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論文内容の要旨

〔目的〕

免疫グロプリンH鎖の可変領域をコードする 3 つのセグメント (VH; variable , D; diversi ty , J H 

, joining) の再構成は，高度に保存されたシグナル配列を介して行なわれている。今回Abelson virｭ

us でトランスフォームした pre-B細胞株で， non-productive VHD J H 結合後さらに新たな再構成

を起乙しH鎖産生に到った細胞株を得たので，その再構成機構を解析した。

〔方法ならびに成績〕

Abelson virus でトランスフォームした pre-B細胞株AT8-1 は免疫ク守口ブリンを産生していな

いクローンであるが，乙れを 0.33%軟寒天培地でさらにクローニングし，免疫グロブリンを産生していな

い 3 つのサブクローンAT8-1-12， AT8-1~14~ AT8-1-16 を得た。これらのサブクローンを in

vi t ro で培養していると，ケイ光染色で細胞質内に μ鎖あるいは γ2b 鎖を検出できる細胞が出現したの

で，抗μ あるいは抗 γ2b抗体と抗VH315抗体 (MOPC 315 ミエローマ蛋白のH鎖のV領域と特異的に

反応する抗体)で二重染色する乙とにより， μ+ ・ VH315+ クローンAT8-1-12-1 ， AT8-1 ー14-

1 , AT8-1-16-1 あるいは， γ2 b+. VH 315+ クローンAT8-1-12-5 をクローニングした。乙れ

らの産生する μあるいは r2 b 蛋白を抗μ抗体あるいは抗 γ2b 抗体で免疫沈降させ SDS-PAGE で解

析すると，.やや小さい μ蛋白 (Mr 74，000) あるいは γ2b 蛋白 (Mr 54，000) を産生していた。 AT8-

1 のサブクローンの再構成パターンを 5FDプローベ， JH470ローベを用い Southern 法iとより解析した。

AT8-1-12の再構成パターンはVDJプVDJーであり， AT8ート14と AT8-1-16は VDJアDJ で

あった。しかし， VH315 抗体と反応するH鎖を産生する乙れらのサブクローンでは， VDJ 一結合を含む
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断片はさらに再構成を起乙していた。 3 つの独立したクローンで全く同ーの再構成を起こしH鎖産生に到

っていたので，このうちの 1 クローンAT8-1-12-5 とその親株AT8-1-12の JH領域を A ファージを

用いてクローニングし， dideoxy法により塩基配列を決定した。 AT8-1-12とそのサブクローンAT8

-1-12-5 の一方の染色体上の JH領域の塩基配列は全く同一であったが，他方の JH領域で=は， AT8-

1-12で VH36-60 DSP2 JH2 結合を， AT8-1-12-5 では VH36-60 JH3 結合を起乙しており， AT 

8-1-12-5 では親株AT8-1-12の VHの84番目のThreonine コドンより JH3 のよ側のシグナル配列

7 mer まで 444bp が欠失していた。 3 つの独立したクローンで同ーの再構成を起こしており，しかも 3'

側の DNA組み換え部位がシグナル配列 9 mer-23 bpー 7mer と JH3 とのちょうど間であったので ， 5'側

の組み換え部位付近でもシグナル配列となりうる配列が存在しないか検索した。 VH36寸O の配列の中に

TCR遺伝子の J セグメントの 7 mer GGCTGTGのインパーテッド配列である CACAGCC が存在し

ていた。しかも，そのさらに 3'側に12bp を介在してアデニンを多く含む 9mer GCAAGAAAG が存

在していた。乙れらと同ーの配列はシグナル配列として未だ報告はないが， VH-JH3 結合において下図

のように JH3 の 5' 側の 7mer と 4 塩基対を， 9 mer と 6 塩基対を形成する。

5'3'  

C A C A G C C (12 bp スペーサー) GCAAGAAAG  
ー
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 J H3 G T G T A A C (23 bp スペーサー) TGTTATTTA  

3 5 

さらに，乙の 7mer は 3' 側の 7mer の基本型CACAGTG と 5 塩基が一致し，しかも高度に保存され

7mer の Core 配列と考えられている組み換え部位に接した 4塩基 CACAを含んでいる。一方 9merも

3J 側の 9mer の基本型ACAAAAACC と 5 塩基の一致をみる。また JH3 との結合において上図のよ

うに12/23 joini ng rule にも合致する。したがって，乙の配列がVH- JH3結合のシグナル配列として用

いられている乙とが強く示唆される。

〔総括〕

1) VHDJH- 結合後1<:，新たな同ーの再構成を起こしH鎖産生に到った 3 つの独立したクローンを得

fこ o

2) 乙のうちの 1 クローンとその親株の JH 領域の塩基配列を比較すると， H鎖産生株で=は親株のVH

36-60D JH2 結合より， VH36-60の84番目のThreonine コドンから JH3 の 5' 側のシグナノレ配列 7

mer まで 444 bp が欠失し， V H 36-430-J H3 結合を起こしdていた。

3) VH-JH3結合におけるシグナル配列として， VH36寸0と N配列で形成される 7mer CACAG 

CC -12 bp スペーサー- 9mer GCAAGAAAG が関与している乙とが示唆された。

4) 乙の 7mer はTCRの J セグメントの 7mer のインパーテット配列であり， DNA組み換え酵素が

T ・ B細胞に共通あることを示唆する。さらに乙の DNA組み換えは，シグナル配列類似の配列を持つ癌

遺伝子を含む様々な遺伝子と， VDJ 結合後に残った JH との異常な再構成の可能性をも示唆するかもし

れない。
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論文の審査結果の要旨

免疫グロプリン遺伝子の再構成機構を解明する目的で乙れらの実験を行なった。 Abelson murine 

leukemia virus でトランスフォームした未熟B系細胞株を用い， VHDJH 結合と JH との再構成を初

めて見い出した。

乙れは non-produc t ive VHD J H 結合後に更に再構成する乙とにより H鎖産生に到る新たな機構と

なりうる。又，乙の再構成に関わると考えられるシグ、ナル配列も見い出し，シクゃナル配列を介した再構成

であることを示した。
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