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　　　　　The　exquisi七e　specificity　of　Inonoclonal　an七ibodies　has　provided　p◎wer－

ful　diagnos七ic　and　t上e主apeutic　tools　foご　human　neoPlasia．　　　Radiological

scannin●and　immune七herapV砿ヒh　mouse七umor－speciξic　monoclonal　antibodies

ha▽e　been　applied　七〇　paセients　wit二h　preliminary　success1－3．　　However，　a　maコor

problem　of　these　tτials　is　neut二raliza七ion　of　a　mouse　monoclonal　antibody　by

paセien七5‘　　antibodies　　induced　by　repeated　adminis七ra七ion　of　heteτ010qous

anヒibodies．　To　avoid　oτreduce　such　i㎜une　reac七ion　iセis　reasonable切

syn七hesize　chimeric　i皿munoqlobulins　consis七ing　of　mouse　V　and　human　C

・eqi。…　T。・。・・セ・・c七the　chime・i・i㎜・n。q1。buli・cDNA　we　emp1。y宇d　th・

．。七．。vi。・・v・ct。．滅h。㎝iq。。1ife　cy・1。出。七inc1。d。。．卸。　difξ。．。。七f。。m。

of　廿1e　qenome　in　host　cells，　RNA　and　DNA．　We　七〇〇k　advan七aqe　of　the　facセ　廿1aヒ

セhe　re七roviral　genome　includinq　inser七ed　sequences　is　t主anscribed　in七〇　RNA

which　is　　t血en　spliced　セo　remove　the　in七1ron　．　sequence4．　　工n　addi七ion’　　a

splicing　donor　si七e　of　SV40　and　an　accep七〇r　si七e　of　the　mouse　β一globin　gene

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　
were　properly　spliced　in　monkey　cells5，　suqqes七inq　七ha七　七he　donor　and

accept二〇r　si七es　are　separate　enti七ies．　　We　廿1erfore　consセτucted　recombinant

r・セτ。vi・u・DNA　ca・・yinq・g・・。・i・VHD」H　and　CY19・n・・f・。m　diff・・ent・peci・・

and　showed　the　chimeric　in七erveninq　sequences　were　spliced　out　precisely．

This　procedure　provides　a　useful　method　ヒo　cons七ruct二　t虫e　chimeric　mouse－
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　■
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　■

h・…　i・m…q1。b・1i・q・・e七。　be　e・p・eS・ed，i⊇・・。1i’yea・七and　animal　cel1・・

Durinq　凸e　course　of　this　study　we　found　unexpec七edly　廿1a七　a　hidden　splice

d。・。・・iセ・i・th・51　flanki・q・eqi。・” 。f・human　VH　q・n・w・・utiエized　in

place　of　the　donor　si七e　of　the　leader　sequence　exoh，　resu1七inq　in　the

formation　of　the　V　ピeqion　wi七hou七　the　leadeτ　sequence．　　The　removal　of　t±1e

leader　sequence，　which　is　essen七ial　for　secre七ion　in　eukaryo七ic　cells　buセ
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of七en　toxic　in　prokaryoセic　cells，　is　also　po七entially　useful　for　efficien七

　　　　　　　　コ　　　　　　　　　　　　び　　　　　　　　　　　ひ　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　コ

expreSS工on　工n　m工C工oorqan：Lsms●

　　　　　We　have　chosen　two　paiてs　of　i㎜unoqlobulin　VH　and　CH　qenes　of　differenセ

species　oτigins　as　models　for　七he　chimeric　recombinan七　i㎜unoqlobulin　heavy

・h・i・g・・e・…　p・i・c。・si・t・。f也・m。・se（≒1　q…6・・d・h・…　VH　q・・e

encoding　a　VH　τegion　aqains七　the　surface　an七iqen　of　hepa七itis　B　viエus　（HBV）●

These　two　qenes　were　　inserted　into　a　re七τovirus　vec七〇r　plasmid，　pTK●2△△

七er（R）7●，　　　The　　　recombinanセ　　　virus　　　plasmid　　　was　　　abbrevia七ed　　　as

P・W1・hVHBV－・CY1（・ig・1A）・・h・。曲・・p・i・。f・h・human・≒19・n・8・・d　th・

m。u・e　VH　q・n・。f嘘PC15　my・1。mag　w・・in・e・七・d　int。　pSNVムm（4　andセh・・ec。m－

binan七vi・u・p1・・mid　wa・abb・evi・t・d・・pSNV2°mVT15－hCY1（Fiq．1B）．　Th・・e

two　vec七〇rs　are　derived　from　spleen　necrosis　viτus　（SNV）．　Since　the　lremoval

of　ゼhe　pgly　A　addi七ion　siqnal　AATAAA　of　an　inser七ed　foreiqn　gene　increases

七he　τecovery　of　the　SNV　vec七〇＃7’　we　removed　七he　sequence　3．　to　七he　Hinf工

si七e　1。cat・d　39　bp　d。m・七ream。f　the　m。use　CY1・。dinq　sequence　and出e

sequence　3’七。　th・Hhaエ・i七・1。cat・d　88bp　d。wn・七ream。fぴ・human　CY　1・。dinq

sequence・

　　　　　　　To　recover　infectious　▽iruses　carryinq　the　i㎜unoqlobulin　qene，

pSNV1’hVHBV－mCYl　and　pSNV2°mVT15－hCYI　DNA・w・・e　used七。ロan・fect・hi・ken

e【融）ryo　fibroblasts　wi七h　or　wi亡hout　one　七en七h　as　much　DNA　of　a　provirus　clone

。f　a　n°n－d・fecセi▽e　h・1P・r　vi・u・’・eセi・u1。end。曲・li。・i・vi・us　s七・ain　A

（REV－・）1°…　f。・e已・・fec・i。・p・・V1・hVHBS－・CYI　D・Aぽ頑・・t・d滅h　S…

七。…。・・p・R322。eq。e。ce　elect。。ph。．e七icaUy．　Th6。i。。。　p。。d・・セi。。　wa。

assayed　by　i七s　reverse　セranscriptase　ac七ivity11．　The　enzyme　ac七ivity　of　セhe

cu1七ure　superna七an七s　of　the　cells　tごansfec七ed　wit血　　recombinan七　and　helper
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virus　DNAs　arose　abou七　10　folds　hiqher　than　tha七　〇f　the　backqround　on　day1

5－7　af七er　セransfec七ion．　　Viruses　in　the　culセure　supernatanセs　recovered　7－10

days　af七er　七ransfecセion　were　used　ヒo　infec七　fresh　chiken　embryo　fibroblas七s・

Three　days　、1a七er，　unin七eqτaセed　linear　viral　DNA　was　エsola七ed　and　examined

f。。p。。cessi。q。f　th。　inse。t。d　DNA　by　S6過。m　b1。七hyb．idi。a邑。。．

　　　　　τh・pa・en七al　pSN▽1　c　hvHBV－mCYI　DNA・。n七・in・th・3・6－kb　Bq1工工fra～卿・nセ

七ha七hyb・idi・e・t。　b。th　h・man▽HBV　and　m。use　CYl　pr。bes（P・。b・・Aand　B　in

Fiq．　　1A，　エespectively）．　　On　the　other　hand　Bq1工工　diqesセion　of　the　processed

pSNV1°hVHBV－mCYI　DNA　sh。uld　yi・1d　a　2・6一㎞fra～卿en七hybridizinq七。　b。也

pエobes　（Fig．　1）．　　As　shown　in　Fiq　2A，　七he　viral　DNA　ob七ained　from　chicken

・曲・y。・i・fib・。b1・・七・廿…fec七・d　with　pSNV1’hVHBV－mCY1・・d　h・1P・・ぬu・DNA

con七ained　七he　3．6－　and　2．1－kb　Bql工工　fraqmen七s　hybridizinq　七〇　bot血　　human

V肥Vand・m。u・e　CYI　P・。b・・’・ugq・・七inq　tha七the　vi・a1　DNA・。n七・in・th・

parenセal　and　processed　forms●　　No　siqnificanセ　viral　DNA　was　recovered　from

セransfecセants　wit血ou七　the　helper　virus　DNA　（Fig．　2A　lanes　2，3，　7　and　8）．

　　　　　Th・pa・・n七al　pSNV2°mVT15－hCYI　DNA・。nt・in・th・1・3－kb　BamHエfra～卿・は

hybridizinq　to　セhe　mouse　VT15　probe　（probe　C）　and　a　3・6●kb　BamH工　fピaqmen七

hyb・idi・inq七。　th・human　CY　I　P・。b・（P・。b・D）・B・mHエdiq・・七i。n。f血・p・。－

cessed　pSN▽2’mVT15－hCYl　sh・uld　yield　a　1・7－kb　fra卿en七hybridizing七。　b。th

probes　　C　　and　　D．　　　　　Viral　　DNA　　isolat二ed　　・from　　　七ransfectanセs　　by

pSNV2°mVT15－hCYl　and　helper　viruses　con七ained　七he　1・7－kb　and　1●3－kb　BamH工

fraqmen七s　hybridizing　t二〇　probe　C　（Fiq．　2B　lanes　1－5）　and　the　1．7－kb　and

3．6－kb　BamH工　fragmen七s　hybridizinq　セo　probe　D　（Fiq．　　2B　lanes　6－10）．　　There

aτe　three　o七her　po七enセial　donor　splice　si七es　（JH2，　JH3　and　JH4）　paired　wi七h

tこhe　accep七〇r　splice　siヒe　of　七he　CHI　exon・　　工f　the　donor　sites　of　the　JH2，
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JH3　and　JH4　seqmen七s　were　used’　we　should　see　七he　2．2－’　1●5－　and　2・0－kb

B㎝肛band・’・e・pectiv・1y’hyb・idi・inq　t。也・human（≒1　P・。b・・Th・・e　w・・e

no　addiセional　fain七　bands　between　3．6－　and　1．7－kb　BamH工　bands，　excluding　the

above　p◎ssibilities．　These　resu1七s　sugges七　廿1a七　the　chimeric　i㎜unoglobulin

genes　were　pτocessed　aヒ　the　expec七ed　in七ron－exon　splice　sites．

　　　　　To　analyse　ゼhe　s七ruc七ure　of　the　progeny　viエuses　in　more　de七ai1，　the

inser七s　of　the　progeny　viruses　were　cloned　in七〇　Charon　28H　vec七〇r　a　deriva－

tive　　of　Chaτon　　28　　（see　　leqend　of　Fiq．　　3）●　　　The　proqeny　viエal　DNAs　of

pSNV1°hVHBV－lnCYl　and　pSNV2’mVT15－hCY　l　were　digesセed　wi七h　Bq1工工　and　BamH工’

・especせv・1y’and　f「acセi°na七ed　by　aqa「°se　ge‥1ecセ「°ph°「esis・DNA　f・ac－

tions　cont二aining　廿1e　2．1－kb　Bg1工工　and　1．7－kb　BamH工　fragments　were’1iga七ed

in七〇　the　BamH工　si七e　of　phaqe　Charon　28H　DNA●　　　Recombinanセ　phages　were

screened　by　appτopriate　i㎜unoqlobulin　qene　probes．　we　ob七ained　8　clones

containinq　hVHBv－mCY　l　　and　　2　clones　conセaininq　mVT15－hCY1・　　　Restrict二ion

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ロ

en鋼e　cleavaqe　anaエysis　indica七・d出aセ・iqh七hVHBV－mCYI　c1。n・・were

indi・七i卿i・hable　fr。m・a・h。七he「・　Si証1arly恒。　m▽T15－hCYl　c1。nes　were

idenセical　wi七h　respect　to　res七rict二ion　si七e　mapPinq．

　　　　　Th・r・sセ・ic七i。n　map。f　Oe　c1。ned　hVHBV－mCYI　DNA　is　c。nsist・n七wi七h

tha七。f　the　p・。cessed・himeri・gene。f　th・human　VHBV　and　m。u・e　CY四ene

excep七　tha七　セhe　lef七　mos七　Taql－Xbaエ　is　shortened　by　500　bp　（Fiq．　1A）．

Disappearance　of　the　BamHエ　si七e　in　t血e　51　flankinq　τeqion　of　the　processed

hVHBV－mCY1・g・e・・wi甑　th・・edu・ti。n。f　th・Taql－Xb・エf・aqm・は　si・e’

suqqes七inq　thaセ　seqment二al　deletion　occurred　in　t±1e　5．　flanking　τeqion　of　the

▽HBV　gene・　　The　七〇tal　lenq七h　of　the　cloned　hVHBV－mCYl　inser七　is　2・1－kb’　500

bp　sh°「te「than　p「edi・ted’in　ag「ee・ent　w工血the　size°ξ出e　Bq1工工f「a⑳ent
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（2．1　kb）　observed　by　Sou七hern　bloヒ　hybridizat二ion　（Fiq．　2A）．　　The　500－bp

d。、。七i。。i。。。q工袖。エ£．a卯。。，i。，血。。eξ。。e，。。・d。e七。・hec1。。i。q

ar七ifac七bu七to　gene亡ic　events　durinq　virus　replication．　The　results　of

「e〒七工’c垣゜ns’七e　mapP’nq°f也e　p「°qeny　mV・15－hCγ1　d°nes　a「e　c°nsisten七

wi出1。ss。f・11　in七・。ns　f・。m　th・paren甑1　mVT15－hCYl　in・er七・

　　　　　The　DNA　sequences　a七　t血e　ゴunctions　of　exons　were　de七ermined　accordinq

七〇　七he　s七ra七e⊆「y　shown　in　Fiq．　1◆　　　Nucleot⊥de　sequences　suτroundinq　七he

junc七ions　of　the　V　and　C　gene　sequences　of　the　proqeny　clones　are　aliqned

wiセh　those　around　t血e　splice　si七es　of　the　paren七a1　V　and　C　gene　exons　as

sh°m　in　Fi・・3・エt　is　clea「that也e　V－C　junc廿゜ns°f㏄NV1’hVHBV－mCYl　a旭

pSNV2・・VT15－hCY1…　p・eci・ely　p・。cessed　acc。・di・q七。出・GT－AG・u1・12’

indica七inq　tha七　in七erspecies　pairs　of　exons　have　liセtle　trouble　for　pピecise

removal　of　in七rons●　　　Nucleo七ide　sequences　of　oゼher　exon　junc七ions　also

demons七ra七ed　廿1a七　al1　ゼhe　inセrons　were　spliced　ou七　exac七1y　as　expec七ed　（da七a

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　■

no七　shown）．

　　　　　We　also　read　the　sequence　of　七he　51　flankinq　reqion　of　ゼhe　qenoπtic

VHBV　qene　and　found　七ha七　there　was　a　potenヒial　donor　splice　si七e　CCG≦三翌GAGA

at　268－276　bp　downs七ream　from　ヒhe　Taqエ　site．　　Comparison　of　t虫e　nucleo七ide

sequences　of　七he　paren七al　and　progeny　VHBV　genes　and　t±1eir　ups七τeam　regions

revealed　セha七　也e　reqion　ex七endinq　from　this　po七en七ial　donor　siセe　セo　the

accep七〇r　site　of　the　VHBV　exon　was　removed　（Fiq．　3）・　　Therefore．　there　is

preference　of　t士1e　51　potenセial　splice　siセe　七〇　七he　norπtal　donor　si七e　of　the

siqnal　pep七ide　exon．　　The　nucelotide　sequences　of　both　the’51　po七enヒial　and

normal　donor　si七es　mismatch　at　七wo　bases　wi七h　七he　consensus　9－base　sequence

surroundinq　七he　donor　splice　site　13．　　Excep七　for　GGTGA　sequence’　theピe　is
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　－
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1it七1e　sequence　homoloqy　be七ween　the　nucleotide　sequences　surroundinq　the

poten七ial　and　normal　donor　si七es．　　There　are　several　examples　ヒha七　muセa七ions

in　　normal　　splice　　donor　　si七es　　awoke　　potential　　donor　　splice　　si七es　　in

exons14－17．　　The　presence　of　a　donor　splice　si七e　more　poten七　than　the　normal

donor　si七e　in　七he　flankinq　reqion　has　no七　been　reported．

　　　　　We　have　shown　thaセ　Uhe　strateσy　using　廿1e　re七roviピus　vector　is　useful

for　construction　of　hybrid　i㎜unoqlobuin　qenes　and　eventually　foピexpression

of　　the　hybrid　pro七ein　in　　yeas七，　、旦●coli　and　animal　cells●　　　Our　resu1七s

demonsセrate　廿1a七　⑰e　qenomic　▽　and　C　exons　derived　from　different　species　is

properly　fuzed．　　We　ha▽e　e叩loyed　successfully　the　same　s七rateqy　セo

cons七rucセ　the　hybrid　liqh七　chain　qenes　composed　of　a　mouse　▽K　and　the　hu！nan

CK　qenes．　　工t　is　needless　to　say　t土at　antibodies　aqains七　human　cells　and

proteins　are　easier　to　produce　in　mouse　than　in　man．　　Most　clinically　useful

anセibodies　are　thus　made　in　mouse　and　difficu1七　セo　be　administered　七〇　Inan．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　●

工f　the　C　τeqion　of　the　mouse　monoclonal　antibody　aqains七　hulnan　cancer　cells

could　be　replaced　by　a　human　immunoqlobulin　C　τeqion，　there　would　be　se▽eral

advanセaqes　of　such　a　hybrid　immunoqlobulin　to　cure　pa七ients　suffered　from

cancer．　Firs七，　the　hybrid　i㎜unoqlobulin　is　less　anセiqenic　to　human．

Secondly，　we　can　choose　the　mos七　useful　CH　τeqion　セha七　has　七he　specifie

effec七〇r　func七ions　required　for　the　treatmen七●
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Leqends　tO　Fiqures

Fig．　1．　Struc七ure　of　paren七al　and　proqeny　recombinan七　i㎜unoglobulin　genes．

parental　recombinant　plasmids　con七aininq　re七ro▽i主aユ　and　i㎜unoqlobulin

sequences　are　shown　a七　七〇P・　　1㎜unoqlobulin　qene　sequences　in　proqeny

retroviruses　are　shown　a七b◎七tom．　Retrovirus，　mouse　and　human　immunoqlobu－

1in　　sequences　　are　　indicated　　by　　open，　　oblique　　and　　solid　　rectanqles，

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　タτe・pectively．　L。nq七emina1τ・peat（L恒）and　ex。ns　aτe　sh・冊by硫deピ

rectanqles．　　　pBR322　sequence　is　shown　by　solid　line．　　Correspondinq　DNA

seqments　in　parental　and　proqeny　viτuses　aピe　aliqned　by　dotセed　lines●　　Solid

bars　indicate　probes　used●　　　Direc七ions　and　ranqes　of　sequences　read　are

shown　by　horizon七al　arτows．　　L，　1eader　exon，　V，　VDJ　exon，　H，　hinqe　exon，

CH1’　　CH2　　and　CH3’　　exons　encodinq　each　domain●　　　Res七riction　　sites　are

indicaセed　as　follows：　A，　Ava工1；　B，　BamHエヲ　Bqo　Bq1工工，　E，　EcoR工3　H，　Hinf工，　Ha，

｝｛ae工工工3　　Hh，　　Hha工；　　S，　　Sa1工三　　Sc，　　Sac工工∫　　Sm，　　Slna工∫　　T，　　Taq工3　　X，　　Xba工．

A）pSNV1°hVHB▽－mCY1・P・a卯・・t・A・・d　B　i・di・a七・S・u3A－Hh・エf・a～両・・t。f　human

VHBV　qene　and　B・mHエーBqm　f・a～肺・t。f　m。u・e　CYl　qene’respectiv・1y・C1。・ed

七rianqle　indicates　七he　hidden　donor　splice　si七e　in　the　Taq工一BamHI　fraqmenヒ●

B）pSW・’mV・15－hCY1・F・a卿en七s　C・・d　D　indicate　BamH 工f「a⑳en七゜f　m°use

VT15　q・・e　a・d　Sacエl　f・a～恒・nt。f　hum・・CYl　q・・e’・e・pecti▽・1y・

Me七h°d・C。ns七主ucti。n。f　pSNV1°h▽HB輌CY1・　We　c1。ned　the▽H　qene　enc。ding

七he▽reqion　aqainst　the　suτface　anセiqen　of　hepati七is　B　viτus（HBV》fromセhe

Epstein－Barr－virus一七ransformed　cell　and　de七ermined　the　nucleotide　sequence

of　the　codinq　reqion　（unpublished　data）．　　The　2．2　kb　（Sac工工／Sma工）　fraqmen七

〇f　the　hulnan　VHBV　qene　was　prepared．　　The　Sac工　fτaqmen七　（2．5　kb）　includinq
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th・　m。u・e　CYI　q・ne　sequ・・ce　wa・　elec七r。ph。re七ically　i・。1at・d　fr。m

λq七WES●工qH－2　（ref．　6）●　　The　Sac工　fraqment　was　diqested　separa七ely　with　Xba工

・・d…エ’・・dvi・h　S・aエ・・d・i・fL　・i・f・di・est・th・・ヤ1・ene　at　3・bp

upstreaπ1　from　ゼhe　poly（A）　addition　si⊆mal　AATAAA．　　The　O．88－kb　Xbal－Sma工　and

O．64－kb　　Sma工一Hinf工　　fτaqmen七s　were　　isola七ed．　　　We　inser七ed　　the　　2．2－kb

S・・工工一S・a工垣卯・・七。f品・h・…　V田V　q・・e　a・d飽・0・88－kb　Xb・エーS・aエand也・

O・64－kb　Smaエ’Hinfエf・a卿・n七・。f　th・m。u・e　CY19・・e　int。　th・Bq1∬・it・。f

pTK－2△△Teて（R）（・ef・7）・血・Xb・エ・i七・。f　th・m。・se（≒1　q…　wa・廿ea七・d

wiセh　Iく1enow　fraqmen七　〇f　DNA　p◎1ymerase　工　to　Inake　the　blunt　end　and　liqa七ed

wi七h　the　Sma工　si七e　of　the　human　VHB▽　qene・　　　The　SacX工　site　of　human

VHBV　qene　and廿・Hinfエ・i七・。f　m。use　CYl　q・ne　w・・e　fil1・d　wi七h　K1・n。w

fraqment　and　liqa七ed　wiセh　Bq11工　1inker　（Takara　Co●　　Ltd．）．　　The　intron　be七一

ween　the　V　and　C　exons　consis七s　of　460　bp　of　31　noncodinq　sequence　of　the

V｝mVD」H4σene　a・d　50　bp。f　th・51・。・c。di・q・equence。f甑e　m。u・e　CYl　q・・e・

　　　　　C°nsセ「ueti°n°f　pSN▽2’・▽T〕5－hCY1・pSN晒（（・ef・4）w・・diq・・t・d　wi七h

Sac工工　to　remove　electroph◎retically　　the　1．6　kb　SacエI　fピaqmen七　in　ゼhe　セk

gene　and　then　recircularized　wi七h　T4　1iqase．　　This　plasmid　is　referred　ヒo

pSNV△TI（●　　工f　七he　ゼk　qene　is　lef七　in七ac七，　the　total　lenq七h　of　the　viral　DNA

　　　　　　　　コ　　　　　　コ

c°n七ammq甑e　m°use　VT15　and　huma・CY口・・e・exceed・th・・pP・已工・i・f。・

・・cap・id・ti。・．　Th・Hi・dエ・エf・a卿・・セ。fエ∩］－1・・。・七・i・i・q　h・…　（≒1　qene8

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　コ
was　first　subcloned　in七〇　pBR322　and　this　plasmid　was　七hen　diqesセed　separa－

tely　with　Hind工工工　and　Psセエ，　and　with　Pst工　and　Hha工．　　　HhaI　clea▽es　the

CY］qene　aい5　bp　upstream　f・。・UTUA・eque・ce・輌i・。1・・am。un七S。f　th・

F【ind工工工一Pst工　fraqment　con七aininq　⑰e　CHI　exon　and　the　Ps七エー｝lhal　f℃aqment

eontaininq　the　CH2，　hinqe　and　CH3　exons　were　liqa七ed　ヒoqe七her．　　The　1．9－kb
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　fraqment　coτrespondinq　to　the　lenq七h　of　七he　intact　Hind工工工一Hha工　fraqmen七　〇f

七h・human　CYl　q・ne　was　elec七・。ph。・e七ically　pu・ified・nd　the　end・。f　th・

　fτaqment　were　filled．by　Klenow　fraqmen七　〇f　DNA　polylnerase工．　The　blunt－ended

　DNA　fraqmen七　was　iserted　into　the　Sma工　si七e　of　pSNV∠～恒（・　　The　Xba工　fraqmen七

・。・t・i・i・qth・VT15・eq…ceg　w・・th・n　i・・e・t・d　i・七。　th・Xb・エ・iセ・。f　pSN▽

ぷK’hCY1・Th・i・七・。・b・七ween　th・▽・15　a・d　CYl　ex°ns　c°nsi・t・。f　th・3’ 亘。・－

　codinq　reqion　of　the　▽T15　（2　kb）　containinq　the　JH2，　JH3　とnd　JH4　exons，　the

5’n。n・。di・q・eqi。n。f　th・human　CYl　qene　（200　bp）and　th・XbaエーSmaエ

　fてaqmen七　〇f　pSN▽－TK　（200　bp）・

　Fiq・　2．　　Struc七ural　analyses　of　uninteqτated　progeny　viral　DNA　fτom　chicken

　fibroblasts　infec七ed　with　recombinant　viruses．　　Unin七eqτated　viral　DNA　was

　analysed　　by　　Sout土ern　　bloセ　　hybridization　　usinq　　nick－translated　　probes

indica七・d・　（A）pr。q・ny　vi・u・。f　pSW1’hVHB▽－mCY1・DNA　in　each　lan・i・a・

f。11。w・31anes　l　and　6・parCntaエpSNV1’hVHB▽－mCY1；1an・・2’3’7and　8’

Pτ。qe・y°f　pSNV1’hVHB▽一・CY　1・ec。ve・ed　f・。m　chi・k・・fib・。blasti　c　ce11・

　transfected　wiセhou七　helper　▽irus　DNAラ　1anes　4，　5，　9　and　10，　proqeny　of

　pSNV1°h▽HBV－mCY1　てecovered　from　fibroblasts　七τansfec七ed　wi七h　helpeτ　viτus

　DNA．　　　DNAs　in　lanes　1，　3，　5，　6，　8　and　10　were　diqes七ed　wi廿1　Bq1工工．

Hyb「idiza七i°n　p「°bes　used　a「e・1ane亨1・－5・p「°be．　A・1anes6・1°・P「°be　B　indi－

ca七ed　i・Fiq・1・　（B）P・。q・・y　vi…　。f　pSN▽2°mVT15－hCY1・DNA　in・ach　1・・e

i・as　f°11。w・・1・・e・1and　6’P・・e就・1恒W2°mVT15－hCγ131・・es　2’3’7・・d

8’P・°qeny。f　pSN▽2°mVT15－hCYI　rec。ve・ed　f・。m　fib・。b1・・t・セ・an・fect・d

　wi七hout　　helper　　▽irus　　DNA，　　1anes　　4，　　5，　　9　　and　　り0，　　proqeny　　of

　pSNV2’mVT15－Cγ1　recovered　from　fibroblasts　transfected　wiセh　helpeピ　virus
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DNA●　　　DNAs　in　lanes　　1，　　3，　5，　　6，　　8　and　10　were　diqest二ed　with　BamHエ．

Hyb・idi・ati。。　p．。b。。　u・ed。．e，1。。esト5，　P。。b。　C、1。。es　6．1・，　P。。b6　D

indicated　in　Fiq．　1．　9Lenq七hs　of　hybridized　bands　aτe　qi▽en　in　kb．　　Aピrows

i・dicaセ・th・b・・d・．de・i▽・d　f・。・th・p・・e・t・1。・p・。cessed　hyb・id　i㎜・一

η0910buユin　　亨ene．

M・th。d　The　8・2－kb　Sa1エf・・⑳・・七。f　pSNV1’hVHBV－mCYl　w・・e　i・。1・セ・d　by

agaピose　qel　elec七rophoresis　and　liqa七ed　with　で4　DNA　liqase　at　150C　for　10

h°u「s・　　Te・閂each。f　h。・。P。1W・・i・S脚1’h▽HBV－mCY1・・d・i・c・1・・

pSNV2’mVT15’hCYI　DNA　w…　i・七・。d・ced・ep・・a七・1y　in七。・hi・k・・fib・。b1・・ti・

ce1］．s　in　a　Ussue　cu1セure　flask　（25　cm2）　in　the　presence　or　ゼhe　absence　of

REV・－A　DNA　（1μq）　by　the　calciuln　phospha七e　coprecipitation　technique18．　▽irus

P・。duc七i。・w・・assay・d　by　th・・e▽…e管…c・ipt。。e　acti碗ty11．　Aft。τ7．10

days　the　tissue　cu1七ure　medium　conヒaininワ　the　rec◎mbinant　virus　was

collected　and　fresh　chicken　cells　in　a　100㎜Pe七ri　dish　were　infec七ed岨七h

undiluted　virus．　　　Three　days　after　infection　uninteqrated　viral　DNA　was

isoユa七ed　by　亡he　Hir七　procedure　froπ！　亡he　infected　ce1ユs19，20．　　　The　unin＿

teqrated　viral　DNAs　were　diqested　wiセh　Bq1エェ　or　BamH工　and　analy2ed　by

electrophoresis　in　a　O，8竃aqarose　qe1．　Each　lane　contained　DNA　from　one

100一㎜Petτi　dish・　The　qel　was　b1。tted。nt。　ni七r。cellu1。se　fiエter　paper　and

セhe　fi　1セer　was　hybridized　with　nick一セranslated　32P－1abelled　probe　indica七ed．

Piq●　3．　　Nucleotide　sequences　surroundinq　processed　exon　junctions　in　pro－

geny　viruses・　　（A）　Se（担ence　suτroundinq　the　VHBV　and　mouse　CHl　exon　ゴunc七ion

i・p「°9・・yぬ・・。f　pSW1・hVHBV－mCY1・　（B）S・・担・・ce・u・・。・・di・q　th・VT15

・・dhu皿an　CH1・x。n　jun・ti。・i・p・。geny　vi・u・。f　pSNV2°m▽Ti5－hCγ1・（C）
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Sequence　surrounding　　the　recombination　site　between　t力e　poten七ial　donor

splice　si七e　in　the　5u　flankinq　re●ion　of　the　VHBV　qene　and　the　VHBV　exon・

Nucleotide　sequences　around　the　exon－intron　ゴunc七ions　in　paτen七al　virus　are

shom　above　the　sequence　of　processed　qene．　　The　consensus　sequence　of　the

d。n。・・plice・it・13・nd　th・5’・plice　si七・。f　lead…　equ・・ce。f　VHB▽・・e

also　shown．　　GT　and　AG　are　underlined・　　Splice　sites　aτe　desi⊆口1aヒed　by　aτrow

heads．　　Sequencinq　strateqies　are　shom　　in　Fiq●　1・　　Nucleotide　sequences

dete「mined（ab°吐子゜°bp　aセeachゴuncd°n）a「e　iden七ical　t°th°se　p「edicted

f・。m　pa・enセ・1　q・・e・eque・ces　tak・・f・。m　lit七・・atu・e6’22’21．▽HB▽・equ・nce

was　deterπ1ined　comple七ely　and　will　be　published　elsewheτe．

Method　　▽irus－infec七ed　chicken　cells　in　七welve　100－mm　Petri　dishes　were

lys・d　with　s。dium　d。decyl　sulf・七e　3　days　afセer　infecd。n・　Unin七eqrat・d

vira　l　DNA　was　isola七ed　by　Hirt．s　procedure　19’20．　　The　1．7－kb　BamH工　fra♂nen七

c。nt・ini・q　th・p・。cessed　mVT15－hCYl　q・ne　a・d出・2・1　kb　Bg1工工f・a～menヒ・。n－

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　●

taininq出e　p「°cessed　h▽・BV－mCY1・ene　we「e　is°1a七ed　by　aqa「 gse・el

elec七rophoresis．　　These　fraqment二s　were　inserted　separately　into　Charon　28H　a

m。dified　Ch・・。・28　vect。・（d・・αib・d　b・1。w）wi七h　T41ig・・e　a・d　pack・q・d≡

vi七「°・　Rec。・binanセph・q・・c。・t・i・i・q　h▽田▽－mCYI　and　mVT15－hCγ1　w・・e

screened　usinq　pτobes　A　and　C，　respec七i▽ely．　　We　identified　8　phaqe　clones

七ha七c°ntai・・d　th・hyb・id　hVHBV－mCY19・・e　f・a輌・・t・・d　2　ph・qe　c1。・e・也・七

c。・七ained　th・hyb・id　mVT15－hCY口・・e　f・a～恒・・セ・血・・e　i・aE・。Rエ・it・in　each

arm　　of　Charon　　28H　vector．　　　We　　electrophore七ically　pur工fied　　the　　EcoR工

f「a（卿・n七c°nt・i・i・q　p・。cessed　h▽HBV－mCYI　q・・e　a・d　th・B・mHエfra卿・・七

c°・tai・i・q　p・。cessed　mvT15－hCYl　q・・e　f。・・e・t・i・ti。・e・・獅・a・aly・is　a・d
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・eque・・i・g・Th・E・。Rエf・a～卿enセc。・tai・i・q　hV｝mV－mCY1・・d　th・BamHl　f・a卿・・t

・。nt・ininq　mVT15－hCYl　w・・e　cleav・d　wi七h　r・・七・i・七i。n　en・獅es　sh。m　in　Fiq・1

and　ゼheir　ends　were　ユabeled　by　polynucleo七ide　kinase●　　　Labeled　fraqments

were　isolaヒed　and　sequenced　accordinq　セo　Maxam　and　Gilber七23．　　We　also

sequenced　the　TaqエーXba工　fraqmen七　〇f　the　5・　flankinq　reqion　of　the　VHB▽qene．

　　　　　Consセruc七ion　of　Charon　28H　vector．　　　6．8－kb　BamH工　fraqment　of　mouse

i㎜・n。91。b・1i・SY2。・egi。・q…24　was　c1。・・d　i・PBR322・血・・ec。曲ina・七

plasmid　was　diqesセed　with　Bg1工工　and　inseピted　in七〇　BamH工　site　of　Charon　28

（ref　5）　to　cons七ruc七　Charon　28H　▽ector．　　Charon　28H　DNA　was　diqes七ed　wi七h

BamH工　and　Sa1工，　and　the　in七ernal　fraqmen七　derived　from　pBR322　was　removed　七〇

prepare　arms．　　Longer　　and　shor七er　arms　of　the　modified　Charon　28H　are　4●1－

and　2・7－kb’・espec七i▽・1y’1。ng・・than　the°中ina1　Ch・・。・28・We　can　u・e

the　BamH工　si七e　of　Charon　28H　to　clone　as　slnall　as　1－kb　fτaqmen七．
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V　F　S　A
CGTCTTτTCAGGTGA6TCCTCA

T丁TTCTTGTA旦CCAAAAC6ACA
　　　　　　　　　　　　K　T　T

CGTCTTTTCAGCCAAAACGACA
　　　　　　　　　　▲

T　V　S　S　A
ACC6丁CTCCτCAG互［AAGCTGGCT

ACCTCTCTTGC醒CCTCCACCAAG
　　　　　　　　　　　　　　S　T　K

ACC6τCτCCTCAGCCτCCACCAAG
　　　　　　　　　　　　▲

C

　　　　　5，flankV
　H8v

human　V
　　　　　　HBV

proce55ed　DNA

　　　　leadeピ　exoロV
　H8v

consensu8　5¢　3Pllcq　3tセ●

CC丁TGGGGCCGGTGAGAATTAA
　　　　　　　　　　一

τGTAτrTGCAGGTGCCCAGTGτ
　　　　　　　　一
　　　　　　　　　　　　A　O　C

CCTTGGGGCCGGTGCCCAGTGT
　　　　　　　　　　▲

F　L　E　G
ττTττTAGAA5§エGATTCATGG

　　　　　　　lAG蝿A6T
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ORGAN工ZAT工ON　AND　REORGAN工ZAτION　OF　CONSTANT　REG工ON　GENES　OF

工MMUNOGLOBUL工N　HEAVY　CHA工NS：　GENET工C　BAS工S　FOR　C工ASS　SW工TCHING

？asuku　Hbnjo，　Nbrioエshida，　Tohru　Ka七aoka，
Sumiko　Nakai，　Toshio　Nikaido，　Yasuyoshi　Nishida，
Yoshihiko　Nb皿a，　Masahiro　Obata，　Yasuhiko　Sakoyama，
Akira　Shimizu，　Naokiτakahashi，　Shunichi　Takeda，
Shintaro　Ueda，　Yuriko　Yamawaki－Ka七aoka　＆　Yoshio　Yaoi七a

Department　of　Genetics，
0saka　Universi七y　Medica1　School
Osaka　530，　Japan

SUMMARY

　　　　　We　ha▽e　determined　the　complete　organization　of　the　mouse
CH　gene　family，　which　is　comprised　of　the　8　CH　genes　ir1七he　order
5㌔」H－6・5kb－Cザ4・5kb－Cδ一55kb－C73－34kb－Cτ1－21kb－C72b－15kb－C72a－

14kb－Cε一12kb－Cα一3・．　　The　S　regions，　which　conセain　characteristic

七andemly　　repea七ed　uni七　sequences’　aエe　・located　5・　七〇　each　CH　gene

excep七　for　七he　Cδ　qene．　　血ere　are　at　least　two　七ypes　of　repeti・一

七ive　sequenees　dispersed　in　this．．200　kb　reqion．　　Nb　pseudoqenes
are　present．　　The　arranqements　of　七he　CH　qenes　in　BA工日／c　and　C57BL

mice　are　similar，　but　the　leng七hs　of　七he　S　regions　vary．　　血e
basic　stmctures。f　a11七he　CH　qenes　a主e　similar　in七ha七c。dinq
sequences　are　interτupted　a七t力e　junctions　of　the　domains　and　the
hinqe　regi。ns・　C。mparヰs。n。f　the　nucle。tide　sequences。f　the
CH　qenes　revealed　tha七　gequence　segmen七s　have　been　exchanged　among
me】献）ers　of　the　CH　gene　family．　　Cloning　and　charac七eriza七ion　of
human　C7　genes’主・皇・C71’C72’Cイ3，　Cτ4　andψC7，コ且dica七e⑰at出e
h㎝an　C7　gene　family・v。1ved　by　dynamic．DNA　reaエrangem飽七s，
エncluding　gene　duplica七ion，　exorl　d叩l　icat二ion，　and　exon　reassort－

…e口by　une四・1・・。ssinq－。v…　Ah㎝an　p・eud。－ep・i1。・g・・e（C、3）

エs　a　processed　qene　七hat　has　completely　spliced　ouセ　introns．　　The
P「esence°f　m。vable　genetic　elements　surr。undinq　the　C、3　gene
suqqes七s　tha七　the　Cε　qene　e▽01ved　by　a　tエanslocation　tnechanism．
A1ゼhough　S－S　recombina七ion　has　been　．　shown　to　　take　place　in
myelomas　　　and　　　hybridomas　　　secretinq　　　a　　　larqe　　　amount　　　of
コ

エ㎜unoqlobulin，　analyses　of　七he　CH　qene　orqanizε1七ion　in　norma1

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　23
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spleen　B　cells　bearing　immunoqlobulin　on　七heir　surface
tha七RNA　splicing　may　be　responsible　foτthe　first　step　in
swi七ching，　followed　by　S－S　recombination．　　The　nucleoセide
ceS　　of　　S　　regionS　　contain　　shor七　　common　　seqUences，

（G）AGCT．　　　Co町）arison　of　nucleotide　sequences　surrounding

：鑑：：dS隠。㌫e盟f°：：np鴛議e㌔叉㌶丁聲、三

qenes　acco㎎anyinq　S－S　recombination．　　We　have　found　七ha七
reqion　　serves　　as　　a　　prefe工red　　recombina七ion　　site　　in
ex七τac七S・

　　　　sugqest
　　　　　　ClaSS

　　　　seqμen一

田GGG（G）　and

recom一
　　　コ

s工S七er

of　CH
セhe　S

E．coli
－　　一

工．　工N曽ROD㏄丁工ON

　　　　　Church　bells　in　wes七ern　oou就主ies　have　a　high，　cleaエri豆官．

In　cor比℃ast，　bells　in　Buddhist　七eπ唄les　in　eas七　Asia，　especially

in　Jap顛，　have　a　low，　ピumbl　inq　roar・　　Beau七iful　gaピdens　in
恥ropean　palaces　are　usually　designed　wi七h　symme七ry，　oピ　a七　1eas七
accordinq　七〇　an　obvious　plan．　　工n　contτas七，　s七〇ne　and　sand　gardens

in　Zen　七emples　look　like　anything　you　wish．　　τhey　do　n◎七　provide
any　　explana七ion●　　　We　　love　the　bells　and　　qardens　　in　　δapanese

七emples　because　七hey　have　wha七we　call　X巳二些≧’which　腿y　be
tτanslated　into　七he　English　words　reverberaセion，　af七er七as七e，　o主
七主ailing　no七e・　漁）ne。f　them　exactly　express七he　meaning。f　X2二主旦・

Yo－in　means　the　s七a七e　oτspace　lef七unexplained　or　unspoken，1ef七
for　imagina七i◎n・　琶b聴’X2二些三is　als。　imPor七a吐in　science・　エt
is　七he　problem　full　of　Σ三巴　tha七　is　really　fascinaセinq．　　工f　you

knew　e▽erything　about　a　problem　you　w◎uld　be　b◎red　by　it．

　　　　　Ψhe　gene七ic　bases　of　anセibody　diversi七y　and　class　swi七〇hing

ha▽e　been　cen七ral　pr◎blems　in　modern　i㎜noloqy．　　　喪ese　fasci－
nating　question8　sセimula七ed　moleculaピ　bioloqis七s　七〇　in七roduce
their　poweτful　　technology，　molecular　　gene七ics，　into　　immunolo鯉．

This七echnology，　using　recombinant　DNA，　has　been　so　powerful　that
セhe　ou七1ines　of　七he　answers　to　七he　above　problems　ha▽e　been
ob七ained　in　less　七han　a　decade・　　Althouqh　七he　organization　of　t力e

Vgenes　is　not　comPle七ely　knoぬ，　the　comPlete　organization◎f七he
Cλ，　Cに　and　CH　qene　loci　have　been　elucida七ed　a七　1eas七　in　the

mouse．　We㎞ow　that　D阻rearranqemen七s　acco㎎anied　by　D顕dele一
七ion　play　maゴor　roles　in　七he　genera七ion　of　an七ibody　diversity
a8　well　as　in　class’switching．　　血e　nucle。七ide　sequences
surroundin～「　t虫e　recoπ由ina七ion　si七es　have　a1エeady　been　de七er皿ined．

　　　　　Rapid　progress　in　a　cer七ain　area　of　Science　of七en　causes
peoPl　e　ou七side七he　aτea七〇’think七ha七everything　has　been　solved
in七hat　field，　which　would　be　really　disapPoin七ing　because　ofセhe
ab8ence　of　幽●　　　As　was　七he　case　with　many　o七her　scien七ific
adv鋤ces，　however，　such　achievem飢七s　do　not　necessarily　comple七e
the　8七〇ry．　　工ns七ead，　七he　in七roduction　of　new　technoloqy，　in　七urn’

has　raised　ロlore　fundameτ比al　ques七ions　such　as　　l・Hbw　is　七he　D顕
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rearrangemen七　requla七ed　durin～r　B　cell　differen七ia七ion？“　and　1，Do　T

cel1S　requla七e七he　DNA　rea主ranqement？“，　thUs　openinq　a　new　eピa　in

con七emporary　immunology■

　　　　　We　have　been　woピking　on七he　qene七ic　basis◎f　class　swi七ching・

We　have　pτoposed　a　model　in　which　class　swi七chinq　is　media七ed　by
七he　dele七ion　of七he　inter▽ening　CH　qenes　b紋ween　a　VH　gene　and　the
CH　qene　七〇　be　expressed．　　We　have　ob七ained　subs七an七ial　evidence
for　七his　model　by　analysis　of　t血e　germl　ine　and　expressed　forπぼ　of

the　CH　qenes・　　工n　due　course　we　have　de七ermined　七he　cor噂1ete　orqa－
nizatiorl　of　七he　mouse　CH　genes・　　The　comple七e　charac七eriza七ion　of

such　a　co頑Plex　gene　family　offeτs　a　unique　oPP◎r七岨ity　to　s七udy
evolu七ion　of　a　gene　family　in　differen七　species，セhus　we　are
cUrren七ly　s七udyinq　the　s七ruc七uピe　and　orqaniza七ion　of　human
CH　gene8．　　Althou亨h　S－S　recombina七ion　was　shown　七〇　take　place　in

myelomas　and　hybridomas，　analyses　of　七he　CH　gene　orqanization　in
normal　spleen　B　ce118　bearinq　imunoσ10bulins　on　七heir　surface
sugqest七ha七RNA　splicinq　may　be　the　firs七biochemical　s七ep　in
class　swi七ehing・　　We　have　also　set　ou七to　s七udy　七he　molecular
mechanism　of　S●S　reco】τ由ina七ion　in　▽i七ro　using　E■coli　ex七rac七s，　as
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　－　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　一　　一

a　s七ep　in七〇　a　new　era・

工工．　ORGAN工ZAT工ON　AND　STRUC守URE　OF　思HE　CONSTANT　REG工ON　GENES　OF　THE

　　　　工MMUNOG工ρBUL工N　HEAVY　CHA工NS

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　一

　　　　　Hybridiza七ion　kine七ic　analyses　using　cDNA　have　shown　ゼha七
specific　CH　qenes　are　deleted　in　mouse　myelomas，　depending　on　t士1e
CH　genes　expressed　（Hon］o　and　Ka七aoka，　　1978）・　The　order　of　ゼhe
CH　qenes’　5・一▽H　qene　family－spacer－Cμ一Cイ3－Cイ1輪C可2b－C72a■Cα一3・’　was

consistent　wi七h　七he　assump七ion　七ha七　七he　DNA　segment　be七ween　a
VH　and　the　CH　gene　七〇　be　expressed　is　deleted，　bringing　七hese
genes　close　七〇　each　o七her．　　　Deleセion　of　七he　in七ervening　DNA
segmen七during　H　chain　class　Switch　was　confirmed　by　Sou七he主n　blo七
hybridiza七ion　　　analyses　　of　　myeloma　　DNAs　　　in　　which　　cloned
immunoglobulin　qenes　were　used　（Coleclouqh　e七　a1．，　1980　3　00ry　and
Adams，　1980　7　Cory　e七　a1．，　1980　虜　Rabbi七セs　e七　a1・，　1980　，　Ya◎i七a

and　Honゴo，　1980　a，b）．　　　Such　s七udies　also　suppor七　七he　proposed

order　of　CH　qenes●

　　　　　To　de七ermine　direc七1y　七he　order　of　CH　genes，　we　and　o七hers

se七　〇u七　七〇　clone　mouse　エq　genes　using　recombinan七　DNA　七ec㎞010gy．

The　s七τa七egy　has　been　successful　in　土sola七ing　a11　七he　eig比
CH　qenes　of　mouse　and　in　their　phySical　linkaqe　（Shimizu　e七　a1・’
1981，　1982a　3　田akahashi　e七　a1●，　1981　，　Nishida　e七　a1●，　1981）●　　As

su㎜arized　in　Fiq・1’we　have　now　cloned　the　entire　CH　reqi。n
gene　clus七er　encompassinq　about　200kb令　　Poτtions　of　七he　cluster
were　also　cloned　in　o七her　labora七〇ries　（エユu　e七　a1．，　1980　，　Moore
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Fig・1・　Orqaniza七i。n　of　the　CH　qene　family　of　B品B／c　m。use・
工ρca七ionS　of　Stピuc七ure　genes　（Closed　boxeS，　and　S　reqionS
（broken－1ined　b◎xes）　aピe　indica七ed　on　七he　七〇p　line．　　An　obli－

que－1ined　b◎x　indica七es七he　region　which　is　homologou合セ〇七he
Cイ2b　Pr。be・？he　sec。nd　line　indica七es凸e　l。caセi。n。f　rei七era七ed
seq、ユencess　　でaken　fエom　Shimizu　e七　a1●　（1982a）．

e七　a1●，　　198　T　，　Roeder　e七　a1・，　†98η・　　血e　o主ganiza七ion　of　七he

entiτe　CH　gene　cluster　is　5．－JH－6・5kb－Cμ●4●5kb－Cδ一55kb－Cτ3－34kb●

Cイ1－21kb“・CT　2b■15kb⇔Cイ2a－14kb－Ce－12kb－Cα一3．　in　agτeeπlent　with　t出e

originaUy　proP◎sed　order　ofセhe　CH　genes　（Honゴo　and　Kataoka’
1978）．

　　　　　Using　　七hese　　isola七ed　　overlapping　　DNA　　segmen七s，　　we　　have

cha工ac七erized　several　　Stuc七ural　f三ea七ures　of　the　mouse　CH　qene
loci．　　　⑰e　　ピesu1七S　　are　　summa工ized　　below．　　血ere　　are　　no　　other

JH　region　segmen七s　except　foピ　七hose　a七　七he　5．　side　of　七he　C口　gene．

Namely’七he」H　segmen七s　are　shared　a瓜onq　all　the　CH　genes・　This
is　consis七en七　wi七h　七he　fact　七ha七　七he　same　V　region　sequence　is

associated　wi七h　differ飢t　C　reqion　sequences　in　the　linage　of　a
lymphocy七e・　　The　S　reqion　is　pτesen七　5．　七〇　each　CH　gene　except　foエ

セhe　Cδ　qene，　and　七he　nucleo七ide　sequences　of　the　S　reqions　shaピe

some　homology　as　described　la七er・　　悟heピe　is　no　reaso聰bly　con－
Served　pseudoqene　in　t血e　whole　CH　qene　clu醜er　in　Con七虻as七七〇七he

human　CH　gene　family　which　has　many　pseudogenes・　　㊥here　are　a七
1eas七七wo　species　oξre工七erated　sequences　sca七七ered　in七hese　loci・
田he　dis七ピibuti。n。f　such’rei七eraセed　sequ旬ces　in七he　CH　ge鵬
family　　iS　not　random，　bu七　セheir　func七ional　significance　is　noピ

kno甑．　　工ρcaセ土ons　of　τei七e主a七ed　8eqUences　and　S　regions　are　8che口
matically　ピepτesen七ed　（Fig・　1）・

　　　　　Cloning　and　Sou七hern　blo七　hybridiza七ion　analyses　indica七e
七ha七七he　arrangements　of　the　heavy　ohain　g飢e　loci　of　BALB／c　and
C57BL／6　m⊥ce，　・which　ha▽e　many　diffeピen七　serological　markeエs，　are

fundamen七ally　similar　bu七　differen七　in　七he　lengヒh　of　S　regions
（Fiq・　2）・　　工n　con七ras七’　we　found　七ha七　t血e　Cイ2a　qene　is　duplica七ed

in　a　Japanese　wild　mouse　Mus　㎎sculus　molossinus　（Shimizu　e七　a1．，
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　一　　　一
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Fig●　2●　　S七ruc七ural　comparison　of　七he　CH　gene　families　in　BAヱβ／c

and　C57BL／6　mice・　　A七　七he　七〇p　line，　s七ructuτal　genes　are　shown　in

closed　boxes．　　Second　and　七hird　lines　show　エes七riction　maps　of
BA工迫／c　and　C57B工〆6　mice，　respec七ively．　　Oロ1y　七he　restτic七ion　si七es

iden七ified　in　C57Bエノ6　and　七heir　correspondinq　si七es　in　BALB／c　are
shom．　　Nu皿bers　indica七e　leng七hs　（kb）　of　dele七ions　（paren七heses）

oτ　inser七ion5　（ba壬s）　in　C57BL／6　DNA　as　co㎎aired　wi七h　BALB／c　DNA．

Horizontal　arrows　below　the　七hird　line　indicate　七he　reqions　which
we主e　cloned　from　C57BL／6　DNA・　　Taken　from　Shimizu　e七　a1・　（1982a）．

1982b）・　　B◎七h　of　七he合e　C72a　genes　seem　to　be　expressed　because　七vo

indi▽idUa1　πtice　of　inbred　些！・　巴・　皿010ssinUS　have　七w◎　aユユoセypes　of

工qG2a　（L●　Herzenberg，　personal　co㎜unication）・

　　　　　We　and　otheピs　have　de七ermined　セhe　co㎎》1e七e　nucleotide　seqUen－

ces。f　a11七he　eigh七CH　genes。f　m。use・The　ex。n－iΩron。rganiza一
七ion　of　each　CH　qene　is　schema七ically　shom　in　Fig．　3．　　The　codinq

regions　o£七heseσ鯉es　aどe　split　a七七heゴunctions　of七he　domains
and　七he　hinge　reqions　by　in七er▽ening　seqUences　（エVS）．　　The　resu1セs
sug勺es七　七ha七　工VS　was　in七ピoduced　in七〇　七he　C口　gene　befoτe　di▽eτqence

of　七he　H　chain　classes，　and　also　suppor七　the　hypo七hesis　（Gilber七，
1978　；　Darne11，　1978）　七hat　七he　splicing　mechaτ1ism　has　facili七a七ed

the　evolu七ion　of　eukaピyo七ic　genes　by　linkinq　duplicated　domains　or
exons　of　pro七〇七ype　pep七ideS　noセdirectly　adゴacen七七〇〇ne　another．



28 T　HONJO　ET　AL．

　　　　　　　　　315　　　｜10　　339　　　2ア9　　　3旧　　　｝07　　泊45　　125　　　　　　L8図b　l略1‘●6　2γ1

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　脚　　　　賭2

　　　　δコ吻＝：ココ＝ゴー←ロー←■トー唇≡窒≡琶碧一
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　＞690　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　320　　　　　　　　289　　　　　　　　　　　　383　　　　　　　　　　　　　　　ゆ4　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　嶋ト●5　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　25065　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　1ぬ　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ほ●　2205　　　　900　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　47D65

　　　　為：一ヨ　　　　　　　　29噌　　　　　365　　4899　　330　　　t佗　　　320　　96

　　　　爪：一≡トー→←一■トー一一一｛匿≡≡≡｝
　　　　　　　　劉　　　　356　”96　3a　　Ia　　321　　96　　　　　㊤ぬ　　1劃　　　　　　800　　　　　　81

　　　㌔コー昌一→←一一■トー一一提≡≡≡≡ヨ
　　　　　　　　291　　　　引7　　66κ｝ア　330　112　　32‘　　飼酷　　　　　　酬h島　13‘　　　　5‘‘　　　　・↓

　　　砧：一一→－　　　　　　　　291　　　　306→∂研　ヨ30　n2　　321　　｜0⑲　　　　　日憎扇9　　｛ヨ　　　　507　　　団

　　　　ε：一｛H■長≡≡≡≡≡≡ヨ　　　　　　　　26‘　　　　　　542　　　　　324　　8‘　　324　　78　　ヨ5◎　　研　　幽8㊧●臼●

　　　　α：一←　　　　　　　　抱　　　　235唱　　295　　205　　　39良　　　56

Fig・　3　　S七ruc七ures　of　m◎use　CH　genes●　　Lengt力s　of　exons，　introns

and　3．　untrasla七ed　sequences　were　de七eτmined　by　nucleo七ide
Sequencinq・Data　are　taken　fエ。m　vari。us　s。urceSξ．Cμ（Kawakami　e七
a1．，　1980　7　Early　e七　a1・，　1980　3　R◎gers　et　a1・，　1980），　Cδ　（Tucker

e七　a1・，　1980　　7　Cheng　et　a1．，　1982），　C73　（F・　Blattner，　unpub工ished

da七a）’　Cイ1　（Hbnゴo　et　a1・’　1979）．’　Cイ2b　（Yamawaki－Kataoka　e七　al◆’

1980）’　Cイ2a　（Yamawaki－Ka七aoka　et　a1・’　1981）’　membrane　exons　of

Cイ　（Yamawaki－Kataoka　e七　a1●，　1982　；　町1er　e七　al．，　1982　；　Nakai　et

a1．，　1982　7　R◎qer　e七　a1．，　1981）　Cε　（N．　工shida　and　T．　厳）nゴo，

unpublished　da七a）　and　Cα　（Tucker　et　a1・，　1981）．

Similari七ies　in　s七ructure　of　CH　genes　indicate　七ha七　all　the
CH　genes　are　deri▽ed　fτom　a　oo㎜on　aneestraユ　gene’　p主obably　a
proto七ype　Cμ　gene　because　some　lower　ver七ebrates　can　produce　only
工gM・

3）　工VS－media七ed　domain七ransfer

　　　　　Comparisor｝　of　nucleotide　seqUences　of　CH　qenes，　especially
七hose　of　τ　subclass　qenes　has　revealed　an　interestinq　conservation
of　nucleo七ide　sequences　a七　1imited　p◎rtions　of　t血e　∈βne　（Miya七a　et
a1．，　1980　；　Yamawaki－Ka七a◎ka　e七　a1．，　1981，　1982）．　　工n　order　七〇

evaluate　t力e　diverqence　in　七he　coding　and　non－codinq　segments　of
七he　qene　at　tゴhe　salne　leve1，　the　seqUence　di▽ergence　of　the　coding
region　　was　　de七ermined　　by　　measurinq　　two　　dis七inc七　　types　　of

subs七itutions；　one　leadinq　七〇　the　amino　acid　chanqe　（Ka）　and　the
other　leading七〇　七he　synonym◎us　change　（Ks）．　　Obviously，　セhe　former

is　under　the　influence　of　selec七ive　constrains　at　lx⊃七h　protein　and

RNA　level　s　and　the　lat七er　is　under　七he　influence　of　selec七ive
cons七rain七　at　t力e　RNA　level　alone・　　The　Ks　▽alues　and　substi七ution

τates　a七　七he　non－codinq　reqion　were　used　for　comparison．
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Fi　g．　4．　　Schema七ic　representation　of　工VS－media七ed　domain　exchanqe

be七ween　ances七。rs。f　Cイ1and　Cイ2b　genes・Wider　rec七anqles　repre－
sen七　exons．　　CIosed　rectanqles　are　homologous　reqions　which　were
exchanged　be七ween　七he　七wo　qenes，　　　Taken　fエom　Ya皿awaki唱Ka七aoka　e七

a1．　（1982》●

　　　　　Such　compa虻ison　between　七he　イ1　and　イ2b　qenes　has　shown　tha七

a七　1east　七wo　segmen七s，　one　includinq　the　CHl　domain　and　the　5．
portion　of　七he　adjacenセ　ェVS　and　七he　o七her　including　七he　Hl　exon
and　七he　flanking　reqion　are　hiqhly　conser▽ed　as　shown　in　Fig●　4．

When　七he　nucleo七ide£equences　of　七he　human　イ4　and　murine　τ1　qenes

were　comPared，七here　was　no　par七iculaピ1y　conser▽ed　segmenセin七he
gene・　　　工t　　is　therefore　likely　七hat　some　coピrec七ion　mechanisms
operate　in　七he　gene　family．　　血e　mechanism　could　be　ei七her　double
uneqUal　cτ08sing－over　or　gene　conversion　（Ba1七imore，　1981）．　　The

exchanqe　or　transfer　of　gene七ics　informa七ions　between　a　qene
fa砿1y　seems七〇be　co㎜on　as　growing　numbers　of　exa㎎1es　were　pro－
vided　in　immunoqlobulin　genes　as　well　as　in　other　genes　（Schτier
e七　a1．，　1981　，　0110　and　Rougeon，　1982　，　Sl　igh七〇m　et　a1●，　1980　3

エユebhaber　e七　a1●，　1981　，　工alanne　e七　a1・，　1982）・

　　　　　≦≡幽＿　≡＿　charac七erizaion　　of　　human　　ヱ＿　望≡旦三＿　£ユ≦≡旦皇旦

We　and。thers　have　recen七1y　c1。n6d　m。8七。f七he　h㎝顛CH　genes
iτ1cludinq　C口，　Cδ，　Cイ，　Cε　and　Cα　genes　（Takahashi　e七　a1．，　1980b　7

Rave七ch　et　a1．，　1980　3　　Ellison　e七　a1．，　†98†　，　Ellison　and　Hood，

1982　7　Rabbi七ts　et　a1・，　198↑　7　Nishida　et　a1●，　1982　虜　鴉kahashi　e七

a1．，　1982｝．　　We　have　isola七ed　　five　human　7　gene　clones　fエom　phage

libどaries　as　shown　in　F工g・　5　（Takahashi　e七　al●．　1982）・　　We　ha▽e

cloned　four　τ　genes　乍1，　イ2，　イ3　and　τ4・　　喪e　イ2　and　74　gene8　駅∋τe

shown　七〇　be　linked　in　this　order　by　o▽erlapP証σ　七he　flanking
sequences　and　they　are　abou七　19kb　apa主t．　　エn　addition，　we　obt富ined

anoセher　イ　　　qene　clone　called　イー11　which　we　think　a　pseudoqene
because　of　七he　several　reasons　to　be　discu8sed　below．　　　Since
nucleo七ide　sequences　of　human　τ　genes　・罰e　similar　to　each　o七her，

we　have　identified　七hese　clones　by　de七emining　nucleotide　seqUen－
ces　of　七he　hinqe　reqions　which　are　m◎sセ　dive℃gent．



30 T．HONJO　ET　Aし．

4r

　　　　　　　　　　〆1

　　　　　　　　　ご3

†1

胞 ⊂：＝コS－R●gbn　　ε≡ヨF⑭ポW㎞S●qu●nc●

Fiq・　5・　　S七ruc七ure　of　human　イ　gene　clones命　　Four　イ　qenes　（71，

イ3and　74）and　a　ps旬doイqene（cloneτ一川are　schematically
shown・　Exons　are　shown　by　closed　rec七anqles・　Taken　from
τakahashi　e七　a1．　（1982）．

72，

　　　　　As　shom　　in　宮ig．　6　七he　amino　acid　seqUences　of　七he　hinge
regions　predic七ed　from　七he　6ucleo七ide　seqUences　of　t血e　τ1，　τ2，　イ3

and　イ4　genes　aqree　wi七h　七he　pUblished　sequences　except　for　one
residue　in　the　イ4　gene　（Edelman　e七　a1．，　1969　3　Pink　e七　a1．，　1970　ξ

Michaelsen　e七　a1り　　1977　ξ　Wanq　et　a1●，　1980）．　　籏）weveτ，　the　a皿ino

acid　sequence　pτedic七ed　fエom　ゼhe　nucleo七ide　sequence　of　clone　イー11
does　no七　coincide　with　any　of　the　know　human　τ　seqUences．

　　　　　The　S　regions　of七heロ，　e　andαgenes　have　been　shown七〇be
well　conserved　be七ween　human　and　mouse　（Takahashi　et　a1．，　1980b　3
Rave七ch　e七　a1．，　1980　虜　Nishida　e七　a1．，　1982）．　　Similarly，　the

τestric七ion　fragmen七s　con七aining　the　5，　flanking　reqions　of　the
71’　イ2’　イ3　and　γ4　genes　hybridized　wi七h　the　頁touse　S72b　pピobe・　　The

ト11clone，　howe▽er，　did　not　have　any　fragm飢七hybτidizing　wi七h
七he　m◎use　Sイ2b　τegion　七ha七　cτosshybτidized　wi七h　all　the　S7　regions

of　mouSe・　　As　七he　S　region　is　essen七ial　for七he　class　swi七ch
recombina七ion，　　セhe　　7●11　clone　may　no七　ha▽e　any　　chance　　七〇　be

exp鵬ssed・　　Fur七hermore，七he　7－11　clone　has　hiqhly　repe七i七ive
seqμences　in　七he　5・　flanking　主egion　砲ere　t力6　S　region　is　expecセed

七〇be・　Pour　ga㎜a　qenes”’72パ3　and　74　have　S．region　sequences
a七reaso聰ble　loca七工ons　whereas七heマー11　clone　has　only　repe七i七ive
seqμences　（Fi　g・　5）・　　　血ese　obseτva七ions　descτibed　above，　namely

七he　absence　of　a　known　amino　acid　seqUence，　七he　absenoe　of　セhe　S
エeqion　　and　　七he　　presence　　of　　repe七i七ive　　seqUences，　　1ead　us　　七〇

conclude　七entati▽ely　tha七　七he　clone　イー11　is　a　pseudogene．
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Y2

γ4

γ1

Y3H1

Y3H2

Y3H3

Y3H4

ψ

Fig・6・

genes・
セo　　　　’

㏄AGAGCGCAAA－一一一一一TGTTGTGTCGAG亀一一一一一一●－T㏄CCACCGTGCCCAGGTAA
　　　GluArqLys　　　　　CysCy8Va1Glu　　　　　　　　CysPτoPr◎CysPτo

GCAGAGTCCAAA－一一一一一TATGGTCCCCCA●一一一一一●’－TGCCCATCATGCCCAGGTAA
　　　GluSe＃Lys　　　　　TyrGlyProPごo　　、　　　　　CysProSeτCysPro

GCAGAGCCCAAA－一一一一’？CT？GTGACAUACTCACACATGCCCACCGTGCCCAGGTAA
　　　GluPτoLys　　　　　SerCysAspLysThrHisThエCysProPr◎CysPro

GCAGAGCTCAAAACCCCAC？？GGT（議CACAAC？CACACATGCCCACGGTGCCCAGGTAA
　　　GluLeuLysThrP主oLeu≦≡担ζAspThrThrHi8ThエCysPτoArqCysPエo

㏄AGAGCCTAAA・・●一一一’TC？TGTGκACACCTCCCCCGTGCCCACGαごGCCCAGαPAA
　　　GluProLys　　　　　SeτCysASpThrProProP℃oCysProArqCysPro

GCAGAGCCTAAA－一一一一一TCTTGTGACACACCTCCCCCGTGCCCACGGTGCCCAGGTAA
　　　GluPrOLys　　　　　SerCy⑨ASpThrProPτoPτoCysProAエワCysPτo

GCAGAGCCCAAA－一一’一一TCTTGTGACACACC？CCCCCGTGCCCAAGGT㏄CCAGG？AA
　　　G1口ProLys　　　　　　SerCy8Asp！PhrPτoPτoPτoCysP「oA「9CysPτo

GCAGAGCCC㎜ACCCCATGTTGTGACACAACTCACACATGCCCACCATGTGCAAGTAA

　　　　　　　　The

　　　　　　　　　　　コ
　　　maxコ」厄工ze

seq〕ユences

sequences
underlined・

GluPτOL　s㌘hrProC　sC　sAs　㌘　rTh＃HエsT　rC　sPτoProC　sAla

Nucleo七ide　se．quences　of七he　hinge　regions。f　humanτ
　　　nucleo七ide　自eqUences　of　the　hinge　reqions　are　aliqned
　　　homology・　A皿ino　ac　ids　predic七ed　by七he　nucleo七ide

　are．　shown　below．　　Amino　acid　ピesidue　and　nucleotide

which　aピe　inconsis七en七　wi七h　セhe　published　se《四ences　are
　　　　Taken　f工om　Takahashi　et　a1●　（1982）．

The イ3　旦竺三三竺L一聖竺X＿have been　crea七ed
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　
幽＿the　　　　£主L皇三旦旦・　The
is　inteτesセing　because　there　are　fouエ

ApPaτen七1y，　such　stエuc七ure　indicates
quadrUPl　ica七ed　in　七he　↑3　gene　aS
seqUence　　（Hichaelsen　　e七　　a1．，　　1977）・

nucleo七ide　sequences　of　セhe　hinge
of　　the　　o七her　　7　　genes，　　we　　τealized

in七eごes七ing七han　a就icipaセed（Fig・
of七he　73　qene　is　very　similar七〇
qui七e　dis七inct　from　七hose　of　七he
other　hinge　exons　H2，　｝13　and　H4　0f

七〇　七ha七　〇f　七he　イ1　gene．　　ConseqUen七1y，

イ3　gene　was　cτea七ed　by　uneqUal　crossエnq－over
sequences　　（工VS）　be七ween　七he　ancestors

qenes，　　fo11◎wed　by　tw◎　successive
hinge　　exon　　as　　shown　　in　　Fiq．　　7．

reassoτセed　七he　exons　of　セhe　ances七〇rs
geneS，　Crea七inq　a　neW　gene・

　　　　　喪is　　assumption

5．一τ1一イ3一ψ7－3・　in　the

WOuld　have　been　los七◆

　　　　　　控L塑一望皿一reassortm飢七
　　　　　　　struct1ユre　of　t力e　↑3　gene

　　　　exons　for　ゼhe　hinge　τegion・

　　　　　　tha七　　七he　　hinqe　　exon　　鳩s

　proposed　from　七he　amino　acid
　　　　　　　　曲en　　we　　compared　　たhe

exons　of　the　73　gene　with　those
　　　　　　七ha七　　the　　fac七　　is　　more

　6）．　　血e　fiτst　hinge　exon　（H1）

識a七　〇f　t止1e　pseudogene　曲ich　is

　other　イ　　genes●　　　Hbwever，　ゼhe

七he　｛3　gene　a主e　m◎s七　homologous

　　　　　iセ　iS　mos七　1ikely　七ha七　七he
、’　　　　垣七he　in七eτvening
　　　　　　of　　七he　pseudo　　7　　and　　乍1

　　　dUpl　ica七ions　of　the　イ1一七ype

　　　　Such　unequal　crossinq－over
　　　　　　　of　七he　71　and　pseudo　∀

inevitably　　leads　us　　七〇

human　genome・　　〇七heピwise，

　The　イ2　and　イ4　genes　aピe

propose　　七he　　ordeτ

the　paren七a1　∈「enes

already　physicaUy



32

Tl’ 4Ψ’

T．HONJO　ET　AL．
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o　　Hing8　Mumplicロ60n

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　泊　　　　　τ3　　　　　ψ

Fi　q・7・　An　evolu七ionary　pa七hway　to　create七heイ3　gene・　Open　and
closed　rect2mgles　indica七e　exon日　of　七he　τ1　and　pseudogene　linages，
respec七ively．　　Taken　from　聖akahashi　e七　a1●　（1982）．

1inked　and　their　hinqe　reqion　sequ瓠ces　are　homologousセo　each
o七her　bu七　diffeτen七　fτom　七hose　of　七he　o七heτ　7　σenes●　　Two　a1七eτ一
na七i▽e　τ　gene　orders　can　be　prop◎sed　虜　5．－72一イ4一τ1一イ3一ψイ⇒3．　and

5・－71局イ3一ψ7一イ2一イ4－3・．　　Nei七heエ　of　them　aqree　with　七he　oτder　pre●

viously　proposed　on　七he　basis　of　genetic　s七udies　（Natviq　e七　a1．，
1967　3　工£franc　et　a1．，　1977）・

can　estima七e　七he　phylogene七ic　七主ee　of　t血e　human

in　Fiq・　8◆　　There　are　two　P◎ssibili七ies●
we　assu鳳e　七he　pro七〇type　イ　gene　is　ei七her　71

0f　which　have　deletions　in　七he　hinすe　exon
pseudogene・．⑰e　pro七〇typeイgene　undeピwen七duplicaセion　and　segエe一

　　　　　　　　　　　　S七Udies　we

　　　　　　イ　genes　as　shown

工n　t血e　firs七　case　（A），

　or　イ2　（74）　七ype，　b◎七h

　as　co㎎）ared　with　ゼhe

ga七ed　m七〇the　ansces七〇rs　of七he”　and　72　qenes・　The　72　gene
ances七〇r　again　duplicated　and　evolved　the　イ2　and　イ4　genes　which
are　abou七　19kb　apa主七．　　τhe　勺1　qene　ansces七〇r　also　duplica七ed　and

e▽01ved　セhe　ansces七〇rs　of　the　好1　and　pseudo　τ　genes．　　⑰en，　uneエ

qual　cピossing－over　七〇〇k　place　be七ween　七hese　七wo　genes　and　ゼhe　τ3

qene　ansces七〇r　was　cτeated　as　proposed　above●　　エn　七he　o七heエ　case

（B），the　prototypeイgene　segrega七ed　inセoセhe　ancesセors　ofセhe
pseudog飢e　and　a11七he　o七herイqenes・　　血en，七heイ1　q顧e　segτe－
ga七ed　ξrom　廿1e　イ2　and　74　gene　ances七〇rs◆　　Like　the　firs七　case，

uneqUal　crossing■◎ver　セook　place　be七ween　tぬe　イ1　and　pseudo　7　genes

and　the　72　andイ4　q旬es　evolved　by　duplica七ion・　Had　no　recom－
bina七ion　七aken　place　aπlonq　ga㎜　σenes，　we　could　dis七inguish　be七一

ween　七he　tw◎　models　by　de七ermininq　whe七her　七he　71　gene　is　more
homoloqous　toセhe　pseudogene七han　the　72（or　74）gene・　Comparison
of　the　nucleo七ide　sequences　so　far　determined　of　セhe　pseudoqene，
可2　and　τ4　genes　wi七h　七hat　of　七he　イ1　gene　did．no七　allow　us　七〇

dis七inguish　七hese　models．
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Fig．　8．　　Phyloqenetic　七rees　of　human　7　genes・　　晒e　7　genes　aτe

lbes七distinguished　by七he　s七ruc七ures　ofセhe　hinqe　exons　which　are
8chematically　shown　by　closed　b◎xes　wi七h　dele七ions　（see　Fig●　6）●

H砿izon七al　arτow5　ind土ca七e　unequa1　Crossing－ove℃・　■aken　from
Takahash工　e七　a1・　（1982）●　　　　　　　　・・’

　　　　　エn　any　case，七hese　τesu1七s　cleaτ1y　demonstra七e　tha七　hum顛

qa皿ma　qenes　underwent　dynamic　rear聰ngemen七s　duτing　evolu七ion・ぽb
crea七e　a　human　τ　qene　fa皿ily　there　have’been　se▽era1　七ypes　of　仔ene

rearrangemen七，　　which　　include　a七　　1ea5七　　七hエee　duplica七ioτ1s　　of　a

co㎎1　eセe　τ　gene，　two　duplications　of　七he　hinqe　exon　and　七he　exon

主eassor七蹴en七by　unequal　crossing－over　be七ween七“）adjace“genes．
Cer七ainly　many　poin七　muta七ions　have　accumula七ed　in　t血e　7　subclass
genes・　　N◎ne七heless，　DNA　rearranqements　see瓜　to　have　played　a　m◎re

importan七　role　for　七he　evolu七ion　of　the　イ　subclass　genes．　　血is

migh七be　the　bes七exa皿Ple　of　how　a　gene　family　evolved　by　exon
reassoτセmen七s・

198、，：e霊。a㌫。霊蕊慧三蒜ご’認．慧雛裟蒜’。誌

and　mouse　ε　chains　is　only　43も，　i七　is　impossible　七〇　use　the　mouse
ε　gene　（N工shida　et　a1．，　198”　　as　a　pτobe　for　cloninq　the　hu瓦1an　ε

gene．　　エns七ead，　we　have　used　七he　JH　probe　and　cloned　a　rearranged
ε　　chain　　gene　　from　　DNA　　of　　a　　hu孤an　　6●producing　myeloma　　266B　1

（Nilsson，　1971）．

　　　　　τhe　ε　chain　gene　cユo盈e　縮s　idenセified　by　セhe　c◎mPユe七e

nucleo七ide　sequence　de七ermina七ion・　The　sequence　ma七ched　almo醜
perfec七1y　wi七h　七he　published　amino　acid　seqUence　excep七　for　15
residues　ou七　〇f　427　ピesidues．　　The　hu皿an　ε　gene　has　four　exonsσ

each　encoding　one　domain　　ゴus七　1ike　七he　mouse　8　gene．　　　BamH工
diqes七ion　of　hu皿an　DNA　produced　雄ree　Cε　fragments　of　3．0，　6．5　and
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9・2kb’　which　were　named　Cε1’　Cε2　and　Cε3　genes’　respecti▽ely　（Fiq・

9）．　　We　found　七he　七hree　Cε　qene　fragmen七s　in　all　of　七he　human　DNA

prepara七ions　fエom　　l　l　individuals，　excludinq　t二he　possibili七y　of
polymorphysm．　　The　Cε　qene　expressed　in　七he．myeloma　was　iden七ified
as　七he　Cε1　qene　from　七he　restric七ion　map◆　　Since　七he　Cε2　σene　is

dele七ed　from　the　myeloma　DNA’　七he　Cε2　is　located　51　to　the　Cε1・

The　nonrearranged　Cε3　qene　was　also　cloned　f主om　the　πlyeloma　DNA・

A
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Fiq．　9◆　　Southern　blot　hybridiza七ion　of　human　DNA　with　七he　Cε

probe・　　H江man　placenta　and　266BI　DNAs　were　diqes七ed　wi七h　BamH工（A）

or　EcoRI（B）．　　Southern　blots　were　hybridized　wi七h　七he　Cε　probe．

Lanes　a　and　b　contain　placen七a　and　266BI　DNAs，　respecti▽ely．

Nu双由ers　indicaセe　sizes　of　hybridized　bands　in　kb．　　Taken　from
Nishida　et　a1．　　（1982）◆

Cε1

CHl CH2 CH3 CH4　U

3◎9　　2◎6　　321　　86　　324　83　329　　108

Cε3
299　320 309 329

CHl CH2 CH3 CH4　U

Fiq・　10・　　Comparison　of　s七ructure　of　七he　Cε1　and　Cε3　genes．

Do七七ed　and　open　boxes　indicate　exons　and　in七rons，　主espec七ively．
Numbers　show　leng七hs　（bp）　of　exons　and　introns・　　U，　untransla七ed
　　　　　じ

regエon・
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　　　　　The　heteroduplexes　formed　between　the　Cε1　and　Cε3　genes　have

revealed　七ha七　t血e　Cε3　gene　Iniqht　have　dele七ed　t血ree　intτoxls・　　The

comple七e　nucleotide　seqUence　of　the　Cε3　gene　was　determined　and
compared　with　七ha七　〇f　七he　Cε1　qene．　　　Alt止10uqh　t止【e　nucleotide
seqUence　of　the　Cε3　gene　is　83亀　homoloqous　七〇　tha七　〇f　the　Cε1　gene

in　　七he　exons，　　the　　introns　　are　precisely　　spliced　out　　of　　t血e

Cε3　gene・　　The　Cε3　gene　d◎es　no七　have　any　J　or　V“・like　sequence　a七

the　5・　side　bu七　d◎es　have　poly（A）－1ike　sequence　a七　ゼhe　3・　side．

The　structures　of　the　Cε1　and　Cε3　qenes　are　Schematically　shown　in
Fig・　10．　　τhis　type　of　せ1e　gene　was　called　a　processed　gene　as

previously　found　in　七he　mouse　α　qlobin　gene　family，　the　human
i㎜㎜010bul　in　qene　family　and　the　hum飢　β一tubulin　qene　family
（Nishioka　e七　a1．，　1980　7　ほ）11is　et　a1．，　1982　7　Wilde　et　a1．，
1982）．

　　　　　The　mos七　exciting　was　the　findinq　that　movable　genetic　ele－
men七s　including　LTR已1ike　sequences　flank　both　the　5・　and　3．　sides

of七he　Cε3　gene　as　shown　in　Fiq・11・　We　can　assign　two　se七s　of
乙TR－1ike　sequences，　b◎th　of　which　have　an　inver七ed　repea七，　a　肥ATA
box　and　a　p◎1y（A）　signa1　（AATAAA）．　　The　inverted　repeat　of　one　LTR

iS．CP）6－（A）6　and　t血a七　〇f　廿1e　o七her　（口GAA）一（TTCA）・　　工n　addi七ion，

there　are　shoエ七　direct　repea七s　at　the　5．　and　3・　ends　of　each　se七．

Hbwevexi，　the　5宇　and　3．　LTR－1ike　sequences　in　each　se七　d◎　not
cons七itute　a　direct　repea七　（Fiq．　11A）．　　There　are　mu1七iple　o◎pies

of　the　3’　LTR－1ike　seqμence　in　the　human　genome．　　口he　evolu七ional

oriqin　of　the　spliced　gene　is　a　fascina七ing　question・　The　pre－
sence　　of　　七he　　LTR－1ike　　struc七ure　　sugqests　　that　　the　　Cε3　　was

transcribed　into　RNA　and　七hat　the　spliced　RNA　皿ight　have　been
in七eqrated　back　七〇　セhe　genome　by　way　of　七he　reverse　t：ranscrip七ion

、

（A｝ ㎜一M口鵡 ㎜一岨田邊

（8）

（c｝一一一一一一一■｛ロユエー一一

Fiq．　11．　　The　possible　arrangements　of　movable　gene七ic　elemen七s

flanking　to　human　i㎜unolgobulin　epsilon　pseudoqene　Cε3・　　The
sequences　of　direct　and　inverted　repea七s　in　each　m◎del　are　7

（A）花》GCT。主Acc，　D㊥唖。r？G舩，（B）⑳丁徽NGAG，
匡塞＞TGGN（汲GG，　（C）　　■■　CCTAGAG，　respectively．
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as　p士oposed　previously　（泳）11is　e七　a1．，　1982）．　　血ere　are　se▽eral

o七her　possibilities　such　as　七he　gene　conversion　mode1　（Nishioka　et
aユ・，　　1980）　　and　　七wo　　s七ep　　mode1　　（S・　　　Ueda　and　T．　　Hbnコo，　　in

pエeparation）．　　Nb七e　ゼha七　〇ther　七ypes　of　movable　genetic　elements

are　also　found　in七he　vicini七y　of　the　Cε3　qene・　We　can　id顧七ify
七wo　se七s　of　larqe　inver七ed　repea七s　Surroundinq　the　Cε3　gene　（Fiq・
11B）●　　　工t　is　also　p◎ssible　to　locate　the　direc七　repeat　on　b◎th
sides　of　the　Cε3　gene　（Fi9・　　11C）・

　　　　　The　Ce2　qene　is　also　a　pseudoqene　because　セhe　七wo　exoτ1s　of

the　CHl　and　CH2　domains　are　deleted・

工工工．　MOLECULAR　GENET工C　BAS工S　FOR　CLASS　SW工TCH工NG

1）　The　S－S　Recombina七ion

　　　　　Durin勺　　differentia七ion　　of　　a　　single　　B　lymphocyte　　a　　given

VH　regiOn　is　firS七expreSsed　aS　aμchain’fo1ユowed　by廿1e　Switch
of　七he　CH　reqion　七〇　〇ther　classes　such　as　δ，　7，　ε　and　α．　The　mole⇔

cular　genetic　basis　for　this　画enomenon　called　heavy　chain　class
switch　　has　　been　　elucidated　　recently　　by　　cloning　　and　　charac一

七eriza七ion　　of　　i㎜unoq1◎bulin　　genes　　of　mouse　myelomas　　secre七ing

various　classes　of　i㎜unoglobulin　（Davis　et　a1．，　1980a　7　Kataoka
e七　a1．，　　1980　，　Sakano　e七　a1．，　1980）．　　Accordinq　to　七his　mode1

（Fig・　　12）　　エearrangemen七　　called　　S－S　　recombina七ion　　brings　　a

w D JH μ6　冨3 τ1　㎞　㎞　　ε　α
一齢月彬一→書→モー・十S口　　　S冨■　　S治　　S砲　　S亀　　Sα

傷膿

VDJ
ls－s醐曲頃㎞

冨鈴　極　　ε　　α

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　S芦S冨⇔

Pig●　12．　　Rearranqements　during　differen七iaセion　of　B　lymphocy七es・
口wo　successive　recombina七ions　V－D－J　and　S－S　comple七e　the　expressed

form　of　t上e　72b　chain　gene．　　Bo七h　events　are　accompanied　by　dele一

七ion　of　intervening　DML　segments　which　m⊥gh七　be　accompl　ished
七hrough　loopinq－o碇or　sis七er　chroma七id　exchange（Oba七a　e七a1・’
1981）．　　Reproduced　fτom　Hbnゴo　e七　a1．　（1981b）
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c◎㎎1e七ed　VH　gene’vhich　is　1。ca七ed。τiginally　5’七。　the　Cμg飽e’
close　七〇　ano七her　CH　gene　by　delet工oぬ　of　an　interveni王1g　DNA　segmen七
（Honゴo　aτ1d　Ka七a◎ka，　1978　，　Co主y　et　a1・，　1980　虜　（め1eclough　e七　a1●，

1980　∫　Rabbi七七s　e七　a1・，　1980　虜　Yaoiセa　and　Honjo，　1980）．　　The　S－S

recombination　　七akes　place　be七ween　　S　reqions　loca七ed　in　　七he　5・

flanking　region　of　each　CH　gene．　The　nucleo七ide　seq翠ences　of　S
τegions　are　shown七〇comprise　tandem　repe七i七i▽e　sequences　shaτing
short　common　seq玉ユences　（Ka七aoka　e七　a1●，　1981　，　Davis　eセ　a1・，　1980b

；　Dunnick　et　a1◆，　1980　7　Nikaido　e七　a1・，　1981，　1982）・

2）⊆H」一』＋三＋塾　　　一

　　　　　工七　is　knom　　that　resting　B　cells　often　bear　七曾o　differen七

isotypes　on　theiエsurface・　1血e　mo☆co㎜on　are七hose　bearingエgH
and　工gD命　　Some　carry　工qG，　エgE　◎r　エqA　in　addi七ion　七〇　工gM．　　工七　has

been　difficu1七　七〇　explain　七his　七ype　of　class　swi七ching，　namely
fr。mμ＋8＋七。ロ＋7＋。rロ＋ε＋by血e　S－S主ec。mbinati。n　tha七iS　acc。m－

panied　by　deleti。n。f　CH　qeneS　includinqセhe　Cμqene・　We㎞ve’
七herefore，　　analyzed　　the　　organiza七ion　　of　　CH　　genes　　in　　sor七ed
ロ＋・＋B－1四ph。・y七・・a・d　f。und　th・t七h・y・et・i・th・Cロ’C8’C，　and

C8　genes　in　the　qermline　confiqulation，　suqqes七ing　七ha七　七he
simultane。us　expressi。n。f七he　Cμand　C8　qenes　is　media七ed　by飢
RNA　spl　icing　mechanism（Yaoita　e七a1・，1982）・

　　　　Borqes　et　a1　　（1981）　found　七ha七　工qh　conqenic　s七rain　SJA／9
（エgha）havinq　S」L　backqround　cannoセ’produce　a　de七ec七able　amoun七〇f

エ98in　the　sera　e▽・n　af七er　the　infec七i。n。f－
brasiliensis，　which　is　㎞own　七〇　sせmulate　堅）1yclona1　工qE
produc七i◎n．　　Furthermore，　Okumura　and　his　associa七es　（unpublished
da七a）　also　found　七haセ　七he　increase　oξ　工gE－bearing　B　cells　af七e主　N．
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ロ
brasiliensis　infec七ion　occurs　equally　in　SJA／9　as　well　as　SJL
mice・　　ムPPr。ximaセely　10亀　of　the　spleen．cells　of　七he　正
b虻asiliensis－infected　mice　carry　工gE　on　七heiピ　surface●　　血e　advan一

七aqe　of　SJA／9　mice　is　七haセ　a　low　工gE　level　in　sera　minimizes
binding　of　工gE　七〇　Fc　recep七〇rs　of　ε一nega七ive　lymphocytes，　thus
av。idinq　the　c。nta砿nati。n　ofε一negative　cells　in七。　sortedε＋B
cellS．　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　．

　　　　悟he　エgE－bearinq　B　cells　were　isola七ed　from　spleen　cells　of　N．
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　
bra6ilien合is－infec七ed　　SJA／9　mice　by　　the　　fluorescence－ac七iva七ed
cell　sorte主．　　　Only　briqhtes七　七〇p　9亀　of　七he　s七ained　cells　were

collec七ed．　　⑰e　puri七y　◎f　七he　isola七ed　cells　was　examined　岨der
七he　fluorescent　microscope，　which　is　less　sensi七i▽e　and　gives　a
lower　li皿iセ　value　of　s七aiτ1inq・　　At　leas七　86宅　of　t血e　sor七ed　cells

were　brigh七1y　s七ained　with　an七i一ε　an七ibody・　　Mos七　〇f　the辱ε一bearing

cells　also　carエied　七he　μ　chain　on　七heir　surface・　　鰭Dwe▽er，　t力ey
vere　no七　g七ained　w土セh　e工七her　an七i一δ，　an七i一イ2a　oエ　an七i－71　an七ibody．

The　resu1七s　工ndica七e　七ha七　七he　gor七ed　cells　are　t力e　essen七ially
pure　p。pula七i。n。fμ＋ε＋Bcells．
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　　　　　To　confirm　七ha七　工qE　on　七he　surface　of　μ＋s＋　B　cells　is　endoge－

nously　　synthesized，　　ε＋　　B　　cells　　were　　trea七ed　　wi七h　　trypsin

（2．5mg／m1）　　foΣ　　30　min　a七　　370C　七〇　stエip　off　all　cell　surface

i㎜noqlobulins，　　七hen　af七er　cu1七uring，　豆ewly　syn飽e8ized　i㎜u－
no910bul　ins　on　七he　surface　were　reexamined　by　fluorescence
s七aininq．　　As　expected，　2hr　and　5hエ　af七er　t血e　七rypsirl　treatmenセ，

84亀　and　　97竃，　respecti▽ely，　of　cells　were　s七ained　wi七h　anti－8．
Pur七hermoエe．　七he　sorセed　ε＋　B　cells　of　SJA／9　were　shown　七〇　secre七

工g8　when　T　cells　of　SJL　were　p丈o▽ided　（K・　Okumura，　unpubl　ished
data）．

　　　　We　ha▽e　ex七τac七ed　DNA　from　the　sor七ed　口＋s＋　cells　and　examined

七he　CH　gene　organiza七ion　inε一bearing　ce118　us加g七he　Sou七hern
blo七七ing　tec㎞ique．　晒en　D甑ofε＋Bcells　was　diges七ed　with

Table　1 CH　Gene・inロ＋・＋BC・11s

CH　genes
examined

1ength　（kb）　of

fτagmen七s
iden七ified舎

　　　　origin　of　DNA

liver　　　　μ㌔＋Bce11

Cμ

Cδ

Cイ3

eれ

Cイ2b

C72a

Cε

JH

13　（EcoR工）

11・5　（BamH1）

14　（EcoR工）

6●6　（Hina　工工工）

23　（Hind　工工工）

6．6　｛EcoR工）

6・6　（EcoR工）

9　（Hind　工工工）

21．3　（EcoR工）

6●2　（Hi】nd　工工工）

21・3　（EcoR工｝

4●8　（Bam”

6．4　（EcoR工）

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

一　（fain七）

Re9七ricセion　enzymes　used　aτe　indica七ed　in　paピen七heses・
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EcoR工，　blo七七ed　and　hybridized　wi七h　セhe　Cε　gene　probe，　it　produced

a　21．3　kb　fragmen七　which　is　identica1　七〇　七ha七　produced　in　SJ為／9
1i▽er　DNA　（Table　1）．　　　Since　廿1e　EcoRエ　fエaqmen七　（21・3kb）　encom－

passes七he　wh。1e　reqi。n　between　the　Cイ2a　and　C。　qenes，出e　ab。ve
resu1七s　indicaセe　セha七　七he　Cε　gene　does　not　rearrange　in　七he
工gE→bearing　lymph◎cy七es　unlike　七he　　工qE⇒secreting　hybridoma　and
myeloma　（Nishida　e七　a1．，　1981，　り982）．

　　　　　EcoRエ　diqes七ion　of　the　8＋　B　cell　DNA　produced　the　qe血L　ine

form　　of　七he　　C口　　gene　　fragmenセ　　（13　kb）　　a8　shown　　in　　Fig●　　13●

エna瓢uch　as七he　13　kb　Cμfra’nt　c。n七ains　the　wh。1e　SU　reqi。n’
七here　is　no　doub七　abou七　七he　absence　of　七he　DNA　rearτangemen七　in

七he　Sμreσi。n・　曳ロ肛dエgesたi。n。f｛カe・＋B。eU諏d　S颯／91iw
DNAs　yielded七he　11・5　kb　fra卯enセhybridi・ing　wi七h仙e　CロPエ。be・
Since　the　　11．5　kb　BamH工　fエagmen七　encompasses　七he　Cδ　as　well　as

：ぽe：・ヒ：e認七SS濫慧㌫。，㍗蕊：，Ct，↑ラn：，蒜；：：1：τ蒜

ar・n。t　rearran守ed垣七heμ＋・＋B・el1S・エn　c。n七ras七，七he」H　qene

fピagmen七　〇f　七he　工qE●bearing　lymphocy七e　DNA　dτas℃ically　reduced　七he

intensi七y　as　compared　wi七h　thaセ　of　SJA／9　1ive℃　DNA　and　appea虻ed

blurred　in　agreeme就wi七h七he　in七e主pr欲a七i◎n七ha七aユazge加mber
of　　different　　rearrangemen七s　　have　　generated　　皿any　　new　　EcoR工

fragmen七s　of　different　lengths　in　polyclo聰1　B　cells（No七七enberg
and　Weisman，　　1981）・　　　F宝om　七hese　resu1七s　it　is　likely　七haψ　七he

orqanization　of　the　CH　qene　in　七he　IgE－bearing　cells　is　the　same
wi七h　七he　germl　ine　gene　except　七hat　the　JH　is　rearranged●　　These
data　indiea七e　七ha七　工gE　expression　iΩ　口＋ε＋　B　cells　does　not　involve

セhe　Sμ一Sε　ピearranq㎝en七・

ε◎oRI

LE

kb

l3－D　の●・

B㎝1Hl

LE

b

k
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pig・13・　Analysis　of　EcoRエand
Bam肛fエagmen七s◎f　e－bearinq　cell
and　SJA／9　1i▽eピ　DNAs　using

c1。ned　m。use　Cロg飢e　as　pr。be・

甑e　fピagmen七s　produced　by　EboR工

and　Bam肛diqes七ion　of　e－beaτing
cell　DNA　（E）　and　SJA／9　1iveτ　DNA

（L）　were　elec七τophoresed　and

blotted　七〇　nitro　eellulose

filters・　The　res七ric七ion皿ap

surrounding　probe　used　is　血om
below．　　Each　lane　con七ains　about
哨D甑・レ耽。・・’f’曳・田・
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3）　Class　Switchin　　Proceeds　b　　Two　Biochemical　Ste　s

activa七ion　of　differen七ial　RNA　processmg　of　a　single　large　RNA
transcript　c。ntaining　VH’Cロ’C8’Cイand　C6　gene　se（担enceS・血e
large七ranscript　may　be　spl　iced　in七〇μorεmRNA　by　specific瓠zy－
mes　and／oτ　specific　assis七ing　molecules　such　as　low　皿01ecular
weigh七　RNA　（Leピner　e七　a1●，　1980　3　Roger　and　Wa11，　1980）．　　血e　si　ze
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　180　kb　from　the

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（Shimizu　e七　a1．，　1982a｝．　　Na七urally，　七he　口

　　　　　　　　　　　　　Share　an　ide醜ica1　VH　region　sequence・　　Since　we
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　μ＋ε＋　1ylnphocy七es’　we　were　unable　to

　　　　　　　　　　evidence　七hat　田he　Same　VH　seq叉1ence　was　associa七ed　wi七h

　　　　　　　　　　　Cε　sequences　in　a　single　ce11．　　Hbweveτ，　工gD　and　工gM

　　　　Given　　ゼhese　　resu1七s　　we　　propose　　七ha七　　differentia七ion　　of

エgM－bearing　　B　　lymphocy七es　　to　　工qE－secre七ing　plasma　　cells　　may

pr。ceed　by　a七1eas七七w◎bi。chemical　steps　as　shown　in　Fig・．14・
血e　firs七　s七ep　（s七ep　工）　promoセes　differen七ia七ion　of　エgM－bearing　B

ly嘩phocytes　intoエgM一工gE－bearinq　B　lymPhocy七es，　which　invo1▽es　the

of　セhe　primary　transcrip七　is　esti皿ated　七〇　be　about

CH　qene　organization
and　8　mRNAS
handled　a　mixed　popula七ion　of

obtain　血e

甑eCロ爺d
molecul　es　　were　　shown　　七〇　　bear　　七he　　iden七ical　　VH　　τeqエon　　エn

μ＋δ＋　1ymphoma　（Maki　eセ　a1．，　1981）．　　We　presume　Ula七　the　step

does　no七　involve　any　major　DNA　rearranqemenセ・

　　　　エgM一工qE－bearing　　B　　lymPhocytes　　differen七ia七e
工qE－secre七ing　B　cells　　or　plasロ1a　　cells　by　　t血e　　s七ep　　エェ

involves　the　Sμ一Sε　recombinaセion　and　the

as　established　before　（Nishida　et　al．，　1981》．　　Needless
similar　mechanism　should　apply　七〇　七he　switch　fτom

a
工

　into
which

simultaneous　DNA　dele七ion
　　　　　　　　　　　　　　　　to　say，

　　　　　　　　　　　工9M－bearinq　B

lgM

バly耐跡

1
一

メε◆●m⌒

〉－lgε

ε一s●or創bg

P㎞　Cdl

Fig．　14・　　噛o　s七eps　of　differen七ia七ion　from　μ＋　1ymph◎cy七es　七〇

ε一secre七ing　plasma　cells．　　S七ep　工　involves　七he　acti▽ation　of　dif－

feren七ial　splicing・　Al七ema七e　splicinq　of　a　long　t‡anscrip七con－
taining　VH’Cロ’C7　and　C、　se・担ences　will　pr。duce　mR孤enc。dinq
either　口　or　6　chain　wi七h　the　same　V　reqion　seqUence．　　S七ep　工工

involves　DNA　dele七ion．　　Taken　from　Yaoi七a　e七　a1・，「（1982）．



ORGANIZATION　AND　REORGAMZATION　OFCONSTANT　REG旧N　GεNES

cells　toエgD－，エgG－orエgA－secreting　Plasma　cells・　Kis　not　c1⇔
whe七her　DNA　　rearranqelnen七　acco㎎anies　七he　differen七iation　from
エgM－bearing　B　cells　toエgM－secreting　Plasma　cells・　エt　is　worth
no七ing七ha七most　of七heエgM－Secreting　myelomas　and　hybridomas　seem
七〇　have　dele七ion　　in　七he　Sμ　region　　（Coleclough　e七　a1・’　　19803
血τwi七z　e七　a1・，　　1980　　3　Yaoi七a　and　Hbnゴo，　　1980）・　　　We　セhink　it

τeas。nable　七ha七　dele七i。n　of　the　Sμ　region　facilita七es　ビhe
七ranscription　of　七he　Cμ　gene　and　promotes　七he　secretion　of　工gM
since　the　extremely　GC－rich　Sμ　region　（Nikaido　e七　a1・’　1981）　may

hinder　the　efficient　t定anscrip七ion●

　　　　Theτe　are　no　da七a　as七〇hov　long　the　primaτy　tτanscτip七〇fμ

mRNA　is　inエqM－bearinq　B　cells・　田hey　maY七ranscribe七he　whole
CH　gene　locus　from　七he　beginning．　　If　so，　the　s七ep　工　is　mediaセed

by　七he　ac七iva七ion　of　a　new　differential　splicing　sys七em・
A1七ernatively，　七he　primary　七ranscτip七　in　工gM－bearing　B　c呼1s　may
con七ain　only　the　V｝I　and　Cμ　seqUences・　　　工n　七hiS　case　the　s七ep　工

requires　at　least　tw。　new　bi。chemi¢al　events，と・三・飽e廿anscrip一
七ion　of　a　much　largeピRNA　and七he　activa七ion　of　a　new　differential
splicing　sys七em．　To　av。id七he　premature七emination。f丘anscrip一
七ion　lymPhocyセes　may　have七〇in七r。duce　some　biochemichal　ch顛qes
in　the　CH　qene　loci　such　as　deme七hylation　（Ra　zin　and　Riggs’　1980）．

エnfact　th・Cδgene　is　d・m・七hyla七ed　inμ＋8＋hyb主id。鵬but　n。七麺
口＋　1ymphoma　（Roqers　and　Wa　11，　198”．

　　　　This　mode1£avorsセha七七he　splicing　as　well　as　reco血bina七ion
mechanism　is　class－specific．　　〇七herwise，　七he　iso七ype　expression　in

B　cells　should　be　七ran5ient　and　mu1七iple　（more　t血an　七hree　isotypes

per　ce11）un七i11七hey　bec。me　plasma　cells・　Seveピa11垣es。f　evi－
denCe　Suggest　that　七he　expressi◎n　of　a　celrtain　VH　SeqUence　iS　clo－

sely　associated　with　a　specific　CH　iso七ype・　　　CBA／N　mice　have
gene七ic　d合fects　which　思ake　七he鳳　incapable　of　pてoducinq　a口i－
pho5phoryl　choline　antibody　◎f　any　classes　otheピ　than　エgE　whe主eas
an七i－phosphorylcholine　antibody　of　工gM　and　工gG　is　▽ery　co㎜on　in
most　皿ouse　strains　（Sher　et　a1●，　1975　1　Kishimoセo　et　a1●，　1979）．

A　lymphoma　ce11　1ine　L29　wa　s　shoぬ　to　swi七ch　alway5　from　μ　セo
α　（Sitia　et　a1．，　198り）．　　Such　results　appear　七〇　indicaセe　tカat　七he

S－S　recombina七ion　is　ca七alyzed　by　七he　class－specific　enzyme（s）・

　　　　　工gM一エgE－bearinq　　lymphocy七es　　accumulated　　in　　spleens　of　N．

brasiliens－infec七ed　SJA／9　mice　are　capable　of　differentiaセinq　inセo
エgE’secre七ing　plasma　cells　when　T　cells　o£　SJL　aτe　provided　（K．

Okumuτa，　unpublished　da七a）．　　Since　SJA／9　mice　can　syn七hesize　nor－
mal　amoun七s　of　工gM，　工qG　and　工gA，　七he　defec七　〇f　SJA／9　seems　七〇

reside　　in　　工qE－specific　　regu：Latory　　T　　cells　　（1くishimoto；　　1982）●

Purthermore，　the　step　エエ　is　a　likely　step　a七　which　the　？　cells

affec七　t出e　B　cell　differentia七ion．

Perlmutセeτ　and　Gilber七　（1982）　found　七he　existence　of　the
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Cμqene　inイ1－bearinq　B　cells　purified　fr。m　n。賑1　spleen随ing
an七ibody－coated　pe七ri　dishes．　　A1七　eセ　a1．　（1982）　rep◎rted　七haセ　廿1e

Cμand　Cイ2b　genes　r・碇in・m七ac七in　a‘イ2b・hain－pr。du・ing　va苫ia口
of　七he　Abelson　virus一七ransfoτmed　ce11　1ine　18●81．

工V◆　MOLECU呪AR　MEC　H入N工SM　OF　THE　S－S　RECOMB工NA？工ON

　　　　　工n　order　七〇　elucida七e　molecular　mechanism　for　七he　S・・S　recom■

bina七ion　we　have　de七ermined　七he　nucleo七ide　sequences　of　the　S
regions　（Takahashi　eセ　a1・，　1980a　，　Ka七aoka　e七　a1●，　1981　3　Nikaido

e七　a1．，　1981，　1982）．　　喪e　results　indicate　七haセ　七he　5．　flanking

regions　of　a11　七he　CH　qenes　excep七　for　the　Cδ　gene　con七ain　ゼhe　S

reqions　which　co町》rise　七andem　repe七i七ion　of　short　uni七　seqUences．
The　nucleo七ide　seq草ences　of　七he　玄epeat　uni七s　of　t血e　S　reigons　are

s㎜erized　in　Fiq．　り5●　　Co唾）arison　of　七he　nucleo七ide　sequences　of

all　the　　S　regions　revealed　七ha七　1eng七h　as　well　as　nucleo七ide
8eqUences　of　七he　S　ピegion　se《罪1ences　vary　among　differen七　classes
of　七he　CH　gene　but　share　　short　common　sequences，　　（G）AGCT　and
TGGG（G）．　　The　nucleo七ide　seqロence　of　七he　Sμ　region　is　homoloqous
to七hose　of　the　o七her　S　regions　in七he　decτeasing　order　of　t血e　Sε，
Sα’　S73’　and　（S71’　Sτ2b’　Sイ2a）　reqions・

Su・

SY・

SYl

SY2b

SY2冶

Sε・

Sα

1三自三ACCAGGCII泣丘ACA⊆皿C－AGIG］L旦丘
旦E£1CCA6GCτ6AGC亙旦⊆：LACAG6G皇△Ω£エ」巨丘旦皇YAPP1廻APIPIE皇

666ACCAGICCIAGC岨P　　　　＾IG6皿遁APIPIGA

j丘⊆i皇ACCAGGCA6τACA皿Cユ1三丘旦II鋼三NCAGGCAG1AC皿CτGNGlj巨

GGGC1〔山三CI卿三CI－］L皇PPNI

l｝跳劉二IIAIAGGC皿C皿CIG61

　　　　　　　　c㎝won　　　⌒，1丘旦皇㊤
　　　　　　　　　sequences

　　　　　　　　　　　　　　　　　　●，　voriOble　unlt　length

Fig●　15．　　Nucleotide　sequences　of　repeat　uni七s　of　S　regions．　　The

consensus　sequence　of　the　repea七　uni七　〇f　each　S　region　is　shom．
Co㎜on　shor七　sequences　are　underlined．　　P，　purine　3　Y，　pyrimidine・
Taken　from　Nikaid◎　et　a1．　　（1982）．



ORGANIZATION　AND　REORGANIZATION　OFCONSTANT　REGION　GEN勇6 43

　　　　　？he　oτder　of七he　S　region　homology　mentioned　above　does　not
seem　七〇　corピelate　wi七h　the　relative　con七en七s　of　七he　ixn皿unoglobulin

classes　in　mouse　seエum．　　工n　con七τas七，　七he　oτdeτ　of　セhe　S　region

leng七hs　appears　七〇　beaτ　some　corτelation　wi七h　the　relative　con一
七en七s　of　the　i㎜uno910bulin　classes　in　七he　mou6e　Serum・　　工n　BA工£／c

工gG　l　is　セhe　mos七　abundan七　i㎜unoqlobulin　clas8，　followed　by　工gG2a，

工gG2b　and　エqA　in　decreasing　order　（Kalpak七soqlou　e七　al．，　1973）．

This　obser▽a七ion　is　consisten七wi七h　the　fact七ha七七he　S”region
is　七he　lonqest　among　七he　S　reigon8　0f　BA工追／c　　（Fig・　　16）・　　　血

C57BL／6　se主um　工gG2b　is　the　highes七　in　七he　concen七ra七ion，　followed
by　工gG　1，　工gG　2a　and　工gA　in　tha七　〇rder　（Bar七h　e七　a1．，　1965），　which

is　in　general　aqreemn七　wi七h　the　order　of　七he　S　reigon　lenq七h　in
七his　s七rain’　namely　七he　S72b，　Sイ1’　S72a’　Sτ3　and　Sα　regions　（Fig●

2）．　　工n　both　s七rains　七he・Sε　is　七he　ghor七est　and　工gE　is　セhe　leag七

abundan七．

s、．＿＿一＿

Fig．　16．　　工ρcations　and

ranges　of　七he　S　reqions●

Schema七ic　represen七a七ion　of
the　loca七ions　and　sizes　of
七he　Sイ3’　Sイ1’　Sイ2b’　Sイ2a’

S8　and　Sμ　regions　is　shown・

Open　boxes　indica七e七he　loca一
七ion　of　restric七ion　DNA
fragment　containinq　七he　S
τegion●　　Stピuc七ural　genes　alre

shown　as　closed　boxes　wi七h

direction　of　七ranscription
fエom　left七〇riqht・　㌘aken
from　Nikaido　eセ　a1・　（1982）．

o 5 lO袖

　　　　　エ七　is　hard　七〇　belie▽e　七ha七　the　leng七h　of　七he　S　reig◎n　and　t止1e

S　reigon　homology　wi七h　セhe　Sμ　region　diτec七1y　deセermine　t血e　rela一

七ive　c。ncen七rati。n。fセhe㎞un。q1。bulin　class　as　the　la七七er
depends　on　皿any　o七her　requla七〇ry　sセeps　such　as　七he　B－1ymphocy七e
prolifera七ion　and　七he　half　life　of　immunoglobulins●　　1幻wever　o　i七
is　conceivable　七ha七　t止1e　CH　gene　organiza七ion　may　affec七　七he　飴ela一

七ive　abundance　of　七he　immunoqlobul　in　class　七〇　some　ex七en七　because

七he　　lonqer　　七he　　S　reqion，　the　higher　七he　chance　of　セhe　class

swi七ch　recombina七iOn●



44 T．HONJO　ET　AL．

　　　　We　have　compared　七he　nucleo七ide　sequences・i㎜edia七ely
cey比　セo　the　recombina七ion　si七es　of　se▽en　rearranged　genes　as

　　　　　　　　　　七he

mon　sequences　diSpersed　in　all

in　Fig・　　17・

always　　found
cons七i七u七e　　a

ピecombinase●

posal　that

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　adゴa－

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　shown

　No七e　七ha七　tetピanucleotides　TGAG　and／or　TGGG　are
excep七　　for　one　　case◆　　　Such　tetranucleotides　may
par七　　〇f　　セhe　　recognition　．　sequence　　of　　a　pu七ative

These　resul七s　provide　a　supPoτ七　to　our　previous　pro鞠

　S●S　recombina七ion　may　be　facilitated　by　shor七　com口
　　　　　　　　　　　　　　　　t士1e　S　regions・

Clones

19ε一1

19ε一1

J606

mPCI41

　　　　　　　　　
GA1丘丘亘1丘1謹iCIICIC工liA丘

　　　　　　　　コIG1AG6GGA6CA6G6ATAGG

　　　　　　　　　
A6G6AGCエ」i藍UL6CA661随』三

　　　　　　　　
CMA6CIMGlT1AGC工丘A丘

　　　　　コ　リ　　　　

C工鎚旦C1鎚丘6皿C1亘A旦
　　　　　　　ロ　コ　　　ゆ

G66A6161」i∬丘6AC66G↑1G

　　　　　　　　サ
1G1τAAA6AA1661ハ1CAAA

GCCA6GA6AGτ161CC6AII

Sreglons

Su

SY2b

SY　2b

Sε

Su

SY，

Sμ

SY　2b

Fig．　17●　　Nucleo七ide　sequen－

ces　aτound　S－S　recombina七ion
8i七es●　　口GGG　and　TGAG　aピe

underlined．　　DotS　indiCa七e
pu七a七i▽e主ecombina七ion
sites■　　Nucleo七ide　sequences
of　MOPC　141，　TEPC　15　and　M603

sequences　are　taken　fτom
Davis　et　al．，　（1980）．

筒ClOl エ丘A丘6τ6ATτACτCエ五」UiGT

CIIi」1旦C16GAA1丘A旦C1丘旦旦

Su

Sα

凹C101 6C1A66τ1G61CエliA旦CT6A

CTGGAGCτGA1旦丘丘TATAAA

So

SYl

TEPC15

岡603

1G61AICAAAG6ACAGIGC1

　　　　　　　
ロ

1G6AA1』iA丘Cユ」il西LIユ』岨C

　　　　　　　コ　コ　む　コ

1邸直6C脳C工岨C1鋤
　　　　　　コ　ロ　コ　ひ
AIA6G1ユ』直且C1山臼巨CIG6τ

Su

Sα

Su（d●1●t●d）

Sα

門PCIl
　　　　　　コ1A6A6CIGAC

GC6GG6AIAGGコL皿A6τA1

S▼，

SY　2b

of

sequences●
accompanied
be　proposed　七〇　explain　ゼhe　mechanism　of　セhe　CH　gene　deletion　in　B－
1ymphocy七es　as　shown　in　Fig．　18．　　The　fiピs七　model　p◎s七ulat二es　七ha七

七he　S－S　rec◎mbina七i。n己kes・place。n　a　sinqle　chr。m。s。me　by　mu七ua1

　The　basic　mechanism　foピ　七he　S－S　recombinati◎n　may　be　a　sor七

a　homologous　recombina七ion　media七ed　by　shor七　rei七erated　common
　　　　　　　　　工七　is　now　es七ablished　七hat　七he　S－S　rec◎mbina七ion　i5

　　　　　　　　by　dele七i。n。f　CH　qenes・　Two　al七emati▽e　models　can
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A 8

v α

Fiq・　18　　Possible　models　for　deletion　◎f　CH　genes　in　class　swi七ch
recombina七ion．　　A，　100pinq－ou七　mode1．　B，　sis七er　chromatid　exchange
mode1．　　τaken　from　Oba七a　et　al●　（1981）．

recogni七ion　of七wo　S　regions・　　The　in七erveninq　DNA　segment　is
looped　out　and　los七　from　七he　chromosome．　　血is　model　is　referred
七〇as　a　looping－ou七mode1・　Such　recombina七ion　can　occur　a七any
s七aqe　of　the　cell　cycle　in　principle．　　The　other　mode1，　called　a
sis七er　chroma七id　exchange　mode1，　explains　七he　deletion　of　DNA
segment　by　an　岨equal　crossing－oveエ　ev顧t　between　sis七er
chroma七ids　（Hon］o　e七　a1．，　1981a　3　0bata　e七　a1．，　1981）・　　Accordinq

七〇　this　model　one　of　the　daugh七er　cells　contains　an　addi七ional
copy　of　t二he　CH　gene　七ha七　is　los七　in　the　o七her　daughter　ce11．
Sis七er　chromatid　exchange　is　unlikely　七〇　〇ccur　a七　any　other　stage
of　七he　cell　cycle　except　for　七he　mi七◎tic　phase・

　　　　　工　曾ill　describe　obser▽ations　which　lead　us　七〇　conclude　七ha七

the　sisteτ　chroma七id　exchange　model　is　more　favorable　七han　ゼhe
loopinq－◎u七　mode1・　　　■irs七，　　七he　　expτessed　　τ1　　gene　from　MC　101

myeloma　con七ains　七he　Sα　segmen七　be七ween　the　Sμ　and　S71　regions
（Oba七a　et　a1．，　　1981）．　　　エセ　appears　as　if　七he　presence　of　七he

Sα　segmen七　be七ween　七he　S口　and　S71　seqmen七s　contradic七ed　七he　linear
arrangemen七　〇f　CH　qenes　（5．－Cμ口く二τ3－Cイ1℃72b＜イ2aぺ：s－Cα一3．）　and　ゼhe

dele七ion　mechanism　for　七he　class　switch．　　エt　is　too　complica七ed　to

explain　such　ピeaピτangement　by　recombina七ion　even七s　wi七hin　a
chromosome◆　　　The　generation　of　　such　イ1　gene，　howeveピ，　can　be
explained　by　七wo　or　七hree　successive　unequal　crossing－over　events．
There　are　various　possible　pa七hways　to　crea七e　the　MC　101　71　gene．

　　　　Secondly，　inhibition　of　七he　cell　division　leads　to　an　increase

in　the　fτequency　of　binuclea七ed　cells　able　七〇　direct　synthesis　of
both　工qM　and　工gG　unde主　t出e　condi七ions　セhat　a　sin91e　lymphocyte　can

qive　rise　セo　pτogeny　cells　syn七hesizing　工gH，　IgG　or　工gA　（Law七〇n　et
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a1．，　1977ヲ　▽an　der　工ρo　e七　a1．，　1979）．　　仇e　エesu1七s　sugqes七　七hat

七he　class　swi七ch　from　工gM　セo　工gG　聰y　invo1▽e　an　asymme七ric　cell

division，　which　is　consis七ent　with　七he　sis七er　chroma七id　exchange
model　althouqh　they　do　no七　necessarily　exclude　七he　loopinq－ou七
mode1・　Since七he　percen七aqe　of　cells　con七aining　bo七hエgM　andエgG
rela七ive　七〇　cells　containing　only　工gG　was　ra七her　hiqh　（10－20～も）　and

increased　2七〇　3　fold　by　inhibi七ion　of　cell　division，　swi七ching
process　apPears　七〇　七ake　place　during　cell　division，　probably
du主ing　oτ　af七er　τeplica七ion　of　DNA．

3）　S－S　Reco血bina七ion　in　E．　coli　Extrac七s

　　　　幽＿鯉　　血emolecular
bi聰七ion　includ加q　セhe　possibili七y
exchange　can　be　direc七1y　tested　by
sys七em・　　For　七his　purPose　i七　is
system　　セha七　allows　us　セo　detect　an
reCOmbinan七S　like　One　reCOmbinaX比　OU七
al・，　1982）・　　臨e　basic

F土9●　19．　　We　made　two　kinds　of

an　imlmユno910bul　in　S　region　as　well　as
case　　μ　and　α　phages　are　shown■　　　臨e

idea　of　セhis　assay　sys七em　is
　　　　　　　　入phage

mechanism　of　七he　S－S　recom－
　　　　of　　七he　　sis七er　　chromatid

　　　the　in　vi七ro　reco血bina七ion
　　　　　　　　
impor七ant　to　set　up　領　assay
　　　exセremely　　small　　numbe℃　　of
　　。f　107　m。1ecules（Kata。ka　et

　　　　　　　　　　　　　　　　illus七rated　in

　　　　deri▽a七ives，　each　carrying
　　　acoding　sequ飢ce・　エn　this
　　　　七wo　phaqes　have　different

㎞mX　sμ qμ　hλ

　　　　　　　　　　Sα

　　　　　　　　　　o　　　一
　　　　　㎞X　　　　　　　hgo

qレ　　　　　In　　v緯「o　　Pαcko納

Ch2創qμイα

雷篇椚1
λ

断劇㎝†。K993〔φ8dS・“（i㎜声1〕

　　†O　《脚　on｝y　閃COπ嘘鮪「怜S

Fig・　19・　　≧幽assay　syS七e頁1　for　七he　S－S　recombina七ion・
Ch28・工q口・・701　was　construc七ed　by　a　simple　セτansfer　of　t力e　inseτ七

EcoR工　fraqment　of　入qtWES．エgH　701　（Kawakami　e七　a1．，　†980）．
雄φ80・エ9α一13・i㎜434was　c。ns七rucセed　by　rec。ぬina七i。n　b註ween

Ch　28・エqα一13　and　a　recombinan七　phage　入hφ80・エ㎜434・12ga1，　followed　by

the　second　recombina七ion　be七ween　the　recombinan七　〇b七ained
（（漉8・エ9。－13・hφ80）and　aλphage（h入・㎞434）．西。画age・weエe

incubated　wi七h　ly宜IPhocy七e　ex七rac七s　and　DNAs　were　ex七racセed・　　D登JAs

were　packaged　in　vi七工o　into　coa七　proteins　and　七he　recombinan七s
　　　　　　　　　　　　　　
produced　by　エecombination　wi七hin　七wo　gene七ic　markers　were　τeco－
vered　by　infection　t◎　E●coli　K993　［φ808．入R　（i㎜434）］●
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　一　　　　　　　．
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gene七ic　markers　on　each　arms．　　The　口　phaqe　ha　s　imunity　七〇　λ　and

七he　tail　pピotein　（host　restric七ion）　of　入　phage　whereas　the　α　phage
has　i㎜uni七y　to　λ434　and　七he　セail　pro七ein　of　φ80・　　Af七er　in　▽itr◎
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　
reac七ion　wi七h　　lyロIPhocy七e　ex七τac七s，　we　can　ex七rac七　phage　DNAs，

package　them　in七〇coa七pr。七eins　and　have七hem　infec七旦・coli七〇
recover　recombinan七　phaqes．　工f　we　choose　a　proper　hos七　bacteria
like　K993　which　is　φ80－sensitive，　入一resi5tan七　and　immune　七〇　λ434，

we　can　de七ect　a　recombinant　very　efficien七1y◆

　　　　　Recombina七ion　主1＿幽≧　To　our　surpriseo　however’　we　soon
found　七ha七　七his　assay　system　has　very　high　back　ground・　　Many
recombinan七s　were　produced　wi七hou七　1ymPhocyte　ex七rac七s・　　　S◎　we
decided　to　cha主acteri2e　the　recombinational　sys七em　in　8・c◎1i　or　λ
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　
phaqe　which　see孤　七〇　ca七alize　t血e　S●S　エecombina七ion　of　七he　i㎜u－

noglobul　in　gene・　　To　exclude　七he　recombina七ion　which　七〇〇k　place

聖able　2 Rec。mbinati。n。fエ㎜㎎。q1。bulin　Genes　i⊇・皿と颯d

塾幽Packaqinq　sYstem

亘xpeτim㎝tal　Sys七em Recombina七ion
fτequency

　　（x10－4）

烏∋combina七ion　si七ea（も）

insert vec七〇r

Expt　工　（in　vitro　packaqing》
　　　　　　　－

　　　Coπ［Ple七e

　　　wi七h　inversely

　　　inser七ed　口　gene

　　　Mixed　af七er

　　　8eparate　packaging

3．5

1．6

2．0

30

1．6

2

70

98

98

EXp七　工工　（double　infection）

　　　Co㎎1e七e

　　　wi七h　inversely
　　　inser七ed　口　gene

43

37

0

0

100

100

a，　recombina七　phages　were　screened　by　担幽　hybridiZation　usinq
the　DNA　fragmen七　5・　七〇　七he　Sμ　region　and　tha七　3．　七〇　七he　Cα　gene

as　probes．　　　Recombinan七s　　七ha七　hybピidized　　七〇　both　probes　were
classified　in七σ七hose　which　recombined　wi七hin　ゼhe　inser七s．
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　　　　　　　　de七ec七e《ヨ　when　one　of　七he　insert　エs　inverted．　　The　recom●

bina七ion　’eac七ion　see加3　七〇　take　place　o主　ini七iaセe　during　the　in

vi七ro　packaging　reac七ion　because　七he　S－S　recombinati◎n　was　no七

　obseτved　when　two　phages　were　packaged　separately．　　為ユso　doUbleinfection　at　100　七imes　higher　moi　did　no七　induce　the　S■S　recom－
bina七ion　although　七he　recombina七ion　in　the　vecto主　aピms　七〇〇k　place
a七　100　times　higher　freq草ency．

wi七hin
binan七S
probes・
bot血　口

q草ency
　　　　　ロ

req工ons
was　not

phage　arms　be七ween　七wo　qene七ic　markers，　pu七ative　recom－
gτom　on　K993　were　screened　by　hybrid工zation　with　μ　and　α
　　We　determined　七he　number　of　clones　which　hybridi2ed　七〇
and　α　pτobes・　　As　ghom　in　Table　2　七he　reco血binaセion　fre－
is　in　七he　ordeτ　of　10－4．　The　reaction　requires　tha七　七wo　S

　are　in　七he　Same　orien七aセion　because　セhe　S－S　recoπ山ination
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Fig．　20句　　Dis七τibution　of　the　recombina七ion　si七es　on　口　and　α　chain

genes・　　血e　lef七　and　riqh七　horizon七a1　エectanqles　represent　七he
restriction　clea▽aqe　si七es　of　t力e　工gロー701　and　工gα●13　inseτts，

respeCtively●　　Hbrizol1七al　barS　below　the　res七ric七ion　】：ロ1ps　of　セhe

parenセal　clones　indica七e　七he　es七ima七ed　ranqes　of　セhe　recombination
●i七es●　　工n　セhe　clones，　七he　reco1心ina七ion　site8　0f　which　a工e　defi●

ni七ely　assiqned，　七he　sites．　a主e　shown　as　七he　▽erセical　lines●　　Top

エec七angles　above　工gμ一701　and　工gα輪13　repτe8en七　enlargemen七s　of　p◎r一

七ions　of　the　S口　and　Sα　regions　砲ich　include　the　class　switch

recombina七ion　si七es　of　various　αΨelomas　oピ　hybridomas　as　well　as
七hose　of　七he　several　in　vi七ro　ピecombinant　clones．　　Triangles　below
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　
七he　七〇p　bar　of　エgα一13　indica七e　ゼhe　locations　of　dele七ions　int主o’
duced　up。n　c1。ning。fλhφ80・エq・－13・i㎜434．　S，　S・cエ，　X，　Xbaエ7
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　－　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　－

E，　EkコoR工・
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　　　　　Nucle。tide－Lrec。mbinati。n　si七es脚e　have
de七ermined　loca七ions　of　recombina七ion　sites　of　randomユy－chosen　25
どecombinant　phages　by　restriction　si七e　腿pping．　　The　maコority　of
recombination　（abou七　90～ら）　occurτed　within　the　Sμ　and　Sα　reqion8．

Some　七〇〇k　place　in　七he　coding　reqions　（Fiq．　20）．　　血en，　we　have

arbi七rarily　chosen　　4　recombinan七s　and　deteτmined　七he　nucleo七ide
sequences　surrounding　recombina七ion　si七es．　　As　shom　　in　Fiq・　21
七he　recombina七ions　mu合セ　have　セaken　place　somewhere　wi七hin　the
boxed　reqions．　　These　regions　always　conセain　τGAG　or　聖GGG　which　is

also　found　aピound　the　class　swi七ch　recombina七ion　si七e　in　mouse
myelomas・　　血ese　ピesu1七s　taken　七〇ge七heτ，　the　入　phage－E．coli　sys七em

may　　ha▽e　　the　　recombina七ional　　system　　七hat　can　recoqnize　　shor七

sequences　similaτ　セ〇　七hose　used　in　ぴe　class　switch　recombina七ion
of　七he　i㎜unoglobul　in　gene・

　　　　　No七e　tha七　七he　（血i　sequence　　（TCTGGTGG），　which　enhances　ゼhe

gene主alized　recombina七ion　in　E・coli　（Smit血　　eセ　a1・，　1981），　beaエs
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　コ
s七rikinq　homology　wi七h　the　S口　sequence　and　Short　sequences　found
aピound　the　ピecombina七ion　si七es　in　E．coli　as　well　as　in　myelomas．
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　コ
We　have　recen七1y　shown　that　七he　nucleo七ide　sequences　almos七　iden一
七ica1　七〇　the　mouse　S口　region　are　represen七ed　in　varie七y　of　orga－

nisms　such　as　yeast，　sea　urchin　and　旦三2幽　（Sakoyama　et　a1．，
1982）．　　Aユ七hough　ゼhe　biological　func七ion　of　t血ese　sequences　is　no七

known，　one　may　specula七eセha七七hese　sequences　ha▽e　been　conserved
in　varie七y　of　orqanisms　because　they　serve　as　recognition　8ignals
for　DNA　recombina七ion　of　o七her　genes．

Fig・21・

Recomblnont　l

Germllne　Sα

Rec㎝b［nont　I　l

Germllne　Sα

Germllne　Su

Recomblnont　l5

Germline　Sα

RecombInont　20
Gerwlllne　Sα

門yelomo　Su

　　　　　Sα

ll㌫罐彊1㌫1；lll漂1

A6CTGAGCTGGA

GGCTACAATGGA
　　C巫迦C
GAGCTGA6C

GACTTAGGGT

6AC了TAGGGT

CC6GATGTTT↑G
CCGGATGTTTTG

TG6GCTGAGTTG

TTGAGC

T1鋤C

GGGTAAGATGAGC

6GTTGAGATGGGC

GGTTGAGATGGGC

1；罐ll｝ll⑳1；瀦lll

111漂離灘漂

recombinan七s
bina七ion
determined●
the　reco血binant
where　七hese　recombination　七〇〇k　place
［（GA㏄T）3GGGG剛n

is　taken
are　boxed・

underlined・

　Nucleo七ide　seqUences　of　recombinaセion　sites　in　S－S
　　　　isolated　fτom旦．　coli．　　Nucleo七ide　sequences　of　recom－

si七es　in　four　independen七　S－S　recom1）inants　were
　　　　The　qe㎝1ine　Sロse・四瓠ce　was　n。t　a▽ailable　except　f。r

　　　　　　　15　bu七　七he　nucleo七ide　seqUence　of　the　Sロ　ピeqion

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　is　shom七〇be　represented　by

　　　　　　　　（Nikaido　e七al・，1981）・　Myelo碇sequence（MC　101）

from　Obata　et　a1・　（1981）．　　Possible　recombina七ion　si七es

　　　TGGG　or　TGAG　closes七　七〇　七he　recombina七ion　si七es　is
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DISCUSSION

　　　　　Leder31ndirect　evid帥ce　from　a　human　IgE－producing　ce111ine
suggests　that　the　E　pseudogene　（called　E2　by　Honjo）　is　5°　to　the
active　gene　－　that　is，　the　pseudogene　is　deleted　in　this　line・

　　　　　Milstein3　Dr・Honjo，　did　you　say　most　of　the　CH　has　been　left

inヒacヒ，　but　thaヒsome　may　be　deleted？

　　　　　Honjo‡No，　it　is　identical　to　the　germ　line　sequence．

　　　　　Vitetta；Have　you　tried　activatingヒhe　epsilon　positive　cells　with

LPS　to　see　if　they　will　be　activated　to　secretion？　丁hat　is，　can　you

induce　a　DNA・rearrangement？

　　　　　Ho司08　This　has　not　be帥done．

　　　　　Jone33　What　is　the　role　of　antigen　in　expanding　the　number　of

cells　with　a　particular　combination　of　CH　on　the　surface？　Do　you
think　that　the　decision　of　which　second　CH　will　be　expressed（through
long　transcript）along　with　Cu　is　random，　with　a　role　for　antig飢　in

selecting　B　cells　expressing　a　cerヒa三n　CH？

　　　　　Honjo3　T　cells　may　recognize　ヒhe　surface　Ig　and　may　prefer　a

certain　V　region　associated　with　a　particular　CH　region・If　T　cells
give　a　special　s亘gnal　to　begin　the　class－specific　S⇔S　recombination，　this

will　resu1ヒ　in　a　ヒ互ght　coupUng　of　RNA　splicing　（step　I）　and　DNA
recombination（step　II）．

　　　　　しeder3　Are　these　epsilon　positive　cells　normal　B　cells？

　　　　　Honjo3　Yes・

　　　　　Leder3　How　do　you　know　thaヒ　you　are　noヒ　100king　at　both

chromosomes？

　　　　　Honjo3　Because　the　analysis　is　quantitative．

　　　　　Cohn3　What　happens　in　E．　coli　that　lack　Rec．　A？

　　　　　Honjo3　Switch　recombination　in　the　　E．coli　system　does　not
depend　on　Rec．　A．

　　　　　Hood3　Expression　of　immunoglobulin　IgA　by　plasmacytomas　occurs
as　a　result　Qf　DNA　rearrangement　that　brings　the　variable　gene，（VH），

afew　kil。base・5’t・the　c・nstant　regi。n　gene・Calpha・We　havC
demonstratOd　ヒhaヒ　the　allelic　or　nonexpresseO　Calpha　gene　also．1s
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　aU　　　　　　　　　　ln　virtually　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Plasmacytomas・Clonmg，　restriction　mapPmg，rearranged
h・t・卿ple×a・aly・e・・and・eque・ce　a・aly・e・。f　the　n・・p・。d・ctively
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　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Plasmacytomas．

Immunoglobulin　heavy　genes　are　located　on　chromosome　l2　and　the
translocation　breakpoint　in　plasmacytomas　occurs　near　the　immuno－
globulin　genes．　NIRD　has　been　mapped　to　chromosome　l5　by　Southern
blotting　analysis　of　mouse　or　hamster　ce111ines，　suggesting　ヒhat　the
・・np・・d・ctively・ear・a・ged　C・1ph・gene　c1。・es　rep・e・ent　th・ユ2－15
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　cytogenetica▲ly．　Therefore，　we　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　identifiedchromosomal　　　　　　　　　　　　　translocations

have　identified　a　region　of　DNA　on　chromosome　15　that　is　commonly
rearranged　in　transformed　mouse　lymphocytes．　Obviously　one　can
speculate　on　the　possible　sign亘ficance　of　the　NIRD　sequence　in　the
neoplastic　transformation　of　mouse　Iymphocytes，　partjcularly　wjth
regard　to　the　possibHity　that　it　is　a　cellular　oncogene　that　has　been

DNA　NIRD（for旦on些mmunogIobulin三earranged旦NA）．　Southem　blotting
analysis　of　genomic　DNAs　from　a　variety　of　IgG－，　IgM－，　or　IgA－
pmducing　plasmacytomas　suggests　that　NIRD　is　rearranged　in　almost
all　plasmacytomas・However，　NIRD　rearranges　to　the　Salpha、regions
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　in　IgM　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　or　IgG　producers．only　　　　in　IgA●producing　cells　and　not

　　　　　Cytogenetic　evidence　has　shown　than　translocations　between

chromosones　12　and　15　are　common　in　murine

activated　through　chromosomal　rearrangement．

　　　　　Leder‡We　have
Nature，ユ98ユ）and　find

we　have　looked　at．

also　seen　this　rearrangemenヒ　（Kirsch　et　al・，

that　it　has　occurred　in　all　the　non－u　myelomas

　　　　　Cohn3　What　happens　in　the　abberranヒ1y　rearranged　chromosome
when　the　expressed　chromosome　switches　to　another　class？

　　　　　Weigert：In　what　B　ceUs　do　you　find　the　rearranged　x　sequence？

　　　　　Hood3　We　findヒhat　it　is　rearranged　in　every　IgA　producer　and　in

some　B　cells　expressing　other　classes　of　immunoglobulins．　In　these
latter　case　we　do　not　know　where　x　rearranges　to．

　　　　　Cohn3　The　switch　from　IgM　to　other　Ig　classes　is　driven　by　the

effective　level　of　T　helper　activity

　　　　　There　are　two　views　possible　on　the　regulation　of　ヒhis　class
switch．　Either　the　switch　is　random　in　which　case　any　disproportionate

expression　of　an　isotype　must　involve　an　isotype　recognizing　mecha－
nism，　or　the　switch　is　directed　（non－random），　in　which　case　any
disproportionate　expression　of　an　isbtype　must　involve　a　set　of　isotype

inducing　hormones．

　　　　　The　argument　used　by　Lee　Hood　thaヒthe　switch　is　non－random　is

based・n　studies　with　Calpha・lt　is　n。t　st「。ng　becau・e　Calpha　is　the
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31ultimate　C－gene　and　successive　random　swiヒches　in　both　chromo－
somes　would　have　to　end　up　at　C　alpha，　deleヒing　everything　in
between．　Besides，　I　believe　that　there　exist　data　showing　that　the
chromosome　pair　does　not　switch　in　parallel　to　the　same　C＿gene．

　　　　　In　any　case，　the　randomness　or　non－randor叩ess　of　the　switch　is

the　key　question　to　settle　before　discussions　of　mechanism　can　become
meaningfu1．　It　is　the　reason　I　asked　the　question．IWhat　happen8　to　the

aberrantly　rearranged　chromosome　during　class　switching　of　the
functionally　rearranged　chromosome？，，

　　　　　Ledep81simply　wish　to　point　out　that　this　is　one　of　two　poorly

ullderstood　genetic　rearrangements　that　occur　in　immunoglobωin
producing　　cells●　The　　other　　is　　the　　disapPearance　　or　　inevitable　　re－

arrangement　of　kappa　genes　in　lambda　producing　B－eells．

　　　　　Nabholz：Carlo　Croce　has　claimed　that　the　Burkitt　lymphoma
specific　rearrangements　involve　the”non－expressing閃Ig－chromosome．　Is
this　true？

　　　　　Leder31think　both　models　are　valid　even　if　theヒranslocation　is

to　the　，linactive”　chromosome．　For　example，　both　kappa　alleles　are
仕anscribed，　though　only　one　makes　a”normaUl　transcript・

　　　　　Makela；How　low　is　actually　the　production　of　circulating　IgE　in

the　SJA　mouse？It　is　probably　increased　by　the　nematode　infection，　is
it　stilUow　enough　to　exclude　the　problem　of　cytophilic　antibodies？

　　　　　Hood3　Dr．　Honjo　has　demonstrated　that　one　may　strip　IgE　from
these　B　cells　and　in　five　hours　they　regain　（presumably　resynthesize）

surface　IgE．

　　　　　Vitetta30ne　could　answer　this　more　definitely　by　looking　at　the
size　of　the　H　chains　on　the　cell　surface　IgE．　Cell　surface　IgE　should

be　larger　than　secreted　IgE●

　　　　　Uhr‡Iwant　to　clarify　Dr・Honjo‘s　speculation　concerning　the
coordinaヒion　of　RNA　splicing　and　DNA　rearrangements，　which　is
necessary　for　a　B　cell　to　differentiate　into　a　plasma　cell　that　secretes

the　same　isotype　as　was　expressed　by　the　B　cell．　Your　last　figure
suggested　that　a　T　cell　was　responsible．　The　implication，　therefore，　is

that　the　non－lgM　isotype　is　a　receptor　for　an　isotype　specific　T　helper

cell　or　T　cell　derived　lymphokine　that　signals　the　B　cell　to　undergρ

the　DNA　rearrangements　resulting　in　synthesis　of　the　isotype　in
question・Is　this　your　viewpoint？

　　　　　Honjo3　T　cells　may　recognize　the　surface　Ig　and　may　prefer　a
ce就ain　V　region　associated　with　a　particular　CH　region．　If　T　cells
give　a　special　signal　to　begin　the　ciass－specific　S－S　combination，　this

will　result　in　a　tight　coupling　of　RNA　splicing　（step　I）　and　DNA
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recombination（step　II）．

　　　　　Coutinhα　If　we　come　back　to　Dr．　Honjo’s　mode1，　I　would　like

to　ask　him　about　the　”rigidity”　of　the　relationship　he　postulates
beヒweenヒhe　specificities　of　the　splicing　and　recombination　steps．　The
model　postulates　that　such　specificities　are　related，　in　order　to”usell
surface　expression　in　ヒhe　regulation　of　the　secreヒed　isotypes　（e．9．　by

isotシpe－specific　helper　cells　or　factors）．　Irl　contrast，　however，　we　have

evidence　pointing　out　that　the　relationship　between　membrane　and
secreted　isotypes　is　not　absolute　in　the　case　of　IgG　subclasses．
Together　wiヒh　Luciana　Forni　at　the　Basel　Institute　for　Immunology　we

have　analysed　the　production　of　membrane　and　secreted　forms　of　all
isotypes（except　IgD）in　single　ciones　of　normal　B　cells　and　at　single

ce111evel．　We　detected　a　sizeable　fraction　of　all　cells　bearing　any
given　IgG　which　al30　e×press　a　second　IgG　isotype　on　the　membrane．
Furthermore，　and　here　the　data　have　direct　implications　to　the　mode1，
ロ

aproportion　of　all　cells　carrying　a　given　membrane　IgG　are　secreting
a　different　IgG　subclass，　indicating　that　ヒhe　specificity　of　splicing

（membrane　expression）　is　often　different　from　the　specificity　of
recombination（secreted　forms）．

　　　　　Honjo81t　is　possible　that　the　IgM－lgE－bearing　lymphocytes　are　in

a　transient　stage　and　they　can　shift　to　express　the　different　isotypes．
In　that　case　there　is　no　solid　linkage　between　the　steps　I　and　II．
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ABSTRACT　　　We　have　shown出at　E8c㎞cゐαcoμex仕acts　cat．

alyze　reoombinati皿bebΨeen　mouse　immuno戚obu㎞μandαgenes
mserted　separately　inλphage　vectors　carrying　diff6rent　genetic

markers．　Most　of　the　recombination　sites　in　the　inserts　are　located

in　the　sw“¢h　regions　of出e　heavy　chain　genes，｛u　previously㊤und

㎞the　expressed　genes　of　myeloma　cens．　Tke　recombim60n　took
place　at　rela6vely　high‘equency（10－4），　The　recombmational　sys．

tem　m　E．　coおorλphage　seems　to　pre伝sh耐皿cleo6de　se・
卯ences　simdar　to出Ose　used　in　the　dass　switch　reCombina60n．

Du血g　dif琵rentia60n　of　B　lymph㏄ytes，　immunogobuヒn　heavy

（H）cham　genes　undergo　two　steps　of　DNA　rea㎜gement　caned

the　variable－diversity三joining（V－D－J）and　switch－switch（S’S）

recombinatiOns（1－3）．　The　latter　provides　the　genetic　basis｛br

the　class　switch　phenomenon　of　H　chains，　in　which　a　single　B

lymphocyte　can　associate　a　given　V－region　sequence　with　sev・

erd　constant（C）region　sequences，｛童rst　with　theμchain　and

subsequently　with　theγ，ε，　orαchain，　The　S－S　recombinati⑩

takes　place　between　the　S　regions　located　in　the　5’flanking　re●

gion　to　each　CH　gene　except品r　the　Cδgene（4－10）．　We　and

others　have　shown　that　the　S　regions　are　comprised　of　tandem

repetition　of　unit　sequences．　Although　the　lengths，　as　well　as

the　sequences，　of　the　repeat　units　are　varied　among　diff6rent

Sregions，　all　the　S　regions　share　the　short　common　sequences

G－A－G・C－T・G，G－A－G－C一エ　and　T－G’G－G　（5－8）．　These　se・

quences　themselves　are　d・e　cons6tuents　of　the　S。　re∂on，　which

pairs　with　anyone　of　the　other　S　regions．　These　results　led　us

to　propose　that　the　S・S　recombination　may　be　mediated　by　rec－

ognition　of　the　common　repeated　sequences．

　　Inaslnuch　as　the　immunoglobulin　gene　recombination　is　a

developmentally　regulated　process　and　a　key　to　understand　the

molecular　mechanism　fbr　lymphocyte　dif丘rentiation，　we　are

interested　in　analyzing　the　enzymatic　mechanism泉）r　the　S’S

recombination．　For　this　purpose，　we　have　set　out　to　construct

an　iηむ槍o　system長）r　assay　of　the　S’S　recombination、　In　this

report，　we　will　present　evidence　that，　in　EscゐθがcMαωZi　ex一

廿acts，　recombination　takes　place　between　mouse　immuno・

globuhnμandαgenes　inserted　separately　inλphage　vectors．

MArERIALS　AND　METHODS
　　Bacte㎡a　and　Phages．　E．co腕LE392　is　identical　to　K8038ull／

㍑鵠罐織翻駕13192罐麟袈識
and　a　phage，λんφ80・加m434・gα1＋，　were　constmcted　and　donated

by　K．　Matsubara　of　Osaka　University（K．　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Matsubara，　personal

communication）．　The　basic　structure　ofλhφ80・《7ηm434・gα1＋was

similar　to　that　ofみφ80・iw〕m姻・C（12），　except　that　the　gαJ　gene

of　E．ooμwas　inserted　bv　recombmation．　E，　coZi　strains　used　fbr
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　’

The　publication　oosts　ofthis　artide　were　dehayed　in　part　by　page　charge

paymenL　This　arhcle　must　therefbre　be　hereby　marked“α40επjsθ・

η泌ηピ’in　a㏄ordance　w仕h　18　U．S．C．§1734　solely　to　indicate也is　fgct．

伽o従ro　packaging　reactions　were　NS428［N205　rθcA－（λAα7ηb2

rθ∂3Sαm7）］，λdg805［W3350（λ4gα180561857　Sα7η7）］，　and

NS433［N205（λEαm4あ2π∂301お8575αm7）］obtained　f｝om　F．

Blattner，　University　of　Wisconsin，　and　HI501［HI225々cA1

（λd857　D伽λ15FIαm96B．　Sαη17仇τ6昭∂3）］and　HI507［HI225

rθcA1（λo∫857　Eαm4　Sαgπ7仇ε6　re∂3）］obtained　fξom　H．　Ikeda，

Tokyo　University．

　　抗V従mReoombination．　InitiaUy，1μg　each　of　Ch28・Ig片701
andλみφ801gα一13・伽m錫DNA　were　mcubated　with　extracts　fわm

B．lymphocytes，　but　this　incubation　was　later　omitted　as　de・

scribed　in　Rθ8μZおαη∂ぴ30ω3s如π．　The　DNA　mixture　was　pack－

aged伽o槍o　into　phage　coats　and　the　recombinant　phages　were

selected　by　infbction　to　E．　col’km993．　The　iη1）従7て）packagmg

system　was　composed　of　the　extracts臼om　E．　coZi　NS428　and

purifled　protein　A臼omλdg805（13）．　Other　systems　using　eom－

bined　extracts　of　di日brent　E．ooZi　strains，　NS433　and　NS428（14）

or．．　HI501　and　HI507（15）were　also　examined・and　gave　similar

results．　Although　these　packaging　systems　have　a　tail　protein

ofλphage　o亘gin，　the加o従m・constructed　phages　were　shown

to　infεctλ・resistant　E．　co6　with　about　one●third　of　the　ef猛一

ciency　as　compared　withλ一sensitive　cells．　The　same　phenom－

enon　o㏄urred　when仇o従ro－constructedλんφ80・lgα一13・伽りη434

phages　infもcted　km　738．　Wb　suspect　that　this　may　be　due　to　the

altered　structures　of　the　coat　proteins　constructed仇oiτrα

　　Determination　of　the　L㏄ation　of　the　Recombina60n　Sites．

Phage　DNAs　in　the　plaques　on　km993　were　trans蝕Ted伽s伽

onto　two　sheets　of　nitroceUulose田ters（16）、　The　two　sheets　were

separately　hybHdized　with　nick合translated　probes　A　and　B（see

Fig，1）．　Phages　that　hybridized　with　both　of　the　probes　were

considered　to　be　recombined　between　the　inserts　of　the　pa・

rental　phages．　The　recombination　sites　were　mapped　by　com・

parison　of　the　S泌1，　Xbα1，　and　EcoRI　restriction　cleavage　maps

of　the　phage　DNAs　with　those　of　the　parent凪phage　DNAs．

　　　　　　　　　　RESULTS　AND　DISCUSSION

　　Cons㎞ctiOn　of　the　Assay　System　fbr伽V従ro　Reoombi－

nation．　To　detect　a　small　number　of　recombinants　among　mil・

hons　of　the　parental　DNA，　we　have　usedλphage　genetics．　Wb

constructed　recombinant　phages　that　carry　immunoglobulin　S

regions　as　well　as　CH　genes　as　inserts　and　selection　markers　of

the　host　restriction（ん）and　the　immunity（伽7π）genes　in　phage

arms．　　’

　　Ch28・lgμ一701　was　constructed　by　ligation　of　Charol128　amls

（17）with　a　13－kilobase（kb）EcoRI舳gment　ofλgt・WES・Igμ一701

（1）ca頭ng　the　mouse（弘gene　and　the　whole　S芦region　as　shown

in　Fig　1．λんφ80・lgα一13・iπηη434　was　constructed　f士om　Ch28・lgα一

13（18），arecombinant　phage　of　Charon　28　that　cames　the　mouse

Abbreviations：V，　D，」，　S，　and　C，　va亘able，　diversity，　joining，　switch，　and

constant　re頃ons，　respectively，　of　the　immunoglobulin　heavy（H）chain；

moi，迦ltiplici鯉of　in免ction；kb，　kilobase（s＞．

＊To　whom　reprint　requests　should　be　addressed．
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q，gene　together　wi出出e　whole　Sαregion．　Ch28・Igα一13　and

λみφ80．加7η434．gα1＋phages　were　permitted　to　coi㎡bct　I．E392

（φ80s・λs）and　the　resultant　recombmants　carrying　the　markers

ofみφ80　andλimmunity　were　selected　by　infbction　of　E．　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　co存

1㎝993．Tbe　recombmant　phages　obtajned　were　hybridized　with

the　q　probe　to　test　fbr　the　presence　of　the　Igα一13　insert．　One

of　the　phages　thus　isolated　was　then　crossed　w杖hλ・輌㎜434　and

recombin鋤ts　bea亘ngみφ80　and　imm434　were　selected　by　infbc・

tion　to　E．　co存km　738．　Unfbrtunately，　al110　dones　hybridizing

to　the　Cαprobe　examined　have　small　deletions　in出e　Sαregion．

Since　the　m勾o亘ty　of　Sαsequence　was　maintained，　we　dedded
to　use　one　recombinant，λんφ80・Igα一13・仇17π434，　fbr　the　fbrther

experiments．　The　location　of　the　deletion　in　this　clone　is　shown

in　Fig．2．

　　Recombination　reactions　were　designed　to　take　piace　be－

tweenλみφ80・Igα一13・伽〕η1434　and　Ch28・Igμ・701　DNAs　when

mixtures　of　them　were　illcubated　with　extracts　of　various　eu．

㎞y・tic・r　pr・karyoUc　cells．　lf　the　recombinaU・n・ccurs　be－

tween　the　mouse　DNA　inserts　of　both　clones，　the　recombin｛mts

produced　have　either乃φ80・励mλorみλ・’7n7η砲markers，　the長）r－

mer　being　selectively　isolated　by　infbction　of　an　appropriate　E．

601《sぬn．（e．9，km993）．　A負er　incuba60n　widl　ceUu1訂extracts，

D．NAs　were　ex廿acted　and　packaged　into　coat　proteins伽u従ro

using　extracts　f｝om　dle　wα4－mutant　of　E．　oo占carrying　lyso9－

enizedλpbage　with　theπ∂～mutation．　Hence，　the　extracts

were仕ee｛｝Om　generahzed　hOmOlO90uS　reCOmbinatiOn　SyStemS
in　E．coli　andλphages（13，14）．　The　recombinants　that　infbcted

k］m993　were　fUrther　tested　fbr　whether　they　had　two　immu－

noglobulin　gene　sequences　by　hybridization　with　the　5’fiank－

ing　region　of　the　Sμregion　and　the　3’segment　of　the　Cαgene

（probes　A　and　B；see　Fig．1）．

　　Reoombination　in　E．　coおExtracts．　To　our　surprise，　how・

ever，　we　soon　fbund　that　many　recombinants　were　fbrmed
朗thout　any　6ellular　extract．　Whenλみφ80・Igα一13・仇m姻and

Ch28・lgμ一701　DNAs　were　simply　mixed，．packaged加o伽o，　and

permitted　to　infbct　km993，　recombinants　withんφ80　and　i夕πmλ

markers　were　detected　at　the　relatively　high　ef6ciency　of　3×

10－4（Table　1）．　Appmximately　30％of　reoombinants　were　shown

to　hybridize　with　both　pmbes　A　and　B，　indicating　that　recom－

bination　took　place　between　the　inserts　of　both　phages．　The

results　also　suggest　that　albout　70％of　the　recombinahon．　took

place　in　the　phage　arms　between　the　genetic　markers　and　in－

sαts．　The　recombinations　withill　the　phage　arms　may　be　due

to　homologous　reeombination　similar　to　those　observed　on　the

double　inf6ction　by　the　sepεwrately　packaged　phages　of　kn猷〕3

（rθcA＋）or　oll　d皿ble　infεction’by　the　two　phages（see　below）．

　　Since　the　recombination　took　place　only　outside　the　inserts

when　separately　packagedλんφ80・lgα一13・伽▲7π434　and　Ch28・Igμ一

701DNAs　coinfbcted　km993，　the　recombination　within　the　in－

sert　DNAs　seems　to　take　place　or　at　least　to　initiate　during　the

加02π）packa錘ng　reaction．　Although　comparable　numbers　of

recombinants　were　fbrmed　when　phage　DNAs　without　mouse

DNA　inserts　or　those　with　mversely　ohentated　inserts　were　used，

most　of　the　recombination　took　place　within　the　phage　a㎝s．
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　FIG．1．1πui励a8say　system　fbr　S・S　recombination．（α）Formation　of　Ch28・lgμ・701．λ帥・W宮S・Igμ一701（1）was　cleaved　with　EcoRI　and　ligated

in　the　pre8ence　of　Chamn　28　arm8．　The　re8ultant　phage　DNA8　were　packaged．仇〃i’ro　and　pennitted　to　in品ct　B12（sμρ0）．　One　of　the　phages　gmwn

in　B12　was　isolated　and　te8ted　fbr　the　presence　of　the　intact　13・kb　EcoRI　fξagment　by　restnction　cleavage．（6）Fomation　ofλんφ80・lgα一13・仇τm434．

Genetic　markersんφ80　and　jmη1434　were　introduced　into　the　phage　arms　of　Ch28・lgα・13　by　two　step80f　cros8es．（c）∬πりだπ）recolnbination　assay．

Ch28・Igμ・701　andλんφ80・Igα・13・iητητ434　DNA8　are　mixed，　treated　with　extracts　f㎞m　B　lymph㏄ytes，　and　packaged‘πu比m　into　phage　coats．　R÷

combinants　beaHng　theんφ80　and　iηmλmarkers　are　then　selected．　Fragment8　A　and　B　are　the　O．8・kb　Hiπdm　fξagment　of　Igμ・701　and　the　cloned

α伶h垣ncDM（p腿α・1），　respectively．　Imλand　im434，　i㎜unityむo　wild蜘eλpha解飢d　to　l㎝bdoid　pha“434，　res坪tively．
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　FIG．2．　Di8thbution　of　the　recombination　site80n　theμandαchain　gene8．　Portion80f　the　Sμand　Sαregions（α）and　approximate　locations　of

怜combination　site80f　25　clone8（b）肛e　shown。（6）RestHction　cleavage　sites　of　the　Igμ一701（L≠）and　Igα・13（R悟ん’）inse就s．　The　approximate　lo・

cations　of　the　recombination　sites　of　the　25　arbitrahly　8elected　recombinant　clones　were　determined　by　compa亘son　of　re8thction　cleavage　map8

0f　the　clones　with　those　of　Igμ・701　and　Igα・13．　The　hoHzontal　ba指below　the　restriction　map80f　the　parental　clones　indicate　the　estimated　ranges

of　the　r㏄ombination　sites．　In　tkose　clone8　fbr　which　the　recombination　sites　are　definitely　assigned，　the　sites　are　shown　as　vertical　lines．（ωEn・

largement　of　portions　of　the　Sμand　Sαregion8　that　include　the　cla88　switch　recombination　sites　of　various　myelomas；MOPC141（M141）（19，20），

MCPC603（M603）（4），　TEPC15（T15）（4），　IgE・1（E1）（7），　MC101（4，9），　U？－1（10），　and　J606（7，8），　as　well　as　those　of　the　severa1↓πu“m　recombinant

clone8．　Tmmgles　below　the　bar（lgα・13）indicate　location80f　deletion8　introduced．　S，　Sαc　I；X，　Xbα1；E，　EcoRI．　bp，　base　paiK8）．

Table　1．　Frequency　of　recombination　iπ励o　and　jπuεオm

Locat三m　of　recombination　site

Recombination Inse就 vector　am18

System Plaques，　no．×10－5 Total　no． Frequency×104 No． ％ No． ％

1ン1u記ro　r㏄onlbination

Exp．1
　Ch28・Igμ・701／λ九φ80・Igα・13・imη1434

　Ch28・lgμ・701＊／λんφ80・Igα・13加1ηλ434

　Charon　28／λんφ80・iη1ητ434官α」＋

　Ch28・lgμ・701†andλ九φ80・Igα・13・εη2m434

Exp．2‡

　Ch28・Igμ・701／λんφ80・lgα・13・i7πm434

　Ch28・Igμ・701／λんφ80・lgα・13・εη1η1434／

　　　OXOlinic　acid

　Ch28・Igμ・701／λんφ80・Igα一13・」励m434／

　　　oxolinic　acid／coumeπnycin

Ch28・lgμ・701／λんφ80・lgα・13ε1πη8434

Ch28・Igμ・701／λんφ80・iη2η1434了α1＋

Ch28・lgμ一701＊／λんφ80・lgα’13・εη1ηλ434

Ch28・Igμ．701　alone

λんφ80・lg．13・i〃1η2434

21／7．9

21／7．8

5．0／1．6

18and　2．0

5．5／2．0
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輌加慨ombination：Phage　DNA8　were輿ckaged蜘1伽and　pe面tted　to　i頑ct㎞993　at　a　moi　of　O．001－0．008．　Recombination仕equency

was　c掘atd鎚the　ratio　of　the　n㎜ber　of　phages即㎜on㎞993ω．that　of　phage8帥m　on㎞738．　Detemination　of　the　location80f　the
recombination　8ite8　wa8　by　plaque　hyb亘dization．1π〃」⑤o　recombination：Phages　were　doubly　mfe㏄ed　at　a　moi　of　50n　LE392　cell8　and　grown　fbr

lhr　at　37°C，　and　progeny　were　examined　a8　above．　Oxolinic　acid　and　coumermycin　were　used　at　45　and　5μg／ml，　respectively．　Ch28・lgμ・701＊，　as

Ch28・lgμ・701　except　that　the　insert（lgμ・701）is　inver8ely　oriented　relative　to　phage　arms．

†Mb【ture　of　phages　packaged　separately仇り加o．　　　　＾　　　　1’

‡Only　a　portion　of　the　r㏄ombinant　phages　in　this　expe亘ment　were　te8ted　by　hyb亘dization．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　’
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　FIG．3．　Sequence　analysi88trategy　and　nucleotide　sequence8　surrounding　the　recombination　site8．（α）Analysi8　s☆ategy，　The　rectangles　rep・

re8ent　portions　of　the　in8erts　of　the　r㏄ombinant　phages　containing　the　recolnbination　sites．　Only　those　cleavage　8i七es　of疏πdlll，8αμ3A，　Hρα’II，

and　AuαHused　fbr　the　sequence　determination　are　shown．【コand芒圃，　Sμand　Sαregions，　respectively；■and口，　exons　of　the　Cしand　q．　genes，　r●・

spectively．The　nucleotide　sequences　8urrounding　the　recombination　sites　and　corresponding　regions　of　the　germ　lineαg飽e　Igα・13　were　determined

by　the　Inethod　of　Maxam　and　Gilbert（21）．The　nucleotide　sequence　of　such　a　region　of　the　germ　lineμgene　Igμ一701　that　co廿espond8　to　the　n6ighbor

of　the　recombination　site　of　Igμ・α・15　was　determined．　Horizontal　aπows　represent　direction8　and㎜ges　of　analysi8．（6）Nucleotide　sequences．

Nucleotide　sequences　surrounding　the　recombination　sites　are　represented　with　the　direction　of　transcription　of　exon8　f壬om　left　to　right．　The　boxed

area8　indicate　the　region8　in　which　the　recombmation　8ite8　are　located．　T・G・（｝G，　T・G・A，G，　and　T・G・G・T　sequences　around　the　r㏄ombination　sites

are　underlined，　Sμ，　Sα，μ，　and　Cαindicate　the　con℃8ponding　gem　line　nudeotide　sequence8．　Sμ＊indicates　the　posgible　nucleotide　8equellces　of　the

ge㎝1ine　Sμregion　es6mated＆om　the　repetitive　pattem　of　the　Sμregion、　X，　Xbα1；S，8αc　I；．　AんαH；H，苗ηdm；Hp，　HραII；Sa，　Sω3A．

The　recombination，　there｛bre，　requires　that　the　Sμand　Sαre・

gion　sequences　be　presented　in　the　same　orientati皿．　As　con一

加lexperiments，　we　a皿owed　the　two　phages　to　coinfεct　LE392．

Although・recombination　took　place　10　times　more　f｝equentiy，

no　recombinati⑩took　place　within　the　inserts．　These　recom－

binations　in　phage　arms　may　be　due　to　the　recA－dependent　ho－

mologous　recombination　in　bacterial　cells．

　　Nudeotide　Sequences　Around　the　Recombination　Sites．　To

determine　the　locations　of　the　recombination　sites　within　the．

inserts，25　recombinant　phages　having　nucleotide　sequences　of

both　Sμand　Cαgenes．　were　randomly　chosen　and．　their　DNAs

were　analyzed　by　digestion　with　various　restriction　endonu－

cleases．　The　results　are　summerized　in　Fig↓2．　Of　25　recom－

binants，23　phages　recombined　in　the　S芦region　and　two　phages

combined　around　the　Cμcoding　region．　Similarly，　of　25　recom・

binants，22　recombined　in　the　Sαregion　and　three　phages　com－

bined　around　the　Cαcoding　regi皿．　The　results　thus　show　the

pre企rence　of　tbe　S　regions　as　the　recombination　site　in　the．加

o従ro　packagmg　system．

　　Five　recolnbinant　phages　were　arbitrmly　selected　to　deter－

mine　nucleotide　sequences　surrounding　the　re◎ombination　sites．

Four　6f　them　have　recombination　sites　in　the　S　regions　and　the

other　has　recombined　within　the　structural　genes，　Restriction

f｝agments　containing　recombination　sites　were　isolated　and　the

nucleotide　sequences　were　determined（Fig．3）．　Nucleotjde　se・

quences　of　the　parental　germ　line　Sαregion　were　also　deter・

mined．　V陀were　unable　to　determine　all　the　nucleotide　se・

quences　of　the　parental　germ　line　Sμregion　because　apPropriate

restriction　sites　were　not　available　except　fbr　that　of　Igμ・α一15、

However，　nucleotide　sequences　dedved　f㌃om　the　Sμregion　were

easily　identified　by　the　characteristic　tandem　repetition　of　G・

A・G・C□and　G－G・G－G’T（7）．　Recombinantslgμ・α一1，　Igμ・α一11，

Igμ・α・15，　and　Igμ・α一20　were　shown　to　be　fbrmed　by　direct

joining　of　the　S芦．　and　Sαregions．　Igμ・α・8　was　created　by　re－

combination　betweell　the　3’flanking　region　of　the（㌦gene　and

the　third　domain　of　the　Cαgene．

　　The　recombination　sites　were　located　by　the　comparison　of．

nucleotide　sequen㏄s　with　those　of　parental　genes．　These　re－

gions、瓠ways　contained　abundant　T－G－A’G　or　T－G－G－G　se－

quences（or　both），　which　have　also　been　fbund　near　the　class

switch．　recombmation　sites　in　mouse　myelomas（8）．　These　re－

sults　indicate　that　the↓πの従ro　packaging　system・，　which　consists
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solely　of　extracts　f士om　E．　ooμandλphages，　might　have　a　re－

combination　system　that　pref6rs　tbese　short　oommoロse－
quences　similar，　albeit　not　identical，　to　those　used　in　the　class

switch　recombination　of　the　immunoglobulin　genes．　The　hu－

cle・6de　sequ飽ce・f　Igμ・α一8　indicated　that　a　sh・式sequence

（T－G・G－T）similar　to　those　in　the　other　recombinants　was　also

｛bund　around　the　recombination　site，　supporting　the　above　as．

sumption・

　　Mechanism　fbr伽V伽o　Recombina6⑩．　Since　the飢ρ従ro
packaging　system　used　is臼ee　f㌃om　both彫cA　and　rθ∂丘1nc．

dons，出e仇o従ro　recombination　may　be　c田Tied　out　by　other

minor　recombination　pathways　of　E．coおorλphages，　although

we　cannot　exclude　contamination　by　a　tiny　amount　of　recA　pro－

tein．　We　have　tested　whether　DNA　gyrase　is口1volved　in　this

recombination　by　using　the　specific　inhibitors　of　the　enzyme

oxolinic　acid　and　coumermycin（22）．　Since　these　agents　had　vir一

㎞ally　no　e能ct　on　the　reco】mbinaUon　f｝equency（Table　1），　the

DNA　gyrase－dependent　recombination，　which　was　previously

shown　to　occur　in　the仇o☆ro　packaging　system（15，23），　is　not

hkely　to　be　responsible｛br　the　recombination　of出e　S　regions．

Neither　does　the　int　protein　seem　to　be　involved　in　this　re－

combination　as　the　nucleotide　sequences　surrounding　the　re・

combination　sites　were　quite　dif£erent　from　that　of　theαだre－

gion．

　　Farabaugh　and　MiUer（24）have　reported　that　recombina・

tions　between　tandemly　repeated　short　sequences　generate

deletion　or　insertion　mutations　at　a　high　fをequency．　The　most

hequent　mutation　site　has　involved　tandem　repetition　of　the

sequence　C－T’G－G，　which　is　reminiscent　of　a　building　block　of

the　short　common　sequence　of　the　S　regions．　They　have　sug・

gested　that　this　recombination　is　also　independent　of　tbe　recA

｛hnction．　It　is　not　known　whether　their　recombination　system

is　related　to　that　described　here．

　　The　nudeotide　sequences　of　the　switd〕regio皿s　bear　consid－

erable　homology　to　theκsequence（25，26）．　Although矛me－

diated．　recombination　iηρ勧o　is　dependent　on　the　products　of

the　rθcA　and　rθoBC　loci（27），　it　is　not　clear　whether，　under　the

conditions　of仇鋤ro　packaging，出ere　would　be　a　strict　re・

qUirement　fbr　the陀cA　product、　The　present　reaction　may　be

mediated　by疋hke　elements，　as　suggested（26）．

　　Signi∬cance　of　S．S　Recolmbina60n　in　E．　coおExtracts．　Re－

cently，　site－specific　recombination．systems　of　prokaryotic　cells

have　been　shown　to　share　some　prope】翁es　similar　to　those　of

eukaryotic　cells．　The　nucleo6de　sequence　involved　in　the．nip・’

nop　inversion　of　the　nagellar　genes　of　Sα加oηθZあwas　shown

to　be　quite　homologous　to　the　sequences　possibly　involved　in

the　V．I　or　V．D－∫recombination　of　the　immunoglobulin　genes

（28－31）．Furthe㎜ore，　Sakoyamaθ診α1．（32）have　shown　that　the

nucleotide　sequences　homologous　to　the　m皿se　Sμregion　are

represented　in　varietyρf　organisms　sudl　as　yeast，　sea　urchin，

and　DrosoρみiZα．　Such　sequences　of　Dro80p硯αare副most　iden－

6cal　to　the　mouse　Sμregion、　These　6ndings　suggest　that　pro－

totypes　of　the　eukaryotic　recombination　system　Inight　be　fbund

in　lower　eukaryotes　and　possibly　in　prokaryotes，　although　the

Sバlike　sequence　is　not　fbund　in　E．　coZi．　As　a丘1rther　specula・

60n，　the伽o治o　recombination　observed　in　this　study　might

be　related　to　a　prototype　of　the　eukaryotic　recombinationd　sys－

tem．
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