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論文内容の要旨

〔目的〕

免疫グロプリンのH鎖可変領域は， B前駆細胞の段階でDJH結合， 次いで、VH一DJH 結合が生じ

て，機能的な可変領域を形成する。マウスのVH遺伝子は， DNA配列からみると 755ぢ以上のホモロ

ジーをもった 9 ，....... 11のファミリーに分類され，一部に重なり合うもファミリー毎に群を形成して組織

されている。 VHのアミノ酸配列からみると VHは強く保存されている framework と抗原に対応

し超可変な complement determinant region( CDR )から成っている。もし VH フラグ

メントのファミリー特異的なモノクロナーノレ抗体 (Mab) がえられれば， pre-B 細胞で生産される

H鎖に使用されている VHがどんなファミリーのメンバーであるかを in situ で識別しえるかもし

れない。従ってVH フラグメントに対するMab は， pre-B 細胞におけるH鎖可変領域の再構成機構

の現象をとらえる可能性をもっている。

本論文においてQ52 ファミリーのメンバーであるMOPC141 の VH フラグメントを精製し，乙れに

親和性をもっMab をラットを用いて作製し，その特異性について解析した。

〔方法〕

1. 骨髄腫蛋白の精製 :MOPC141 のプラズマ細胞腫の腹水 (BALB/C) よりプロテイン -Aセ

フアローズカラムを用いて精製した。

2. VH フラグメントの精製:骨髄腫蛋白をペプシン消化， DEAEセノレローズイオン交換クロマト

グラフィー， CNBr 切断，セファデックス G一切によるゲノレろ過の一連の操作によってVHフラグメ
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ント (N末端の 1~82 を含む)を精製した。

3. モノクロ一ナノレ抗体の作製 :8D ラット雌に完全フロイントアジュパントや不完全フロイントア

ジュパントでKLHを結合した Fd やH鎖全体を乳化して免疫した。抗血清を確認後，牌細胞を P

3 一 X 6 3 -Ag. 8. 6 5 3 と細胞融合をお乙ない， enzyme linked immuno-sorbent 

assay(EL18A) にてVH フラグメントに対するハイブリドーマを検索した。

4. 抗体の 125 1 の標識. chloramineT. 法にてお乙なった。

5. 阻害試験. flexible microtiter plate を用いて radioimmunoassayをお乙なった。

125 1 のカウントは gamma spectrometer~cて測定した。

6. 骨髄腫蛋白のH鎖と L鎖の分離:骨髄腫蛋白を 0.2M Tris-HC1 pH8.4/0.001MEDTAー

Na 3/0.1 5M NaC 1/0.0 1M DTT の溶液中に室温で 2 時間反応させ，終濃度 0.02M のイオ

ドアセタマイドを加えて30 分間反応させ，セファクリーノレ 8-200カラム (i n 6M urea/1M 

acetic acid)~とよりゲノレろ過を行って分離した。

〔結果〕

1. r 2 b はペプシン消化に対して分解をうけやすいために，いくつかの長さの違った Fd が生じた

が， VH フラグメントに対するMab の作製時に影響はなかった。

2. 完全なH鎖や Fd' -KLHで免疫したラットの牌細胞と P3一X6 3 -Ag. 8. 6 5 3 を細胞融合し

ハイブリドーマを作製し， VH フラグメントに対するMab を 5 個選択した。 R1Aによる bind-

ing assay から， MOP C 141 のH鎖に親和性の強い二つのMabs (3-2一7H ， 3-5-6f) を得

た。

3. 3 -2 -7 H, 3 -5 -6 f の二つのMabs についてR1Aによる阻害試験をお乙なった。共にH鎖

の定常領域に親和性がなく，明らかに VH フラグメントに対する抗体であった。

MOPC 141 に対する親和性の違いから， 3 - 2 ー 7H は， L鎖の影響を受けにくい決定基に対

する抗体で， 3-5-6 f は， L 鎖に隠された決定基に対する抗体で、あると考えられる。両抗体の

MOPC 141 のH鎖に対する相対的な親和性は，他のファミリーに代表させたH鎖やL鎖に対する

ものに比較して 200 倍以上強かった。 以上より作製された二個のMabs はMOPC141 のVH フ

ラグメントに特異的であり，互いに認識部位が違う乙とがわかった。

〔総括〕

1. VH フラグメントに対する抗体を作製するのに， 骨髄腫蛋白を一連の操作を用いて処理し， VH 

フラグメントを精製した。

2. VH遺伝子の Q52 ファミリーのメンバーであるMOPC 141 のVHフラグメントに対するラット

Mabを作製した。 3-2 一 7H及び 3-5-6f 抗体はMOPC 141 の H鎖に強い親和性を示し，

他のファミリーのVHをもっH鎖にはほとんど交叉反応を示さなかった。さらに íntact MOP 

C 141 !c対してほとんど交叉反応を示さなかった。すなわち両抗体はMOPC 141 のH鎖に対して
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特異的に反応する乙とがわかった。

論文の審査結果の要旨

免疫グロプリンのH鎖可変領域 (VHDTH) を構成している VH遺伝子は，マウス Ba1 b/c にお

いてDNAの配列が755ぢ以上のホモロジーをもった 9.......11 ファミリーに分類され，ファミリー毎に群

を形成して染色体上に並んでいる。 VHの選択機構はまだよくわかっていないが， Pre-B細胞で生

産される H鎖に使用されている VHがど、んなファミリーのものであるか in situで識別するために

VHフラグメントのファミリー特異的なモノクロ一ナノレ抗体が有用となる。 乙乙でQ52 ファミリーの

VHをもっMOPC 141 の VHを精製し，それに対するラットモノクロ一ナノレ抗体を 2 個作製した。

これらは互いに違ったエピトープに対する抗体で，さらに他のファミリーのVHを用する H 鎖やL鎖

にほとんど親和性をもたず， Q52 ファミリーに特異的である乙とがわかった。
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