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(副査)
教授漬岡利之教授谷口維紹

論文内容の要旨

(目的)

B細胞が活性化され抗体産生細胞へと増殖，分化するためには T細胞が産生する種々の B細胞活性化

因子 (BSF) が必須である。 B細胞の増殖，分化の機構を分子レベルで明らかにするためには，乙れら

のBSFを分離精製し，その構造を決定するとともに，受容体分子を同定しシグナノレ伝達機構を解明し， さ

らにBSFおよびその受容体遺伝子の発現機構を解明する必要がある。我々は以前より B細胞の増殖，分

化の最終過程に作用し，分泌型免疫グロプリン産生を転写レベルで=調節する因子として B細胞分化因子

(BSF-2) の性状と機能について報告してきた。今回， BSF-2をコ一ドする遺伝子の同定を目的として

末梢血T細胞をHum立ma釦n T cωe11 leukemia virusで

細胞培養上清よりヒ卜 BSF一2を精製し， N末端の部分的アミノ酸配列を決定した。

(方法)

1 )培養上清の調製: TCL-NaI細胞( 1 X 106 ce11s/ rni!) を48時間，ウシ胎児血清 (FCS) を含ま

ないRPMI 1640培養液中にて培養し上清を回収した。

2) BSF-2活性の測定: Epstein-Barr virusで=形質転換して樹立されたヒト B 細胞株， SKW6-ce 4 

細胞 (1 X 104 ce11s/200μ f) に標品を加え72時間培養し，上清中のIgM濃度をELISA法にて測定した。

1 X 10 4個のSKW6-Cf 4 細胞に最大反応量の50%のIgM産生を誘導する活性を 1 単位と規定した。

3) BSF-2の精製: TCL-NaI細胞培養上清を限外炉過法lとより濃縮し， Ultrogel AcA 34カラム (LKB)

にてゲル、戸過を行い，活性分画を25mM piperazine-HCf buffer (pH 6.3 )にて透析し， Mono Pカラ

ム (Pharmacia) にて等電点分画を行った。更に活性分画をSynchropak RP-Pカラム (C 18 )(Synchron 
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Inc) あるいはBio Rad CâJ ラム CBio Rad) にて逆相高速液体クロマトグラフィーを行った。蛋白の溶

出はacetonitrileの o--80% linear qradientによって行った。各分画を O.1 %SDS-PAGE後，銀染色法lと

より染色するとともに未染色のゲ、ルを 1mm間隔で、切断し，各分画より 1091づFCSを含む phosphate bufferｭ

ed salineléて蛋白を溶出しBSF-2活性を測定した。

4) アミノ酸配列の決定:逆相高速液体クロマ卜グラフィーにより精製された標品を， Edman法 lとよ

りマイク口気相シークエンサー CApplied Biosystem) にて N末端よりアミノ酸配列を決定した。

(結果)

1) BSF-2の精製: TCL-NaI細胞培養上清中のBSF-2・活性は，ゲ、JレiP過により 30--35K，等電点分画

lとより pI5.0 --5.1の聞に溶出され，逆相高速液体クロマトグラフィー CC 1S ) による分画では55% aceｭ

tonitrileにて溶出された。乙のBSF-2標品をSDS-PAGE，銀染色法で解析した結果，非還元，還元条件

いずれの場合も 19Kおよび21Kの蛋白のバンドが認められた。さらにゲルより蛋白を溶出してBSF-2活

性を測定した結果， 2 本のバンドと一致していずれも同等のBSF-2活性が測定された。

上述の方法で最終的lémg蛋白あたり1.7 X 10 7単位のBSF-2活性を有する標品を得た。精製BSF-2 は

3pM Clu/mf) で B細胞株に最大Ig産生の50%のIg産生を誘導するが，他のサイトカイン活性，すな

わちIL-l ， IL-2 , BSF-l , BCGF-II ，インターフェロン活性等は認められなかった。

2 )アミノ酸配列の決定: C 4および~CIBカラムによる逆相高速液体クロマトグラフィーを行う乙とに

より ， 40.e の培養上清より約10μgの21K-BSF-2を精製し，マイクロ気相シークエンサーにてN末端よ

りアミノ酸配列を決定した。初期収率は約8096で， N末端より単一のアミノ酸が同定できた。同様に第

14番目までのアミノ酸配列が決定された。決定されたアミノ酸配列はIL-l ， IL-2 , IL-3，インターフエ

ロン等を含む既知の 5.000 種の蛋白のいずれとも一致しなかった。

(総括)

ヒト BSF-2産生T細胞株， TCL-NaI細胞培養上清を濃縮後，ゲル炉過，等電点分画，逆相高速液体ク

ロマトグラフィーにより分画した結果， BSFー2活性を有する 19Kおよび21Kの蛋白が精製された。乙の

精製BSF-2は他のサイトカイン活性を持たない乙とが示された。さらに精製BSF-2 C21K) 標品を用い

てマイクロ気相シークエンサーにてN末端より 14個のアミノ酸配列が決定され，サイトカインを含む既

知の蛋白とは異ることが示された口決定されたアミノ酸配列に対応する合成DNAフ。ロープはBSF-2 遺

伝子の単離に有用であると考えられる。

論文の審査結果の要旨

本論文は， B リンパ球の抗体産生細胞への分化を誘導する，ヒ卜 B細胞分化因子 CBCDF or BSF-2) 

を精製し，そのN末端のアミノ酸配列を決定した最初の報告と考えられる o B細胞に作用する因子は多

く報告されているが，生体内に於て微量しか存在せず分子レベソレで、の解析は未だ行われていなかった。

本研究は B細胞分化因子と考えられる蛋白を同定し，その N末端アミノ酸配列を決定し，更に，精製さ
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れた B細胞分化因子を用いてその免疫学的機能を明らかにした。以上の点より考えて学位論文として価

値あるものと思われる。
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