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論文内容の要旨

[目的]

免疫グロプリン遺伝子 (Ig) の可変領域の多様性は V (variable) , D (diversity) , J (joining) の 3 種類の遺伝子

が再構成することにより形成される。さらに，これらの遺伝子が再構成する際に，塩基の欠失と付加が起こり， Ig 遺

伝子の多様性が増大されるが，これには template dependent なもの (P塩基)と， template independent なもの (N

配列)がある。 N配列は terminal deoxynucleotidyl transferase (TdT) が，付加していることが knockout mouse 

の結果より示されている。 N配列は，マウスの Ig 軽鎖 (L) 再構成においてはほとんどみられないが，ヒトにおいて

は認められる。今回， homologous recombination により TdT の promoter 領域を Ig 重鎖 (H) enhancer / promoter 

領域 (EμVH ) と組み換え， IgL の V-J 再構成においてN配列を高頻度に出現させたマウスを作成し， N配列の役割に

ついて検討した。

[方法ならびに成績]

TdT promoter 領域を EμVH と組み換えたマウス (EμV立1+ マウス)の作成と解析

TdT promoter 領域を EμVH と組み換え ， PGK HSV tk および PGKneor を挿入して作成した targeting vector を，

embryonic stem (ES) 細胞 E14にトランスフェクションし， G418および gancyclovir を用いて double selection を行

った。得られたコロニーより DNA を抽出， Southern blotting を行い， EμV店/ークローンを選別した。 EμV店/ークロー

ンを C57BL/6 (B6) マウス由来の Blastocyst にインジェクションし，それを偽妊娠マウス (ICR) の子宮にいれるこ

とにより生まれたキメラをさらに B6 マウスと交配した。生まれたマウスの尻尾からの DNA にて Southern blotting 

を行い， EμV店/ーマウスを同定した。さらにこれらをかけ合わせて生まれたマウスより， Southern blotting により

EμV~/+ マウスを同定した。

B6 マウスおよび EμV古1+ マウスの TdT の発現をみるため，各組織から RNA を抽出し， N orthern blotting を行っ

た結果，正常 B6 マウスでは， TdT の発現は胸腺でみられる他は骨髄において低レベルで発現がみられるだけだが，



EμV古川マウスでは胸腺，牌臓，骨髄，リンパ節において B6 マウスの胸腺と同レベルの TdT の発現がみられた。正常

B6 マウスでは TdT の発現がみられない胎児 (18.5 日)の胸腺，肝臓においても， TdT の発現がみられ， TdT の発現

パターンは TdT の promoter による発現ノfターンから EμVH による発現パターンに変わっていた。なお，いずれのマ

ウスにおいても，非リンパ組織(脳，腎臓)においては TdT の発現は認めなかった。

IgL 遺伝子 V-J 領域のN配列の頻度を牌臓細胞について調べたところ， EμVdl+ マウスで52% であり， C57BL/6 マウ

スの 4% と比し，高頻度に付加されていた。これにより TdT の発現を充進させることにより， N配列の挿入頻度を上

げることができることが示された。

EμV古/+マウスは明らかな疾患を呈さず，組織学的にも異常は認めなかったが， EμVdl+ マウスの骨髄の B220+IgM

細胞と B220+IgM+ 細胞の細胞数の割合は13% と 3%であり，コントロールとした C57BL/6 マウスおよび EμVïï/- マ

ウスがそれぞれ20% と 11% ， 19% と 10%であるのと比し， B220+IgM+ 細胞の割合が半分以下に減少していた。このよ

うに B細胞の成熟過程で IgM 出現により， negative selection を受けている可能性が考えられたため， EμV店/+マウス

骨髄の B220+IgM- 細胞および B220+IgM+ 細胞それぞれについて， IgL 遺伝子 V-J 領域のN配列の頻度を調べたが，

62% と 53%であり， IgM 出現前後では有意な差はみとめなかった。一方，本来末梢血の IgL 遺伝子 V-J 領域にN配列

のみられるヒトにおいて，骨髄細胞を CD19+IgM- 細胞と CD19+IgM+ 細胞に分けて， IgL 遺伝子 V-J 領域のN配列の

頻度を調べたが， 68% と 63%であり， Eμvr マウスと同様， IgM 出現前後では有意な差はみとめず，塩基配列のレベ

ルでは，細胞数が IgM 出現後に減少することの理由は，解明できなかった。

[総括]

TdT の promoter 領域を EμVII と組み換えたマウス (Eμvr マウス)では，こうした操作 (knock-in) により， TdT 

の発現の本来みられる胸腺以外に，牌臓，骨髄，リンパ節においても発現がみられる等， TdT 本来の promoter によ

る発現ノfターンから EμVH による発現パターンに変えることができることが示された。さらに ， TdT の本来発現しな

い IgL 遺伝子再構成時に TdT を高発現させることにより，本来N配列のない IgL 遺伝子の V-J 領域に N配列を挿入

できることが証明された。このマウスでは，骨髄において IgM 陽性細胞が正常の約半分に減少しており，骨'髄におい

て negative selection が起こることが示唆された。 promoter の knock-in は今まで世界に例がなく， transgenic mouse 

では高発現が得られない遺伝子に対しては，発現パターンを変える新しい方法となりうると考えられる。また，骨髄

で IgM 細胞の減少を見たことは，今後 IgL 鎖の CDR3 の多様性が自己抗原をふくめた各種抗原への反応性をいかに

変化させるかを検討するためのモデルマウスとなると考えられる。

論文審査の結果の要旨

免疫グロプリン軽鎖遺伝子(IgL)の V (variable) , J (joining) の遺伝子再構成において付加される塩基である N

配列の意義を検討するために，そのN配列を付加する酵素である terminal cleoxynucleotidyl transferase (TdT) の

promoter 領域を Ig 重鎖 enhancer/ promoter 領域 (EμV，，)と組み換えたマウス (Eμvr マウス)を作成し，解析し

た。こうした操作 (knock-in) により， EμV』/トマウスでは， Tc1T の発現の本来みられる胸腺以外にも，牌!臓，骨髄，

リン'パ節においても発現がみられる等， Tc1T 本来の promoter による発現ノfターンから EμVII による発現ノfターンに

変えることができることが示された。さらに ， TdT の本来発現しない IgL 遺伝子再構成時に TclT を高発現させるこ

とにより，本来N配列のない IgL 遺伝子の V-] 領域に N配列を挿入できることが証明された。このマウスでは，骨髄

において IgM 陽性細胞が正常の約半分に減少しており，骨髄において negative selection が起こることが示唆されたo

promoter の knnck-in は今まで世界に例がなく， transgenic mOllse では高発現が得られない遺伝子に対しては，発現

パ、ターンを変える新しい方法となりうると考えられる。また，骨髄で IgM 細胞の減少を見たことは，今後 IgL 鎖の

CDR3 の多様性が自己抗原をふくめた各種抗原への反応性をいかに変化させるかを検討するためのモデ、ルマウスとな

ると考えられる。これらの知見は，学位の授与に値すると考えられる。
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