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論文内容の要旨

免疫系は細胞の増殖・分化という基本的なしくみを解く良い材料を与えてくれ，又その理解は免疫系

制御の実現をもたらしてくれる。その視点より，成熟B細胞が抗体産生細胞に至る分化過程に着眼した。

しかし正常B細胞は，サブセッ卜や分化段階が不均一であるため，その分子論的な解析が困難である。

そこで， もし単クローンの細胞集団である B腫蕩細胞や B細胞株が外からのシグナルに反応して別の分

化段階に活性化されうるならば， B細胞分化機構を物質レベルで論じる良いモデ)レとなる。我々は B細

胞分化因子 CBCDF) に反応して抗体産生細胞に至るヒトEB トランスフォーム B細胞株を見い出し，そ

の活性化の ~subcellular な解析を試みた。そして，その手がかりとして刺激依存性のセリンエステラー

ゼの関与を調べた。

(方法ならびに成績)

ヒト B細胞株， C E S S は細胞表面に IgGを持ち，約 1%の細胞が IgG を分泌している。乙の細胞を

BCDF とともに培養し， reverse plaque 法で IgG産生細胞を算定した。 BCDF は扇桃腺からの単

核細胞を 0.1 %PHAで48時間刺激した上清を硫安分画 (80労飽和)後，ゲル炉過(sephadexG-100) 

を行い，分子量15K ~20K の分画を用い， 1 X106の細胞より得られたものを 1 u とした。その結果， B­

C D F (10u/mL') で48的問刺激する乙とで，約 5 --10%の分泌細胞の増加をみた。

その際， 10・4Mの hydroxyurea によって細胞分裂を止めても分泌細胞の増加に変化がなかった乙とは，

BCDF による抗体産生細胞への分化過程に細胞分裂は必要でない乙とを示している。 CESSがBC←

DF'ζ対するレセプターを有することは，先の日K--20K分画中の BCDF活性がCESS細胞で特異
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的に吸収される乙とから明らかにされた。よって， 乙のCESS を用いてI BCDF レセプターを介す

るシグナル伝達機構の解析を試みた。

まずI CE S S を BCDFで刺激すると同時に，セリンエステラーゼの特異的活性阻害剤である

diisopropylfluorophosphate (D F P) 又は phenylmethylsulf onylfluoride (PM S F) を 10・3Mの

濃度で加えると，その IgG 産生誘導は完全に抑制されることが示された。しかもその回害効果は10- 3

M ---10-5 Mの範囲で濃度依存的でI DF P や PMSF の存在は CESS の生存率に影響を与えなかった。

乙のことはI BCDF による CESSの活性化にセリンエステラーゼが関与することを示すものである。

さらに I DF P と同じくセリンエステラーゼ、の活性中心をリン酸化する p- nitrophenylethylpentyl ー

phosphonateC lQ""""4M'-"'" 1σ6 M) によっても IgG 産生誘導は阻害されるが， リン酸化能のない DFP の

類似体 diisopropylrrethylphosphate (1O-3M ---10-5M.) では間害されないことで確かめられた。一方，

DFP による IgG 産生の抑制はI DF P を BCDF と共に加えた時のみ起り， DF P で前処理したc­

ESS を BCDF で刺激しても IgG 産生は抑制されなかった。これはセリンエステラーゼの活性化が

BCDF刺激に依存していることを示している。このことを thymidine block 法で同期した CESS を

用いて確かめた。 CESS を thymidine ( 750μM) とともに 16時間培養し同期させI thymidineを洗

い去った後I 3H -thymidine の取り込み及び mitotic indexを調べ細胞分裂周期の S期及びM期を同

定した。その結果，細胞分裂周期は約13時間で，同期した細胞は tqymidine block 解放後 7 時間で

metaphase IC入ることが示された。その各細胞分裂周期毎ICB C D F で 2 時間刺激し I BCDF を洗

い去った後48時間培養を行ない IgG 分泌細胞を算定した。そして thymidine block 解放後I S , G21 

M期にある細胞は B CDFIC応答せず， G1 期(解放後 8 ---12時間)に入ったものがBCDF に反応する

ことがわかった。

そ乙で G1 期以前 l乙 BCDF と DFP を共存させても，洗い去れば G1 期における BCDFIζ対する反

応は阻害されないがI G1期に BCDF と DFP を共存させると CESS は活性化されず，その状態では

洗い去っても BCDF応答性は回復しないことが示された。乙のことはら期 lと BCDF で活性化された

セリンエステラーゼをDFPが非可逆的花岡害したため，その細胞はもはやBCDF レセプターからの

シグナルを伝えることができなくなったものと考えられる。さらに， BCDFで活性化されるセリンエ

ステラーゼの基質特異性を調べるために，いくつかのアミノ酸誘導体の影響を調べた結果， N-acetylｭ

L-alanyl-L-alanyl-L-alanine methyl ester (AAME) がBCDF による IgG 産生誘導

を有意に抑制した。

(総括)

B C D F 11:反応し抗体産生細胞に至るヒ卜 B細胞株， C E S S を見い出し，その細胞を用いて BCDF

レセプターを介するシグナル伝達機構を解析した。その過程にセリンエステラーゼの活性化が関与する

ことが，その特異的阻害剤である DFP を用いて明らかにされた。さらに CESS は細胞分裂周期中G1

期に BCDF応答性を示し I G1期に BCDF がレセプターに結合した時iζセリンエステラーゼが活性化

されることが示された。
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論文の審査結果の要旨

本研究は，均一なモノクローナルヒト B細胞を用いてT細胞由来分化因子がレセプターを介してIgG

産生へと最終分化を誘導する過程にセリンエステラーゼの活性化が必要であることを明らかにしたもの

であり， B細胞の分化について新しい知見を加えたものである。

この様な研究は，細胞の増殖9 分化を通じてその機能を営む免疫系の制御を考える上で有用な情報を提

供する。
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