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論文内容の要旨

[ 目的]

B細胞が，抗体産生細胞へと，成熟 ・分化する過程において， T細胞やマクロファ ージに由来する，

1 L 1， 1 L 2， 1 L 4 (B S F 1)， T R F， B S F 2， 1 F Nγなどの種々のサイトカイ ンが重要な

役割を果たしていることが知られている。

一方， T細胞非依存性抗原などによる刺激の場合には， B細胞活性化過程に， T細胞やマクロファー

ジの存在を必要とせず，またサイトカイ ンの作用も必要としないように恩われる。 しかしながら， T細

胞に依存しないB細胞の活性化の機構も十分に解明されているとはいえず，B細胞自らが産生する因子

が， Bi細胞活性化に関与する という可能性も考慮すべきである。実際， EBウイルスによ る形質転換し

たヒト B細胞が， B細胞増殖因子を産生し，またこの因子が自らの増殖にも作用しているという報告や，

また同じく EBウイルスにより形質転換したヒト B細胞株 (CESS)が，B細胞分化因子を産生する

という報告は，そのような可能性を示唆するものである。そこで，我々は，マウス B細胞株について，

B細胞に増殖または分化を誘導する活性化因子 (BS F)の産生を検討したところ， WEHI-231細

胞株培養上清中に，正常牌B細胞に増殖及び分化を誘導するBSFが認められた。我々は，このWEH

1 -231の培養上清中にある BSFの性状を明らかにする目的で，分離・精製を試み，また部分精製し

たBSFを用いてその作用を検討した。

[方法]

(1) W E H 1 -231を1X10'/mlにし， FCSを含まないRPMI1640で24h培養し上清を得た。これ

にFCSを10%になるように加え， RPM 1に透析したものを粗培養上清として用いた。
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(2) 牌B細胞は，マウスの牌細胞に， Dish付着性細胞の除去，抗Thy1.2抗体と補体処理を行って得た O

必要な場合は，更にPercoll重層遠心法により，牌B細胞を高比重細胞と低比重細胞に分画した。 B

CL
1白血病細胞は，BCL1を持つBalb/cの牌細胞を用いた。

(3) B細胞分化誘導能及びB細胞分裂誘導能は，正常牌B細胞あるいは， B C L1細胞に被検因子を加

え，マイクロプレートにて 3日間培養した後，上清中の IgMをEL1SA法で測定すること及び，
3
Hーチミジンの取り込みを測定することにより調べた。

(4) 部分精製。培養上清をアミコンYM-5にて10倍濃縮後， DEAEトヨパールを用いたイオン交換

クロマトグラフィ一法により，増殖・分化誘導活性のある画分 (0.lM-.，0.2MNaCl)を集めた O 続

いてFPLCを用いて， T S K G 3000 S Wによる0.1%Tween20存在下ゲ、jレろ過， phenyl 5 pwによ

る疎水性クロマトグラフィー， Mono Pによるクロマトフォーカシング法を行い，それぞれの分画に

ついてBSF活性を測定した。次にゲルろ過で得られた活性画分を用いて， WEH 1 -231由来BS

Fの機能を解析した。

[成績]

1) WEH 1 -231粗培養上清を，正常牌B細胞， BCL1細胞に加え，3日間培養すると，上清中 1g 

M濃度及び3Hーチミジンの取り込みは，添加された培養上清の濃度に応じて増加した O 粗培養上清

40% (v /v)添加時， 1 gM濃度の増加は，牌B細胞， BCL
1細胞ともに，非添加時の 5-"7倍で

あった。これらは， WEHI-231細胞が， B細胞に増殖及び抗体産生への分化を誘導する可溶性因

子を産生することを示す。

2) DEAEイオン交換クロマトグラフィ一法で集めた活性画分 (0.1-.，0.2MNaCl)をFPLCの3種

類の分離法を用いて，単離・精製を試みたが，いずれの分画法でも，増殖及び分化誘導活性はともに，

同じ分画に検出された。また，それぞれの分離法により得られた活性画分中に含まれる増殖誘導活性

と分化誘導活性は，一定の比率を保っていた。これらのことは，二種の活性が， WEHI-231由来の

BSFにおいては，同一分子によって担われている可能性を示している O この活性は， 0.1% Tween 

20存在下のゲルろ過では， 20K， 40KにPeakを持ち，またがは4.1-.，4.5であるO

3) WEH 1 -231音B分精製BSFは，主にPercollで分離した低比重のlargecell に作用し，増殖・分

化を誘導する O しかしこの因子は，高比重のsmallcellに対して，硫酸デキストラン存在下，増殖・

分化を誘導しうるoxidマウスのB細胞には，作用しないO また抗μ抗体とのcostimulationでのB

SF1活性は検出されず， IL1，1L2， CSF， 1FNrの活性も認めなかった。

[総括]

WEH 1 -231由来のBSFは，すでにinvivoで活性化されたB細胞や， BCL
1細胞に対して増殖・

分化誘導活性を持ち，この両活性は，ゲルろ過，疎水性クロマトグラフィー，等電点分画法のいずれの

分離法でも分離できないことから，B細胞系由来の増殖・分化誘導因子とも呼ぶべきものである O 部分

精製因子は， 1L1， 1L2， BSF1， 1FNr活性を持たないが，硫酸デキストランとのcostimula-

tion活性を持ち， BCGFll， TRFに類似している O

このようなB細胞由来のB細胞増殖・分化因子が，正常B細胞の生理的免疫応答に，どのように関
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与するのか，あるいは，単に腫蕩細胞の産物にすぎないのか等の問題は，分子・遺伝子レベルでの研究

とともに，今後追究すべき課題と考えているO

論文の審査結果の要旨

本論文は， Bリンパ腫であるWEH1 -231細胞株が活性化B細胞に対し，増殖と抗体産生を誘導す

るB細胞活性化因子を産生することを明らかにし，その活性化因子のもつ増殖誘導活性及び， 1 gM抗

体産生への分化誘導活性の両者は，分子量，等電点，疎水性の点で分離できず，同ーの分子によって担

われていることを示唆している O さらに， T細胞に非依存的なB細胞活性化機構にB細胞自身が産生す

る因子が関与する可能性をも示唆しており，博士論文に値すると考える O
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