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論文内容の要旨

〔目的〕

ヒトリンパ球抗原CD40は， B細胞上に発現されている分子量45kDa の糖タンパクである。抗CD40モ

ノクロ一ナノレ抗体は，抗 IgM 抗体あるいはTPA~とより活性化された正常B細胞の増殖を著しく促進す

る乙とから， CD40は， B細胞特異的な増殖シグナノレの受容体で、ある可能性が示唆されている。

また，遺伝子クローニングより推定されるアミノ酸の一次構造上軍細胞質内領域にチロジンキナーゼ活性

ドメインを持たない増殖シグ、ナノレの受容体のカテゴリーに属する乙とが明らかとなっている。 CD40 を介

するシク。ナル伝達機構を解明するため，我々は，ヒト CD40を膜面上に発現するマウス B細胞株を確立し

抗CD40抗体による増殖反応を解析した。さらに， jnvitromutagensjs ~とより細胞質内領域を修

飾したCD40cDNAを用いて，増殖シクゃナノレ伝達に必須の細胞質内領域の同定を試みた。

〔方法ならびに結果〕

(1) ヒト CD40を膜面上に発現するマウス細胞株の樹立:発現ベクターに組み込まれたCD40cDNAを

ネオマイシン耐性遺伝子pSV2neoと共に，マウス B リンパ腫由来細胞株M12 ，あるいは，マウス胸腺

腫由来細胞株EL-4に電気穿孔法lとより導入した。 G418耐性細胞を抗CD40抗体で染色し， FACSを用

いた sortj ng ~とより，ヒト CD40 を膜面上に安定に発現するクローンを確立した。

(2) CD40陽性マウス細胞株の機能的解析: CD40陽性M12(K2C3 )と親株 (M12 )を，抗CD40抗

体あるいはTPAの存在下，非存在下にて96穴プレート中で， 3 日間培養したo 最後の 3 時間に 3HーTdR
を添加し，そのとり込みを液体シンチレーションカウンタにて測定した。ヒト正常B細胞とは対照的~L~
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K2C3 の増殖は，抗CD40 抗体lとより阻害された。阻害活性は， 12.5ng/ml より認められ，正常B細

胞の増殖を促進する濃度にほぼ相当した。 TPAの共存下にて，増殖は905ぢ以上阻害された。親株の増殖

は，抗体， TPAにより間害を受けず，乙の増殖阻害は CD40を介したシグナルによるものである乙とが

明らかとなった。また， CD40 陽性EL-4 の増殖も，抗体， TPA~とより同様に阻害され， B細胞と T細

胞に共通なシグナノレ伝達機構が存在する可能』性が示唆された。さらに，抗体のトランスフェクタントに対

する刺激効果が，正常B細胞のそれを反映している可能性を検討するため， CD40分子のリン酸化を比較

32 した。肩桃腺由来B細胞とK2C3 をTPAの存在下，非存在下にて P一正リン酸でラベルしたのち可

溶化し，抗CD40 抗体にて免疫沈降を行い， SDS-PAGE による解析を行った。

両者において， CD40 分子はTPAの非存在下でリン酸化されており，そのりン酸化はTPAの存在化に増

強されることが明らかとなり， トランスフェクタントにおいて，正常B細胞でのシグナノレ伝達のメカニズ

ムが反映されている可能性が示唆された。

(3) CD40のシクーナノレ伝達に必須の細胞質内領域の同定: CD40 は，細胞質内領域62個のアミノ酸を含

む 257 個のアミノ酸より構成される。シク、、ナノレ伝達に必須の領域を同定するため， 202 番目，または 233

番目以降のアミノ酸を欠失させる CD40 cDNA，また細胞質内領域の 7個のセリン，スレオニンのうち 6

個，さらに l 個のシステインをグリシンまたはアラニンに変異させる CD40cDNAを， j n v j t r 0 mu-

tagenes j s ~とより作成した。先程と同様に，以上の変異CD40を発現するM12を確立し，抗体による増

殖能を解析した。すると， 202 番目及び 233番目以降の C末端アミノ酸を欠損した CD40，また 234 番目

のスレオニンがアラニンに変異した CD40を発現するM12では，抗体による増殖阻害も， 'TPA との相加

効果も認められなくなった。他の変異CD40を発現するM12では，正常CD40を発現するM12と同様に，

抗体， TPA による増殖阻害が認められた。これらの乙とより， CD40 を介する増殖シク。ナノレ伝達~(， 234 

番目のスレオニンを含む領域が必須である乙とが明らかとなった。

〔総括〕

ヒト CD40 を発現するマウス細胞株は，抗CD40抗体lとより，正常B細胞と異なり，増殖を阻害された。

しかし，乙の系は，抗体の有効濃度， TPA との相加効果，及びCD40分子のリン酸化の挙動より，正常

B細胞における CD40 を介したシク事ナノレ伝達機構を反映していると考えられる。種々の変異CD40を発現

させたマウス B細胞株の増殖反応を解析する乙とにより， 233番目のグルタミン酸以降の細胞質内領域，

特に 234 番目のスレオニンを含む領域がCD40のシグ、ナル伝達に必須で、ある乙とが明らかとなった。乙の

部位の機能は現在明らかではないが， CD40はチロジンキナーゼドメインを持たない増殖シグ、ナノレ受容体

の伝達機構を解析するうえで，有用なモデノレとなると考えられる。
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論文の審査結果の要旨

ヒト B リンパ球抗原CD40 は， B細胞特異的な増殖シクゃナノレの受容体で、あることが示唆されている。ま

た， CD40 は，遺伝子クローニングより推定されるアミノ酸の一次構造上，細胞質内領域lζチロジンキナ

ーゼ活性ドメインを持たないことも明らかとなっている。

我々は，本研究により，まず， ヒト CD40を発現させたマウス B細胞株トランスフェクタントの増殖が

抗CD40抗体により阻害される乙とを示し，この系が，正常ヒト B細胞の CD40 を介したシク守ナノレ伝達機

構を反映している乙とを明らかにした。さらに，乙の系を利用することにより，細胞質内の単一のアミノ

酸スレオニンがシク。ナノレ伝達に必須で、ある乙とを証明した。以上の知見は，他のチロジンキナーゼ活性ド

メインを持たない増殖因子受容体のシク守ナノレ伝達機構を解明する上でも，有用な情報を提供すると考えら

れる。

ゆえに，本論文は，学位論文として価値あるものと考えられる。
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