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論文内容の要旨

〔目的〕

IgMの H鎖 (μ鎖)のみを産生している Pre-B細胞において，将来産生するであろう免疫グロプリ

ンの L鎖の特異性もすでに決定されているのかどうか，又，マイトージェン以外に，細胞融合によっ

ても Pre-B細胞に免疫グロプリンの産生，分泌を誘導することができるのかどうかを， Pre-B 細胞

腫場株を用いて検討した。

〔方法ならびに成績〕

細胞質内にμ 鎖を有するが， L鎖は産生せず，細胞表面 IgMや分泌型の IgM を産生していない Pre­

B細胞腫蕩株， 70Z/3 細胞 (TK欠損株)と，非分泌型ミエローマ， P3 U 1 細胞 (HGPRT欠煩株)を，

ポリエチレングリコールにより融合させ， HAT選択培地により融合細胞を選別，寒天培地にてクロ

一二ングを行ない， 7 つのクローンを確立した。これらのハイブリドーマは，両親株の総和に近い染

色体数を有し，蛍光染色法により， 7 つのクローンのうち 4 つが細胞質内に IgM を有することがわか

った。又，これらの 4 つのクローンは，培養上清中に IgM を分泌していることがラジオイムノアッセ

イにて確認された。これらの分泌されている IgM が， 7 S サブユニットか19 S ペンタマーかを， SDS 

-PAGEで検討した。細胞を 14 C- アミノ酸含有培地で 8 H年間培養し，培養上清を抗 IgM抗体と Sta-

phylococcus aureus Cowan 1 で処理した後，非還元状態で SDS-PAGE を行なった結果， IgM ミ

エローマ蛋白， MOPC-104E と全く同じ移動度を示した。え，還元状態で SDS-PAGE を行なった

場合にも， MOPC-104Eの H， L鎖と同じ位置に μ 鎖， x 鎖が泳動されていることがわかり，ハイプ

リドーマが分泌している IgM は 19Sペンタマーであり， μ 鎖は分泌型であることがわかった。親株の
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一方として用いた非分泌型ミエローマ， P3 Ul は，もとは IgG を分泌しているミエローマであったこと

から，このハイブリドーマの分泌する IgMの μ鎖は， 70 Z/ 3 細胞由来と考えられる。一方，ハイブリ

ドーマにおいて産生された x 鎖が， 70Z/3 細胞由来か， P3 U1 細胞由来かを知るために，非平衡二次

元電気泳動を行った。 70Z/3 細胞は，リポ多糖体 (LPS) 刺激により x 鎖の産生が誘導され，細胞表

面に IgM をもつことが知られているので， LPS刺激した70Z/3 細胞を x 鎖のソースとして用いた。

一方， P3 U 1 細胞は非分泌型ミエローマなので，それが由来した IgG分泌型ミエローマ， X63 を x 鎖の

ソースとして用いた。その結果，ハイプリドーマの x 鎖は， LPS 刺激した 70 Z/ 3 細胞由来x 鎖と同

じ位置に泳動され， X63細胞の x 鎖とは異なることが示され，ハイブリドーマにむいて誘導されたx

鎖は， 70Z/3 細胞遺伝子由来であることが明らかとなった。次に，ハイブリドーマの産生する IgM

のイディオタイプと， LPSで誘導さ.れた 70Z/3 細胞表面 IgMのイデイオタイプが同じものであるか

否かを，ハイブリドーマ由来の IgM に対する抗イデイオタイプ抗体を作成して検討した。 1 つのハイ

ブリドーマクローンの IgMに対して作成した抗イデイオタイプ抗体は，他のクローンの IgM とも特異

的に結合するが，他のミエローマの IgMや IgG，正常血清とは反応しないことが明らかとなった。ラ

ジオイムノアッセイの結果より，この抗イデイオタイプ抗体は， μ 鎖とは部分的にしか反応しないこ

とより，ハイブリドーマ IgMのイデイオタイプは， μ鎖， x 鎖両方により担われていることがわかる。

次に，この抗イデイオタイプ抗体で， LPSで誘導された 70Z/3 細胞表面の IgM を蛍光染色した所，

細胞表面に誘導された IgMは，どの細胞においても，すべて同じイデイオタイプをもつことが示され

た。

総括〕

Pre-B細胞株として知られる 70Z/3 細胞と非分泌型ミエローマとの細胞融合により， Pre-B細胞

遺伝子由来の19S IgM の分泌が誘導されうることを示した。 70Z/3 細胞の LPS刺激は ， x 鎖の産生

を誘導し，細胞表面に IgM を出現させるが， IgMの分泌を I誘導することはできない。しかし，ミエロ

ーマとの細胞融合によっては，細胞表面 IgM を誘導せず，分泌型 IgM を誘導した。このことは，すで

に遺伝子レベルで明らかにされている膜型及び分泌型μ 鎖に対して，細胞融合がmRNAのスプライシ

ングの変化を誘導したことを示唆する。又， 19S IgMの産生は，細胞融合がx 鎖のみならず， J鎖遺

伝子をも活性化したことを示唆する口又，細胞表面に抗原結合基としての免疫グロプリンレセプター

を表出していない Pre-B細月包が， LPS刺激によっても，細Jj包融合という子段によっても，全てのク

ローンに同じイデイオタイプをもっ IgM を産生したことは， Pre-B細胞のレベルにおいて，将来どの

抗原に対応する抗体を作るかという特異性の決定が すでになされているということを示すものであ

ある。

論文の審査結果の要旨

本研究は Pre-B細胞 (70Z/3 )と，非分泌型ミエローマ (P3 U 1細胞)を融合させ ， Pre-B細胞由
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来の198 IgMを産生分泌するハイプリドーマクローンをっくり，そのイディオタイプを解析すると，

これらクローンでは同-であるところから， Pre-B細胞レベルにわいて 将来つくられる抗体の特異

性が決定されていることを明らかにしたものである。

B細胞系の分化の研究に寄与するところ大である。
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