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論文内容の要旨

[目的]

B系細胞の分化におけるクラス・スイッチ機構を分子レベルで解析するには， in vitro でクラス・ス

イッチする細胞株が非常に有用である。我々が樹立した Abelson virus で、 transform したマウス未熟B

系細胞株 (AT11-2) は，全く免疫グ、ロプリンを合成していないが， in vitro で培養中，細胞質内に

μ鎖を認めるようになり，さらに r3 あるいは r2bへとクラス・スイッチしてし、く。本研究では μ か

ら r3 へクラス・スイッチした pre-B細胞がさらに r2bへとクラス・スイッチしていくことを認め

たので，その機構について分子レベルで解析した。

[方法]

①細胞 ;μ+→ r 3 +へクラス・スイッチした pre-B細胞AT lO-1-3-3 を用いた。⑩田胞のクロー

ニング:軟寒天培地 (0.3%アガロース+R P M 1 1640 + 5 %ウシ胎児血清+5X lO- S M 2-ME) に

細胞をまき，パスツールピペットでつりあげた。③細胞質内免疫グロプリン:スライドガラスに固定し

た細胞を，間接蛍光抗体法を用いて検出した。④免疫グロプリン蛋白の解析:抗μ ， r3 ， r2b ， κ ， 

λ 鎖抗体を用い， SDS-PAGEにより解析した。⑤免疫グロプリン遺伝子の再構成 :DNAを各種

制酵素で切断後，各種フ。ローベ、を用いて Southern法で解析した。

[成績]

①AT10-1-3-3 を in vitro で培養していると自然に0.3%程度 r 2 b +が出現し，その r 2 b +細

胞をクローニングした (AT10-1-3-3-1) 。②AT10-1-3-3 をクローニングし，新たに

r 3 +のサブクローンを 5 っとった (AT-10-1 -3 -3 -11'"-'15) 。これらのサブクローンも培養
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中に0.1，.......0.5%の r 2 b +細胞が出現してきたので，それぞれの r 3 +サブクローンより 100% r 2 b +の

クローンを独立してとった (AT10-1 -3 -3 -11 ,.......15- 1 )。③ r2b 十の 6 つの細胞を，お S- メ

チオニンでラベルし，免疫グロプリンを抗μ ， r3 , r2b ， κ ， À 鎖抗体で沈降させ， SDS-PAG 

Eで解析したところ， 6 細胞とも r2b鎖のみを合成していた。④親株 r 3 + A TlO-1 -3 - 3 と 6

つの r 2 b +サブクローンAT10-1 -3 -3 -1 , A T10-1 -3 -3 -11 ,.......15- 1 について， Cκ ，

J H , Cr3 , Cr2b の解析を行った。 1 ) EcoRIで:<DNAを断片化し， Cκ ， J H をフ。ローベとして

Southern法を行うと，親株 r 3 +と 6 つのサブクローン r 2 b +とも， Cκ では胎児型と同じ17kb に，

J Hでは2.5kb (胎児型6.6kb) にバンド認めた。 2) 同様に， EcoRI, Hindill でDNA を切断後， C r 

3 をフ。ローベとした場合， EcoRIでは親株 r 3 +は18kb と 14kb (胎児型18kb) にバンドを認め 1 本が再

構成していた。 6 つの r 2 b +は18kb に少しうすいバンドを認め， 1 本の欠失が示唆された o Hindill も

同様で，親株 r 3 +では12kb ， 8 kb , 6.6kb (胎児型12kb ， 6.6kb) にバンドを認め， 6 つの r 2 b +では

12kb , 6.6kb に少しうすいバンドを認めた。 3) 次に， C r 2 b を用いて， Bgl 1 , EcoRI で断片化した

DNAを調べた。 BgII では親株 r 3 +は胎児型と同じ 17kb ， 7 kb にバンドを認めたが， 6 つの r 2 b + 

では17kb ， 7 kb以外に4.5kb，.......2.2kb の長さにそれぞれのサブクローンで異なった 1 本の再構成したバ

ンドを認めた。 4) さらに， EcoRI, Hindill を用い， S r 2 b をプローベとして， C r 2 b の再構成を

より詳細に調べたo EcoRIでは，親株 r 3 +は胎児型と同じ6.6kb にバンドを認めたが， 6 つの r 2 b + 

サブクローンでは6.6kb以外にそれぞれ4.2，.......5.6kb に 1 本の再構成したノてンドを認めた。 Hindill の時も

同様で，親株 r 3 +では胎児型と同じ 11kb にバンドを認めたが， 6 つの r 2 b +サベクローンでは11kb

以外に2.4，.......4.0kb にそれぞれ 1 本の再構成したバンドを認めた。⑤ r3 から r2bへのクラス・スイッ

チが，介在遺伝子の欠失によるのか， RNAのスプライシングによるのかを検討した。 BamHI を用い，

J Hならびに S r 2 b をフ。ローベとしてSouthern法を行った。 6 つの r 2 b +サブクローンでは，それぞ

れに 1 1. 5，....... 13.0kb の J H と S r 2 b に共通にハイプリダイズする fragment を認めた。このことから， J H 

と S r 2 b領域の介在遺伝子の欠失により， r 3 から r2b へクラス・スイッチしたことが示唆された。

[総括]

pre-B細胞レベルで，① r3 から r2bへクラス・スイッチすること，②そのクラズ・スイッチは介在

遺伝子の欠失によって起こること，③さらにその際認められる recombination site は， 1 つの r 3 +細

胞からクラス・スイッチしているにもかかわらず，各サブクローンで，一定の決まった場所がなく，多

様性が認められること，の 3 点を示した。

論文の審査結果の要旨

本研究は， Abelson murine leukemia virusでトランスフォームしたマウス未熟B系細胞株を用いて，

pre-B細胞レベルでの r3 から r2b へのクラス・スイッチ機構を分子レベ、ルで、解析したものである。

こういった細胞株での r3 から r2bへのクラス・スイッチは全くの新知見であり，それが介在遺伝子
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の欠失によって起こること，さらにその際認められる recombination siteが 1 つの r3細胞からクラス・

スイッチしているにもかかわらず各サブクローンで一定の決まった場所がなく，多様性の認められるこ

と，も追加して示しているO
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