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論文内容の要旨

[目的]

B/T リンパ球の第一次レパトアー形成は， recombination signal sequense (RSS) を介した V(D)J 再構成によっ

て行われち。 recombination activating gene (RAG) : RAG-1 , RAG-2 は，線維芽細胞に導入された RSS を有する

組み換え基質に対し， V (D) J 再構成を誘導する遺伝子として同定された。 RAG の発現はリンパ球初期分化過程に特異

的に見られ， B/T 細胞受容体遺伝子の再構成に一致して発現し，再構成完了後 shut off される oRAG-l あるいは RAG

-2 欠損マウスにおいては， V (D) J 再構成を行うことができず，成熟リンパ球は発現しない。すなわち， RAG 発現が

リンパ球初期分化に必須であると考えられるが，この RAG 発現を制御するシグナルについては未だ明らかとなって

いない。本研究では， in vitro 培養系でヒトリンパ球前駆細胞に対し RAG 発現を誘導する系を確立し， RAG 発現誘

導にかかわるシグナルについての解析を行った。

[方法]

ヒトリンパ球前駆細胞株として胎児肝由来細胞株 FL8.2.4.4 (CD2+ , CD19+ , Ig, TCR 遺伝子非再構成型) ，スト

ローマ細胞株としてマウス骨髄由来細胞株 PA-6，マウス線維芽細胞株として 3T3 を用いた。 FL8. 2.4 .4を，ヒトサイ

トカイン (IL-2 ， IL-3 , JL-4 , IL-6 , IL-7 , SCF, GM-CSF) 存在下，非存在下で PA-6 あるいは 3T3 細胞と共培養

を行った。一定時間培養後細胞を回収し，全 RNA を抽出， RT-PCR 法にて RAG の発現を調べた。リコンビナーゼ

活性の測定は，マウス IgH 鎖 DQ52- JH2 の RSS を含む組み換え基質， MHSDR (1/2) ST -13を用いて行った o

FL8.2.4.4に対し組み換え基質を導入後，ヒト IL-3 ， IL-6 , IL-7 存在下で PA-6 と共培養を行い，導入された基質プ

ラスミドのクロラムフエニコール耐性および制限酵素 ApaLI 認識配列の獲得をもってリコンビナーゼ活性とした。

[成績]

ヒトサイトカイン存在下で PA-6 と共培養することにより， FL8.2.4.4 に RAG の発現が誘導されたが，ヒトサイト
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カインのみ，あるいはサイトカイン存在下で 3T3 と共培養を行っても RAG の発現は誘導されなかった。このとき誘

導される RAG の発現は，ヒトプレ B細胞株 Nalm 6 細胞における発現量の約10-3 ---......10- 4 である。この誘導に必要なサ

イトカインはヒト IL-3 ， IL-6 , IL-7 であり，これらは単独でも RAG の発現を誘導するが，三者が共存することによ

ってさらに強い誘導活性を示した。メンプレンフィルターを用いて， FL8.2.4.4 を PA-6 と分離して培養すると， RAG

の発現誘導は全く見られなかった。このことは， FL8.2.4.4に対する RAG 発現誘導には PA-6 との物理的接触が必要

であることを示している。

組み換え基質を用いたリコンビナーゼ活性の測定を行ったところ，培養前の FL8.2.4.4にはリコンビナーゼ活性は

認められなかったが， IL-3 , IL-6 , IL-7 存在下で PA-6 と共培養後，リコンビナーゼ活性が検出された。この活性は

RAG を強く発現している Nalm 6 細胞における活性の約 1/100であった。このことから，サイトカインおよびストロ

ーマ細胞からのシグナルによって，ヒトリンパ球前駆細胞株 FL8.2.4.4 に RAG 発現のみならずリコンビナーゼ活性

も誘導されることが明らかとなった。

[総括]

本研究では，ヒトリンパ球前駆細胞株 FL8.2.4.4に対し RAG の発現を誘導する系を確立し，その発現誘導にかかわ

るシグナルについての解析を行った。その結果，ヒトリンパ球前駆細胞株 FL8.2.4.4に対する RAG 発現誘導には少な

くとも 2 つのシグナル， 1 つはサイトカインを介するシグナル， もう 1 つはストローマ細胞との接角虫によるシグナル

が必要であることが明らかとなった。このとき，サイトカインとしては IL-3 ， IL-6 あるいは IL-7 が RAG 発現誘導活

性を示した。また，サイトカイン十ストローマ細胞からのシグナルで RAG のみならずリコンビナーゼ活性も誘導され

。た

このような系は， RAG 発現誘導のメカニズム，それにかかわる分子/シグナルの解析，さらにはリンパ球初期分化

機構の解析に有用であると思われる。

論文審査の結果の要旨

遺伝子再構成を誘導する Recombination activating gene (RAG) は，リンパ球分化過程の中で B/T 細胞受容体遺

伝子の再構成の時期に一致して発現する。また， RAG 遺伝子欠損マウスにおいては成熟リンパ球が出現しない。すな

わち， RAG の発現はリンパ球分化過程における必須のステップであり，この RAG 発現制御機構を知ることはリンパ

球初期分化過程を解明する上で重要であると考えられる。しかしながら， RAG 発現を制御するシグナルについては未

だ明らかとなっていない。

本研究は，リンパ球初期分化メカニズムを解明する目的でヒトリンパ球前駆細胞に対し RAG の発現を誘導する系

を確立し，その発現誘導にかかわるシグナルについての解析を行ったものである。ヒト胎児肝細胞由来細胞株

(FL8 . 2 . 4 . 4) は RAG を発現する以前の未熟な細胞であるが，この細胞に対し，ヒトサイトカイン (IL-3 ， IL-6 , IL 

7) およびマウスストローマ細胞株 PA-6 との物理的接触という 2 つのシグナルによって RAG の発現が誘導される

ことが示された。このことは，リンパ球初期分化過程におけるサイトカインとストローマ細胞の役割について解明す

る上で重要な知見である。よって，本研究は学位の授与に値するものと考える。
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