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論 文内 容 の要旨

[目的]

免疫グロプリンH鎖の可変部をコー ドするV領域遺伝子を.V". D. J 11の3segmentsより構成され

ており.V領域形成に際し，まず，両染色体上でDJ"結合をおこし，次いで，種々のV.セグメントが

結合してV領績が完成することが知られている。我々は.Abelsonウイルスでトランスフォ ームしたマ

ウス未熟B系細胞株ATl1-2とそのサプクローンを解析し.D J.結合が，その両側に存在するDと

J.の結合により新たなS町叩daryD J 11結合を形成し得ることを初めて示した。更に，このsecondary

D J.IこV.セグメン トが結合し，機能的にV領域が形成されることが判明したので報告する。

[方法]

細胞のクローニング 0.3%軟寒天培地 (0.3%アガロース+ウ シ胎児血清+5XlO-'M2-ME+RP

M 1 1640)に細胞をまき，生じたコ ロニーを，パスツールピペットでつり上げ，培養した。

細胞質内免疫グロプリン 細胞固定後1 直後または間接蛍光抗体法を用いて検出した。

Southern blotting法 細胞より，高分子DNAを抽出し，各種制限酵素で断片化し，アガロースゲノレで

電気泳動後， ニトロセルロースフィルターにトランスファーL.32Pでラベルした各種プロ ープにで

ハイプリダイズL.フィルターを洗浄後，オートラジオグラフィ ーをとった。

[成績]

① ATl1-2ー5ー1ー5(以下AT5-1-5と略す)は.D，，2.8J，とDFLl6.IJ~を含み，いずれ
も.V.と結合しておらず.J.プロープでは，それぞれ11.0kbと5.4kbのEcoR 1断片として検出さ

れる。
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② AT5-1-5より分離したサプクローンAT 5 -1 -5 -3 -44 (以下AT 3 -44と略す)では，

J 4プロープで11.0kbと5.4kb以外に5.0kbにうすいバンドを認め，培養中に5.0kbEco R 1断片を含

むサブクローンが生じたことが示唆されたので，更にクローニングを行なった結果， 5.4kbと5.0kbの

2本のバンドを示すサブクローンAT 3 -44-17を分離し得たO この新たに生じた5.0kbEco R 1 

断片は， 3種目のDセグメントの 5'側領域のプロープ， 5' D F L16' 5' D s P 2' 5' D Q52のうち 5' D F L16 

によってのみ再検出されたので，この5.0kbEco R 1断片には，新たにDFL16- J Hが形成されている

ことが示唆された。更に， 5' D
FL16
'1。ロープにて，これらのバンド以外に特異なバンドは認められな

かったので， 5.0kb Eco R 1断片には， Dセグメントのうち最も 5'側に存在する DFL16.1が含まれて

いることが示唆された。

③ Eco R 1 -Hindill double digestで、は， J 4プロープにて， AT5-1-5は， 1.5kbに胎児型のパ

ンドを認めるのみであるが， AT3-44-17では， 4.0kbに再構成したバンドを認めた O また，この

際， Cμプローブを用いて， J 4の3'側領域は再構成していないことを確認した。 HindillがJ3 - J 4 

聞に切断点をもつことから， A T 3 -44-17では， J
3
-J4聞に再構成がおこてついると考えられた。

以上の①②③のことから，A T 3 -44-17に含まれる5.0kbEco R 1断片についてrestrictionmap 

を描くと， D FL16.1 J 4が含まれていることが，より強く示唆された。

④更に， AT3-44-17では invitro culture中に，自然に，細胞質内に μ鎖を持った細胞が0.5%

程度出現した。これをクローニングして細胞質内にμ鎖を持ったクローンAT 3 -44-17-1を得た。

これは， Eco R 1切断にて， J 4プロープで， 5.4kbと2.1kbにバンドを認め， 5' D FL167。ロープでは，

5.4kbのバンドのみが再検出され， 2.1kbのパントは検出されず， A T 3 -44-17で認めた5.0kbのバ

ンドも消失していた。従って，この5.0kbから2.1kbへの再構成は， 5.0kbの断片に含まれていたsecon-

dary D J HにVHセグメントが結合し，機能的VHD J Hを形成したものと考えられた。

以上のことより， AT5-1-5に含まれていたDS P2.8 J 3は，サプクローンAT 3 -44-17において，

そのDJ Hの5'側にあるDFL16.1と3'側にある J4の結合により欠失して新たなsecondaryD J Hである

D F L16.1 J 4が形成され，更に， AT3-44-17-1では，このsecondaryD J HにV
Hセグメントが結合

し機能的なV領域が形成されたと考えられる O

[総括]

今回，我々は，両染色体上でDJ H結合を起こしているPre-pre-B細胞において， 1本の染色体上

で，最初に形成されていたDJ H結合が，その両側のDとJHの結合で生じたsecondaryD J H結合に置

換されたことを初めて示した。更に， Vuセグメントを結合して機能的V領域が形成される過程を示し

た。このことは，Pre-pre-B細胞の段階では，既に形成されたDJ Hに様々なV
Hが結合することでV

領域の多様性が生じるのみならず，secondary D J Hの形成により， 1つのPre-pre-B細胞により生

じる多様性が更に拡がり得ることを示しているO



論文の審査結果の要旨

免疫グロプリンH鎖V領域遺伝子は， V H' D， J Hの3つの領域より成り，まず， D-J Hが結合し

次いで， V
Hが結合して，機能的V領域が完成する。本研究は，この過程をより詳細に解析する目的で，

Abelson Pre-pre-B細胞株とそのサブクローンをサザン法により解析した。

その結果， D J H結合の両側に存在するDとJHがsecondaryD J Hを形成し，これにVHが結合して，

機能的V領域を形成し得ることを初めて明らかにしたものであるO これは，Pre-pre-B細胞の段階に

おけるV領域の多様性発現機序に新知見を加えたものである。
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