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論文内容の要旨

(目的)

ヒトの遺伝性免疫異常症のひとつに， X染色体に連鎖した免疫不全症がある。しかしこれらの詳し

し、発症機序については 現在ほとんど不明でその解明には 免疫応答の一連の細胞性機構のどの段階で

異常が発現しているのか，また更には，その異常発現機序を遺伝子レベ‘ルで、解析する必要がある。しか

し， ヒトでの解析は尚困難であり，適当な実験動物モデルを確立し，これを用いての解析が必要である。

この点に関し， X染色体に連鎖したある種の B 細胞欠損を有する CBA/N マウスがアメリカで発見され，

乙の目的に現在繁用されている。また，当教室では最近B 細胞の応答性に異常を示す変異系統マウスで

ある DBA/2 Ha マウスを見い出した口即ち，乙のマウスは， B細胞表面上に分化因子である T細胞代替

因子 CTRF) の受容体を欠損している為 TRF に全く反応せず， この無反応性がX染色体lこ連鎖し劣性

遺伝する形質を有するマウスである。 CBA/N及び、DBA/2Haマウスはし 1ずれも選択的に B細胞機能異

常を有しており，従って，より詳細に B細胞の分化過程を解析し，いずれの段階に異常が存在するのか

確かめる必要がある。現在， B細胞がT細胞由来の可溶性因子により抗体産生細胞にまで分裂分化する過

程において，分裂のシグナルを与える B細胞増殖因子CBCGF) と分化のシクーナルを与える TRFの少なく

とも 2 種類の B細胞刺激因子を必要とする事が明らかになっている。

本論文は， B 細胞の抗体産生細胞への一連の分化過程で異なる作用を示すこれら B 細胞刺激因子を用

いて， x染色体連鎖変異系統マウスである CBA/N及びDBA/2Ha マウスでの B 細胞免疫応答の遺伝

的欠損の様相について比較検討を行なったものである。
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(方法ならびに成績)

(i) BCGF 及びTRFの調整 本実験を行なうにあたり，できる限り単一の活性を有するもので，その物質

の性状の明らかなT 細胞因子を用いる必要がある。乙の為 l乙，いくつかのリンフォカイン産生性T 細胞

融合株の培養上清 (CFS) を用いた。 Harwell らにより樹立された T 細胞融合株 FS6-14.13 を Conca­

navalinA 4μg/mil で 24 時間刺激した CFS 中には lnterleukin-2 (1 L -2) 及び BCGF の両活性が存在

する。よって BCGF の部分精製された標品として， FS6-CFS を chromatofocusing による等電点分画

(pH域 7.0-4.0) を行ない， pI 4.6-4.9 を示す IL 一 2 活性の混入が全くみられず， BCGF 活性のみが認

められる pI 6.3-6. 5 の画分を用いた。 TRF としては，当教室で樹立された TRF産生性T 細胞融合株

B151K12のCFSを用いた。この B151 K 12-CFS 中には強い TRF 活性(pI 4.9-5.1)を検出し得るが，

IL-2活性や，抗 μ抗体刺激下での BCGF活性は認められなかった。この様 iこ部分精製された BCGF及

び TRF を用い以下の実験を行なった。

(iD BCGF 応答性の比較検討 CBA/N及びDBA/2Ha マウスの B 細胞の BCGF 応答性を検討した。

BCGF 活性の検出には， B細胞標品中に T 細胞並びにマクロファージの混入をできる限り防ぐ必要があ

る。そこで， 2 日前に抗胸腺細胞抗血清 (ATS)を腹腔内投与されたマウスの牌細胞を，最初に Sephadex

G10 カラムに通し付着性細胞(主としてマクロファージ)を除去，次いで，抗Thy 1 抗体及び抗 Lyt 1 抗

体と補体処理を連続 2 回行い，徹底的に T 細胞を除去したものをB細胞源とした(表面免疫グロプリン

陽性細胞は 98 労以上)。この B細胞を精製ヤギ抗 μ 抗体或いは， Sepharose -beads に結合した不溶性抗

μ 抗体により刺激する際の，種々の培養上清中の B細胞分裂促進能 (72時間培養後の3H-Thymidine 

の細胞内への取り込みを指標にした)により BCGF 応答の有無を検討した。その結果， DBA/2Haマウ

スの B 細胞は対照である正常BALB/cマウスと同様，抗μ抗体共存下で'BCGFIC濃度依存性に応答した。

一万， CBA/Nマウスの B細胞は，同一実験条件下で全く反応が観察されなかった。そ乙で， CBA/Nマ

ウスでみられるこの BCGF 低応答性が， X染色体上の遺伝子 lとより支配を受けているかど、うか解析する

為に， CBA/N雌と DBA/2Ha 雄のF1(NDF1 ) マウス，及びDBA/2Ha 雌と CBA/N雄の Fl (DNF1) 

マウスを作製し，その各々の雌雄マウスの B細胞の BCGFIC対する応答性を検討した。その結果 NDF1

の雄マウスの B細胞のみが BCGF に低応答性を示し， NDF1 雌及びDNF1 雌雄マウスのいずれの B 細胞

も抗 μ 抗体刺激下でBCGFに応答した口この事より， CBA/Nマウスの B 細胞の BCGF IC対する低応答

性がX染色体に連鎖して劣性遺伝している事が確認された。

以上の事実は，一見CBA/N マウスの B 細胞の BCGFそのものに対する無応答性を示唆するが，しか

しこのB 細胞をおpharose -bea出結合不溶性抗 μ 抗体で刺激すると，正常BALB/cと同程度にBCGF

に濃度依存性に応答する事から， このマウスの B 細胞応答の異常は， BCGF そのものに対する不応答性

によるものではなく，表面免疫グロプリンを介するシグナル伝達機構の異常に起因するものと思われる。

(iii)TRF 応答性の比較検討 次に，これらマウスの B細胞の TRF に対する応答性を，以下に示す 2つの

方法で検討した。即ち，抗原未感作B細胞を低濃度の TNP -Ficoll で刺激する時(一次免疫応答) ，或

いは， DNP-KLH感作B 細胞を二次抗原である DNP-OVAで刺激する時(二次免疫応答) ，その各々に

TRFを添加し， 4 日或いは 5 日間培養後の抗TNP PFC 数を測定する事により考察した。
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CBA/Nマウスの抗原未感作B 細胞は， TRF 低応答性であるが，一端抗原で感作されると， BALB/ 

c マウスと同程度に TRFIC応答する様になる。一方， DBA/〆/ノ/〆4

でも BCGFIに乙は応答するの lに乙対し，一次免疫応答のみならず，二次免疫応答の系においても TRF Iこ全

く反応しなかった。これは CBA/Nマウスの B 細胞が二次免疫応答の系に於いてTRFIC反応してL 、る点で

対照的な様相を示している。

(総括)

以上，部分精製された BCGF と TRFを用いて， X染色体連鎖免疫不全マウスである CBA/N及び DB

A/2Ha マウスの B細胞の免疫応答性を解析した結果，両者者.は異なる B細胞機能異常を示したo 即ち，

CBA ，〆〆/〆/〆/〆，

異常はみられずず、，表面免疫グロプリンを介するシグナル伝達機構の異常の存在が示唆された。一方 DBA

/2Haマウスの B 細胞はBCGFに対する反応性は正常であるが TRF受容体の発現異常により TRF 応答

性のみが選択的に欠損している事が明らかとなった。本研究は， ヒトの X染色体連鎖免疫不全症の発症

機序の解明に有用な動物実験モデルを提供するものと思われる。

論文の審査結果の要旨

本論文はX染色体に連鎖した免疫不全を有する CBA/N及びDBA/2Ha マウスを用いて B 細胞の免

疫応答性を解析しこれらのマウスに異なる B細胞機能異常が存在している事を明らかにしたものであ

る。

これは， ヒトの X染色体連鎖免疫不全症の発症機序の解明のみならず， B細胞の分化過程の解明にも

有用な情報を提供するものと思われる。
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