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DELETION　OF　IMMUNOGLOBULIN　HEAVY　CHAIN　GENES
ACCOMPANIES　THE　CLASS　SWITCH　REARRANGEMENT

YOSHIO　YAOITA＊and　TASUKU　HONJO＊
Department　of　Physiological　Chemistry　and　Nutrition，　Faculty　of　Medicine，

Tokyo　113，』apan

University　of　Tokyo，

ABSTRACT
The　organization　of　immunoglobulin　heavy　chain　genes　has　been　investigated　by

Southem　blot　hybridization　of　restriction　DNA　f｝agments　using　clonedγ1，γ2b

andμgenes　as　probes．　The　organization　of　the　heavy　chain　genes（μ，γ1，γ2b

andγ2a）was　compared　in　newborn　mouse（BALB／c）and　myelomas　producing
lgM，　IgG3，　IgGl，　IgG2b，　IgG2a　and　IgA．　Theγ1　gene　was　present　in　DNAs　from

IgM－，lgG3－and　IgG　i－producing　myelomas　but　absent　in　DNAs　from　IgG2b－，

IgG2a－and　IgA－producing　myelomas．　Theγ2b　gene　was　R）und　in　DNAs　from

IgM－，　IgG3，　IgG　1－and　IgG2b－producing　myelomas　but　deleted　in　DNAs　ffom

IgG2a・and　IgA－producing　myelomas．　Theγ2a　gene　was　present　in　DNAs　f㌃om

all　the　myelomas　tested　except　IgA－producing　myelomas．　Theμgene　was　pres－

ent　in　DNAs　from　lgM－and　IgG2b－producing　myelomas　but　absent　in　DNAs
∩om　IgG3－，　IgGl－，　IgG2a　and　IgA－producing　myelomas．　The　heavy　chain　genes

expressed　in　most　myelomas　were　rearranged　in　diHbrent　fbrms　on　di舵rent　homo’

logous　chromosomes．　In　some　myelomas　we　were　unable　to　show　the　rearrange－

ment　of　the　expressed　heavy　chain　genes　with　the　restriction　enzymes　used　in　the

present　study．　The　deletion　of　the　heavy　chain　genes　takes　place　upstream　from

the　heavy　chain　gene　expressed　in　each　myeloma　assuming　that　the　heavy　chain

genes　are　arranged　in　the　orderμ一γ3一γ1一γ2b一γ2a一α．　The　presence　of　theμgelle

in　twoγ2b－producing　myelomas　is　exceptionaL　These　results　are　consistent　with

the　allelic　deletion　model　proposed　by　Honjo　and　Kataoka（1＞oc．ハ拍〃．メω4・Sc輌・

〃Sメ，75，2140－2144，1978）except　that　the　previous　model　predicted　the　deletion

of　the　heavy　chain　genes　only　from　one　of　the　aUelic　pair　of．chromosomes．　We

have　discussed　possible　reasons　R）r　the　previous　overestimation　ofγgenes　using

uncloned　cDNA．
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The　organization　of　immunoglobulin　genes　ap・

pears　unique　in　several　respects；1）the　variable

（V）and　constant（C）regions　of　the　immuno・

＊Present　address：Department　of　Genetics、　Osaka
University　Medical　School，　Kita．ku，　Osaka　530，　Ja．

pan

globu1三n　polypeptide　are　encoded　by　separate

genes　in　the　germline　of・each　organism（3，14，

19，20）and　2）these　genes　are　brought　together

by　somatic　recombination（1，11，15）．　Fロr由er．

more，　in　a　given　lymphocyte　a　C　gene　of　one　a1．

1ele　is　expressed　while　the　C　ge鵬of　the　other

allele　is　not　expressed（allelic　exclusion）．　Dur．
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ing　diH－erentiation　of　a　lymphocyte　a　V　region

sequence　of　the　heavy（H）chain　is　successively

lolned　with　different　C　region　sequences（class

switch）．　The　switch　fbllows　the　sequence　f、om

μtoγorα．
　　Previouslywe　showed　that　the　copy　numbers

of　the　speci6c　CH　genes　in　myeloma　DNA
were　reduced　depending　on　the　class　or　sub－

class　of　the　CH　gene　expressed　in　the　myeloma

f5）．　We　have　proposed　the　model　that　the　DNA

segment　locating　between　a　V　gene　and　the　CH

gene　expressed　is　excised　out　of　the　chromo－

some　to　recombine　the　two　genes．　Such　recom．

bination　seemed　to　occur　only　on　one　of　the

two　allelic　chromosomes．　We　have　also　pro－

posed　that　H　chain　genes　are　aligned　on　one

chromosome　in　the　order　V　genes，　unknown
spacer，μ，γ3，γ1，γ2b，γ2a　andα．　　Such　align・

ment　together　with　the　successive　recombina．

tion　of　V　and　CH　genes　can　explain　the　class

switch　phenomenon．　This　model　is　called　a1・

1elic　deletion　mode1．

　　Elsewhere　we　have　shown　that　the　deletion

of　the　specific　CH　genes　takes　place　only　on　the

expressed　member　of　the　aUelic　pair　of　chro，

mosomes　us輌ng　a　myeloma　induced　in　the　Fl

mouse　between　C57BL　and　BALB！c　which
have　different　allotypes　in　the　H　chain　C　re．

gions（Yaoita　and　Honjo，　submitted）．　The　re・

sults　are　in　agreement　with　the　allelic　deletion

mode1（5）except　that　the　5’flanking　reg輌on　of

theμgene　of　the　unexpressed　chromosome　is

rearranged　in　DNA　from　the　FI　myeloma．

　　To　further　examine　the　model　we　have　stud・

ied　the　organization　of　CH　genes　in　many　my・

eloπ1as　by　Southern　blot　hybridization　of　re－

striction　DNA　f士agments　using　the　cloned　H

chain　genes　as　probes（6－8，22）．　The　results

clearly　indicate　that　the　CH　genes　are　deleted

ln　agreement　with　the　proposed　order　of　the

CH　genes（5）．　The　deletion　of　the　CH　genes，

however，　seems　to　take　place　on　both　chromo・

somes．　We　have　demonstrated　that出e　sites
of　the　rearrangement　are　different　between　an

allelic　palr　of　chromosomes，　These　results　call

be　explained　by　the　successive　allelic　deletion　e“

vents　on　an　allelic　pair　of　chromosomes，　one　on

an　a11ele　to　be　expressed　and　a　di6erent　fbrm　of

deletion　on　the　other　allele　to　be　unexpressed．

　　During　preparation　of　this　manuscript　two

other　groups　published　similar　experiments
using　theγ2b　probe（12）and　theμandαprobes

（2）．Deletion　of　the　DNA　segment　locating

between　twO　jOining　sequences　was　also　COn・

firmed　in　theλtype　light　chain　gene　by　Sakano

e’α乙（13）．
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MATERIALS　AND　METHODS
Mαteriαls

Restriction　endonucleases　were　purchased　from

New　England　Biolabs（Baverly，　Massachusetts，

U．S．A．）except　that　Bgl　I　and　II，　Bam　HI，　and

Eco　RI　were　puri6ed　according　to　the　methods

of　Greeneθ’α1．（4）and　Yoshimori（24），　respec－

tively．廊c々r’cん∫αco1∫DNA　polymerase　and

pancreatic　DNase　were　obtained　from　Boehrin・

ger　Mannheim　GmbH（Mannheim，　West　Ger・
many）．　　［α・32P］TTP　（specific　radioactivity，

2000－3000ci／mmole）was　purchased　from　The

Radiochemical　Centre（Amersham，　England）．

Myelomαs

Myeloma　tumor　lines　were　supplied　by　Dr　M．

Potter（NIH），　Dr　T．　Kishimoto（Osaka　Univer・

sity），　Dr　S．　Migita（Kanazawa　University）and

Dr　P．　Leder（NIH）and　propagated　by　subcu－

taneous　iI埴ection　as　described　by　Sibinovic　θ’

α∫．（16）。Solid　tumors　were　harvested，　imme．

diately　frozen　in　liquid　N2，　and　stored　at－80℃．

Female　BALB／c　and　male　C57BL！6　were　mat．

ed　to　produce　FI　mice．　MOPC　320　were　pro・

pagated　in　FI　mice．　Proteins　produced　by　my．

elomas　were　described　previously（16）．　MOPC

315was　induced　in　FI　mice　between　C57BL　and

BALB／c　and　shown　to　produce　IgA　of　BALB／c

allotype（16）．

Prepαrα誠on　o∫DNA

Whole　newborn　mice，　mouse　livers　or　myeloma

tumors　were　homogenized　in　50　mM　Tris・HC1

（pH　8．0），10mM　EDTA，0．15　M　NaCl　with　a

Potter　homogenizer　at　O℃．　Sodmm　dodecy1・

su1白te　to　O．3％and　NaC104　to　O．5　M　were　add’

ed　to　a　whole　homogenate．　The　homogenate
was　extracted　w輌th　O．5　volume　each　of　water．

saturated　phenol　and　a　chloro丘）rm・isoamyl　a1・

cohol　mixture（24：1）．　The　water　phase　was

separated　by　centrifugation　and　1．2　g　of　CsCl

was　added　to　one　ml　of　the　water　phase．　Af二

ter　centrifUgation　at　30，000　rpm　fbr　48　hr，丘ac．

tions　with　high　viscosity　were　collected　and　dia．

1yzed　against　O．1×SSC（1×SSC：0．15　M　NaC1，

0．015MNa　citrate）fbr　48　hr．　Alternatively，

the　water　phase　was　dialyzed　against　O．1×SSC

fbr　24　hr，　digested　with　RNase（100μg／m1）in

adialysis　bag　for　24　hr　at　room　temperature

and　then　extracted　with　pheno1．　After　dialysis

against　O．1×SSC　fbr　24　hr，1．27　g　of　CsCI　was

added　to　one　ml　of　the　water　phase　and　DNA

was　banded　by　centrifugation　and　collected　as
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described　above．　DNA　concentration　was　cal・

culated　assuming　that　one　mg／ml　DNA　gives

20A260．　The　contamination　of　RNA　was　neg・

1igible　when　checked　b｝’agarose　gel　electro－

phoresis．

Southern」Bfoning

DNA（5－15μg）was　digested　with　15－50　units

of　various　restriction　enzymes　at　their　optimal

cond“ions　fbr　7　hr　at　37C°．　Digested　DNA　was

d輌recny　apPlied　to　an　O．5％　agarose　（type　I，

Sigma　Chemical　Co．，　St．　Louls，　Missourj，　US、

A．）gel　and　electrophoresed．　Bacteriophageえ

DNA　digested　with　Eco　RI　or　Hind　III　was

included　in　the　gel　as　s立e　standards．　The　gel

was　stained　with　ethidium　bromide　and　DNA
was　transfξrred　to　a　nitrocellulose　filter

（Schleicher　and　SchueU，　Inc．，　Keene，　New

Hampshire，　U．S．A．）according　to　the　method

of　Southern（17）．

αnd　Probes

The．Eco　RI　fragments　containing　theγ1，γ2b

andμgenes　have　been　cloned　fTom　DNA　of

newborn　mouse｛BALB！c）and　designated　as
IgH2（6．6　kb），　IgH22（6．6　kb）and　IgH701（12．8

kb），　respectively（6－8，22）．　Detailed　maps　of

restriction　endonuclease　cleavage　sites　within
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Hyb頑z磁ion
DNA　6xed　on　6hers　was　hybridized　with［32P］

1abeled　probes　indicated　as　described　previous・

1y（6）．　The　concentration　of　probes　and　the

time　of　the　incubation　were　determi鵬d　to　reach

aCot　value　fbr　90％annealing．　After　hybridi．

zation　61ters　were　rjnsed　with　2×SSC　and　then

washed　in　O．1×SSC－0．1％SDS（fbur　times）R）r

40min　each　at　65℃．　Filters　were　6nally　r輌皿sed

with　2×SSC，　dried　and　exposed　to　X・ray

丘1m　using　a　DuPont　Cronex　lightening　plus
intensifier　screen　at－80℃．
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Hyb燃zαtion　Probe∫

We　used　cloned　genomic　DNA丘agments　IgH2
（6），IgH22（22）and　IgH701（8；T．　Kawakami
and　T．　Honjo，　unpublished　data）as　theγ1，γ2b

andμgene　probes，　respectively．　Complete　nu．

cleotide　sequences　of　these　clones　were　deter．

mined．γ2a　chain　cDNA　cloned　in　a　bacterial

plasmid　pBR322（pG2a・14）was　used　as　theγ2a

chain　probe（T．　Honjo，　unpublished　data）．　The

pG2aJ4　contains　about　200・base　pair　long
cDNA．　Fragments　of　the　genomic　clones（in．

dicated　in　Fjg．1）and　pG2a・14　were　labeled
with［α．32P］TTP　by　nick　translation（10）．　The

specific　activ盆ies　of　the　probes　were　150－250

CPIn／P9．

RESULTS
Restγiction　Mαps　o∫theγ1，了2bα頑μGenes

d一

Fig．1　Restriction　enzyme　cleavage　sites　around
theγ1，γ2b　andμgenes．　DNA　is　displayed　f⑩m
left　to　right　w“h　the　direcUon　of　transcription．

Narrower　rectangles　show　the　cloned　DNA　frag．
ments．　Wider　rectangles　show　l㏄ations　of　struc．

tural　genes．　A，γ1　gene　and　lts　6anking　region．　A

Bam　Hl　site　5’to　the　cloned　fragment　is　not　known；

B，γ2b　gene　and　its　6anking　region；C，μgene　and

its　nanking　region．　DNA　fragments　used　for
probes　are　indicated　by　horizontal　bars　below　the

restriction　maps；a，6．6　kb　Eco　RI　fragment　con・

taining　theγl　gene（lgH2）；b，6．6　kb　Eco　RI　frag．

ment　containing　the　γ2b　gene　（IgH22）；c，　L35　kb

Bam　HI　fragment（5’fragment）of　IgH22；d，1．2　kb

Hind川fragment　that　contains　the　CH3　and　CF4
domains　of　theμgene（8）．
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these　clones　and　complete　nucleotide　sequences

ofthe　structural　portions　have　been　determined

（6、22：T．Kawakami　and　T．　Honjo，　submit－

ted）．　We　have　determined　restriction　sites　of

Baln　HI　and　Bgl　II　adjacent　to　the　clonedγ1

gene　fragment　by　digestion　ofmouse　DNA　with

several　combinations　of　two　restriction　en．

zymes、　followed　by　Southern　blot　hybridization

or　restriction　DNA　fragments（Fig．1A）．　Slm．

ilarly，　restriction　sites　of　Bgl　I　and　Xho　I　adja・

cent　to　the　clonedγ2b　gene　fragment（Fig．1B）

and　restriction　sites　of　Kpn　I，　Bgl　II　and　Bam

HIadjacent　to　the　clonedμgene　fragment（Fig．

lC）were　determined．　We　used　the　Eco　RI　frag－

ment　of　theγ1　gene（probe　a），　the　Eco　RI　frag－

ment　oftheγ2b　gene（probe　b），　the　1．35kb　Bam

HI　fragment　of　theγ2b　gene　clone（probe　c）

and　the　1．2　kb　Hind　III　fragment　of　theμgene

clone　（probe　d）　as　the　probes　for　the　γ1，γ2b・

γ2a，5’γ2b　andμgenes．　respectively（Fig．1）．

Deletionαnd　Reαrrαngenle川s　o∫仇e　Tl　

Gene

BALB／c　myeloma　and　newborn　mouse　DNAs
were　digested　with　Eco　RI，　Bam　HI　or　Bgl　II，

andγ1　gene　fragments　were　detected　by　South．

ern　blot　hybridizaion．　As　shown　in刊g．2，　Eco

RIdigestion　of　newborn　mouse　DNA　produced
adark　6．6　kb　band　which　is　equivalent　to

the　clonedγ1　gene　fragment（lgH　2）．　Similar．

1y，　digestion　with　Bam　HI　produced　three　frag．

ments（14，1．5　and　1．3　kb）of　theγI　gene　in

agreement　with　the　restriction　map　shown　in

日g．1．Digestion　of　newborn　mouse　DNA　with
Bgl　II　produced　a　dark　band（18　kb）．　of　theγ1

gene．　Theγ1　gene　fragments　characteristic　of
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Fig．2　Hybridization　of　myeloma　DNAs　with　theγl　gene　probe．　DNAs（15μg）of　various　myelomas

were　digested　with　Eco　RI（A）．　Bam　HI（B）or　BgUl（C）and　theγ1　gcne　fragments　were　detected　by
Southern　blot　hybridization　using　theγl　gene　probe（the　probe　a，　Fig．1）．　Origins　of　DNA　are　as　fo1．

lowsσhe　class　of　H　chain　produced　is　shown　in　parentheses．）：a，　newborn　mouse；b，　MOPC　lO4E
（μ）；c，ABPC　22（μ）；d，　FLOPC　21（γ3）；e，　MOPC　31C（γ1）；r，　MOPC　70A（γ1）；g，　MC　IO1（γり；h，　MPC

ll（γ2b）；i，　MOPC　I41（γ2b）；j，　MPC　11（γ2b）；k，　RPC　5（γ2a）；1，　MOPC　511（α）；m，　TEPC　15（α）
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newborn　mouse　DNA　were　observed　when
DNAs　ofμandγ3　chain－producing　myelomas
were　digested　with　Eco　RI、　Bam　HI　or　Bgl　II

and　hybridized　to　the　γl　gene　probe　（Fig．2，

1anes　b，　c，　d）．

　　On　the　other　hand，　extra　bands　of　8．3　kb　and

4．O　kb　were　observed　ln　addition　to　the　6．6　kb

band　when　DNAs　ofγ1　chain－producing　my・

elomas　MC　lOI　and　MOPC　31C，　respectively，

were　digested　with　Eco　RI（Fig．2A，　lanes　e．

g）．The　8．3　kb　band　of　MC　101　DNA　digested

with　Eco　RI　was　cioned　and　its　nucleotide　se・

quence　was　determined．　showing　that　the　8．3　kb

fragment　has　a　new　DNA　segment（2　kb）in
place　of　the　5㌧terminal　300　base・pair　segment

of　theγ1　gene　fragment　cloned　from　newborn

mouse　DNA（8）．　Digestion　of　MC　lOI　and

MOPC　31CDNAs　wlth　Bam　HI　produced　the
same　band　as　found　in　newborn　mouse　DNA
（Fig．2B，1anes　e，　g）．　Digestion　of　MOPC　31C

DNA　wjth　Bgl　II　produced　a　new　fragment　of

5kb　in　addition　to　the　fragment　characterlstic

of　newborn　mouse　DNA｛Fig．2C，1ane　e）．　Di－

gestion　of　MC　101　DNA　with　Bgl　II　produced

asingle　fragment　of　13．5　kb（Fig．2C，　lane　g）．

These　results　indicate　that　theγ1　genes　of　two

chromosomes　underwent　di狂erent　types　of　re－

arrangements　in　MOPC　31Cand　MC　IOI　my－

elomas．　MOPC　70A↓anotherγl　chain　pro．
ducer），　when　digested　with　Eco　RI，　Bam　HI

or　Bgl　II，　yielded　theγ1　gene　fragments　charac－

teristic　of　newborn　mouse　DNA（Fig．2，1ane
f）．We　cannot　exclude　the　possibility　that　the

γ1gene　of　MOPC　70A　DNA　has　a　rearrange．

ment　that　we　were　unable　to行nd．

　　When　DNAs　ofγ2b，γ2a　andαchain－produc．

mg　myelomas　were　digested　with　Eco　RI，　Bam
HI　or　Bgl　II，　only　f遠int　bands　characteristic　of

newborn　mouse　DNA　were　observed（Fig．2，
lanes　h，　i，　j，　kJ，　m）．　These　faint　bands　are　pre－

sumably　ascribed　to　the　DNA　of　the　host　ani－

mal　in　which　these　myelomas　were　grown，　be，

cause　the　fajnt　bands　are　characteristic　of　the

host　cells　rather　than　the　myeloma　cells（Fig．

3）．］Bgl　II　digestion　candistinguish　theγl　genes

of　the　BALB／c　and　C57BL　a11eles（Fig．3，　Ianes

land　2）．　DNA　from　MOPC　315　myeloma
（lgA　producer　induced　in　a　FI　mouse　between

BALB／c　and　C57BL）which　was　grown　in　BA－

LB／c　mice　yielded　the　faintγ1　gene　fragment

of　the　BALB／c　aliele（Fig．3，　Iane　3）．　DNA

from　MOPC　320　myeloma（lgA　producer　in・
duced　in　a　C5フBL　mouse）which　was　grown　in

FI　mice　between　BALB／c　and　C57BL　yielded
the　faintγ1　gene　fragments　of　both　C57BL　and

BALB／c　alleles　wlth　equal　intensity（Fig．三3，

Y．YAOITA　and　T．　HONJO

1ane　4）．　　These　resuhs　indicate　thatγ1　genes

are　deleted　from　both　chromosomes　ofγ2b，γ2a

andαchain・producing　myelomas．

Delel　

ionαnd　Reαrrαngemems　o∫旗eτ2bαnd

γ2α　Genes

Similar　experiments　were　done　using　theγ2b・

γ2a　gene　probe（probe　b）which　hybridized　with

not　only　theγ2b　but　alsoγ2a　gene（2り．　As

shown　in　Flg．4，　Eco　RI　digestion　of　newborn

mouse　DNA　produced　a　weak　23　kb　band　that

corresponds　to　theγ2a　gene　fragment（12，　Ya－

oita　and　Honjo，　submitted）and　a　dark　6．6　kb
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Fig．3　Hybridization　of　IgA　producing

myebma　DNAs　with　theγ1　gene　probe．
DNA　l30μg）was　digested　with　Bgl　II
and　hybridized　with　the　γI　gene　probe

（probe　a．　Fig．　D．　Origins　of　DNA　are

indicated　on　each　columnas　follows（the

classes　of　H　chains　produced　are　shown

mparenthescs）：1、　BALB／c　liver；2，　C57

BL／61i、「er二3，　MOPC　315　mye｜oma（α）；

4．MOPC　320　myeloma（α）
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on　each　column　by　the　alphabet　as　described　in　the　legend　to　Fig．2．
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the　5／γ2b　gene　probe．

gested　with　Bgl　I　and　hybridized　with　the　5’

γ2b　gene　probe（probe　c，　Fig．1）．　　Origins　of

DNA　are　indicated　on　each　column　by　the
alphabet　as　described　in　the　legend　to　Fig．2．

Hybridization　of　myeloma　DNAswith
　　　　　　　　　　　　DNA（5μg）was　di．

band　that　is　equivalent　to　the　cloned　γ2b　gene

fragment（Fig．4A，1ane　a）．　Digestion　with　Bg1

Iproduced　two　f㌃agments　of　17．5　kb　and　75　kb

which　correspond　to　the　3’and　5’portions　of

theγ2b　gene，　respectively（Fig．4B，1ane　a）．　The

7．5kb　band　also　contains　theγ2a　gene丘agment

（data　not　shown）．

　　When　DNAs　ofμandγ3　chain－producing
myelomas　were　digested　with　Fco　RI　or　Bgl　I

and　hybridized　to　theγ2b・γ2a　gene　probe，　frag・

ments　characteristic　of　newborn　mouse　DNA
were　observed（Fig．4，　b，　c，　d）．　As　shown　in

Fig．4B（1anes　e．　g）Bgl　I－digests　of　MOPC　31C

and　MC　101　DNAs　contained　an　additionai
band（5　kb）that　hybridized　with　the　5’γ2b　gene

probe　（Fig．5，1anes　e，　g）．　These　rearrange・

ments　are　due　to　the　deletion　of　a　2．5　kb　seg．

ment（T．　Kataoka　and　T．　Honjo，　unpublished
data）．

　　Rearrangements　of　theγ2b　gene　were　also

observed　in　DNAs　from　theγ2b　chain－produc．

ing　myelomas，　MOPC　141　and　MPC　11．　When

dlgested　with　Eco　RI，　MOPC　141　DNA　pro．
duced　a　new　band　of　7．8　kb　in　addition　to　the

6，6kb　band（Fig．4A，1ane　i）．　Recently　we　have

cloned　the　7．8　kb　fragment　of　MOPC　141　DNA

and　shown　that　the　cloned　f士agment　is　the　rear・

rangedγ2b　gene　which　has　a　new　DNA　segment

nanking　the　5’end　of　theμgene　at　the　5／end

of　theγ2b　gene　cloned　from　newbom　mouse
DNA（N．　Takahashi，　T．　Kataoka　and　T．　Hon・

jo，　submitted）．　The　6．6　kb　band　was　always

less　intense　than　the　7．8　kb　band　which　was　of



170

about　half　an　intensitv　of　the　6．6　kb　band　ob・

served　in　newbom　mouse　DNA．　We　have
drawn　a　tentative　conclusion　that　thC　6．6　kb

band　of　MOPC　141DNA　is　due　to　contaminant

host　cell　DNA　and　theγ2b　gene　is　deleted　from

one　ofan　allelic　pair　of　chromosomes　of　MOPC

141．When　dlgested　with　Bgl　I．　the　3’γ2b　gene

fragment（17．5　kb）observed　in　newborn　mouse

DNA　disappeared　and　a　pair　of　new　fragments

appeared　in　DNAs　of　MOPC　141（15．5　and
2．8kb）and　MPC　11（25　and　14．5　kb）（Fjg．4B，

1anes　h，　i，　j）．　As　shown　n　Fig．5（1anes　h，　i），　the

5’γ2b　gene　probe　hybrid口ed　to　the　2．8　kb

佃gment　of　MOPC　141　DNA　and　the　7．5　kb
fragment　of　MPC　l　l　DNA．　Therelbre，　the　15．5

kb　and　2．8　kb　fragments　of　MOPC　141　are　the

3’and　5’f㌃agments　of　theγ2b　gene，　respective－

1y．　The　7．5　kb　fragment　of　MOPC　141　DNA

seelns　to　be　theγ2a　gene．　The　two　new　f十ag．

ments（25　and　14．5　kb）of　MPC　l　l　DNA　seem

to　be　the　3’f十agmen鱈of　theγ2b　genes　of　two

homologous　chromosomes．　These　results　indi．

cate　that　theγ2b　genes　of　MOPC　141　and　MPC

llDNAs　are　rearranged　in　diHざerent　fbrms　on

an　allelic　pair　of　chromosomes　and　that　such

rearrangements　have　taken　place　not　only　at
their　5’regions　of　theγ2b　gene　but　also　at　their

3’reg輌ons．

　　When　DNA　of　aγ2a　chain・producing　my．

eloma　RPC　5　was　digested　wah　Eco　RI　or　Bgl

Iand　hybrid泣ed　with　theγ2b．γ2a　probe，　the

γ2b　gene　bands　were　not　observed　and　only　the

23kb　Eco　RI－fragment　and　the　7．5　kb　Bgl　I一

飯agment　were　observed（Fig．4，1ane　k）．　These

bands　are　shown　to　be　theγ2a　gene　f十agments

using　theγ2a　cDNA　cloned　in　a　plasmid　as　a

probe（data　not　shown）．　Hybridization　with
the　5’γ2b　gene　probe　（probe　c）indicates　that

theγ2b　gene　is　deleted　from　RPC5　DNA（Fig．

5，1ane　k）．　Digestion　ofαchain・producing

．myeloma　DNAs　witいhe　two　enzymes　yielded
only　the　faint　bands　characteristic　of　newborn

mouse　DNA（γ2b・γ2a　probe），　indicating　that

the　γ2b　gene　is　missing　inαchain－producing

myelomas（Fig．4，1anes　1，　m）．　Furthermore，
it　is　evident　that　theγ2a　gene　is　present　inμ，

γ3，γ1，γ2b　andγ2a　cham－producing　myelomas

whereasαchain－producing　Inyelomas　have　lost

theγ2a　genes　from　both　a】1eles．　The　above

conclusion　was　also　supPorted　by　the　experi・

ments　with　Xho　I（data　not　shown）．

Deletionαnd　Reαrrαngements　o∫t｝le磐Gene

When　digested　with　Eco　RI，　the　newborn
mouse　DNA　produced　a　12．8　kb　fragment　that

Y．YAOITA　and　T．　HONJO

hybridized　with　theμgene　probe（probe　d）as

shown　in　Fig．6A．1ane　a、　Digestion　of　new・

born　mouse　DNA　with　Kpn　I　and　Bam　HI
yielded　13．5　and　12kb　fragmems，　respectively，

which　hybridized　to　theμgene　probe（Fig．6B
and　6C，1ane　a）．　DNAs　of　all　the　threeμchain・

producing　myelomas（MOPC　104E，　ABPC　22
and　TEPC　183）produced　rearrangedμgene
臼agmems　when　digested　with　either　Eco　RI　or

Kpn　I（Fig．6A　and　6B，1anes　b，　c　and　n）．　Di・

gestion　of　MOPC　104E　DNA　w玉th　Eco　RI　and

Kpn　l　produced　l　l　and　14　kb　fragments　of　the

μgene，　respectively．　The　intensity　of　each　band

seems　to　be　reduced　to　about　a　half　of　the

bands　observed　in　newborn　mouse　DNA，　sug－

gesting　that　MOPC　104E　DNA　may　have　lost
theμgene　fヤom　one　of　an　allellc　pair　of　chro・

Inosomes．　MOPC　104E　DNA　has　a　rearrange－
ment　at　the　5！region　to　theμgene　of　the　re・

maining　allele　since　the　Kpn　I　fragment　com・

prises　DNA　1㏄ating　to　the　5’side　of　theμgene

（see　restriction　map，　F輌g．1C）．　The　3’region

seems　to　be　intact　b㏄ause　the　Bam　HI　frag．

ment　remains　unchanged（Fig．6C，1ane　b）．

When　ABPC　22　DNA　was　digested　with　Eco
Rlor　Bam　HI，　f㌃agments　characteristic　of　new・

bOm　mouse　DNA．　were　observed　but　the三nten．

sity　of　each　band　is　reduced　to　about　a　half　of

the　band　observed　in　newborn　mouse　DNA．

The　results　sugges口hat　ABPC　22　DNA　may
have　lost　theμgene　f㌣om　one　of　an　alielic　pair

of　chromosomes（Flg．6A　and　6C，　lane　c）．　Di．

gestion　of　ABPC　22　DNA　with　Kpn　I　produced

newμgene　f㌔agment　of　16kb（Fig．6B，1ane
c）．　When　TEPC　183　DNA　was　dlgested　with
Eco　RI，　a　pair　of　newμgene　f｝agments（11and

7．7kb）were　observed　in　add社ion　to　the　f㌃ag－

ment　characteristic　of　newborn　mouse　DNA，
indicating　that　theμgene　on　one　allele　ofTEPC

I83　DNA　has　a　rearrangelnent　within　the　Hind

III　fragment　used　as　a　probe．　Digestion　with

Kpn　I　produced　a　pair　of　newμgene　f㌃ag．

ments　of　16　kb　and　10．5　kb，　indicating　theμ

gene　on　the　other　allele　is　also　rearranged．　Di・

gestion　with　Bam　HI　produced　the　fragment

characteristic　of　newborn　mouse　DNA，　Since

DNAs　from　the　three　myelomas　have　the　rear・

ranged　Kpn　I　fragments　and　the　intact　Bam　HI

fragments，　the　rearrangement　must　lie　to　the

5’side　of　theμgene．　Rearrangements　took
different　jbrms　between　an　allelic　pair　of　chro．

mosomes．
　　DNAs　from　the　other　myelomas　tested　ex．

cept　n）r　MPC　l　l　and　MOPC　141　contained　only

伍nt　bands　characteristic　of　newborn　rnouse

DNA，　whlch　were　presumably　derived　f十〇m
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Fig．6　Hybridization　of　myeloma　DNAs　with　theμgene　probe．　DNAs（5μg）of　var．

ious　myelomas　were　dlgested　with　Eco　R［（A），　Kpn　l（B），　or　Bam　HI（C）and　theμ

gene　fragments　were　detected　by　Southern　blot　hybridization　using　theμgene　probe
（probe　d，　Fig．1）．　Origins　of　DNA　are　indicated　on　each　column　by　the　alphabet　as

descrlbed　in　the　legend　to　Fig．2except　for　n，　TEPC　183（μchain　producer）．

host　cell　DNA．　Unexpectedly，　DNAs　ofγ2b

chain－produclng　myelomas　MPC　l　l　and　MOPC

141contained　theμgene　fragments　that　had
been　rearranged　at　the　region　nanking　the　5／

end　of　theμgene．

Stξmmαry　o∫Deletionsαnd　ReαrrαngemeMS

in　8／1LB／c　Myelomαs

The　results　mentioned　above　are　summarized

in　Table　1．　　Theμchain・producing　tumors

contain　all　theγgenes　tested　as　wel玉as　theμ

gene　which　has　di仔erent　forms　of　rearrange．

ments　on　an　allelic　pair　of　chromosomes．　The

γ3andγ1　chain－producing　tumors　contain　the

γ1，γ2b　andγ2a　genes　whereas　they　have　lost

theμgenes　from　both　alleles．　We　have　not
tested　whether　or　not　theγ3　gene　is　rearranged．

In　theγ1　chain－producing　myelomas　except

fbr　MOPC　70A　theγ1　genes　on　two　alleles
have　diHごerent　forms　of　rearrangements．　The

5’side　of　theγ2b　gene　is　rearranged　in　the　γ1
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Table　l　　Rε∫∫’輌cr’oπ1）↓～含，4　Fmg”7εnr∫q∫μ．γi，γ2bαηゴr2αGeπe∫輌πA｛yθ∫oη1α∫

Origin　of

DNA
μ

γ1 γ2b γ2a

EcoRI　Kpnl　BamHI　EcoRI BamHI Bglll　　EcoRI BglI EcoRI BglI

a）Newborn
　　mouse

b）MOPCio4E
c）ABPC22
n）TEPC183

12．8 13．5 12 6．6　　14，1．5．1．3 18 6．6　　17．．5，7．5 23 7．5

12．8

11／D

E／D
11、7．7

13．5

14／D

15／D
16

12

E／D

E／D
E／E

　　　　　　　　　　　　　　E

d）FLOPC21　　D／D

e）MOPC31C　D／D

10．5

D／D

D／D

6．6

E／E

D／D　E／E
D／D　　4．0／E

14，1．5，1．3

　　E／E

　　E／E

E／E

E／E

18

E／ε

E／E

E／E

5／E

6．6　　17．5，7．5

E／E　E／E
E／E　E／E

E／E

E／E

E／E
17．5，5

23

E／E

E／E

E／E

E／E

f）MOPC70A　D／D
g）MC101　　　D／D

D／D

D／D
D／D　E／E
D／D　　8．3／E

E／E　　E／E　　E／E
E／E　13．5／13．5　E／E

17．5，5

E／E
17．5，5

E／E

E／E

h，j）MPCII 10／D 11／D E／D D／D D／D D／D E／E

17．5，5

25，7．5 E／E

i）MOPC141 B．5 12／12 E／E D／D

　　　　　　　　　　　　14．5，7．5

D／D　7．8／D　15．5，2．8 E／E

k）RPC5

1）MOPC511
m）TEPC15

13．5

D／D　D／D
D／D　D／D
D／D　D／D

D／D
D／D
D／D

D／D
D／D
D／D

D／D
D／D
D／D

D／D
D／D
D／D

D／D
D／D
D／D

D
D／D
D／D
D／D

E／E

D／D
D／D

7．5

E／E

E／E

E／E

E／E

E／E

E／E

E／E

E／E

E／E

D／D
D／D

Restriction　DNA　fragments　of　two　alleles　are　shown　in　k認obase．

newborn　mouse　DNA．　D，　deletion

E，embryonic　form　or　the　same　as

chain－producing　myelomas．　We　did　not　6nd
any　rearrangement　of　theγ1　gene　in　DNA　from

MOPC　70A．　Theγ2b　chain・produc輌Dg　myelo－

mas　have　theγ2a　genes，　the　rearrangedγ2b　and

μgenes．　They　have　lost　theγ1　genes　complete・

1y．　Theγ2a　chain－producing　myeloma　contains

theγ2a　genes，　whereas　the　myeloma　does　not

have　theμ，γl　andγ2b　genes　at　a11．　Theαchain・

producing　tumors　have　lost　aU　of　the　genes

tested　completely．

　　Aside　from　the　presence　of　theμgene　inγ2b

chainっroducing　myelomas，　the　deletion　pro61e

of　CH　genes　in　myelomas　is　in　agreement　with

the　order　of　the　CH　genes　proposed　prevjoロsly

（5）．The　expressed　genes　in　myebma　cells　seem

to　be　rearranged　in　di音erent　manners　on　an

allelic　pair　of　chromosomes．　The　CH　genes　that

lie　to　the　5／side　of　the　expressed　gene　seem　to

be　de】eted　from　both　chromosomes．　The　chro’

mosomes　of　the　representative　myeloma　of
each　class　were　schematically　shown　in　Fig．7．

DISCUSSION
Deletion　o∫CH　Genes

In　many　BALB／c　myelomas　the　expressed　CH

genes　of　two　alleles　have　undergone　different

fbrms　of　reaπangements，　resulting　in　the　dele・

　　　　　　　　　　　　ア　　「1　　「ゐ　　治

Newb◎rn　一こ＝｝一｛：コー－C：：｝一⊂＝コー

　　　mouse－〔：：H

r3　cho㎞　一1■ト｛：：｝一［＝：｝一［＝コー

producer－一｛：＝｝
Yl餉h　－1■トく｝一［＝｝一［｝
　P「oducer－■■｝一△一｛：：｝一｛＝＝｝

隔c㎞一△一午＝｝　producer－一→：：コー
隔choh　－■■一｛＝コー　匪（X却cer－■■トー■書一｛：：：←

◎く　choin　　　－1■■■■一一一■■■■巳一一
　producer－1■■ロー■■書一■■■ト寸■■ロー

Fig．7　Summary　of　the　CH　gene　deletions　in　vari・

ous　myelomas．　Typical　deletion　pro行les　are　repre．

sented　schematically．　Each　line　shows　one　allele．

Open　and　closed　rectangles　indicate‘intact’and　de．

1eted　genes，　respectively．　The　word‘intact’simply

means　that　the　change　is　not　detected　in　the　present

study．　Circles　indicate　rearranged　genes．　Trian・

gles　jndicate　rearranged　or　deleted　genes。　Theγ3

gene　that　l㏄ates　between　theμandγ1　genes　is
omitted．
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tlon　of　the　CH　genes　1㏄ating　left　to　the　exress．

ed　gene．　The　CH　genes　are　deleted　f十〇m　both

alleles　with　the　order　predicted　by　our　mode1

（5）except　fbr　the　presence　of　theμgene　inγ2b

chail1－producing　myelolnas，　which　will　be　dis・

cussed　later．　SimUar　conclusions　were　drawn
by　other　investigators（2，12）．　In　some　my－

elomas　the　expressed　CH　gene　on　one　of　the

homologous　chromosomes　seems　to　be　deleted．

Elsewhere　we　have　reported　that　aγ2b　chain－

producing　myeloma（BKC　F1＃15）induced　in　a

FI　mouse　has　deleted　theμandγ1　genes　only

血om　the　expressed　member　of　an　allelic　pair　of

chromosomes（Y．　Yaoita　and　T．　Honjo，　sub－

mitted）．　All　the　results　includillg　BKC　F1＃15

and　BALB／c　myelomas　can　be　explained　by
two　successive　allelic　deletion　events；the　one

occurs　on　the　allele　that　is　to　be　expressed　and

the　other　one　may　o㏄ur　on　the　other　allele

that　is　to　be　unexpressed．

　　It　is　possible　that　the　aUelic　deletion　on　the

unexpressed　allele　is　induced　so　that　rearrange－

ment　inactivates　the　CH　genes　on　that　allele．

Altematively　the　deletion　on　the　unexpressed

allele　could　be　due　to　aberlrant　genetic　events

peculiar　to　myelomas．　Severa1負）rms　of　rear．

ranged　or　mutatedκtype　L　chain　genes　were

isolated　fromκchain－producing　myeloma（9，
18）．　It　is　well　known　that　myeloma　cells　have

variety　of　chromosomal　abnormalities（23）．

Such　abnormalities　may　have　b㏄n　accumu－
1ated　during　serial　transfbr　and　propagation　of

myeloma　tumors　since　their　induction．　It　may

be　relevant　to　this　assumption　that　BKC　F1＃15

had　been　propagated　加　vゴvo　only　fbr　3　years

befbre丘ozen，　while　most　ofBALB！c　myelomas
had　been　加γ匡vo　fbr　6－17　years　befbre　f㌃ozen

（16）．Studies　on　fresh　lymphocytes　are　re－

quir　ed　to　examine　whethe∫or　not　deletion　of

CH　genes　is　con6ned　to　one　allele．　　It　is　also

possible　that　a　CH　gene　on　the　other　allele　may

be　expressed　in　rare　case．

and　MOPC　141　myelomas　may　have　extra　chro，

mosomes　that　contain　theμgene　but　not　the

γ1andγ2b　genes．　S㏄ond，　theμandγ1　genes

once　excised　out　of　the　chromosome　may　be

incorporated　into　another　chromosome．　Since

the　5’nanking　region　of　theμgene　is　directly

linked　to　the　5’flanking　region　of　theγ2b　gene

in　the　rearrangedγ2b　gene　from　MOPC　141
DNA（N．　Takahashi，　T．　Kataoka　and　T．　Honjo，

submitted），　theμgene　is　likely　to　be　removed

ffom　the　expressed　member　of　the　allelic　pair

ofchromosomes　in　MOPC　141　myeloma．　Third，

theμgene　was　never　excised　out　of　the　chro’

mosome　and　the　V　genes　of　MPC　l　l　and　MOPC

141were　transferred　to　the　proximity　of　the

γ2b　gene　by　the　mechanism　diH↑erem　f±om　the

deletion．　The　last　possibility　can　be　tested　by

cloning　large　f士agments　of　DNA，　containing

severa1γgenes．

Bαckground　due　to　Con‡αminαm　Host　Cells

We　have　interpreted　the血int　bands　observed

in　myelo皿a　DNA，　which　are　characteristic　of

newborn　mouse（BALB／c）DNA，　are　ascribed
to　contam輌nant　DNA　derived　f士om　host　cells．

This　interpretation　is　based　not　only　on　the　low

輌ntensity　of　the　band　but　also　on　the　f乞ct　that

we　observed　faint　bands　of　identical　intensity

which　were　der輌ved　f士om　both　C57BL　and　BA

LB／c　alleles　when　a　C57BL　myeloma　was
grown　in　FI　mice　between　C57BL　and　BALB／c

（Fig．3）．　Inversely，　we　observed　a　faint　band

of　the　BALB／c　allele　alone　when　a　Fエmyelolna

MOPC　315　was　grown　in　BALB／c　mice（Fig．
3）．　As▲gni6cant　6．6　kb　band　observed　in　Eco

RI－digested　DNA　is　partly　due　to　cross・hybri・

dization　of　theγgene　probe（21）．　we　have　re．

cently　cloned　severa16．6　kb－long　Eco　RI　frag．

ments　which　have　variable　extents　of　homology

with　eitherγ10rγ2b　genes（T．　Kataoka，　N．

Takahashi　and　T．　Honjo，　unpublished　data）．

Exceμio川o　Deletion　Model

We丘）und　several　myelomas　in　which　the　pat．

tern　of　the　CH　gene　deletion　cannot　be　explain・

ed　by　the　proposed　order　of　the　CH　genes．　For

example，　twoγ2b　chain・producing　myelomas
out　of　three　retain　theμgene　but　delete　theγ1

gene．　MPC　l　l　DNA　also　contains　another
γ2a－1ike　gene　which　is　rearranged（Y．　Yaoita

and　T．　Honjo，　unpublished　data）．　There　are

several　possibilities　to　explain　these　exceptions．

The　6rst　is　chromosomal　abnormalities　ofぐen

fbund　in　myelomas（23）．　For　example，　MPC　11

Possible　Reαsons∫br　Overes‡imαtion　o∫γ

Genes

When　theγgenes　were　quantitated　previously
by　hybridization　kinetic　analysis　using　un＿

cloned　cDNA（5），　we　detected　at　least　O．4　copy

of　theγgenes　per　haploid　fbr　those　myeloma

DNAs　which　are　now　shown　to　have　lost　theγ

genes　completely，　We　also　detected．0．9－1．4

copies　of　theγgenes　fbr　those　DNAs　which
seem　to　contain　one　copy　per　haploid．　These

overestimation　of　theγgenes　may　be　ascribed

to　severa1らctors；1）contaminant　host　ce11
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DNA，2）cross－hybridization　of　theγgene
probes，3）　contribution　of　V　region　sequence

because　of　the　shorter　3’untranslated　sequence

than　expected　and　4）impurity　of　the　cDNA

probes　employed．

Criticαl　Evαluα重ion　o∫SOUfhern　810tting

Dαtα

In　order　to　interpret　Southern　blotting　data

properly　we　have　done　several　control　experi・

ments．　It　is　we11　known　that　the　e缶ciencv　of

DNA　transfer　is　lower　for　larger　DNA　frag－

ments，　especiaUy　larger　than　20　kb．　It　is　also

di缶cult　to　quantitate　the　copy　number　of　the

gene　by　the　intensity　of　the　bands．　As　shown

in　Fig．8A，　we　can　detect　such　a　tmy　amount

of　the　γ1　gene　（6．6　kb）as　1．8　pg　in　one　lane．

Assuming　15μg　of　DNA　is　employed，　the
above　amount　is　equal　to　O，05　copy　per　haploid

genome．　We　have　shown　that　we　can　distin・

guish　the　di鉦erence　of　one　copy　per　haploid

from　two　copies　on　the　same　blot　although　oロr

conclusion　does　not　depend　on　the　pr㏄輌se

quantitation　of　the　gene　copy．　We　have　also

A

Cl234567
亀．ζ

B

C　l　2

叩

shown　that　our　technique　can　easily　detect　one

copy　of　a　fragment　of　DNA　as　large　as　45　kb

（Fig．8B）．　Furthermore，　we　used　at　least　three

types　of　restriction　enzymes　to　avoid　the　chance

that　the　restriction　fragment　containing　the　CH

genes　is　too　large　to　be　detected　by　Southern

blotting．

Reαπαngememsαt　t｝1e　3’Portions　oヅthe

Expressed　Genes

We　fbund　thauhe　expressed　gene　had　rear－
rangements　not　only　at　its　5’side　but　also　at　its

3’side　in　some　myelomas（MOPC　31C，　MC
101，MOPC　I41，　MPC　lland　BKC　F1＃15）．
Rearrangements　at　the　3’side　also　took　di音er－

ent　forms　between　two　alleles（MPC　l　l）．　MO

PC　31C　and　MC　101　DNAs（γ1　chain　produc・

ers）have　rearrangements　at　the　5’region　to

theγ2b　gene　which，　we　interpret，　corresponds

to　the　3’region　to　theγ1　gene　according　to　the

proposed　order　of　the　CH　genes（5）．　Our　pre－

Uminary　study　indicates　that　the　rearrange．

ments　of　MOPC　31C　and　MC101　DNAs　are
due　to　deletion　of　S　region（8）10cating　to　the

5’side　of　theγ2b　gene（T．　Kataoka　and　T．　Hon－

jo，　unpublished　data）．　　It　is　difhcult　to　under・

stand　why　the　3’rearrangement　is　necessary　to

express　the　CH　gene．　It　may　be　possible　that

the　3／rearrangement　of　the　G｛gene　takes　place

so　thauhe　class　switch　stops　at　the　gene．　Oth．

erwise，　a　V　gene　together　with　a　J　region　moves

血rther　down　to　a　CH　gene　remaining　at　the　3’

side　of　the　expressed　gene．
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1mmumglobin　hea▼y（H）chains　are　composed　of　a▼ariaMe
（VH）and　a　constant（CH）region．　The　latter　is　emoded　respec・

tiΨely　by　eight　distinct　gene⑨for　the　classes　and　subclasses　in

mice－Cμ，　Cδ，　Cγ3，　Cγ1，　C72h，　C72．，　C　and　Cαgene§－arrayed

in‘hat　order　on　the　chromosome1．　During　di鉦eren6ation　of　a

single　B　lympbocyte，　a　gi▼en　VH　regon　is駈st　expressed　as　a

μchain，　foUowed　by　the　sw“ch　of　the　CH　regio皿‘o　other　classes

such　asδ，γ，ε加dα．　The　molecular　genetic　basis　for　this

pheoomenon，α111e“e8▼y　ch誕n　class　switch，　has　been　eluci－

dated　recently　by　cloning　and　char8cteriza‘ion　of　immuno・

glObU血gene⑨Of　mOUSe　myelOmaS　SeCreting▼ariOUS　CIaSSeS　O寳
㎞m皿oglobulin2→．　By　this　model，　DNA　re町rangement，　called

S－Srecombination，　brings　a　VH　gene，10cated　originamy　5’to

the　Cμ　gene，　close　to　another　CH　gene　by　deletio皿of　an

interΨening　DNA　segme皿t5－9．　The　S－S　recombination　occurs

be細een　S　r卿ns　located　in　the　5’血an㎞g　r卿n　ol　each　CH

gene．　The　nucleotide　sequences　of　S　regions　comprise　tandem
repe‘itive　sequences　sharing　shon　common　sequences1〔同4．　In

contrast，　the　expression　of　surface　IgD㎞μ＋δ＋lymphomas

and　i皿nomalμ＋δ＋Iym帥ocytes　seem⑨no“o　involve　DNA
rearrangeme耐㎞the　regio皿between　the　Cμand　Cδgenes15’16．

The　simultaneo皿s　expression　of　the　Cμand　Cδ9enes　w“h　a

5ingle　VH　gene　may　be　mediated　by　two　a“ernative　routes　of

RNA　processing　of　a　primary　nuclear　tr8nscript　contain㎞9‘he

VH，　Cμand　Cδgenes．　We　ha▼e　now　studied　the　organization

of　CH　genes　in　sortedμ＋ε＋Blymphocytes　and　found　th8t　they

retain　Cロ，　C6，　Cγ加d　C。　genes．斑ggesting　that　the　simul佃neous

expression　of　the　Cμand　C，　genes　is　mωiated　by　an　RNA

splicing　mechanism．　We　propose伽1　class　sw“ching陀qu蝕es

aUeast　tw①steps　of　di鉦eren伽ion，伽e　6rst　step　in▼oMng

acti▼a60n　of　di伍erential　splicing　and　the　second　the　DNA

reamnge皿ent．
　　During　experiments　to　de6ne　the　new　mouse　CH　locus　encod－

ing　IgE（1gん一7）17，　we　found　that　the㎏ん一congeneic　strain　SJA／9

（1ghα），　which　has　a　SJL　background，　cannot　produce　a　detect－

able　amount　of　IgE　in　the　sera　even　after　infection　with
ハηρρo∫rrongy’μ∫6’α∫i’輌εn∫i∫，　which　is　known　to　stimulate　poly－

clonal　IgE　production．Furthermore，　we　found　that　the　increase

of　IgE－bearing　B　cells　after　N．6rα∫∫∫∫eη5輌∫infection　occurs

equally　in　SJA／9　and　SJL　mice（KO．ααL，　in　preparation）．

Approximately　10％of　the　spleen　cells　of　the　IV．　bro∫f「∫εη∫輌∫－

infected　mice　carry　IgE　on　their　surface，　providing　a　unique

oPPortunity　for　identifying　sufncient　lgE－bearing　B　lym－

phocytes　for　molecular　genetic　analyses．　The　advantage　of
SJA／9　mice　is　that　a　low　IgE　level　in　sera　minimizes　the　binding

of　IgE　to　Fc　receptors　ofε一negative　lymphocytes，　thus　avoiding

the　contamination　ofε一negative　cells　into　sortedε↓Bcells．

This　strategy－taking　advantage　of　a　low　level　of　a　certain

isotype　in　sera－was　successfully　used　to　purify　IgG2a－bearing

Bcells　from　al】otype・suppressed　mice　by　nuorescence　activated
cell　sorter18。

　　The　IgE－bearing　B　cells　were　isolated　from　spleen　cells　of

N．brα∫∫1輌ens輌∫－infected　SJA／9　mice　using　the　Huorescence－

activated　cell　sorter．　Only　the　brightest　toP　9％of　the　stained

cells　were　collected　and　their　purity　examined　under　the　nuores－

cent　microscope，which　is　less　sensitive　and　givesalower　hmiting

value　of　staining．　As　shown　in　Table　1，　at　least　86％of　the

sorted　cells　were　brightly　stained　with　anti一εantibody、　Most

of　theε一bearing　cells　also　carried　theμchain　on　their　surface．
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Fig．1　Analysis　ofεωRI　and　BαmHI　fragments　ofε一bearing
cell　and　SJA／9　iiver　DNAs　using　cloned　mouse　C．　and　JH　genes

as　probes．　DNA　was　isolated　from　sortedε▼Bcells　according　to
themethod　of　S．　Gattonnpersonal　communication｝．　About　8×10れ

cells　were　lysed　in　O5　ml　of　O．1％SDS．10mM　EDTA　10mM
Tris－HCIρH8．0，10mM　NaC1，200μg　m「l　proteinase　K　for

90min　at　30°C　with　gentle　shaking．　An　equal　amount　of　neutraL

ized　heated｛60°C）phenol　was　added　to　the　lysate　and　tilted　for

15min．Afew　m川ilitres　of　ethanoi　were　added　to　the　waterphase

and　DNA　was　wound　up　at　the　interphase　with　a　glass　rod，　DNA

was　washed　in　a　Iarge　amo皿t　of　ethanol　and　dissolved　in　lOO　ILl

H20．　About　6芦g　DNA　was　obtained．　Liver　DNA　was　isolated

as　described　before．　The　fragments　obtained　by　EcoRI　and

8αmHI　digestions　ofε一bearing　cell　DNA｛E｝and　SJA／91iver

DNA（L｝were　fractionated　by　electrophoresis　in　a　O5％agarose
gel，　transfeπed　to　nitrocellul（》se　丘lters　and　hybrid三zed　to　the

cloned　mouse　C，（倒and　JH｛ωprobes　which　are　indicated　by

wide　bars　below　the　restriction　maps．　In　b，　only　EωRI　digests

were　analysed．　Each　lane　contams～1μg　DNA、　Probes　were
labelled　by　nick－translation　and　hybridized　as　described9．　In　the

restriction　maps　closed　rectangles　indicate　structural　genes．　Num－

　　bers　show　lengths｛kb）of　fragments．↓．」EcoRI；↑，　BαmHI．

However，　they　were　not　stained　with　anti一δ，　anti一γ2a　or　anti’γ1

antibody（data　not　shown）．　As　a　contro1，　about　8％of　the

ε一depleted　cells　and　10％of　the　whole　spleen　cells　were　stained

with　anti一εantibody．　The　results　indicate　that　the　sorted　cells

are　the　essentially　pure　population　ofμ＋ε＋Bcells．

To　co而m　that　IgE　on　the　sudace　of〆ε＋Bcells　is
endogenously　synthesized，ε亨Bcells　were　treated　with　trypsin
（25mg　mr】）for　30min　at　37°C　to　strip　o日all　ce11－surface

immunoglobulins，　then　after　cuhuring，　newly　synthesized

immunogbbulins　on　the　su㎡ace　were　re－examined　by　6uores－

cence　staining．　As　expected，2and　5　h　after　the　trypsin　treat－

ment，84　and　97％，　respectively，　of　cells　were　stained　with

anti一ε．　Furthemore、　the　sortedε＋Bcells　of　SJA／9　were　shown

to　secrete　IgE　when　T　cells　of　SJL　were　provided（K．0．ε’αf．，

mpreparatlon）．

　　We　have　extracted　DNA　from　the　sortedμ＋ε→cells　and

examined　the　CH　gene　organ已ation　mε一bearing　cells　using　the

Southern　blotting　technique．　When　DNA　ofε＋Bcells　was
digested　with　EcoRI，　blotted　and　hybridized　with　the　C，　gene

probe，　it　produced　a　21．3－kilobase（kb）fragment　identica“o

that　produced　in　SJA／91iver　DNA（Fig．1α）．　Similarly，　BαmHI

digestion　of　DNAs　ofピBcells　and　SJA／9　Uver　yielded　an
identical　fragmenU4．8．　kb）hybridizing　with　the　C．　probe．　As

the　EcoRI　fragment｛213kb）encompasses　the　whole　region
between　the　Cv2a　and　C，　genes，　the　above　results　indicate　that

the　C．　gene　does　not　reaπange　in　the　IgE－bearing　lymphocytes，

unlike　the　IgE－secreting　hybridoma　and　myeloma19’20．

　　On　the　other　hand，　the　JH　gene　fragment　of　the　IgE－bearing
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lymphocyte　DNA　drasticallyreduced　the　intensity　as　compared

with　that　of　SJA／9　hver　DNA、　and　appeared　blurred，　in　agree．

ment　with　the　interpretatioh　that　a　large　number　of　different

reaπangements　have　generated　many　new　EcoRI　fragments　of
different　lengths　in　polyclona1　B　cellsコ（Fig．1b｝．　Each　of　several

faint　bands（5．4，5．2、4．6　and　3．8　kblhaving　less　than　a　few　per

cent　of　the　intensity　of　the　germ－line　band　in　liver　DNA．

may　represent　rearranged　JH　genes　for　anltbodies　against
N．brα∫↓／輌εn5輌∫antigensρer∫ε．

　　When　DNA　of　lgE－bearing　cells　was　digested　with　EcoRI、

blotted　and　hybndized　with　the　Cヤコb＜Y2、　probe，　it　produced

the　6．6－and　21．3－kb　fragments　which　correspond　to　the　germ－

！ine　forms　of　the　Cγ2b　and　qこ、　genes，　respectively｛Fig．20　L

The　germ－hne　C．2b　and　C▼2、　gene　fragments（9　and　6．2　kb、

respectivelyl　were　also　detected　in　DNA　of　IgE－bearing　cells

when　digested　with　H加dIII．　Similarly，　EcoRI　or　HindlII　diges－

tion　of　IgE－beanng　cell　DNA　produced　the　germ－line　foms
of　the　Cγ1　and　Cア3　genes（data　not　shown　L　In　fact，　the　faint

23－kb　HiηdlII　fragment　is　the　germ－line　ql　gene　detected　by

cross－hybridization　of　the　CY2b　probe　fFig．2α）．

EcoRI　digestion　of　theε〒B－cell　DNA　produced　the　gem－

Iine　form　of　the　Cμgene　fragment｛13kb）（Fig．2b）．　Inasmuch

as　the　13－kb　Cμfragment　contains　the　whole　Sμregion，　there

is　no　doubt　abouuhe　absence　of　the　DNA　rearrangement　in
the　Sμregion．　BαmHI　digestion　of　theε＋B－cell　and　SJA／9

1iver　DNAs　yielded　the　l　1．5－kb　fragment　hybridizing　with　the

Cμprobe．　As　the　115－kb、Bα7ηHI　fragment　encompasses　the

Cδas　well　as　the　Cμgene，　the　results　indicate　that　the　Cδgene

is　not　rearranged　in　theε一Bcells．　’

　　The　intensity　of　each　CH　gene　band　was　quantified　at　the

correspondillg　s立e　by　hybridizing　the　same　fihers　used　in　the

above　experiments　with　theβ一globin　and　ribosomal　RNA　gene

probes．　The　ratio　of　the　intensity　of　each　CH　gene　band　to　the

β一globin　and　ribosomal　RNA　gene　bands　as　determined　by
densitometer　tracings　remained　constant　regardless　of　the　origin

of　DNA，　that　is，　from　liver　orビBcells．　Theseτesults　suggest

that　the　organization　of　the　CH　gene　in　the　IgE－bearing　cells

is　probably　the　same　as　the　germ－line　gene　except　that　the　JH

is　rearranged．　These　data　indicate　that　IgE　expression　inμすε†

Bcells　does　not　involve　the　Sμ一S，　rearrangement　ahhough　it

is　well　established　that　the　intervening　DNA　segment　is　deleted

㎏
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Fig．2　Analysls　of　EcoRL　Hfηdlll　and　8αmHI　fragments　of

ε・bearing　cell　and　SJA／91iver　DNAs　using　cbned　mouse　q2b
and　Cμgenes　as　probes．　Experimental　conditions　are　as　described

in　Fig．11egend，　The　fragments　produced　bvεcoRL　HindIII　and
遍αη1HI　digestion　ofε一bearing　ceU　DNA’ （日and　SJA／91iver
DNA（L）were　electrophoresedandblotted　to　nitrocel回ose創ters．

The　res【riction　maps　surrounding　Probes　used　［Cy2h　｛α｝　and

C巨　　ゆ月are　shown　below．　Each　lane　contains～1μg　DNA．▲，

　　　　　　　　　　　　Hiηdlll；↓，εωRI；↑，Bαη：HL

T●ble　l　CharacterizaUon　of　sortedε一bearing　cells
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8　　SJA／9mice　were　infected　with　N．　brα∫i’1εη∫↓∫by　subcutaneous　injec・

tion　of　third－stage　larvae（750　per　mouse　l．　The　mice　were　killed　2

weeks　later　and　their　spleens　gently　teased　to　obtain　lymphocytes．
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　17
Spleen　lymphocytes　were　stained　with　guinea　pig　anU－murine　IgE　sera

and　Huorescein　isothiocyanate－▲abelled　rabbit　anti－guinea　pig　IgGl

antibodies．　Stained　spleen．　cells　were　sorted　on　the　FACS　III｛Beαon－

Dicklnson）．　An　aliquot　of　the　sorted　cells　and　spleen　cells　were　stained

with　biotin－conjugated　rabbi品ntトmunneμantibodies　and　rhodamine
isothiocyanate－labelled　avidin　after　photobleaching．　As　stained　cells

were　counted　under　the　6uorescent　mcroscope．　the　values　shown　are

lower　limits．

by　the　S－S　recombination　in　various　immunoglobulin－secreting

B－cell　lymphomas，　hybridomas　and　myelomas　including　IgE
secreters5－9．

　　Given　these　results　we　propose　that　di6erentiatlon　of　IgM－

bearing　B　lymphocytes　to　IgE－secreting　plasma　cells　may　pro－

ceed　by　at　least　two　biochemical　steps、　as　shown　in　Fig．3．The

6rst　step（step　I）promotes　diHerentiation　of　IgM－bearing　B

lymphocytes　into　IgM－lgE－bearing　B　lymphocytes．　which
involvesthe　activation　of　di仔erential　RNA　processingof　a　single

large　RNA　transcript　containing　VH，　Cμ，　Cお，　Cヤand　C．　gene

sequences．　The　large　transcript　may　be　spliced　intoμorε

mRNA　by　speci6c　enzymes　and／or　specihc　assisting　molecules
such　as　low　molecular　weight　RNAユ223．The　size　of　the　primary

transcript　is　estimated　to　be～180　kb　from　the　CH　gene　organiz－

ation1．　Naturally，　theμandεmRNAs　share　an　identical　VH

region　sequence．　As　we　handled　a　mixed　populaton　ofμ一ε＋

lymphocytes，　we　were　unable　to　determine　whether　the　same

VH　sequence　was　associated　with　the　Cμand　C，　sequences　in

asingle　celL　However，　IgD　and　IgM　Inolecules　were　shown　to

bear　the　identical　VH　region　in　aゴδ’1ymphoma16．　We　pre－

sume　that　step　I　does　not　involve　any　major　DNA　rear－

rangement
　　IgM4gE－bearing　B　lymphocytes　di什erentiate　into　IgE－
secreting　B　cells　or　plasma　cells　by　step　II，　which　involves　SにS，

recombination　and　simultaneous　DNA　deletion　as　established
previously2一り．　Obviously，　a　similar　mechanism　should　apply　to

the　switch　from　IgM－bearing　cells　to　IgD－，　IgG－or　IgA－

secreting　plasma　cells．　It　is　not　clear　whether　DNA　rearrange－

ment　accompanies　the　di行erentiation　from　IgM－bearing　B　cells

to　IgM－secreting　plasma　cells．　Interestingly，　most　of　the　IgM一

IoM

三 三

〉一E

　　μ＋Lymphocyte　　　μ＋ε＋Lymphocyte　　　　ε一Secreting
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　plasma　cell

Fig．3　Two　steps　of　differentiation　fromμ＋lymphocytes　to

ε一secreting　Plasma　cells．　Step　I　involves　the　activation　of　di音eren－

tial　splicing．　Alternate　splicing　of　a　Iong　transcript　contaming　VH，

Cμ，Cγand　C，　sequences　w川produce　mRNA　encoding　eitherμ

orεchain　with　the　same　V－region　sequence．　Step　Ihnvolves
　　　　　　　　　　　　　DNA　deletion．　See　the　text．
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secreting　myelomas　and　hybridomas　seem　to　have　a　deletion
in　the　Sμregion7’24’25．　We　think　it　reasonable　that　deletion　of

the　Sμ　region　facilitates　the　transcription　of　the　Cμ　gene　and

promotes　IgM　secretion　as　the　extremely　G＋C－rich　Sμregion　l　I

may　hinder　e缶cient　transcription．

　　There　are　no　data　concerning　the　length　of　the　primary

transcript　ofμ　mRNA　in　IgM－bearing　B　cells．　They　may
transcribe　the　whole　CH　gene　locus　from　the　beginning．　If　so，

step　I　is　mediated　by　the　activation　of　a　new　diHerential　splicing

system．　Alternatively，　the　primary　transcript　in　IgM・bearing　B

cells　may　contain　only　the　VH　and　Cμsequences」n　this　case，

step　I　requires　at　least　two　new　bi㏄hemical　events－－the　tran－

scription　of　a　much　larger　RNA　and　the　activation　of　a　new

di6erential　splicing　system．　To　avoid　the　premature　termmanon

of　transcription，　lymphocytes　may　have　to　introdu㏄some　bio－

chemical　changes　in　the　CH　gene　locus　such　as　demethylation26．

In　fact，　the　Cδgene　is　demethylated輌nμ＋δ＋hybridoma　but

not　inμ＋lymphoma27．

　　This　model　favours　the　hypothesis　that　the　splicing　as　well

as　recombination　mechanism　is　class　speci行c．　Otherwise，　the

isotype　expression　in　B　cells　should　be　transient　and　multiple

（more　than　three　isotypes　per　celD　until　they　be◎ome　plasma

cells．　Several　lines　of　evidence　suggest　that　the　expression　of　a

certain　VH　sequence　is　closely　associated　with　a　specific　CH

isotype．　CBA／N　mice　have　genetic　defects　which　make　them

incapable　of　producing　anti－phosphorylcholine　antibody　of　any

classes　other　than　IgE　whereas　anti－phosphorylcholine　antibody
of　IgM　and　IgG　is　very　common　i田nost　mouse　strains28“29．　A

lymphoma　cell　line　L29　has　been　shown　consistently　to　switch

fromμtoα3‘）．　Such　results　seem　to　indicate　that　the　S－S

recombination　is　catalysed　by　the　class－speci6c　enzyme（s）．

　　IgM－lgE－bearing　lymphocytes　accumulated　in　spleens　of
N．b7α∫輌”εns輌5－infected　SJA／9　mice　are　capable　of　di6erentiat－

ing　into　IgE－secreting　plasma　cells　when　T　cells　of　SJL　are

provided（K．O．εfα∫．，　in　preparation）．　As　SJA／9　mice　can

synthesセe　nomal　amounG　of　IgM，． lgG　and　IgA，　the　defect　of

SJA／9　seems　to　reside　in　IgE－speci6c　regulatory　T　cells31．

Furthermore，　it　is　probably　at　step　II　that　the　T　cells　a丘ect

B－cell　differentiation．

　　After　completion　of　this　manuscript　we　learned　that　Pc▲imut・

ter　and　Gilbert32　had　found　the　Cμgene　inγrbearing　B　cells

puri6ed　from　normal　spleen　using　antibody－coated　Petri　dishes．

　　We　thank　Drs　T．　Tada　and　T．　Kishimoto　for　cntical　reading

of　the　manuscript　and　encouragement．　Y．　Sakagami　and　S．

Nishida　for　technical　assistance，　and　F．　Oguni　for　preparing

this　manuscript．　This　mvestigation　was　supported　in　part　by

grants　from　the　Mitsubishi　Scien㏄Foundation、　the　Torey
Science　Foundation，　the　Naito　Foundation　and　the　Ministry　of

Education，　Science　and　Culture　of　Japan．
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chain　genes
Deletion　of　immuno910bulin　heavy
　　　　　　　　　　　　from　expressed　allelic　chmmosome

Yoshio　Yaoita＊＆Tasuku　Honjo＊

Department　of　Physiological　Chemistry　and　Nutrition，　Faculty　of　Medicine，　University　of　Tokyo，　Tokyo　l　l　3，Japan

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　■

We　hαじe　sn4died　lhe　oγgωUこαtion　of　immunoglobulin　heαじy．chαiηgenes　inαV2b－chαin　t　

BALBκαllotype、一

prodt《cmg　myelomαBKC　F1弄15　induced　inαFl　mot↓se　between　C57BLαnd　BALBIc．　Sot油er｝τblo山ψMizαtion

studies　using　clonedμ、・y1 αnd　72b－d1α輌n　genesαs　probes　demonstrαte　thαt重｝1eμ一αnd　V王一chα｛n　genes　of　the　expressed

c｝1rorれosomeαγe　delαed　w｝1He　fhese　genes　offhe　unexpre∬ed　chronlosomeαre　r百αined．　

T｝1e　V2b－chαin　gene　o戸｝1e　expre∬ed

αHele　i5　reαrrαnged　w｝1ae〔hαf　gene　of重he　unεxpre∫sedα｛le｛e　seeγn∫unc｝tαnged、αs〈オO　fheγ2α一chαin　genes．　The5ε7es叱｛εfS

supPorパheαHelic　ddetion　mechαηism　in｝teαuy－chαin　clα∬swifchαnd　f↓1e　order　o∫Hchαin　genes．

DREYERand　Bennettハproposed　a　model　that　a　variable　region

lV｝and　a　constant　region（C｝of　the　immunoglobulin　poly－

peptide　chain　are　encoded　by　two　separate　genes　in　the
germ－line、　which　are　eventually　brought　together　by　somatic

recombination．　Recent　isolation　and　characterization　of

immunoglobulin　light｛U－and　heavy（H）－chain　genes　have
convincingly　borne　out　the　predic60ns　of　the　Dreyer－Bennett
hypothesisご一u．　Analyses　of　L－chain　genes　have　demonstrated

tha“he　V－C　recombination　takes　place　between　a　germ－line　VL

gene　and．a　JI　region　that　is　a　few　thousand　nucleotides　away

fr（、m　the　CI　gene】2’ド．　h　is　believed　that　the　intervenlng

sequence　separating　the　J　and　C　genes　is　removed　at　the　RNA
le、・el　by　splicingl4，

　　Possible　mechanisms　have　been　proposed　to　account　for　the

V－Crecombination、　which　can　be　classihed　int〔、　deletion，copy－

insertion，excision－insertion　andinversion　modelslく一｜9．　A　model

f（、r　the　immunogiobulin　gene　organization　and　reorganization

should　explain　such　unique　phenomena　known　in　lymphocytes
as　allelic　exclusion　and　class　sw“ch．　In　a　given　lymphocyte　a　CH

gene　of　one　allele　is　expressed　and　that　of　the　other　allele　is

supPressed（alie｜ic　exciusion｝．　A　VHイegion　sequence　is　suc－

cessively　joined　with　di音erent　CIザregion　sequences　durlng
di什erentiation　of　a　ly・mphocyte（class　switch）．

　　Previously　we　showed　tha杜he　copy　numbers　of　the　speci6c

C“genes　in　myelomaDNAwerc　reduced　dependingon　the　class
or　subclassof　the　CH　gene　expressed　inthe　myeloma2°．　Ourdata

mdicate　thanhe　DNA　segment　located　between　a　Vト｛gene　and

the　CH　gcne　expressed　is　excised　out　of　the　chromosome　to

recombine　the　rwo　genes．　Such　recombination　seemed　to　occur

（、nlv　on　one　of　the　two　allelic　chromosomes．　We　ha、Fe　also

写 Present　address：Department　of　Genetics．　Osaka　UniversitySchool　of

Nledicine，　Osaka　530．　Japan．

proposed　that　H－cham　genes　are　aligned　on　one　chromosome　in

the　order：VHgenes，　unknown　spacer，μ，γ3，γ1，γ2b，γ2aandα

（ref．20）．Such　alignment，　together　with　successive　deletion．　can

explain　the　class－switch　phenomenon．　This　model　is　called　the

allelic　deletion　model．　The　de1巴ion　of　CH　genes，　in　accord　with

the　above　order　of　the　CH　genes，　was　recently　conhrmed　by
Rabbittsτfα1．21、　The　deletion　of　the　DNA　segmem　located

between　two　adjoining　sequences　was　also　conhrmed　in　the
κ一type　L－chain　gene　by　Sakanoεrα’．12．

　　Elsewhere　we　have　reported　cloning　of　the　rearrangedγ1－

chain　gene　from　aγ1　chain－producing　myeloma　MC　l〔｝l　and

compared　its　structure　w“h　H・chain　genesclonedfrom　newborn
　　　　　　　　　　ぴつmouse　DNA’←．　Such　analyses　indicate　thauhe　rearrangedγ1－

chain　gene　contains　at　its　5’什a1］king　region　a　newly　introduced

segment　that　was　located　orlginally　a口he　5’Hanking　region　of

theμ一chain　gene　in　newborn　mouse　DNA．　The　recombinatlon
site　is　not　the　putative　J　region　but　a　novel　region　called　5　region．

These　results　are　in　agreement　with　the　prediction（）f　the

deletion　model，　although　they　do　not　necessar目y　prove　the

modeL
　　In　this　report　we　describe　direct　evidence　thauhe　deleti（川of

the　speci6c　H－chain　genes　takes　place　only　on　the　expressed

chromosome　using　a　myeloma　induced　in　a　Fl　mouse　between

C57BL　and　BALB／c　which　have　di什erent　allotypes　in　the
H－chain　C　regions．

Probes　and　restriction　maps　of　theμ・，γ1－

andγ2b・chain　genes

We　have　already　cloned　the　EcoRI　fragments　containing　the

γ1－，γ2b　andμ・・chain　genes　from　newborn　mouse　DNA　and
determined　their　nucleotide　sequences41x－u’ご三．ご4．　We　used　the

1．2－kilobase　pair　H’ηdlll　fragment　ohhe　ck、nedμ一chain　gene，
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digestion　produces　differentγ2b－chaingene　fragments　between

BALB／c　and　C57BL　DNAs．　Theμ一chain　genes　of　C57BL　and

BALB／c　aUeles　were　distinguished　by　digestion　with　X6α1，

EcoRI　or㎏η1，　while　digestion　withβαmHI　orβg／II　did　not

distinguish　the　two　alleles．

　　Only　a　few　myelomas　are　available．which　were　induced　in　the

FI　mouse　between　BALB／c　and　C57BL（ref．27）．　BKC　F1≠15，

that　produces　theγ2b－chainprotein　with　the　BALB／c　allotype，

is　s山able　for　our　purpose　since　the　allelic　deletion　model

predicts　the　deletion　of　theγ1－andμ一chain　genes　from　the

BALB／c　chromosome　of　this　mveloma．

　　When　BALB／c　and　C57BL　DNAs　were　digested　with　Xbα1，

blotted　and　hybridized　with　theμ一cham　probe，　they　produced

the　4．8　and　2．8－kilobase　pairbands，　respectively（日g．2α，　lanes　1

γ2b
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6g．1　Restnction　enzyme　cleavage　sites　around　theμ一，γ1－and

γ2b－chain　genes．　DNA　is　displayed　from　lefuo　right　with　the

direction　of　transchption．　Narrower　rectangles　show　the　cloned

DNA　fragments．　Wider　rectangles　show　locations　of　structural

genes．　DNA　fragments　used　forprobes　are　indicated　by　horizontal

bars　below　the　restriction　maps．μ＜hain　gene　probe，1．2－kilobase

pairあ仙dlll　fragmen“hat　contains　the　CH3　and　CH4　domains　of
　　　　　　　　　　　　　　　　21
theμ一chain　gene　clone　　　　　　　　　　　　　　　　　；γ1－cham　probe，6．6－kilobase　pairEcoRI

fragment　comaining　theγ1＜hain　gene8；γ2b－cham　gene　probe　a，

㌫k麟霊鵠盟；灘謡a：ご器1、蒜，惚；
　　　　　EcoRI　fragment◎ontaining　theγ2b－chain　gene22．

the　cloned、EcoRI　fragment（6．6　kilobase　pairs）of　theγ1モhain

gene，　the　cloned　γ2b－chain　gene　and　the　1．35－knobase　pair

θαmHI　fragment　of　the　clonedγ2b－chain　gene　as　probes　for

hybridization（Fig．1）．　Ahhough　the　wholeγ2b－chain　gene　clone

（γ2b　probe　b）has　extensive　homology　w“h　theγ2a－chain
gene23’25，　the　l。35－kilobase　pairβαmHI　fragment（γ2b　probe

a），which　corresponds　to　the　5’fragment　of　the　clonedγ2b－chain

gene，　does　not　cross－hybridize　with　theγ2a－chain　gene　under

the　strmgent　washing　conditions　used　in　the　present　study．

Detailed　maps　of　restriction　endonuclease　cleavage　sites　within

these　clones　have　been　determined822←24．　We　have　determined

the　restriction　sites　of　Bg∫II　adjacerlt　to　the　cloned　γ1－chain

gene　fragment　by　digestion　of　mouse　DNA　with　several
combinations　of　two　restriction　enzymes，　followed　by　Southern

blot　hybridization　of　the　restriction　DNA　fragments．　Similarly，

we　have　determined　the　restriction　sites　of　Bgl　I　adjacent　to　the

clonedγ2b－chain　gene　fragment　and　the　sites　of　8αmHI　and

θgl　II　adlacenuo　the　clonedμ＜hain　gene　fragment．　These

restriction　sites　were　con6rmed　by　Southern　blot　hybridization

usingthe　5’or　3’fragmentof　the　cloned　DNA　as　a　probe．Figure

lsummarizes　the　results　of　these　analyses　and　the　known　sites　of

restriction　endonucleases　used　in　the　present　study．　The　frag－

ments　used　for　probes　are　also　shown．

Allelic　deletion　of　theμ一andγ1●chain　genes

To　prove　the　deletion　of　the　CH　gene　from　onechromosome，　it　is

essential　to　distinguish　the　CH　genes　on　di仔erentchromosomes．

BALB／c　and　C57BLmice　have　different　allotypes　in　H－chain　C

reglons26，　suggesting　thauheir　CH　genes　may　have　di6erent

nucleotide　sequences．　We　searched　for　restriction
endonucleases　that　produce　the　CH－gene　fragments　of　di6erent

lengths　between　BALB／c　and　C57BL　alleles．　Among　restric・

tion　endonucleases　tested（」P槻II，θαmHI，　EωRI，　H仇dlll，

Sη1α1，P∫fl，、Kρη1，焔α1θg111｝we　found　that　8g’II　can　dis－

tlnguish　theγ1＜hain　genes　of　BALB／c　and　C57BL　alleles．　As
for　theγ2b－chain　gene，we　have　tested泊ol，Aむα1．　Sα／1，κbα1，

8g’II，8ωηHI、　B∫8EII　andθg／1，　and　found　that　Xhol　orβg11
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Fig．2　Hybridization　of　mouse　liver　and　FI　myeloma　DNAs　with

theμ＜ham　gene　probe．　Myebma　BKC　F1≠15，（kindly　supplied

by　Dr　M．　Potter）was　propagated　in　FI　mice　between　female

BALB！cand　male　C57BL／6．　BKC　F1≠15was　induced　in　FI　mice

between　C57BL　and　BALB／c　and　shown　to　produce　IgG2b〔ref．

27）．The　allotype　of　the　BKC　F1≠15proteinwas　determined　to　be

BALB／c　type　by　Drs　K．　Hayakawa　and　K，　Okumura　m　Prof．　T．

Tada’s　laboratory（Universityof　Tokyo）．Mouse　livers　or　myeloma

tumours　were　homogenized　in　sO　mM　Tris・HCI（ρH　8．O），10mM

EDTA，0．15MNaCl　with　a　Po“er－Elvehejm　homogenizer　at　O°C．

Sodium　dodecylsulphate　to　O．3％and　NaCIO4　to　O．5　M　were

addedto　a　whole　homogenate．The　homogenate　was　extTacted　with

O5　vo1、　each　of　water－saturated　phenol　and　a　chloroform－isoamyl

alcohol　mix山re（24：1）．The　water　phase　was　separated　by　centri・

fugation，dialysed　against　O．1×SSC（0、015MNaCl，0．OO15MNa
citrate）for　24　h　digested　with　RNase（100μg　mr㍉in　adialysis　bag

for　24　h　at　room　temperature　and　then　extracted　w“h　phenoL

A“er　dialysis　against　O．1xSSC　for　48　h．1．27　g　of　CsCl　was　added

to　l　mlofthe　waterphase．　Aftercentrifugation　at　30，000　r．pm．for

48h，　fractions　with　high　viscosity　were　collected　and　dialysed

against　O．1xSSCfor48　h．　DNAs（5μgeach）were　digested　withα，

劫α［or　b、　EcoRI，　electrophoresed　in　O．5％agarose　gels｛Sigma

type　I，　and　transferred　to　nitrocellulose　f〒1ters　（Schleicher　and

Schuell）according　to　the　method　of　Southern32．　DNA　6xed　on

fihers　was　hybridized　with　theμ一cham　gene　probe　as　described
previously8．　The　probe　DNA　was　labelled　with　［α・32PrrTP

｛Amersham）by　nick　translation33、　The　speci6c　activity　of　the

probe　was　200　c．p．m，　pg－1．After　hybridization，hners　were　rinsed

with　2×SSC　and　then　washed　in　O．1xSSC　plus　O．1％SDS（four
times｝for　40　min　each　at　67℃．　Filters　were　finally　rinsed　with

2×SSC，　dried　and　exposed　to　X・ray　hlm　using　a　DuPont　Cronex

hghtening　plus　intensi6er　screen　at－80℃．　Origins　of　DNA　used

are：1anes　1，BALB／c　llver；bnes　2，　C57BL／6　hver；lanes　3，　Fl

　　　　　　　mouse　liverコanes　4、　BKC　F1≠15myeloma．



and　2）．　BKC　F1≠時5DNA，　when　digested　with　Xbα1，　yielded

only　theμ一chain　gene　fragment　of　the　C57BL　allele　while　Fl

mouse　DNA　contained　theμ一chain　gene　fragments　of　both
BALB／cand　C57BLalleles｛Fig．2α，　lanes　3　and　4）．Faint　bands

larger　than　6　kilobase　pairs　are　due　to　contamination　of　other

珊ndlll　fragments　of　theμ一chain　gene　cloneto　the　l．2－kilobase

pair　H加dlll　fragment　used　as　a　probe　lsee　Fig．1）because　these

faint　bands　disappeared　when　the　recloned　1．2－kilobase　pair

Hiηdlll　fragment　was　used　as　a　probe」t　is　worth　noting　that　a

faint　band（at　6．1kilobase　pairs｝of　the　BALB／c　chromosome　is

also　absent　from　the　FI　myeloma　DNA．　Theμ一chain　geneof　the

C57BL　allele　in　BKC　F1≠15appeared　to　be　unchanged　at　its　3’

distal　region　since　DNAs　of　C57BLand　BKC　F1≠15produced
ldenticalμ一chain　gene　fragments　of　12－and　8．5－kilobase　pairs

when　digested　withβαpηHI　and　Bg∫11，　respectively（ref．28　and

see　Fig．1）．　However，　the　5’region　Hanking　theμ一chain　gene　of

the　C57BL　allele　in　BKC　F1≠15　is　rearranged　because　the

μ一chain　g臼e　fragment（9．8・kilobase　pairs）in　EcoRI－digested

BKC　F1≠15　DNA　was　smaller　than　the　band（14・kilobase
pairs）observed　in　EcoRI－digested　C57BLDNA（Fig．2b，　lanes　2
and　4）．

　　BALB／c　and　C57BL　DNAs，　when　digested　with　Bg∫II，　yie1・

ded　theγ1－chain　gene　fragments　of　l8－and　14．5－kilobase　pairs，

respectively（Fig．3，　lanes　l　and　2）．　Naturally，　Fl－mouse　DNA

contained　theγ1－chain　gene　fragments　dehved　from　both
BALB／c　and　C57BL　alleles．　It　is　evident　that　BKC　F1≠15

DNA　has　lost　theγ1－chain　gene　of　the　BALB／c　allele（the

l8－kilobase　pair　band），　whereas　the　gene　on　the　C57BL　allele

（the　145－kilobase　pair　band）seems　to　remain　intact（Fig．3，
1ane　4）．
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Fig．3　Hybridization　of　mouse　liver　and　FI　myeloma　DNAs　with

theγ1－chain　gene　probe．　DNAs（30μg　each）were　digested　with
θgfll　and　hybridized　as　described　in　the　legend　to　Fig，2with　the

［α一32P］・labelledγ1－chain　gene　probe．　Ongins　of　DNA　used　are：

lane　1，　BALB／c　liver；lane　2，　C57BL／61iver；lane　3，　FI　mouse

　　　　　　　　　　liver；lane　4，　BKC　F1≠15myeloma．

3

T8ble　l　Restriction　fragments　of　immunoglobulin　H－chain　genes　in

　　　　　　　　　　　　　　　　mouse　hver　and　myeloma

Origin　of　DNA　Size　of　restriction　DNA　fragments（kilobase　pairs｝

BALB／c　liver

C57BL　liver
Fl　hver

BKC　F1≠15

　　μ
（x占α1｝

　　4．8

　　2．8

4．8＋2．8

　　2．8

　　γ1

（89∫ID

　18．O

　l4，5

18＋14．5

　14．5

　　γ2b　　　　γ2a
　　（β9’1）　　　（εcoRI）

　　　7．5　　　　23．0

　　　9．5　　　　23．0

9．5and　6，5　　　23．0

　The　results　of　Figs　2－4　are　summarized．　Restriction　enzymes　used　are

shown　in　parentheses．

Reaπangement　of　theγ2b・chain　gene　of　the

expre§sed　allele

Theγ2b－chain　gene　in　BKC　F1≠15　DNA　was　analysed　by
digestion　withβg’Iand　Southern　blot　hybridization　using　the　5’

fragmentof　the　clonedγ2b－chain　gene（γ2bprobe　a）as　a　probe．

As　shown　in　Fig．4（lanes　l　and　2），　Bg∫Idigestion　of　BALB／c

and　C57BL　DNAs　produced　the　fragments　of　7．5－and　9．5－

kilobase　pairs　respectively，　which　hybridized　with　theγ2b　chain

probe　a．　BKC　F1≠15DNA，　when　digested　withβg∫1，　yielded

theγ2b－chain　gene　fragments　of　65・and　9．5－kilobase　palrs
（Fig．4α，】ane　4）．　The　results　indicate　that　the　5’region　of　thC

γ2b－chain　gene　on　the　BALB／c　allele　was　rearranged，　while

that　gene　on　the　C57BL　allele　seems　to　remainロnchanged　in

BKC　F1≠15DNA．　However，　we　do　not　exclude　the　possib川ty

that　theγ2b・chain　gene　on　the　C57BL　allele　may　have　under－

gone　some　rearrangements　which　we　did　not　detect．　We　also

found　that　the　3’region　6anking　to　theγ2b－chain　gene　of　the

BALB／c　allele　is　rearranged　in　BKC　F1≠15　DNA　when　the
3㌧portion　probe　of　theγ2b－chain　gene　was　used28．

Presence　of　tbeγ2a・chain　genes

Both　BALB／c　and　C57BL　DNAs，　when　digested　with　EcoRI，

produced　the　6．6－and　23－kilobase　pairfragments　hybridizingto

theγ2b－geneprobe　b　which　cross－hybridizes　with　theγ2a－chain

gene（Fig．4b，1anes　l　and　2）．　The　6．6－kilobase　pair　fragment

corresponds　to　the　clonedγ2b－chain　gene　and　the　23－knobase
pair　fragment　was　identified　as　theγ2a－chain　gene　fragment21，

F1－mouse　and　BKC　F1≠15DNA　contained　theγ2a－chaingene
fragment（23－kilobase　pairs）（Fig．4b，　lanes　3　and　4｝．　The

γ2a－cham　gene　seems　to　be　intact　in　BKC　F▲≠15although　we

cannot　exclude　the　possibility　that　theγ2a－chain　gene　contains

an　undetected　rearrangement．　　　・

Organization　of　immunoglobulin　H・chain
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　の

genes　in　BKC　F1≠15　myeloma
Restriction　DNA　fragments　of　theμ一，γ1－，γ2b－andγ2a－chain

genes　in　BALB／c　mice，　C57BLmice，　FI　mice　and　BKC　F1≠15

myeloma　are　listed　inTable　1．It　is　evident　that　BKC　F1≠15has

lost　theμ一andγ1－chain　genes　of　the　BALB／cchromosome　and

contains　the　rearranged　γ2b－chain　gene　of　the　BALB／c

chromosome．This　myelomacontains　theμ一，γ1－andγ2b－cham

genes　of　the　C57BL　chromosome．　BKC　F1≠15　contains　the
γ2a－chain　gene　although　we　did　not　distinguish　two　alleles．

These　results　are　in　agreement　with　the　prediction　of　the　allelic

deletion　mode1．　Nevertheless，　we　found　an　unexpected　re－

arrangement　at　the　5’region　nanking　theμ一cham　gene　of　the

C57BL　chromosome　that　is　unexpressed　in　BKC　F1≠15．　The

two　chromosomes　of　BKC　F1≠15　are　schematically　represen－
ted　m　Fig．5．

Unexpected　rearrangements　in　BKC　F1≠15
Although　the　deletion　prome　of　CH　genes　in　BKC　F1≠15DNA

is　as　predicted　by　the　allelic　deletion　mode1，　we　found　two

unexpected　rearrangements　in　BKC　F学DNA；one　in　the　5’



region　伺anking　the　μ一chain　gene　of　the　unexpressed
chmmosome｛Fig，2わ，　lane　41and　the　other　in　the　3’region
廿ankingto　theγ2b－chain　geneof　the　expressed　chromosome2ト，

　　1いspossible　that　rearrangemem　in　the　5罫region　aanking　the

μ一chain　geneof　the　C57BLallele　is　related　to　the　mechanism　to

suppress　the　H　cham　genes　on　the　C57BL　chromosorne．　It　may

be　relevanUo　this　assumption　that　the　5’region　nanking　the

μ一chaingene　isproposed　to　containthe　putat▲、’e　J　region　and　the
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　へつ∫region　that　is　important　to　class－switch　recombination－’．

　　IUs　di伍culno　understand　why　the　rearrangement　in　the　3’

region　flanking　the　γ2b－chain　gene　of　the　expressed
chmmosome　is　necessary　to　express　theγ2b－chain　gene．　It　may

be　p（⊃ssible　that　the　3’rearrangementof　the　CH　gene　takes　place

so　that　theclass　switch　stops　at　this　particular　gene．Otherwise，a
、’ Hgene　together　with　a　J　region　moves　farther　dowmo　a　CH

gene　remaining　anhe　3’side　of　the　expressed　gene．

Deletion　of　CH　genes　in　other　myelomas
Rabbitts　8rα∫．：1　reported　that　CH　genes、　which　are［ocated　5’to

the　expressed　CH　gene．　are　absent　from　both　chromosomes　ln

several　mvelomas　induced　in　BALB／c　mice，　We　also　observed

similar　deletion　from　both　chromosomes　and　found　tha口he

expressed　CH　genes　are　rearranged　ln　di什erent　manners
between　homologous　chromosomes　in　these　myelomas2x．　The

resuhs　may　suggest　that　CH　gene　deletion．　which　accompanies

the　rearrangement　of　the　expressed　CH　genesコakes　place

successlvely、bumotsimultaneously，　in　the　allelicchromosomes㌧

Several　forms　of　rearrangedκ一type　L－chain　genes　were　isolated

fromκ一chain－producing　myelomas29’30．
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Fig．4　Hybridization　of　mouse　hverand　FI　myeloma　DNAs　with

theγ2b－chain　genc　probes．　DNAs　were　digested　withα、8g∫I　orカ、

’EcθRI，　and　hvbridized　as　described　in　the　legend　to　Fig．2with
｛α一3コP｝labellとd　probes　indicated．　Theγ2b　probes　a　and　b　were

used　in　o　andカrespectively．　Origins　of　DNA　used　are：lanes　l、

BALB／c　hver川anes　2、　C57BL／61iver；lanes　3，　Fl　mouse　hver：

　　　　　　　　　　　　lanes　4，　BKC　F1審15myeloma．

B．へLBc

‘メ 73

一

1’1 ；2b

C57BL

鰍2a

＝
Fig．　S　Schematic　representat泊n　of　CH　genes　in　BKC　F1鰺15．

Each　hne　sh（ws　one　chromosome　derived　from　each　parent，　The
order　of　CH　genes　is　as　proposed　beforeコ｛1，0pen　and　closed

rectangles　indicate　’intacピand　deleted　genes，　respecti、’ely．（The

word‘intacビsimply　means　thaHhe　change　is　not　detected　m　the

present　study．［Circles　indicate　rearranged　genes．　Theγ3－chain

gcne，which　was　nαdetermined　in　the　presentstudy．　is　assumed　to

be　deleted　from　the　BALB〆．c　chromosome　and　indicated　bv　a

　　　　　　　　　　　　　　　　　dOtted　rectangle．

　　However，　we　cannot　exclude　the　possibihty　that　such　re－

arrangements　could　be　secondary　mutations　in　myelomas．　We

are　quite　aware　of　the　fact　that　chromosomal　anomalies　are
rather　frequen‥n　myeloma　cells29．　Nonetheless，　the　perfect

agreement　of　the　CH－gene　deletioll　pro創e（the　order　and　allelic

chromosomelwith　the　prediction　of　the　alleUc　deletion　modehs

something　more　than　accidental　coincidence．　Seidman　and
Leder5　reported　that　only　one　member　of　an　allelic　pair　of

’

L－cham　genes　is　rearranged　inκ一chain－producing　myelomas，

MOPC　l49　and　MOPC　41．　Studies　on　di什erentiated　B
lymphocytes　are　necessary　to　determine　whetheror　not　the　case

of　BKC　FI≠15is　universal　and　directly　applicable　to　normal

lymphocytes、
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ABS讐RACT
　　　　We　f皿nd　i㎜uno910bulin　witch《S｝苫egi㎝一1ike　sequences　in　DNみ30f　wide

▼ariety　oξorg餌i鰍s　including　sea　urchln’yeas七and旦聖戯thaセd◎n◎t　pro－
duce　㎞noglobulins・　DNみ　fraq皿ents　ca虻rying　S口白1ike　seqences　weτe　cloned　from
旦三三≧≡迩≧2塾主］些三and　the　nucleo≒ide　geqUence　of　a、clone　is　a1ロK）st　identica1　ヒo　thaヒ．　of

七he　取ouse　S口　regioぬ・　Res七ricセion　fragments　of　I≧≡2至228±±皇　Sロー1ike　seq、ユenees　and

their　ξ1ankin亨　reglons　seem　t◎　vaτy　among旦三≦←　謎）ecies．　Possible　evolu一
七ionary　significance　of　the　S口’1ike　sequences　in　invertebrates　uas　di合cus8ed◆

　　　　　Recent　8tructural　studies　on　i五口mユnoqlobulin　heaVy　chain　genes　de凪onstピa七e

that　t㈹di8U“c七types　of　DNA虻eaττa明e鳳ent　take　place　during　the　diffe虻en一

七iat土on　of　B　ly叩hocytes《1－3｝・伽e　type，　te諏ed　V－D－J　reco砿）ina七ion，　geneτates

the　c叩Plete　VH　gene　byコoining　the　Vr，　D－and」rqene託鋼ents・Asec。nd　type

of　reco回由1na七ion　mediates　the　H　chain　class　sw土七ch　七hat　assoc工aセes　a　par七iculaτ

anti●en　bi職ding　specificity，　a　e◎ロple七ed　V　region　with　a　seτies　of　different

heavy－C㎞in　c。nSta励t｛CH｝τegi。nS　sueh　as　Cロ’Cイ’C．。顛d　C。・仇e　rea頂nqement

is　termed　S’S　recombination　because　iヒ　joins　two　swi七ch　｛S）　regions　曲ich　are

located　in　七he　5．　flanking　region　of　each　CH　gene・　璽o　switch　from　μ　to　7　dlain，

七he　Sバegi。n宴ec。mbine8　with　the　Sヤピegi。n，τesu1セ土ng　in蝕e　replace“nt。f　the

C口　gene　wlth　the　C7　gene　wiセhou七　affecting　the　V　τegion　gequence亀

　　　　　工t　ha8　been　Sho矧1　that　the　S　’egion　coロΨrises　七andem　τepetiセion　of　shoピt

unit　8equence・｛4－9｝・娩e　simplest　S　regi。n’Sロc。nθisセ・。f誕deΩepetiti。n。f

two　k土nd8　0f　pentanucleotides，　GA㏄？and　GGGGT　which　disper●e　in　repea七units　of

a11　甑e　oセher　S　τegion　8eqμences．　We　ha▽e　proposed　that　the　S－S　τecombination　is

medi醜ed　byピecognition。f　8h。rt　c⑩on　8e《担ence8（4－9｝・During　evoluti。nary

8七udie8。f　i㎜n。91。bulln　genes　we　and。the：s　f。und七hat　the　Sロ，　Sτand　S、

reqion　8eqUences　a8　旬e　11．a8　the　◎◎ding　8equences　are　o◎n8erved　between　mou8e　and

h㎝an口0’14）・血e　result88ug～控st単t　the　S　regi。n　se・興ence巴旦皇has　so匝e

i姐poτtant　b工010gical　functions　although　エセ　does　no七　code　for　a　p虻otein．

　　　　　工n　this　pape’we　report　that七he　S口’1ike　8equences　are　present　in　varieセy

of　oτgani8ms　8uch　as　yea自七，　sea　urchin’　旦三≦幽　and　calf．　We　have　cloned

◎旧LPress　Umited，　bxford，　England．

　　03051048！82／10144203S2．00〆0
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・eveτa1　D魅f・ag蹴セs　c°nヒaininq　th・S・－1　ike・e・担ence　fτ。・旦一顛d節゜顧

that七he　nueleotide　sequence　of　one　cbne　is　almos七idenUc邑1　t◎the㏄pea七ing

unit　｛GムGCT’　GGGGT）　of　the　面ouse　S口　region・　旬e　have　di8eu88●d　evoluセionary

。rigin　and埆Plicati。n。f出e　presence。f　the　Sザ1ike艶qu⑰ceg　b垣veはebrates

曽hich　d◎　not　produee　1剛mlno910bul　ins・

甑丁醜1ALS　AND　H宮THODS

X601atlon　of　H工　h　Holec1エ1ar　Wei　　七　D】晒

　　　　　別，ヴh　■01●culaz　weighセ　DM　of　adult　旦幽　flies　曾as　prepa虻e《ヨ　a6

d●6cr工b●d　prevユou81y　｛15｝．　旦三・　幽o　I〕．　simulans　axld　三≧・　一　（t｝1ree

●セ㏄k目●Or●gon　R，　蹴ko血●Rand？｛Yξ2｝CyOσDTS－513）were　used　foピpreparation　of

D甑・D撤細随8●100垣01亀t●afτ0198eve：al　deve10P血ental　s七ages　of　2・一三

《㌘（Y，2｝　（￥◎，　D？S－5で3》，　Σ鳩庖ely，　O－12hr　eロ山τyo8．　1aピ▼ae　and　pupae．　日α由ryonic　DNA

wa8　P’epaピed　by　a　81窟Ψ1」」「1●d　誕th◎d　de8cτ1bed　by　Yaoita　e七　a1・　｛34｝・　The

vi文ginaセoピ　　8tock，　　T《1「82》　　CyO・　　OT8－513，　w己8　0bt墳ぽロed　from　B◎wling　Gτeen，

Sセock　Cenセer　｛Ohio）・

Reco白b工nant　DNA　and　ON瓦　se　　ence　Det●rロエnaセ土on

　　　　　三幽genom⊥c　DN真11brary　（8heaどed　D品of　C亀nton　S　8t㏄k　in　the　Chaτon

4A　vector｝　匂a　8　pτovided　by　T．　Haniaセi8　｛16）・　The　libτaエy　ぬ8　8cピeened　by±竺幽

P1岬1e　hybピidization　tec㎞ique“ηuslnq　the　n工改亀tτ顛81aセea肚nd工工1　fピa～脚t

。f甑e面◎u8e　Sロτegion　a8　a　pr。冶（Fig・1）・P｝朗e　D胞聰8　Pτe騨red　a8　de8α1bed

（18｝・⑰e垣nd　m　fra鋼en七。f伽Sザ6｛6・8｝Φ｝and　Ec。　Rエー田nd　m　fτa鋼ent。f

D回Sμ一9｛6・Okb）wereτec1。ned　int。　pBR322《19｝・西e　t㈹孤bclones　were　referred

t。as輌Sr6　and　p1ぬSμ一9・P伽Sμ一9　wa8　used　f。r　D品8e・担㎝cing顛aly8i8・

Pla8ロ止d　DNA　uas　pτepaτed　as　described　｛20｝．　Xeco理出±nant　DNA　eやeピimen七s　weエe

done　under　the　P2－EK2　containm旬t・D孤Sequence　deter皿inaセion冒a8　caττied　out〕噌

the　method　of　晦xam　and　Gilber七　（21）　with　minor　modifications　（22）．

Pilter　　bridization

　　　　　D甑fra鋼ents　were　sepaτated　by　agaτ。se　gel　elec七τ。ph。τeSis⑪d紅ansferτed

t。nitr。cellu1。se　filters《23｝．血e　fi1セeτs　were　hyb工撤・ed　wi七h　appr。再aセe

32P－1・b・1・d　p・。bes・s　d・。c。ibed｛24）．32P－1・b。1・d・ick一七…81・セ・d　p’°be8職・

・卯th・・i・・d。。　d。。。。ib。d（25｝．取b．id▲。a七i。。碗・d。・e・・65’C鍾゜ピ四賊細

th。　hyb．idizati。。　b。ff。。口H　MC1，5伽H駝・8－・丈・P帽…　1《畑旧ぬ’0・1、鋤’

、．。。difi。d　Denhardピs　8。、。ti。。，、。U9／。・dena・…a宝・。°U．°剛。。・匂岨・g

、。壌、。d　p．。㎏。．。，。。r　hyb．id、。a七・。・，鵬・“一ぽ゜司㌔d　9°w匂r．妬・

mi。utes　int。頂1。　in　lxSSC－0．鴨SPS・七65°C’

ゼ
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ぬterla18
　　　　　α一32トdCTP　（8pec．　aet．　2000－3000C1／㎜。1e）糊　Φ恒ined　fτom　the

Radユoc｝1e皿ical　Cen七er　｛㎞ershaロ！，　血gユand｝◆　Source8　0f　re8セricセ土on　endauclea8e8

and　o七heτ　enzy匝es　weτe　de8cr土bed　previou81y　（†5，22，26）・

R宮SULTS

House　S　－1ike　Se　　enceS　in　Vaτalet　　of　Oτ　ani8mS
　　　　　　　一

　　　　　Ψ0　8eaピch　for　the　di8セribu七ion　of　S凹一ピelaセed　DNA　sequence8　io　difεeτent

8peeies，曾e　analy8ed　DN瓦8　fro匝▼邑riou80rgani8m81乃グSouthe虻n　blot　hybτidi2atioo・

鷺eused　a　3．7kb　Hind工工I　f　rag匝enセ　（S口probe）of工gH　701（6，27）冒hich　contaiu8　a

maゴ。r　p。τti。n。f　the　m◎u8e　Sロτegi。n　a皐apτ。be《Pi　g・1）・Dぬ8。f曜i。皿9P←

cies　such　ag　sea　uエ℃hln，　yeas七，　1≧幽．　calf　and　mou8e　we虻e　dlge8ted　、riセh

Eco　Rエ・DM　dlge8ts曾ere　eユeσtτoρhoτe8ed　in　a　O・7令・aσa虻08e　ge1，　blot七ed　t◎

ni廿。cellu1。8e　filter8聞d　hybエi邑zed　wi甑th。砿ck一セr颯81ated　SロP’。泌・Ec。　Rエ

digestion　produced　8eve虻al　fragmen七8　hybridi2ing　t◎　the　Sμ　pτobe　in　e直ch　DNム．

Poピ　exaロple，　a　dark　12●14kb　frag■enセ　in　8ea　uτehln　DNA　，　19，　9・8，　6．0，　4．3，　2，6

and　1．5　kb　f：ag皿ent8　in　yeast　DNA　7　17，　12，　10，　8，　5●8ワ　3．6顛d　3・Okb　frag回㎝t8

in　⊇幽　DNA，　a　dark　6．4kb　bana　above　backg拍o皿d　8血eaτ　in　calf　DNム　《Pig・

1）・エnadditi。n　t。仙e　prominent　cロqene　fτa卿ent（13醐n㎝竃er。U8卑inセeτb顛《垣

weτe　pエodoced　土n凪◎u8e　D口A　a8　de8cピibed　befoτe《7，28，29｝．　Si1旦11a：1y脚】7　b目亘d8

ue’e　8een　in　chleken，　τabbit，　虻at　and　hu㎜　　D田㎏・　H◎8セ　abund麺t　Sロー1土ke

8equ㎝ce8　were　found　in　1緬peピy，　ralnbσ”tτauセ猷d　fτog　D甑8・恥found　only　a

fainセ　3．Okb　band　in　St　　on　chia　DN頃　（1ane　1）・　理he8e　虻e8u1巳　d㎜o駆8t丈ate　that　th●

Sロー1ike　8equence　i8　di8tピ1buted　among　曲e　geno皿e8　0f　wide　vaτie七y　of　oτgan18皿8・

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　一

　　　　　qb．　charac七eτize　the　Sロー1ike　8equenee　inエnve虻tebrates“c1。ned　D甑

fτa⑱頂ent8　c。n已in土ng　Sゾ1ike　8equence8　fτ。匝．幽DNA・We畑鴨8砿e⑰ed　a

phage　libτa】7　0f　I≧．　竺幽　（Canセon　S　8セτaln）　DN瓦‘16）　u8ing　the　mOU8e

SU　probe・　Out　of　apPτoximately　1●8x105　Plaque8，　36　po8iti▼e　plaque8　“エe　iden一

七ified　up◎n　autoxadio9虻aphy・　Eleven　of　the8e　po8itlve　phage8　we工e　1801ated　and

theiτD甑8りere　prep＆red・S◎uthem　b1。セhybrldization　of　the1虻τe8ヒτicセ10n　D舩

fτa鋼ent8　a11㎝ed　u8　to　cla881fy　th⑰血セo　nine　independent輿珂e8　dhe8e　pha～弾8

aτeピefeτ「ed　t°a8　Ch’迦’S凹一4’（恥伽’S凹一5’（翫’伽’Sロー6’（あ伽’Sゾ9’Ch伽’Sバ10’

Ch’Dm°Sロー17’（識’Dm’S凹一18’Ch◆伽’Sr19　and　Ch伽゜Sロー24・鰯tピicti。n飴d。胆clea8G

Cleavage　、口ap8　0f　the　ln8eτt8　weτe　con8tτuct●d　by　conventlonal　procedμτe8・

Co口pari60n　of　th●8e　田直P8　and　Souセheτn　blot　hybτ1d±2atlon　τevealed　that　Dm°S口，6，

Dm．S凹，9　and　D匝・Sμ一10　DNh5　0veピ1ap　partlally　wlth　each　oセher　｛Pig●　2）・　The
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Fig・1・　　Sロー1ike　Sequences　in　Vari。us　Organis鵬・
　　　　　DNA（2ロq）wa・diqe・七・d　with　a　5－f。1d　excess・f　Ec。　Rエ’seぽa七・d　by　aqa「°se

gel　electrophoresis，　blotted　onto　ni七rocellulose　fi1七erso　and　hybridized　with
radi。ac七ive　Sロpr。be（3・7　kb－Hind　lH　fra～抑・・t・h。wn　at　th・b・t七。m）・DNA　used垣

each　lane　is　as　follows：　1，一主旦幽　（macronuclei），　2，　yeas七’　3，旦．
melanoqas七erア　4，　1amprey，　5，　sea　urehin5　6，　mouse　（BAIB／c），　7，　sea　urchin　F　8，

m。use（B肌B／c｝39，　sea　urchinξ10，　rainbow　traut　711，　fr。q（Rana　catesbeiana）フ

12，　chicken｝　13，　rabbit　7　14，　rat　（Ra七tus　norveqi㎝s｝7　15，　mouse　（BALB／c），　16，

calf　thymus：　17，　human　placenta．　Exposure　times　we虻e　12　hrs　（1anes　5　and　6），　3

days　（1ane　1－4，　7　and　8）　and　4　days　（1anes　9－17｝．　字）ecific　ac七ivi七ies　of　probes

were　800　cp匝／pq　（1anes　1－8｝　and　600　cpm／pq．

overlapped　reqions　contain　the　DNA　seqment　七hat　is　homoloqous　to　the　mouse　SU

sequence．　The　inser七s　of　other　clones　are　shown　in　Piq・　3・

　　　　　Th・6．8kb　Hind　HI　fra卿en七（fra～押ent　B）。f加台Sゾ6　and　the　6・Okb

E・。RI－Hi・d　m　f・・～卿・nt。f　Dm・Sゾ9　w・・e・ub・1。ned　i・七・th・pl・・mid　pBR　322　and

the　subc1。・es　were・efer・ed七。　a・pDm’Sμ一6　and　p［油’Sゾ9’τ・・pec七ively・

Comparison　of　detailed　restriction　maps　of　these　clones　confirmed　that　bo七h

insert・c。ntain・e～卿ents　h。m。1。9。us　t。　the　Sロregi。n　and　tha七the　6・Okb

Eco　R工●Hind　II工　fraqment　of　Dm・Sμ一9　con七ains　the　sa皿e　restrlctlon　enzyme

cleav・q・・ites　as　th・fra輌ent　B　except　th・t　th・1・ft　m。・七μ・r七i。n（900bp｝。f

the　fragment　B　is　absent　from　the　6．Okb　Eco　RエーHind　Iエエ　fragment　of　Dm°Sμ一9・

Simi1・・1y，　the　3・6kb　Ec。　RエーHind　lll　fra卿ent。f伽・Sロー10　hyb・idi・ed　when　the

f・a～畑ent　A。f　Dm’Sロー6（Fi　g・2）is　used・s　a　pr。be・The・e　resu1七・dem。n・t「ate
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　　　A B

Dm　5μ10｛19。2　kb）

　　　　　　　　　　：

，DmSμ6⊂
p

Dm　Sμ6｛t‘．8　kb｝

　　　　　　　　　　　　7Sltes

kb｝

ド＿＿－Alu　1
0 5 10 15 20 25 30kb

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　、

pig・2・　　Resヒτici七〇n口aPS鋤d　sequence　8traセegy。fぴe　clo賠d　Sゾ1ike鰍pen－

ce80f－・　　　　　The　resセ丈iction　ぬap8　0f　Dm　S口●6，　Dm　Sロー9　and　Dm　Sロー10　a主e　8h㎜●　Ψhe　W｝peピ

diagr醜sh◎w合　the　eomposite　map　of　the　chr◎moso鳳al　region　con七ainlng　the　Sロー1ike

5equence・　Subclones　u8ed　in　the　detailed　mapping　and　8equencing　of　Dm　S口
8eg菰ent■aエe主匝dica七ed　b5「pDm　Sロー6　and　pD皿S口’9・　Seq匂encing　8七τategy　i65h伽凧hy

an　enlarged　8egment　of　pDmS口’9・　Hζ）rizon七al　arr◎ws　indicate　the　diτections　a醜d

ピange8　0f　8eqUencing・　⑰e　S”－1ike　seqUences　hybτidizinq．セO　the　姐◎uSe　S口　Pτobe

a虻e宝epτe8enセed　by　c1。8ed　rect鍋gles・曳ch　in8ert。f　Sゾ1ike　c1。ne　teminaヒe●
with　εco　R工　1inker　8ites・　Re8七羊iction　sites　are　；　8coR工　《↓｝，　Hind　工工工　（▼），
、Ba1ロ　H工　（O）．　Hinc　工1　《▽），　Pst　工　｛9｝　and　PVU　工工　｛8，．

tha七three　c1。nes・Dn’Sμ一6’【ぬ’Sμ一9　and晦’Sヅ108haピe。verlapping　8e卿nt5㎝d

enco㎎a88　aτ1　ab◎u七　32kb　ヱegion　of　the　旦三2幽　守enome・

　　　　　Since　there　are　砿1tiPle　band8　0f　the　Sロー1ike　8equence　in旦一旦DNAσ

we　fu虻theτ　confirmed　that　theΣe8tτicton　fragments　expected　fr◎m　the　oon8tτucヒed

chromo■oma1　血ap　wa8　identified　in　the　genomic　DNA．　晩en　the　fragロent　入　随9　used

a6　pτobe，　the　17kb　Eco　R工　and　21kb　Ba瓜　Hエ　fagmenヒs　of　the三堅酬主三三DN瓦　were

hybτ五dized　in　con8i8tence”1th　the　restτiction　map　of　the　clones．　Similaτ1y，　the

17kb　　宮co　　R工　　frag品nt　　expecセed　　fピom　　the　　chromo80碇1　ロap　　、rag　　identified　　in

I－　DNA　by　hybridization　with　the　fragmenセ　C　as　pピobe．　西e　τe8t　of　ゼhe

c］．ones　have　qulte　distinet　re8triction　maps　and　d◎n◎t　oveτ1ap曾ith　any　paτt　of

Dm．S口●6，　Dm．Sロヨ9　and　Dm°S凹一10　DNA・　Dm．Sロー17　and　D匝・Sμ’188hare　consideごable　p◎ピー

七ions　in　cc㎜on　｛習19・　3）．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　一
　　　　　We　have　determined　paピtial　nucleotlde　白eque亘ce8　0f　廿、e　Sμ●丈elated　DNA
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　　　　　　　　0

　　　　E Om　SPム｛盲ζ．9kb｝

DrnS□5｛n・Okb｝

↓

Dm　Su　17！14＄8kb

Dm　Sμt8｛2L7kb

Om　S山9日3、Okb

0 s ｛0 15 20 25kb

Dm　Sμ24｛19．5kb

pig・3・　　飽s七蓄ictエ。n聞P8。f　the　c1。ned－D甑c◎n悔ining　Sμ一1ike
8eqμence8●
　　　　　臨eS口●1ike　8equence8　aピe　repτe8ented　bアclo8ed　5qUaτe8●　Restric七ion　8ites
a虻e　7　輪o　RI　（↓，　and　Hind　工II　（▼）．

8eg国ent　己nd　iセ8　flanking　region8　0f　D匝．Sロバ∋・　The　S口⇔1ike　8eqUence　研ユs　localized

by　Sou廿lem　blot　hybτi己iza七ion　and　8equenced　1ηthe醜r醜egy　Sh㎝（Pig・2》・The

nucle◎tide　8eq草ence8　工，　工工，　工1工，　IV　alld　V　consist　of　主a七heτ　si㎎1e　8eqりeカces　a8

8h㎝in　Pi　g・4・？heτe　aτe　abundant　h㎝◎－tピio色rs　and　h◎出o－penta血ers・麺ehe

8equenCe　V　we　fo岨d　a　8imple　tandeロ　蛤ep色ヒi七ion　of　two　kind8　0f　g　nucleOセides，

GAGC句GGαP　aロd　　G瓦GCTGGGG　　which　　xiepeaセed　　ge▼en　　tエ皿e8　　冒it沮Out　　⊥ロセeτ5paced

8equence8●　The　unit　8eq撃eロee8　deter皿ined　a壬e　a1口ost　identical　to　that　of　the

lDcn38e　S凹，　namely　GAGCT　and　GGGGT・　肋胃e▼e虻，　repetltion　of　セhe　Sロー1ike　8equenee　血

旦≡幽　エ8　ve］ry　8horヒ　in　length　　（63bp）　a8　c◎mpaτed　to　the　垣ou8e　S口　虻egion

｛ab◎ut　3㎞）・When　the　Hap　lエfr明m旬セ｛600bp）containing　the　right．half　of　the

8eqoence　V　wa皐d土ge8ted　with　Alu工，　fouτ1aτ口e　fτagment8｛240σMO，120　axld　100bp）

weピe　producedr　ind工c邑ting　七haセ　the　Hap　工：【　fてag血ent　does　n◎七　have　田◎エe　Alu　工

51七e8　‘AGCτ）　oヒheピ　than　found　ln　the　8eqμenee　V・　Si画i　lazly　there　is　only　one

otheτHph　18ite（GG題A）than　8ho顧加the　8equence　V・We◎onclude，　theτefoエe，

thaセthe：e　i8　n。　otheτSロー11ke　8e《担ence8垣曲e▼i8⊥nity。fぴe　8equ邸ce　V・璽he

pτe8ence　of　㎜　and　㎜　a七　the　left　bαユndery　of　七he　St」－1ike　segment　i8

工ntere8tin守．　　Sueh　8treche8　0f　τ　　｛oτ　A｝　㎞se　a180　have　been　found　土n　セhe

boudarie8　0f　τepeated　DNA　ele匝enセ8　｛30．31｝

　　　　　碍e　have　a8ked　whetheτ　o丈　not　ぴe　cloned　S凹一1ike　8equence5　are　oon8eτved

am◎ng三幽　8pec工e8・　Pra～ロロe7比s　B，　D　and　E　｛pig・　2　and　3）ρ　which　caエピied

Sμ一1ike　8equence8，　weτe　i801ated　and　hybridi2ed　to　re8tricted　DNA8　0f　旦・
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　　　　　　　　　ロ　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　リ　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　コ　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　

Al1CAIG1AAl1GAAA61GIGτAAICτCAGAAAAGτCAGGAτAAτAAIGA
AAτGGIIGCCATIGAτAAC6τIGAIAAAAIAIAτAτAAAAAA6ACG1τAA
lAA6GτAIAGττGAτACICCGGACICCAAIGGCCATτGAAIGCAAC1τ1C
CACI｜11τ1AACACIGCGAACτGGACCτ6ACCGCACGAAACτGAτAACIG
GACAAC6GCACACAACACA6A｜AGCIGACIGA6CGAGCGCGAIGCACCGA

C6CGG16CACGAGGτG61G6AC｜AAAACCGτGGτGGCAGGτGGGCCACτG
611GGG6GCG6GCCIGCGCGGGIGτGCGGGIAACGCA1τGGτG6GCCGττ
G6τGCCGGG1τG6CCGGGτ1G6CGCCC

6GGGCCAGAGGGGGGAGGAGAAGGτ661GGCCAGGGCGGGA16GCAτGAG
6ACτGAτGAlGAClGAIGAτGACCGτAGACCGAACACCGτA6AC6GGCτ6
CCAGτ16CCACCIACGGCAC

CGAAGICAAG6GAACGCAτCCCAGGCCGCAICA6CA6GCAAτGCCAAAIA
AAAττAτGC6CCAICG6AAτ6τGτGCGCCC6AGIGGAGIAAA1161頁111
ACAACC6CAC．AICCCC6GACCAGIGACAGCAAAτGTl1GCGAAτττ1AIG
CGAAτ1ACGCCτAAτ1AGCAττ1【CτGCAA6CGGCCAGGGAlC6AGAGlCA
AAACGA6AGτCAGAGτ1CGCIGτC6CCGτGICCCIGAIC6AIG

AAAA6τCIAl1CGCAICτCGAAAAAAAAGτCGIGIAτAτGτGτACAAAAA
A111111GIAIAIAτCIAτG6ACAIG111AICCA6Aτ1111τCAIGCAAG
CACAAG6GGCAICACAτGGAτAAGCCCAτ6GCG1｜6GIGl1GGCAGA16G
lIGCCCAτCCGτ11GCIGIτ］｜CGAAAIGIIG6GCCIAAAAAAAIGCAIAA

6CCCAAAIGl1GτG16τC6111GCIGIC66CGICIGG111GCA1］1CCCl
GCAτ1AG6A6CIGACAIGIACAIACAAGCIAGACAIAIGCGAAAGCGAAτ
1CCAIACA

Pi亨二　4・　　　　　頴エcleoセide　8eqUence8　8urro岨din●　the　Sロー1ike　geq、xence　of　D匝　Sロー9．

　　　　　Eco．R工／Hinc　工工　fragロent　（1・8　kb｝　of　pD価　Sμ●9　wa8　■eqUenced・　Se《ホxence8　工，

エエθ　工工工・　工V　and　V　a宝e　lndlc4躯ヒed　i罰Lマig・　2・　0罰Lde宝1工ned　s●q8ユ秘ce．1ぬ　t】ne　8equ飢ee　▼

co陣Pτi8e87repea七〇f　gbp　unit8・

塑⊇三’　旦・　幽　and　I≧●　幽・　」担　　8hown　in　P工9・　5’　D●a8　0f　three

8七〇ck8　0f　】≡≧・　聖一≡三　contained　the　8ingle　identica1　ピe8triction　fragment

whieh　hybrld⊥zed　ヒo　the　ξragment　B．　Hoけeveτ，　旦・　幽　did　not　have　any

8eq“ence8　which　hジbτidi2ed曾it±1　the　fragmen七　B　excep七　for　a　faint　band　8i阻ilaエ

in　8ize　t。　that　of旦・一・simエ1ar　re8u1七8“ze　Ob七ained．魑i珂也e

fτa⑱蛭nセEa8　a　pr。be・エn　addlt土。n’D孤。ξ1≧・幽◎。ntainedロ・e　id飢tica1

τe8tricセion　fτagment　hybrldizlnσ七〇the　fragment冗with　that　of旦・一竺三・

旦・　幽　did　no七　ha▼e　any　band8　0ther　tllan　tw◎　ve「y　faint　◎ne8・

　　　　　On　the　other　hand，　セhe　fragmen七　D　hybridized　to　many　頂inor　band8　in　addi一

ti。n　t。ぴe碇j。τband　eXPected　fr。ロ仙e　re8trlct1。n藺P。fぴe　c1。ne　Dロ’Sμ一4垣

DN1迫　of　I≧●　－　and旦●　8imulan8．　Again，　DNA　of　2．　幽　did　n◎t　oon一

ヒain　the　maコoエ　band　hybピidizing　to　the　fエagment　D　a1セhough　a　nuロ由er　of　皿inoτ

band8鴨τe　ob8eτved．駆he8e　re8u1セ81ndicaセe　thaセthe　8equence8ま1anklng切the

Sゾ1ike　8剛帥ce8　in　Dm’Sロ→翻d　D瓜Sゾ5醜e　uni甲e’91v土ng　a　81ngle　maゴ。τ
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Fig．　5．　　　　Sout力ern　blots　of三と三≦酬旦DNA　hybridized　with　cloned　I－
Sゾ1ike　sequencesξmd　theiτflankinq　sequences・
　　　　　　　⊆陀nomic　DNA　（2口g）were　diqested　with　a　5－fold　excess　of　restric－
tion　　endonucleases　　（Eco　　RI　　and　　Hind　　I工1），　　separated　　by　　agrose　　gel

elecて主ophoresis，　blo七ted　onto　nitrocellulose　filters，　and　hybridized　with
radユoactive　probes　deτived　froロ、　restriction　fraワments　B，　D　and　E　shown　in　Fig．　2

and　3．　⑰e　radユoactive　probes　were　B　fragment　of　Dm　Sロー6，　D　fragment　of　Dm　Sロー4

and　E　fragmenヒ　of　Dm　Sロー5．　DNA　used　in　each　lane　is　as　follows　7　1，　D．　virilis；

2，　旦・　siロulans：　3，　1≧．　＿，　（Oreqon　R），　4，　旦．　＿　（Hikone　R｝
5●　D●　匝elanoqaster　（T（Yξ2｝　CyO，　DTS－513）．　Arrows　indica七e　the　faint　bands　in

lane　1．

hyb虻idizing　band　for　each　probe．　The　sequences　are　not　necessarily　conser▽ed

amonq　　　　species　but　rather　likely　tσ　be　deleted　in　D．　virilis．

Furtheロno虻e，　the　se（luences　in　the　fraqment　D　seem　七〇　contain　diverged　sequences

which　cross－hybridize　▽ariety　of　restriction　fraqments．

　　　　　We　have　further　confirmed　the　diverqence　of　the　Sロー1ike　sequences　in

－using匝。use　Sμpr。be・帥en皿。nq　DNAs。f　three　different　sセ。cks。旦・

一’the・e　a・e　differences　in　relative　intensities。f・ev・・al
Sμ一hybridizing　bands　althouqh　a　pa七ヒern　of　bands　is　similar　as　shown　in　Fiq．　6．

The　profile　of　the　Sロー1ike　bands　in　I≧．　三＿　is　clearly　different　from

th°se　in旦・simulans翻d旦・vi・ili・・悔e・e・esult・tak・・t。qeth・・’⑰・Sμ一1ik・

sequences　and　their　flanking　sequences　move　rapidly　duτinq　evolution●　The

repeて1乞1ve　nature　of　the　Sロー1ike　sequences　may　be　responsible　at　leasヒ　in　part

for　such　evolutionary　rearrangeme就s．

Do　S．．←1ike　Seσuences　Rearranqe　durin　　Develo　ment？

The　next　obvious　quesヒion　is　whether　or　not　the　Sローlike　sequences　rearrange
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during　differentiation　of　⊇三2き蛭・　DNAs　囎re　extτacted　from　O－12hr　embryos，

1arvae，　early　pupae．　1ate　pupae，　adult　heads，　adult　bodies　and　whole　adult

corpuses，　and　their　Sμ一1ike　sequences　were　compa虻ed　by　Southern　blot　hybridi2a－

tion　usinq　cloned　Sロー1ike　DNAs　and　mouse　S口　DNA　as　probes・　We　were　unable　to

detec七　any　siσnificant　chanqes　by　these　analyses　曲ich　had　obvious　limi七a七ions

such　that　we　could　detect　only　changes　taking　place　in　a　siqnificant　proportion

of　the　cells．　It　is　possible　that　a　Sロー1ike　sequence　rearranqes　only　in　a　few

percent　of　cells　of　a　larva，　which　we　will　never　see　by　this　analysis．

D工SCUSSION

　　　　　The　S　sequence　has　been　shown　to　mediate　the　class　switch　recombina七ion　of

i㎜noglobulin　qenes．　The　nucleotide　sequence　of　the　S口　reqion　8eem3　to　be

important　for　セhe　orqanism　since　it　is　conseτved　more　than　the　coding　sequences

between　mouse　and　human　（10，11），　although　the　S　reqion　does　not　oode　for　any

protein．　1n　fact　we　have　recently　isolated　a　pseudo　qamma　｛14）　and　pseudo　epsi一
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Fi　g．　6．　　　　　Southern　blot　of　I≧三三←　DNA　hybridized　wi七h　mouse　S口　probe．

　　　　　　　DNA　（2μg）　was　digested　with　a　5－fold　excess　of　Eco　R工　and　Hind

I工1，　separated　in　aqarose　gel　electrophoresis，　blotted　onto　nitrocellulo8e
filters．　and　hybridized　with　radioactive　SU　（3．7　kb　fra●ment　in　Fig．　1）◆　DNA
used　in　each　lane　is　3　1，旦◆　virilis；　2，旦．　simulans：　3，1≧．一旦三　（Oreqon

R）34’旦・一（Hik・ne　R｝：5’旦・一（T｛Y’2｝CyO’世S－513》・
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10n　（13）　qenes　uhich　seem　to　have　lost　the　S　region．　The　S　reσion　seems　to　be

essential　t。㎞n。g1。bulin　heaW　chain　genes　which　underg。　class　s砒ch

rec《｝記d）ination●

　　　　　It　is冒e11㎞o冒n　that　the　primi七ive　ver七ebrates　like　hagfish　and　la㎎rey

are　able　to　produce　only　an　IgM－1ike　iコロ腿noglobulin　（32）・　工n　these　organisms　it

is　unnecessary　or・more　precisely’血1P。8sibleヒ。　switch品e　c1品s　because七hey

have　only　the　匝u　gene・　血en，　a　Si皿Ple　qUeStion　ariSeS．　DOeS　七he皿1　gene　of　hag－

fish　and　lamprey　carry　the　S口　region？　　Nobody　knows　七he　ans旬er　yet　but　there　are

se▽eτal　reasons　which　allow　us　to　presume　tha七　the　皿u　●enes　of　hagfish　and

la血prey　may　not　have　the　S口　region．　The　Sロー1ike　sequence　is　not　found　in　the

kapPa　o虻1a⑪da　gene　which匝ay　be　an　ancestral　qene　of　the皿1　gene・Since　there

is　n。　use。f七he　Sロー1ike　sequence　in　the8e。rqanisms七here　is　n・selecti。n

pressure　to　皿aintain　it　even　if　七hey　had　the　Sμ　sequence　aヒ　the　beginning．

　　　　　The血P。性ant　ques七i。n　is　what　is七he。ri●in。f　the　Sロregi。n垣hi　gher

vertebrates　which　have　皿u1七iple　CH　genes・　It　is　easier　to　i皿aqine　that　the

S口　reワion　wa8　introduced　into　t迦e　Cローflankinqτeqion　from　another　gene　probably

i田ロnediately　prior　to　the　duplication　of　the　Cμ　gene　than　to　assume　tha七　the

S口　sequence　was　created　toge七her　wi七h　the　Cμ　gene　and　conser▽ed　in　lower

vertebrates　which　canno七　make　u8e　of　the　sequence　（Fi　g．　7｝．　工t　is　also　possible，

aユ上毘iヒmoτe　difficult，　that　the　S　reqion　sequences　were　in七roduced　af七er　dupli－

cation　of　t力e　CH　gene．

　　　　We　8peculate　thaヒthe　Sμsequence　was　transferred　fτom　s㎝e　o七her　gene

whieh　ha6　ae　S日一1ike　se・担ence　but　n。thing口d。　with　the㎞n。91。bulin卿e

just　like　one　we　cloned　fro皿　⊇三≦≧≡幽　Then，　what　is　the　funetion　of　such

S11－1ike　8equences　in　invertebrates　ぬich　do　not　make　the　i皿皿1noglobulin？　One

aヒt：τactive　speculation　migh七　be　thaセ　Sロー1ike　sequences　are　resp◎nsible　for　DNA

Cμ C

Cμ
b

Cμ

Fig．　7・　　　　Possible　Evolutionary　Origin

of　S　Sequence　in廿leエ㎜uno910bulin
Gene．　Two　pathways　七〇　create　the　CH

gene　Clus七er　co叩τiSinq　Sμ’　Cμ’　S7　and

C7　were　schema七ically　represenセed・　工n

（a）　七he　Sμ一1土ke　8equence　was　incorpo－

ra七ed　into　the　CH　qenes　after　duplication
of　t力e　C口　gene．　エn　（b｝the　Sローlike

8equence　was　transferred　to　the　visini七y
of　七he　C口　gene　before　the　duplica七ion．

Sμ　Cμ SrCr
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rea汀顛g緬ents　in垣vertebτates　as　recenUyτeported　ab◎uセセhe　Alu　family　in

｝、u口埴Ln　　｛33｝●　　工国団田Lno910bulin　　genes　　血φt　　have　　borro貿ed　　the　　DNA●工eaττanging

匝achエneτy　that　had　been　already　e8セablished　in　other　gene　8ystems　yet　to】陀

e㎏10iτed●
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ORGANlZATION　OF　lMMUNOGLOBULIN　HEAVY　C｝｛AIN　GENES
　　　　　AND　GE§｝ETIC　MECHANISM　OF　CLASS　SWITCH1
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1NTRODUCT10N

　　　　During　differentiation　of　a　given　B　lymphocyteg　a　single
　variable　（V）　gene　is　first　expτessed　as　a　part　of　the　μ　chain
and　　at　　a　　lateて．st8．ge，　　the　　const8nt　　（C）　　τegion　　of　　the

expresSe《i　heavy　　（H）　chain　switches　from　　凹　to　イ　or　to　α

Lwithout　　alteτation　　of　the　V　region　sequence．　Genetic　and

moleculaτ　bases　for　such　a　phenomenon　called　H　chain　class
switch　i8　0ロe　of　the　璽lost　fascinating　biological　questions．

　　　　Comparison　of　reaτranged　and　gerπ11ine　H　chain　genes　lead
us　to　Pτ。pose　8．　molecular　mechanis囮to　exp1∂1n　H　chaiロ
switch　（1－3）●　A　complete　H　chain　gene　is　formed　by　two

of　τecombinat　ional　events　　as　　shown　in　Figure　1．　The

type。fτec。mbinati。n　takes　place　between∂given　VH，
a　JH　segments，　which　completes
◎combination　is　referτed　to　a．s
such　Tecombination　the　．V　τegion
part　of　the　μ．　chain．　The　second
place　betueen　Sμ　and　S？　（oτ　Sα）

defined　　as　　a　　functiona1・　region

switch　and　assumed　to　be　located
each　CH　gene●　The　Sμ　region　is
gene　and　the　S7　（oτ　Sα）　is

gene　（oτ　α　gene）．　The　second

called　S－S　recombina．tion，　c8．n

chain　without　白．ffecting　the　V
（4，5）　　also　reached　similar

　　　　　Both　　type8　0f　recombin8tion

the　intervening　DNA　segment　from
。τder　。f　CH　g飽es　was
51一μ一73●τ1一τ2b－72a一α一3・　（6）．　This

Pτesent　　　　　　　　　　　　　　　　　　　each

　type　　　　　　　　　　　　　　　　　　　which

　　　τep18．ce

　　　「eglon　　　　　　　　　　　　　　　　　grOUPS

conclusion・
　　　　　　τesult　in　the　deletion　of
　　　　　　the　chromosome　（6－12）．　The

　　　previously　　　proposed　　to　　be
　　　　　　is　based　on　亡he　deletion

　a．　V　τeglon　sequence．

　V－D－J　recombination．

sequence　is　expressed
　type　of　recombination
　　regions◆　The　S　region

　τesponsible　for　the
in　the　50　flanking　region

located　between　JH　and
　　　　at　the　5・　side　of

　　　　　　　the　C　paτt　of
　　●　　　　　　sequence・　Otheτ

class

types
first
D　8．nd

　This
Afteτ
　∂．s　a．

ta．kes

　　waS
class
　　　of

the　μ

　　　　7

　　　is

the　H

　　　　1S・pP・・t・d　i・p・・t　by　g・a・t・f・。mMi・i・t・y・fEd。・ati。・，
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pτofile　　of　CH　　genes　　in　myelomas　which　　pτoduce　different
classes　of　the　H　chain　protei凪s．

　　　　hthis　papeτwe　wn1　Pてesent　the　direct　evidence　for　the
proposed　organization　of　the　CH　gene　cluster　as　described　in
Figure　1●　We　vill　also　describe　the　structural　ba、sis　of　the　S

region　which　was　originally　defined　as　a　functiona．1　region
and　discuss　the　moleculaて　mechanism　o．f　the　deletion．　Finally，
we　will　present　evidellce　that　there　are　conserved　segments　∂．t
the　3・　side　of　each　C7　gene．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　一

　　　　Most　of　the　mouse　CH　gene　fragments　including　Cμ，　CS，
C・71，　C72b，　C72a．，　C73　and　Cα　have　been　cloned・　We　have　a1τea・dy

repoτted　　complete　　ロucleotide　　sequences　　of　　the　　Cμ，　　Cτ1，

C72a　and　C72b　genes　（13－16）・　Recently，　we　have　suceeded　in
cloning　．the　　ε　　gene　　from　an　lgE－producing　hybridoma　　（17）．

Partial　nucleotide　sequences　of　the　clo〔1ed　ε　gene　were　deter－
mined　　and　　the　　amino　　acid　　sequences　　deduced　　from　　the

nucleotide　　sequences　weτe　　similaτ　　to　that　of　the　hum8n　　ε
chain　（Figure　2）．　Using　these　cloned　DNA　segments　as　probes，

we　have　　isolated　overla．ppiog　chromosomal　segments　　of　　the

CH　gene　cluster　from　phage　libraries　containting　embryonic
mouse　DNA　（17－19）．　We　h8ve　isola．ted　a　n③mber　of　clones　con●

taiロing　CH　genes　and　their　flanking　τegions　and　aligned　them
by　chaτ8cteriza．tion　with　restriction　enzyme　cleavage　8nd

w 　D　　JH　　メ　δ　　1∫3　　ψ　　X勧　　冨釦　　ε　　α

喘　　　　　　　　　　さり4　　　　　S口　　　S罰　　　S働　　Sr2●　S6　　　Sα
　　　

杉傷纏
S芦S砲

㎞

　　　　F工GURE　1．　　　　A　genetic　mechamism　of　heavy　cha．in　class

switch・　　Recombination　events，　which　take　place　to　form　a
complete　72b　gene　duτing　differentiation　of　a　B　lymphocyte，
a．re　schematicaUy　represented．
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the　eoding　sequences●　The　amlno　acid　sequence　corresponding
to　the　C｝｛3　domain　（residue　345－418）　of　human　ε　chain　（21）　is

pτesented　at　the　bottom　τow　and　the　homologous　amino　acids
are　boxed．　Amino　acids　are　expτes8ed　by　one　letter　code．
Reproduced　from　Nishida　et　a1●　（17）．

　　　　FIGURE　2．　　Partial　nucleotide　sequence　of　the　ε　gene．
（A）　Strategy　foピ　nucleotide　sequence　determination．　The　O．95
kb　　Hind　　III－Xba　　l　　fragment　　was　　isolated　　and　　sequenced

according　to　Maxa皿　and　Gilbert　（20）●　Ranges　and　di士ection　of

sequences　read　8re　shovn　by　hoτizontal　arrows●　（▼），　Hae　l11
site亭●　（B）　Nucleotide　sequences　at　both　termini．　The　amino
acids　predicted　by　the　nucleotide　sequence　aτe　shoりn　utldeτ
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　　　　FIGURE　3．　　　　Restτiction　endonuclease　cleavage　maps　of
。・eτ1・pPing・1。・edξ・a蜘・nts　in　th・CH　9・ne　clu・t・・．　The

・h・。m。S。m・1・egm・nt・。ntaining　73，τ1，72b，・2・，・and・
genes　ls　shown　schematically．　Mouse　CH　gene　clones　were　iso●
1ated　from　phage　libτaries　of　embてyonic　mouse　（Balb／c）　DNA

and　characterized　by　restriction　enzyme　cleavage，　Southern
blot　hybridizaton　and　R－100p　formation．　All　the　clones　weτe
aligned　旬it：h　use　of　oveτ1apping　regions　（3，17－19）．　Closed
boxes　indicate　structural　genes．
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Southern　blot　hybridization　experiments．　Figuτe　3　summa．rizes
all　the　clones　thus　far　characterized．
　　　　Foて　example，　when　we　screened　a　paτtial　　Sau　3A　fτa．gment

libraτy　with　the　ε　gene　probe，　we　isola．ted　two　clones　which

were　designated　as　clones　6　and　7◆　Fortunately，　clone　6　was
shown　to　hybridize　with　the　α　gene　probe　and　the　linkage　of　ε

and　α　was　easily　determined●

　　　　The　most　difficult　paτt　was　the　linka．ge　between　the　73
and　71　genes．　We　started　fro皿　both　directions　and　ヒwo　steps
fτom　both　directions　vere　required　t。　j。in　two　genes．1n　each
step　we　isolated　the　5．　oτ　3・　termin∂．1　fra．gment　of　the　newly

isolated　clone　and　used　as　a　probe●　So　faτ，　we　have　isolated
clones　covering　more　th8n　150　kp　in　the　CH　gene　cluster・　1t
is　cleaτ　that　the　CH　gene　is　oτdered　73，　イ1，　72b，　τ2a，　ε　and

α，　which　is　in　8greement　with　the　order　proposed　pτeviously
（6）　　∂nd　with　　the　ordeτ　of　イ　subclass　genes　reported　by
Toneg8u8　and　his　associates　（5，22）．　We　have　confiτmed　that

these　cloned　DNA　segments　aτe　found、in　germline　DNA　by
Southeτn　blot　to　exclude　the　possibility　of　cloning　∂τtefact・
　　　　Several　groups　reported　that　J　segments　are　present　about
6．5　kb　5・　of　the　μ　geτ1e．（23－25）．　Liu　et　a1．　（26）　τepoτted

that　the　δ　gene　is　only　4●5　kb　3・　to　the　P　gene．　　These

results　taken　together，　the　general　organization　of　亡he　i㎜u－
noglobulin　CH　gene　is　now　elucidated　except　that　ve　do　not
know　the　distance　between　the　8　白nd　τ3　gene　（Figure　4）．　It　is

woτth　noting　th8t　all　the　CH　genes　ordered　h8ve　the　s∂me
orientation　and　thus　aτe．　transcribed　fτom　the　same　strand　of
DNA．　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　．
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　　　　　　　　　　　　　　　　34　　　　　　　　21　　　　　15　　　　H｝5　　　12

　　　　F工GURE・　4　　　Summary　of　the　CH　gene　organization．　Closed

b。xes　indicate　stτuctuτal　genes．　Dotted　areas　sh。w　regions
con亡aining　τepetitive　sequences．　Nuπ）bers　in　kb．
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　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　コ

　　　　Originally　ve　have　defined　the　Sτegion　as　such　th∂t　is

functionally　τesponsible　foτ　the　class　switch　τecoπ由inatiol1・

Recent　nucleotide　sequence　determin8．tion　indicated　that　セhe
stτuctuτal　basis　of　the　S　region　is　the　beautiful　tandem
τepet二ition　of　related　nucleotide　sequences．　The　class　switch
recombination　　sites　　of　7　　rearτanged　　clones　were　　thus　　faτ

determined　8nd　they　cluster　in　the　region　located　about　5　kb
upstream　of　the　C凹　gene．　This　region　was　previously　sequenced
and　℃haracteristic　．　of　a．　simple　τepetitive　sequetlce　（2，25）．

D◎wnStre㎜tO・thiS　regiOn　there　iS　a　regi。n　whiCh　iS。ft⑰
deleted　．duriロg　cloning．　The　μ　gene　fragments　cloned　by　other
groups　seem　to　have　such　deletion　（23925）．　Fortunately，　we
have　isolated　and　characterized　the　whole　S口てegion，　probably
because　we　used　λgtWES　as　vector　in　stead　of　Charon　4A　which
waS　used　by　others・
　　　　Nucleotide　sequences　of　the　Sμ　region　can　be　repτesented
by　（GAGCT）蹴（GGGGT）．　where　n　ranges　　frαn　l　to　17　with　the
highest　fτequency　at　3、（2？）・　The　coτe　part　of　the　Sμ　τegion

was　very　difficult　to　be　sequenced　because　there　weτe　not
appropriate　restriction　sites．　When　we　digested　it　with　Alu　l
a．nd　a．nalyze　the　digests　by　polyacrylamide　gel

Table　工　　Nucleotide　Se　uences　of　Re　eat　Units　of　S　Re　ions

SRegion Unit　Sequences

Sμ

Sτ1

Sイ2b

Sτ3

Sα

Co㎜on

GAGCTGAGCTGGGGTGAGCT

GPPTCCAGGCTGAGCAGCTACAGGGGAGCTGGGGYAPPTGGGAPTPTPG
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　■頃■■一頃一頃一■司■問■■■■■●　　　　　　　　一

㏄GACCA儂CCTAGCAGCT質GGCGGAGCTGGGG惜㏄坐APT・TGA

PG・ACC会GPM・AGCAPYYACAGGG禦坐会PGG叱AGTATPP
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　－　　　　　　　　－

ATGAGCTGGGATGAGCTGAGCTAGGCTGGAATAGGCTGGGCTGGGCTGGT
　　●コ■■頃■口■■■■國■■■　　　早i－■ロー一　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　■■頃■■問吟　一

GTGAGCTGGGTTAGGCTGAGCTGAGCTGGA
　　－　　　　　　　　　　－
　　　　　　　　　GAGCTG，　TGGGG
　　　　　　　　　－　　　　一Sequences

一□s■白一一一●一一一己一■一∩ ■■頃図■陶一一

Com。n　sequences∂．re　underlined．　Souτces　of　sequences　are
S口　（27），　S7　（28）　and　Sα　（29）．
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electrophoresis，　major　bands　of　5　and　lO　bp　and　minor　bands
of　20　and　15　bp　uere　found・　The　τesults　indicate　that　the
core　sequence　also　conta．ins　a　tremendous　numbeて　of　Alu　I
sites　（AGCT）　probably　one　site　eveτy　five　or　ten　bases．　This

is　consistent　the　sequence　detemined　at　the　region　adjacent
to　仁he　coτe　fragment◆　There　are　regions　which　contain　precise

tandem　repeat　of　20　bp　unit　exactly　where　deletion　occurrs．

　　　　We　have　　also　determined　paτtial　nucleotide　sequences
surrounding　the　class　switch　recombination　site　in　the　S71，
S72b　and　Sイ3　regions　（28）．　All　of　them　comprise　tandem　repe－

tition　of　49　base－paiτ　units．　The　nucleotide　sequence　of　the
S72b　region　shoりs　that　each　τepeating　unit　is　similar　to　each

other．　Such　tandem　repetitive　region　lies　between　1．8　to　5．2
kb　5，　to　the　stτuctural　gene．　　We　have　also　determined　a　par－

tial　nucleotide　sequence　of　the　Sα　region，　which　comprises
tandem　repetition　of　80　bp　unit（29，30）．　Table　l　su㎜arizes

nuclotide　sequences　of　the　repeat　units　of　S　regions．　The
Sμτegion　sh8τes　short　co㎜on　sequences（GAGCTG　and　T㏄GG）
uith　otheτ　S　regions●　GAGCTG．and　TGGGG　a．ppear　50　t◎　100　times
in　all　the　S　reg輌。亘s・

　　　　A　co皿bined　stτuctuτe　of　tandem　repeピition　and　shoτt　com－

mon　sequences　provides　a　large　number　of　the　possible　τecom－
bination　sites　in　the　S　τegion　and　increase　the　chance　of　S－S

τecombination●　The　S－S　τecombination　does　not　have　to　be
highly　specific　to　the　nucleotide　joined　together　because　三t
takes　place　in　the　intervening　sequence．　Instead，　the　class
switch　τecombination　is　expected　to　be　efficient　since　it
takes　place　duτing　relatively　shoτt　peτiod　of　time　afteτ　sti－

匝ulation　with　an　antigen●　The　above　stτucture　satisfies　these
biological　　　features　　　requiτed　　　foτ　　　the　　　c18．ss　　　switch

recombination．　We　think　that　these　repetitive　sequence　is　the
structural　basis　　foτ　　the　S　τegion●　We　find　the　τepetitive
sequence　in　the　5・　flanking　region　of　each　CH　gene　except　foτ
the　δ　gene　which　we　have　not　tested　as　shown　in　Figure　4．

　　　　We　h8ve　cloned　human　μ　gene　from　human　DNA　libτary　and
compared　its　stτuctuτe　with　mouse　凹　gene　（31）．　Studies　using

heteroduplex　∂nalysis　and　Southeτn　blot　hybridization　clearly
show　that　not　only　the　coding　region　but　also　the　Sμ　region
　is　homologous　betueen　human　and　mouse　μ　genes．　The　τesults
suggest　that　the　nucleotide　sequence　in　the　Sμ　region　plays
an　essential　biological　function　and　thereby　it　has　been　con－
served　　in　　these　　oτganisms　　for　　decades　　of　million　years
（31，32）．

　　　　　　　　　　　　ロ　　　　　コ
　　　　In　addltlon，　ve　found　that　the　Sμ一related　sequences　are

found　among　a　wide　variety　of　organisms．　It　is　relnaτkable
that卵A　of　sea　urchin，　which　obviwsly　does　not　have　i㎜u－
noglobulin　genes，　also　contains　clear　bands　hybridizing　with
mouse　Sμ　sequence．　The　results　indicate　that　the　immunoglobu－
　1in　gene　seems　to　h∂ve　used，　as　S　region　sequences，　some　pτe一
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existing　sequence　りhich　may　oτ　1ロay　not　have　other　biological

functions．　We　have　cloned　these　Sローrelated　sequence　from　sea

・・chin，幽・ndご（33）・We・・e　g。ing　t・t・・t
that　these　sequences　are　linked　to　a　gene　expτessed　in　these
　　　　　ゲOτganlsms　or　not・

　　　　1t　is　established　that　deletion　of　CH　genes　accompanies
the　S－S　τecombination◎　Two　a1亡ernative　models　can　be　proposed
to　　explain　　the　mechanism　　of　the　CH　　gene　　deletion　　in　　B－

　1ymphocytes　as　sh◎wn　in　Figure　5　（3，29）．　The　fiτst　model
postu18tes　that　the　S－S　recombination　take8　place　on　a　single
chromosome　by　皿utua1　τecognition　of　two　S　τegions●　The　inter－

vening　　DNA　　segment’　　if　　looped　　out　　and　　lost　　from　　the

　chτomosoロ陀●　This　model　is　τeferred　to　as　a　looping－out　π10de1．

Such　τecombination　can　occuf　at　any　stage　of　the　cell　cycle
．．
｛n　principle．　The　otheτ　mode1，　called　a　sister　chτomatid

exchange　mode1，　explains　the　deletion．。f　DNA　segment　by　an
unequal　　cτossing－oveτ　　event　　between　　sisteτ　　chromatids●
According　to　this　model　one　of　the　daughter　cells　contains　an

additional　copy　of　the　CH　geロe　that　is　lost　in　the　other
dau8hter　ce11・　Sister　chromatid　exchange　is　unlikely　to　occuτ
at　any　other　stage　of　the　cell　cycle　except　for　the　mitotic
phase・　　　　・

　　　　　111・either　case　we　thillk　the　basic　mechanism　of　the　S－S

recombination　is　mediated　by　repeat：ed　short　co㎜on　sequences．
1t　is　likely　that　a　putative　τecombinase　or　a　recombin8se
complex　　catalyze　excision　　and　ligation　of　two　DNAs．　But
actual　recombination　sites　do　not：　seem　to　be　highly　specific
to　the　nucleotide　joined　together・
　　　　Structural　analyses　of　an　expτessed　τ1　gene　clone　lead　us

to　．conclude　that　the　sister　chromatid　exchange　model　may　be．
moτe　favorable．　　The　structuτe　of　the　expressed　71　gene　of
面ヴeloma　　　MC101　　　can　　　be　　　represented　　　as　　　follows；
51－V－D－J－S凹一Sα一Sτ1－Cη1－31　　　　　　　　　　This　　　　　　　　　　　　　　’

short　Sα　segment（490　bp）．　between　Sμ

fact　apPeaτ8　to　contradict　the　linear
（5・一μ唱τ3－71一η2b一イ2a－¢一α一31）　　and　　the

mechanism●　Such　イ1　gene，　however，

th’ee　8uccessive　unequal　crossing－oveτ
　　　　Theτe　are　various　possible
gene，　seveτal　examples　of　which
Ia　one　path旬ay，　the　first　　　　　　　’

with　a　duplicated　segment　　　　　　’

seCond　cτOssing－oveτoCcurs
τesulting　in　the　expτessi。n。f　th6

V　gene・　the　Sμ　and　Sα　τegions
crossing⇔over　　takes　　place

　　　　　　pathvay8

　　　　　　aτe　illustτa．ted

　　　　　　　　　　コreCOmblnatlon　pτoduces
contalning　the
　　　between　the
　　　　　　　　　μgene

s　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　

　　　　　　　at　lts

　　between　　the

　　　　　　71　gene　contalns　a

　　　and　S勺1　τegions⑳　This

　　　aτrangement　of　CH　gene
　　　　stepwise　　looping－out

ca．n　be　cτea．ted　by　two　or

　　　events．

　　　　　　to　create　MC101　71
　　　　　　　　　　　　　in　Figure　6●

　　　　　　　　　　　　　a　chτomosome

　　　　　　μand　7　genes．　The

　　　　　　S凹　and　Sα　τegions，

　　　　　　that　is　linked　to　a

　　　　　　51　side．　The　　thiごd

　　　　　　Sα　　and　　S7　　τegions
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　　　　FIGURE　5．

class　　switch●

exch∂nge　mode1．

　Possible　models　foτ　deletion　of　CH　genes　in
A●　　100ping－out　　mode1．　　B．　　sister　　chτolnatid

Reproduced　from　Obata　et　a1．　（29）●
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　　　　　　　　●

　　　　　　　ト　

　　　　　　　　●
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　　　　　●

　　　●

　　　　FIGURE　6．　　　Possible　pathw∂ys　to　create　the　expressed　71

gene　of　MC101　myeloma●　Reproduced　foτm　Obata　e仁　a1．　（29）●

giving　rise　to　a　τ　gene　th8t　is　linked　to　a　V　gene，　the
Sμ　8nd　the　Sα　region　8t　its　5°　side●　In　a　second　p∂thway　we

postulated　another　CH　gene　at　the　31　side　to　the　α　gene・

　　　　1n　∂　third　we　a．110wed　a　rec◎mbination　event　that　does　not

result　in　the　c1∂ss　switch．　In　c◎ntrast　to　the　looping－out
mode1，　　the　　sisteτ　　chrom∂tid　exch∂．nge　model　　allows　　some

lymph。cytes　t。　switch　in　a　reverse　direction。f　the　CH　gene
order●　The　number　of　clones　switching　in　the　reverse　direc一
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tion　may　be　lower　than　that　switching　in　the　foTward　direc－
eion　because　the　nuπ1ber　of　the　recombination　τequired　for　the

堂eveτse　switch　is　larger　than　that　for　the　foτward　8witch●　In
Oddition，　　one　　of　　such　　τecombination　　products　　could　　be
linviable，　　and　　theτefore　　could　　not　　be　　established　　among

progenies也．　　Nonetheless，　　Radbruck　　et　　a1．　　（35）　　τecently

ごeported　that　a　vaτiant　of　wワeloma　X63　can　switch　from　イ2b　to

．71．　Reveτse　switch　can　be　easily　explained　by　sister　chroma－
．tid　exchange　as　shown　Figuてe　6　B．

　　　　The　　sisteτ　　chτomatid　　exchange　model　　can　　be　　diτectly

tested　by　aロalyz　ing　the　content　and　context　of　CH　genes　in
．the　　pτogeny　of　a　　single　B　lymphocyte　because　asymmetric
segτegation　of　CH　genes　innevitably　produces　progeny　clones
with　duplicated　as　well　a．s　deleted　CH　genes．

Membrane　Domain　Exoロs　in　τ　Genes

　　　　We　have　compaτed　the　flanking　τegions　of　different　勺

genes　　by　　heteroduplex　　analyses・　　Such　　study　　revealed
interesting　homology　τegions　in　the　3°　flanking　region　of　all
the　7　genes　（36）．　Heteroduplex　molecules　formed　betveen　イ2a
and　．ψ73　genes　showed　fouτ　separate　homology　regions　as　shown
in　Figuτe　7．　Co叩arison　of　these　pictures　with　the　restric一
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　　　　FIGURE　7●　　Heteroduplex　formed　between　72a　and　τ3　genes．

Upper　picture　shovs　electronmicrogr8ph　of　the　heteroduplex
formed　betveen　工g72a－11　and　Ig¶3－31　（clone　of　J606）　and　its
inteτpretation　is　illustrated　below．　The　homology　regions　in
the　3・　flanking　region　are　indica仁ed　by　aτrows．
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tion　maps　◎f　the　τ2a　and　73　genes　indicated　that　two　homology
τegions　are　loc8ted　∂t　the　5，　side　of　the　clones　correspond
corτespond　to　the　CHI　and　CH3　domains．　In　the　31　flanking
region　there　are　two　homology　regions　of　270　and　250　bp　in
length　which　are　separated　by　a　550　to　600　bp　long　inter－
vening　sequence．　The、se　3・　homo！ogy　regi◎ns　are　located　about
1．4　to　1．7　kb　3・　to　the　CH3　domain●　Similar　∂nalyses　carried

out　uith　all　the　7　genes　showed　that　all　the　7　genes　have　two

homology　regions　of　similar　size　at　simi18．r　location●　It　is
likely　that　these　conserved　segments　are　me1nbrane　dρlnains
similaτ　to　those　found　in　the　口　gene　（37，38）．　We　ha．ve　tested

this　possibility　by　hybridizing　a　DNA　segment　of　the　72a－gene
homology　τegion　to　2PK3　mRNA　（prepa．τed　by　Drs◆　V．　　Oi　and　L．

Herzenberg）　which　contains　mRNA　encoding　membra【1e－form　72a
chain　（39）●　The　homology　segment　of　the　3，　flanking　τegion　of

the　写2a　gene　hybτidized　to　4kb　血RNA　uhile　the　DNA　segment　of

the　CHI　and　CH2　domains　hybridized　to　both　1●8　and　4　kb
mRNAs●　We　have　also　demonstrated　R－100p　foτmation　between
2PK3　mRNA　and　72a　gene　with　the　size　and　location　similar　to
the　homology　regions　in　the　3・　flanking　region●
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P内に、dL　Aαμ1，　Sd．　cSA

、’・】・百・pp・一・S・・em｝梁・1虻

㎞tm㎏｝’

AT15・idiotype・positive　T　suppressor　hybridoma　does　not　use血e

T15γH　gene　segment
　　　‘P由06　　　　　　　　　　5pedfic　hybrid①ma／T　5uppre5⑨or　f禽c叙Dr／Sood｝em　bbt」ぽ頃｝y宝治）

KE刈I　NAKANIsHI＊．　K、立u田sA　SじαMuRA＊，　YosHlo　YAoπA今，　KEUI　MAEDA＊，　SHIN－lcHIRo　KAs田wAMuRA＊，

TAsじKu　HoNlo＋，　AND　TADAMITsc　K【smMoTo＊‡

Dq頭晒5㎡写M一釦d介Ce・e加、0幽Cm・否膓“・M紬α』Sd・o。L　F一㎞．《）止」胆

Co■日随臼こd　b暫、A’i巫㎞£．Pαu！，　Aug頃11，1982

」h】3srr】R二為L（7】「　　　　　　°111e　lr　s1」ppres5iwe　faH【）tor　｛TsF）　released　from　8

Tl5幽pe●posi6、・e　pbosph㏄ho㎞e　｛PChoLspecifie　T　hybri－

do皿FIS3－4．　wh沁h鴨畜｛brmed　by　fus輌on　betv時en　BA1』ハ／c　T
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　◆
α》1込組dBW5147　th、孤oma．　was　immun㏄hemicaUv℃baracter・

□梁d．TsF㎞hibited　the《πdオγo面duc60n　of　bot｝11gE　amd　IgCl

andbody　resp《》nses　of　2．4鴫五nitrophen｝l　keyhole　l㎞pet　hemoq㌔

a血1｛D、P・KLHトpr㎞ed　spl㏄n㏄ns　m　the　presen㏄of　PC｝N＞

KLH・DNP．　TsF　had　the　abi∬tv　to　bi皿d　to　PCho　determinant5　and

－Tl5i占・娘d・t・㎡n蜘酬・皿辿dp・・d・由．H・万・
ewer．　we“℃re　tmable　to　detect　either　d〕e　rearrangement　of　dme

T15　VH　gene　or　dle　presenee　of　Tl5　VH　gene　tran5cripts　in｝1y－

br｛dORna5　b、・DNAand　RNA　blot　hvbr｛dizati《m　a脳dvses　with　tke

T15、’H　DNA　probe．

Bo吐I　B　and　T　lymphoc｝てes　show　an69そn　spec正icity．　An6gen－

bindmg㎜三pt・rs・f　B　1｝mph㏄｝寸es紅e　knom　to　be　memb㎜e

品rms　of　oonventional　immuno邑obulin　mol㏄ules．　In　spite　of

numerou∬erologica15tudjes　on　T　cen　receptors．　however，　the

mole賦proper目es　of　antigen－bmding　receptors　of　T　l｝m－

ph㏄｝tes紅e　a㎞ost　e血宙ely　u㎡mown．　Bmz鋤d　Wi字U‘11⑩d

Raie“kv　and　Eichmalm②ha、・e　d㏄umented　that　Tand　B　lvm－

phoで｝てe雪　spec正ie　fbr　the　saL】me　antigenic　detcrminant　express

the～ame　idiot｝予e　and由at　the　idiot｝pes　of　T　eeU　re㏄ptors　are

conロoUed　by　genes　in　the㎞munoglobuhn（lg｝hea、T（H）chain

l血kage釦）up．　Since　dlen．　numerous　other　mvestigators　have

ob㎞ed　sima紅e・Tdence　supPomロ9也e　same　conclusion（3，

4。Thu5、　dlose　results　suggested　that　an6gen　receptors　of　T

l｝皿ph㏄｝てes　p・ssessed　andgen－c・mbin㎞g　sites　en・・ded　by

ge【癌㊤r　the　im則no曇obulin　H　chぬ面able　r⑫on｛、°H），

鋤ough也eロe・ns㎞t　po血ons　were　not　iden脚to　those　of

㎞munogiobulin　molecule5。

　　Reoendy．　we　have　estabhshed　phosph㏄hohne（PCho）・spe－

dfic　suppressor　T　hybhdomas　by　somatic㏄n　hybridizahon　of

也eBW514品ym・ma㏄旧ine“Tth　T㏄lls　phme蜘th｝℃h（卜
conjugated　myoobactena！PChぴMyc｝（5｝．　A　PCho・sp㏄fic　T

bybridom式　F18く具、　was　sta㎞ed　with　anh・Tl5　idiot｝pe’〔Tl5

1d蜘body翻d　showed　msette偽mation“Tth　PCbo＜刃nju・
gated　sheep　erythr㏄｝tes　5　RBC　t｝1at　was　spec正icall｝・inhibited

b、・the　add垣on　of　and．T151d　antibodv．　Hvbndoma　F1＆3＿4
　　ジ　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　グ　　　　　　　　　　ウ

搬7eted　a　T　suppressi、・eΩctor（TsFはhat　showed　PCho・spec宙c

supp陀ssion　on　bo出出e　IgE　and　lgC　I　antibody　responses．　Io

吐U∫☆ud、・．　we　jmmun㏄hemicall、・charactedzed出e　Ts　F　mol一
’　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　，

㏄蝸紐dan泣yzed　genes　o・ding　br　PChΦsp㏄正ic　TsF　by　em・

ploS血g　cloned　T15、’H　genes．　The　result55how出at　TsF　has

PCh（＞b面ding　sites司th　T151dbut　the　Tl5、’H　gene　is　not　rear一

ロロged　in　the　T　h｝・bhdom乱

The　pubbca“on　eo～ts　ofthis　artide　weTe　dehyed　in　part　by　pa口e　dnarge

pa・ment．　WUs励cle　mu5t由ere飴re　be　hereb・・m訂ked＞べαdτ♂誌ε一
me7ば← iΩ纐）rdan㏄“酋th　IS　1じ．　S．　C．§1734　solel～・to　ind▲cate　this伝｝t、

　　　　　　　　　MATERL｛LS　AND　METHODS

　　▲n血函s．BALB／c　mice｛8－10　weeks　old｝were　ob皿ned　fhDm

S垣zuoka　Laboratof｝’Animal　Center（Hamamatsu，　Japan）．

　　Ant垣e05，炉．㎞ophenylphospb㏄hoUne“劉s　prepared£㎜

跨m加phenylphosph㏄hoUne　〈Sigma）and　diazo位ed　as　de－
scdbed　・6｝．｛PCho｝－dehvat立ed　A∫yco占ασfθrWm　fμわεπ泓Zo砿s，

Aoyama　B舳n｛PCho．Myc）．　PCh（》＜onjugated　ke｝hole　bmpet

hem㏄yal血1｛PChΦKLH　I．　PCho＜onjugated　bo、ine　senm垣一

bu血n｛PCb（トalbumin）、　and　2．4－dinitropheny1｛DNP｝dehva一

目ves　of　KLH　or㏄h《》－KLH　were　prepared　as　described（5｝．

　　Myeloma　Protem5　and　An6・T151d　Antibody．　PCho－bindmg

叫・eioma　pmteins　rrEPC15．　MOPC511、　and　MOPCI67）were

pu㎡ied“オthκh（チt｝Tamme－Sepharose　CL－4B　as　described

（⑤．An6－T151d　antiserum　w髄prepared　in　mbbits．　The　an6－

semm　was　extensively　adsorbed　with　a　MOPC511℃oupled
Seph劇⑩se　CL4B　eolumn．　Then、　anti－T151d　was　spec面cally

pu㎡ied　by　passage　through　a　TEPC1ふeoupled　Sepharose　Cレ

4B　cohlmn．τhe　spec正idty　of　and’Tl51d　w題examined　by　m－

hib泊on叙）Ud－phase　radioimmunoassay　as　described（6）．

　　Generation　of　T151d－Positive　T　Hvb百doma5．　SerologicaHv

def㎞ed　T151d◆Thvbr｛doma　F1＆ξレ4　was　sel㏄ted｛｝om　clones

d泌thad　been　estabhshed　bv　hvbrid励60n　of　the　B、v51497　th、・＿

moma㏄U㎞e　with　the　T㏄U　f｝action　IBALB／c）enriched　hom

P℃bo－Myc－primed　T㏄Us　by　anti・T151dモoated　plastic　Pet亘

d5hes（5｝．　CeU　s町丘㏄phenotypes　of　F18↓4　were　H・2k，，　H－

〆’』1y－1．2’山｝て一1．2－、　Lトt－22“．　lg’，　and　Tl51d’おdeter－

mined　bv　immunonuores㏄n㏄and　micmハtotoxidtv　tes5．

Ab皿t　30喘of㏄ns　oonsistenUv品med　mse敏es“ith　PChぴ
ooupled　SRBC（PCh（卜SRBC）；五）mation　was　sp㏄苗c己ly　inh丑テ

ited　by　pre輌ncubahon　of㏄lls“鷺h　PCh《＞albumm　or　anti・Tl5

1d．　The　de国s　were　descnbed　in　a　previous姉cle（5）．

　　抗V窟ro　An6body　Forma60n和r　Te5t血9出e　SupPre55i▼e
Ae6、元ty．　Tbe　culture　system　has　been　deschbed　in　deta副5｝．

Brieny．　DNP－KLH・pnmed　spleen㏄lls（箔×106）were　sus．

p凹ded　in　l　m1・fei出er　hesh　cul加re　medium｛Ea劇e’s　minimd

essentia］me由um　supplemented“ith　10％｛etal　ca∬serum．　pen－

k皿in　at　100　units／ml、　and　streptomycin　at　lOOμ9／mU　or　the

supemates　f｝om　T　hybridomas　that　had　been百tensively　di一

副、zed　a画nst　f「e5h　culture　medium　and　stimulated輔th　PChσ

KLH・DNPor　KLH・DNPat　1μg／ロ11．　Fourda｝・s　later．　a　reverse

pL明lue　assay　was　caπied　out　to　enumerate　immuno910bul㎞5

tlgE　or　I己い一secreting　eelb　as　described（7｝．　AU　cultures　were

set　up　m　dup㎞te．

Abbm袷壌ns・κh・．　ph。sph㏄h・1ine；ABA，ρ劒benz・ne　arg・皿tた

DNP、2．杣n心opheny1：Mlg．　mouse　immm（岨obuh町T151d，　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　idk＞

“τ婚of　TEPC　15　myeloma　protein：、φH，　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　、・a市ble　re印on　of　immun《卜

globu㎞bea、T　chain：TsF，　T　supPressive㎞tor：M｝℃．　m｝・oobacter富

KLH、ke、’bole　hmpet　hemo（当・anm：SRBC．　sheeper｝てhmc｝tes；kb，　k日o一

㎞5’・PFC．　phque一和mng㏄lls．

こTo　whom　repmt㎎uesぴ5hould　be　addr6＄ed．

69S4
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AfflniれCh㎜畠囎鴉両．1mmu晒dg・rも飽ts　were　p怜
pa怜d　by　eonjugahon　of　pmt題仕h画5　to　Sephamse　CL4B
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　mmide　as　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　deseribed｛6／．　The　immu，冨由v亀ted　widl　cyanogen　b

一冶rbents　usd　in出is　smd｝・囎陀Sep㎞cou典⑩anb●
IgG　1α．5mgdg・at加一m・u記lgClpeml《㎡ぱL狙U・lgA
｛3mg　of　goat　anti－mouse　IgA　per　m｝of　bead5｝．　antトlgN｛｛2．3

mg　of　goat　a頑・lgM　per　ml　of　beads↑．　an匂・Mlg｛2　mg　of　rabbit

慧漂膿蕊1ぽピ瓢ミ鰐穆謡潔
B10BDR！60m｛B10×D2GD）FI　m④e　per　ml　of　bロds．㎞dly
provided　by　D　c　Sh爬∬ler（Washington　Uo官．）L　IgE　l2　mg

of　ln㎝oclo凶mouse　an6・DNP－lgE　per　mhf　be2ホ），　PCbΦ

ty胴国m血e．　and跨泣obenzene⌒e　c幻鴎」pled　to㎞記㎜
81bロm㎞（ABA司bulnb）．　A61nity　duomatography　was　caπ沁d

out　by　the　iロcubati《）n　of㏄Uメ｝ee　supernatants　widl　be3ds　at

20：1volume　ratio｛br　l　hr　at　4℃．　ARer　dle　beads　bad　been

w閥hed　wid120、・ol　of　O．025、1　sodjum　borate－buflヒred　sahne

⑩H8．0）、出e　b加ding　mate⑭w鯉eluted耐）0《るMs・蜘m
acetate　bu拓er⑩H　4．0，　eonta釦血g　O．085　M　NaCl、0．005　M　KCI，

and　O．1弓壱●tal《ヨ∬「serum｝．　immediately　neut昭1立ed　with】L　M

sodium　bicarbonate　buf蚕er｛P｝｛9．0）．　aロd　eoocent口ted　by　ul・

trafiltration“壮h　Diaf］o　YM　10　membロ皿es　IAmicon｝．

　　External　Radioiod㎞tbn　of　the　P《：ho－B血d㎞g　、｛o曇ecuk！s

加mF1＆3」Supemates．　Tbe　acid　eluat60f　Fl｛品45uper・
nates丘om　anti・T151d・Sephamse　eolumns　wαe　obta加ed　as

desc百bed　above．・The◎oncentロted　eluate　was　radjolabeled

、、Tth　O．5　mCi（1　Ci＝3二7　x　lOlo　b㏄querels｝of　carried｝㏄

Na1訪1（㎞ersham）b畑e　dd・㎜me－T　me出（過（8），　dlen　ap・

plied　onto　a陀ho－tyTamme●Sepharose　oolumロio　order　to　pu－

rHy　theκho－b㎞diロg　mater垣唇・、“en　palヨ」1el　experimeots血

whieh　only麟I　labehng　Pτo㏄d町es　were研nitted　were　peT・

品md．　the　TsF㏄b晦of　dmmato餌ph《這mate血1蹴10α
fbld　greater　than　the　acti、Tties　of　orig血al　F】18く｝－1　supe罰ロate5

汕mi㎞9　ddu60n　assays．
　　Moleeular　Sieve　Chromatography．　Tbe　eiuates　of　Fl⇔4

supemates　fmm　PCho－t｝㎜ix）e－Sep｝㎜se　were　con㏄ntrated

bv　ultrafUtration　wTth　a　YXi　lO　membrane　and　apPhe《ho　a　Seph一

㎡ex（二200　c・lum・（96　x　2㎝｝曲t　M　be飽equ山b口ted顧也

sodjum　pbosphat←bu∬ered　sahne｛pH　7．4）aod　cahbrated　with

IgG2己bovine　se】rum　albumm．　o、↑albumm，　and　ehymo廿｝ps血《卜

gen．　Two　or　3㎞tions（2．6　ml　per丘action）we祀pooled　and

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　r出eir　supdi瓠y滅a帥st　hesh　cul㎞民mαhum　t・te5油
pre～sive　ac6、鷺y・

　　P卿ara6・n・f　T15　VH　DM　Fragme皿ピnle　t・回㏄Uu1紅

DNA　of　TEPC15ロ1yeloma　was　ex㎞cted（g｝and　digested　to

eompletion　with　EcoRI．　Tbe　DNA｛｝agm飽dholn　7．8　to　9．3

hlobases（kb）w亀s　pu諭ed　by　preparabve　agarose　gel　el㏄t“ヶ

phoresis　and　hgated　to　outer丘agm飽ts　of　DNA品om　pbage

λgt、VES（10）．　Tbe　recombinant　phage　DNA　w冶s　packaged　iπ

ガ汀ro　into　coat　proteins　（11）．　About　2　×　106　phages　were

screened“Tth　the　32P－1abeled∫H4　gene　segment，　tbe　L5－kb

Hmdlll／£coRI　舳9menセ■on口ining　出e∫H4　gene　and　its　3’

　　　　　　　　　　　　　　　Twenty・three　pos面ve　ciones　were　oトnanking　sequence．
㎞ed．　The　T15　VH　clones　were　identi6ed　by　comparison　of

their　res㎞c60n　map“紬也e　pubhshed・ne（12，13）・“e　L　1・

kbβαmHI　6agment　of出e　T15　VH　done　was口1serted　into　the

8αmHI　site　of　pBR322　and　subdoned．　The　280●base－】寧Hhα

1／H桓fl　f｝agment　eonsistmg　of　only　the　eodmg　5equence　of　the

T15　VH　gene路込・bted　by　p・1yacn’1amide　gel　el㏄廿・ph｛ト

resis．　Th込｛｝agment迎desゆated　as　d・e　T15　VH加gment・

　　Prepara60n　of　DM孤d　southem　Blo田ybdd血a60n．　High
mo｝㏄ular　weight　DNA　was　prepared　aα℃rding　to　the　medlod

des吋・d　pre・i・usly⑨．　DNA（3μ9）diges過“袖re5㎞c6・n

enzymes　was　el㏄trophoresed　in　O．5％agamse　ge15、1τans品　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　πed

to　nitro（℃11ulose　fihers　｛14）、　hvbridjzed　“itb　nick吟tlanslated

pmbes，　and　autoradiographed　as　described（9）・

PγOc　N4tl　Aα㎡．　Sct　USA　79日982）

眠
　　P1℃par860n④f　RNA　aロd　Blot　Hyb百d江860比Cytopiasmic

RNA　w田e】由㏄ted　f｝om　m、・elomas　and　T　hybri　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　domas　as　d←

scribed　previously（15｝exeept　that　dle　homogen面ng　bufCer　wa5

　　　　　　　　　　　　　　h亨HCI⑩H　9．0｝oont田nmg　O．25　M　sucm5e，rep蝋by　O．1！鳥｛T
O．1MNaCL　a直d　RNase　inhibitor｛｝om】ぼt　liver　at　5　uwits／ml

（16）．Poly（A）鴫x｝就a㎞ing　RNA　was　enhched　by　two　suc㏄5si、で

叩ph・a目・n・・nt・・lig醐ト㏄U・1・・e　e・1・m・釦d　t㎜・企π・d

to　nitro㏄Mo⑨巳｛Uters　as　de如bedα7〕．　Hybnd輻ロhon　was

per品med　under　the　eondjbons　of　Southem　bbt　hybridizatK）n

｛9）．ARαhybndぬtion，貧lte岱were　rinsed　twi㏄with　2×NaCl〆

Cit｛1×NaCl／（ぷis　O．15、I　NaCl／0．015　M　so（hum　dtロte）／

0．1％NaDodSO4　at　mom　temperature　and　then　wasbed　tw苫ce

mO．1×NaCl／Cit／0．1％NaDodSO4最）r　15　mm　at　50℃．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　RESULTS

　　▲n6geo｛PC伽ゆトSp㏄鉦lc　Suppressi▼e　E∬ect　of　CJ加re　Su・

per田“a皿ts㎞T151d◆THybhdoma　F18↓4．　DNP－KLH－
p㎞ed　spleen　cen5（25　x　106）were　suspended　m　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　lml　o缶esh

副t咋m《忙当u叫supemates・f　BW5147．　or　supemates・f　F1＆

34and　stimuhted　with　PCb《）－KLH－DNP　or　KLH・DNP　at　1
μg／ml．　Four　days　later，　IgE－or　IgG1－s㏄re6ng㏄Ib　we陀

飽umαated　by　a囎ve岱e　plaque笛say　As　sh・wn　in　Table　1，

supemates　of　FIS↓4　suppressed　both　the　IgE　and　IgG　l　r÷

・p・nses　when　DNP・K田一P亘med　spl㏄・㏄Us　we・e蜘山ted

with　PCh（チKLH－DNP　but　not“鷺h　KLH’DNP．　Supemates　of

B、、5147were　employed　fbr　control　expehments　because　either

supemates　of　BW51470r｛｝esh　medium　showed　the　same　r←
sponse（5）．　The　results　showed　that　F18沢3－4㏄Us　seoreted　TsF

that　inhibited　dle　inducbon　ofaロ匂body　responses　in｝℃bo←spe－

c正ie　and㎞munoglobulm　ck酋s－nonrestricted｛誌hion・

㎞岨㏄he翻C㎞輌60n　of　TsF‘om　Fl羅．
For　the　immun㏄hemic』eha蹴te！辺tion　ofthe　TsF舳m　F1＆

34㏄皿s，the　supemates・f　F1｛見4　were趣・rbed輔d“mo田
㎞mun・抽・伽nS　and　tested飴r　d〕宙supPressive　ac揃込・．　As

s㎞噌姐’ Table　2（畑．1）．　the　supP・essi・e頑命跳W一
翻1v　removed　by　the　adsorp廿on　widl　PCh《トt｝Tamme－Sepha吟

msごbeads　but　not　with　ABA－albumin－Sepha］rose　beads．τbe

TsF　acti、Tty　w25　also　completely　removed　by　the　incubabon

“賞han6－T151d　Sepharose，　but　not　wah　an目＿、Ilg＿，　an6－lg、t㌔

an6－lgG1，0r　anti－lgA唱〕upled　Sepharose　beads，　sho“血g　that

出eTsF　had　no　detemin紐ts　of　immunoglobulin。o輌t
岬・田．ltw画・・飴・・d出・t飢6－lad（Ud，　Ed，　CdトS・pb釦⑩免

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　the　supemates・beads　removed　dle　TsF　ac目、Tty｛｝om

I舳・・ext・e百…f・平加・nB，　we　a斌empt｛対t・・1・t・the｛

mate百ab頑h　TsF　ac6、伽加m　dlese　adsorben5．　Amoロ9・’ar－
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　’

Table　1．　　PChΦspecific　8upPre8sive　ef£◎ct　of　cultロre　guper匝ate9

丘て鷺nT151d’Thvbrido匝£F1み34
　　　　　　　　　　　　ピ

Antigぬ

8n脚Po

PFC　per　c由tu詑†

　　　　　　ら

Cu】ture　n亀edjuエo● IgE ㎏G1

Fresh　mediuロ

BW5147
BW5147
F18・34

F1各34

None

PChかKLH－DNP
KLH－DNP
PCh《ヶKLH－DNP

KLH’DNP

62±10

239±8
189±8
95±　8‡

189±19

198±　17
1，620±12？

1，452±　27

275±　42‡

1β28±　34

　DNP・KLH・ph凪ed　gpl㏄n　ce118（25　x　106）we陀8ロspeロded　iロ1ml　of

cultu陀med包ロand就im幽回with　P℃hΦK1ぷ・DNP　or　K1』｛・D】▽

at　1μ9／m1｛b曾4days．　A∬cult螂寧re鵬set　up　iロdupUc8t△

・Cell・α艶8upemate　deri▼ed　fh岨Thybridom鎚or　BW5147　had　be飽

　dialy回agai磁f已h　cu1㎞medium　befb！噂u8e・
↑㎞m賦ロ09】obu】iかsecret垣9¢en8　were　enumer8ted　by　81憶ver8e
　がaque　8直8ay　apdthe斑魍｛±SEM）DU1：由eポ50f　plaqueトfbrロaロg　ceU8

　（PFC）wem　detemine己
‡SiglUficantly　6uppre88ed聯po旭｝compared　with出at　of　oo卿｝ロ《弘

　iロgcontrol　UP＜0．01）．
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丁心1e　2．㎞遁ぬe鋼㎞一匂oo　of　T曲eell・㎞
6upen泌加m　F1各34
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　餐8UPP蘭on　of　PFC

　　　　　　　Seロ㎞鰺e　　　　　　　　　　　　　　頂脚ose　per　eu▲ture＋

E即　　　a缶niw◎olum罰　　F㎜of　T8P　　　　IgE　　　　　IgG1

1

n

皿

None

瓦BA唱1bumin

PChひ“噺血e
佃ti・T151d
Ami．㎏d

泌A塾u・M㎏
AロU－19M

Apd・㎏Gl
Aロti・1gA

None

PChひt皿ne

A頭・T151d

None

ABA－albumiD
Anti．lad

じn加頃jo画au∋d

E笛uεロt

E飢u朗t
E葺1uem
E牙1u●凪

E缶oeぱ
E飢唖題t

Em職t
Emo飽t
Em臓t

Uロf㎞on戚ed
E51ueot

Eiu旦陥e

E但u飽t
E▲uate

u㎡㎞onated
E田uent
E丘1u凹t

Eiua鎗

82二3
7？±2
18±？
2±13
　＜0

69之　2

75±　5

98±　8
　＞100

100±　4

85±2
　　＜0

89±12
　　＜0

102＝　2

66±

69±
　＜0

52±

ー
ピ
0

一
〇

81±10

85＝6
　＜0

10±2
27±12

86之4
71±1
＞loo

84±9
96±8

71±1
28＝12　’

85±8
9±14
56±8

80±

82±

14±

64±

（

◎
ま
∨
4
り
一

　See　iegeロd　of　Table　1．The　ax“▲g柏fbr輌n口かo　stiロ1ulation　wasPCho－

KLH－DNP｛1μg／mb．　NMS．　nOt幽1　mouse　8emユ
硲 CeU・加e　supemataロG加m　FIW　wel㊥adsorbed軸1／2（比h▼oI
of　a且afnロ」口鵬皿【fbr　l　hr　8t　4°C．　The　bind泣喀ロ堤ぼri担8　were

　eluted司山0．05】トI　sodiu口1　ace伍艶buf丘r叱pH　4．0｝．

サPerceロt　5upPressioロ＝【1－te㎜［nemal　group－backgmund）／
　｛posidve　oon口℃1－badゆu口d’弓x100．　E：【P．1．　backgτuu口d隅pon拙

　（8haU悟P㊨n渦eXP翻血PF℃per　eu］tu頁∋）widlout　aロan口gen
we㏄47ニ1fbr　IgE　and　1．313＝61　fbr　IgG1．　Posit▲ve　oonm）1　r÷

8poロ5es俵，司th　PChσKIH・DNP　we】re　170±7fbτIgE　and　6．900
　±707fbr】㎏｛｝1．　Eゆ．江Bwas　33＝2fbr　IgE　and　l71：：21　fbr　IgG1；

　Pwas　80　＝　3　for　lgE　and　1．260：：　59　fbr　lgGL　Exp．　III．8was　34

　＝6fbτlgE　aロd　3？8＝12　fbr　lgG1：Pwas　127：：6for　lgE　aロd　2．856

　±60｛br㎏G1．　AU　va▲ues　are　gi▼e夏＝SE兄

ious　elut沁n　buf蚕ers　employed　m出ese　experiments（0．1、1　so－

dium　citロte　bu∬er，　pH　3．5；0，　l　M　sodium　citrate　bu∬er，　pH

4．5；0．1丁5Mglycine・HCI．　pH　3．2；0．05、i　sodmm　a㏄tate　buf手

er、　pH4．0：0r　O、1MNH40H．　pH　lO．7）．0．05　M　sodium　acetate

bufCerΦH　4．01　eonsi5tendy　eluted　the　TsF“オth　i就act　sup

　pressive　adコ、勺ty后omκk＞tyramine舎and　an6－Tl51d－Sepha－

mse　bead∫．　The　other　bu伍er　systems、　which　are　gener姐y　em－

pめyed‘or　the　pu㎡ica加n　of　antibodjes，　gave　remarkable　loss

of　TsF叙力油・in　dハe　eluates㎞m　the　beads｛daロnot　shown）．

The　fmd血9泌o　suggested出at出e　TsF　mol㏄ules　in　the　su－

pemates　were　not　eonvenbon由mmunoglobuhn　mol㏄ules．
　　　As　sb（ハ瓦訥血Table　2　t　E）q｝s．　II　and　IIL、　the　TsF　acti、噛ty　was

detected　m出e　e桓ates丘〈〕m　PCh（＞OTamine－、　anU－T　ls　Id・，　or

anti－lad⑳5epbamse　beads．　Sone　of　TsF　ac6、Tty　was　shown口、

emuen5加m出ese　be趣．　The　e】【penment・udined　in　Fig．1

　“聡scarried　out　to　co㎡㎞these　results．　Supemates　of　Fl＆3巨

4were　5u㏄e凶vely　pa弱ed　tbrough　P℃h（トtyTamine　eolumns
and　eitheranti－lad　oolumns　or鋤匂一Tl51d　eolumns，　then　tested

　k［r　吐1e甘　supPressive　ac6、コty．　The　supPressive　activity　was

量川nd　in　the　add　eluates　f｝om　P℃｝Kヶty間血ne－Sephamse↓丘a÷

　60n　B）．、、㌔｝n㎞on　B“宿s　subsequendy　apPlied　to　an　an6－

Iad　column、　the　e田uents（㎞on　C｝showed　httle　supPressive

ac6、鴨“・、　whereおthe　acid　eluates｛fロcUon　D）加m　this　eolumn

　re甑ned　the　ac6、Tty．　S㎞註釦rly，　in　the　case　of　dle　successive

　passage　of㎞on　B　thmugh　anti－T151d・Sephamse　oolumn，

出esupP市5ive　ac旬鱈w泌det㏄ted　in　the欲id　eluates伽e－
　don　E）．　but　not　in出e　emueロts｛｛｝ヨc60n　F｝．　The　acid　ehates

of　BW5147　supematants　fk）m　a　PCh（トt｝Tamine◎olumn　did　not

　show　any∫upPressive　ac6、Tty．、Vhen　dlese　results　are　taken

　together．　it　appears　that　PCh（テbinding　sjtes，　T151d　detemi－

　nan5．　and　Iad　product　are　e司pressed　on　the　same　TsF　mol㏄ule，

舳ough　it　is　not㎞o“w　whe出er　TsF　is　composed　of　a　sinφe

　pol，peptide　chai皿or　more　than　one．

　　　Es㎞a60n　of　Moleeular　Weight　o『TsF　hom　Fl8－34．　Tbe

acid　eluates　of　supemates　of　F　l8み4　hom　PCho－ty㎜ine・

　Sepha酪e　beads　were　coneentrated　22－fbld　rela6ve　to　the　orig－

　inal　vo亘ume　by　ultrafatl在昼on　and　apPhed　to　a　Sephadex　G－200

column　together耐h　e“emaHvロ1・labeled“TsF｛｝ac60n”as
　descdbed　in　Mαfeパαぴαnζf　Mσ仇α1＆As　shown　in　Fig．2，　sul》

pre∬ive汕噛’幡det㏄ted　in　the　6㏄60ns岨由tbe　apPmx一
　㎞ate　molecular　weight　of　138、000．　Radiolabeled“TsF丘acdon”

茜a已㏄rshowed　tw・disdnct臼d丘oaωve　pe志．　One㎞ction
　had　a　mol㏄曲weight　of　138，000　and　completely　overlapped

with也e　peak　ofTsF　acti、Tt｝㌧whereas　the　o出er，　smalle「，丘㏄’

60n｝ud　a　mol㏄ular　weight　of品，000釦d　no　supPressive

　acti、TtV．
　　　　　　　ク

　　　Southern　Blot　Anal、座．　Serological　and丘mc加nd　analvses

　of　the　supPre∬ive飯tor加m　d〕e　PCho－spec正ic　T　hybridoma

　F1＆34　suggested　t｝1at　the　an6gen’b畑ding　sites　of　the　TsF

might　be　en。・ded　by出e　T15、’H　gene．　T・e㎜ine出is　pos・

8Vげ5147　s⌒te
　　　　　　↓

Add　eluate

《28田ノ17錫⊃

F18－3－4　super喧te《A）

　　（87⇔ノ7鯉》
　　　　　　◎

　　（100V85±2）

／　　　＼

Anti一込d頃一Sepharose

F目trate《C》

｛33±10129自2）

Add　eluate（D）

｛95±1／76ぱ〕）

Add　e㎏teくE）

《86菖ノ74±1》

F“「ate《F）

《37±5／26±5》

　FIG、　L　Coe】【㎞nce　of　a且tigeロ’bmding　si1£s，　T151d　detemm禽nts，　and　Iad　pMucts　on　a　sing】e　TsF　mo｜ecule．　See　Ibotno惚s　of　Tab】e　2．　The

o岨be汚in　paren由eses　are　p㎏r℃eロt　supP泡sioロ｛±SEM｝of　IgE　or　I曾GI　response　U・ew∈supPression　of　IgE　response〆％supPression　of　IgG1恰

spo眠㌧PosiUve　eomml陶めn5∈冨ere　116＝13　PFC　per　cu▲ture　fbr　IgE　aod　4．675±124　PFC　per　cult町e　fbr　IgG　1．Backgmund　respotぷs　without

8ndgen　were　40＝2PFC　per　edt咋fbr　IgE　and　668±26　PFC　per　culture飴r㎏G1．
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　FIG．2．　Seφh皐d胞x（L200　dbro皿tography　of　PChΦb晦1ロ01昏
cuJe8　from　oel1－fhee　8upernate　of　F18－3■4．」｛Lfter　poo180f釦蒔々》07　tb！1曳e

加dlo江s（2．6　ml　per㎞on）had　beeロd姐y2ed　againgt丘鋤c皿tu民

㊤α泊岨、they　we7e鳳e曲r　the　8uぽve　activity｛㎏G1㎎疏民

翻鑑：鵠f｝㌫蒜t慧蒜。慧巴ξP霊艶是1：認5誓審

fh邑dほon　8eqoe町tialiy　pu品ed　with　a匝ti・T151d　aロd」PC臆phax“6e

oolu㎜f担｝m　8upernate　of　F18ら3－4　cells＿蹴eT　protein8、rere　Ig（〕2a

磁．1弱．㎜｝，㎞Wne密㎜垣b’任ぷ：M，69、㎜），微泌曲｛0氏
丑fr　43、000，，飽d　dhyロ10t卿ogen‘CT；』イr　26，000）．

sibi6ty．　we　doned　the　T15　VH　DNA　pmbe伝ぬamydoma　een

hne．　TEPCl5，　and　shldied　whether　d）e　T15　VH　gene　of　Fl8↓

4eells　w泌㎜ged　or　noヒSouthem　blot　analysis　of　resthe－

60n　f『agments　of　F18↓4　DNA　with　the　T15　VH　DNA　pmbe

5presented　m　Fig，3．　V｝「e　have　employed　hybhd己tion　eoロー

蜘・n5㎜derwhich・dy　d、e　Tl5　VH　gene麓det㏄ted　andα⑩sふ

hyb亘d吐le　pseudogenes（13｝are商ndy　visible．　Al出ough吐xe

bands　derived缶om　BALB／c　DNA　of　F18↓4　eens　were　oon－

s誌tendv｛≡血ter　than　those　derived島om　DNA　of　B、凡5147、　no

reaπangements　of　the　T15　VH　gene　segment　of　BALB／c　DNA

were　obsen・e輌F1834㏄IL，　A㎞，　none　o拙e㎝ss－hybhd・

血ble　VH丘agments　rean宣nged’ under　d遜erent　hybridization

eondi60ns．

　　Blot…㊦飴of　RNA．　Althoug｝1　gene　rea㎜gement5εure

closely　assocUted　with　immunoglobulin　geoe　expression註1　B

㏄Us，　it　may　be出at　T　ceUs　express也e　Ig　VH　gene　without　rear－

mgements、　There｛bre，　an　attempt　was　made　to　det㏄t　the　Tl5

VH　gene司uence　in出e　mRNA㎞・n　e血ct《崩沁m　F1路
4eelk　F1闘4　Celk　were　tロ皿Splanted　SUku舷m㏄USIy㎞
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　FIG．3．　Southem　blot⑪alysi6　with　the　T15　VH　DNA　p】mbe．　DNA

“ra£digested　witb｝flndII1，　Xムα1、　or　EθoRI　The　origins　of　the　DNA

ぬeach　l8ne　are　a．　BW5147；b，　BALB／c　liver　cells；c．　PCh《卜8peci儀c　T

hybridom旦F1＆34．　S鹿maτke杏、沁kb，　are　ind三catedL

Pπ為：N481▲α粍L　Sci．　USA　79（1982）

醐

1　2　3　4　5　6．、7　8　910

喝一t9

　FIG．4．　Bld　8ロ81y8b　with　a　T15　VH　DNA　pmbe．㎞e　1、3μg　of

F18睾4　poly（A）＋RNA；㎞e　2，7．5μg　of　F培3・4　poly（A）＋RNA；㎞e

3，7．5μgof　BW514？pdy｛AドRNA；㎞e　4，7．5μg　of　Ig且5“69⑭d－

DNP㎏E声繭d㎎Bhyb亘doロ田頃）poly｛A｝’RN／C　laロe85－8，　TEPCI5
pol幽）←RNA｛0．5㎎垣㎞e　5、5ロg　m　1⑪e　6，50　ng　in　l孤e　7，孤d　500

㎎m㎞e8）：㎞9，500ロg　of　MOPC511poly（A）ウRNA；、㎞e　10，5μg
of　TEPCI5　whole　RNA　RNA　1ロolecular　weight　gtandardsぬcluded

mun血e　18S　and　28S　rRNA　A血e皿ker，　i職kb，　U　indica佑L

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　

BALB／c　nud珍miee．　More　than　90％of㏄Us　recovered缶｛〕m

n吻miee　e即pessed　the　Tl51d　and　the　suppressive　acdvity
of　tbeir　sera　was　40－fbld　stronger　than　that　of　the　culture　su－

pemates．　Poly（A）＋RNA　was　obtain《対｛k｝m　the　F18↓4　ceUs

㎞sp㎞ted　m　w四de　m泌e．　Sizesseparated　poly（A）＋RNAsふ）m

面ous　T　and　B㏄U㎞es　were㌔vb品口ed岨出鯉P一ぬbeled　T15

VH　pmbes．　Poly〈A）＋RNA｛k加TEPC15　myeloma　was　nln　on

也esame　gels　to　es㎞ate　our　det㏄tion　hmit；we　fbund　that　we

oould　det㏄t　les5　than　3　eopies　per㏄H　of　Tl5　VH呼RNA　oII　this

auto頑ograpby．　However，　as　shown　m　Fig．4，　we　were　unable

to　det㏄t紐y　T15　VH　sequen㏄mpoly（A）＋RNA　of　F1｛品4
ce皿5．

　　　　　　　　　　　　　　　　　1）IS㏄SSION

In魅s加dy．㎞mu蹴he面d　d1皿te血tion・f　the　PCh《ト
鋭pec苗c　TsF　released缶oln　a　PChossp㏄苗c，　Tl51♂Thybd・

dom灸F18｛図，　was㎞ed　out，　and　the　result　showed　dlat　the

TsF　had　the　abd並y　to　bmd　to　PChoぺleteminants　and　possessed

Tl51d　determmants　as　weU　as　Iad　p⑩ducts．　previously，　we

showed　that　F18↓4㏄lb　were　5塩ned　with　anU’T151d　and・

bodv組d㊤med　mse牡es　w曲PChΦSRBC，飢曲ma60n　of
rosettes　was　mhibited　by出e　addi60n　of　an6－T151d　anhbody

（5）．When出6e　resulG訂e泳en　coll㏄dvelyjt　apPe狐出at
the　PC｝xトspec幻6c　T　hybridoma　Fl8－3－4　expresses　T151d　de－

te加n延m出e血鋤6gen　r㏄ept・古simil訂t・出ose　of　PCbσ
sp㏄苗c　B　ceUs．

　　In　dle怜㏄nt　study　by　Crews伽ヱ日3），伽油蜘d　gem－

hne　VH　gene　segments　belonging　to　the　T15　VH　gene　f己mdy

have　been　d・ned．　A　e・mp蛎on　ofthe品ur　d疏rent　gem－line

VH　gene　sequences　wid119　VH　regions　derived　1テomκho－

binding　myeloma　and　hybridoma　pmteins　showed　that　a1】of由e

VH　regions　were　dα董ved什om　the　T15　gem－1ine　VH　gene　seg・

ment」t　apPears　dぷn曲dly出e　en6re　immune　response　to

PCho酋de卵ed£⑩m　a　s㎞剖e　VH・coding　sequen㏄in　B㏄皿5．

Thus．旋記ems　re4岱onable　to　s㎞dy　whether出e　PCh（卜sp㏄宙c

Thybridoma凶ut㎜aT15　VH　gene　identical　to　that　of　B㏄皿5

fbr　the◎onstrucUon　ofthe　an6gen－bindingsites　ofthe近reeeptor

mo1㏄ules．　In　dlis　paper，　no　rearrangements　ofthe　T15VH　gene

segme応㎞出e　PCh卿ee証ic　T151d＋hybnd・ma　were　d←．
t㏄ted　by　Southem　blot　analysi5司th　the　Tl5　VH　DNA　probe．
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Furthermore、　RNA　blot　analysis　did　not　detect　any　T15　VH　se－

quence－pos由、　e　mRNA　m　the　hybndoma．　The　result∬㎞Dngly

suggest　d撤ToelB　widl　specHicity　fbrκho　did　not　utdjze　a
、’Hgene　ki㎝hcal　to曲t　expressed　in　B　celk，

　　Kronenber翠rfα正｛18｝ba、’e　sho“τ1　that　joining（∫｝segments

‘or　immuno司obulm　hght　and　heaw　cllains　are　not　rearranged

mhelper泌d　hUer　T　ceU　hnes．　Kuw）sawaεfαム｛19｝泊so　have

demonst頂ted　m　the　an記ysis　of　vahous　T　cell　hnes　that　the∫H

gene　may　not　be　in・・ol・“e曲r出eeons加ction　ofeombining　sites

of　T　ceU　r㏄叩to口．

　　ln　thls　studv．　we　sho“・ed　clear　eviden㏄由at　T㏄Us　do　not

use　the　same　VH　gene　as　that　eΨressed　in　B㏄Us　with　the　same

平諭f㎞WH㎝℃・“er．　we㎝姐sp㏄ulate出at飢o由er　mem・
ber　of　tbe　VH　gene㎞鑓y　w泌involved　in　the　andgen　binding

of　T㏄脹byおsummg血t　PCh（テsp㏄正ic　T　ceUs　might　use　a

VH　gene　d岱血d㎞m　the　T15、▼ H　gene£amilyj．e．．　PChΦspe・

直cTcelk　m幽use鋤unkno冊gem－hne　VH　gene飴r出e
PCho祠kゴty．　as　a　result　of　which　B㏄lls　express　toむ」ly　d冠二

‘erent　antigm　sD㏄ificit、・in　eombinaUon“ゴth　dl、’ersi“・の）and
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ぶ　　　　　　　　　　　　　　　　　　ロ　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　コ

Jse瓢ent5．　Aoother　possibihty、　that　a　set　of、’genes長）r　T　cell

r㏄eptors．、三may　be　distinct　60m　VH　genes　of　B㏄Us　and　may

be　iocated　e込ewhere　either　in　or　out　of　chromosome　12，　is垣so

concei、・able．

　　しnder　the　conditions　employed　in　the　RNA　blot　e叉penment

the　probe　ootdd　hybndize　to　RNA　in　the　limit　of　80％DNA　se・

quen㏄homol《｝gy．　The　V　gene　fbr　the　PChΦ5pecific　T　hyb亘・

doma　there丘｝re　has　sequence　homology　below　80～そ．　Tbus、　the

amino　acid～equence　of　dle　1ドregion　of　PCho－sp㏄釦臼c　re㏄ptor

mol㏄ules　of　T㏄lls　should　be　d蔽rent丘om　those　of　PCh《テ

碑｝正ic　T151d’BceUs．　The　T15　idiot｝pe　sp㏄正icity　of　the　an⇒

勧body　empioyed　in出is　expenment“・as　conf㎞ed　by　se、・erd

pieees　of　daロ丘て）m　d】e　PCho－∫P㏄面c　delayed一り予e　h｝persen－

siti、Tty　system｛61　and　the　PCh（卜speci｛ic．　IgE　class－resthcted

supPression　system（5、．　Then，　the　quesdon　to　be　asked　is　why

PCho－∫pecifjc　T　cells　thatdid　not　use　the　T15　VH　gene　e】q）ressed

T151d－hke　detemi⑭ts　simd泊o　th・se　of　PChΦsp㏄fic　B
celi5．　Recend、．、V、・s㏄ki　and　Sato｛20）have　sho“ηthat　the　anti－

ABA　m項or　o⑩ssreacti、・e　idiot｝pe｛CRI｝飽mily　of　A／J　mi㏄in－

ciuded　lnembers“ゴth　no　reacti、⊃tv　toward　ABA、　Recent　work

of　M丑lerεfσ1211has　also　sho“ηthe　similar　result　that　admin，

5副on・f油’idioりpic釦tib・dy　against　an6・nuclease　anti－

body　indロced　the　appearance　of　idiotype－bearing　immunogloト

uhns　in　dle～e㎜“品・ut　any　det㏄table　anhge刷nudeaseト

binding　aぐ6“｛三y．　These　result5　strongly　suggest　that　serologi－

cally　def㊤ed　khot｝pes　of　immunoglobuljns　and　possibly　T㏄U

recepto5　do　not　refl㏄t　their　ant▲gen　sp㏄1∫icity．　Nor　does　then

o・inciden㏄n朧ss汕y　mean　the　expressi・n　of　the　identicd　V

gene・

Proc・N4tL　Ac4d・Sd。　uSA　79（1982）

■

T㎞軸6・伽di・9・e・ll㏄h・ely・we・照・・t曲Udi・諏
study　of　T　cell　reα｝ptors　should　be　reconsidered　and　another

apProach，5uch　as　analyzing　constant　detemi㎜ts　of　T　eell　re＿

cept晒品marke岱｛22－24｝．　would　be　more　reおonable　to釦lve

dle　puzzle　of　T㏄U　re㏄ptors　and　genes　cod▲ng｛br　them．

　　、Ve　dlank　！㌧ls・K、⑩ko　Kubota　and　Iunko　！、lor輌fbr　their　e】【pert　see－

retar丘l　ass岱㎞㏄．　This　studywas　supported　by　grants　j｝om　the、1m●tハ・

of　Educabon．　Sden㏄and　Culture、　japan、㎞m　the．已hi　S㎞nbun　Sei－

en㏄Foundadon，　and　hom出e　Mitsubi5hi　Sclen㏄Founda60n．
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　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Rep由ted　from

Cold【Sρr諏g　Hαrbor　Sympos1αon　Quαπtlt戚iue　Bjok）9ン，　V《☆画e　XLN

　　　　　　　　　　　◎1981Cold　Spnng　Harbor　Laborato】写

Organlzation and　Reorganization　of　Immunoglohulin
　　　　　Heavy－chain　Genes

　　　T．HoMo，　T．　KATAoKA，　Y．　YAoITA，　A．　SHIMIzc，　N，　TAKAHAsHI，＊Y．　YAMAwAKI－KATAoKA，
　　　　　　　　　　　　　　T．NlxAIDo，　S．　NAKAI，　M．　OBATA，　T．　KAwAKAMI，㌦ND　Y．　NlsHIDA

D印α血飢tof　Geぬeac8，08αkαU孔↓uers↓亡y　Medicα1　Schoo1，　Osαたα53◎，」αp㎝；τDepαr舘tent　of　P｝、y8わtog↓cαI　C｝1em臼trッ

ぴnd　N山r垣07⊥，　U孔↓uers吻of　To友ンo　Fαcu均of　Me〈lic以e，　Tokyo　130，」αpαn

　　Each　of　the㎞uno910bu血polypeptides，1蜻t（L）
and　heavy（H）chains，◎omprUes　an　aminote】rminal　vari－

able（V）region，　w垣ch　deteτm血es　antigen－bmd血g　sp㏄・

i6cay，　and　a　carboxyteロni且al　constam　（C）fegion，

w垣ch　mediates　biological　e飽ctor血nαio鵬・㎞岨Φ

globu血1s　can　be　divided　mto　6ve　m勾or　cla蝋IgM，

IgG，　IgA，　IgD，　and　IgE，　which　aTe　de6ned　by　the口

heavy－chain◎onsthuents，仏γ，α，δ，　andε，　respeαively．

　　Dreyer　and　Be皿ett（1965）proposed　a　hypothesis　dlat

the　V　and　C　regions　of㎞unoglobuUn　prote血s　are

encoded　by　separate　genes　and　thauhese　two　genes，

namely，　V　and　C　genes，　are　brought　toge出er　d町血g

d両rentiation　of　lymph㏄ytes．　This　hypothesis　was

supported　by　a　numbeT　of　genetic　studies　us血g　aUotype

markeTs　and　by　hybridization㎞etic　studies　usi皿9
cDNA（see　Uder　et　aL　I　977）．　Finally，　Toロegawa　et　aL

（1977a）obta口1ed　d江ect　eviden㏄fbr　tlle　Dreyer－Belmett

hypothesis．　They　have　cloned　both　V　and　C　genes　of　a

nght　chaill　ill　separate　DNA　segments　f㌃om　embryonic

DNA（Brack　a皿d　Tonegawa　l　977；Brack　et　aL　l　978）．

They　have　a㎞shown　that　the　V　and　C　genes　are

br卯ght　i飢o　close　proximity　in　a　myeloma　expressing　V

and　C　genes．

　　The　next　question　was，　What⑮the　mechanUm　that

b血1gs　V　and　C　genes　close　to　each　otller？Several　possi－

ble　models　were　proposed．　In　one，　a　V　gene　underg㏄s

transposition　to　be　associated　with　a　C　ge且e（Gally　and

Ede㎞an　1970）．　In　a　second　model，　a　copy　of　a　particu－

lar　V　gene　is　inserted　next　to　a　C　gene（Dreyer　et　aL

1968；Sledge“a11976）．　In　a　th血d　modeL　V　genes　and　a

Cgene　are　aπanged　ill　a　chromosome　in　opPosite　o亘en－

tations，　and　a　segment　of　DNA　is血verted　to　associate　a

Vgene　with　a　C　gene（Tonegawa　et　a1．1977b）．　In　a

Iburth　mode1，　a　V　gene　and　a　C　gene　are　joined　toge也er

fbUowing　deletion　ofthe　DNA　segment　between　the　two

joming　genes（Kabat　l　972），　Finany，　in　a　sphcmg　model

（Rabbitts　1978；Tonegawa　et　al．1978），　sphc㎞g　of　a　pu－

tative　large　precursor　RNA，　conta血ing　a　brge　spacer

sequence　in　addition　to　a　V　gene　sequence　and　a　C　gene

sequence，　generates　a　mature　mRNA　in　w垣ch　a　V　gene

sequence　is　directly　a（Uacen“o　a　C　gene　sequence・

　　To　answer　this　question，　we　have　taken　advantage　of

an　immunobiological　phenomenon　called　heavy’cha血
dass　switch（Kincade　et　al．1970；Nossal　et　a1．1971；Fu

・二蹄蒜悲臨票τ鵠：c麟漂認

et　al・1975；Gearhart　et　al・1975；Goding　and　Layton

1976；Sledge　et　al．1976；Bleux　et　al．1977；Wang　et　al．

1977；Abney　et　aL　l　978）．　Du血g　dif民remiation，　a　given

lympho頭e　apPears　to　be　able　to　associate　sequentiaUy

asmgle　V　region　with　two　or　more　d醗rent　classes　of

the　heavy弍ham　C　region．　The　sequence　of　the　class

switch　is　always加mμto・γonoα．　In　such　a　system，　we

can　study　the　mechanisln　of　the　immunoglobulin　gene

rearrangement　by　compa血g　DNAs　of　lymphocytes
that　produ㏄di葺erent　classes　of　the　heavy－chain　pro．

tein．

　　h11978，　we　presented　the丘rst　expe亘mental　data　to

support　the　deletion　model，　us血g　hybridization㎞etic

studies　with　cDNA　probes（Ho可o　and　Kataoka　1978）．

Our　da已suggested　that　a　V　gene　is血」【ed　to　a　C　gene　to

be　expressed　fbnowing　deletion　of　the　i皿tervening　DNA

segment，　includ血g　other　C　genes　that　are　located　5’

of　the　expτessed　C　gene．　The　o亘gmal　version　of　our

model　oonsisted　of　three　m勾or　points，　as　shown　in

Table　l．

　　More　re㏄ntly，　we　have　doned，伽m　mouse　my・

elomas，γgenes　that　have　a㏄omphshed　the　class－switch

reaπangemem．　Comparison　between　embryonic　and
d両rentiated飴ms　ofγgenes　led　us　to　expand　the　o亘g－

inal　model　and　to　propose　a　detaUed　molecular　mecha－

nism　fbr　the　heavy’chain　class　switch（Kataoka　et　a1．

1980；Takahas1U　et　a1．1980）．　The◎omplete　heavy－cham

gene　appears　to　be　fbmed．by　at　least　two　recomb㎞a－

tion　evems，　the　6rst　one（V－J　Iecombhlation）complet・

illg　a　V　gene　and　the　second　one（S・S　recomb㎞ation）

replacing也e　C　gene　fヤomμtoγoHoα．　Both　types　of

re◎omb㎞ations　result　㎞　deletion　of　the　mtervenh19

DNA　segment　f㌔om　the　chromosome（Coleclough　et　a1．

1980；Cory　and　Adams　1980；Cory　et　al．1980；Rabbits　et

al．1980；Yaoita　and　Honjo　l　980a，b）、　A　similar　conclu－

sion　was　drawn介om　studies　on　rearrangedα狐dγ
genes（Davis　et　a1．1980；Mak輌et　a1．1980）．

　　In　this　paper　we　briefly　descnbe　fVrther　evidence　fbr

the　deletion　model．　We　have　also　analyzed　the　structure

and　organ㎞tion　of　the　heavy－chain　genes　by　cloning

these　genes　and　detemining　theimucleotide　sequences．

Such　analyses　provide　more　direct　evidence丘）r　the　pro－

posed　order　ofthe　heavy－cha㎞genes　and　the　molecular

mechanism　fbr　the　heavy－chain　class　switch．　F∬1ally，　we

propose　a　model　in　which　the　S・S（class・switch）recom－

bination　may　be　mediated　by　unequal　crossing－over

events　between　sister　chromatids．

913
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Table　l．　Orlgln己｛Deletlon　Model

1．Vand　C　genes　are　iolned　Ibnowlng　del巴▲on　of　the　inter一
　　　　　　　　　　　し　　　　　　　　　　　　　　　　　ロ　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ピ

　　vemng　D｝、Asegment
　　　　　　　し　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ヒ

2．Order　of　CH　genes　is　51－u．㌧3つ．いγ2b一ン2a’（t－3’

3．DeleUon　takeきP［ace　on　on1｝one　oパhe　homoiogous

　　chromosomes

Dektion　of　theγGene　from　the　Expre∬ed　Allelic

　　　　　　　　　　　　　　　Chromosome

　To　prove　the　deleUon　of　the　CH　gene　f士om　one　chro－

mosome、　iUs　essentlal　to　dlstinguish　lhe　CHgenes　in　an

allelic　pair　of　chromosomes．　Severahnbred　strains　of

mice　such　as　BALB／c　and　C57BL　have　di舵rent　sero－

1・gical　markers｛allotypes｝in　heavy－chain　C　regions

（Lieberman　l978｝．　suggesting　that　their　CH　genes　may

have　dif丘rent　nucleo匡ide　sequences．　We　searched　fbr　re－

striαion　endonucleases　that　produce　d▲Hξrent　CH　gene

血agments　between　BALB〆c　and　C57BL　alleles，　Among

the　restnction　endonucleases　tested、　we　fbund　that

肋αLβgnL　andβg11　can　distinguUh　the芦γ1，　andγ2b

genes．　respectively．　of　BALB／c　and　C57BL　aUeles

（Yaoita　and　Ho句01980b）．

　　Our　strategy　is　as　fbUows：BALB／c　and　C57BL　DNAs

are　digested　with　apProμiate　restriction　enzymes．　elec－

trophoresed　in　an　agarose　geL　and　blotted　to　a　nitr㏄e1－

lulose仙er　a㏄ording　to　the　method　of　Southem（1975）．

Whemhe飢ter　B　hybrid口ed　with　a　32P－labeled　immu－

noglobulin　gene　probe．　dle　a田oradiograph　is　expected

to　show　immunoglobuUn　gene　bands　ofdi旋rent　sizes　in

BALB／c　and　C57BL　DNAs．　In　the　hver　DNA　Of　an　Fl

mouse　fわm　these　two　strains　of　mouse．　two　bands、　one

臼om　BALB／c　and　one　f㌃om　C57BL．　will　be　observed．　A

single　lymphocyte　ofan　F｜animal　can　produce　only　one

of　the　parentahypes　of㎞munoglobulin　protein．　w｝1ich

is　called　allelic　exclusion（Pern誌et　al．1965：Cebra　et　al．

1966）．If　we　use　the　DNA　of　a　myeloma　induced　in　an

Fl　mouse　producing　a　certain　class　of　hCavy　chain　with

山eBALB／c　allαype．　the　allelic　deletion　model　predicts

the　presence　of　alhhe㎞munoglobulin　genes　in　the

C57BL　chromosome　and　the　absence　of㏄rtain　immu－

noglobulin　genes　f｝om　the　BALB／c　chromosome．　ac－

cording　to　the　l㎞ear　order　of　the　CH－chain　genes　pro・

posed・We　can　also　expect　rearrangemem　of　the
particular　CH　gene　of　the　BALB／c　chromosome　that　is

expresse白n　the　myeloma・Only　a民w　Fl　myelomas　are

available．　BKC　F　I＝15　was　induced　in　a　BALB／c・

C57BL　Fi　mouse　and　produces　theγ2b－chain　proteirl

with　the　BALB／c　allotype、　This　myeloma　is　suitable　fbr

our　purpose．　since　the　allehc　deletion　model　predicts　the

deletion　of　theγLγ3．　andμgenes　from　the　BALB／c

chromosome　that　is　expre∬ed　in　this　myeloma．

　　When　digested　with　8911L　BALB／c　DNA　produced

an　18’kbγl　gene　fragment　and　C57BL　DNA　produced

al4ふkbγl　gene　f、agment、　as　shown　in　Table　2．　Nam－

rally．　Fl　mouse　hver　DNA　contained　theγl　gene　f「ag－

mems　derived　f、om　both　BALB／c　and　C57BLalleles．　In

contrast．　the　Fi　myeloma　DNA　has　lost　theγl　gene　of

the　BALB／c　allele．　whereas　theγl　gene　on　the　C57BL

allele　remains　intacUn　the　FI　myeloma　DNA．　Simi－

larly．　we　have　analyzed　theμ、γ2b．　andγ2a　genes　of　the

Fl　myeloma（Table　2｝．　The　F｜myeloma畑s　losuheμ

gene　ofthe　BALB／c　chromosome　but　retains　theμgene

of　the　C57BL　chromosome．　Theγ2b　gene　of　the　C57BL

chromosome　remains　intacしOn　the　other　hand、　theγ2b

gene　of　the　BALB／c　chromosome　is　reaπanged，　consis－

tent　w註h　the　expression　of　theγ2b　gene　o臼he　BALB／c

chromosome　in　this　myeloma．　Although　we　did　not　dis・

tinguish　theγ2a　genes　of　two　alleles、“is　clear　that　this

myeloma　comains　theγ2a　gene．　We　have　not　examined

theγ3　gene．　The　chromosomes　of　BKC　F！＃15are　sche－

matically　represented　in　Figure　l．　These　results　are　m

agreement　wi也the　predicUon　of　the　allelic　deletion

mode1．

　　Af、er　digestion　with　EcoR輻howeveL　we　fbund　unex－

pected　rearrangement　auhe　5’nanking　region　of　theμ

gene　of　the　C57BL　chromosome　that　ls　unexpressed　in

this　myeloma（Yaoita　and　Honjo　l980b）．　It　is　possible

tha“kis　rearrangemem　ofthe　C57BL　allele　is　related　to

the　mechanism　that　supPresses　the　heavy－chain　genes　in

the　C57BLchromosome．　It　may　be　relevant　to　this　point

that　the　region　flanking　the　5’end　of　theμgene　contains

the　J（joining）region　and　the　S（switch｝region．　which　is

importan“o　class－switch　recombination．　as　will　be　dis－

cussed　later．

Deletion　of　CH　Genes　in　Other　Myelomas

　　Several　groups　（Coleclough　et　al．　1980；Cory　and

Adams　1980；Cory　et　aL　l980：Rabbitts　et　aL　1980）have

reported　that　some　CH　genes　are　deleted　f、om　both

chromosomes　in　several　myelomas　induced　in　BALB／c

or　NZB　mice、　We　have　also　observed　similar　deletions

臼om　both　chromosomes（Yaoita　and　Honjo　l980a）．　In

Table　2．　Restriction　Fragments　of　lmmunoglob山n　Heavy－chain　Genes
　　　　　　　　　　　　　　　in　Mouse　Liver　and　Myeloma

Sizes　of　restriction　DNA　fragmems

　of　immunoglobulin　genes（kb｝

Origin　of　DNA
　μ
（Xbα1）

　γ1　　・

（βgnl）

γ2b

｛β9∫1）

　γ2a

lEcoRI）

BALB／c　llver

C57BL　liver
Fl　liver

Fl　m、doma
　｛BKC　F1ニ15）

　　4．8

　　2．8

4．8＋2．8

　　2．8

　　18

　　14．5

18＋14．5
　　14．5

　　75
　　9．5

　　n．d．

9．5＋6．5

23
23
n．d．

23

　ReSthC巳iOn　enZymeS　USed　are　ShOWn　in　paremheSeS：n、d．　indiCateS　nOt　dOne．　PrObCS　USCd　Were　rC・

striαion　DNA　fragments　of　cloned　imm皿oglobuhn　genes（Yaoita　and　Honjo　1980b）．
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Figure　1．　Schematic　representation　of　aUelic　chromosomal

segmems　containing　CH　genes　in　BKC　F　1＝15　myeloma．

Each　Une　shows　one　chromosome　denved伽m　each　par－
enし（［：］）1ntact　ge凪es；（■■■）deleted　genes：（○，　rearranged

genes．　Theγ3　gene　was　not　studied，　and　its　esUmated　state

is　shown　in　paremheses．　D劔a　were　taken　fどom　Yaoita　and

Ho可o（1980b）．
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addition，　we　fbund　that　the　expressed　CH　genes　are

rearranged　at　di飽rent　l㏄ations　between　an　aUeUc　pajば

of　c㎞omosomes　of　these　myelomas．　The　results　can　be

most　easay　explamed江CH　gene　delαion　takes　place血

one　chromosome　at　a　time．　Later，　du血19　Proh允ration

of　myeloma　cens、　it　is　possible　that　the　su㏄essive　dele－

tion　of　CH　genes　takes　place　in　the　other　chromosome・

Our　ori宙nal　data（Ho可o　and　Kataoka　1978），　indicating

the　presen㏄of　a　ha∬copy　ofγgene　per　haploid　m　these

myelolnas，　seem　to　be　due　to　a　combmed　background

by　cross－hybτid励tion　ofγgenes，　by　impurity　of　the

probe，　and　by　the　presence　of　host　cells　among　tumor

cells（Yaoita　and　Ho句01980a）．

　　The　question　is　w垣ch　is　the　case　ill　nomal　B　lymph《＞

cytes；whether　CH　gene　deletion　is　oon丘ned　to　one　h（卜

mologous　chromosome　colltai1血g　the　expressed　CH
gene　or　whether　CH　gene　deletion㏄curs　ill　both　chro－

mosomes．　Sin㏄clkomosomal　anomahes　are　rather　fアe－

quent　in　myeloma　cens（Yosida　et　aL　1968；Ohno　et　aL

1979），we　hesitate　to　settle　this　issue　by　m｛蓼onty　vote　of

the　number　of　myelo血as　studied　so勉τ・In　fac輪Jobo

and　We誌sman（1980）re㏄ntly　repo虞ed　that　o紅1y　one　of

the　homologous　chromosomes　underg㏄s　rearrange－
ment　of　the　Ught－chain　gene　in　normal　spleen　lympho－

cytes．　It　is　shown　that血hibition　of　cen　division　i皿・

creases　the　population　of　bmucleated　B　lymphocyt巴s

that　have　both　IgM　and　IgG　in　the《ヲtoplasm（Lawton

et　al．1977；van　der　Loo　et　al．1979）．　Since　the　results

suggeSt　that　the　hea・y－Chain　claSS　switCh　may　in・・IVe

asy㎜etnc　ceU　divUion，　it　is阯ely　that　at　le鎚t　the　mi・

tial　DNA　reaπangement　of　the　heavy－chain　class　switch

may　be　con丘ned　to　one　of　the　homologous　chromo－

somes．

Order　of　CH　Genes

　　We　have　proposed　that　the　order　of　CH　genes姪仏γ3，

γ1，γ2b，γ2a，　andαin　the　5’→3’d血ection．　To　prove　the

proposed　order　of　CH　genes，　we　have　cloned　theγ1　and

γ2b　genes　as　wen　as　theμgene加m　EcoRI　digests　of

newbom・mouse　DNA（Ho可o　et　al．1979；Kataoka　et　aL

1979；Kawakami　et　a1．1980；Yamawaki・Kataoka　et　al．

1980）．Nロcleotide　sequence　detem㎞ation　of　these

genes　has　unequivocally　demonstrated　that　intervening

sequences　spUt　immunoglobuUn　genes㎞to　segments
encoding　each　dolnain　and　the　hinge　region．　More　re－

cently，　we　have　also　cloned　theγ2a　andγ3　ge双es，　which

also　appear　to　be　separated　by　intervening　sequences　at

tbe　junction　of　the　domains（Y．　Yamawaki・Kataoka　et

aL，　in　prep・）・

　　　　　　　　O　　　　　　IO　　　　　20　　　　　3◎　　　　　40　　　　　50

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Kb

Figure　2．　Order　ofγ一chain　gelles．　Mouse　myeloma（MPC－

ll）DNA　was　partially　digested　withεcoRL　and　DNA
血agments　of　21－14　kb　m　leng血were　isolated　by　agarose

gel　eleαrophoresis．　Tbe　f㌃agments　were　bgated　with
Charon4A　arms，　packaged　in　vi⑳，　and　ampUfied（Blat－

tner　et垣コ978）．　Librades　were　screened　byγgene　probes

a㏄ording　to　the　method　of　Benton　and　Davis（1977）．　AL

tematively，　DNA　f㌃agments　hybridizing　witll　a　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　γgene

probe　were　puri6ed伽m　partial　EcoRI　digests　of　newbom－

mouse　DNA　by　agarose　gel　electrophoresis．　Tbe　f、agments

were　Ugated　withλgtWES　amls，　and　the　recombinant
phages　were　screened　as　above．　Cloning　experiments　were

done　under　EK2・P2　conditions．　The　clones　obtained　were

analyzed　by　R・loop衣）mlation、　Southem　blot　hybridization，

aρdrestriction　mapping　and　were　a口gned　along止e　c㎞o・
mosome　in　the　direction　of　transcription．　The　orientation　of

dle　structural　gene　was　assigned　by　nucleotide　seqロence　de－

te面nation．　Not　all　the　restnction　sites　are　shown．　Hori・

zonta11血es　show也e　inserts　of　the　clones．　Closed　rectangles

ぬdicate　structural　genes．

　　Using　the　clonedγgenes　as　probe，　we　then　screened　a

partial　EcoRI　digestion　hbrary　of　mouse　myeloma
DNAs　and　a　partial　1桓εIII　digestio111ibrary　of　mouse

embりronic　DNAs．　We　have　obtained　a　number　of
clones　that　hybridized　wi伽hese　probes．　We　have　char－

aαenzed　these　clones　by　rest亘ction　endonuclease　cleav－

age，　R－100p　analys輌s，　and　Southem　blot　hybrid已tion．

On　the　basis　of　these　charactedzations，　we　have　aUgned

these　clones　along　the　chromosome，　as　shown　in　Figure

2．The　results　have　demonstrated　that　the　order　ofγ

genes　isγ1，γ2b，　andγ2a㎞the　5’→3’d廿ection．　This

order　is　in　perfect　agreelnellt　with　that　proposed　by　our

model（Ho吋o　and　Kataoka　l　978）．　Theγl　andγ2b

genes　are　21　kb　apart，　and　theγ2b　andごγ2a　genes　are

about　l　5　kb　apart　Our　prel㎞1inary　data　suggest　that　the

γ3gene　is　located　5’of　theγ1　gene　and　that　they　are

about　34　kb　apart．　The　distance（21　kb）between　theγ1

andγ2b　gelles　agrees　with　a　pre血ninaワreport　by　Maki

eta1．（1980）．

Reaπangedγ1　Gene

　　To　elucidate　the　molecular　mechanism　of　the　heavy・

chain　class　switch，　we　cloned　a　rearrangedγI　gene　fヤom

aγ1－chain・producing　myeloma，　MC10L　The　strucmre

of　th三s　clone　was　analyzed　by　R－loop　fbrmation，　S皿th－

em　blo山ybridization，　and　nucleotide　sequence　deter・

mination．　As　shown　in　Figures　3　and　4，　this　clone　con－

sists　of　five　DNA　segmems．　The　5’segment　of　4．7　kb　is

dehved　f知m　the　Vイegion　gene　f、agment．　A　germ－1三ne

VH　gene丘nishes　at　amino　acid　residue　97，　and　a
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Figuぽe　3．　Structure　of　reaπangedγgenes・The　completeγl

gene　of　MCIO1（upper　bar）aロd　the　completeγ2b　gene　of
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　．CloningMOPC・141（lower　bar）are　shown　schelnatically
and　characte泣ation　of　the　3’εcoRI加gments　of　these
DNAs　w釘e　described　previously（Kataoka　et　aL　l　980；Ta－

kahashi　et　al．1980）．　The◎ompleteγl　gene　of　MC101　was

cloned　f㌃om　a　partial　EcoRI　digestion　Ubrary　of　MCIOl

DNA．　The　colnpleteγ2b　gene　of　MOPC－141　was　cloned　by

Maki　et　al．（1980）．　The　ong血of　each　DNA　segment　was

determined　by　Southern　blot　hybnd己Uon　and　nucleotide

sequen㏄deterlnination・

◎omplete　VH　gene　extends　to　am血o　add　residue　120

（F三g．4）．The　segmeロt　coπesponding　lo　residues　107－120

apPears　to　be　derived　ffom　a　J　segment（Sakano　et　aL

l980）．　The　DNA　segment　coπespond血g　to　residues

98－106is　the　D（divers“y）gene　segment，　whose　gem1一

血elocation　is　not㎞own．　The　presence　of　the　D　seg－

ment　aBo　has　bee凪　reponed　by　other　．investigators

（Early　et　aL　1980）．　A口he　3’side　of　the　gem－Une　V

gene・we品岨d　a　characte由tic　nucleotide　sequence　ca－・

pable　of　fbrπ1血g　ao　血vened－repeat　stem　structure．　as

s｝10wn　m　other　germ・㎞e　VH　genes（Early　et　al．1980：

Sakano“al．1980）．　The山ird　fTagment　conta垣s　J　re一
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ヒ
gions　and　5　derived　fセom　the　5’flankmg　region　of　theμ

gene　clone．　whose　nucleotide　sequence　has　akeady　b㏄n

determmed（Kawakami　et　aL　l　980）．　The　fburth　f、ag－

ment　of490　bases　seems　to　be　derived　f、om　the　5’nank’

ing　reg｛on　oftheαgene・The　nucleoUde　sequence　ofthis

segment　is　a㎞ost　idemiα11　to　a　ponion　of　the　5’aank－

illg　region〈about　3・1－3・6　kb　5’ofthe　structural　gene）of

theαgene，　but　we　camot　exclude　the　possib血ty　that．

this　segmem図enved行om鋤・ther　gene　that　has　a　5’

nankj血g　region　s血山ar　to　that　of　theαgene．　The　ou・

cleotide　sequen㏄of　a　s㎞1且ar　portion　of　the　5’血ankmg

region　oftheαgene　aBo　has　been　dete㎝㎞ed　by　other　in－

vestigators（Hood　et　a1，，　thjs　volume）．　The　3’segment　of

6．3kb　is　derived伽m　the　embryomcγl　gene　f㌃agment．

　　These　results　indicate　thatぽcomplete　heavy－chain

gene　is　R）med　by　at　least　two　types　of　recombmation

events．　The五rst　one　is　caUed　the　V－J（or　V【DIJ）recom－

bmation，　which　takes　pla㏄between　V　and　D　and　be－

tween　D　andいoΦm　a　complete　V・region　gene　se－

quence，　m　a　lnanner　s㎞Uar　to山e　V－J　re◎ombmation　m

the　hght＜hain　V　genes（Max　et　al．1979；Sakano　et　al．

1979）．The　se◎ond　type　of　r㏄omb垣ation，　which　joi血s

the　5’fian㎞g　I℃gion　of　theμgene　and　that　of血eγ1

gene，　is　d醗rem加m　the　V－J　recombination．　We　have

determ血ed　the　nucleot輌de　sequen㏄　suπound血g　the

　　　　　　　　　　　　　　　　20　　　　　　　　　　　　　　　　　　40　　　　　　　　　　　　　　　　　　60　　　　　　　　　　　　　　　　　80　　　　　　　　　　　　　　　　　100

　　　　　　　　　　　－19　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　－5

CCTCCATCAGAGCAOGG6・G￥CT｝AGεGC｝AC｝CT旱・・εCC｝・・￥GAt・・rCC［AAき中AAGTGTTTCAGGGTTTCA・MGAGGGACTAGGACATGTC　1・・

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　’4　　　　　　　　1　　　　　　　　　　　　　　　　　　　20

AGATAGGAGATG・GTGACTTA・GTTGA・GTTGCT・6TCCCCA‡丁G￥CCヤATきCC貫GG￥GC2GCヤ・議GC2GT［AGε・・［TGεCCヤGG￥GC貫GCεCTき・・

　　　　　　　　　　20　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　30　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　40

貫GA6CC｝GT［CA手CAICTεCAIAG￥CTITGεTT亨CT［AT￥AAITAεCTITG6TG￥AA‖CT8GG￥TCICC衰GT［TCεA6εAAIGGεTC｝GG云GT琶GCヤGG8

200

300

　50　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　60　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　70　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　80

AG￥GA手AT8GAITG8TGεAA6CAIGG；GTITA‖TGtAG2TT『CA手ATきCAIAC｝GA‖CA手CA｛CAIG6RCぱTTきCぷGAきCC似G￥TT亨CT〒TA蚤AA￥G
400

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　90　　　　　　　　　　　　　　　　　　　97　　　　　　」00　　　　　　　　　　　　　　　106　　　　　　　　　」」0

・‖・AITC｝・・貸・・［・A‖TGRCAεAG含・A｝・・ITTICTεTG2・Al十IGGR・TICG￥TA日・A§・・IC崎・亨・G2TTICT冨GGεCC貫AG8GAI・C｝GG

　　　　　　　　　　」20

V　T　V　S　ATCACTGTCTCTGCAGGTGAGTCCTAACTTCTCCCATTCTAGATGCATCTTGGGGGGATTCTGAGCCTTCAGGACCAAGATTCTCTGCAAACGAATCAAGA

500

600

TTCAACCCCTTTGTACCAAAAT了GAGACAGGG6TCTGGGCTAGGGACTCTCTGCCTGCTGGTCTGTGGTGGCATTAGAAATGAAGTATGATGAAGGATCT 700

GCCAGAACTGAAGCTT

Figure　4　The　nucleotide　sequence　of　the　V　region　of　the　MC101γ1　gene．　Nucleotide　wquence　was　detemined　according　to
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　．Amino　acids　predicted　f㌃om也ethe　method　of　Maxam　and　GUbert（1977），　with　slight　modi丘cations（Ho可o　et　a1．1979）

鷲鷲禦鶯麓憲露翼：蕊鷲醤灘竃羅曇愚竃鶯憲竃羅竃竃隷羅
tem　in　its　5’Oanking　region　with　that　of　MQOIγ1　gene（T．　Kataoka　and　T．　Nikaido，　in　prep．）．　The　nucleotide　sequences　of

the　gem・Une　VMclol　gene　and　the　completeγl　gene　of　MC101are　identical　be飴re　posiUon　445（amino　acid　residue　97），　but
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　agrees　with　J3・completely　disagree　af、er　posmon　446．　The　nucleotide　sequence　aner　position　471｛amino　acid　residue　107）
de忙rmined　by　Sakano　et　aL（1980）．　Thus，　we　conclude　tllat　the　segment　between　position　446　and　position　471　is　derived

血om　the　D－segment　gene・　　　　　　　　　　・
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・second　type　of　recomb血ation　site（Kataoka　et　aL　1980）．

We　did　not丘nd　a　J　region　or　V　region　in　the㎞mediate

vicinity　of血e　recombination　sites．　We　camhe　ponion

suπounding　the　recombination　site　the　S　region，　since

this爬gion　is　though“o　be　responsible　fbr　class　switCh．

The　second　type　of　recombination　is　ca皿ed　S－S　recom－

billa臼on．

　　　　　　　　　　　　　Rearrangedγ2b　Gene

　　We　have　cloned　another　reaπangedγgene伽m　a

Y2b－cha㎞・produci血g　myelo鵬MOPC－141（Takahashi
et　a1．1980）．　Our　clone　conta血ed　a　7．8－kb」εcoRI　l缶ag－

ment　that　corresponds　to　the　3’加gment　of　the　com・

pleteγ2b　gene　f㌃agment（16　kb）cloned　by　Maki．et　al．

（1980）．The　complete　rearrangedγ2b　gene　consists　of

fbur　DNA　segmems．　The　5’part　of　6．9　kb　is　derived

合om　the　V　gene　of　MOPC44L　The　second　seg皿ent
◎onta血s　a　D　gene　segmem（Sakano　et　aL　l　980）．　The

third　segment　is　derived　f㌔om　the　5’nan㎞g　region　of

theμgene　fセagment　and　oontains　the　J　regio11・The　3’

血agment　is　derived　f㌃om　the　embryonicγ2b　gene．　The

completeγ2b　gene　of　MOPC－141　seems　also　to　have

undergone　two　types　of　recomb血ation　events．　The血ist

type　is　the　V－J　recombmation　and　the　second　type　is　the

S－Srecombination　between　the　5’且ankmg　region　of　the

μgene　and　that　of　theγ2b　gene．　We　have　detemined

the　nucleotide　sequen㏄around　the　S－S　recomb血ation

site，　as　sh。晒hFigure　5・lt　is　clea西om　the　sequen㏄

that伽reaπangedγ2b　gene　was和med　by　the　recom－

bination　of　the　embryonicμandγ2b　genes．　We　looked

fbr　nucleotide　sequences　s㎞Uar　to　the　J　reg輌on　or　V　re一

夢on　around　tlle　re◎ombination　site　and　bere　again　there

were　no　such　sequences・

Modelρ）r　Heavy・chain　Class　Switch

　　On　the　basis　of　the　above　results、　we　llave　expanded

our　previous　model　and　have　proposed　a　more　detailed

mechanism　fbr　beavy－Chain　class　switCh、　as　shown　in

Figure　6（Kataoka　et　aL　1980）．　The　6rst　recombination

ev飽t　du血g　d舐Tentiation　of　a　lymphocyte　b血gs　a　V

gene　d辻ectly　a（りacent　to　the　J　region　in　a　Ina皿er　simi－

lar　to　that　shown　Ibr　light・cham　genes（Max　et　aL　1979；

Sakano　et　al．1979）．　This　event，　which　we　caU　V－J　re・

combination、　also　involves　joinhlg　with　a　D　seglnent

whose　1㏄ation㎞agem　Une姪un㎞own・A佃such　re－
combination，　the　V－region　gene　sequence　is　now　com－

pleted　and　can　be　expressed　as　aμchain．

　　At　a　later　stage　of　d西rentiation，　probably　af、er　en－

counte血g　an　antige11，　the　lymphocyte　changes　the　C

part　of　the　heavy　chain　f｝omμtoα．　This　requires　the

second　recomb血ation　event，　called　S－S　recombination．

This　recomb血ation　o㏄urs　between　the　Sμand　Sγre・

gions．　The　Sμregion　is　present　between　the　J－region

gene　and　theμgene，　and　the　Sγregion岱present　at　the

5’side　of　eachγgene．　By　this　recolnb血ation，　the　com－

pleted　V　gene　can　challge　the　C　partner　without　af二

fξcting　the　V・region　sequence・Consequently，　the　same

Vgelle　is　now　expressed　as　aγcha㎞．　ln　both　types　of

recombinations，　the　interve血g　DNA　segments　are　de－

leted伽m　the　chromosome・It　is　also　possible　that　the

successive　S－S爬combilxatiOn　can　switch　the　C　Tegion

倉omγtoα．　Thjs　model　postulates　two　important　struc－

tural　features　in　the　heavy－cha㎞gene　organization：（1）

the　presen㏄of　only　one　set　of　J－region　genes　at　the　5’

side　of　theμgene　and（2）the　presen㏄of　the　S　region

befbre　each　C－region　gene．

ε旭）τりonic　り

επめτgoniC　Y2b

Rearτanged．　Y2b

　　　　　　　　　20　　　　　　　　　　　　　　　　　　ユ60　　　　　　　　　　　　　　　　　　60　　　　　　　　　　　　　　　　　　εC

　　　　　　　　　　　・　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　s　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　、　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　・

H工nf　1

GATTCTGGAAGAAAAGATGTTTTTAGTTTTTATAGAAAACAC了ACTACATTC↑TGATCTACAACTCAATG了GGTTTAATGAATTTGAAGTTGC　－30

ε⊂oR1

諭「℃AGGCAGAAGAATAGCTT

厄nfヱ
GATTCTGGAAGAAAAGATGTTTTTAGTTTTTATAGAAAACACTACTACATTCTTGATCTACAACTCAAT6TGGTTTAATGAATTTGAAGTTGC

επめrりonjc　　μ

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　’

CAGTAAATGTACTTCCTGGTTGT了AAAGAATGGTATCAAAGGACAGTGCTTAGAGCCAAGG丁GAGTGTGAGAGGACAGGGGCTGGGGTATGGATACGCAG　　70

εmbrりon」c． Y2b
Hae正　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　｝＄ae皿

GGCTGCAGAGAGTCC丁GGGGGCCAGGAGAGTTGTCC6ATTGAGCAGGAACATAGGCAGGAAAAGGCCCTGGCACTGACATTCTCAAGCAAGCCGTATAAG

Rearranged　Y2b
Hae口

CAGTAAATGTACTTCCTGGTTGT了AAAGAATTGTCCGATTGAGCAGGAACATAGGCAGGAAAAGGCCCTGGCACTGACATTC了CAAGCAAGCCGTATAAG
fー

ε斌）rgoniC　V

Embrりonic　、2b

Hae　1【r　Pvu

五　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Ha　

e　III　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　．

AAGAAGGCCACAGC1「GTCAGAA†τGAGAAAGAACAGAGA（二CτGCAGTTGAGGCCAGCGGGTCGGCTGGACτρLACTCτCCAGCCACAGTAATGACCCAGAC　170

Hae　1互　　　　　　8aπ、　HI

TTAAAGTTCTAGTGTCAGAGGCCCAAGCTCGGATCC

Hae皿　　　　　　Baπ、｝1工

Rearranged　Y2わ　　　TTAAAGTTCTAG了GTCAGAGGCCCAAGCTCGGATCC

Fig町e　5．　Nucleotide　sequences　around　recombination　sites　of　the　embryonicμgene，　embryonicγ2b，　alld　reaπangedγ2b

gene　of　MOPC・14L　Nucleotide　sequences　are　displayed伽m　lemo　nght　m　the　direction　of　transcription　of　the　structural

gene　sequence．　Homologous　nucleotide　sequences　are　underhned．　Arrows　indicate　the　recombination　sites．　The　sequences

were　taken血om　Takahashi　et　al．（1980）．
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Figure　6．　Model　fbr　hcavy－chain　class　switch．　Recombina・

tion　event≦produdng　a　completeγl　gene　are　schematicaUy

represented．　D・segment　genes　are　not　shown　because　their

odginal　l㏄ation　in　the　germ・hne　gene　U　not　known・We
postulate．the　S　region　fbr　each　CH　gene，　except　fbrδgene

（see　texり．

　　Re㏄ntly，　Blatuler　et　a1・（t泌㊤volume）have　reported

thauheδgene　is　l㏄ated　only　3　kb　downstrealn　f｝om　the

3’end　of　theμgene」t　U　also㎞own　that　theμandδ

cha㎞s　are　usuany　expressed　simultaneously（KnapP　et

al．1973；Rowe　et　al．1973）．　Taken　together，　the　results

indicate　that　the　switch　f㌃omμtoδmay　be　done　by　an

RNA－sphc血g　mechanism．

S㎞1c細re　of　S　Region5

　　Figure　7　shows　a　schematic　representation　of　a　ckr（卜

mosomal　segment　contai1血g　CH　genes・We狐d　others

（Early　et　a1．198α　Sakano　et　aL　l　980）have　identi丘ed

several　J　regions　in　dle　5’flan㎞g　region　of　theμgene．

Using　this　segment　as　probe，　we　have　tested　whether　or

not　each　embryonicγgene　clone　contams　the　sequence

homologous　to　the　J　region・The　answer　was　no・There

was　no　J　or　J－Uke　sequence　anywhere　f沁m　the　5’nallk・

ing　region　of　theγ3　gene　to　the　3’flan㎞g　region　ofthe

γ2a　gene．　The　class－switch－recombination　sites　so　far

determined　by　comparison　of　the　embryonic　and　re－

aπangedγgene　clones　are　indicated　by　aπowheads　in

Figure　7．　This血cludes　two　recombmation　sites垣Sμ，

　　JH　Sμ　（泌
　　やや　

5’一＿，
　　　C口　　　　　　　　C泊 C砲 C砲

one㎞Sγ3・one　in　Sγ卜and　two　in　SY2b・One　site　in　Sαwas・

detemined　by　Davis　et　al．（1980）．　　　　　　・

We　have　detemined　the　panial　nucleotide父quences
of　the　Sγ1，　Sγ2b、　and　Sγ3　regions，　all　of　which　comprise

tandem　repetition　of　49－bp　units，　as　shown　in　Figures　8

and　9・In　the　SY2トYegion・6ve　or　six　repeating　units　R｝rm

alarge　group・and　this　large　group　aga㎞repeats　at　least

sb【t㎞es（Fig．8），　All　repeating　units　are　similar　to　one

another．　Restriction　enzyme　cleavage　analysis血dicates

that　the　tandem　repetitive　region　lies　between　l．8　kb

and　5・2　kb　5’of　the　structural　gene・In　the　Sγ1　region，

two　ullits　fbml　a　group　structure」n　the　Sγ3　region・such

aset　structure　is　not　clear・The　nucleotide　sequences　of

the　repeating　units　of　the　Sγl　and　Sγ3　regions　are　more

divergent　nom　one　another　than　f｝onl　those　of　the　Sγ2b

region（Fig・9）・

Compa㎡son　of　Dif丘rem　S　Region5

ふ 冨‘
S

　
臨

ー6

S

　　　　　　　　一　　’o㎞　　　　　　　　　　　サ’吟一
　　　　　　　　1・㏄㎝輌脚・　　　　　　壷
　　　　　　　　●　　　JregK罰　　　　　　　　　　　■　　s㎎飢Je　gene

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　E二　re沁げO†ed⑭

Figure　7．　Schematic　representaUon　of　a　chromosomal　seg－

ment　comaining　CH　genes・The　location　of　the　structural

gene　was　determined　by　nucleotide　sequence　determination

（Ho可o　et　aL　1979：Kawakami　et　aL　1980；Yamawaki・Ka・
taoka　et　aL　l　980）or　by　R・loop　fbrmation（S．　Nakai　et　al．，

unpub1．）．　The　range　oれhe　reiterated　region　was　estimated

血om　Southem　blot　hvbridization　data　and伽m　the　dele・
tion　during　cloning．　Recombination　sites　w書e　determined

by　cloning　rearranged　genes　from　myelomas　J606（γ3），

MC101（γ1），　MOPG141（γ2b），　and　MPC・Il（γ2b）（Ka・
taoka　et　aL　l980；Takabashi　et　al．1980：Y．　Yamawaki　et　al．，

unpubl．）．　A　recomb血ation　site　in　the　Sαregion　was　deter・

mined　by　Davis　et　a1．（1980｝．

〆

　　The　S　regions　of　theγgenes　have　some　homology

with　o巫e　another，　as　judged　by　comparison　of　nucleΦ

tide　sequen㏄s　and　also　as　shown　by　Southem　blo山y－

b亘di2ation、　T｝1e　prevalent　sequα1ces　of　the　repeat血g

units　of　the　Sγ1・Sγ2b・and　Sγ3　regions　are　shown　m　Fig－

ure　10！rhe　homologous　nucleotides　are　boxed．　These

results　suggest　that　Sγ1，　Sγ2b，　and　Sγ3　regions　bave　a

common　ancestral　sequence　and　may　have　been　derived

血om　tandem　dupncation　of　the　49－bp　unit．　It　is　worth

noting　that　the　recombination　takes　place　at　the　identi－

cal　position　with口1　the　49－bp　repeatmg　unit　of　the　Sγ1

and　Sγ2b　regions・

　　Southern　blot　hybrid倣tion　experUnents　（data　not

shown）indicate　tha“he　Sμregioll　has　good　homology

with　the　Sαregion　and　less，　but　signincant，　homology

with　the　Sγ1，　Sγ2a，　Sγ2b，　and　Sγ3　regions，　A　partial　nu・

cleotide　sequence　determhlation　of　the　Sμregion（Sa－

kano　et　al．1980；Takahashi　et　al」980；T．　Nika輌do　et　aL，

unpubL）　indicates　that　the　Sμ　region　shares　short

common　sequences，　such　as　AGCT，　TGGG，　and
AGCTGGGG，　wi也the　Sγ1，　Sγ2b，　and　Sγ3　regions．　Such

common　sequences　are　extremely　abundant　in　the　Sμ

region　so　far　sequenced．

　　We　have　cloned　a　humanμgene加m　the　human
DNA　Ubrary　and　have　compared　its　stnlcture　witb　that

of　a　mouseμgene．　Studies　usillg　heteroduplex　analysis

and　Southem　blot　hybridization　clearly　show　that　not

only　the　coding　region，　but　also　the　Sμregion，　is　homol－

ogous　between　human　and　mouseμgenes．　The　results

suggest　that　the　nucleotide　sequence　in　the　Sμ　region

plays　an　essential　biological　fUnction　and　therefbre　has

been　conserved　i加hese　organisms　fbr　millions　ofyears．

Nuckotide　Sequences　A《Uacent　to　the　S・S

　　　　　　　　　Recomb輌nation　S“es

　　We　have　compared　the　nucleotide　sequences　immedi・

ately　a句acenuo　the　S・S　recombination　sites　of　various

rearranged　genes．　Table　3　summarizes　such　sequences

around　three　sets　of　the　S・S　recombination　sites．　We

fbund　trinucleotides　TGG，　TGA，　TAG，　and　TTG　close

to　these　recombination　sites．　Such　trinucleotides　also
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Fゆe8．　Nucleotide　sequen㏄of　the　Sγ2b　region．　The　region　sequen㏄d　en◎ompasses　the　DNA　segment　located　2－3．6　kb　5’

of　dleγ2b　structural　gene．　The　co飢inuous　sequence　is　divided　illto　six　groups　by　ho皿ology，　each　group　contai血g　50r　6

unj岱of　49　bp．　Homologous　bases　are　boxed．　The　prevalent　sequence　fbr　the　49－bp　unit　is　shown　a“he　bottom．　The　aπow－

head血dicates　the　reco！nbination　site　in　the　rearrangedγ2b　gene　of　the　MPC・llmyeloma．　Data　taken　fεom　Kataoka　et　al．
（1981）．　　　　　　　　　　　　　　　　　・　　　　　　　　　・　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　『

apPear　very倉equently　m　the　Sμregion・his　worth　not・

mg　tha“he　recombination　sites　of　two　rearrangedγ2b

genes　cloned伽m　MOPC－141　and　MPC41myelomas
share　an　identical　tetranucleotide，　AGNTG，　the　middle

nucleotide　being　the　Tecombination　site．

　　S血ce　the　class－switch－recombination　site　is　located㎞

the　region　intervening　a　VH　gene　and　a　CH　gene，　the　S－S

recombination　does　not　have　to　be　hi帥ly　speci血c　to　the

nucleotides　joined　together」nstead，　the　S－mediated　re－

◎ombination　is　expected　to　be　e伍cienしbecause　in　a

sman　B　lymphocyte．　the　heavy－chain　class　is　switched

翫omμtoγor　toαwithin　a　short　period　oftime　af、er　an

antigen　is　encoun砧red・Imhis　respect，由e　S－S　recombi－

nation　is　in　sharp　contrast　to　the　V－J　recombination，

which　requires　extremely　speci血c　excision　and　ligation．

Otherwise，　the　V－region　sequence　may　be　modined　and

the　immunoglobulin　protein　may　lose　the　antigen－bind－

ing　activity．　From　these　points　of　view，　it　is　possible　to

imagine　that　a　combined　struct町e　of　tandem　repetitive

sequences　and　relatively　short　common　sequences　may

serve　as　a　recognition　signal　fbHhe　S－S　recombination．

Sister－chromatid　Exchange　May　Explain　the　S・S

　　　　　　　　　　　　　　Recombination

　　hhas　been　established　that　the　S－S　recombination　re・

sults　in　the　deletion　of　a　DNA　segment　between　two

joining　sequences（Ho可o　and　Kataoka　l　978；Cole－

cloロgh　et　aL　l980；Cory　et　al．1980；Rabbitts　et　al．1980；

Yaoita　and　Ho可01980a，b）」n　addition，　the　genetic

studies　using　allotype　markers　have　clearly　demon－

strated　that　the　VH　and　CH　genes　of　a　smgle　chromo－

some　are　coordinately　expressed．　Le・，口s　expression

（Kindt　et　aL　l　970；Landucci－Tosi　et　al．1970；Knight

and　Hanly　l　975）．　Two　altemative　models　can　be　pro－

posed　to　explain　the　mechanism　of由e　CH　gene　deletion

mBlymphocytes，　as　ilbstrated　in　Figure　l　L　The　first

model　postulates　tha“he　S－S　recombi㎡ation　takes　place

in　a　single　chromosome　by　mutual　re◎ognition　of　two　S

regions（Fig－IA）．　The　interven丘1g　DNA　segment　is

looped　out　and　lost　f、om　the　chromosomes．　This　model

is　refεrred　to　as　a　looping－out　model．　In　principle，　such

recombination　can　occur　at　any　stage　of　the　cell　cycle．

The　other　model，　called　a　sister＜hromatid－exchange

model、　explains　the　deletion　of　a　DNA　segment　by　an

unequal　crossing－over　event　between　sister　chromatids

（Fig」1B）．　According　to　this　modeL　one　of　the　daughter

cells　conta廿1s　an　additional　copy　of　the　CH　gene　that　is

lost　in　the　other　daughter　celL　Sister－chromatid　ex－

change　is　unlikely　to　occur　at　any　other　stage　of　the　cell

cycle，　except　n）r　the　mitotic　phase．

　　hhas　been　shown　that　a　single　lymphocyte　can　give

rlse　to　progeny　cells　synthesizing　IgM、　IgG，　or　IgA

（Gearhart　et　a1．1975，1980）．　lnhibition　of　cell　division
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S、2b　PRεVAしENT

　　　　SEQUεNCE

G6GAC叫CCTA6CAGαU↑GGGGGAGC了GG6GA↑GGTUGGAUTUT6A 100

s∀1 AATTCCAGAこCCAGCA6CCTAGGCAAACCAAACCA－6CC－66AGT6C66

GAGTCCTAACC6AACAAATACCAG6CATATGAAGCTGATAG6TGτAτA6
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　AT

丁GTACCAA6CTGAGCAGCTACAGGAGAG（：TGGGATAGCτA－一一一TG丁6G

GGGACCA6GTτAAGCAAACAGT6GAGAGCAAGATAAAGτ（二TIAArG↑AG
　A

6CAτCCA6GCTGAATA6ACACAGG6GAGCTGAGGAACCTAGTACTAGA6

GATT〔ニーA6GCTCA6AA6TCACAGG6AAACT6AGGCCTGG6TGAGG6TGT

ACAT⊂CAGCTGGAAAAATCACCAGG6AGCT6GA6CTGAT66GATAAAAA
　　　　T　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　T
G6TACCA6GTTGAGCAGCTACAG6AGAGCTA66ACATG丁G6GGAlrGTTT

τGTTCCA6GCTGAACAACTGTA6A6CATCA66GGGAGG丁GGAACTTTAA

GAAGTCA6GCTGAGCAGCTACA6GAGAGCTGCAGCTATTCGGTATGTGG

AG6TCCA6CCAGA6CAGCTACAG6GTAGCT6GGATAAATGGG6CTG－6A

GA－ACCA’AGCTA6AA6ACACA6GGGA6CA6GTTCTAGTCTGCATA6GA
　　　　　　　　　A
（三TGG6GハTCC

55

55

73

58

59

56

qg

69

63

61

71

65

SY3 66TACCAAGTT6A6CAGCCACA6GA6A6CATA6－一一’一一一一一一一一一e－一

6GGACCT66ATAAGCCATTATGTG6GAGCTGGTGTAAC丁66AAATA丁A6

GGAAATAGAATAACCAG〔TACACA66AGATCTA6AG6GAAGGAGCATハA
　　　A　　　　　　　　　　　　　　　　　　　AA
G6A6TC．T6AC（二AAGCAACCATAGTG6GGCTG6GGAAGCT6AGAGTATGC

ACA6CCAA6CT6A6AAGTTAAAGGAGAACAGG6GTAGGTGAG66TGT6A

AGTACCA6AA－TCTGAGCTACAGAGGAGCT6GGCAG6－TGGGAATATGG

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　A6GACC6GGTTGA6AA丁CCACA6AGAGCCACCAG6T6GCAGTT〔：CACA6

Figure　9・Nucleotide　sequences　of　the　Sγl　and　Sγ3　regゆns・The　nucleotide　sequence　of　S

“980）．The　region　shown　corresponds　to　the　DNA　segmen“ocated　2．4－3．O　kb　5’

67

58

7q

63

77

q3

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　、I　was　taken　f㌃om　Kataoka　et　al．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　of　theγl　structural　gene，　The　nucleotide

sequence　of由e　Sソ3　region　corresponds　to　the　DNA　segment　located　around　3、6　kb　5’of　the　Y3　structural　gene．　Each　49－bp

un“was　compared　with　the　prevalent　sequence　of　the　Sγ2b　reg▲on（Fig．8），　and　homology　ls　shown　at　the　right．　Data　taken

倉om　Kataoka　et　al．（1981）．

leads　to　an　increase　in　the　nrequency　of　binucleated　cells　オ

able　to　direct　synthesis　of　both　IgM　and　IgG（Lawton　et

aL　1977；van　der　Looとt　al．1979）．　The　results　suggest

tha“he　class　switch　from　IgM　to　IgG　may　involve　an

asvmmetric　cell　division．　which　is　consistent　with　the

sister’chromatid－exchange　modeL　although　they　do　not

necessaτily　exclude　the　looping・out　model．　S輌nce　the

percemage　of　cells　containing　both　IgM　and　IgG　rela－

Uve　to　cells　comaining　lgG　was　rather　high“0－2（協）

and　increased　two－to　threefbld　by　inhibition　ofcell　di－

vision（van　der　Loo　et　aL　l979）、　the　switching　process

apPears　to　take　Place　during　cell　division・probably　dur－

ing　or　af、er　replication　of　DNA．

　　It　appears　as　if　the　presence　ofan　S。　segment　between

Sμand　Sγl　segmems　of　a　rearrangedγl　gene　of　MC101

myeloma｛Flg．3）contradiαed　the　linear　arrangement　of

CH　genes　and　the　deletion　mechanism　fbr　the　class

switch．　The　generanon　of　thisγ1　gene．　however，　can　be

explained　by　two　or　three　successive　unequal　crossing－

over　events．　The鵬　are　var｛ous　possible　pathways　to

create　the　MC101γl　gene、　and　several　examples　are

iUustrated　in　Figure　12」n　one　pathway（Fig．12A），　the

Table　3．　Nucleotide　Sequence　around　Class－switch－Recombination　Site

5’Side 3’Side

Myeloma　Sregion sequence sequence Sregion

Ml41

MClOl

MC101

MPC－ll

S
u
S
“
S
、
，

S予〕

　　　　　　　　　　　　　●

　　AAAGAATGGTATC　　　　　　　　　　　　　■

　　AACTGACTCTGAGGTA　　　　　　　　　　　　　●

　　GGCTGGGCTGATT　　　　　　　　　　　　●

AGCTGAC

　　　　　　　　　　　　　●

GGAGAGTTGTCCGATTGA
　　　　　　　　　　　　●

　　　　　　　　　　　T　GAGCTGGGA

AGCTGATGGGTATAAA
　　　　　　　　　　　

●

GTATAGTTGGAATATGG

Sγ2ト

S、，

Sγl

Sγ2b

As民risk　indicates　recombinaUon　site．



IMMUNOGLOBUUN　GENE　REORGANIZATION 921

’

s．1

ε．2b

5つ

亡
．
，

；．’

5’

三　　　　　r　　　　　20

陣輌G⊂脇こ妬CT恥5A6
川　　1　　日
G酬岬C⇒「＋G“

｝り

・岡
1

「陣
‘

cc

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　十

邑N柱6P幅7…‘、G66AG幽‘・こTG6Gβち丁旦丁メ

申．c⑮r5G54P了p咋

　　ig　　l
蘭↑P醐PTP了〔峯

　　i　　　　　　　　　　　　　　　！
　　　　｜

　　　　　　　　　　P

ラ〔

電
’

ζ
圃

天
’

Figure　1①．　Compadson　of　the　prevalent　sequences　of　the

Sγ1，Sγ2b．　and　Sγ3　regions・The　prevalent　sequences　of　the

SY1，　S▼2b，　and　Sγ3　were　dedu㏄d　f㌔om　the　sequen㏄s　shown

i皿Figs．8and　9．　S㎞ilar　nucleotides　are　boxed．　Aπows　in・

dicate　the　aαual　recombination　sites　used　in　the　reaπanged

γlgene　of　the　MC　IOI　myeloma　and　the　reaπangedγ2b

gene　of　the　MPC・11myeloma．（P）Purine；（Y）pyri面dine．
Data　taken　f「om　Kataoka　et　al．（1981）．

6rst　recombination　produ㏄s　a　chromosome　with　a　du・

plicated　segment◎ontain血g血eμandγgenes．　The　sec－

ond　crosshg－over　o㏄urs　between　the　Sμand　Sαregionふ

resuking　in　the　expression　of　aμgene　th飢is血ked　to　a

Vgene　and　the　Sμand　Sαregions　at　its　5’side．　The　th口d

cross伍9－over　takes　pla㏄between　the　Sαand　Sγregions，

giv血g　r⑮e　to　aγgene　that　is　hnked　to　a　V　gene　and　the

Sμand　Sαregions　at　its　5’side．　ln　the　second　pathway

（Fig」2B），　we　postulated　another　CH　gene飢the　3’side

of　theαgene．　In　the　th丘d　pathway（Fig．12C），　we　al－

lowed　a　recombinaUon　even“hat　does　not　result　m　tlle

class　switch．　Although　other　explanations　by　rather　rare

events　such　as　somatic　reoombmation　between　homolo・

gous　chromosomes，　recombination　at　two　sites　by　the

品mation　of　double　loops　of　a　chromosome，　transl㏄a－

tion　of　chromosomal　segments，　and　so　on，　are　also　pos－

sible，　the　CH　gene　orga血ation　in　the　MC　101　myeloma

皿ay㎞p】y　that　the　sUter－chrom頒id－exchange　mecha－

nism　operates　R）r　switchmg　the　heavy’cham　class：There

are　several　myelomas　whose　CH　gene　context　apPea岱

exceptionaho　the　deletion　modeL　For　example，　MPC－

11（γ2b　producer），　MOPC－141（γ2b　produ㏄r），　and

HOPC－1（γ2a　produ㏄r）contam　theμgene（Cory　et　aL

l980；Coleclough　et　al」980；Yaoita　and　Ho可01980a）．

These　apparem　ex㏄ptions　may　also　be　explamed　with－

out　di血cuky　by　the　sister・chrom飢id－exchange　model，

A
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～Figure　I　L　Models　fbr　the　mechanism　of　the　CH　gene

de▲et三〇n　accompaxUed　by　the　heavy－chain　class　switch．

（一，一）Two　paremal　chromosomes；（○）Vgene；（口）μ
gene；（■）　γ　gene；（日）α　gene．　The　γ　subclass　genes　are

not　shown．（1のL∞pmg－out　model；（β）sister－chromatid－

exchan8e　modeL　Data　taken　f、om　Obata　et　aL（1981）．

alth皿gh　other　mechanisms（described　above）are　agaill

possible．

　　In　contrast　to　the　looping－out　model，　the　sister－chro－

matid－exchange　model　allows　some　lymp加cytes　to

sw“ch　UI　a　reverse　d口ection　to　the　CH　gene　order　pro・

posed（Ho可o　and　Kataoka　1978），　an　example　of　which

（α　→　γswitch）is　shown　m　Figure　12R　The　number

ofdones　switc㎞g　m　the　reverse　direction　may　be　lower

than　that　switc㎞g口1　the　fbrward　d口ection，　because　the

number　of　the　recombinations　required衣）r　the　reverse

switck　is　larger　than　that　fbr　the　fbrward　switck．　In　ad－

dition，　one　of　such　recomb㎞ation　products　could　be　m－

viable　and　therefbre　could　not　be　estabUshed　among

progeny．　Nonetheless，　Radbruck　et　al．（1980）recently

reported　that　a　variant　of　myelo皿a　X63　can　switch　fTom

γ2btoγ1．

　　The　sister－chromatid－exchange　model　can　be　tested

d口ectly　by　analyzing　the　content　and　context　of　CH

genes　hl　the　progeny　of　a　single　B　lymphocyte，　because

asymmetric　segregation　of　CH　genes　mevitably　produces

progeny　clones　with　duplicated，　as　wen　as　deleted，　CH

genes・
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Figure　12．　Possible　explanation　fbr　the　presen㏄of山e　Sαsequence　between　the　Sμand　Sγl　sequences　in　the　con．pleteγ1

gene　of也e　MC101　myeloma．（んβ，　C）Tbree　pathways　of　unequal　crossing－over　events　between　sister　chromatids．　Symbols

五）rst則ctural　genes　are　given　in　the　legend⑩Fig．　l　L　and　we　have　postulated　an　unknown　gene（X）at　the　3’side　of　theα

gene（β）．　Unknown　genes　are　shown　by　ha匡ched爬ctangles．　The　S　region　fbr　each　CH　gen臼s　shown　by　a　naπoweロectangle

with　the　same　marking　as　fbr　the　structural　gene．　Data　taken　f十〇m　Obata　et　a1．（1981）．
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Summary

We　clo●ed　overlapping　DNA　segm舗ts　that　encor怜

pass　the　region　from　the　immunoglobu6n　JH　S寧計

ments　to　the　Cγ3　gene　of　BALB／c　mouse．　We　have

now　cloned　the　enti「e「egion｛about　200　kilobases｝

Of　the　COnStant・regiOn　gene　family　Of　the　immUnO声

globu6n　heavy　chain，　the　organization　of　which　is

5’－JH・－6．5　kb－Cμ一4．5　kb－Cδ一55　kb－Cγ3－34　kb－Cγ1－

21kb－Cγ2b－15kb－Cγ2a－14kb－C－12kb－C。－3’．　Us－

ing　these　cloned　DNAs，　we　have　characterized　sev●

e「al　St「OCtU「al　featUreS　Of　the　COnStant“「egiOn　gene

lOCi・　　There　　are　　nO　　Other　　J　　regiOn　　8題mentS　　eXCept

for　those　at　the　5’side　of　the　Cμgene．　Th●Sregion

is　5’to　each　CH　gene　except　for廿1e　Cδgeoe，　and

the　nucleotide　sequences　of　the　S　region　share

some　homobgy．　The「e　is　no「easonably　conse「vgd

pseudogene．　There　are　at　least　two　species　of　re“．

erated　sequences　sca廿ered　in　these　Ioci．　Clo而ng

and　Southern　blot　hybridization　analyses　indicate

that　the　general　OrganiZatiOnS　Of　the　heaVy●Chain

gene　I㏄i　of　8AL8／c　and　C578L／6　mice，　which

haVe　m訓y　different　8erObgiCal　markerS，　are　fUn－

damentally　similar　but　different　in　the　Iengths　of　S

regiOnS．　ReSt「iCtiOn　enZyme　CleaVage　mapS　Of　the

whole　constant・region　geng　loci　were　constructed

with　respect　to　eight　restriction　endonucleases．

Int70duction

lmrnunogbbulin（lg）heavy《H）chain　genes　comprise
afamily　of　variable（V）region　genes　and　a　set　of　the

constant（C）region　genes，　which，　in　mouse，　consist

of　eight　classes　and　subclasses：Cμ，　Cδ，　Cγ3，　C▼1，Cγ2b，

Cγ2息，C，　and　Cα．　These　CH　g舗es，　which　are　genetically

termed’g方loci，　are　so　tightly　linked　that　thousands　of

genetic　crosses　did　not　give　rise　to　a　recombinant

within　these　loci（Herzenberg，1964；Potter　and　Lie－

berman，1967）．

　　During　differentiation　of　a　single　B－lymphocyte，　a

given　VH　gene　is　first　expressed　in　combination　with

the　Cμgene　of　the　same　alielic　chromosome，　and　later

in　the　lmeage　of　the　B－lymphocyte，　the　same　VH　gene

is　expressed　m　combination　with　a　different　CH　gene．

This　phenomenon　is　called　H　chain　class　switch．

　　Hybridization　kinetic　analyses　in　which　cDNA　is

used　have　shown　that　specific　CH　genes　are　d引eted

hmouse　myelomas，　depending　on　the　CH　genes　ex－

pressed（Honlo　and　Kataoka，1978）．↑he　order　of　the

CH　genes，5’－VH　gene　fa耐ly－spacer－Cμ一Cγ3－C▼1－

Cγ2b－Cγ28－Cα一3’，　was　consistent　with　the　assumption

that　the　DNA　segment　between　a　VH　and　the　CH　gene

to　be　expressed　is　deleted，　brmging　these　genes　close

to　each　other．　Debtion　of　the　intervening　DNA　seg－

ment　durhg　H　cham　class　switch　was　confirmed　by

Southern　bbt　hybridization　analyses　of　myeloma

DNAs　in　which　cloned　lg　genes　were　used（Coleclough

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

1980；Rabbitts　et　al．，1980；Yaoita　and　Honjo，1980a，

1980b）．　Such　studies　also　support　the　proposed　order

of　CH　genes．

　　Recent　cloning　experiments　comparing　expressed

（rearranged）and　germline　CH　genes　demonstrated
that　at　least　two　types　of　recombination　are　necessary

for　the　extensive　production　of　the　lg　H　chain　gene

《Davis　et　al．，1980a；Kataoka　et　aL，1980；Maki　et　al．，

1980）．First，　V－D－J　recombination　creates　a　complete

VH　gene　by　ioining　a　germline　VH　gene，　a　D　segment

and　a　JH　segment．　The　completed　VH　gene　can　be

expressed　asμchain　because　the　Cμgene　is　located

immediately　3σto　the　JH　segment．　Second，　S－S　re－

combination　takes　place　between　the　Sμregion　and

another　S　region（S脚Sc　or　Sα）located　in　the　5’flanking

region　of　each　CH　gene，　the　complete　H　chain　gene

replacing　its　paired　CH　gene　from　Cμto　Cγ，　C．　or　Cα

gene　without　alteration　of　the　VH　regiOn　sequence．

This　mode｜，　which　is　an　elaborate　version　of　the　dele－

tion　model，　postuiates　several　important　characteris－

tics　of　the　CH　gene　structure　and　organization：the

Order　of　the　CH　genes　isas　proposed　previously　O→onlo

and　Kataoka，1978）；there　is　on｜y　one　set　of　JH　seg－

ments　located　at　the　5’side　of　the　Cμgene，　and　there

is　an　S　region　at　the　5’side　of　each　CH　gene．

　　To　test　the　model　of　the　class　switch，　we　set　out　to

clone　the　entire　region　of　the　CH　gene　family，　and

partially　succeeded　in　linking　the　Cγ3，　Cγ1，　Cγ2b，　Cγ2a，

Cぜand　Cαgenes　in　this　order（Nishida　et　aL，1981；

Shimizu　et　al．，1981；Takahashi　et　al．，1981）．　Omer

investigators　also　reported　the　linkage　of　the　JH，　Cμ

and　Cδgenes（Liu　et　aL，1980；Moore　et　aL，1981）

and　of　the　Cγ3　and　Cγ2a　ge巾s（Roeder　et　al．，1981）．

　　We　report　the　isolation　of　clones　thaUink　the　JH，　Cμ，

Cδand　Cγ3　genes．　We　have　now　completed　cloning

the　entire　region　of　the　CH　gene　family　and　have

characterized　the　whole　CH　gene　cluster．　The　results

are　in　agreement　with　the　predic60ns　onhe　d旬etion

model　described　above．

Result8　and　Discussion

lsolatbn　of　Clones了hat　Encompass　the　Region
Be㎞een　the　JH　Se口ments　and　the　Cγ3　Gene

To　link　the　Cμand　Cγ3　genes，　we　cloned　overlapping

DNA　fragments，　using　either　the　5’or　the　3’DNA

fragment　of　hitherto　unlinked　CH　genes　as　probe．　ln

the　5’flanking　reg氾n　of　the　Cγ3　gene，　we　have　already

reached　the　region　30　kb　5’to　the　Cγ3　gene（Taka－

hashi　et　al．，1981）．　We　cut　out　the　5’Eco　Rl　fragment

（5．7　kb）ofγ3－32　and　used　it　as　probe（Figure　1，
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F㎏we　1．　Organ‘zation　and　Restrid由oれEnzyme　Cleavage　Map　of　the　Ennre　Region　of　BALB／c　Mouse　CH　Gene　Cluster

S㎞」ctural　genes　are　shown　by　closed　b◎xes　a“he　top髄ne．Second　and　third脆nes　show　restriction　sites　with　symbds　indicatedパ→onzontal　arrows

under　the　third　llne　jndicate　fragmems　used　for　probes　in　this　study．　Ranges　covered　with　lsolated　clones　are　shown　in　horizontal　bars　w“h

abbreviated　names．　Dashed日nes　indにate　dθletions．　L㏄ations　of　JH　and　Cδgenes　were　frorn　Uu　et　a輻，1980；M◎ore　et　al．，1981；Newell　et　al．，

1980，and　Sakano　et　al．，1980．　Ckぬes　which　are　I㏄ated　3’toγ3－32　were　descnbed　previou司y（Nishida　et　al．，1981；Shirnizu　et　al．．1981：

Takahashi　et　al．．1981）．

probe　g）to　screen　a　Charon　4A　library　containing

partial　Eco　Rl奉digests　of　newborn　BALB／c　mouse

DNA．　After　screening　2×105　plaques，　we　obtained

one　positive　phage，　which　we　designatedγ3－13．　To

extend　further　toward　the　5’dir㏄tion，　we　cut　out　the

5’Xba　l　fragment　ofγ3－13　and　usedほas　probe
（Figure　1，probe　f）for　screening　another　library　con－

taining　Partial　Eco　RI寧digests　of　BALB／c　embryo
DNA．　After　screenmg　1．4×106　plaques，　we　isolated

five　identical　copies　of　a　phage，　which　we　designated

γ3－201．

　　We　have　already　cloned　a　13kb　Eco　RI　fragment

（lgH701）that　contains　the　C田gene（Kataoka　et　al．，

1980；Kawakami　et　aL，1980）．　Using　a　Hind　Ill　frag－

ment　of　lgH701（Figure　1，probe　c）as　probe，　we　have

isolated　from　a　newborn　mouse　DNA　library　a　clone

μ一18that　contains　both　the　JH　and　the　Cμgenes　6．5

kb　apaπas　described　by　other　investigators（Newell

et　al．，1980；Sakano　et　al．，1980）．

　　To　extend　from　the　Cμgene　toward　the　3‘direction，

we　cloned　restriction　DNA　fragments　that　were　par－

tially　purified　by　agarose　gel　el㏄trophoresis．　First，　we

isolated　an　l　t5　kb　Bam　Hl　fragment（μ一49），　using　a

Hind　lll　fragment（Figure　1，probe　c）of　lgH701（Ka－

wakami　et　al．，1980）as　probe．　Then　we　isolated　a

10．5kb　Eco　Rl　fragment（δ一89）using　an　Xba　I－Bam

Hl　fragment（Flgure　1，probe　d）ofμ一49　as　probe．

Finally，　we　cut　out　the　3’Bam　HトEco　Rl　fragment　of

δ一89　（Figure　1，probe　e）and　used　it　as　probe　to

screen　a　Charon　4A　library　containing　Partial　Hae　Ill

digests　of　C57BL／61iver　DNA．　After　screening　106

plaques，　we　obtained　a　clone　calledδ一16．　This　clone

has　regbns　over｜apping　bothδ一89　andγ3－201．We

have　confirmed　that　the　region　linked　by　the　DNA

fragment　of　C57BL／6　DNA　is　identical　to　that　of

BAしB／c　DNA　by　cbningδ一100　from　partial　Eco　Rl

digests　of　BALB／c　DNA．　ONA　fragments　isolated　by
，

other　investigators（Moore　et創．，1981；Maki　et　al．，

1981）also　indicate　thatδ一89　andδ一100　are　adlacent

Eco　Rl　fragments　h　BALB／c　DNA．　The　results　dem－

onstrate　unequivocally　that　the　JH，　Cμ，　Cδand　Cγ3

genes　are　organized　in　BALB／c　DNA　as　follows：5’－

JH－6．5　kb－Cμ一4．5　kb－Cδ一55　kb－Cγ3－3’（Figure　1）．

Organiza輔on　of　the　Entire　CH　Region　Gene　Family

of　BALB／c　Mouse

As　summarized　in　Figure　1，we　have　now　cloned　the

entire　CH　region　gene　cluster，舗compassing　about

200kb．　The　origins　and　some　properties　of　these

clones　are　listed　in　Ta回e　1．Organization　of　the　entire

CH　gene　cluster　is　5’－JH－6’．5　kb－Cμ一4．5　kb－Cr55

kb－Cγ3－34　kb－CY†－21　kb－Cγ2b－15kb－CY28－14　kb－

C、－12kb－Cα一3’，　in　agreement　with　the　origlnally　pr（テ

posed　order　of　CH　genes（Honlo　and　Kataoka，1978》．

　　Using　these　isolated　overlapping　DNA　segments，

we　determined　maps　of　several　restriction　endonucle－

ase　cleavage　sites　of　the　entire　CH　gene　cbster，　whlch

can　serve　as　a　basis　of　comparison　with　those　of　other

haplotypes　and　species．　As　shown　in　Figure　1，aBam

Hl　site　cluster　is　5’to　the　Cγ1　gene　and　a　Kpn　I　site

cluster　is　5’to　the　Cγ2b　gene，　indicating　that　these

regiOnS　Contain　tandem　repetitiOuS　sequenCes　Char－

acteristic　of　S　regions（Takahashi　et　al．，1980；Ka口

taoka　et　at，1981；Nikaido　et　al．，1981）．There　are

only　seven　Xho　l　and　three　Sal　l　sites　throughout　the

whole　200　kb　region．　Since　these　enzymes　have　a

dinucleotide　CG　in　their　recognはion　sequences，　the

scantness　of　Xho　l　and　Sa口sites　could　be　related　to

the　fact　that　the　dinucleo6de　CG　is　relatively　rare　in

the　eucaryotic　genome．

There　Are　No　Other　J　Region　Segments　Except　for

Those　5’to　the　CμGene

nis　well　estab日shed　thanhere　are　four　JH　segments

6．5kb　5σto　the　Cμgene（Newell　et　aL，1980；Sakano

et　al．，1980）．　To　test　whether　there　are　other　JH

segments，　we　used　as　probe　the　Xba　I　fragment

（Figure　1，probe　a》conta衙ng　all　of　four　JH　segments

and　hybridlzed　it　to　cloned　DNAs　encompassing　the

entire　CH　gene　family　with　some　overlaps．　As　shown

in　Figure　2，　there　are　no　hybridizing　bands　other　than

apositive　control，　even　under　very　mild　washing　con一
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Table　1、　Ust　of　Recombinant　Clones

Clonθsa Abbreviations

Sizes　of

Inserts《kb）

Structure

Genes
Directbn

of　hse膚sb

Sources

of　DNA⊂ Rest7ictiond Librarieso Refe「ences

Ch・M・‘g・μ一18

λgtwεS・lgH701

Ch28・M・19・μ一49

λg州ES・M・lg・δ一89

Ch・M・lg・δ一16

λgtwεS・M・lg’δ一100

Ch・M・lg・γ3－201

Ch・M・lg・γ3－13

Ch・M・lg・γ3－32

Ch30・M・｝g・γ3－25

Ch・M・｛g・γ3－30

Ch30・M・lg・γ3－71

Ch・M・lg・γ1一電3

Ch30・M・lg・γ1－6

Ch・M・19・γ1－3

Ch・M’69・γ1－17

Ch．MJg・γ2b－69

Ch・M・lg・Y2b－2

Ch・M・lg・γ2a－32

Ch・M・19・γ2a－9

Ch・M・lg・γ2a司1

Ch・M・lg・ε芦12

Ch30・M・19・ε一ア

Ch30．M・lg・c－6

Ch30・M・｝g・α一3

Ch30・M・lg・α一13

Ch・M・lg・α一8

Ch30・M・lg・α一27

μ一18

19H701

μ一49

δ一89

δ一16

δ一100

γ3－201

γ3－13

γ3－32

γ3－25

γ3－30

γ3’71

Y1－13

γ1－6

γ1－3

γ1－17

γ2b－69

Y2b－2

γ2a－32

γ2a－9

γ2a－11

ε一12

∈－7

∈－6

α一3

α一14

α一8

α一27

16．8

13．0

れ．5

†0．5

19．2

6．2

16．3

10．3

14．5

†4．0

18．0

12．5

17．4

14．8

14．4

12，4

18．9

173

18．7

17．5

20．0

16．4

鳩．2

19．4

17．1

16．4

15．6

17．4

JH，μ

μ

芦，δ

δ

δ

一

一

一

一

一

γ3

－

一

一

γ1

γ1

γ2b

γ2b

γ2a

γ2a

γ2a

ε

ε

ξ．α

ε，α

α

α

α

NB

NB

NB

L

8L

L

εm

N8

NB

NB

NB

N8

NB

NB

Em

Em

Em

Em

Em

Em

RPC5

Em

NB

NB

NB

NB

εm

N8

εcoRトP

Eco　RトC

Bam　HトC

Eco　RトC

Hae　nHP

Eco　RHP

Eco　R⑪’P

Eco　RPP

εco　RHP

Sau　3AP

Eco　RLC

Sau　3AP

Eco　RHP

Sau　3AP

Haθ11糾P

Hae　IIHP

Hae　OIHP

Hae‘糾P

Hae　II伺P

Hae　I‘LP

Eco　RレC

Hae　l旧P

’Sau　3AりP

Sau　3AP

Sau　3A－P

Sau　3A－P

Hae　IILP

Sau　3A－P

　S

　R，A

　A

　A

　S

　A

　S

　S

　S

　S

　R．A

　S

　S

　S

　S

　S

　S

　S

　S

　S

　R，A

■

　S

　S

　S

　S

　S

　S

　S

This　paper

Kataoka　et　al．

　　1980

This　paper

T揃spapew

This　paper

This　paper

This　paper

This　paper

Takahashi　et　al．

　　1981

Takahashi　et　al．

　　1981

Kataoka　et　al．

　　1981

Takaha訣i　　et　　al◆

　　1981

Takahashi　et　al．

　　1981

Takahashi　et　al．

　　1981

Shimizu　et　al．

　　1981

Shimizu　et　al．

　　1981

Shimizu　et　al．

　　1981

Shimizu　et　a）、

　　1981

Shimizu　et　al．

　　1981

Shir而Zu　et　al．

　　1981

Shimizu　et　al．

　　1981

Shimizu　et　al．

　　1981

Nishida　et　a1．

　　1981

Nishida　et　al．

　　1981

Nishida　　et　　a！．

　　1981

Nishida　et　al．

　　1981

Nishida　et　al．

　　1981

Nishida　et　a1．

　　1981

゜Clone　names　indicate　vectors　used、　Ch，　Charon　4　A；λgtWES，λgtWES；Ch28．　Charon　28；Ch30，　Charon　30．

bR，　direction　ol　insert　is　the　same　as　that　of　Structural　genes　of　phage　arms；L，　d▲rection　of　insert　is　reverse　to　that　of　structural　genes　of　phage

armS；B，　identiCa“nsertS　in　bOth　direCtiOns．
⊂ NB，8ALB／c　newbom　mice；L，　BALB／c　6ver；Ern，　BALB／c　embryo：BL，　C57BL／61iver；RPC5，　RPC5　rnyeloma

dp，　pamat　digests：C，　cOmplete　digests．

・ R，DNA　fragments　were　purified　by　RPC　5　column　chromatographyこA，　DNA？ragments　were　purified　by　agarose　gel　ek∋ctropho了esis；S，　shotgun

library．
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Figure　2．　Southem副ot　Hybridαabon　Analysis　with　J　Region　Probe

About　O．1　μg　each　of　cloned　DNAs　that　cover　the　entire　CH　gene

family　was　digeSted　with　Eco　R｜（㎏nes　e，　f．　g．　i，　k，1．　rn　and　n）or　with

Eco　R！＋　Hind　lll（lanes　b，　c，　d．　h，」，　o　and　p）and　subjected　to

electrophoresis　in　a　O．5％agarose　gel．　These　DNAs　were　transferred

to　a　nitrocellulose　filter．　hybridized　with　probe　a　irl　Figure　l　and

washed　under　the　mild　conditions　described　in　Exper衙enta！Pr㏄←

dures．日hidium　bromide　stain（A）and　autoradiogram（B）are　shown．

DNA　used　in　each　lane　is　as　follows：a，λα857S7　DNA　digested　with

Hind川as　sjze　marker；b，　cloneμ一18；c．μ一49；d．δ一16；e，γ3－201；

f．γ3－32；g，γ3－25；h，γ3－30；i．γ3－71；」，γ1－13：k，γ1－3：｜，γ2b－69：

m，γ2b－2；n，γ2a－9；o，γ2a－111p．←6．

ditions．　A　prolonged　exposure，　which　completely

darkened　the　positive　control　lane，　did　not　yield　any

other　band（data　not　shown），　indicatmg　that　there　are

neither　JH　nor　JH－like　sequences　throughout　the　200

kb　region．　Since　the　same　V－D－J　sets　are　used　in　lgM

and　lgG（Gearhart　et　aL，1981），　it　is　most　unlik引y　that

completely　different　JHgene　segments　are　present　for

different　CH　genes．
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Flgure　3．　Cross山ybridlzation　between　S．　and　Other　S　Regiorls

Expenments　were　pe而med　as　descnbed　in　the　Iegend　to　Figure　2

except　that　theト飼nd　ll“ragment　which　contains　the　Sロregion（probe

bin　Figure　1）was　used　as　probe．　DNA　used　in　each　lane　is　the　same

as　in　Figure　2　except　that　Iane　d　contalnsδ一16DNA　digested　with

Eco　Rl．

hom◎bgous　to　the　S声region　in　the　CH　gene　c山ster．

However，　there　are　many　other　sequences　that　cross－

hybridize，　abeit　to　a　lesser　extent，　with　the　Sμregion

elsewhere　in　the　mouse　genome（Y．　Yaoita　and　T．

Honjo，　unpublished　observations；Dunnick　et　aL，

1980；Kirsch　et　aL，1981）．　The　above　order　of　the　S

region　homology　and　the　absence　of　other　regions

homologous　to　S　regions　are　also　supported　by　similar

exper衙ents　in　which　other　S　regions　are　used　as

probes．　We　were　unable　to　detect　any　sequences

homologous　to　the　Sμregion　in　the　5’flanking　region

to　the　Cδgene，　a廿hough　h〃oδ一producing　cells　have

deleted　the　Cμgene（Maki　et　aL，1981；Moore　et　aL，

1981）．

There　ls　an　S　Regbn　for　Each　CH　Gene　Except　Cδ

The　nucleotide　sequences　of　the　Sμ，　Sγ1，Sγ2b，　Sγ3　and

Sαregions　comprise　tandem　repetitions　of　short　unit

sequences　that　contain　common　sequences　GAGCT
and　GGGGT（Kataoka　et　al．，1981；Takahashi　et　aL，

1980；Davis　et　al．，1980b；Nikaido　et　al．，1981：Dun－

nick　et　al．，1980；Obata　et　aL，1981）．

　　To　determine　whether　there　are　other　similar　se－

quences　elsewhere　in　the　CH　gene　loci　and　also　to

assess　the　degree　of　homobgy　among　S　regions，　we

hybridized　the　Hhd　lll　fragment（Figure　1，probe　b），

which　contains　the　Sμregion，　to　cloned　DNAs　encom－

passing　the　entire　CH　region　gene　family　under　mild

washing　conditions．　The　Sμprobe　cross－hybridized

most　strongly　to　the　S，　reg氾n，　folbwed　by　the　SΩ

region，　and　most　weakly　to　the　Sγ3　regbn（Figure　3）．

After　a　longer　exposure　one　can　barely　see　hybridized

bands　of　the　Sγ1，　Sγ2b　and　Sγ2、　regions　（data　not

shown）．　Thus　the　degree　of　homobgy　among　the　Sμ

region　and　other　S　regions　is　m　the　order　S，＞Sα＞

Sγ3＞Sγ1＞S＼2b＝S＼2a．　These　resuns　are　in　agreement

with　comparison　of　the　nucleotide　sequences　of　the　S

regions　thus　far　determined（Mkaido　et　al．，1981；

Kataoka　et　al．，1981；T．　Nikaido　and　T．　Honjo，　sub－

mitted　manuscript）．　The　results　also　indicate　that　there

are　no　regions　other　than　the　S　regions　which　are

There　Is　No　Well　Conserved　Pseudogene　in　the　CH

Gene　L㏄i

Many　gene　families　such　as　mouse　VH，　human　VL，α

globin，β9｜obh　and　mouse　histocompatibility　antigen

genes　contain　several　pseudogenes　that　have　well

conserved　structure　similar　to　active　genes，　but　vari－

able　degrees　ot　mutation　fata！to　their　expression

（Bentley　and　Rabbitts，1980；Givol　et　aL，1981；Jahn

et　al．，1980；Lacy　and　Maniatis，1980；Leder　et　al．，

1980：Nishioka　et　al．，1980；Proudfoot　and　Maniatis，

1980；Steinmetz　et　aL，1981；Vanin　et　al．，1980）．

　　We　tested　the　existence　of　such　pseudogenes　or　of

hidden　genes　that　have　not　been　found　but　are　ac－

tually　expressed．　We　hybridized　restriction　DNA　frag－

ments　containing　the　Cμ，　C，　or　C。　gene　to　cloned　DNAs

encompassing　the　entire　CH　region　but　failed　to　find

such　genes．　When　we　used　the　Xba　l－Hha　l　fragment

of　the　Cγ2b　gene　（Figure　1，　probe　h）as　probe，　it

hybridized　to　the　fragments（12．8　and　3．O　kb）located

around　10kb　5’to　the　CY3　gene　under　conditions　in

which　the　probe　strongly　hybridized　to　the　Cγ3　gene

（lane　b）least　homologous　to　the　Cγ2b　gene　of　the　Cγ

subclass　genes（Yamawaki－Kataoka　et　al．，1978）（Fig－

ure　4A）．　However，　the　homo｜ogy　is　not　in　the　codmg

region　but　in　the　3’flanking　regbn　because　theγ3－

25clone　DNA　hybridized　to　the　3’nanking　region（3．4
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Figure　4．　Cross－hybridization　of　the　Cγ2b　Gene　to　the　Re口ion　5’to

the　C，3　Gene

（A）Cross－hybridization　between　Cγ2b　probe　and　cloneγ3－25．　About

O．2μgeach　ofγ3－25　DNA（lane　a）andγ3－30　DNA（lane　b）that

contains　the　Cγ3　gene　as　positive　control　was　digested　with　Eco　RI（a）

and　Eco　Rl＋Hind　lll（b），　respective｜y，　and　subjected　to　electropho－

resis　on　a　O．5％agarose　gel．　The　Southern　blot　of　the　gel　was

hybridized　with　the　nick－translated　Xba　l－Hha　I　fragment　containing

the　C了2b　gene（probe　c　in　Figure　1）．　The　C73　gene　is　located　in　me　6．8

kb　Hind　lll　fragment　ofγ3－30　DNA．　Ethidium　bromide　stain（left）and

autoradiogram（right）are　shown　side　by　side．（B）Cro合hybridization

ofγ3－25　probe　to　Cγ2b　gene．　About　O．3μg　of　plgH22（Yamawak卜

Kataoka　et　al．，1979），　which　is　a　recombinant　of　pBR322　carrying

the　6．6　kb　Eco　Rl　fragment　of　the　Cγ2b　gene，　was　digested　with　Eco

Rl＋Sac　I　and　run　in　a　1．O％agarose　gel．　The　Southern　blot　of　the

gel　was　hybridized　with　nick－trans｜ated　total　DNA　of　theγ3－25　clone．

Ethidium　bromide　stain（left）and　autOradiogram（right）are　shown

side　by　side．

kb　Sac　l　fragment　and　some　partially　digested　bands）

of　the　Cγ2b　gene（Figure　4B）．　Although　another　region

14kb　5’to　the　Cγ1　gene　barely　cross－hybridized　with

the　CY2b　gene　probe　and　theγ1　cDNA　clone（pG1－6）

（Obata　et　al．，1980），　the　intensity　of　hybridizat氾n　was

much　less　than　that　found　5’to　the　Cγ3　gene，　and　so

we　did　not　characterize　this　region　further．　We　tenta－

tively　conclude　that　there　is　no　pseudogene　of　any　lg

class　that　has　reasonably　conserved　structure　like

those　in　other　gene　families　such　as　globin，　VH，　VL　and

histocompatibility　antigen　genes，　though　the　above

two　regions　remain　possible　candidates　for　a　pseudo

Cγgene　un川we　sequence　them・
　　　　　　　　　　　　　　●

There　Are　at　Least　Two　Species　of　Reiterated

Sequence　in　the　CH　Region　Gene　Family

During　isolation　of　clones　that　link　the　Cμand　Cγ3

genes，　we　found　that　some　restriction　DNA　fragments

gave　very　high　background　when　used　as　screening

probes．　When　we　screened　libraries　with　these　frag－

ments　as　probes，　one　of　three　to　five　randomly　chosen

plaques　hybridized，　albeit　with　much｜ess　intensity

than　true　positive　p｜aques．　This　made　it　difficulno

isolate　true　positive　clones　and　to　decide　whether　a

Iibrary　contains　necessary　clones．　Nucleotide　se一
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日gure　5、　Reiterated　Seq鵬nces　in　the　CH　Gene　Family

BALB／c　Iiver　DNA　was　digested　with　Bam　Hl（｜ane　a），　Hind　lll（lane　b）

or　Eco　Rl（lane　c）and　sublected　to　electrophoresis　in　a　O．5％agarose

gel．　The　Southern　blot　of　the　gel　was　hybridized　with　the　nick－

trans｜ated　Xba　l　fragment　31　kb　5’to　the　Cγ3　gene（probe　f　in　Figure

1）．

quences　similar　to　these　fragments　seem　to　be　dis－

persed　throughout　the　mouse　genome．　One　such　ex－

periment，　in　which　the　Xba　I　fragment　31　kb　5’to　the

Cγ3gene（Figure　1，probe　f）1s　used，　is　shown　in　Figure

5．All　the　lanes　containing　restriction　enzyme　digests

of　mouse　DNA　were　strongly　darkened　with　several

intense　bands　that　did　not　coincide　with　the　restriction

fragment　of　the　cbned　DNA．　We　presume　that　these

fragments　may　contain　highly　reiterated　sequences
such　as　A｜u　l　family（Jelinek　et　al．，1980）．

　　To　determine　preciselywhich　regions　inthe　CH　gene

locl　contain　reiterated　sequences，　we　hybridized　32P－

labeled　total　mouse　liver　DNA　or　the　32P－labeled　Xba

lfragment（Figure　1，　probe　f）to　restricted　cloned

DNAs　of　the　CH　region　gene　family．　The　region　around

the　Cγ3　gene　hybridized　strongly　with　both　probes

（Figure　6）．　Most　hybridizing　bands　are　common　to

these　two　probes，　indicathg　that　these　probes　contain

homologous　reiterated　sequences．　ln　addition，　a　few

bands　hybridized　only　with　total　mouse　DNA　probe，

as　indicated　by　arrows　in　Figure　6B，　No　other　regions

hybridized　Io　either　probe　except　that　weak｜y　hybrid一
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Fjgure　6．　Location　of　Reiterated　Sequences　in　the（ふGene　Family

About　O．2μg　each　ofδ一16（lane　b），γ3－201（lane　c）．γ3－32（lane　d），

γ3－25《ぬne　e），γ3－30《lane　f）．　Y3－71　（lane　g）arldγ1－13（lane　h）

DNAsぷ｝re　digested　w“h　Eco　R｜（lanes　c．　d．　e　and　g）or　with　Eco　Rl

＋　H』rxコ　III（lanes　b，　f　and　h）and　run　in　O．5％　agarose　gels．　Two

臨n鋼South㎝回αlilters　were　made．　One（B）was　hybrid泣ed　with

total　BALB／c　liver　DNA　probe（10ng　per　mil仙ter　of　hybridization

solut㎞　for　12　hr）and　the　other（C）was　hybrid立ed　with　the　Xba　l

行agment（probe　f　in　Figure　1）．　Ethidium　bromide　stairl　onhe　gel　is

sho細in　A．しane　a　containsλCl857S7　DNA　digested　with　Hind　lll　as

Sαeπ畝er．

0　　　　　　　　50　　　　　　　100　　　　　　　150　　　　　　200
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ki‘obo8●8

Figure　7．　Orga皿ization　of廿1e　CH　Gene　Family　of　BALB／c　Mouse

Locations　of　stn」cture　genes（cbsed　boxes）and　S　regions（broken－

Uned　boxes）are　indicated　on　the　top“ne．　Lengths　of　S　regbns　were

determined　by　hybriαzation　analysis（T．　Nikaido　and　T、　Honjo，　sutヶ

mitted　ma旬sc巾t｝and　maximum　ranges　of　delehons　which㏄curred

dunng　Propagation　of　phages．　These　“旬o　criteria　coincided．　An

ob｝ique」ined　box　indicates　the　region　that　is　homobgous　to　the　C、2む

probe．　The　second　line　indicates　the　bcation　of　reiterated　sequences．

Boxes　indicate　reiterated　sequences，　and　do廿ed　boxes　indicate　reit－

erated　sequences　homo｜◎gous　to　probe　f　in　Figure　1．

izing　bands　specific　to　total　DNA　probe　were　seen

around　the　C∈gene（data　not　shown）and　at　the　3”

Wanking　region　of　the　Cμgene　that　was　previously

reported　to　hybrid吃e　with　the　reiterated　sequence　of

the　nontranscribed　spacer　of　the　ribosomal　RNA　gene

（Amheim　et　al．，1980）．

　　These　results　demonstrate　that　there　are　a目east

two　kinds　of　reiterated　sequence，　one　homologous　to

probe　f　and　the　other　different　from　probe　f，　h　the　CH

region　gene　family．　The　distributbn　of　such　reiterated

sequences　in　the　CH　gene　family　is　not　random，　but

their　functional　significance　is　not　known．　Locations

of　reiterated　sequences，　S　regions　and　the　region

homobgous　to　the　3”fianking　region　of　the　Cγ2b　gene

are　schematically　represented　in　Rgure　7．
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Comparison　of　Structure　of　the　CH　Gene　Family　in

BALB／c　and　C57BL／6　Mice

BALB／c　and　C57BL／6　mice　have　different　sets　of

serological　markers　in　many　heavy　chains，　which　are

called　haplotypes．　We　have　shown　that　C57BL／6DNA

also　contains　one　copy　each　of　eight　CH　genes　by

Southern　blot　hybridization（Honjo　et　a｜．，1981；Y．

Yaoita　and　T．　Honjo　unpublished　data）．　We　have　is（》－

lated　several　CH　gene　clones　from　a　library　of　C57BL／

6mouse　liver　DNA　and　compared　their　restriction

endonuclease　maps　with　those　of　BALB／c　clones

shown　in　Rgure　1．For　the　regions　not　covered　by

isolated　clones，　we　compared　restriction　sites　deter－

mined　by　Southern　blot　hybridization　experiments　of

BALB／c　and　C57BL／6　DNAs，　using　cloned　BALB／c

CH　genes　as　probes．

　　As　summarized　in　Figure　8，　the　CH　genes　of　the　two

haplotypes　are　very　similar、　Malor　differences　be－

tween　BALB／c　and　C57BL／6　DNAs　reside　in　lengths
of　S　regbns　such　as　Sμ，　Sγ1，　Sγ2b，　Sγ28　and　S、，．　As　S

regionS　contain　tandem　repetitionS　of　short　s←

quences，　mismatching　and　unequal　crossing－over　be－

tween　un“s　of　repetition　might　occur　with　rather　high

Bdψ ‘ ↓　　‘
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Figure　8．　Structural　Comparison　onhe　CH　Gene　Families　in　BAU3／c

and　C57BL／6　Micθ

At　the　top　line，　structural　genes　are　shown　in　closed　boxes．　The

second　6ne　shows　a　restriction　map　of　BALB／c　mice，　and　the　third

line　of　C57BL／6　mice．　Only　the　restr｝ctiorl　sites　identified　in　C57BL／

6arld　their　corresponding　sites　in　BALB／c　are　shown．　Numbers

indicate｜engths（kb）of　deletions（parentheses）or　insertions（bars）in

C57BL／6　DNA　as　c◎mpared　with　BALB／c　DNA．　Hor立ontal　aπows

below　the　third　Iine　indicate　the　regions　cloned　from　C57BL／6　DNA、

frequenCy，　resulting　in　deletion　or　inser60n　of　unit

sequences．　The　variation　in　the　lengths　of　the　Sμand

Sαregions　was　also　reported　in　other　stra旧s　of　ex－

perimental　mice　and　wild　mice　as　well（Marcu　et　al．，

1980；Honjo　et　aL，1981）．　Although　the　Sγ3　region　of

the　C57BL　DNA　clone　is　O．8　kb　shorter　than　that　of

the　BALB／c　DNA　clone，　we　could　not　conWrm　the

difference．in　the　Southern　blot　analyses．　The　differ－

ence　might　be　due　to　deletion　during　propagation　of

the　phages．　We　tentatlvely　conclude　thaけhe　Sγ3　re－

gion　is　identical　in　C57BL　and　BALB／c　DNAs．

　　We　find　a　new　Xba　l　site　3‘to　the　Cμgene　of　C57BL／

6．ln　addition，　if　one　chooses　restriction　fragments

encompassing　S　regions　of　different　lengths，　one　can

distinguish　alleles　of　the　CH　gene　in　FI　mice　or　hybrid－

omas　made　between　different　strains　（Yaoita　and

Honjo，1980b）．　Structure　of　the　CH　genes　seems　to
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be　more　conserved　among　mouse　strains　than　VH
genes，　which　show　considerable　difference　in　restric－

tbn　fragments（Kataoka　et　al．，1982；Honlo　et　al．，

1981）．

εxp●「6㎜tal　P「OC●dur●8

part　by　grants　from　the　Ministry　of　Education，　Science　and　Culture　of

Japan，　from　Toray　Science　Foundation，　from　Mitsublshi　Foundation

and　from～a“o　Foundation、

　　The　costs　of　publication　of　this　article　were　defrayed　in　part　by　the

payment　of　page　charges．　This　artiCle　must　therθfOre　be　hereby

marked’‘adveぴsemenr’in　acco了dance　with　18U．S．C．　Sec60n　1734

solely　t◎indicate　this　fact．

旬b佃d818
We　obtainedα一a2P4CTP《spec、　act．2－3000　Ci／mmole）カorn　Rad←

ochemical　Center．　Eco　RI，　Bam　HI　and↑41igase　were　prepared　as

descnbed　prevbusly（Honl◎et　al．1979）．　Other　enzymes　were　purチ

chased　from　New　Eng｜and　Bioしabs，　Bethesda　Resθarch　Laboratories

and　Takara　Shuzo　Ud．　and　used　according　to　their　recommendations．

Bacte「ia｛stra栢sξo「in　vit「o　Packa9納9　were　obtalned　f「om　F．　Bla廿neT．

U匂ar㎞and　Cloning
We　used　several　libraries◎f　BALB／c　embryonic，　newbom　or　6ver

DNA　that　were　constructed　in　different　ways，　because　none　of　these

爾b「aneS　was　rea甜y　Cαnplθte　even”ほsatiSfjed　the　statjs社cal　calCu－

｜ations．　Libraries　of　par6al　Hae　lll　digests　of　BALB／cembryo　DNA　in

Charon　4A（Bla廿ner　et　al．，197η，　paπial　Eco　RP　digests　of　BALB／c

embryo　DNA　in　Charon　4A　and　pamal　Hae　Ill　digests　of　C57BL／6

6ver　DNA　in　Charon　4A　were　gifts　from　P．　Leder，　J．　Adams　and　J．　G．

Se▲dman，　respectively．　Numbers　of　mdependent　phages　are　s　x　105，

1　×　106and　6　×　106，　respectively．　Libranes　of　pa面al　Eco　Rl　and

pa「tial　Eco　RI・diges給of　newbom　8AしB／c　rnouse　D～A　we「e　pr合

pared　as　descrbed《Maniatis　et　aL，1978；Kataoka　et　al．，1982；N．

Takahashi，　unpub6shed　results⊃．　Par6al　Sau　3A　digests　of　newbom

BALB／cπ10use　DNA　ranging　from　12kb　to　19kb　were　prepared　by

agarose　gel　dectrophoresis，目gated　to　outer　fragments　of　Charon　30

（Uu　θt　al．，　1980），　packaged　｝n　v｝tro　（Bla牡ner　et　al．，　1978）　and

screened　directly　w“hout　propagation　because　sizes　of　Plaques　a「e

so　different　from　each　other　that’we　were　afraid　of　selective　pro∬fer－

ation　of　unexp㏄ted　phages；2to　6　x　1（戸plaques　were　screened

each　time．　Screening　was　pe市med　as　described《Shi耐zu　et　al．，

1981），by　the　method　of　Benton　and　Davis‘1977）．

　　Clonesμ一49，δ一89　andδ一100　were　obtained　as　follows．　Complete

Bam　HI　and　Eco　RI　digests　and　pa西al　Eco　RI　digests　of　BALB／c　liver

DNA　were　separated　by　agarose　gel　electrophoresis，　and　fragments

of　appropriate　sizes　were　Iigated　to　outer　fragments　of　Charon　280r

λΩtWES（Leder　et　al．，197ア），　R㏄ombinant　phage　DNA　was　packaged

in　vitro　and　scrgened　as　descWbed　above．　We　screened　3×105　to

106plaques　and　us岨6｛y　iso‘ated　mαe　than　thre8　indeρendent　but

identical　clOneS　cOntaining　inSertS　in　b◎th　direc60nS　relative　tO　phage

ams．　Cloning　experiments　were　performed　according　to　Japanese

gu▲delines　for　recombinant　DNA　research．

So図袖1ern　810t　Hybridiz8tion

High　molecular　weight　DNAs　of　8ALB／c　and　C57BL／61ivers　were

obtained　as　described（Yaoita　and　Honlo　1980a，1980b）．　When　totaI

DNA　was　used，1－3μg　of　DNAs　were　digested　by　appropriate

restricUon　endonucleases，　subjected　to　electrophoresis　in　O．5％aga’

ros●g剖s　and　transferred　to励trocθ月ωose　fjners　8s　described《South・

ern，1975）．　When　cloned　DNAs　were　used，　amounts　of　DNAs　were

decreased　to　O．1－0．3μg　per　Iane．

　　DNA　fragments　used　as　probes　werg　labeled　withα・32Pイ」CTP　by

而ck　trans｝ation　to　specific　activity　200－1000　cpm／pg（Ma而atis　et

創．，1975）．Hybrjdization　was　carried　out　in　1　M　NaCl　at　65°C　as

descnbθd　prevbusly《Honlo　et　al．，1979）．　Str袖gent　washing　condi－

WOnS　indicate　that川terS　were　washed　foUr　6mes《40　mlnθaCh｝in　O．1

xSSC《1×SSC　is　O．15MNaCl，0．015Msodium　citrate）and　O．1％
SDS　at　65°C，　and　mild　condi60ns　indicate　finers　were　washed　three

Wmes《15min　each）in　the　same　buffer　at　50°C．
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be　immunoglobulin　heavy　chain　loci　o“he　mouse　contain　eight

測ylinked　genes伽t　enc①de　the　cons伽t　region｛C）of仇e

皿皿oglobulin　heavy　chains（H）．　As　no　recombina60n
lcurred　within　the　immunoglob曲n　CH　gene　loci　8mong　more
an　3，000　cr・sses　of　mice’－3，　the　m・use　CH　genes　were　believed

be　inherited　as　a　set，　designa‘ed　the　19カ　haplotype・Recent

・lecular　cl・ning　experiments口ha・e　dem・nstmted也a“he

ganization　o“he　mouse　Jg力Ioci　of　BALB／cσgゐ・haplotype）

　5’・Cμ・（4．5　kilobases　IkbD・Cδ・（55　kb）・Cγ3－（34　kb）・Cγ1・

1kb）・Cγ2b・（15　kb）・Cv2．・（14　kb）・C虻・（12kb）－Cα・3’．　　　The

・uctuml　analyses　of　four　Cv　subclass　genes　ha▽e　shown　that．

器㌔ぽ：㍑㌃ぽ：＝蒜麟。繋1艦
nson　of　the　nucle①tide　sequences　ohhe　Cγ1，　Cγ2b　and　Cッ2．

nes　has　shown　th田lim“ed　p①rtions　o卜the　C7　gene　are
nser▼ed　between　cdmpared　pairs　of　the　Cγge皿es12．　The

5u“s　imply重hat　the　nucleotide　sequences　of　the　Cγgene

抑ents　ha▼e　been　exchanged　by　recombination　among
ated　clustered　genes．　SimUar　studies　on　the　Cγ2。　gene§of

feren日叩1・types，㎏力’and㎏占b，　ha▼e　als・suggested　th副

≧se　two　types　of　C．為gene　have　nndergone　recombinationaI
change　of　a　part　of　the　gene　sequence13．　These　results　imply，

contms“o　the　preパous　belief，　that　fre叩ent　recombin副ionaI

ents　have　taken　place　within　the㎏力loci　and　that　their

CleOtide　Se叩enCeS　ha▼e　been　rearranged　d頭ng　e▼ObtiOn・

》re　we　present　direct　evidence　that　g　Japanese　wild　mouse，

ロ∫η祖∫cμ缶sηロo∫o∬’πμ∫，contains　dupUcated　C72．　genes　whne

≧c・py　numbers　of　the　neighbomng　CH　genes，　that　is，　the

1，Cγ2b　and　Cεgenes，　remain　constant・The　resu“s　indic誕e

“the　duplicated　C．2．　genes　of　M　rπ・mo’os5∫π“5　aros曲om

equal　crossing・over　between　homolog皿s　chromosomes・
During　our　evolutionary　study　of　immunoglobulin　CH　genes

．Y．　and　T．H．，　in　preparation）we　found　that　DNAs　of　the

）anese　wild　mouse　M．　m．　molo∬i朋∫had　several　extra　restric－

nDNA　fragments　which　hybridized　with　a　q2b－q2。　probe，

．ereas　DNAs　of　many　laboratory　strain　mice　had　a　single

　gment　for　each　Cγgene｛ref．6and　Y．Y．　and　H．T．，　in

∋paration）．　DNA　of　M．　m．　pη010∬仇μ5　had　four　EcoRI　frag－

　）nts（12，9．3，5．6　and　1．85kb）hybridizing　with　a　Cヤ2ドCγ2、

）be　in　addition　to　the　23－kb　C午2、　and　6．6－kb　CT2b　fragments

lich　are　shared　by　BALB／c，　C57BL　and　other　inbred　strain

ce6．　We　used　the　q2b　gene　fragment（probe　b　in　Fig．1｝as

　｝robe　for　both　q2、　and　q2b　genes．　The　Cy2。　gene　fragments

　re　usually　less　iptense　than　the　Cγ2b　gene　fragment　because

　：C▼2、gene　sequence　was　detected　by　cross－hybridization　to

　‘art　of　the　probe．　As　the　12・and　5．6－kb　fragments　were　less

　ense　than　the　9．3－and　1．85－kb　fragments，　we　presumed　that

　lformer　fragments　are　the　Cヤ2、9ene．

　ro　determine皿equivocally　which　of　the　above　EcoRI　frag－

　lnts　are　the　Cv2、　gene，　we　used　as　a　probe　the　restriction

　qA　fragment　that　contains　the　3’half　of　the　intervening

　　luence　between　the　coding　sequences　for　the　CHI　domain
　　』the　hinge　region　of　theγ2a　chain（probe　c　in　Fig．1）．　This

　　）be　has　little　cross－hybridization　with　the　Cヤ2b　gene12．　As

　　）wn　in　Fig．1α，　DNA　of　an　individual　M．仇レη010∬加μ∫

　　）use｛which　was　trapped　at　Mishima，　in　Honshu　Island）has
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Fig．1　Southern　blot　hybridizanon　of　M．　m．　molo∬mμ∫liver　DNA　with

C、280r　qzドC、2。　gene　probe．　High　molecular　weight　DNA　was　extracted

from　each　individual　liver　of　a　wild　heterozygous　M．　m．　pno∫o∬輌ημ∫　or

inbred　M．　m．　mo’o∬mμ∫mice，　or　from　hvers　of　BALB／c　mice　as　described

previously2u．　We　used　three　individua｜mice　of　inbred　M．　m　molo∬inμ∫

which　are　derived　from　wild　mice　trapped　at　T臼ne，　Hokkaido　Island．These

mice　are　designated　as　Mol．　Ten　Undivid岨l　numbers　IOIパ02　and　103L

The　other　individual　mouse　of　mbred　M．　m．　molo∬lnμs．　designated　as

MOL．　A，　is　the　progeny　of　wild　mice　trapped　a！Anlo．　Aichi、　Honshu

Island．　DNAs　U．5μg　each）were　digested　withεcoRれα，ωor　Hlnd川
に｝，electrophoresed　in　a　O5弓もagarose　gel　and　transferred　to　nitrocellulose

6hers　as　previously　describedコII．21．　Probes　used　are　Cv三a　｛probe　c）for　α

and　b　and　Cv2ドC、2．〔probe　bいfor　c．　Probes　were　labelled　by　mck－

translation　and　hvbridized　as　described　elsewhere2‘‘’⊇2．　Origins　of　DNAs

used　are　as　fo｜lows：lane　l，awild　M．　m．γnolo∬iη“∫jane　2，　Mol．　Ten　1031

1奢he　3，　Mol．　Ten　IO2Jane　4．　Mol．　Ten　lOIJane　5、　MOL．　Al　lane　6，

BALB／c．　A　restrictlon　endonuclea5e　cleavage　map　ar皿nd　theら2、　gene

ohhe　BALB／c　mouse　and　fragments　used　br　probes　are　shown　at　the

bottom．Data　for　the　restriction　map　are　taken　from　ref．4．Structural　genes

are　shown　in　closed　boxes．　Numbers　above　and　below　the　top　line　indicate

the　slzes｛kllobases）of　EcoRI　and　HごndHHragments、　respectively．　which

are　described　in　the　present　study．　Horizontal　arrows　under　the　top　line

indicate　the　fragments　used　as　probes：a．6．6－kbεcoRI　fragment　ofγ1

gene】n；b，4－kb　Xbol－Hhd　fragment　of　q2b　genellwhich　hybridizes　to
not　on｜y　the　C▼2b　gene　but　also　the　C、2．　gene4三↓」：c．217－base　pair　1イαdll

fragment　of　Cv2a　gene　which　comams　the　5’12　base　pairs　of　the　hinge

region　exon　and　the　3’half　of　the　intervening　sequence　belween　the　CH】

domain　and　the　hinge　region　exons】二；d．2－kb　BαmHI－H↓ηd川fragment

　　of　C．　genes．↓and▲indicateεcoRl　and　Hlndlll　sites．　respectiveiy．

three　EcoRI　fragments（23，12　and　5．6　kb）that　hybridize　with

the　C万2。　probe．　The　results　seem　to　indicate　that　the　Cγ2。　gene

is　duplicated　in　this　wild　mouse，　although　the　presence　of

heterozygous　Cγ2a　gene　cannot　beεxcluded・

　　We　next　examined　DNAs　of　four　individual　mice　of
M．m．η1010∬仇μ∫which　have　been　maintained　in　laboratorles
by　fulLsibmating　for　l　l　generations　in　the　MoL　Ten　strain　and

for　23　generations　in　the　MOL　A　strain．　The　Mo1．　Ten　straln

was　derived　from　wild　mice　caught　at　Teine　in　Hokkaido　Island

and　the　MOL．　A　strain　from　those　caught　at　Anjo　in　Honshu

Island．　EcoRI　digestion　of　DNAs　of　these　MηLη10／os5加μ5

strains　gave　two　DNA　fragments（12　and　5．6　kb｝which　were

identical　for　the　two　stralns，　whereas　DNA　of　BALB／c　mice

had　a　single　EcoRI　fragment　of　23　kb（Fig．1b）．　The　results

strongly　supPort　the　idea　that　M．　m．η10’o∬∫nαs　has　the　dupli－

cated　C▼2a　genes，　one　of　which　is　located　in　the　12－kbεcoRI

fragment　and　the　other　in　the　5．6－kb　fragment　One　can　still

argue　the　possibility，　however，　that　M．ηL　molo∬加μ∫has　intro－

duced　point　mutations　which　have　created　new　EcoRI　sites，

thus　converting　the　23－kb　fragment　into　the　12－and　5．6－kb

fragments．
　　To　exclude　this　possibnity，　we　used　another　restriction
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Fig・3　Resthctめn　map　of！wo　cloned　C、ユ．　genes　of　M．η1．　mo∫θ∫∬1川4∫、

High　molecular　weight　DNA　of　Mol．　Ten　103　was　d‘gested　w“hεごoRI　to

compleuon　and　the　d喰es【s　were　frac！ionated　hy　6ectrophoresis　m　a〔｝5層’・．

a2arose　gel．　Fragmems　of　5．6　and　l2kb　were　conected　and　hgated　tρ

λgtWES　arms　as　descrlbed　prevlousl、り，　Ugated　DNAs　were　packa2ed　I鋸

むlrro　and　sqreened　with　BALB’cC、ごトーC、ユ8　probe　旧robe　b　In　Fig．　b　as

deschbed　elsewhere4．　Two　and　three　idenUcal　clones　were　isolaこed　from

5．6－and　I2－kb　fragments、　respecti、司y．　Inserts　ol　A　gtWES・Mo卜v2a－S

ぽ．6kb）andλgt“『ES・Mo卜γ2a－56　t　12kb）are　shown　bv　horizontal　bars．

Cbsed　boxes　indicate　struαure　genes，　Res【riction　enzyme　cleawage　sites

　　　are　mdicated　as　follows：▼．εωR上▲．　H‘ηd111；◆．κ角ol：↑．　Bg1L

日窟．2　Southem　blot　hvbridizaUon　of　M．　m．　mo／o∬mμ∫hver　DNA　with

C、］or　C，　probe．　DNAs｛15μg　each）were　dtgested　withεωRいωor

Hmdlll｛わ）and　electrophoresed、　blo“ed　and　hvbndlzed　as　described　in

Fig・1｜egend　except　tha【probe5　used　are　C、1〔probe　a　in　Fig．りforαand

C、ゆrobe　d　in　Fig．いforわ．　Origins　of　DNAs　used　in　lanes　indicated　were

　　　　　　　　　　　the　same　as　described　in　Fig．　I　legend．

enzyme，　H仇dlll．苗ηdlll　digestion　ofルf〃L　mo∫o∬fπμ∫　pro－

duced　the　9．0－kb　Cv2b　fragment　and　the　6．5－kb　q2、　fragment，

both　of　Vhich　are　identical　in　size　to　those　of　BALB／c　DNA

｛Fig．1c）．　However，6．5－kb　bands　of　the　Cγ2、　gene　ofルf．　m．

mo’o∬i肋∫DNAs　are　about　twice　as　dark　as　that　of　the　BALB／c

DNA．　In　contrast，　the　intensity　of　the　q2b　gene　bands（9．O　kb）

remains　the　same　among　DNAs　of　M．　m．　pη010∬加μ5　and

BALB／c　mice．

　　To　examine　whether　neighbouring　CH　genes　are　duplicated，

we　analysed　the　Cvl　and　C。　genes．　As　Fig．2clearly　shows，　the

intensity　and　size　of　the　Cvl　and　C，　genes　in　these　wild　mice

are　indistinguishable　from　those　of　BALB／c　mice．　We　have

also　found　that　the　Cv3　gene　is　not　dupllcated（data　not　showm．

Previously．we　showed　that　the　number　of　the　Cμand　Cαgene

fragments　of　Mη1．〃10’o∫∫仇μ∫　are　identical　to　those　of　rnany

laboratory　inbred　strain　mice　although　the　sizes　of　thefragments
vary　slightly‘．

　　We　have　further　cloned　two　DNA　fragments，　each　containing

acomplete　C▼2．　gene，　from　DNA　of　an　individual　M．　m．
moわ∬仇μs．　One　C、2a　gene　is　located　in　the　l2・kb　EcoRI　frag－

ment　and　other　in　the　5．6　kb　EcoRI　fragment（Fig．3）．　The

restriction　sites　m　the　cloned　DNA　fragments　are　consistent

with　those　determined　by　Southern　blot　analyses．

　　These　resuhs　demonstrate　that　M　m．　mo’o∬仇μ5　has　a　new

haplotype　which　contains　the　duplicated　C▼2、　genes．　In　spite　of

the　fact　that　these　four　mice　are　derived　from　two　independent

populations　in　di行erent　islands　of　Japan，　the　mice　seem　to　have

asimilar　haplotype，　indicating　tha口his　haplotype　is　widely

distributed　among　vari卯s　local　colonies　of　M．　m．　pη010∬mμ∫．

　　Lieberman　and　Potter14　analysed　allotype　markers　of　serum

immunoglobulins　of　homozygous　M　m．　molo∬∫ημ∫（Kyushu）

and　found　that　this　wild　mouse　had　IgG2aa　markers　in　addition

to　the　IgG　1ト，　IgG2bb，　IgG2aトand　IgAb　markers．They　proposed

that　this　haplotype　is　created　by　unequal　crossing－over　between

the∫g方a　and」㎏バhap1otypes．　Using　monoclonal　antibodies

which　can　distinguishαand　b　allotypes，　Herzenberg　and　his

associates｛personal　communicatiom　also　found　that　two
indMdual　mice　of　inbred　M．　m，｝ηo∫o∬仇μ∫｛Mo1．　Ten　strain）

have　two　allotypes　of　IgG2a，　na皿ely　IgG2aa　and　lgG2ab．

Because　the　restriction　sites　around　the　coding　regions　of　the

Cv2b　and　Cヤ2。　genes　are　well　conserved　between　C57BLぱgゐh）

and　BALB／cσgんα）6’9，　we　are　unable　to　correlate　the　q2。　gene

fragments　with　serological　markers．　The　restriction　map　of　the

cloned　Cv2b　gene　of　M　m．ノηo’o∬碗μ∫　is　di什erent　from　those

of　BALB／c　and　C57BL｛A．S．創α1．，　m　preparation）．　As　Fig．4

shows，　it　is　therefore　likely　tha“he　duplicated　Cγ2．　genes　of

M．pη．　pηo’o∬1ημ5　arose　from　unequal　crossing－over　between

two　di鉦erent　haplotypes　which　must　be　characterized　and
identi6ed　by　nucleotide　sequence　determination．

　　Since　immunoglob山n　allotypes　are　distributed　among
various　subspecies　of　M．　mμ∫cμ1μ∫，　the　allotype　seems　to　have

evolved　before　the　divergencc　of　the　subspecies　ofルf．η1μ5cμ∫μ∫．

The　duphcation　of　the　C▼2、　gene　must　have　taken　place　after

the　divergence　of　M．η1．　mofo∬mμ5　and　M．　m．40”1θ∫ricμ5，　an

estimated　one　mnlion　years　ago15“17．　Duplication　of　immuno－

globulin　genes　has　also　been　suggested　in　humans　by　serological
studiesl8・19．

　　εcoRI　digestion　of　DNA　of　the　6rst　heterozygous　M．〃1．

mo’o∬i旭∫mouse　pToduced　three　Cv2、　gene　fragments（23，12

and　5．6　kb｝and　three　q2b　gene　fragments⑲．3，6．6　and
1．85kb）．　It　is　now　clear　that　the　12－and　5．6－kb　CY2。　gene

fragments　are　located　on　one　chromosome　and　the　23－kb　q2、

gene　fragment　on　the　other．　We　also　know　tha“he　6．6－kb　Cγ2b

gene　fragment　is　derived　from　the　chromosome　containing　the

duplicated　Cγ2。’gene．　Consequently，　the　other　chromosome

should　contain　two　C、2h　gene　fragments　l9．3　and　1．85　kb）and

one　q2。　gene（23kbl．　h　is　not　clear　whether　these　two　EcoRI

fragments　of　the　C∀2h　gene　are　due　to　the　gene　dupncation　or

Fig・　4　　A　　possible　recornbinanon　thal

created　　duplicated　　C、z冶　　genes　　with

different　　all〔、types．　　ロ，　　schematic　　rcp－

resentation　o「heterozygous　mouse　chromo－

somes　conlainmg　two　di日erenl　C、2鎗genes．
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lupper）the　C、：捨　gene　has　heen　deleted，
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an　ance5⑩r　o臼he　present　chromosome　m
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to　the　introduction　of　new＆oRI　sites　by　point　mutat▲on．

　　The　number　of　CH　genes　has　been　thought　to　be　invariant

among　inbred　strains，　although　de6nitive　proof　is　lacking．　Pre－

vious　studies｛ref．6and　Y．Y．　and　H．T．，　in　preparation｝using

Southern　blot　analyses　indicate　the　presence　of　a　single　gene

for　each　of　the　CダC71，Cγ2b，　q2。，　C，　and　C。　genes　in　many

mbred　strains　including　BALB！c，　C57BL，　AKR，　AJ，NZB　and

SJL．　It　may　be　safe　to　conclude　that　inbred　strains　mentioned

above　have　similar　sets　of　CH　genes　ahhough　they　have　con－

siderable　divergence　in　the　nucleotide　sequence．

　　We　thank　Dr　L　A．　Herzenberg　for　providing　us　with　unpub－

lished　data　of　allotype　analyses　and　Miss　F．　Oguni　for　assistance

in　preparing　the　mawscript．　This　investigation　was　supported

in　part　by　grants　from　the　Ministry　of　Education，　Science　and

Culture　of　Japan，Torev　Science　Foundation，Mitsubishi　Science

Foundation　and　Naito　Foundation．
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