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論文内容の要旨

(目的)

B リンパ球は，その分化過程で免疫グロプリン CIg) 遺伝子の再構成を伴なう。造血幹細胞は，細胞

質内に μ 鎖だけを産生する pre- B 細胞に分化し，その際H鎖遺伝子において未分化細胞では離れて存

在する V ， D ，]遺伝子の間でV-D-] 結合がおこる(可変部形成)。つづいてL鎖遺伝子の V-J結合に

より L 鎖が形成されると， pre-B 細胞は，細胞膜表面に IgMをもっB細胞となる。その後抗原やT細胞

の助けで， B 細胞はIgM産生形質細胞や他のアイソタイプ CIgG ， IgA あるいは IgE) の B細胞を経たの

ち，各アイソタイプの形質細胞に分化する。その際， IgMで=形成されたのと同じ V-D-J 結合が，介在す

る CH 遺伝子を欠落して他のCH 遺伝子と連結する(クラススイッチ)。以上がB細胞分化とそれに伴う

Ig遺伝子再構成との関係の一般に認められたモデルであるが， 乙のモデルは最終分化段階にある形質細

胞腫と未分化細胞の遺伝子の比較から得られたデータに基づき推測されたもので， pre-B 細胞レベルで

の実際の解析やクラススイッチ前後での sequential な変化を見たものは少ない。一方， pre-B 細胞の段

階ですでにクラススイッチがお乙りうる可能性や B細胞や pre -B細胞の段階では DNA 再構成を伴わ

ない， RNA スプライシングによるアイソタイプ発現の存在が示唆されている。

本研究で我々は Abelsonマウス白血病ウイルスで'pre-B細胞を腫蕩株化し，その中に in vitro で培養

中に自然にクラススイッチを行なうものを見出し，その前後における Ig遺伝子の状態を検索し，pre- B 

細胞におけるクラススイッチの機構を解析した。

(方法ならびに成績)

1. r2 b 産生 pre-B 細胞株の発見とそのクローニング
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Abelson ウィルスを， BalbA 及びCBA/Nマウスの腹腔内に注入し， 1 カ月後腫大した牌臓より腫虜

細胞をとり出し， in vi tro で培養し継代可能な株細胞を樹立した。これらの細胞株の H鎖， L 鎖産生を，

蛍光抗体法もしくは 8D8-PAGE、法により調べた。樹立した細胞株は，表面免疫グロプリンを有せず，

一部 l乙 μ 鎖を細胞質内に有するものはあったが， L 鎖産生はみられなかった。 CBA/N マウス由来の8L

2 - 1 株は，最初なんら Ig産生がみられなかったが in vitro で培養中に， 0.1 '""'"'0.2 %の細胞が r 2b 鎖

を細胞質内に有するようになり，軟寒天培地上でクローニングを行ない 100%r 2b 陽性株 8L2- 1-52 

を得た。一方， Balb/cマウス由来の μ 陽性株 AT 24-6 も， in vitro で培養中にクラススイッチを行な

い 100 箔 r 2b 陽性株 AT 24-6 -99 を得た。

2. 8L 株におけるクラススイッチ

8L 2-1 株 Cnon -producer) と 8L2-1-52株 Cr 2 b producer) から DNA をとり，サザンプロッ

ト法により各 Ig 遺伝子の解析を行なった口 8L 2-1 株， 8L 2-1-52株ともにK鎖は胎児型で DNA 再

構成はみられず， pre -B 細胞レベルにあることが示された。また 8L2-1 株， 8L2-1-52 株ともに，

一方の染色体で Cr 2b 遺伝子の上流に存在する CH 遺伝子 CCμ， ò ， r 3 ， r 1 ) を欠落していた。 8L 2-1 

株， 8L2一 1- 52株は，ともに両方の JH 部は DNA再構成をおこしていたが，一方のフラグメン卜は同

じ泳動位置にあり，もう一方のフラグメントは異なる位置にあった。このことは， r 2b 産生には， 8L 2 

-1 株の一方の JH部でさらに DNA再構成がおこったことが示唆された口以上より， 8L 2-1 株は， Ig産

生のみられない細胞であるが両方の JH遺伝子はすでに DNA再構成をお乙しており， K鎖はDNA再構成

がないのに，すでにクラススイッチを行ない r 2b 鎖より上流の CH遺伝子が欠落していること，その後

JH 部にさらに DNA再構成がおこり機能的な可変部が形成され直接 r 2b 鎖を産生するようになったこ

とが示された。

3. AT 株におけるクラススイッチ

AT24-6株 (μproducer) と AT 24-6-99株 C r 2b producer) からDNAをとり出し同様にサザン

プロット法により各 Ig 遺伝子の解析を行なった。 JH遺伝子はどちらの細胞株も同一のパターンを示して

いたが， AT 24-6-99株では， Cμ 遺伝子以下Cr2b より上流の CH遺伝子が一方の染色体で、欠落してい

た。以上より， AT24-6-99 株は， AT 24-6株で発現していた VーD-J結合をそのまま保ちながら介

在する CH遺伝子を欠落することにより r 2b 鎖を産生するようになったことが示された。

(総括)

1. Abelson マウス白血病ウイルスで腫虜株化した preー B 細胞株中に， in vitro で培養中に自然にクラ

ススイッチを行なうものを見出し， pre-B 細胞レベルでもクラススイッチのお乙りうる乙とを示した。

2. pre-B 細胞におけるクラススイッチも形質細胞で見られたと同様に介在する CH 遺伝子が欠落する

乙とによる乙とを示した。

3. 可変部形成に先行して CH遺伝子の欠落をみる場合があり，必ずしもクラススイッチに μ鎖の発現

が先行する必要のないことを示した。
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論文の審査結果の要旨

本研究は in vitro で自然にクラススイッチを行なうマウスプレ B 細胞株を見出し，その前後におけ

る遺伝子解析から， B 細胞及び形質細胞の段階でおこると考えられていたクラススイッチが明らかにプ

レ B 細胞の段階でおこりうること，そのクラススイッチが形質細胞腫でみられたと同様の CH遺伝子欠

落によりおこること，また可変部形成に先行して CH 遺伝子の欠落がお乙りうる可能性を示し， B リン

パ球分化機構の解明に新らたな知見を加えたものと思われる。
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