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論文内容の要旨

〔目的〕

骨髄の造血幹細胞より派生したB細胞は T細胞の存在下において抗原刺激を受けると抗体産生細

胞に分化する。生体内においては，抗原刺激後，まず抗原特異的なB細胞クローンの増殖が起こり，十

分量のクローンの増殖後に抗体産生細胞に分化するo 抗体特異的なB細胞のクローンを増殖させるもの

は， B C G F CB cell growth factor) と呼ばれ， B細胞を抗体産生細胞に分化させる因子はBCDF

CB cell differentiation factor) あるいはTR F C T cell replacing f actor )と呼ばれてきた。著者は

既に報告された，マウスのTRF遺伝子の cDNAをフ。ロープに用いて，ヒト TRF遺伝子の cDNA ク

ローニングを行い，これをマウスTRF の cDNA と比較検討した。

〔方法及び成績〕

(1) ヒト TRF遺伝子の cDNAクローニング

5 X 104個の独立したクローンを含む，ヒト T細胞株ATL-2 の cDNA ライブラリーに対し，マウ

スのTRF cDNAをプロープとして， colony hybrydization 法によりスクリーニングした。三次のス

クリーニングの結果，最終的に 1 種類のクローンを同定し， ph -1 L -5 -30 と命名した。 ph- 1 L-

5 -30をプロープとして， ATL-2 の poly A RNAに対する Northern blot hybridization 及び， A

TL2 の cDNA ライブラリーDNAに対する Southernblot hybridization の比較より， ph-1 L-5-

30はヒト TRFの完全な cDNAを含んでいると推定された。

(2)ph-1 L -5 -30の塩基配列の決定とマウスTRF cDNAとの比較

ph-1 L-5 -30の全塩基配列をPUC18ベクターを用いたダイデオキシン法により決定し，ヒト T
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RFのアミノ酸配列は cDNAの塩基配列により同定した。 ph- 1 L -5 -30 は 134個のアミノ酸より

なり， N末端に疏水性アミノ酸よりなるシグナル配列を有していた。マウスTRF の cDNA との比較

において，マウス TRF は133個のアミノ酸より構成されているのに対し，ヒトでは134個のアミノ酸よ

り構成され，アミノ酸 1 個分多いことが判明した。しかしながら想定されるシグナル配列も，ヒト TR

Fではアミノ酸が 1 個多いため，分泌型としてのTRF は，ヒト・マウスいずれも 112個のアミノ酸よ

り構成されると推察された。塩基配列及びアミノ酸配列の相似性は各々77%及び70% と高値を示した。

糖鎖結合部位はマウスにおいては 3 ケ所に認められたが，ヒトにおいては 1 ケ所少なく 2 ケ所に認めた。

ヒトで認められた糖鎖結合部位はマウスの糖鎖結合部位に一致した。

(3)組み換えヒト TRFの作成

pSp65ベクターにph-LL- 5 -30を組み込み， Sp6 RNAポリメレースにより ph-1 L -5 -30 

に対応する mRNAを合成した。合成した mRNAをアフリカツメガ、エルの卵母細胞に30---50ng/0.05

μR/卵の割で微量注入し， 18，-.，20oCで約36時間培養した。培養上清を組み換えヒト TRF として生物

活性を調べた。

(4)組み換えヒト TRFの生物活性

ヒト B細胞をB細胞のマイトージェン SA C 1 CStaphylococcus aureus Gowan 1) 0.0025%で刺激

した系に(3)で調整した培養上清を加え， B細胞の IgM 分泌に及ぼす影響を，エンザイムイムノアッセイ

による IgM 濃度の測定及び，プラークホーミングアッセイにて調べた。培養上清を加えた系では， B細

胞のIgM分泌は，いず、れの測定系においても 2---3 倍に上昇し，得られた組み換えヒト TRF が生物活

性を有している事が証明された。

〔総括〕

ヒト TRF の cDNAはマウスとの比較において塩基配列で77%，アミノ酸配列において70%の高い

相似性を示した。マウスのTRF はB細胞の分化作用の他に これまでBCGFII と呼ばれていた B

細胞の増殖因子としての活性を有し，更に好酸球に対しても分化因子として働く事が報告され，現在 I

L-5 と呼ばれているo 今回クローニングされたヒト TRF も，生体内の免疫応答系において，広範な

生物活性を示し，重要な役割を果たしていると推測されるo

論文の審査結果の要旨

骨髄の造血幹細胞より派生したB細胞は T細胞の存在下において抗原刺激を受けると，抗体産生細

胞に分化する。生体内においては抗原刺激後まず抗原特異的なB細胞クローンの増殖が起こり，その後

抗体産生細胞に分化すると考えれている。抗原特異的な B細胞クローンを増殖させるものは， B細胞増

殖因子と呼ばれてきた。本論文はマウス B細胞分化増殖因子である T cell replacing factor C T R F) 

の cDNAをプロープに用いて，ヒト TRF の cDNAクローニングを行い，更にマウスTRF の cDN

A との比較を行ったものであるO ヒト TRF の cDNA遺伝子のクローニングは， B細胞増殖分化過程

-343-



の研究及び，種々の免疫不全疾患の研究に多大の貢献をなすものであり，本研究は学位に十分値するも

のと判断される。
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