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し みず
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〔目的〕

近年の遺伝子工学的手法による研究により，免疫グロプリン遺伝子の構造が詳細に解析された。未

分化型と発現型の遺伝子の構造の比較から，本庶とその共同研究者は免疫グロプリン H鎖遺伝子群が

分化の過程で二段階の組み換えを起して発現型に変換されるという「二段階組換えモデルJ を提唱し

た。本研究では，このモデルから予想される免疫クロプリン H鎖遺伝子群の構造を直接DNA レベル

で検証するため，マウスの本遺伝子群の全領域を一連の DNA断片として単離解析しこのモデルを検

証することを目的とした。

〔方法及び成績〕

1 .マウス免疫グロプリン H鎖定常部遺伝子群全領域の単離

適当な制限酵素を用いて BALB/cマウス DNA を部分分解した断片を，入ファージのベクターに組

み込んだ遺伝子ライブラリーより 既に単離されていたμ ， �' 3, �' 1, Y 2 h, E ， α の各遺伝子をプロー

プとして多数のクローンを単離した。これらのクローンを相互の部分的重複を利用して，もとの染色

体上の配列順序に従って並べた。このようにして並べられたクローンの両端に位置する断片を単離し

た後再びプロープにし，ライブラリーから次のクローンを単離した。この操作をくり返すことにより，

マウス免疫グロプリン H鎖定常部遺伝子群のほぼ全領域を単離できた。上述の方法で得ることが出来

なかったS 遺伝子及びその 3'側は，該当する DNA断片をアガロースゲル電気泳動により部分精製し

たのち入ファージベクターに組み込み クローンを単離した。これにより， BALB/cマウスの本遺伝

子群の全構造が， 5' 側より， JH -6.5キロ塩基対 (kb) -μ-4.5 k b -ﾔ -55 k b-�' 3 -34 k b -Y 1 -21 k b -�' 2 b 

。
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15 k b-y 2 a -14 k b-E -12 k b-α であることが決定された。

2. JH 遺伝子の存在位置

本遺伝子群の全領域をカバーするクローン DNAのどの領域がμ 遺伝子の 5'側に存在する JH遺伝子

とハイブリダイズするかを検討することにより ， JH遺伝子が他にも存在するかを検索した。その結果

JH 遺伝子はμ遺伝子のグ側以外には存在しないことが証明された。

3. S (スイッチ)領域の存在

μ遺伝子と JH遺伝子の中間に存在する Sμ領域をプロープとし，単離された全領域中に存在する類

似配列を検索した。このプロープは各遺伝子のグ側に存在する各 S領域とハイブリダイズし，その強

さは強い順に Sε ， Sα ， Sy 3 , Sy 1 , SY2b== Sγ 2aで、あった。この結果は塩基配列決定による解析結果

と一致した。これらの領域以外に Sμ プロープとハイブリダイズする部分は本遺伝子群内には存在し

なかった。

4. 偽遺伝子の検索

各構造遺伝子をプロープとして単離された領域内に偽遺伝子または未発見の遺伝子を検索したが，

免疫グロプリン遺伝子とよく類似した構造は存在しなかった。

5 .ゲノム中に散在する高頻度反復配列の検索

本遺伝子群全領域をカバーする DNAを，マウス全 DNA と，高頻度反復配列のみが検出される条件

下にハイプリダイズさせた。この結果少なくとも 2 種類の高頻度反復配列が本領域内に存在すること

が明らかとなった。

6. BALB/cマウス免疫グロプリン H鎖定常部遺伝子群の制限酵素地図の作成

本研究により単離されたクローン DNA を用いて，本遺伝子群全領域にわたる制限酵素切断部位地

図を， EcoRI , HindIII , BamHI, Xbal , Xhol , Kpnl , Sacl , Sa lIの 8 種について決定した。

7 . BALB/c と C57BL/6 両マウスの本遺伝子群の構造比較

BALB/c とハプロタイプの異なる C57BL/6 マウスからも多数のクローンを単離し，制限酵素地

図を BALB/cマウスのものと比較した。単離できなかった部分については全DNAの Southern法によ

る比較を行なった。両マウスの本遺伝子群は非常によく類似した構造をしており，主な相異点、は S領

域の長さであった。

〔総括〕

1 .遺伝子歩行法により BALB/c マウスの免疫グロプリン H鎖定常部遺伝子群全領域，むよそ 200

kb を単離した。

2. 本遺伝子群の構成は 5'-JH - ，u -ò-Y3-Y1- y2b-Y2a-E-α ー 3' である。

3. JH遺伝子はμ遺伝子のY側にのみ存在し ， ò を除く各遺伝子の 5' 側には S領域が存在する。

4. 以上の構造は本庶らの提唱したモデルから予想されたものと完全に一致した。

5. マウスの本遺伝子群の単離された範囲には偽遺伝子は存在しなI_，lo

6 .本遺伝子群内には少なくとも 2 種類の高頻度反復配列が存在する。

7. 8 種類の制限酵素について本遺伝子群全領域にわたる切断地図を作成した。
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8. BALB/cマウスと C57BL/6マウスの本遺伝子群の構造は S領域の長さ以外はきわめてよく類似

している。

論文の審査結果の要旨

本論文は，遺伝子歩行法という新しい手法を用いて，マウス免疫グロプリン H鎖定常部遺伝子群の

約20万塩基対に及ぶ広大な領域を一連の DNA断片群として単離，解析したものである。その結果，

定常部各遺伝子の配列順序等，当遺伝子群の構成が，先に提唱されたこ段階組み換えモデルの予想と

一致する事を DNA レベルで明らかにした。これにより同モデルに明確な証明を与えた点は非常に意

義深い。更に本論文は，当遺伝子群全域の制限酵素地図，ハプロタイプ聞の差異等，免疫グロプリン

遺伝子の発現や進化の研究に不可欠な情報を提供している。

従って本論文は博士論文に値する。
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