・eflects　the

rdaHve　location　of　the　class－specific　CH　genes　that　have　un－

dergone　recombination　with　a　VH　gene．　Civen　the　deletion

pmfile　shown　in　Table3，　it　is　possible　to　assllme　that　CH　genes

are　ananged　in　the　order（μ，73），71，72b，γ2a，　andαgenes．

1目salso　reasonable　to　put　theμgene　between　the　VH　sequences

紐ddleγ3　seqllence．　Otherwise，　the　73　gene　sbouldbe　deleted

㎞the　IgM－producing　myeloma．．・一　　　　　　一・．

　　We　think　that　a　given　VH　gene　recombines　succeSsively　with

different　CH　genes　during　immunodifferentiation　of　a’single

lymph㏄yte．　Inasmuch　as　CH　gene　deletion　accompanies　the

V＿Crecombination，　differentiation　pr㏄eeds　irreversibly　from

an　IgM－producer　to　an　IgG－or　IgA－producer　according　to　a

Iinear　arrangement　of　CH　genes．　We　have　no　information

c㎝ceming　the　location　of　theδgene　because　there　has　been

no　IgD－producing皿ouse　myeloma　available．　We　speculate　that

tLeδgene　is　located　between　theμgene　and　theγ3　gene　be－

c・use　theδgene　i・e・p・essed　p・i・・t・the　7　gen・・but　aft・・th・

μge恥e　during　the　course　of　differentiation（24，25）．　But　we

reserve　the　possibility　that　theδgene　is　an　exception　to　the

model．　　　　　　　　　　　　　　　　』．

　　The　proposed　order　of　CH　genes　is　compatible　with　recent

genebc　studies　using　rabbit　allotypes（26－28），　which　indjcate

t｝lat　theμgene　is　c】osest　to　the　VH　genes　and　that　theαgene　is

farthest　from　the　VH　genes．　Preud’hommeθ‘α1．（29）reported

that　MPC　ll　myeloma　cells（lgG2b　producer），　when　treated

with　mutagens，　gave　rise　to　mutant　clones　that　producedγ2a

Hchains．　This　report　is　also　in　agreement　with　the　proposed

order　of　theγ2b　andγ2a　genes．　Lieberman　and　Potter（30）

propo6ed　the　orderプ2a，72b，γ1，　andαgenes　on　the　basis　of　the

assumption　that　an　H　chain　gene　aUele　of　the　Iapanese　wild

Inouse　has　arisen　from　recombination　between　two　alleles　of

inbred　strains　BALB／c　and　C57BL／6．　Howeveτ，　different

conclusions　are　drawn　if　different　combinations　are　chosen　as

parent　alleles．

　　Concordance　of　the　Allelic　Deletion　Model　with　Immu．

nological　Phenomena．　Any　model　for　the　immuno910bulin

genes　has　to　explain　such　unique　immunological　observations

as　allelic　exclusion　and　sw“ch　of　the　immunoglobulin　class

synthesized　in　a　single　lymphocyte．　Cenetic　studies　using　al－

lotype　markers　have　shown　that　only　one　of　the　alleles　of　im－

munoglobulin　genes　is　expressed　in　activated　B　lymphocytes

（31－33）．Genetic　information　for　the　VH　and　CH　w｝1ich　are

genetically　linked　on　one　parental　chromosome　are　coordinately

expressed，　which　is　referred　to　as　cおexpression（34－36）．　Ap－

parently，　the　allelic　deletion　model　postulates　aUelic　exclusion

and（蒐s　expression　by　nature．　Tonegawaθτα1．（37）reported出at

rearrangement　ofκchain　gene5㏄curs　on　both　alleles」t　remains

to　be　seen　whether　different　mechanisrns　operate　on　the　L　and

Hgene　systems、　　　．　　　　　　　　；
　　The　switch　within　a　clone　fromμchain　synthesis　to　7　chain

synthesis　is　well　established　as　the　normal　process　by　which　B

lymph㏄ytes　begin　to　secrete　IgG，　and　this　easily　explains　the

simultaneous　presence　of　both　IgM　and　IgG　on　the　cell　surface

（38－40）．It　is　not　clear，　however，　whether　this　switch　may　in．

clude　a　period　in　which　a　sing】e　cell　simuhaneously　synthesizes

μandγchains　and，　in　particular，μandγmRNAs．　According

to也e　allelic　deletion　model　the　successive　recombination　of

aVH　gene　sequence，　first　with　aμgene　and　then　with　aツgene，

can　account　for　the　shift　of　the　immunoglobulin　class　synthe．

sized　in　a　lymphocyte．　The　switch　to　the　reverse　direction　has

not　been　found　and　is　very　difficult　to　explain　by　this　model．

In　view　of　the　relatively　long　half－life　of　immunoglobulin

proteins（96　hr）and　mRNAs（14　hr）（41，42），　we　do　not　have　to

postulate　the　concurrent　transcription　ofμandγgene　se－

quences　w曲in　a　single　lymphocyte．　A　similar　explanation　may

be　applicable　to　the　simultaneous　presence　of　IgM　and　IgD　on

the　cell　surface（43）．

　　Although　no　experimental　data　are　availaUe，　all　the　possible

mechanisms　thus　far　proposed　to　account　for　the　V＿C　recom．

bination　include（りthe　copy－insertion　model（5，44），（幻the

transl㏄ation　model（45），（磁）the　inversion　model（37），　and（《o）
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the　looping－out　excision　model（46）・None　of　the　models　except

the　l・・pi・g－・ut　e・cisi・n　m・del　can　explain・ur　resu】ts．
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Untranslated　ImmunoglobulinκLight　Chain　mRNA　in　a
producing　Mouse　Myeloma，　MOPC104E＊

λLight　Chain一

や

（Received五）r　publication，　November　8，1979）

Tohru　Kataoka，　Masao　Ono，‡Masaya　Kawakami，‡Yoji　Ikawa，§Mariko　Aida，§Yoshitake　Mano，　and

Tasuku　Honjo¶

Froπしth　

e　DεPαrtη1mt　of　phys↓olog｛cαl　Chem↓s担ツαrld　N就r面on，　Fαculty　o∫MedLcin，e，　Un｛．uers輌tンof　Toとyo，　Toたyo，‡t｝↓e

Mole（・1ルェr　B口logy　L（1borαωrツ，　SchooL　of　Medicme，照fαsαωU旭uers江y，　SΩ9ωmhαrα，（1nd§重．he　Depαrtrne既t　of　V↓rα1

On．cology，　Cαnceτhτs出ute，　Tokyo，　JαPαn

　　Fourtee且clones　were　isolated　in　culture　from　a
Inouse　myeloma，　MOPC104E．　AU　clones　hadκandλ
types　of　light　chain　mRNAs　in　approximately　equimo－
Iar　quantity　as　assayed　by　hybridization　with　specif董c

complelnentary　DNA（cDNA）．　However，　the　myeloma
produces　and　secretes　onlyλ一type　hght　chain　protein．

Bothκ一andλ一type　mRNAs　in　these　clones　were　indis－
tinguishable　fromκ一andλ一type　mRNAs　of　other　mye－
10mas　with　respect　to（α）adsorption　to　oligo－（dT）ce1－

Iulose，（6）Inolecular　size（12．6　S），　and（c）the】mal　sta－

biHty　of　the　hyb亘ds　fY）rmed　with　corresponding　cDNA．

Theκchain　mRNA　of　MOPC104E　ceUs，　however，　was
translated　very　inefficiently　bothεπむ£むo　and　iπu匡εro，

whereas　theλchain血RNA　was　translated　ef6ciently．
These　results　indicate　that　each　ceU　ofMOPC104Emye－
10ma　synthesizes　a　c亘ppledκchain　mRNA　in　addition
to　a　nornlalλchain　mRNA．

　　Several　lines　of　evidence　suggest　that　an　immunoglobulin－

secreting　lylnphocyte　produces　a　single　class　of　heavy　chain

and　a　s㎞gle　type　of　light　chain　at　a　thne　（1－3）．　Since　a

myeloma　produces　and　secretes　a　homogeneous　immunoglob－

ulin（3），　mRNA　derived　from　the　myeloma　has　been　thought

to　encode　the　class　and　type　of　the㎞皿unoglobulin　secreted．

This　point　has　been　proven　fbr　many　mouse　myelomas　by
puri五cation　of　L　chainl　mRNAs（4－9）．　We　have　shown，　how－

ever，　that　a　mouse　myeloma　MOPC104E，　which　produces　a

λ一type　L　chain　as　a　constituent　of　immunoglobulin　M（11），

contains　bothκandλtype　L　chain　mRNAs　in　an　equal
quantity（10）．　We　report　here　that　several　cloned　cell　hnes　of

MOPC104E　contain　both　L、　and　Lλchain　mRNAs　in　a　simHar

quantity．　The　L、　chain　mRNA，　hoWever，　seems　to　be　trans－

lated　very　hleff］ciently　both仇u：ひo　and：ηu髭ro．

EXPERIMENTAL　PROCEDURES
　　MαZerjαZs－Mouse　myelomas　MOPC41　and　RPC20　were　kindly
donated　by　Dr．　M．　Potter，　National　Institutes　of　Healt．h，　and　main一

　　＊This　investigation　was　supported　in　part　by　grants　from　the

Min已try　of　Education，　Science，　and　Culture，　Japan，　and行om　the

Jane　Co缶n　ChUds　Memoha1　Fund　for　Cancer　Research．　The　costs　of

pubhcation　of　this　article　were　defrayed　in　part　by　the　payment　oi

page　charges．　This　article　must　there氏）re　be　hereby　marked“α（了uer一

彦Ceη乙επτ”in　accordance　with工8U．SC．　Section　1734　so】ely　to　indlcate

this　fact．

　　¶To　whom　all　correspondence　should　be　addressed　at　the　Depart－

ment　of　Genetics，　Osaka　University　School　of　Medicine，　Kita－ku，

Osaka　530，　Japan．

　　1The　abbreviations　used　are：Lchain，　Iight　chah；L、　and　Lλcha㎞，

κandλtype　light　cha垣s，　respectively；SDS，　so（五um　dodecyl　sulfate；

FCS，鯛c証f　se㎜．

taiDed　by　subcutaneous　transplantation．　Cultured　MOPC104E　cell
line　was　donated　by　Dr．　Y．　Namba　of　Kyoto　Universlty．　Puri丘ed

reverse　transchptase　from　avian　myeloblastosis　v辻us　was　obtained
from　Dr．　P．　Leder　ofthe　National　Institutes　ofHealth．　Rabbitantisera

against　I．，　or　Lλchain　protein　of　mouse　were　raised　and　donated　by

Dr．　S．　Mig｛ta　of　KaDazawa　Universlty．　IgG　was　fUrther　pur苗ed丘om

the　antisera　by　ammonium　sul白te　hctionation　and　DEAE－ceUulose

chrolnatography（12）．　Culture　medja　and　radlochemicals　were　pur－

chased　ffom　Glbco　and　New　England　Nuclear　Co．，　respectively．　Other

reagen臼unless　speci五ed　were　from　the　Wako　Pure　Chemicals　Co．，

Osaka，　Japan．

　　CεZ1α011iη．g＿MOPC104E　cells　were　first　adapted　to　grow　in

IIAM－F12　medium　supplemented　withユ0％FCS　aDd　kanamycin，60
μg／ml（Banyu　Pharlnaceutical　Co．，Tokyo）．Subculture　frequency　was

twice　a　week，　with　1×105　cells／ml　seeded．　MOPC］04E　cells　thus

maintained　were　resuspended　in　fresh　medium，　and　the　ceU　suspen－

sion　was　diluted　so　that　one　drop　of　O2　ml　contained　O．8　cens（by

calculation）．　One　drop　was　poured　into　each　well　of　a　microtiter　plate

（Falcon，　Microplate　II｝．Thirty－two　stableclones　were　obtained．　Four－

teen　clones　were　randomly　selected　fbr　the　present　study．

　　Sγπ仇e8is　o∫7ン7）e－Sρεc版c　cD礼48－3H－Labeled　L、　chain　cDNA

was　synthesLζed　by　avian　n〕yeloblastosis　v加s　reverse　transcriptase

and［3H］dCTP（23　Ci／㎜ol）仕om　p唖ed　MOPC41　L．　chain　mRNA

as　described（6）．　Long　cDNA　species　with　an　average　length　of　900

nucleotides　were　selected　by　alkaline　sucrose　density　gradient　cen－

t㎡ugation（13）．Two　kinds　of　LλcDNA　were　used．　cDNA　synthesized

from　pu㎡］ed　MOPC］04E　L　chain　mRNA　was　hybhdized　with　puri一

丘ed　Lλchain　mRNA　of　RPC20　myeloma（8），and　theresultanthybrids

were　selected　by　hydエoxylapatite　chromatography（ユ4）．　The　hybrid－

lzed　cDNA　was　used　as　L入cDNA　after　alkaline　treatment．　LλcDNA

syllthesized　against　pur苗ed　Lλcham　mRNA　of　RPC20　myeloma（8）
was　also　used　and　gave　identica］results．　The　type　specificity　of　the

cDNAs　was　shown　previously（10）．

Prepαrαt迦of　lntrα一αnd　Extrαceαα1αr　Proteins－CJtured
MOPC104E　cells　were　suspended　in　16．4　ml　of　L15　me〔五um　depleted

of　leucine　at　2×106　cens／ml　and　incubated　at　37°C　for　5．5　h㎞the

presence　of　25μCi　of　IU－14qleucine（311mCi／mmol）．　After　centrifu－

gation　at　2000　rpm　for　7　mm，　the　supematant　was　used　to　isolate

extraceUular　protems．　The　precipiωted　cells　were　washed　twice　with

phosphate－bu鉦ered　s麺e，　suspended　m　25㎜T酪一HCI，　pH　7．4，25

mM　NaCl，5mM　MgCl2，0．2　M　sucrose，　and　1％Triton　X－100，　homog－

enized　with　a　Potter’s　homogen並er，　and　centrifuged　atユ00，000×8at

4DC　for　l　h．　The　resultant　supernat紐t　was　used　to　isolate　intraceUular
　　　　　　　　ロ　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　コ

protelns．　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　’

　　11πmμπqρrec口ごα抜）η一Anti－L、　chain　IgG（22　mg）or　anti－Lλchain

IgG（18　mg）were　separately　coupled　to　10　ml　of　Sepharose　4B
activa†，ed　by　cyanogen　bromide　in　O．2　M　potassium　phosphate，　pH　6．4，

at　4°C　overnight（］5，ユ6｝．Theresidual　activated　groups　were　blocked

by　l　M　ethanolamine／HCI，　pH　8．7．　Immunoprecipitation　was　per－

formed　in］OmM　Tris－HCI，　pH　7．4，50　mM　NaCl，1％Thton　X－100，1％

so（Uum　deoxycholate，　and　10　mM七leucine．　Labeled　proteins　and

vahous　amounts　of　anti一κor　anti一λSepharose　suspensions　were
included　i皿LO　ml　of　the　reaction　mixtu王es．　After　mcubation　at　room

temperature　fbr　l　h，　Sepharose　particles　were　cent㎡uged　through　a

solution　of　1．．2　M　sucrose　cont3i皿mg　the　reaction　buf飴r　to　reduce　the

background（17）．　The　cent㎡ugation　was　repeated　three　times．　The

pa☆lcles　were　trapped　on　a　GF／C　fnter（Whatman），　washed，　and

d亘ed　under　a　lamp．　Proteins　bound　to　the　Sephardもe　were　solubHhed
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by　l　nU　of　NCS　so】ubi】屹er　（Amersbaln）and　counted．m　10　ml　of

toluene－based　scintUlator．　For　i皿munoprecipitation　of‘πu元ひo　trans－

lation　products，　the　reaction　mi叉tures　were　dHuted　with　l　mJ　of　2％

Thton　X－100，10　mMレ1eucine，10　mM　T亘s－Hα，　pHア4，　and　O．15　M

NaCl，　and　centr血ged｛br　l　h　at　lOO，000×g．　The　supematant
obtained　was　mixed　with　antibodies　coupled　to宙epharose．1251－Radi，

0jodination　of　L　chain　protein　and　Lλchain　protein（面nary　MOPC41

and　RPC20　protein，　respectively，　Litton　Bionetics）was　perfo㎝ed　as

descゴbed（18｝．　The　spec栢c　activity　of　the　iodinated　protei皿s　was　2

×106cpm／μg　of　protem．

RNA　Pr¢PαrαU）πωτd　Cell一斤ee　Pro’e玩Sンn仇es●－CeUs　from
500㎡・fculture〈1×106　ceHs／刷were　harvested，　and　cyt・pla・mic

RNA　was　extracted　as　deschbed　previ皿sly（19）．　Wheat　gem　ceU一

廿ee　system　was　prepared　and　used　as　described（20｝with　the数）Uowing

mod近cations：spermi｛五ne　phosphate　was　added　to　800μM、　and　the

magnesium　concentration　was　decreased　to　1．5　mM（21）．【3H］Leucine

（60Ci／mmol）was　used｛br　labeling．

SDS’P◎己yαcry己（忍m滅e 　Gel　E三ecεrOP｝己ores誌　αnd　F包orogrαP｝竃y一

Prote垣s　and㎞unoprecipitated　Sepharose　particles　were　treated
with　O．5　Mβ一mercaptoethanol　and　1．5％sodium　dodecyl　s面飴te　at

80°Cfbぽ1mm　fbllowed　by　e】ectrophoresis　in　a　20％polyacrylamide

dab　ge12㎜mthic㎞…th　a　5％polyacryl鎚ide　sねckmg　ge1（22）．
The　gel　was　processed　fbr　fluorography　as　desc亘bed（23，24｝．

　　亙ybr↓直2砿joπα加1α加rルfε坊αお一RNA　excess　hybridization
was　perfbπned　at　75°C㎞20　mM　T亘s－HCI，　pH　7．4，0．6　M　NaCl，　and

O．2mM　ethylenediammetetraacetic　acid．　The　hybhds　fbrmed　were
assayed　by　S工nucleぴse　digestion（6）．　In　a皿cases，　the　hybrk泣able

RNA　was　i皿at　least　8－fbld　excess　over　cDNAs　used．　Thermal　stabUity

of　cDNA－RNA　hybrids　was　examined　by　Sl　nuclease　digestion（6）．

Oligo（dT）－cenulose　ch∫omatography　and　sucrose　density　gradient
cent㎡ugation　were　per負）rmed　as　desc亘bed（6，25）．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　TABLE　I

Quα頑磁on　of　L．飢d　L・mRNA輌πRNA　of　c山u陀d　Mopc1（㎏E
clOπes

　　Cytoplasmic　RNA　of　each　c】one　was　hyb亘d遥zed　with　L、　or　1ぷ

cDNA　and　C．’1／2　vabes　were　detemlined．　The　ratios　of　L．　to　Lλchain

mRNAs　were　calculated　from　the　ratios　of　Cぬ／2　values　for　L入cDNA

to　L．　cDNA，　s孟nce　the　Cん2　value　is垣versely　proportionaHo　RNA

concentration　and　the　genetic　complexity　of　I．，　and　LλmRNA　5

identica1．

Clone　number

C．’1！2

L、cDNA LλcDNA
LmRNA／L入mRNA

　1

2

3

4

　5

6

　7

8
9

10
11

12

13

14

L32
0．63

1．23

1．00

0．80

0．72

1．16

L25
0．98

1．10

0．95

1．58

0．92

2．40

1．10

0．62

130
1．06

0．58

L24
1．17

1．35

1．39

1．02

工06
1．00

0、98

L50

0．83

0．98

1．06

1．06

0．73

L72
LOl
1．08

1．42

0．93

1．12

0．63

1．07

0．63

RESULTS

A口o∫仇e14　Clones　o∫MOPCヱ04E　Hαひe　Bo仇L貫απd　Lλ

C九α元nmRIV二4s－Fourteen　clones　of　MOPC104E　cultured　cens

were　isolated　by　the　m輌crotiter　plate　technique．　L．　and　Lλ

chain　mRNAs　in　cytoplasmic　RNA　of　each　clone　were　quan－

titated　by　hyb亘d立ation　w輌th　cDNA　spec面c　to　respective

mRNA．　RNA　from　clone　4　hybridized　with　both　L、　and　Lλ

cDNAs　at　simiar　C，Z1／2　values　around　LO（Fig．1）．　Since　a

Crε1／2　value　of　hybr｛d協tion　is　inversely　proportional　to　the

concentration　of　corTespのding　RNA（26），　the　results　indicate

that　the　RNA　contains　stmヨar　quantities　of　L、　and　Lλchain

mRNAs．　Results　of　s迦nar　experiments　with　aU　of　the　l4
clones　are　sumlna亘zed　in　Table　I．　The　ratio　of　the　amount　of

L．chain　mRNA　to　I孤chain　InRNA　ranged　from　O．63　to　1．72，

wiΦamean　value　of　l．02．　This　is　s釦mUar　to　the　value　of　1．3

0btained　fbr　the　original　MOPC104E　tumor　ceUs（10）．　The

mean　values　for　the　fin訓extents　of　hybr｛dization　with　L、　and

LλcDNAs　were　56％and　73％，　respectively．　Pur近ed　L、　and　Lλ

chain　mRNAs　hybridized　to　72％and　75％with　thehl　respective

cDNAs．　The　lower　exte就of　hybrid立ation　between　L、　cDNA
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　　FIG．1．　Hybガdization　kinet輌cs　of　clone　4　RNA　to　I七and　Lλ

cDNAs．　Cytopl蚕mic　RNA　extracted　from　done　4　cens（0ユ36　mg／

m1｝was　hybri（五zed　to　MOPC41　L．　cDNA（3．7×104　cpm／m1）or
MOPC104E　LλcDNA（2．5　x　104　cpm／ml）二Aliquots　were　removed　at
t㎞e口1tervals，　and　hyb亘ds　fbrmed　were　assayed　as　deschbed　under
‘‘

Expe㎞ental　Proceduresノ’●，　L、　cDNA；○，　LλcDNA．

and　MOPC104E　RNA　may　be　ascribed　to　the　d迂ference　in
the　vaxiable　region　sequences，　since　the　L、　cDNA　used　is　long

enough　to　encode　the　va亘able　region　sequence．　The　vahable

region　sequences　ofλchains　cross－hyb亘d詑e　with　one　another
（8）．

The　themal　stab血ty　of　hyb亘ds飴㎜ed　between　L．　cDNA

and　MOPC104E　RNA　was　examined　by　SI　nuclease　digestion

（Fig．2）．　The臨value（89．2°C）was　indistinguishable廿om

that　of　hyb亘ds　fb㎜ed　between　L、　cDNA　and　MOPC41　L、

chain　mRNA．　A　similar　result　was　obtained数）r　hybrids　fbrmed

between　MOPC104E　RNA　and　LλcDNA．
C九αrαcZerizαzioπ　or　L．　C九α碗　mRNA　輌π　αoπεd

ルfOPσ04E　Cε偽一The　molecular　size　of　L、　and　Lλchain

mRNA　in　cytoplasmic　RNA　of　clone　7　ceUs　was　analyzed　by

sed㎞entation　in　a　sucrose　gradient　under　conditions　which

abolish　nonspec市c　aggregation　of　RNA（6）．　Both　L、　and　Lλ

chain　mRNAs　sedimented　w三t｝】asingle　peak　of　12．6　S（data

not　shown），　the　known　size　of　L　chain　mRNA（4－9）．　Approx－

imately　70％of　L、　chain　mRNA　and　80％of　Lλchain　mRNA

were　adsorbable　to　oUgo（dTトcenulose，口1dicatmg　that　both

types　of　mRNA　have　poly（A）sequences．　S口）ce　the　results

using　RNA　from　cloned　cells　shown　above　were　ident輌cal　to．

data　using　RNA加m　MOPC104E　tumor　cells（10），　subse－
quent　expe亘ments　were　perf6rmed　us虹】g　RNA　f士om　uncloned

MOPC104E　tumor　ce魅．
1πV輌tro　Trαれslαtion　o∫L。απd　LλCんαiπmRNAs　Pμrε五ed

ρ07πMOPC104E　Tμη10r－L　cham　mRNA　was　pu］㎡ied　from

MOPC104E　tumor　by　two　successive　oHgo（dT）－ceUulose　chro－

matography　and　sucrose　density　gradl印t　cent㎡ugations（6）．

This　preparat三〇n　contained　an　equal　amount　of　L．　and　Lλ

chain　mRNAs，　each　of　which　comprised　about　25％of　the

total　RNA　as　est輌mated　by　hybridization　kinetic　analysis．

Upon　electrophoresis　m　98％fbrmamjde，　the　RNA　migrated

as　14　and　l8　S　bands．correspondmg　to　L　cham　mRNAs　and
ribosomal　RNA，　respectively（data　not　shown）．　The　pur近ed

Lchain　mRNA　was　translated　in　the　ceU－free　translation
system　deHved　from　wheat　germ．　L、　and　Lλcham　proteins　in

the　translat三〇n　products　were　measured　by　i皿munoadsorption

to　rabbit　anti－mouse　L、　and　Lλcham　antibodies　coupled　to

Sepharose　matrices（anti一κand　anti一λSepharose），　respec－

tively．　The　i皿munoadsorption　was　specl五c　to　each　type　of　L

chain（Table　II）．　Radioiod垣ated　L、　and．　Lλchain　prote輌ns
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　　FIG．2．　T出ermal　denaturation　profiles　of　hybHds負）rmed　he－

tween　clone　7　RNAεmd　L　chain　cDNAs．　Cytoplasmic　RNA　of
clone　7　cens　was　hybndized　with　L．　and　LλcDNAs　untU　a　C」value

of　21　was　reached．　The　hvbhds　fbrmed　were　tested　fbr　the丘thermal
ピ

stab且jties　m　O．25　M　NaCl．　Thermal　stabiities　of　hybrids　between

MOPC41　RNA　and　L、　cDNA　andbetween　RPC20　RNA　and　LλcDNA
were　also　analyzed　as　a　control．α，　hybhds　with　L．　cDNA：●，　MOPC41

RNAσ㌔＝89．0°C）；○，　clone　7　RNA（2㌔＝89．2°C｝．　b，　hybnds　with

LλcDNA：●，　RPC20　RNA（7㌦＝87．2°C）；○，　clone　7　RNA（臨＝
87．2°C）．

Absence　of　L．　Ch・in　Pr・fem　Ins↓deαnd　Oμts↓de
　MOPC104E　CeZZs－ln　order　to　determine　whether　L．　chain

　mRNA　was　translated　iπL）iuo，　we　searched　fbr　L、　chain

　　protein　inside　and　outside　MOPC104E　ceUs．　MOPC104E　cells
・

　were　cultured　in　the　presence　of［1℃］leucme　fbr　5．5h．　Prot．eins

　secreted　into　the　cult田re　nuid　were　referred　to　as　extraceUular

　proteins，　and　intraceUular　proteins　were　extracted倉om　whole
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　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　TABLE　II

Lcんαin　proteiπs　syπ亡hesi2¢d　in　MOPC104E　mγelomα

　　L、and　Lλcha㎞proteins　were　determined　by　ilnmunoadsorption　to

the　sat．uratmg　amount£of　antibody－coupled　Sepharoses　（300μ　of

anti一κor　anti一λSephaエose　suspension／1　ml　of　reaction　mixture｝as

described　under“Experh皿ental　Procedures．”Radfoactivity　adsorbed

to　the　ethanolamme－blocked　CNBr－activated　Sepharose（300μ1｝was
used　as　the　backgroしmd　value　and　subtracted．　The　background　values

were　less　than　1．5％of　the　total　rad三〇activity　fbr‘πoiuo　proteins　and

4％fbr‘πむiかo　protem£・

Matehals　employed

　　　　　　　　　　　　Bound　to　　　Bound　to

Tota】proteh】　anti－L．　chain　anti－Lλchain

　　　　　　　　　　　Sepharose　　　Sepharose

125
1－Lぱchain　protein
125
LLλcha口】protein
1ηu↓〃otranslation　product

　　　of

　　MOPC104E　L　cham
　　　mRNA
　　MOPC41　L　chain　mRNA
玩u↓ひoprotein

　　ExtraceUular　prote加

　　IntraceUular　prot£皿

cρm

60，000

64，000

38，460

9，070

8，560

30，000

cpm
27、600

　　240

1，730

4，700

　　60

1，050

Cρ凧

　　120

33，580

28，700

480

7，080

2，540

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ト　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ロ

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　：

FIG．3．　SDS－polyac可la面de　gel　e】ectrophoresis　of　i㎜uno－

precipitated　proteins．　Labeled　proteins　and　the辻廿nmunoprecipi－

tates　were　treated　with　1．3％SDS　and　O．5　Mβmercaptoethanol　and

subjectedもo　polyacrylamide　gel　electrophoresis．　The　gel　was　stained

with　O．5％Coomassie　Bri皿iant　Blue　to　stam　the　molecular　weight

marker　bands　and　then　subjected　to　fluorography　as　described　under
“Experimental　Procedures．”Molecular　weight　marker　proteins　used
were　bovine　serum　albumin（68，000　daltons｝，　immunoglobulinγheavy

chain　from　MOPC31C　myeloma（62，000　da］tons），　chick　ovalbumin

（44，000daltons｝，chymotrypsinogen（26，000　ddtons），and　equine　heart
c恒．・chr・me　c（13，400　dalt・ns）．α，）℃－extracellular　pr・teins（8000

cpm）；b，】℃－extraceUular　proteins　adsorbed　t．o　anti一λSepharose（3000

cpm｝；c，14C－intraceUular　prote三ns　（23β00　cprn）；（7，　MC－intraceUular

proteins　adsorbed　to　anti一λSepharose（1500　cprn）；e，14C－hltracellular

proteins　adsorbed　to　anti一κSephaTose（760　cpm）；万3HイηむiZro　trans・

Iation　products　of　MOPCIO4E　L　chain　mRNA（20，700　cpm）；8，3H，‘π

o詑ro　translation　products　adsorbed　to　aDti一λ　Sepharose　（7000
cpm）；九，3H一仇励ro　trans］ation　products　adsorbed　to　anti一κSepharose

（640cpm）．

were　i皿munoadsorbed　as　controls．　Approxi皿ately　75％of　the
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　

コ

translated　material　was　precipitated　with　the　saturatmg
amount　of　anti一λSepharose．　On　the　other　hand，　only　4．5％of

the　translation　products　bound　to　the　satuエating　amount　of

anti一κSepharose．　S㎞ce　the　mRNA　preparation　contained　an

equal　amount　of　L．　and　Lλchain　mRNAs，　the　L　chain　mRNA

was　translated　at▲east　16－fbld　less　ef6ciently　than　Lλchain

mRNA　in　the　ceU－free　translation　system．　SDS－polyacryl－

amide　gel　electrophoresis　and　fluorography　of　the　matelうal

immunoprecipitated　by　anti一λ　Sepharose　revealed　a　single

band（24，000　daltons）corresponding　to　the　Lλchai皿precursor
（Fig．3，　Zαπεg）（25，27，28）．　The　precipitate　with　anti一κSeph－

arose　also　gave　a　fa㎞t　single　baDd　of　the　same　molecular

weight（Fig．3，　Zαれθ九）wh三ch　might　be　due　to　nonspecl血c

adso可）tion　of　the　Lλchain　precursor　to　anti一κSepharose．　As

acontrol，　L、　chain　mRNA　partiaUy　pu㎡ied　from　MOPC41

myeloma　was　translated　iηu元Zro，　and　the　products　were

analyzed　simUarly．　About　52％and　5％of　the　translation

products　were　precipitated　with　anti一κand　anti一λSepharose，

respectively．
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FIG．4．1㎜㎜oprecipitation　of　e蛙raceU司ar　proteins・MC－
Labeled　extracellular　protehls（8600　cpm）were　incubated　with　in－
，，ea、mg㎜・unぴ・f・nti一λS・ph肛・・e｛●），anti－・§・ph肛・se（O），頷d

etha皿olamine－blocked　CNBr－activated　Sepharose（△）．　The　Sephar－

oses　were　treated　and　co皿ted　as　deschbed　undeピ‘Experiment司

Proceduresノ’
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cells　with　Triton　X－100．　When　extraceUular　proteins　were

m三xed　with　increasing　amounts　of　anti一λSepharose，　radioac－

tivity　adsorbed　mcreased　lmearly　and　then　reached♪plateau
　　　　　　　　　　fthe　input　radioactivity），　whereas　essentiaUy　noleve1（80％o

radioactivity　was　adsorbed　to　anti一κSepharose（Fig．4and
Table　II）．　The　i皿munoadsorbed　mate亘al　w毛s　further　ana－

1yzed　by　SDS－polyacrylamide　gel　electrophoresis．　ExtraceUu－

lar　proteh〕s　bound　to　anti一λSepharose　yielded　only　two　bands，

corTesponding　to　the　molecular　weights　of　immunoglobulm
［heavy（μ）cha廿l　and　L　chain　proteins（Fig．3，　Zαηe　b）．　The

stronger桓tensity　of　L　cha註】band　than　of　heavy　cha垣was

expl曲ed　by　the飴ct　that　MOPC104E　t㎜or　secretes　L　ch血
di皿er　as　weU　as　IgM（μ5λ5）（11）．

　　Intracellular　prote㎞s　were　an品yzed　simUarly（Table　II）．

Appτox㎞ately　8．5　and　3．5％of　the　input　radioactive　protein

was　adsorbed　to　anti一λand　anti一κSepharose，　respectively．

SDS－polyacrylamide　gel　electrophoresis，　however，　demon－
strated　the　absence　of　a　band　correspondmg　to　the　L　chain　i皿

the　intraceUular　protehls　adsorbed　to　anti一κSepharose（Fig．

3，Zαπeの．　Faint　bands　and　smears　were　seen　m　the　high

molecular　weight　region，　suggesting　that　the　adsorbed　proteins

are　not］［七chain　but　unk皿own　cross－reactive　materials．　In

contrast，　the　protems　bound　to　anti一λSepharose　contained　a

prom欽1ent　L　chain　band（Fig．3，　Zαηα1）．These　results　indicate

that　MOPC104E　myeloma　ceUs　synthesize　or　secrete　very
Httle，証any，1」冨chahl　protein，　b　conf㎞ation　of　the　reports

丘om　other　laborato亘es（11，29）．

DISCUSSION

Presence　of　Bo仇Types　of　L　C｝xαm　mRNAs　iπMOPC104E

MyeZoη輻α＿lt　is　weU　estabUshed　that　a　smgle　lymphocyte

synthes屹es　oldy　one　L　cham　type　and　one　heavy　chain　class

臼，2）．Fu式he㎜ore，　studies　on　immunoglob山n　allotypic
markers　have　demonstrated　that　genetic　markers　on　one　allele

are　exclusively　expressed　in　a　mature　plasma　ceU　of　hetero－

zygotic　animals（30－32）．　This　phenomenon　is　ca皿ed　aUelic

exclusion．　The　restr｛ctions　on　types，　classes，　and　anotypic

markers　of　immunoglobulin　also　hold　fbr　myeloma　cens（3）．

MOPCIO4E捻the　fhlst　case　in　which　an　individual　myeloma

ceH　has　been　shown　to　contain　bothκandλchain　mRNAs　in

an　equal　q岨ntity．　Storb　eZαZ．（33）reported　that　MOPC104E

and　S178　myelomas　contain　both　types　of　L　chain　mRNA，　in

conf㎞ation　of　our　previous　report　us㎞g　uncloned　myeloma

ce也（10）．Myeloma　t㎜o怜produc面g　two　cla部es　of　antlbody

have　been　observed（34－36）．

L、Ch誠n　mRNA↓n　MOPC104E↓s　Trαns乙αted　Ine苗一
c元仇吻一Although　the　alnount　of　L、　chahl　mRNA　is　equiva－

lent　to　that　of　Lλchajn　mlRNA　hl　MOPC104E　ceUs，　the　L．

cha血mRNA　is　translated　very　hlef6ciently　in　a　cel－f士ee

system．　In　addition，　we　were　unable　to　detect　any　L．　cham

protem　present　in　the　cen　or　secreted　into　the　culture　media

in　confirmation　of　the　results　from　other　laboratories（11，29）．

　　On　the　other　hand，　Lλchain　mRNA，　which　is　present　in　the

same　cell　and　the　same　RNA　preparation　as　L、　cham　mRNA，

i8　ac6vely　translated玩ujuρas　weU　as‘ηu友ro，　indicating　that

也eむanslational　machmery遮wor㎞g　no㎝ally　in
MOPC104E　ceUs．　Taken　together，　these　results　suggest　that

MOPC104E　L　chain　mRNAρεr　se　has　an　aberrant　structure

in　a　region　vital　to　its　functiol1．　One　poss輌bUity姪the　portion

dose　to　the　5’end　of　mRNA　including　a　cap　stmcture　and　the

ribosomal　binding　sequence．

　　Examples　of　possible　defects㎞mRNA　stnlcture　have　been

reported．　A　vahant　of　mouse　myeloma　P3　cel　Hne　does　not

produce　L　cha垣protein（37）．1刀．む加o　trans】ation　of　13　S　RNA

廿om　these　cens　does　not　yield　any　protein　corresponding　to

Lchain　precursor，　although　upon　f］ぬgerprn〕t　analysis　the　l3

SRNA　contams　appalently　normal亘bonuclease　Tl　oligonu一

cleotides　simUar　to　those　of　I．．　chain　mRNA（37）．βGlobin

mRNA　present　in　a　class　of°βthalassemia　patients　was
reported　not　to　be　translated　either　iηt厄uo　or　in　the　cen一行ee

protein　synthesis　system（38，39）．　A　recent　report　on　thisβ一

globin　mRNA　suggested　a　possible　defbct　in　the　stnlcture　of

the　mRNA　molecule　itself（40）．

LChα斑Geれes斑MOPC104E　Ce麗s－Recent　studies　on
口lmlunoglobulin　genes　indicate　that　the　gene　conversion　plays

an㎞portant・role口1　the　expression　of㎞unoglobulin　genes
in　lymphocyte（41－45）．　Brack　e‘α1．（41）have　clearly　demon－

strated　that　the　vahable　and　constant　region　genes　which　are

らrapart　in　embryonic　tissues　are　brought　together　in　c】ose

proximity　in　plasma　cels　expressing　theparticular　gene．　There

seems　to　be　a　mechanism　whjch　restricts　the　gene　conversion

to　one　type　of　L　chain　genes，　since　only　the　gene負）r　that　type

of　the　L　chain　which　is　expressed　in　plasmacytomas　has

undergone　the　recombination（41，42）．　In　this　regard，輌t　would

be　interesting　to　know　whether　or　not　I．．　chain　mRNA　of

MOPC104E　conta輌ns　a　variable　region　sequence．

　　Several　possibiljties　may　account　fbr　synthesis　of　two　types

of　L　chain　mRNA　in　MOPC104E　ceUs．　These　include　chro－

mosomal　abno㎜alities　o丘en　fbund　in　myeloma　cens（46），
fusion　of　different　myeloma　cells　or　lymphocytes（47，29），　and

unknown　defects　in　the　regulation　of　the　spec㎡ic　gene　acti－

vation．　The　phenomenon　reported　here　has　two　abno㎜alities：

（α）transchption　of　the　L、　chain　gene，　which　is　no㎜ally

repressed；and（b）the　dysfunction　of　this　L、　chain　mRNA．

These　results　could　be　explained　by　two　unusual　events　in　the

MOPC104E　myeloma．　However，　we　prefer　to　hypothesize　that

synthesls　Of　the　inactive　L、　chain　mRNA　may　be　attributable

to　an　aberrant　conversion　of　the　gene．　The　structure　of　the　L

chain　gene　in　MOPC104E　may　give　some　insights　into　the

mechanism　of　the　gene　conversion　and　its肥lationship　to　the

express輌on　of㎞unoglobulin　genes．
．
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ABSTRACT　　DNA　from　newbom　mice　was　digested　witL
restriction　endonuclease　EboRI，　and　a　6．〔Lkilobase　fragment

encoding　immunoglobulinγ2b　chain　mRNA　derived　from　MPC
ll　mye量oma　was　enricked　about　lOO401d　by　RPG5　column

鑑：聯舗。霊灘蹄1蹴艦霊：鑑罐
cloned　phage（λgt　WES・lgH22）contained　the　constant　region
gene　of　theγ2b　chain　but　nonhe　variable　region　gene　of　MPC

ll　mRNA．　The　constanhegion　genes　onhe　otheじ7chains（i．e．，

γ1，γ2a，　andγ3）were　not　present　inλgt　W∬・lgH22　DNA．　R－

100p　mapPing輌ndicales也anheγ2b　chain　structural　gene　is
divided三nto　two　parts（330土60　SD　base　pairs　and　930土110　SD

base　pairs）by　an　intervening　sequence（360±100　SD　base　pairs）．

The　nucleotide　sequence　around　t｝、e　junct三〇n　of　the　hinge　region

and　CH2　domain　was　determined　and　shown　to　match　the
amino　acid　sequence　of也e　initial　part　of　the　CH2　domain　of

theγ2b　chain．　The　base　sequence　upstream　from　the　junction，

however，　is　unrelated　to也e　amino　acid　sequence　of　the　CHl

domain　and　the　hinge肥gion　of　all　tbeγchains　whose　se・
quences　hve　been　determined．　TbeSe　results　indicate　thauhe
γ2b　chain　gene　is　intemlpted　anhe　jlmdion　o臼he　hinge　region

and　CH2　domain　by　an　intervening　sequence．　T｝、e　existence　of

two　more輌ntervening　sequences，　one　between　the　CHI　domain
a酬hh◎hinge　region　and出e　other　between　the　CH2　and　CH3
40m8in5，　is　discussed．

1
　　1ぎnmUnogk羨）ulin　heavy　chain　genes　consist　of　a　family　of

　　　var桓bk｝region（V）genes　and　several　constant　region（C）genes．

　　　Vand　C　genes　are　genetically　linked　and　expressed　as　a碗

　　　◎ombination（1－3）．　In　a　given　lymphocyte，　immunoglobulin

　　　ge随on　one　allele　are　exclusively　expressed（4－6）．　Recently，

　　　w6　have　shown　that　sp㏄ific　C　genes　are　deleted　from　one　allele

　　　輌nmouse　myelomas　depending　on　which　C　genes　are　expressed

　（7，8）．We　have　prop《）sed　an　allelic　deletion　model　as　the

　　　mechanisπ〕of　the　V－C　gene　recombination出at　results　in出e

　　　exP「ession　of　the　specific　immunoglobulin　genes（7，8）．　Ac．

　　　cording　to　the　model，　a　chromosomal　segment　that　is　l㏄ated

　　　between　recombining　V　and　C　genes　is　excised　out　from　one

　　　allele　so　as　to　bring　C　and　V　genes　togetheL　A　Iinear　arrange－

　　　ment　of　heavy　chain　C　genes　is　also　proposed　as　foUows：V

　　　genes，　spacer，μ，γ3，γ1，丁2b，γ2a，　andα．

　　　　　The　use　of　recombinant　DNA　technology　to　clone　a　given

　　　segment　of　the　mammalian　genome　offers　the　most　dir㏄t

　　　means　of　testing　the　allehc　deletion　m（del．　With　this　goahn

　　　mind，　we　have　set　out　to　clone　immunoglobulin　Leavy　chain

　　　genes　from　mouse　genome、　Recent　advances　in　the　availability

　　　of　a　v㏄tor（9）and　in　purification　of　the　mammalian　gene（10）

　　　have　enabled　us　to　clone　the　immunqgl6bulin　heavy　cbain　gene

　　　（γ1Cgene）in　EK2　phageλ，λgtWES・λB（11）．　As　the　first　step

　　　in　testing　the　model，　we　wish　to　determine　the　relative　location

　　　of　7　chain　genes　by　cloning　a　large　pi㏄e　of　DNA　that　contains

The　pub】ication　costs　of　this　article　were　defrayed　in　part　by　page

charge　payment．　This　article　musHherefo陀be　hereby　marked‘‘od－
oθγ体θmεn£⇔in　accordance　with　18U．　S．　C．§1734　solely　to　indicate

this　fact．

two　or　more　neighboring　genes．　For　this　purpose　it　is　essential

to　clone　two　putative　adjacentγchain　genes．　In　this　paper　we

will　describe　cloning　of　theγ2b　chain　C　gene，　which　is　proposed

to　be　adjacent　to　the　71　chain　gene，　and　its　structure．

EXPERIMENTAL　PROCEDURES
　　Partial　Purification　of　DNA　Fragment．　High　molecu】ar

weight　DNA　was　extracted　from　whole　newborn面ce（killed
within　24　hr　after　birth）．　DNA　was　digested　with　EcoRI，　ex－

tracted　with　phenol，　and　precipitated　with　ethanol．　Forty

milligrams　of　EcoRI－digested　DNA　was　chromatographed　on
an　RPC－5001umn（0．8×90　cm）as　described（10，12）．　Fractions

that　hybridized　with　theγ2b　chain　cDNA　by仇sfωhybrid－
ization　were　pooled　and　concentrated　by　ethanol　precipitation．

The　DNA　obtained　was　apphed　to　a　1％agarose　gel（7×15×

4cm）and　fractionated　as　desc亘bed（13）．　Fractions　were　assayed

by仇s”μhybridization　with　nick－translatedγ2b　chain
【32P］cDNA　cloned　in　a　plasmid（pG2b－4）．

　　Preparation　and　Screening　of　Recombinant　Phage．　Bac－

teriophageλgtWES・λB（9）was　used　as　the　EK2　vector　and

propagated　in　ED8656（14）．　Cloning　experiments　were　carrled

out　in　a　P2　facility（15，16）、　Bacterial　strains　NS428｛N205（λ

Aamll　b2　red　3　cl857　Sam7）1（17）andλdg8051W3350
（λdgal805　c∬857　Sam7）I　were　used　for仇tガ‘γo　packaging．

　　Partially　purified　6．6－kilobase（kb）mouse　DNA（2μg）was

ligated　with　5．1μg　ofλgtWES　outer　fragments　in　a　50一μl　re－

action　mixture　with　O．6　unit　of　T41igase　as　described（18）．　The

recombinant　DNA　was　packed　into　coat　proteins仇碗ro　and
the　reoombinant　phages　were　plated　by　the　method　of　BIattner

¢fα1．（19）．Twenty　sets　of　abut　2㎜plaques　were　directly

transferred　from　LB　broth　agar　plates　to　Millipore　filters　as

described（20）．　The　Millipore　filters　were　hybridized　to　32P－

labeled　HみαIfragment　of　pC2b－4　and　autoradiographed．

Recombinant　phage　DNA　was　prepared　as　described（18）．

　　肋5f缶Hybridization．　DNA，　fixed　on　a　Millipore　filter（21），

was　hybridized　to　an　appropriate　probe　as　described　by∫effrey

and　Flavell（22）except　that　1　M　Naα／50　mM　Tris・HCI，　pH

7，4／10mM　EDTA　replaced　O．9　M　NaCl／0．09　M　sodium　citrate．

The　probes　used　were　l32P］cDNA（specific　activity，50　cpm／pg）

complementary　to　MPC　l　l　mRNA（7，23，24）or　a　32P－labeled

H友IfTagment（specific　acbvity，60　to完100　cpm／pg）of
pG2b－4　DNA．　When｛32P｝cDNA　was　used　as　a　probe，　oli－

go（dT）一㏄llulose－bound　mRNA　from　MOPC　511　myeloma（lgA

producer）was　added　to　lOμg／ml．　The　plasmid　pG2b－4　is　a

hybrid　of　pBR322（25）and　an駕250－base　sequence　ofγ2b　chain

cDNA（unpublished　data）．　Theγ2b　chain　insert’was　isolated

as　the　HんαIfragment　of　460　base　pairs　in　lengtL．　Nick　trans－

1ation　of　DNA　was　done　as　described，　with　lα一32PldCTP（300

to駕400　Ci／mmol，1Ci＝3．7×1010becquerels）（New　England
Nuclear）（26＞．　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　’

Abbreviations：Vand　C，　variable　and　constant　region，　respectively；

kb，　kilobase．
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　　Hybrldization　in　Solutlon．　Phage　or　p】asmid　DNA　was

so皿三cated，　heat．denatured，　and　hybridized　to　the　7　chain　cDNA

as　described（27）・Hybrid　formed　was　determined　by　S1・nu－

clease　resistance（27）．　cDNAs　complementary　to　the　purified

蹴田号蹴：「瓢蒜宅畿鵠麟鵠
in　the　hybridizaUon　reaction　was　partially　ptlrified　from　mollse

myeloma　by　an　ohgo（dT）－celh】lose　column　as　described（28）．

δhe　pur“y　of　the　mRNA　was　about　4％．

，　Eleclron　Microscopy．　R400ps（29，30）between　the　cloned

6．〔トkb　insert　DNA　and　MPCユ1γ2b　chain　mRNA　were　furmed

w註h8．7μg　of　DNA　per　rnl　aDd　l6μg　of　RNA　per　ml　in　70％

’vol／vo1）formamide　O．1MTrfcine（N－rtris（hydroxymethyl）－

methyllglycine）・NaOH，　pll　8．0／0．5　M　NaCl／10mM　EDTA
at　56°Cfor　12　hL　The　sample　was　diluted，　spread，　stained，　and

shadowed　as　described（31）．

　　DNA　Sequence　Analysis．　The　6．6－kb　insert　DNA　of

λgtWES・lgH22　was～eparated　fromλgtWES　outer　fragments
by　EcoRI　digestion　and　subsequent　preparative　agarose　gel

e】㏄trophoresis．　The　DNA（200μg）was　cleaved　with　Soc　I，　and

the　520－base　fragment　was　isolated　6n　3％pOlyacrylamide　ge】s∴

treated　with　bacterial　alkahne　phosphatase，　and　labeled　at　the

5／ends　with　polynucleotide　kinase．　The　DNA　was　cleaved　with

HαρII　and　the　280－base　fragment　was　isolated　on　5％polyac－

rylamide　gels．　The　fragment　was　chemically　Inodified　and

analyzed　as　described（32），

　　Enzymes・EcoRI（33），　Sαc　I（R．　J．　Roberts，　personal　com－

　1unication），　HαρII（34），　and　T4　polynucleotide　kinase（35）

ノere　purified　as　descrjbed．　T411gase　was　a　generous　gift　of　M，

Takanami（Kyoto　University）．　Other　restriction　endonucleases

were　obtained　from　New　England　BioLabs．

RESULTS
　　Partial　Purificat｛on　of　the　Immunoglobulinγ2b　Chain

Cene・In　order　to　enrich　the　immunoglobulin　gene　sequence，

we　used　sequential　purification　steps　of　RPG5　column　chro－

matography　and　agarose　gel　electrophoresis　that　were　suc．

cessfully　adopted　to　cloning　of　the　globin　gene（10）．　DNA　de－

rived　from　whole　newborll　mice　was　digested　with　restriction

endonllclease　EcoRI．　Approximately　40　mgof　EcoRI－digested

DNA　was　fractionated　by　RPC－5　chromatography．　Aliquots
of　pooled　fractions　were　electrophoresed　in　an　agarose　gel（36，

37）and　DNA　was　transferred　to　a　Millipore　filter　according　to

Southern（21）．　The　Southern　blot　was　hybridized　with　MPC　11

∫γ2b）cDNA　and　autoradiographed．　Fractions　containir〕g　a

あarked　6．6－kb　band　were　poo】ed，　and　apPmximately　3．5　mg

of　DNA　obtained　was　applied　to　a　preparative　agarose　gel．

Ahquots　of　DNA　fractions　were　again　electrophoresed　in　a　1％

agarose　ge】and　bloned　to　a　Millipore　fiher．　The　filter　was　hy－

bridized　with　MPC　l　l　cDNA　cloned　in　pBR322．　As　shown　in

Fig　1，　the　6．6－kb　fragment　was　found　in　fractions　14and　15．

No　other　bands　were　seen　in　all　the　fractions　obtained（up　to

20kb）．　Fracti・n　l4　was　c・ncent・at・d　by　ethan・l　p・eclpitati・n，

and　approxilnately　O．　l　mg　of　DNA　was　obtained．

　　Isolation　and　Identification　of　a　Recombinant　Phage

Containingthe　Immunoglobulinγ2b　Chain　Cene．　Purified
outer　fragments　ofλgtWE∫・λB　were　annealed　with　tbe　DNA

from　frac目on　14，　ligated，　and　used　for仇鋤γo　packaging、　After

screening　about　4×104　phages　we　found　four　recombinants

containing　theγ2b　gene　sequence．　One　of　them　was　referred

to　asλgtWES・lgH22　and　grown　in　large　quantity．　DNA　was

extracted　and　hybridized“元th　MPC　11（γ2b）cDNA　in＆olution

〆Table　1）．72b　cDNA　hybr▲dized　w趾hλgtWES・IgH22　but　not

WithλgtWES・λB．　The　other　three　recombinants　were　similar

toλgtWES・lgH22　in　the　extent　of　hybridizahon　to　T2b　cDNA

and　the　cleavage　sites　of　several　restriction　endonucleases．
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　　F］G．1．　Preparative　agarose　ge】electroph

mouse　DNA．（A）Ethidium　bromide－stained　agarose　ge玉of　preparative

agarose　gel　fractions．　Migration　is　from　top　to　bottom．　Only　the　re1－

evant　eight　fractions　are　presented　here．（B）Autoradiogram　of　the

Southern　blot　of　the　gel　hybridized　with　pG2b4【32PIDNA．　Fraction

numbers　are　sho㎜on　the　top　of　each　lane．　EcoRI－cleavedλc∬857　was

used　as　size　markers．

　　　　　　　◎

　　ぢ　　　　　　　　　　ロ
・’ ∵三．ご．．．、・

嶽ち慮二＝こ長1．已＿一

　　oresis　of　EcoRI－digested

　　Substantially　lessλgtWES・lgH22　DNA　hybridized　wjth

MPC　ll　cDNA　than　with　MPC　ll　mRNA　and　MOPC141
mRNA　containing　the　same　C　sequence　and　a　V　sequence
different　from　that　of　MPC　l　l　InRNA（Table　l）．　The　extellt　of

hybridization　did　not　increase　even　when　the　amollnt　of

λgtWES・lgH22　DNA　was　increased　by　10イold．　As　a　control，

plasmid　pG2b－4，　containing　about　250－baseγ2b　cDNA，　hy－

bridized　to　l9．6％of　the　cDNA　in　proportion　to　the　length　of

the　inserted　cDNA．　The【3H］cDNA　probe　used　was　approxi．

mately　1800　bases　long　aDd　estimated　to　encode　the　whole　C

sequence，　inclu（ling　the　31－untranslated　portion，　but　only　a　part，

if　any，　of　the　V　sequence　l38）．　These　resu】ts　indlcate　that

λgtWE∫・IgH22　contains　a　considerable　part　of　theγ2b　chain

gene　although　it　may　not　eDcompass　the　whole　sequence．

Table　1． Hybridization　ofλgtWES・lgH22　DNA　with

　　　　　MPC1］γ2b　cDNA

DNA　or　mRNA

％hybrldization

with　MPC11
　　72b　cDNA

λgtVレノES・lgH22

λgt　WES・λB

pG2b－4

MOPC141　mRNA
MPCllmRNA

67．9

0．6

19．6

84．3

89．5

　　Hybridizations　of　DNA（3μg　forλphage　DNA，2μg　for　pG2b－4

DNA）or　mRNA（3．8μg）were　performed　in　the　presence　of　2100　cpm

of　MPC11［3H］cDNA　in　50μl　of　reaction　mlxture　at　65°Cfor　2　hr．　The

hybrlds　formed　were　assayed　by　SI　nuclease　digestion．
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Table　2．　Hybridizat．ion　ofλgtWE∫・lgH22　DNA　with

　　　　　　　　　　　　　　γcham　cDNAs

cDNA
　　　　％

hybridization

MOPC31C（γ1）
HOPCI（丁2a）

MPCI1（丁2b）
」606（73）

9．6

17．9

75．7

11．2

　　Hybridization　ofλgt．WES4gH22DNA（3μg）was　perforl）、ed　in　t．he

presel“・e《）fabf）ut　2000　cpm　of　ll｛HlcDNA．　The　extent　ofhybridization

《）ftうach　cDNA　was　normalized，ぬking　the　extent　ofhybridizati‘mwith

homologous　mRNA　as　mO％．

　　In　order　to　test　whetherλgtWE∫・lgH22　contains　the　genes

of　the　other　T　sllbclasses，　we　hybri（hzedλgtWES・lgH22　DNA

with　the　otherγchain　cDNAs。　Table　2　shows　thatλgtWES・

Igll22　hybridized　specifically　withγ2b　cDNA．　Small　but　sig－

nificant　extents　of　h）・bridizahon　withγ1，γ2a，　and　T3　cDNAs

seem　to　be　attributable｛opartial　hornology　shared　among　the

γchain　C　geηe　sequences（38）．

　　Location　of　Structure　Sequence．　BothλgtWE∫・IgH22　DNA

and　the　6，6－kb　insert　DNA　were　digested　with　several　restriction

endonucleases　aDd　electrophoresed　in　1．29フagarose　gel．　The

1’f・strldioll　Inap（see　Fig．4）was　constructed　by　a　comparison

・fthe　size・f　a　llew｛nsert　fraglnents　with　kn・wn　adjacent　en－

zyme　sites　inλgtWES　ollter　fragments　and　by　combined
clea、・age　with　several　restriction　endolnlcleases　（data　not

shown）．　In　order　to　localize　theγ2b　chain　gene　in　the　6，6－kb

insert　DNA，　the　DNA　fragments　were　transferred　to　nitrocel－

lulose　fihers　and　hybridized　wi出MPC　11｛32PlcDNA　synthe－

sized　with　ralldom　oligonucleotides　as　primer（24）．　As　shown

in　Fig．2，　Sαc　I　cleaved　the　6．6－kb　insert　DNA　into　five　frag－

ments　of　3．8，2．1，0．52，0．3，　and　O．28　kb．　The　five　fragments

were　placed　into　order　as　shown　in　Fig．4．　The　fragments　of　2．1

alld　O．52　kb　hybridized　with　MPC　l　l　cDNA．　The　fragments

of　3．8an（1028　kb　hybridized　weakly　alld　their　baDds　on　au－

toradiography　were　seen　only　by　lor）ger　exposure（data　not
shown）．　Boη］III（・ut　the　6．6－kb　insert　hlto　49－，1．3－，0．25－，0．17－，

and　O．09－kb　fragments（see　Fjg．4）．　The　fraglnenけ】exuo　the

left－end　fragment（L3　kb）hybridized　very　weakly　with　MPC

llcDNA；the　49－and　O，25－kb　fragments　hybridized　intensely．

Alnong　three　fragments（3．0，2，8，　and　O．84　kb）produced　by

digestion　of　the　6．6－kb　illsert　DNA　with　Kρn　I，　the　middle

fragment（0．84　kb）did　not　hybridize　with　the　cDNA．　These

resuhs　suggest　that　theγ2b　chain　sequence　is　present　some－

where　between　1．3and　3．O　kb　from　the】eft　end　of　t｝）e　insert

DNA．　Xんo　I　seems　to　cut　within　theγ2b　chain　seqllence．

　　R－Loop　Mapping．　To　furtller　analyze　the　structure　of　the

T2b　chain　gene，　R－loops　were　formed　between由e　6．〔トkb　insert

DNA　alld　MCP　IIγ2b　chain　InRNA（Fig，3），　Two　R－】oops　of

unequa】size　virtually　adjacenUo　one　ano硲er　were　interrupted

by　a　looped－out，　doub｜e－stranded　regfon．　Such　a　structure　in－

dicates　the　presence　of　an　intervening　sequence　within　the

structure　sequence　for　theγ2b　chain，　as　has　been　reported　in

other　eukaryote　genes（30，39，40）．　A　short　whisker　of　mRNA

was　observed　at　the　ollter　end　of　the　smaller　R．100p．　A　series　of

R－loops　formed　between　the　6．6－kb　insert　DNA　aDd　MPC　ll

mRNA　were　measured　with　the　6．6－kb　insert　as　a　dup】ex　stan－

dard．　The　mean　lengths（土SD）of　the　shorter　R－loop，　the

Iooped－out　region，　and　the　longer　R－100p　were　estimated　to　be

330士60，360士100，and　930土110base　pairs，　respecUvely．
The　Ieft　and　right　doub】e－stranded　regions　were　1220土75　and

3770土160base　pajrs】ong，　respectively．　The　resuhs　are　con－

sistent　with　the　c・nclusi・n　based・n　the　restricti・n　mapPing　that

theγ2b　chain　sequenee　is　present　somewhere　between　l．3　and

3．O　kb　froln　the　left　end　of　the　insert　DNA．　　　　　　’

　　Base　Sequence　Delermination　arolmd　Junction　of　Inter・

vening　and　Coding　Sequences．　Our　interpretation　of　R－loops

and　restriction　site　analyses　collld　be　directly　confirmed　by　the

determination　of　the　nucleotide　sequence　around　the　junction

of　the　intervening　and　coding　sequences．　A　Sαc　I　site　2100　base

pairs　away　from　the　left　end　of　the　insert　was　expected　to　be

close　to　the　junction　of　the　larger　R－loop　and　looped一α1t　region．

The　base　sequence　starting　from　this　site　to　the　right　was　de－

termined　by　the　chemical　modification　method　of　Maxam　and

Cilbert（32）．　As　shown　in　Fig．4，　the　nuc】eohde　sequence

matched　the　kllown　amino　acid　seqllence　perfecdy　at　positions

236－2590f　mouse　72b　chain（41），　except　for　position　241，with

the　direction　of　the　gene　from】eft　to　right．　The　codon　for　po一
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　　FIG．2．　Digestion　ofλgtWE∫・lgH22　DNA　and　its　insert　DNA　by　various　restriction　endonucleases．　Approximately工6μg　ofλgtWES・lgH22

DNA　or　O．8μg　of　the；11sert　DNA　was　cleaved　by　the　restriction　endonucleases　mdicated　and　e】ectrophoresed　in　1．2％agarose　ge】s．　The　DNA．

fragments　were　transferred　to　a　nitr（ハcellulose　fi！t．er　and　hybridized　withγ2b【32PjcDNA　synthesized　with　random　oligonucleotides　as　primers

（24LSize　markers　used　were　from　a　Hlηdlll　dlgest　ofλ（・ノ857　DNA（】anes　a　and　h｝．　The　sizes　of　the　marker　fragments　were　23．5，9．8，6．6，4．5，

2．5，2．2，and　O．6　kb　froln　1叉｝p　to　botωm、　The伺lowing　pairs　of触ures　are　ethidium　bromide　stains　and　autoradiograms　of　Southern　blot　fbr　c】eavage

ofλgtWES・IgH22　DNA　by　EcoRI（】anes　b　and　c），Sαc　l（1anes　d　and　f），Bαπ沮1（lanes　i　and　k｝，1（ρπ1（lanes　m　and　o），ana　Xho　I（lanes　q　and

s）alld《）fthe　insert　DNA　by　80c　I（lanes　e　and　g），Bom　HI　Ganesjand　1），κρn　I（1anes　n　and　p），and　X九ρ1（lanes　r　and　t）．The　location　ofsmall

‘）uler　fragments　were　determined’by　c】eavage　of　terminally　32P－1abeled　6．6－kb　insert　DNA．
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was　seen　between　two　sequences．　The　cysteine　and　proline

residues　at　positions　231　and　232　is　the　COOH　termimls　of　the

hinge　region　and　is　highly　conserved　among　Inouseγ1（43），

mαlseγ2a（42），　guinea　pig　72（44，45），　rabbitγ（46，47），　and

human　Euγ1（48）chains　although　thebase　sequence　predicts
Ser－Ser　for　these　positions，　There　is　a　long　stretch　of　the　con－

served　amino　acid　sequence（Thr－Lys－Val－Asp↓ys）at　positions

210－215，which　does　not　coincide　with　the　base　sequence．

Furthermore，　a　termination　codol1（T、AA＞was　found　46　to＝48

base　pairs　upstream　from　thejunctlomn　the　same　frame　with

the　rnatched　sequence．　These　reslllts　tempted　us　to　conclude

that　an　intervening　sequence　sphts　theγ2b　chain　gene　some－

where　very　close　to　the　junction　of　the　hinge　region　and　the　CH2

domain．

DISCUSSION
　　FIG．3．　E】ect．ron　micrograph　of’R－loops　between　the　6．6－kb　insert

DNA　ofλgtWE∫・lgH22　DNA　and　MPC　1］mRNA．　R－loops　formed
were　visualized　by　a　magnifica1．km　of　60，000．（Inset）D｛agram　ofthe

structure．　Heavy　Hnes　represent　double－stranded　DNA，　narrow　llnes

represent　single－st．randed　DNA，　and　broken　Iilles　indicateγ2b　chaln

mRNA、

sition　241　predicts　the　presence　of　Ser，　which　coincides　with　the

γ2a　chain　but　not　with　theγ2b　chain．　The　discrepancy　is　likely

to　be　an　error　in　amino　acid　sequeDce，　The　base　sequence

predicts　the　alnino　acid　sequence　of　Lα1－Ser－Ser－Ser－Ala－

Pr（＋Asn　for　pos泊ons　229－235，　ahhough　the　amino　acid　se－

quence　data　are　unava｛lable　for　the　NH2　terminus　to　position

1360f　the　T2b　chain．　Becallse由e　known　amino　acid　sequence

of　theγ2b　chain　s｝〕ares　extensive　homol〔，gy　with　that　of　theγ2a

chain，　we　have　cornpared　the　predicted　sequence　with　the

amino　acid　sequence　of　theγ2a　chain．　As　shown　in　Fig　4，　the

homology　extends　to　Ala－Pro－Asn（posibons　233－235），　which

is　considered　tobe　the　begiDning　of　the　CH2　domain（41，42）．

Upstream　from　this　lurlction，　however，　essential】y　no　homology
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　　FIG．4．

DNA　ofλgtWES・lgH22．　The　t（，p　line　indicat．es　the　posltion　ofγ2b

chain　gene　within　the　6．6－kb｛nsert　DNA．　The　direction　of　tran．

scrlption　is　from　left（5’）to　rlght（3り．The　entireγ2b　chairユgene　es－

timated　by　R－】oop　and　restriction　site　mapping　is　represented　by　the

boxes．　The　mlddle　line　shows　aD　enlargement「of　the　gene　al〕d　its

neighborhood．　An　intervenhlg　seql〕ence　ls］abeled　as　IVS．　The　ser－

rated　lines　in　the　box　indlcatethatthe　borders　are　not　definitely　as－

signed．　The　restriction　endonuclease　cleavage　sites　are　II〕dicated　by

（↓）SαcI，（．5）X力o　I，（のκρη1，（▽）BαmHI，　and（▽）HロρII．　The

bottom品es　are　the　nucleotidesequences　of　the　anti－coding　strand

starting　from　the　Sロc　I　s▲te　towardsthe　right．　The　Xho　I　site　is　indi－

cated　by　a　box．　TheaminoacidsequeDces　oftheγ2b　and　72a　chains

●eshown　below　the　Oucleot．ide　sequence．　Only　those　amino　acid

residues　of　theγ2a　chain古at　are　different　fr（）m　the　corresponding

residues　ofthe　T2b　chain　are　indicated．

CTC・CCA・GGA・GAA・TGG・TAA・GTG・CTG・TAA・AAA・TCC・CTG・丁AA・TGG・

AGG・ATA・A　GC・CAT・GTA・CAA・ATC・C灯・丁TC℃Ar’CTC’TCC・TCATCA・

GCT・CC丁・AAC・CTC・GAG・GGTGGA・CCA・TCC・GTC・TTC．ATC・丁TC・CCT・

　　　　　　　　Leu・Glu・Gly．G｜y．＾Pro・Leu幽Vol’Phe・日e・F㌔・Pro・

A】o．Pro’Asn『　　　L且」　　　　　　　　　　　Ser

233　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　240

CCA・AAT・ATC・AAG・GAT　GTA　CTC．ATG・ATC・TCCCTG．ACA・CCC・

PrD．Asn．lle・Lys・Asp．Vol．Leu・M♂・lle・Ser・Leu・Thr・Fヤ〈）・

　　　Lys・　　　　　　　Asn　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Ser

　　　　　　　　250　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　259

　　　Restriction　map　and　nucleotidesequence　of6．6－kb　insert

The　6．6－kb　DNA　fragment　isolated　from　newborn　mice　was

shown　unambiguously　to　contain　the　T2b　chain　C　gene　and　its

flanking　sequence．　The　resuks　of　the　R－loop　study　aDd　the

nucleotide　sequence　determination　show　that　lt　is　hkely　that

the　smaller　R－loop　region（330±60　base　pairs）codes　for　the

CHI　domain　and　the　larger　R－loop　region（930土llObase　pairs）

codes　for　the　CH2　and　CH3　dolnains．　The　looped－out，　double－

straDded　region　seems　to　correspond　to　the　intervening　se－

quence　that　interrupts　the寸・2b　chaln　gene　at　the　lunction　of　the

hinge　region　and　the　CH2　domain．　Recelコtly　we　have　comp】eted

abase　sequence　determinatiol〕of　theγ2b　chaiD　gene．　The　re－

su】ts　demonstrate　that　interveDing　sequences　separate　the｝〕inge

region　from　the　CHl　domaiD　aDd　the　CH2　dornain　from　the

CH3　domain．　Less　than駕30％of　the　molecules　observed　by

electron　microscopy　have　the　structure　indicating　the　presence

of　a　sbort　intervening　sequence　at　the　middle　of　the　large　R－

Ioop，　suggestiDg　that　our　conditions　for　formation　of　R－loops

were　not　optimal　for　detecting　a　short　intervening　sequence

（about　100　bases）．　The　smaller　whisker　aUhe　outer　end　of　the

smaller　R－loop　probably　correspoDds　to　the　V　sequence　of　MPC

llmRNA，　which　is　Dot　encoded　byλgtWES・lgH22．
　　There　are　several　myeloma　varjants　that　produce｝〕eavy　chain

proteins　of　a】tered　structure．　Among　them　the　most　comrDon

is　the　deletion　of　a　wholedomain　from　the　C　sequence，　which

comprises　a　taDdem　array　of　three　or　follr　domains（49－53）．　A

mouseγ1　chain　rnutant（IF2）was　also　reported　to　lack　the

whole　CHI　domain（43），　Another　set　of　variants　seems　to　arise

by　recombination　between　different　C　genes　at　the担nction　of

domains（54，55）．　These　phenomena　tempted　each　domain　to

be　conceived　of　as　a　separate　gene（50）．　The　idea　seems　to　be

valid　becallse　each　dolnain　is　separated　from　the　other．　It　will

be　interesting　to　see　w｝〕ether　the　presence　of　the　intervening

seqllence　faciljtates　the　recombinatlon　rate　or　whe出er　im．

proper　splicing　is　responsible　for　these　abnormalibes．

　　The　intervening　sequence　and　its　sphcing　Inechanism　have

been　proposed　to　play　an　important　role　in　the　evolution　of

α1karyote　genes　by　linking　duplicated　genes　or　prototype

peptide　genes　that　are　not　directly　adlacent　to　each　other（56，

57）．The　hypothesis　is　consistent　w｛th　our　results　that　inter－

vening　seqllences　split　immunoglobulin　heavy　chain　ger】es　at

the　lunction　of　fuDctional　units　of　the　protein（i，e，，　dornains　and

the　hinge　region）、　A　phylogenic　study　based　olコthe　comparison

of　arnillo　acid　sequences　indicates　that　the　heavy　chain　protein

has　evolved　by　successive　duplicatfon　of　a　domain（48）．　Because

precisely　contiguous　duplication　of　a　domain　may　be　a　rather

rare　event，　introduction　of　the　splicing　rnechanism　may　have

facilitated　construction　of　a　new　geDe　by　linking‘‘unsuccess．

fully”dupllcated　dornains．　After　submisslon　of　this　manllscript，

Sakanoθ1α1。（58）and　Earlyθfα1．（59）also　reported　thatγ1　and

αchain　genes　are　interrupted　by　interveniDg　sequences　at　the

llmction　of　domains　and　the　hinge　region．
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Rearrangement　of　immunoglobulin
for　heavy－chain　class　switch

γ1・・chain　gene　and　mechanism

（cloning／nucleotide　sequence／recombination　site／S　region／μ一chain　gene）

TOHRU　KATAOKA，　ToSHIAKI　KAwAKAMI，　NAOKI　TAKAHASHI，　AND　TAsuKu　HONJO＊

Department　of　Physiological　Chemistry　and　Nut耐on，　Faculty　of　Medicine，　University　of　Tokyo，　Tokyo　n　3，　Japan

Commumcαted　b誓Osσmu　Hぴ響o｛s｝U，　Decembeγ4，1979

ABSTRACT　　αoning　and　nucleotide　sequence　determina・
tion　suggest　that　the　rearrangedγ1－cha輌n　gene　in　aγ1－chain－

producing　myel・ma　apPear⑨to　be　formed　by　the　recombination

between　the　5’nankingregions　of止eγ1・andμ一chain　genes　of
undiHerentiated　cells．　The　recρmbination　site　is　distinct　from

曲eputative　J　regioh　and　is　a　nOY｛el　region　tbat　weρalhhe　S　re－．

gion．　We　have　ex6ended面r　previous　model．tLat　explains出e
beavy℃hain　cla5∬witching　by　two　or　more　succe∬ive　recom・
bination　events．　　　　　　　　　　　　・　　　　　　　　　　　　　　　　　．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　’

Acomplete　immunogloblllin　gene　is　formed　by　a　recombina－

tion　event　that　brings　the　variable（V）gene　into　close　proximity

with　the　eonstant（C）－region　gene（1－3）．　Studies（4－6）on　cloned

immunoglobuhn　ligbt（L）－chain　genβs　have　unequiv㏄ally

demonstrated　that　such　reCombination　takes　place　between　a

：germline　V　gene　and　a　J－region　gene　that　encodes　13　amino

．acids　at　the　ca・b・・yl・nd・f出・v・egi・n．　ln　additi・n　t・the

similar　v－J　recombination，　ilpmunoglobulln　heavy（H）－chain

．．、
genes　must　have　unique　features（absent　from　L－chain　genes）

that　explain　the　phenomenon　called　H－chain　class　switch　by

’ which　a　given　lymphocyte　apPears　to　be　ab】e　to　sequenUally

8sSρciate　a　single　V　region　with　two　or　more　different　classes

of　H－chain　C　regions．

・　We　have　presented　evidence　that　deletion　of　specific　CH

genes　accompanies　expression　of　the　CH　gene　in　mouse　mye－

1伽acells（7）、　We　proposed　ihe　allelic　deletion　m（dehn　which

recombination　of　VH　and　CH　genes　occurs　on　one　allele　by

deletion　of　the　DNA　segment　that　is　l6cated　between　the　re．
．一 combining　VH　and　CH　genes．　Furthef，　the　CH　genes　are　pro－

　posed　tσbe　aligned　in　the　order　of　VH，　spaCer，μ，γ3，γ1，γ2b，

γ2a，　andα．　We　eゆlained　the　H．chain　class　switch　by　succes．

　sive　allelic　deletion　events．

　　　In　this　report　we　present「evidence　that　theγ1－cha輌n　gene　on

one　allele　is　rearranged　inγ1－chain－producing　myeloma　cells

whereas　the　71　gene　on　the　other　allele　remains　indistin－

guishable　from　the　embryOnic　foTm．　Comparison　of　the　m－

　cleotide　sequences　of　the　rearranged　and　embryonicγ1－chain

　genes　mdicates　that　the　5／portion　of　the　two　genes　are　different

　but　the　other　portions　appear　to　be　identical，　The　recombination

亘te　of　the　rearrangement　is　not　the　J肥gion，　as　shown　in　L－chain

genes，　but　a　novel　region　referred　to　as　the　S　region，　which　may

　be　responsible　for　heavy．chain　class　sw廿ch．　The　sequence　hひ

mologous　to　the　5’new　segment　of　the　rearrangedγ1．chain

　gene　is　found　in　the　5’flanking　region　of　theμ一cbain　gene　in

DNA　from　newborn　mice．　　　　・

T｝1e　publication　costs　of　this　article　were　defrayed　in　part　by　page

charge　payment．　This　ar6cle　must　therefore　be　hereby　marked‘‘αd．

o¢悟s¢m劔ピ’ in　accordance　with　l　8　U　S．　C．§1734　solely　to　indicate

this　fact．　　　．

　　　　　　　　　EXPERIMENTAL　PROCEDURES

High　molecular　weight　DNA　was　prepared　from　newbom　mi㏄

or　myeloma　tumor　and　digested　with　EcoRI　to　comp】etion．　The

fragments　conぬining　immunogl6buhn　genes　were　partially

purified　by　RPC5　column　chromafography（8）an日agarose　ge】

electrophoresis（9）as　described（10，11）．　The、EcoRI　fragments

obtained　were　cloned　withλgtWES（12）as　an　EK2　vector　in

aP2　facihty．　The　recombinant’DNA　was　packaged加ε雇fγo　into

phage　coats（13），　and　the　resu｝tant　p】aques　were　screened　by

msΩμhy｝）ridization（14）with　the　nick－translated　DNA　as

probe、　Recombinant　phage　DNA　was　prepared　as　described

（15），and　the　insert　was　recloned　into　the　EcoRI　site　of　pBR322

（16）．

　　Nudeotide　sequence　was　detennined　by　the　method　of

Maxam　and　Gilbert（17），　with　slighhnodifications（11）．　Re－

striction　DNA　fragments　were’electrophoresed　in　O．7％agarose

gels（type　I，　Sigma）and　tran証erred　to　nitr㏄elblose　filters（18）．

The　filter　was　hybridized　to　an　appropriate　probe　as　described

（19）with　slight　modifications（10）．　R　loop　was　examined　by

electron　microscopy　as　described〈10）．　Sources　of　restriction

en2ymes　have　been　described（10，11）．132PlcDNA　Fomple－

mentary　toμ一chain　mRNA　was　synthesized　with　oligo（dT）as

primer（20）．　The　mRNA　llsed　as　template　was　partねlly　puhfied

by　successive　oligo（dT）－ce恥10se　chromatography　from　TEPC

183myeloma．

　　　　　　　　　　RESULTS　AND　DISCUSSION

　　γ1－Chain　Cene　Is　Reaπanged　inγ1－Chin’P了oduCing

Myelomas．　Total　cellular　DNAs　extracted　froln　various　mye－

10mas　and　newborn　mice　were　digested　with　EcoRI，’electr（ト

phore5ed’ in　an　agarose　gel，　and．transfαred　to　nitr㏄ellulose

filters．　By　using　the　nick－translatedγ1－chain　gene　fragment

（lgH2）doned　from　EcoRI　digests　of．Dewbom　mouse　DNA（11）

as　a　hybridizat三〇n　probe，　we　detected　DNA了estriction　frag・・

ments　containi皿g　theγ1－chain　g《he　in　various　DNAs．　As～hown

in　Fig．1，a6．6－kilobase（kb）fragment　equivalent　to　IgH2　was

found　in　all　the　DNA　preparati6ns　tested．　TheγLcham－prぴ

ducing　mye】omas，　MC101　and　MOPC　31C，　however，　had　extra

bands　of　8．3　and　4．O　kb，　respectively．　The　8．3－kb　band　of

MC101　DNA　was　also　observed　with　the　nickセans】ated
71－chain　cDNA　clone　pG1－6（22）as　probe．　The　6．6－kb　bands

are　faint　in　DNA　of　the　72b－chain－producing　myelomas，　in－

dicating　that　theγ1－chain　gene　was　de】eted　in　these　mydoma5

Abbreviations：Cand　V　region5，　constant　and　variable　regions．　r÷
・㏄・tively；H・・d　L・h・i・・，　h…y・・d　hght・h・i・・，・e・俳・ti・ely；kb・

kilobase．　　　　　　　　　「　　　　　　　　　　　　　　　　　　　・

・P，e、ent、dd・e，s・D・p・・tm・nt・f　C・n・ti・・，　O領k・U・i・e・・ity　S・h・。l

　of　Medicine，　Osaka　530，　Japan．
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gels　and　transferred　tollitrocellulose　fihers（Sch］eicher＆Schue11）．

The　filters　were　hybridized　with　lヌ2PlIgH20r【32PlIgH22（spec｛fic

activity，2×］08　cpm／μg）1abeled　by　Ilick－translation（2］），washed，

and　autoradiographed．　Shown　are　autoradiograms　of　the　Southern
blots　hybridized　with　P2PIIg｝12（A）and　l32P】lgH22（B）．　EcoRI－
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O
O e

Ω

匂
走

一
工
ε

O
O

t
・
1
0
．

q 」
切

一
工

ミ

　　　　　　　‘
　　　　　　　‘
　　　　　　　‘
　　　　　　　1

　　　　　　合

Recombina↑ion　site

lgH7

lgH2

in　agreement輌th　our　previous　results（7）．　When　the　nick－

translated　T2b－chain　gene　clone　IgH2200）was　used　as　probe，

DNAs　of　all　myelomas　except　MOPC　141　showed　a　siDgle

6．6－kb　fragment　equivalent　to　IgH22．　DNA　of　theγ2b－chain－

producing　myeloma　MOPC　141　showed　an　extra　band　of　7．8

kb　in　additioll　to　the　6．6－kb　balld．　Although　EcoRI　digestion

of　MPC　l　l　DNA　produced　the　6．6－kb　band　of　theγ2b－chain

gene，　we　have　recently　c｜oned　a　partially　dlgested　EcoRI

fragment（13kb）from　MPC　l　l　DNA　and　shown　that　there　is

arearrangemellt　upstream　from　the　6．6－kb　fragment　of　one

a‖ele（unpublished　data）．　We　sllspect　a　similar　rearrangement

in　the　T1－chain　gene　of入40PC　70A　that　prodllced　the　6．6－kb

EcoRI　fragment　of　the　71－chaingeDe．　These　res11｜ts　indi〔・ate

that　the　Tl（72b）－chain　gelle　is　specifically　rearrar］ged　in　the

71（72b）－chain－pr・ducing　myel（mas　aDd　that　the　site・f　re－

arrangement　varies　bet、、，een　myelomas．

　　The　6．6－kbγ1－chain　gene　of　MC　101　DNA　was　indistln－

guishable　from　IgH2　by　digestion　with　BαmHI，　Sαc　I，　H加1，

X加1，Kρn　I，　or　H仇dlII（data　not　shown）．　We　refer　to　the

6．6－kbγ1－chain　gene　fragment（equivalent　to　IgH2）in　mye－

lomas　and　Dewborn　mlce　as　the　embryonlc　gene　and　the　8．3－

and　40－kb　T1－chain　gene　fragments　in　myelomas　as　the　rear－

ranged　genes．　These　results　indlcate　that　the　H－chain　genes

expressed　in　myelomas　have　undergone　a　rearrangement　that

takes　place　on　only　one　of　the　aUeles　ahhough　we　calmot　ex－

clude　the　possibility　thauhe　intact　anele　has　a　different　rear－

rangement　outside　the　6．6－kb　fragment　which　we　did　not　de－

tect．

　　Cloning　and　Characterization　of　Rearrangedγ1－Chain
Cene．　The　rearranged　71－chain　gene　of　MCIOI　was　cloned　by

using　nick－transbted　pG1－6　as　a　probe．　Three　independent

positive　clones　were　obtained　after　abollt　1．2×105　plaqlles

were　screened．　DNAs　of　the　three　clones　were　extracted　and

shown　to　hybridize　withγ1－chain【3H］cDNA　in　sohltlon．　One

clone　was　desigllatedλgtWES・lgH7（abbreviated　IgH7），　and

the　insert　DNA　was　reclolled　into　a　p】asmid　pBR322，　which　was

called　plgH7．

　　Then，　IgH7　DNA　was　characterized　by　restriction　enzyme

cleavage　and　R－100p　formation．　The　restricbon　maps　of　the

IgH7　and　IgH2　inserts　were　cornpared（Figs．2and　5）．　The　3ノー

6⊂一一叫一一＋一一一←一
　　　　一21　　　－4　　　　－2　　　　　0　　　　　　2　　　　　　4

　　FIG．2．　Colnparison　of　restrlction　enzyme　cleavage　maps　of　IgH7

and　IgH2　and　strategy　for加cleotide　sequence　determination．　De－

tailed　restriction　maps　of　the　5’－termina］600　bases　of　IgH2and　the

corresponding　region　of　IgH7　are　shown．　Sites　for　phosphorylation

and　range　and　direction　of　sequences　read　are　shown　by　horizontal

arrows，　DNAs　ofthe　hybrid　plasmids　were　isolated　as　described（23）．

R．estriction　cleavage　sites　were　mapped　by　combiηed　c】eavageofthe

plasm｛ds　with　various　restriction　enzymes　or　by　partial　digestion　of

DNA　fragments】abeled　at　oDeoftheir　5’t．ermini　with　T4　polynuc】e－

otide　kinase　and　lγ一32PjATP（24）．

terminal，6．3－kb　portior）s　of　the　Igl．17（8．3－kb）alld　IgH2（6．6－｜くb）

inserts　were　indistil〕gllis｜．］able　fron〕eaeh　other　by　restrictめn

cleavage　sites．　TI）e5’－tcl．min〔d　p（）rhons　of　the　IgH7　and　IgH2

illserts　were　differ〔）Dt　from　each　otber　wit｝〕respect　to　k｝cations

of　various　restriction　sites，

　　Rloops　formed　between　IgH7　DNA　and　MC101γ1－chain

mRNA　had　shapes　ide茄cal　to　those　formed　between　IgH2

DNA　and　MOPC　31Cγ1－chain　mRNA，　showing　intervening
sequeDces　between　domains（10，11，25）．　No　R　loops　corre－

spondillg　to　the　V　gene　of　MC101γ1　chain　was　observed．　These

resu】ts　indicate　that　a　new　DNA　segment（about　2　kb）replaced

the　51－terminal　portion（about　300　base　pairs）of　the　embryonic

γ1－chaill　gene　to　yie】d　the　rearranged　Tl－chain　gene　of　8．3

kb．

　　Comparison　of　Nucleo量ide　Sequences　of　Rearranged　and

Embryonicγ1－Chain　Cenes．　Detailed　restrictior】enzyme
cleavage　maps　were　collstnlcted　and　the　Inlcleotide　sequerlces

were　detennined　to　characterize　the　new　DNA　segrnent　ir1－

trcdllce（ho　Igll7．　Fig．2shows　the　detailed　restriction　Inaps　and

the　seqllencing　strategy　of　the　5’－tenninal　portions　to　the

BαmHI　sites，　which　are　located　6．Okb　from　the　3’ends　of　the

IgH7　and　IgH2　inserts．　The　two　clolles　share　comInon　restric．

tion　enzyme　c】eavage　sites　between　the　BαmHI　sltes　and　the

KρηIsites，　which　he2．Okb　and　O35　kb　fr・m　the　5〃ends　of　the

IgH7　and　IgH2　h〕serts，　respect輌vely．　However，　a　Ho（ヲIII　site

O，28kb　away　frorn　the　5／elld　of　Igll2　is　absent　from　IgH7　at

the　corresponding　Position　relaセive　to　the　Kρη　I　site．　Other

c】eavage　sHes　upsけeam　froIn　the　HσθIII　slte　are　different　in
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∫gH　7　　　GGGTA］「AAAAAGGTACCAGGTTGAGCAGC］「ACAGGAGAGCTAGGACATGTGGGGATGTTTTGTTCCAGGCTGAACAACTGTAGAGCATCAGGGGGAGGTG　＋ユOo．

・…　　GGGTATAAMAGG丁ACCAGGTTGAGCAGCTACAGGAGAGCTAGGAqATGTGGGGATG丁TTTGTTCCAGGCTGAACAACTGTAGAGCATCAGGGGGAGGTG　、、ご
KpnI

JgH　7　　　GAACTTTAAGAAGTCAGGCTGAGCAGCTACAGGAGAGCTGCAGCTATTCGGTATGTGGAGGTCCAGCCAGAGCAGCTACAGGGTAGCTGGGATAAATGGG　＋200．，

Ig万　2　　　GAACTTTAAGAAGTCAGGCTGAGCAGCTACAGGAGAGCTGCAGCTA］「TCGGTATGTGGAGGTCCAGCCAGAGCAGCTACAGGGTAGCTGGGATAAATGGG
Pstl　　　　　　　　　　　　　　　　　　　AvalI

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ノ

Jgκ　7　　　GCTGGAGAACCAAGCTAAGAAGACACAGGGGAGCAGGTTCTAGTCTGCATAGGAGTGGGGATCC

lgH　2　　　GCTGGAGAACCAAGCTAAGAAGACACAGGGGAGCAGGTTCTAGTCTGCATAGnAGTGGGGATCC　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　’

Ba7nHI

　　FIG．3．　Nuc】eotlde　sequences　of　the　5’－termina］port沁ns　of　IgH7and　IgH2．　Thenucleotlde　sequeDces　of　the　5’－termiDa】600－base－pajr　segmenゼ

of　IgH2　and　the　correspondlng　reglon　of　IgH7are　displayed　with　the　direction　of　the　transcription　of　the　structura｜gene．　A　vert；cal　line　shows

the　slte　of　recombination．　A　palindrome　sequence　A－G－C－T－（G－G）－A一αC－T　and　a　pentanuc】eotide　A－A－A－A－A，　which　are　adjacent　to　the　re－

combination　site，　are　boxed．　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　．

the　two　clones．　Comparison　of　the　nucleotide　sequences　of　IgH7

and　IgH2（Fig．3）unambiguously　locates　the　recombination
site　of　the　rearranged　gene　at　base　17before　the　Kρn　I　site．　The

nucleotide　sequences　of　the　regioD（～270　bases）from　the　re－

combinahon　site　to　the　8αrηHI　site　of　IgH7　and　IgH2　match

each　other　completely．　The　two　seqllences　upstream　from　the

recombination　site，　however，　diverge　from　each　other．　Tandem

repetitive　sequences　of（G－A－G－C－T）n，（G－A－G－A－G）n，　and

（GG－C－T－G）n　are　prominent　in　the＝40（Lbase－pair－long　region

before　the　recombination　sitein　IgH7．　No　such　sequences　were

found　in　the　corresponding　region　of　IgH2，

　　We　searched　for　the　base　sequences　corresponding　to　the　V

region　of　MC101γ1　chain，　Though　the　amino　acid　sequence

of　the　V　region　of　MC101丁1　chain　was　not　determined，　the

homology　in　the　framework　regions　shared　among　many　V，

region　sequences　of　other　known　H　chains（26－30）enabled　us

to　identify　a　possible　V－gene　sequence．　Six　COOH－terminal

amino　acid5（Try－Gly－X－G】y－Thr－X－X－Thr－VaD　are　especia11y

well　conserved（26－30）and　have　been　assigned　as　a　part　of　the

putative∫region　in　H－chain　proteins（30）．　We　have　determined

the　sequence　of　almosはhe　entire　5’－termiDa】portioD　of　IgH7

and　failed　to　find　these　conserved　sequences，　confirming　an

earher　observation　that　no　R　loops　corresponding　to　the　V　gene

were　formed．　The　results　indicate　that　rearrangement　of　the

γLchain　gene　requires　a　recombinatjon　other　than　a　direct

recombination　between　a　V　gene　and　a　J　region　that　is　a　single

genetic　event　to　complete　theλ一〇rκ一type　L－chain　genes（2－
6）．

　　汐一Terminal　Portion　of　Rearrangedγ1－Chain　Cene　Is

Linked　toμ℃hain　Cene　in　DNA　of　Newbom　Mice．　To　search

for　the　origin　of窃e　5ノーterminal　segment　of　lgH7　in　DNA　of

undifferentiated　cells，　we　tested　EcoRI－digested　DNA　of

newborn　mice　by仇sfωhybridization　by　using　nick－translated

BαmHI　fragment　B　of　pIgH7（Bαm　B　fragment），　which　con－

tained　the　5ノーterminal　2．2－kb　DNA　segment　of　IgH7　and

O．38－kb　DNA　segment　derived　from　pBR322，　as　a　probe．　The

BαmBfragment　has　a　sequence　about　200　base　pairs　Iong

common　lo　IgH2，　DNA　from　newborn　mice　contailコed　three

bands　13，10，　and　6．6kb　long　whch　hybridized　with　the　Bαm

Bfragment　of　plgH7．　The　three　fragments　were　purified　by

preparahve　agarose　gel　electrophoresis　alld　cloned　by　using

λgtWES．　The　clones　that　contaiDed　the　inserts　of　l3，10，　and

6．6kb　were　designated　IgH701，IgH703，　and　IgH705，　respec－

tively．　IgH705　was　shown　to　be　identical　to　IgH2　by　restriction

mapping　and　iηs鋤hybridization．

　　Locations　of　the　sequence　homologous　to　the　Bom　B　frag－

ment　were　determined　by　iηs琵u　hybridization　of　restriction

DNA　fragments（Fig．4A）．　When　digested　with　EcoRI，　H仇dlll，

and　BαmHI／EcoRI，　DNA　of　IgH701　produced　one　band（13
kb），　three　bands（24，3．8，　and　O．7　kb），　and　one　band（7．2　kb），

respectively，　that　hybridized　with　the　Boη2　B　fragment，　Simi－

larly，　digestion　of　IgH703　wid〕EcoRI，1」「mdllI，　and　XムαI

produced’10－，10．3．，　and　3．4－kb　fragments，　respectively，　hy－

bridizing　with　the　Bom　B　fragment　of　IgH7．　As　summarized

in　Fig．5，　the　homologous　sequences　were　located　at　the　end　of，

IgH701　c】ose　to　the　EcoRI　site　and　at　the　middle　of　IgH703．

Comparison，　of　the　restriction　cleavage　maps　of　IgH7，　IgH701，

and　IgH703　indicated　that　the　5ノーend　portion（about　1．8kb）of

IgH701　is　identical　to　the　5’end　of　IgH7．　The　relative　locations＾

of　EcoRI，　X加1，　Sαc　I，　H伽dlII，　and」H友z　I　cleavage　sites　in　the

5ノーterminal　1．8－kb　portion　were　conserved　between　IgH7　and．

IgH701，except　for　a　Sαc　I　site　located　l．8　kb　away　from　the｛y、．

end　of　IgH701．　The　KpηIand　Bαm・HI　cleavage　sites　of　IgH7，・

which　were　shared　by　IgH2，　were　absent　from　IgH701（Fig．：

5）．The　portion　o臼gH703　that　hybridized　to　the　BωηBfrag－’

ment　was　significantly　different　from　the　Bαm　B　fragment．of
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　　FIG．4．　1ηsirμhybridization（）f　IgH701　and正gH703　restriction　DNA　fragments　with　the　32P－labeled　Bαπ1　B　fragment　of　pIgH7　andμ一chain

l32PlcDNA．］gH70］and　IgH703　DNAs（0：3μgofeach）were　cleaved　with　the　restriction　enzymes　indicated（E，　EcoRI；H，　Hi几dlII；B，BαmHI；
X，Xbα1）and　electroph（）resed　in　O．791　agarose　gels．　The　Southern　blot　of　the　gel　washybridized　with　32P－｝abeled　Bαπ1　B　fragment（A）orμ一chain

l32P｜cDNA（B）．　Ethidium　brumide　stail〕s　and　autoradiogram　of　S（、uthern　b】ots　of　gels　are　shown：lanes　a　aDd　b，　IgH701；工anes　c　and　d，

」9旦703．

IgH7．　It　is　posslble　that　onl｝’asmall　portion　o臼he　Bαm　B

fragment　sequence　is　shared　by　IgH703．

　　We　then　tested　the　possil）ility　that　other　H－chain　genes　might

be　linked　to　the　elnbryollicclones　IgH701　and　IgH703．　DNAs

of　these　clones　were　digested　wiヒh　EcoRI　and　X加1，　electro－

phoresed　in　O．7％agarose　gels，　and　hybridized　with　32P．labeled

H－chain　cDNA　of　vari餌s　classes　after　Southern　blotting　of　the

ge1．　As　shown　in　Fig　4B，　theμ一chain　l32P］cDNA　hybridized

specifically　with　certain　restriction　fragments　of　IgH701．　No

hybridization　was　observed　with　IgH703．　Combination　of　the

restrichon　map　of　IgH701　and加8iωhybridization　with　the

μ一chain　cDNA　indicated　that　theμ一chain　gene　lies　between

approximately　6　and　8仙from　the　5’end　of　IgH701（Fig．5）．

We　isolated　the　1．2－kb∫∫iηdlll　fragment　of　IgH701，digested

it　with　H仇fl，　and　determined　the　I11】cleotide　seqllences　of　Inore

than　300　bases　that　match　the　amino　acid　sequences　of　theμ

chain（31）．　For　example，　we　found　the　Duc】eotide　sequence

　　　　　　　　l，ll　　　，1▽　．．．　，．．．1

1，1，‖？　　　　ll

↓
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　　FIG．5・　Schematicrelationship　between　IgH2，　IgH701，　IgH703，

and　IgH7・Restrlct．ion　cleavage　maps　of　IgH2，　IgH701，　IgH703，　and

IgH7　inserts　are　compared・The　restr；ction　map　was　constructed　as
described　in　the　legend　t《）Fig．2．　Dotted　and　filled　segments　iDdicate

IgH2（and　its　equivalent）and　the　newly　introduce　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　dsegment　of　IgH7

（and　the　region　hybri　　　　　　　　　　　　　　　　dizillg　with　it）、　respectively．　Oblique　regions

show　theμ，γ工andγ1　chain　gelles　in　IgH701，IgH2，　and　IgH7，　re－

spectively・

of　CCA－CAC－AAC－AAA－TTC－ATC－TCA－AAA－CCCAAT－
GGT－AGG－TAT－CCC－CCC，　only　the　first　30　bases　of　which

coincide　with　theμ．chain　amino　acid　sequence（31）of　Pro－

Gln－Lys－Lys－Phe－lle－Ser－Lys－Pro－Asn　（residues　436－445）

corresponding　to　the　end　of　the　CH3　domain、　The　nucleotide

sequence　not　only　demonstrates　unambiguously　that　IgH701

contair〕s　theμ一chain　gene，　but　also　indicates　that　theμ一chain

gene　is　interrupted　by　an　intervening　sequeDce　at　the　lunction

of　the　CH3　and　CH4　dρrnains　as　shown　in〔〕ther　H－chain　genes

（10，11，25，32），These　reslllts　led　us　to　conclude　that　the　DNA

segmer）t　proximal　to　the　5／eDd　of　theμ℃hain　gerle　in　DNA

from　newborn　mice　has　recombined　with　the　sequences
f】anking　the　5／eDd　of　the　71－chain　ger］e　in　theγLchain－pro－

ducing　Inyelo］na｝v1C］01，

　　SRegion．　In　view　of　the　facuhat　such　rearrangement　takes

p】ace　specifica1】y　in　theγ1－chain　gene　in　theγ1－chain　pro－

ducing　Inyelolna，　it　is　likely　that　this　rearrangenlent　is　re－

sponsible　for　the　class－switch　expresslon　of　theγ1－chaiD　gene．

We　postuIate　that　IgH7詑the　3’part　of　the　completedγ1－chain

gene　that　is　linked　to　the　V　gene　and　expressed　in　MC　101

myeloma　althollgb　we　do　not　find　the　V－region　sequence　in

IgH7．　Earlyθ拍1．（32）found　that　theα一chain　gene　from　MOPC

603bas　a　6．8－kb　ir☆ervening　sequence　between　the　V－and

C－region　sequences；thus　it　is　not　surprising　that　the　V－reglop

sequence　is　not　present　in　IgH7．　We　doned　the　7．8－kb　rear－

rangedγ2b－chain　geDe　of　MOPC　141　myeloma（Fig、1），　the

5’portion　of　which　seems　to　be　ideIltica】to　the　5’portion　of

IgH701．　The　resl1】ts　suggest　that　such　rearrar〕gement　is　uni．

versa】and　not　an　abnorma】rearrangement　specific　to　MC　101

myelorna．　We　define　the　DNA　segment　respollsible　for　the

class－switch　recolnbination　as　switch（S）region．、Ve　assumethat

the　DNA　segments　adjacellt　to　the　fecombination　sites　of　IgH2

and　IgH701　contain　the　S　regions．　The　S　regions　originally

l三nked　to　theμ一andγ一chain　genes　are　referred　to　as　the　Sμand

Sγregions，　respectively．　We　presumethat　the　dass－switch　re－

combination　takes　p】ace　by　a　looping－out　Inechanism　forming

astem　structure　between　the　Sμand　ST　sequences　in　a　fashion

anal・9・lls　t・the　VL－JL　Tec・mbinati・n　in　which　the　tw・iden－

tica｜pahndrome　sequeDces　C－A－C－（A）－GT－G　adlacent　to　the

recombination　sites　of　the　vK－and　JK－region　seqllences　a「e

assumed　to　form　an　inverted　repeat－stem　structure　to】oop　out
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　　FIG．6．　Amodel　for　heavy－chain　c】ass　switch．　Recombination

events　producingacomplete　T1－chain　gene　are　schematically　repre－

sented．　The　alignment　of　VH　and　CH　genes　is　based　on　our　previous

model（7），　in　which　theδgenewas　omitted．　Dotted　segments　show　the

Jregions．　FiUed　segments　before　the　CH　genes（μ，γ1，α，etc．）indicate

the　S　region　of　the　CH　genes（Sμ，　Sγ1，Sα，　etc．）．　Both　V－J　and　S－S

recombinations　are　accompanied　by　de］etion　of　in－between　DNA

segments　as　proposed（7）．　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　．

the　intermediate　DNA　segment（4，5）．　We　foUnd　a　palindrome

sequence　A－G－C－T－（GG）－A－G一σT　at　the　portion　immediately

adjacenu・the　rec・rnbinati・n　site　of　the　ernbr）・・nicγ1－chain

gene（lgH2）．　There　is　a　pentanucleotide，　A－A－A－A－A，22　base

pairs　away　froln　the　recombination　site　of　IgH2．　The　pen－

tameric　A・T　base　pairs　were　found　in　the　illverted　repeat．stem

structures　of　the　VL＿JL　re（・ombinatlon　and　the　bacterial．in－

sertion　e】ernent　IS1（4，5，33）．

　　ModeHor　Heavy－Chain　Class　Switching．　During　differ－
entiation　of　a　B　lymph㏄yte，　a　single　VH　gene　is　first　expressed

as　the　constituent　of　theμchain；later　the　C　part　of　the　ex－

pressed　H　chain　switches　to　T　orαwith　the　V　part　unchanged．

We　extend　our　previous　m（）del（7）based　on　the　recent　findings．

The　vL　gene　recombines　with　the　J－regioll　segment　located

close　to　theκ一〇rλ一chain　C　gene（2－6）．　It　is　reasonableセo　assume

asimilar　structural　basis　for　joining　the　VH　and　CH　genes　be－

cause　recent　arnino　acid　sequence　data　of　VH　regions　have

P・e・ented　evidence　f・r　the　existence・f　th・J・egment　c・rre－

spondiIlg　to　the3’－terminal　portion　of　the　variable　region（29，

30）．If凸is　i∬o，　as　the　first　step　of　H℃hain　gene　expression，　a

se】ected　v　gene　recombines　with　one　of　the　J　regions　that　may

be　clustered　at　the　region　flanking　the　5’end　of　the　Sμregion，

resulting　in　expression　of　theμ一chain　gene・（Fig．6）．　We　have

demonstrated　thanhe　71．chain　gene　undergoes　recombination
at　the　S　region，　which　is　distinct　from　the　J　region．　As　predicted

by　our　previous　model（7），　the　class　switch　from　theμ一chain

geDe　to　theγ．cbain　gene　requires　a　second　recombination　event

which　takes　place　betweeg　the　Sμand　Sγregions（Fig．6）．

　　There　may　be　several　sμregions　between　the　J　andμ一chain

gene　sequences　and　other　sets　of　S　regions　at　the　5’end　of　each

heavy．chain　C　gene（Sγ，　Sα，　Sδ，　and　Sε）．　Each　Sμregion　may

be　designed　to　recombine　with　the　S　regions　of　the　specific　CH

gene．　It　B　also　possible　that　each　J　i∫followed　by　aD　Sμregion（s）．

We　postulate　multip】e　S　regions　before　each　CH　gene　because

EcoRI　fragments　of　the　rearranged　71－andγ2b－chain　genes

in　dif£erent　mye】omas　are　of　varied　lengths（Fig．1）．　We　have

obtained　preliminary　ev｛dence　that　IgH703，　but　not　IgH701，

contains　a　sequence　hornologous　to　the　small　region（a　few

hundred　base　pairs）imlnediately　before　the　recombinabon　site

of　IgH7．　The　results　suggest　that　a　third　recombination　may　be

necessary　to　comp】ete　the　rearrangedγ1－chain　gene．　This

m・del　kα迎・tially　an　elab・・ated　versi・n・f・u・p・e・i・田皿・del

（7）and　caD　easily　explain　the　phenomenon　that　the　V　region

remains　unchanged　after　the　class　switch．
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