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は じ め に

小 児 科 領 域 に お け る 疾 患 の 特 性 は 疾 患 の 発 生

す る 土 壌 が 発 達 途 上 に あ る 小 児 で あ る と こ ろ

に 存 在 す る ｡ そ の 中 で も 先 天 性 免 疫 不 全 症 は

リ ン パ 球 の 初 期 発 生 ､ 分 化 の 障 馨 と し て 特 徴

づ け ら れ る 0 - 万 小 児 に 発 生 す る が ん に お い

て も 細 胞 の 糾 糊 分 化 段 階 に お け る 随 雷 で あ り､

小 児 が ん の 約 5 割 を 占 め る 小 児 白 血 病 は 血 球

な か で も リ ン /< 球 の lJJ 糊 分 化 段 階 に 於 け る 分

化 増 殖 横 桟 の 障 害 と L丘 置 づ け る こ と が 可 能 で

あ る o こ の よ う に み て み る と .) ソ バ 球 の 初 期

発 生 ､ 分 化 の 分 子 横 絹 に 関 す る 研 究 が 小 児 疾

患 の 病 態 に 関 す る 研 究 の 中 で も と り わ け 重 要

な 部 分 を 占 め る 串 が 理 解 さ れ て く る で あ ろ う｡

リ ン パ 球 は 周 知 の ご と く T ､ 及 び B リ ン パ 球

か ら 構 成 さ れ て い る ○ 私 は こ の よ う な 視 点 に

立 ち ､ T リ ン パ 球 の 初 期 分 化 に 関 す る 研 究 香

胸 腺 上 皮 細 胞 と の t的 連 で と り あ げ た ( 第 ] 章)

o ま た 一 方 B リ ン パ 球 領 域 に お け る 研 究 テ ー



マ と し て は イ ム ノ グ ロ ブ リ ン 遺 伝 子 の 再 構 成

に 関 す る 分 子 桟 橋 を リ ン J< 球 の 発 生 ､ 初 期 分

化 と の 関 連 で 解 析 し ､ 考 察 を 加 え た ( 第 2 童)

｡ 第 1 享 及 び 第 2 軍 に お け る 研 究 を ま と め て

ヒ ト リ ン パ 球 の 初 期 発 生 と 分 化 に 関 す る 研 究

と 題 し た が ､ 広 く T 及 び B リ ン パ 球 の 初 期 発

生 と 分 化 の 分 子 機 構 に 関 す る 研 究 に 何 等 か の

頁 酢 を 賎 し 得 る と し た ら 幸 い で あ る O



第 1 章

ヒ ト 17旬 月居 ｣ニ 皮 糸田 月包 の 株

イヒ に 関 づ~ る 研 究



要∃ 糸BE

胸 腺 微 細 環 境 は 上 皮 細 胞 ､ マ ク ロ フ ,

- ジ ､ 樹 状 細 胞 ､ 茄 様 細 胞 ー 線 維 芽 細 胞 ､ 未

熟 T リ ン パ 球 な ど 異 な っ た タ イ プ の 細 胞 の

複 雑 な 相 互 関 係 か ら 構 成 さ れ て い る 0

今 回 私 は ヒ ト 的 脈 上 皮 細 胞 の 中 の あ る サ ブ セ

ッ ト に 相 当 す る 上 皮 細 胞 を SV40 ori-､ 及 び

pSV2neo 遺 伝 子 で 形 質 転 換 し ク ロ ー ン 化 し

た o こ の ク ロ ー ン 化 し た 上 皮 細 胞 は 披 股 直 下

上 皮 細 胞 に 相 当 す る 免 疫 学 的 特 徴 を 有 し て い

た O ま た LFA-3 抗 原 を 発 現 し て お り ､ こ れ

を 介 し て T リ ン パ 球 と 結 合 し た ｡ さ ら に マ

ク ロ フ T - ジ 増 殖 因 子 を 分 泌 し ､ マ ク ロ フ ァ

- ジ と の 共 存 下 で IL-1 産 生 を 誘 導 し た ｡

こ れ ら の 特 徴 は こ の 細 胞 が T リ ン ,. 球 分 化

の eaFliest siage を 解 析 す る 為 の モ デ ル シ

ス テ ム を 作 成 す る 上 で 役 立 つ 可 能 性 を 示 唆 し

た ｡



和男 巨∃

先 天 性 免 疫 不 全 症 の 多 く は 小 児 に み ら

れ ､ そ の 病 態 の 本 体 は リ ン パ 球 の 初 期 分 化 過

程 お け る 成 熟 分 化 の 障 害 に あ る と 考 え ら れ る｡

一 方 ､ 小 児 期 に 発 生 す る 悪 性 唖 倍 の 内 5 割

近 く が 白 血 病 に よ っ て 占 め ら れ る が ､ そ の 7

割 の も の は リ ン パ 性 の 白 血 病 で あ る C 白 llu 病

化 を 導 く 分 子 漣 伝 学 的 メ カ ニ ズ ム が 標 的 と す

る リ ン パ 球 は T リ ン パ 球 ､ B リ ン パ 球 の い

ず れ で も あ り う る が ､ そ の い ず れ に お い て も

未 熟 な リ ン パ 球 で あ る 所 に 小 児 白 血 病 の 特 殊

性 が 存 在 す る ｡ こ れ ら 小 児 期 に 特 徴 的 で 東 大

な 疾 病 に 共 通 す る 生 物 学 的 特 徴 の 一 つ は リ ン

パ 球 の 初 期 分 化 過 程 に お け る 何 等 か の 障 害 に

存 在 す る と 考 え ら れ る ｡ こ れ ら の 障 書 の 発 生

機 構 を 解 明 す る 上 で ヒ ト T 及 び B リ ン パ 球

の 初 期 分 化 過 程 に 関 す る 細 胞 生 物 学 的 ､ 分 子

生 物 学 的 研 究 の 重 要 性 が 認 識 さ れ つ つ あ る o

T リ ン パ 球 の 初 期 発 生 ､ 分 化 の メ カ ニ ズ ム を

探 る 上 で T リ ン パ 球 初 期 分 化 の 鶏 の 母 地 を



形 成 す る 胸 腺 ス ト ロ ー マ の 桟 臆 の 解 析 が 必 要

で あ る が ･ そ の 組 転 学 的 構 造 の 授 維 性 は 細 胞

生 物 学 的 研 究 の 進 歩 を 蛎 げ て き た ｡ 胸 腺 ス ト

ロ ー マ の 持 っ 複 雑 な 機 能 を 明 ら か に し て い く

こ と は 単 に T リ ン パ 球 の 胸 腺 内 で の 成 熟 ､

増 殖 の メ カ ニ ズ ム を 明 ら か に し て い く 上 で 壷

要 な ば か り で な く ､ 外 来 抗 原 の は 舌鼓 ､ 自 己 抗

原 の 認 誠 の メ カ ニ ズ ム を 解 明 し て い く 上 で も

虚 要 で あ る O し か し 従 来 複 雑 な 柵 胞 相 か ら な

る 胸 腺 ス ト ロ ー マ 細 胞 を 単 離 す る こ と が 困 難

で ､ そ の 機 能 に つ い て は 十 分 な 研 究 が な さ れ

な か っ た ｡ 私 は 牧 維 な 細 胞 群 か ら な る 胸 腺 微

細 環 境 の 構 造 を 細 胞 生 物 学 的 に 解 析 す る こ と

に よ り こ れ ら の 課 題 に 答 え る べ く ､ SV40 遺

伝 子 を 胸 腺 上 皮 細 胞 の 初 代 培 養 系 に 導 入 し ､

上 皮 細 胞 を 株 化 し ク ロ ー ン 化 す る こ と を 試 み

た ｡



材 料 及 こド 方 法

ヒ ト 胸 腺 上 皮 細 胞 の 培 養

新 鮮 ヒ ト 胸 腺 は 約 16 週 令 の 胎 児 か ら

得 た o 得 ら れ た 胸 腺 を 細 切 し ､ 5% Feial

c aIr s e ru n (ど C S) 1 8 xlO ~ JN a d enin e

(s i gma) 5 p g/ m ) insu l i n (S i gm a) 10-●□州

c h ol era L OXin (S i g n a) 0 4 p g/ nl hy dr o -

Coどt l S 0∩e(S l g ∩ a) 20 n g/ml e p i d e∫ ∩ al

gro～ih lactor(EGド)(BRL) 含 有 MEM増 地 に て

培 養 し た 日 ｡ 培 養 は 5% CO2. 37つCで 行 な っ

た ｡

胸 牌 上 皮 細 胞 へ の 遺 伝 子 導 入

上 記 の 条 件 下 で 培 養 開 始 後 3 週 目 に は

多 角 形 の 上 皮 細 胞 が 優 位 を 占 め る 状 悠 に ま で

上 皮 細 胞 を 増 殖 さ せ る 事 が で き た ｡ こ の よ う

に し て 増 殖 さ せ た 上 皮 細 胞 に 富 む 細 胞 群 に

SV40 oriJ ( 10yg)及 び psy2-neo 遺 伝 子 (1/g)

を 混 合 し ､ リ ン 酸 カ ル シ ウ ム 法 に よ っ て 遺 伝

子 帝 人 を 行 な っ た 2 1 3 l d 5 'O リ ン 酸 カ ル シ ウ



ム 法 に よ る 操 作 を 加 え た 2 日 後 日 18 (CIBCO)

1ng/-1に よ る 遺 伝 子 導 入 細 胞 の 選 択 を 開 始 し

た ｡ 選 択 開 始 1 ケ 月 の 後 に 2 株 の neo" -

c i∩e 耐 性 株 を 得 た が ( sNl. SN2と 命 名 し た )

･ 3- 6 代 目 の 細 胞 を 用 い て 単 離 さ れ た 細 胞

の 性 格 の 決 定 を 行 な っ た . 細 胞 の 特 徴 に 関 す

る 解 析 は 各 様 の 抗 原 に 対 す る 抗 体 を 用 い る 免

疫 学 的 な 方 法 と そ の 機 も巳 的 mrJ面 を 師 析 す る た

め の サ イ ト カ イ ン の 分 析 を 中 心 に 行 な っ た ｡

免 疫 学 的 検 索

一 般 的 な 間 接 蛍 光 抗 体 法 を 用 い て 細 胞

膜 表 面 の 抗 原 ､ 細 胞 骨 格 蛋 白 ､ そ の 他 の 細 胞

内 蛋 白 の 同 定 を 行 な っ た ○ 細 胞 表 面 抗 原 は 対

象 に し た 細 胞 が プ ラ ス チ ノ ク プ レ ー ト に 付 着

す る 性 格 を 有 す る こ と を 利 用 し て ､ Lab-Tek

チ ャ ン J< - に lXl05/a)の 漁 皮 で 一 晩 培 養 し ､

チ ャ ン J< - の 底 面 に 付 着 し た 細 胞 を 未 固 定 の

ま ま 貰 光 抗 体 法 に よ っ て 解 析 し た ｡ 細 胞 骨 格

あ る い は 細 胞 内 蛋 白 の 同 定 は 同 様 に し て 得 ら



れ た サ ン プ ル を ェ ク ノ ー ル に よ り 固 定 し た 後

第 - 抗 体 と 反 応 さ せ た 0 第 二 抗 体 は 蛍 光 悌 議

抗 マ ウ ス Is G ヤ ギ IgGF(ab)2. あ る い は 蛍

光 標 識 抗 マ ウ ス IghI ヤ ギ IgGF(ab)2抗 体 (カ

ベ ル 社 ) を 用 い た ｡ 一 次 抗 体 の リ ス ト は

Table 1-a に 示 し た ｡ 造 血 系 細 胞 に 反 応 す る

抗 体 と し て RFD7. 3.9. C 7(抗 マ ク ロ 7 , -

ジ ) ､ 抗 cDl. CD～. CD3. CD4. C D8. CD7. CD

45 (T200/LCA) の 各 抗 体 を ､ 細 胞 骨 格 に 対 す

る 抗 体 と し て 抗 サ イ ト ケ ラ チ ン ( Le 61) 抗

ビ メ ン チ ン な ど の 抗 体 を ､ ま た 胸 腺 間 質 細 胞

を 分 析 す る 為 の 抗 体 と し て Thyl(Subcapsu-

1 a r corI e I) ^ 2 B5( Su b c a psular cori e x .

N e dull a)､ 909( S u b c a psular corIex)､ 910(ハ

ノ サ ル 小体 ､ Nedul l ary e p iIh e l iuJ)､ P E -

35 ( Nedulla r l e P il h elu q)､ 908 (ハ ッ サ ル 小

体 ) ･ 899(Co一tex)を 用 い た ｡ そ の 他 B7/8

(TI L ^ - A and 8)､ B7 / 21( H L A - DP)､ G en｡x3.5 3

(目しA - DQ)､ DA Z( IILAIDP/DQ/ D R)､ OA6.164(H LA-

D q/ D冗)､ 0K T 9(T r a nsT errL n reCe P i or)､ RF



(EGど receplor)な ど の マ ウ ス モ / ク ｡ - ナ ル

抗 体 を 用 い た ｡ ま た 反 応 は 37つ C 30分 間 混 濁

箱 の 中 で 行 な っ た .

細 胞 成 長 因 子 の 解 析

a)コ ロ ニ ー 7 ッ セ イ

得 ら れ た 上 皮 細 胞 は そ の 造 血 因 子 の 産 生 随 に

つ い て 二 重 炊 寒 点 法 に て 検 討 し た い C ま ず

SMI SMZ 株 及 び そ の コ ン ト ロ ー ル と し て マ

ウ ス L 細 胞 の 1x104ケ を 35xl0∩mベ ト リ デ イ

シ ュ ー に て 一 晩 培 養 し た ｡ 培 養 液 は i0%FCS

含 有 NEN 培 地 を 用 い た . こ の 付 苛 細 胞 に 30

Grayの 放 射 線 照 射 を 施 し た も の を reeder 細

胞 と し て そ の 上 を 0.3‡の 挟 寒 点 で 覆 っ た ｡

一 方 造 血 幹 細 胞 と し て は 比 重 遠 沈 法 に て 申 核

球 に 分 離 し た ヒ ト 胎 児 肝 細 胞 を 用 い た ｡ 即 ち

IxlOdヶ の 単 核 球 を 0.3X軟 寒 点 を 含 tJ MEN 培

地 に 再 浮 遊 し ､ 先 の reeder 細 胞 か ら な る 軟

寒 点 層 に 重 層 し た ｡ 培 養 は 5% CO2､ 37･Cの

条 件 で COZ 培 養 器 に て 行 な っ た ｡ 培 養 開 始



後 Z 週 間 で 得 ら れ た コ ロ ニ ー は そ の 牧 を 貰

定 し た 後 ､ 微 細 毛 細 管 ビ ベ , ト で 勤 微 鏡 下 に

コ ロ ニ ー を つ り あ げ ー サ イ ト ス ピ ン 法 に よ り

細 胞 を 固 定 し ､ 細 胞 生 化 学 的 ､ 免 疫 学 的 検 索

に 供 し た ｡ CSド-1 は 抗 csF-1 抗 体 を 用 い て

ラ ジ オ イ ム ノ ア ッ セ イ に よ っ て も 解 析 し た 了)o

b) ILl 】LZ ア ッ セ イ

SMI SMZ の 培 養 上 潤 及 び SMI SM2 と 胎 児

肝 細 胞 単 核 球 の 混 合 培 養 の 培 養 上 梢 に つ い て

ILL 活 性 を pllA 刺 激 C3n/lleJ マ ウ ス 胸 腺

細 胞 ( 1 xlO6/ye1日 或 い は D IO 細 胞 (1xlO5

/Iell)の 増 殖 反 応 の 増 強 作 用 に よ っ て 測 定 し

た a･ 9 ' lL2 産 生 能 は con A 刺 激 マ ウ ス 胸

腺 細 胞 10)或 い は cT6 細 胞 (1日 0･/yeH )に 対

す る 刺 激 能 = ) を 解 析 す る こ と に よ っ て 行 な

っ た o 細 胞 増 殖 刺 激 能 は 【 3H】lhylidine

(リ Ci)の 取 込 み に よ っ て 測 定 し た ｡

胸 腺 リ ン パ 球 と の ロ ゼ ッ ト 形 成 反 応

上 皮 細 胞 ( 2xlO5/o lm1 5%FCS. RPMl)



を ト リ プ シ ン 液 ( 0.5ag trypsl∩/TBI PBS)で

1-5 分 処 理 に よ り 浮 遊 細 胞 に し た 後 ､ 陶 暇 T

リ ン パ 球 ( 2xlOC'/ 0 . 1 D l 5‡ F CS , a PMl)と 混 合

し ､ 4O c 380xgで 5 分 遠 心 し ､ 90 分 反 応 さ

せ た の ち 細 胞 を ゆ る や か に 再 浮 遊 し ､ 顛 徽 鏡

下 に 観 葉 し た ｡ T リ ン パ 球 を 3 ケ 以 上 結 合 し

た も の を 陽 性 と し た O 抗 体 に よ る ロ ゼ ッ ト 形

成 阻 止 反 応 は 過 剰 B! の 抗 体 の 存 在 下 に 4OC で

全 て の 反 応 を 行 な っ た ■ 2 ㌦ 阻 止 拭 験 に 用 い

た 抗 体 は 抗 LF^-3.抗 Thy-1, 抗 cD7. 抗 cD

2 の 各 抗 体 で あ る ｡

電 子 顕 微 鏡 に よ る 形 態 の 解 析

35■EI の ペ ト リ 皿 で 上 皮 細 胞 を 2 時 間

培 養 L IX グ ル タ ー ル 7 ル デ ヒ ド 含 有 pBS

で 細 胞 を B] 定 し ､ 花 子 顛 '& 鏡 に よ る 椴 寮 に 供

し た 1 3 ) ｡



新吉 果

胸 腺 上 皮 細 胞 株 の 樹 立

SV40 0ri-､ 及 び psy2-∩eo 辻 伝 子 に

よ る CoIransreclion の 結 果 2 種 類 の 胸 脹 上

皮 細 胞 株 の 不 死 化 に 成 功 し た O そ れ ぞ れ を

SNI SN2 と 名 付 け た ｡ SMZ 細 胞 は 多 角 形 に

近 い 形 態 を も っ た 細 胞 で あ り ､ SM1 細 胞 は 多

角 形 の 細 胞 と 紡 垂 形 の 細 胞 よ り な っ て い た ｡

SMl は 限 界 希 釈 法 に よ り 多 角 形 の 細 胞 と (sM

1 9)と 紡 垂 形 の 細 胞 ( sMl 1)の subclone に

分 離 で き た (Fig 1a, 1b).

細 胞 株 の 性 格 決 定

SMl. SM1 1 SMl.9. SM2 の そ れ ぞ れ

に お い て ､ SV40 large T 抗 原 の 発 現 を 発 光

抗 休 法 に よ り 確 認 す る こ と が で き た (Fig. 1d)

o ま た Le 61 (抗 cIiokeratin抗 体 ) に よ り

ケ ラ チ ン の 存 在 を (Fig lC)確 認 し ､ デ ス モ

ノ - ム (Fig. 2Al 2C)､ ト ノ フ ィ ラ メ ン ト (Fig

2B･2D)の 発 現 を 電 子 BII 微 鏡 に よ る 超 微 細 Lf.V 造



と 単 ク ロ ー ン 抗 体 に よ り 確 認 す る こ と が で き

た ｡ こ れ ら の 所 見 は こ れ ら の 細 胞 が 上 皮 細 胞

で あ る こ と を 決 定 づ け る 所 見 と 考 え ら れ た ｡

上 皮 細 胞 の タ イ プ を 更 に 詳 細 に 決 定 す る 為 に

Table 1-a の よ う な 抗 体 を 用 い て 更 に 検 討

し た o そ の 結 果 抗 ヒ ト Th∫-1 抗 体 ､ 抗 LFA-3

抗 体 ､ ^2B5 抗 体 ､ 909(MR19)な ど subcapsu-

1ar coriex に 特 異 的 に 反 応 す る 抗 体 に 別 し

て 陽 性 反 応 を 示 し た ｡ Thymic meduH a に 特

異 的 な pEl35 や Thymic c.日 ｡x や - ッ サ ル

小 体 に 特 異 的 な 反 応 性 を 示 す 州R7. MR9, h川

13 - 7 ' に 対 す る 反 応 性 は 認 め な か っ た ｡

HLA-A,8.C は 陽 性 を 示 し た が NLA-DR. HLA-

DQ･ HLAIDP は 陰 性 の 所 見 で あ っ た o Table l

に か が げ た よ う な リ ン Jt 球 や 単 球 に 特 徴 的 な

マ ~ カ ー は 全 て 陰 性 で あ っ た ｡ そ の 他 ク ロ モ

グ ラ ニ ン ､ ケ ' ソ プ レ 7 シ ン ､ ニ ュ ー ロ フ ィ

ジ ン ll､ シ ナ 7' ト フ イ ジ ン な ど NeuroendoI

crlne s∫sIen と の 関 連 を 示 唆 す る 所 見 は 得

ら n な か っ た ｡ ま た サ イ モ ポ イ ェ チ ン ､ サ イ



ム リ ン な ど の 発 現 は 認 め ら れ な か っ た ｡

以 上 の 結 果 分 離 き れ た 細 胞 は 上 皮 細 胞 で あ り､

し か も Thynic subcapsula∫ cortex に 由 来

す る 細 胞 で あ る と 緒 言毒 づ け る こ と が で き た ｡

T リ ン パ 球 と の 結 合 反 応

既 に co= i caL e p iihel ial c eH と T

リ ン パ 球 が LFA-3 と cDZ の 各 抗 原 を 介 し て

結 合 す る 事 が 報 告 さ れ て い る が '? )､ sub-

capsular cortex 由 来 の 細 胞 株 sMI SMZ に

お い て も しFA3 が 発 現 さ れ て お り ､ 同 様 の 現

象 を sHl. SM2 に お い て 解 析 し た ｡ そ の 結 果

SM2 で は 約 50-70% の 細 胞 が T リ ン パ 球 と

ロ ゼ ･y ト 形 成 を 示 し た ｡ こ の 結 合 反 応 は SMl.

SN2 を 抗 LFA3 抗 体 で 処 理 し た り ､ T リ ン パ

球 を 抗 cD2抗 体 で 処 置 す る こ と に よ っ て 有 意

に 阻 止 す る こ と が で き た (Table 2. Fig. 3)｡



Subcapsular corlex に お け る heIopo阜etic

gro yih factor の 産 生

Subcapsular cortex の 上 錠 細 胞 が 造

血 細 胞 の 分 化 に ど の よ う な 役 割 を 果 し て い る

か を 明 ら か に す る こ と は 胸 腺 の 生 休 に 於 け る

役 割 を 考 え る 上 で 大 変 興 味 の あ る こ と で あ るO

こ の よ う な 観 点 か ら こ れ ら の 細 胞 が 分 泌 す る

サ イ ト カ イ ン を 解 析 す る 目 的 で SMl あ る い

は sM2 を reeder 細 胞 と し て m い ､ ヒ ト 胎

児 肝 細 胞 単 核 球 か ら コ ロ ニ ー が 出 現 す る か 否

か を 観 察 し た . そ の 結 果 sNI SN2 を reede,

と し て 用 い る 中 に よ っ て 多 数 の コ ロ ニ ー が 出

現 す る こ と を 確 認 し た ｡ ( Table 3) コ ロ ニ

ー の 形 塵 及 び サ イ ト ス ピ ン 接 木 に よ る 細 胞 の

形 態 を Fig 4A- D に 示 す ｡ こ れ ら の コ ロ ニ

ー 形 成 細 胞 の 帰 属 を 決 定 す る 目 的 で 細 胞 生 化

学 的 解 析 を 行 な っ た ｡ そ の 結 果 a ナ フ テ ル プ

チ レ ー ト エ ス テ う - ゼ や ア シ ッ ド フ * ス フ 7

タ ー ゼ な ど 単 球 に 特 異 的 な 陽 性 反 応 を 得 た ｡

こ れ ら の 細 胞 が HLA-DR や 単 球 特 罪 抗 原 で あ



る RFD-7 を 発 現 し ､ TdT や 細 胞 質 内 T3 抗

原 .3 を 発 現 し な い こ と か ら こ れ ら は 申 L長 よ

り な る コ ロ ニ ー で あ る と 結 論 す る こ と が で き

た o Fig 4 B. 4 D に サ イ ト ス ピ ン 掠 本 の メ

イ ギ ム ザ 染 色 に よ る 形 態 を 示 す ｡ 同 様 の コ ロ

ニ ー は 胸 腺 上 皮 細 胞 の primary culIure を

Teeder layer と す る こ と に よ っ て も 得 る こ

と が で き た ｡ こ れ ら の 結 果 sMI SM2 は CSト

I を 産 生 し て い る と 結 論 し た o SMl の 培 井 上

柄 を R･ Slanley 博 士 の 研 究 室 に 依 頼 し ラ ジ

オ イ ム ノ 7 ッ セ イ 法 に よ っ て さ ら に 解 析 し たO

そ の 結 果 こ の 方 法 に よ っ て も csド-1 の 産 生

を 確 認 す る こ と が で き た ｡

そ の 他 イ ン タ ー フ ェ ロ ン ､ IL2, lLl､ マ イ コ

プ ラ ズ マ な ど の 検 索 も 行 な っ た が ､ こ れ ら は

い ず れ も 陰 性 で あ っ た ｡

ILl 産 生 能

SMI SM2 細 胞 は そ れ ぞ れ 嘩 独 で は IL

1 は 産 生 し な か っ た ｡ ま た csド-1 に よ っ て



単 球 に 分 化 誘 導 さ れ た 胎 児 肝 細 胞 蝉 核 球 も そ

れ 単 独 で は 1L-1 を 産 生 す る こ と は な か っ た｡

し か し 興 味 あ る こ と に は S.Nl､ あ る い は SM2

と 胎 児 肝 細 胞 申 核 球 と の 混 合 培 養 に よ っ て IL

lの 産 生 を 確 認 す る こ と が で き た (Fig. 5)｡

邑詔 匡≡意

SV40 ori-迫 伝 子 の 導 入 に よ っ て 解

離 さ れ た ヒ ト 胸 腺 上 皮 細 胞 株 sMI SM2は

subcapsular cortex 由 来 の も の と 考 え ら れ

た ○ こ の こ と は 電 子 顕 微 鏡 所 見 ､ C∫to -

keratin. Th∫-1 抗 原 ､ 909(MR19).A2B5 等 の

subcapsular cortexに 特 徴 的 と 考 え ら れ る 抗

原 の 発 現 に よ っ て 去 づ け ら れ ､ マ ク ロ フ ァ ー

ジ ､ 繊 維 芽 細 胞 ､ - ノ サ ル 小 体 ､ coriex や

Iedulla epiiheH un に 発 現 さ れ る 抗 原 . 7 ･r9

28 ･ 7 日 が 発 現 さ れ て い な い こ と な ど か ら さ ら

に subcapsular cortexで あ る こ と が 碓 捻 で

き た ｡

Thymic subcapsular coriex が 胸 腺 細 胞 の 分



化 と 増 殖 を 促 す メ カ ニ ズ ム に つ い て は 不 明 の

点 が 多 い ｡ し か し 一 つ の 重 要 な メ カ ニ ス ム と

し て 均 腺 上 皮 細 胞 の 産 生 す る 増 殖 因 子 や 上 皮

細 胞 と の 接 触 が 未 熟 T リ ン パ 球 の 増 埴 分 化 を

促 す と 考 え ら る ｡ 従 来 サ イ モ ポ イ エ テ ン や サ

イ モ シ ン ､ サ イ ム リ ン 2' ] 1 2 2)な ど と 呼 ば れ

る 胸 腺 ホ ル モ ン が こ の 過 程 で 関 与 し て い る と

い わ れ て き た が ､ sMI SM2 は い ず れ も こ れ

ら の フ ァ ク タ ー を 産 生 し て い な か っ た ｡ こ れ

は SV40 遺 伝 子 の 影 響 に よ っ て 因 子 を 産 生 し

な く な っ た 為 か ､ 或 い は も と も と 産 生 し て い

な い 細 胞 が 申 離 さ れ た 所 為 か も し れ な い ｡ し

か し 一 方 sMl. SM2 が csF-1 を 産 生 し マ ク ロ

フ T - ジ i･ 分 化 誘 導 し た り ､ そ の マ ク ロ 7 7

- ジ と の 共 存 下 で ILl の 産 生 に syne∫gis-

tic な 作 用 を 示 す と い う 今 回 の 知 見 は 他 服 の

hisiogenesis や T リ ン パ 球 の 増 殖 分 化 を

考 案 す る 上 で 重 要 な 示 唆 を 与 え て い る と 考 え

ら れ る . 実 際 マ ク ロ 7 7 - ジ は tl,1 の 分 泌

を 通 し て T リ ン パ 球 の 増 殖 や 分 化 ､ と り わ



け 免 疫 学 的 寛 容 の 誘 導 に 重 要 な 役 割 を 果 し て

い る と 考 え ら れ る 2 3 7 1 ･ ｡ IL1 が 未 熟 T リ

ン パ 球 に 働 く こ と に よ っ て T リ ン パ 球 の lL

2 レ セ プ タ ー の 発 現 に ブ ラ ス の シ グ ナ ル を 与

え る こ と も 予 想 さ れ る こ と で あ る ｡ ちub-

capsular cortex が csど-1 を 産 生 す る と い

う 現 象 は 胸 腺 に migraIe し た マ ク ロ 7 7 -

ジ 前 駆 細 胞 の 胸 腺 内 で の 増 殖 と 分 化 を 促 し ､

更 に マ ク ロ フ ァ ー ジ に 働 い て ILI の 産 生 を

促 進 す る と い う 一 連 の 現 象 を 誘 導 す る こ と が

予 想 さ れ る ｡

今 回 subcapsular cortex と T リ ン パ 球 が

LFA-3 と cD2 抗 原 を 介 し て 結 合 す る と い う

現 象 - ～)も 確 認 す る こ と が で き た . こ の 機 構

も ま た T リ ン パ 球 の 分 化 や clo nal diveT-

siFIGation に 重 要 な 役 割 を 果 し て い る と 考

え ら れ る ｡

わ れ わ れ の 知 見 を 総 合 す る と T 群i駆 細 胞 は

上 皮 細 胞 と の 接 触 及 び 上 皮 細 胞 と マ ク ロ フ ァ

ー ジ の 相 互 作 用 に よ っ て 産 生 さ れ る ILt に



よ っ て 活 性 化 さ れ ､ ま た 更 に 分 化 の 新 し い カ

ス ケ ~ F へ と 導 か れ る こ と が 予 想 さ れ る ｡ そ

の よ う な 意 味 で 操 化 さ れ た 陶 腺 上 皮 細 胞 を 得

た こ と の 意 義 は 大 き い と 考 え ら れ る し ､ ま た

最 近 見 出 さ れ た lL62 5 ' lL7 2 5' な ど の 新 し

い リ ン フ * カ イ ン と の 関 連 を 明 ら か に し て い

く 上 で 重 要 な 役 割 を 果 た し て く れ る も の と 期

待 し て い る ｡
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要∃ 射罰

イ ム ノ グ ロ ブ リ ン 遺 伝 子 や T 細 胞 抗 原 受 容

体 遺 伝 子 の 再 構 成 は 必 ず し も Iineagc

specific で は な い ｡ こ の こ と は こ れ ら の 遺

伝 子 の 再 構 成 に 与 る recom♭lnaSe な ど の 即

売 が 共 通 で あ る こ と を 示 唆 し て い る ｡ 私 は こ

の 抗 原 レ セ プ タ ー 遺 伝 子 の cross l111eage

rearrangement に 関 し ､ 新 し い 現 象 を 発 見 し

た o T 細 胞 に お け る 1g11退 信 子 の 丙 捕 成 は 多

く の 場 合 D セ グ メ ン ト の 中 で も ､ ) 領 域 に

最 も 近 い D (Dq5日 を 開 い て い た ｡ こ の D セ

グ メ ン ト は 一 つ の 盃 要 な 例 外 を 除 い て 一 般 に

B リ ン パ 球 で は 欠 落 し て い た ｡ そ し て そ の

例 外 と は 最 も 未 熟 な B 前 駆 細 胞 で あ っ た ｡ こ

れ ら の 所 見 は 3●D 領 域 が lgH 遺 伝 子 の 再 構

成 を 導 く 上 で reco.binase に 対 し て 最 も

accessible な 領 域 で あ り ､ Bリ ン パ 球 の 初 期

分 化 過 程 で 重 要 な 役 割 を 演 じ て い る こ と を 示

唆 し て い る ｡



和男 巨ヨ

リ ン パ 球 の 分 化 に 関 す る 細 胞 生 物 学 的

研 究 ､ 分 子 生 物 学 的 研 究 は 歴 史 的 に リ ン パ 系

腫 癌 細 胞 ､ あ る い は ヒ ト に お い て は EB ウ イ

ル ス ､ マ ウ ス に お い て は Abelson 白 血 病 ウ

イ ル ス ( A-MuLV)に よ っ て ト ラ ン ス フ * - ム

さ れ た 正 常 B リ ン パ 球 を 対 象 と し て な さ れ

て き た ｡ と り わ け ∧-M】LV で 形 質 転 換 さ れ た

B 細 胞 を 用 い た マ ウ ス に お け る B 細 胞 の 分

化 過 程 と ､ そ れ に 伴 う イ ム ノ グ ロ ブ リ ン ( 1g)

遺 伝 子 の 再 構 成 に 関 す る 研 究 は ー 現 在 我 々 が

知 - て い る B 細 胞 の 分 化 に 関 す る 細 胞 生 物

学 的 ､ 分 子 生 物 学 的 知 識 の 大 部 分 を 提 供 し て

き た 2 7 ) o

す で に ヒ ト に も い て は 白 血 病 の 細 胞 生 物 学 的

研 究 が 目 覚 し く 進 歩 し ､ 細 胞 壌 表 面 に 発 現 さ

れ る 分 化 形 質 に よ っ て .) ン バ 系 腫 燐 を リ ン パ

球 分 化 途 上 に お け る 臆 熔 化 と し て 哩 解 す る 立

場 が 確 立 さ れ て お り ､ ヒ ト に お け る リ ン パ 球



の 初 期 分 化 過 程 の 研 究 は こ れ ら の 値 域 細 胞 を

対 象 と し て な さ れ た ｡

T リ ン パ 球 や ､ B lJ ソ バ 球 に お い て 発 現 さ n

る T 細 胞 抗 原 受 電 体 ( TCR)や 免 疫 グ ロ ブ リ

ン (1g)は ､ リ ン パ 球 の 分 化 過 程 で DM の 再

構 成 を 示 す 一 連 の 遺 伝 子 に よ っ て 遺 伝 情 報 が

コ ー ド さ れ て い る ｡ 抗 原 に 対 す る 特 晃 性 を 担

う 可 変 部 領 域 ( V領 域 ) は V､ D､ J セ グ メ ン

ト の 広 い 領 域 か ら 成 立 っ て お り ､ こ の 領 域 に

お け る D-J 結 合 そ れ に 引 続 く V-DJ 結 合 は

inirachromosomal deleIioTt メ カ ニ ズ ム に よ

っ て 引 き 起 こ さ れ る ｡ こ の 中 で も DJ 結 合 が

active な V 領 域 を 構 成 す る 為 に ま ず 最初 に

必 要 と さ れ る 再 構 成 で あ り ､ リ ン パ 球 の 初 期

分 化 段 階 に お け る Iineage の 選 択 ､ 決 定 と

い う 立 場 か ら み る と こ の 第 - ス テ ッ プ の 遺 伝

子 再 構 成 は 興 味 が も た れ る ｡

そ こ で 私 は イ ム ノ グ ロ ブ リ ン H 鎖 ( lgl日 遺

伝 子 の 構 造 と の 関 連 で B .) ン J･ 球 の 初 糊 分

化 を 解 析 し よ う と 試 み た o



材 料 及 こメ 方 法

白 血 病 細 胞

形 態 学 的 ､ 細 胞 生 化 学 的 及 び 免 疫 竿 的

解 析 に よ っ て T あ る い は B 細 胞 型 白 血 病 と

診 断 さ れ た 細 胞 を 材 料 と し て 用 い た ｡ 免 疫 学

的 解 析 に 用 い ら れ た 抗 体 は CD3. CD4. CD8.

CD7. C-D2. CDI0. CD19. Tdt. な ど に 対 す

る 抗 体 で あ る ｡ 対 象 と し た T 細 胞 型 白 血 病

8 例 ､ B 細 胞 型 白 血 病 21例 の 白 血 病 細 胞 の

免 疫 学 的 特 徴 及 び TCRβ 鎖 遺 伝 子 の 構 造 を

Table 4 に 示 し た ｡

サ ザ ン - イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン

細 胞 か ら の high 白Olecular yesght

D～A の 抽 出 は 既 報 に よ っ た ' J ) ｡ p. Leder

よ り 供 与 さ れ た A Cll28-6 を プ ロ ー ブ と し て

用 い た ■ 5 ) が さ ら に DQ52 領 域 の 5' 刷 を コ

ー ド す る B a m H)/ a g l ll どra g me nt ( A )､ D Q52

を 跨 ぐ S m aT/Sm a l Ira g巾 e n t ( B)､ DQ52 の 3'



側 で )1､ J2 を 含 む slaI/Pst fra= enI(C)､

∫ l か ら J3ま で を カ バ ー す る BsIEIl ∫rag-

■e∩i(E)を プ ロ ー ブ と し て 用 い た ｡ プ ロ ー ブ

A･ C･ Eは 入 CH28-6よ り 切 出 し た も の を ､ ま

た プ ロ ー ブ B は B l u e scr i p v ector に sub-

clone 化 し た も の を m い た (Fig. 6)｡ プ ロ ー

ブ の 3 2p捷 言放 は ラ ン ダ ム プ ラ イ マ ー 法 に よ っ

た -6㌦ 制 限 酢 索 と し て は BamtH (B) l= ndIIl

(lI) s∩al(S) BstEIl(Bs) ( ペ ー リ ン ガ 一 社)

を 用 い た ｡ 制 限 酵 素 に よ っ て 消 化 さ れ た

DNA を 0.71 ア ガ ロ ー ス に て 電 気 泳 動 の の ち､

7 ル カ リ 変 性 し ､ ニ ト ロ セ ル ロ ー ス 股 に 移 し

た o ニ ト ロ セ ル ロ ー ス 膜 を 800 C で :時 間 熱

処 理 の の ち 3 ?p ラ ベ ル し た プ ロ ー ブ と 68J c

で 一 晩 - イ ブ リ ダ イ ゼ シ ョ ン を 行 な っ た ｡ フ

ィ ル タ ー は 0 . 1 x SSC ( 15EBN N a C l 1.5 Tq M

N a C iI raI e) 0.1‡ S od iuEB d o de cyl su)ra te

(SDS) を 用 い て 68 Cで 洗 浄 し ､ K｡dak AAR

フ イ ル ム に 感 光 し た ｡



糸善 果

T 細 胞 に 於 け る イ ム / グ ロ ブ リ ン 重 税 退 伝 子

の 再 構 成

2 株 の T 細 胞 株 を 含 め た T 細 胞 ク ロ

ー ン 8 サ ン プ ル の う ち 6 サ ン プ ル に お け る

イ ム ノ グ ロ ブ リ ン 東 鎖 遺 伝 子 の 再 構 成 は 5･

JH 領 域 の 欠 落 を 伴 っ て い な か っ た (Fig. 7.

Table 5)｡ こ の こ と は こ れ ら の 丙 梢 成 が

DQ52 の 再 構 成 で あ る こ と を 示 唆 し て い る が ､

そ れ を 確 認 す る 目 的 で プ ロ ー ブ C､ E に よ る

解 析 を お こ な っ た ｡ そ の 結 果 再 構 成 J< ン ド か

ら は こ れ ら の プ ロ ー ブ と - イ ブ リ ダ イ ズ す る

領 域 が 欠 落 し て い た ( Fig. 8)｡ こ の こ と か

ら こ れ ら は Dq52 と 13-日 の 再 構 成 か ら な り

た っ て い る こ と が 示 さ れ た ｡

B 前 駆 細 胞 に 於 け る イ ム ノ グ ロ ブ リ ン 重 鎖 遺

伝 子 の 再 構 成

Nadier 分 析 に よ る Stage H IH の



各 10 例 の サ ン プ ル に お い て 同 様 の 検 索 を 試

み た o そ の 結 果 siaAe llの 3 例 に お い て

5●= 領 域 の 欠 蓬 を 作 わ な い IgH 遺 伝 子 再 構

成 即 ち DQ52 の 再 構 成 を 認 め た ｡ 残 り の 7例､

及 び siage IH の 10 例 は 全 て 5●JH 領 域 の

欠 落 を 伴 っ て お り ､ DQ52 よ り 上 流 の D を

使 用 し て い る こ と が 示 唆 き れ た くFig g.

TabIe 6)0

邑詔 重責

ヒ ト に お け る リ ン ,< 球 初 期 発 生 ､ 分 化

の 分 子 様 溝 を め ぐ る 疑 問 に ア プ ロ ー チ す る 一

つ の 方 法 と し て 切 期 分 化 過 程 で 分 化 が 凍 結 し

た と 考 え ら れ る 未 分 化 な リ ン パ 性 白 血 病 を 研

究 の 対 象 と し て 選 ん だ ｡ B リ ン ,･ 球 に 見 ら

れ る 再 構 成 と 比 較 す る 目 的 で TglI 遺 伝 子 の

再 楕 戒 を 示 す T 細 胞 型 白 血 病 を 遺 ん だ が ､

こ れ ら の T 細 胞 型 白 血 病 8 サ ン プ ル は い ず

れ も TCR β 鎖 連 (云 7- の 再 構 成 や そ の 漣 伝 子

発 現 ､ 或 い は 分 化 抗 原 の 発 現 の 状 況 か ら 考 え



て T 細 胞 型 の 白 血 病 で あ り ､ Tdl や 細 胞 内

CD3 蛋 白 の 発 現 状 況 も 考 え 合 わ せ る と ､ 未 熟

な T リ ン パ 球 と し て の 分 化 段 階 を 反 映 し て

い る . B ) 0

今 回 の 解 析 の 結 果 T 前 駆 細 胞 に お け る lgll

漣 rZ; 子 の 再 構 成 が 非 常 に し ば し ば DQ52 の 再

構 成 を 伴 っ て い る こ と を 明 ら か に し た ｡ こ の

よ う な DQ52 円 構 成 の 足 跡 は 比 較 的 成 熟 し た

Bリ ン パ 球 (siage IlI)で は 認 め ら れ ず ､ B

リ ン パ 球 の 中 で は 非 常 に 未 熟 な B リ ン パ 球

(stage H )の 一 部 ( SOX)に 於 い て の み 認 め ら

れ た o T 細 胞 と い う 一 般 に lg遺 伝 子 の 再 構 成

を 超 こ す に は 不 適 当 な 細 胞 内 環 境 の 中 で ､ あ

る 限 ら れ た 範 囲 の 遺 伝 子 再 構 成 を み ､ そ れ と

同 様 の 再 構 成 が 最 も 未 熟 な B青il'駆 細 胞 の 一 部

で み ら れ た こ と を 次 の 様 に 解 釈 し た ｡ 一 般 に

リ ン パ 系 幹 細 胞 で は DQ52 及 び J の 領 域 が

rec o hbinase に 対 し Accessibilitl が か な り

高 く ､ し た が っ て T リ ン パ 球 ､ B リ ン パ 球 の

い ず れ の 方 向 に 分 化 す る に し て も Ig 遺 伝 7-



Dq52-J の 再 構 銭 は 起 こ り や す い ｡ ま た TCR

遺 伝 子 や 18 遺 伝 子 に お い て み ら れ る

T也 C 0 Abination si8nal sequerLCC一即 ち

hepiamer. noTtatber SequenCe-の tEl 同 性 か ら

考 え る と ､ そ れ ぞ れ の reCO TBbinase が お 互 い

に 他 の 遺 伝 子 の 再 構 成 に あ る 限 ら れ た 範 鞘 で

関 与 し て い る 可 能 性 が 予 想 さ れ る ? 7'O 即 ち

T 細 胞 に お い て は TCR迫 伝 子 の 開 構 成 に l姻 r子

す る recombinase が 働 い て IgH 逓 伝 子 の 部

分 的 な 再 構 成 を 誘 導 し て い る 可 能 性 が こ の 研

究 か ら は 示 唆 さ れ よ う ｡ こ の 事 は pre-B 細 胞

株 に 導 入 さ れ た TCRβ 遺 伝 子 が 再 構 成 を 起 こ

す と い う F･ Altら の 研 究 2 3 )に よ っ て も 示 唆

さ れ て い る ｡ 一 方 彼 等 の 用 い た 細 胞 株 に お け

る 本 来 の TCRβ 鎖 遺 伝 子 は 再 構 成 を 起 こ し て

い な い こ と か ら 遺 伝 子 再 構 成 の 制 御 は re-

co nbinase に 対 す る 遺 伝 子 の accessibiliLy

に よ っ て も 強 く 制 御 さ れ る も の で あ る と 考 え

ら れ る ｡ こ の 漣 伝 子 の accessiblLity に つ

い て は ､ 最 近 DNascl に 対 す る hyper-



sensitire siIe と し て そ の 構 造 を 捉 え る 努

力 が な さ れ て い る o そ れ に よ れ ば リ ン パ 系 幹

細 胞 に お い て は 最 も sensitiveな 領 域 と し て

1gH Enhancer の 領 域 が 挙 げ ら れ ､ そ n に 引

き 続 い て DQ52 の 近 辺 に hypersensltive な

領 域 が あ る と さ れ て い る 2 9'O こ の よ う な 所

見 は ･ 今 回 解 析 し た 未 熟 な T 細 胞 及 び 一 部

の 未 熟 な B 細 胞 に 於 い て IgIr 遺 伝 子 の

DQ52の 狭 い 領 域 が recombi∩ase に 対 し 高 い

accesslbitLty を 示 し た と の 解 釈 を 袈 づ け る

も の で あ ろ う ｡

DQ52 が 正 常 B リ ン パ 球 の イ ム ノ グ ロ ブ リ ン

レ パ ー ト リ ー の 中 で ど の よ う な 役 割 を 果 し て

い る か 今 の 所 不 明 で あ る ｡ な ぜ な ら 我 々 が 解

折 し た 多 数 例 の 成 熟 B リ ン パ 球 に 於 い て は

DQ52 を 用 い た 円 構 成 は 殆 ど な く ､ ま た こ れ

ま で 3rd hypervariable 領 域 を コ ー ド す る

蛋 白 の 報 告 の 中 に も DQ52 が 見 山 さ れ た こ と

が な い か ら で あ る O こ の よ う な 現 象 を F.Ah

ら の た ぐ り 寄 せ の 理 論 3 ロ)に の っ と り 正 箱 8



リ ン J{ 球 の 分 化 過 程 で 早 期 に 珂 構 城 を 示 す D

と し て DQ52 は 存 在 す る が ー リ ン パ 球 の 分 化

に 伴 い よ り 上 流 の D と J の joinins に よ っ

て DQ52 再 構 成 は 脱 落 し マ ス ク さ れ る と 解 析

し た o そ の 後 F. All ら に よ っ て ヒ ト 胎 児 肝

細 胞 由 来 B細 胞 株 に 於 け る 解 析 の 結 果 ､ Dq52

が B リ ン /< 球 の 初 Jy7 分 化 に 見 ら れ る 円 梢 成

で あ る と い う 考 え が 文 持 さ れ 3 日 ､ さ ら に 最

近 で は マ ウ ス B リ ン パ 球 の 初 糊 分 化 過 程 に

於 い て DQ52 の 関 与 す る 頻 度 が 高 く ､ そ の 後

の 分 化 成 熟 に 伴 い こ の DQ52 comp1日 は 脱 落

す る と い う 報 告 (Tsukada ら ) に よ っ て も 支 持

さ れ た 3 2 ･ ｡

そ の 後 我 々 は 5●∫H 領 域 の 遺 rz= 学 的 多 型 性 を

示 す も の 3 3 の 他 に Ign鎖 が gc" l舌ne を 示

す B 前 駆 細 胞 を 3 例 発 見 し た 3 日 C こ れ ら

は そ れ ぞ れ Stage I 1l H Iに 屈 す る も の

で あ っ た ○ 電 子 靭 徴 税 に よ る 超 微 細 捕 道 の 解

析 や ､ 細 胞 膜 表 面 の 分 化 抗 原 の 発 現 様 式 は

Nonll∫mphold の 特 徴 を 否 定 す る も の で あ っ



た ｡ こ れ ら の 市 か ら L甚H 遺 伝 子 絹 進 か ら み

た 8 リ ン パ 球 の 分 化 段 階 が 必 ず し も 汁adler

3 い ら の 分 化 抗 原 か ら み た 分 化 段 階 と は - 鼓

し な い も の で あ る こ と が 示 唆 さ れ た o ま た 同

時 に Igll 遺 伝 子 構 造 か ら 見 た B リ ン パ 球 分

化 に 関 す る 研 究 を 今 後 さ ら に 発 展 さ せ る 上 で

DNA結 合 蛋 白 等 の 発 現 様 式 と の 関 連 で 解 析 し

て い く 串 が 必 要 と 考 え ら れ た o

B リ ン パ 球 の 初 糊 分 化 過 程 を 解 析 す る 中 は 撫

γ グ ロ ブ リ ン 血 症 な ど の B細 胞 性 免 疫 不 全 症

の 病 態 解 明 に お い て 盃 要 で あ る は か り か 小 児

白 血 病 の 重 要 な 部 分 を 占 め る B 前 駆 細 胞 型

白 血 病 の 病 型 診 断 や 病 態 の 解 折 に お い て も 重

要 な 意 味 を も つ ｡ 近 年 分 子 生 物 学 的 研 究 の

進 歩 に よ り リ ン パ 系 感 応 に お け る 鞄 色 体 転 座

の 生 物 学 的 意 義 が 明 ら か に さ れ て き た ｡ 染 色

体 転 座 の 結 果 ､ " Cや bc1-23 ら な ど の が ん 遺

伝 子 と イ ム ノ グ ロ ブ リ ン 遺 伝 子 が 相 互 に 接 近

し ､ こ れ ら の が ん 遺 伝 子 の 発 現 が イ ム ノ グ ロ

ブ リ ン 遺 伝 子 の 支 配 下 に お か れ る と い う も の



で あ り ､ 更 に 最 近 で は イ ム / ク ロ プ リ ン ^ 鎖

遺 伝 子 結 合 空 白 を コ ー ド す る E2A 遺 伝 子 が

p rl 癌 遺 伝 子 の 近 傍 に 転 座 し ､ E2A/ Prlこ丁 の

新 し い 活 性 型 が ん 漣 伝 子 を 作 り 出 す 等 の 市 が

明 ら か に さ れ て き た o す な わ ち こ れ ら に 共 通

す る 原 理 は リ ン パ 球 の 分 化 を 司 さ ど る 遺 伝 子

が 何 等 か の 機 序 で が ん 遺 伝 子 の 活 性 化 を 促 し

て い る と い う 部 で あ る o こ の よ う な 研 究 は fEEl

胞 の 分 化 を 遺 伝 子 レ ベ ル で 解 析 す る 部 が 甲 に

細 胞 の li∩eageや 分 化 段 階 を 決 定 す る と で 盃

要 で あ る ば か り で な く ､ が ん 化 の 分 7･ 機 梢 を

解 析 す る 上 で も さ ら に 重 要 で あ る こ と を 指 摘

し て い る ｡ 血 球 の 分 化 ､ 及 び が ん 化 の 分 子 積

横 に 関 す る 研 究 の さ ら な る 展 開 が 期 待 さ れ て

い る C
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Table I-a

免 疫 学 的 特 徴 を 解 析 す る 為 に 用 い た 抗 体 及 び そ の 抗 体 の 特 異 性

LFA 3･ Ly叩 ho cyte runcH on ass oc i a ted an t i g e n 3:

Factor YH l･ blood c o agu laH o n raclorYlH:
EGF, Epidertqal ErOYth factor.

H P C A.h enopoiet i c progenl lor cell antige n 1;

gpn. glycopeotein or nkDa:

CALLA . c o mmon acu te lynphoblast lC leukem ia antigen.

LĈ ･ LeukocyLe common antigen:

T a n t igen･ lar ge tu mor an t i g e n:

ND. no designation

t･ Reactive With subcapsular cortex and medulla (a).

Hassal's corpu scles an d a subset of medul l a (b).

Hassal●s corpuscles (C).

corLex (d).

Or EIeSOderEZ d erived f ibr o us c o n n e cH ve tissu e and vessels

in thymus (e).



1bble1-a

SpecifiCiLy(Ter.) lT<ame

Thy-1呈)ycoplOt亡in

GQg轡 10Sides
ThymlCePlthellum.aT
LEA-3

ThymJCePltheIJalsubselSf
a

b

C
d
d

ThymlCmeduHaryeplthellum

Cytokeratln
VlmenLtn
Fac【orVllI

Macrophages

TransfemnrecepLOr

EGFrecepLOr
HLA-Aand-a

HLA-DP

HLA-DQ

HLÅ-DR/DP/DQ

HL.1･DR/DQ

HPCA-1/宝PIOO-1コO

CALLA/引)100
T-)ymphocytesu-DSelS

Chromogranin

SyrLaPtOphysin

Vasopres5m

NeurophysinlJ
Tつ00/LC:1

Thymus,CT

SVIO)argelumoranllgen



Table 1-b

sy40-or卜 に よ っ て 形 質 事云換 さ れ た 胸 腺 上 皮 細 胞 に 発 現 さ れ て い る

抗 原

+ + ･ > 9 8%or cells positive unle ss othery I S e S h om:

-･ ( 2% or cells positive



Table1-b

R 亡aCti川y "ilhthymic
subcapsular⊂OrleスePithelium

Sp亡CiFlClLy lrl∫IILJ SV40orr cells
ThyllgIycopTOt亡ln
GQgangliosides
ThyTmCePllheliurn.a†
LFA-3

ThyTmCePilhdialSub5ClSI
a

b
C
d

d

ThymlCmeduHaryepJLhellUm
Cylokeralln
Vinlenl=1
FactorVIII

Macrophages

TransremnrecepLOr
EGFreCeptor
HLA-Aand-a

HLA-DP

HLA-Dq

HLA-DR/DP/D(〕
HLA-DR/DQ
HPCA-l/阜PIO0-120
CALLA/芸PIOO
T-lymphocytesubsets

ChromograTU'n
Synap10physln
Vasopressin

Neurophyslnll
T?00/LCA
Thymus.C†

SV40Larきetumoranllgen

†

十

十
一
一
一
-
一
丁
+
一
一

+

+

一

一
一

ー(54-83gc)

十
一
一
一
一
一
+
十
一
一

L
I
I
I
I
I
t
+



罵 Roselte

Ceus Unlrea【edAnti-LFA-3Anti-Thy-1Anli-CD7Anti-CD2

SM1 66±2

SM2 60±3

A431 49±5
F一ow5000 5±2

SMl i!8±3

SM2 77三5

A431 49±5
Flow5000 11±1

Expert'menl1

6±2 60± 2 68± 4 4± 2

10±9 63± 3 60±13 5± i

2±1 55± 1 53± 8 3= 2

ND ND ND ND
E.rperlment2

10±2 52±18 48±12 14±10

12±4 58±12 50± 4 11± 3

15±3 36±17 36±17 10± 6

ND ND ND ND

Table 2

各 種 の 抗 体 の T リ ン パ 球 ロ ゼ ッ ト阻 止 反 応

triplicate サ ン プ ル の ニ SD 値 を 示 し た O

Floy 5000 は ヒ ト胎 児 環 椎 芽 細 胞 ｡

A431 は ヒ ト epi d ermoid Carc inoma 細 胞 株

ND. not done



Macrophageco一oniesper
lOJcellsplated

Feederlayer Day7 Day14

None o± o

MouseLceHs o± o

71±31

175±76

96±46
103±51

0± 0
0± 0

112± 8

348±134

107± 53

150± 23

Table 3

ヒ ト胎 児 肝 細 胞 に 対 す る 増 殖 刺 激 絶

伍 は 4 回 の 実 態 の 平 均 値 土 SD で 示 し た o ス ト ロ ー マ 細 胞 (zxlO5)

を 35- の プ レ ー ト に 撒 き 3000rad の irradiation の 後 胎 児 肝 細

胞 を ソ フ ト 7 ガ 一 に 撒 い た 0 7･ 14 日 目 で の 50 細 胞 以 上 の コ ロ ニ

ー を 罪 定 し た o



Leukemia Col CD2 CD3 C-CD3いcD4 CDS CD7 CD8 DR CD10 MygりTdtb)TCRβ 9I

T-Lineage

1

2

3

･･t
l3

I
LI'
-

9

0

-

n
▲3

･･1
3

LO
⊂J〉

◆L
LJ>
6

0

1

8

0

-

n
9

80
3

1

8

5〉

10

-

-

一

一
4

0

-

.I)
的

CD7DRTdtMy9CD10CD19
(CALLAJ))

70-80 )90 〉70 nt

70-80 〉90 0 〉70

〉95 nt

Table4

絵素に用いたTリンパ性白血病 8検体､及び stagell.川 .nature821検体の免疫学的17-
カーを示す｡

a.Mygは眉朋球系抗原

b:単クローン抗体 (Tdtはウサギ抗 Tdt抗体)｡間接蛍光抗体によってiArJ定O数値は全て%で示
した｡

C:7細胞株 tlPB-ALL;8細胞株 ccRF-CEM

也:cALL抗原陽性 B帝J腰 細胞は StageH .cALL抗剛 急性 CDlg陽性 B前駆細胞は Stagell
に分類される｡

e:Sample19以外は全て患者由来新鮮サンプル｡

Sanple19は Nalm6B前駆細胞株

r.EBウイルストランスフ*-ム B細胞株

CD･CIusterofDirrereTtliation

nl:nottested

g'Cβ1プローブを用いてサザ ン-イブリダイゼーションで解析した｡

G:GermlineAHele

R:RearrangedAllele

h'cytoplas巾icCD3は文献 18(Furley.MizutanieLal.Cell1986)に準t=て検索 したO



Surnrn+rlOT5'J,nd Irt810rlrt.-RもCr,W Ip･ltCr.lS irlTprE{tJrW lCub{m-Ll

Leoh亡ITHJ BdJrIHI 〃IndlH EruRJ XboE
D● A C D A C E D A D

RJR RJD D

GノR C/良 C/D

D/R DJR D

G/良 G/冗
GJR G/R

良/良 D/良 D D

G/良 G/良 G/D G/D

R/R 良/D

G/R G/氏 G/D G/D

G/良 G/R G/D G/D

良/冗 D/R

G/良 G/良

R/冗 D

R/D D

G/R G/氏

G/R G/良

Table 5

T ALL に お け る J 領 域 の 再 構 成 の ま と め

. は 用 い た ブ ロ ー 7

0 は deletion を 示 す ｡

R は rearrartleTICnt を 示 す ｡

8 サ ン プ ル の う ち 6 サ ン プ ル ( SaTnPle No. i.2.3.4.7.8)で 5'JH

(プ ロ ー ブ A) の rctentioll が 認 め ら れ た



SurnmlryOr5̀J一mdJrtgIOnrtm nBCJTH=nthらIln亡一g亡

LJubenlla flIlld‖
D- A

吐辿 (stage=工=)
10

11

Il_

:1
14

15
Jq

17

18

lg A/A D

空班_A蛙 (stage I工)
iO
2l

ZZ RノR D

23 ollEO/G D/G
24 ollCO D

25 R/C 良/a
26 R/R D

27 olleO D

28 01･EO/G R/G
29 OIieoIG D/R/RJG

M一rUre8C亡ll

30 RJR D

I(nRl 伽 I

D ∧ D A

D

D

D
U

D

D
D
D

D

豊

…

認
…
s
s
M

D

D

D

n

D

D
D

D
D

諾

軸
.Sa
s

M
M
肌
S

GIR/A GJD G/A G/D

良/良 D 良/氏 D

Table 6

8 lineage ALL に お け る ) 及 び 5■J 領 域 の 再 相 成 の ま と め

a は 用 い た プ ロ ー ブ ( A. D は そ れ ぞ れ Fl8 6 に お け る プ ロ ー フ

を 意 味 す る )

b ollgOは 2 本 以 上 の 再 構 成 バ ン ド を 示 す ｡

D は Delelion

R は Rearrangement

Stage ll L̂L の 3 例 (case 25.28.29) で 5'川 の retent10n が

認 め ら れ た O







Ftg 3

SMl と T リ ン ′<ifの 桔 全 反 応 ｡

SNl を 培 養 し た 後 ､ T ') ン ,{球 を 1xJえ 4Q cで 90 分 反 応 さ せ た ｡

そ の 後 非 結 合 細 胞 を 除 き ､ ブ ル タ ー ル 7 ル デ ヒ ド で 風 正 し Jr.Eu頚 所 見

を iEl.鼻 し た ｡
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P
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Fig 5

ILl 産 生 能 の 検 討

D IO 細 胞 に 対 す る 刺 激 f浩 を [3日]Lhymidine の 取 込 み で 詞 へ 値 を 示

し た ｡

A. D は negatlVe CO〔trot

a. E は SM2,SMlの 培 養 上 清 ｡

C. F は 胎 児 肝 細 胞 と S.W2. SMl の 共 培 養 の 培 養 上 所 o

G は recomblnanI ILl

lt は prl mary thym ic epit h e lial c e ll の 培 養 上 消



∠_｣ LLi_i.

Flg 6

DNA プ ロ ー ブ を 切 り 出 す の に 用 い た ヒ ト lgJH 領 域 の マ , プ ｡

B a は B a m 打[. : 8g は Bg1 ll: Bs は B st ETl: ll は H ln d llI; S

は Sma I:P は Pst lの 酵 素 切 断 部 位 を そ れ ぞ れ 示 す .

A: 8amuI/BglIl fragment

a SmaJ/Snal fragment

C:STnal/Pstl fragment

D: A CH28-6

E BstEH/BstEII fragment

FI J3日 fragnent



1 2 3

A E) A D A D

1

155二▲ 一g1 16ニーIr g1 .6= _ 一g1
735r

EcoR1

7 8

A D A D

.gi) 奉 -

Jg仙 7)

ヽ16

Fig 7

T細 胞 型 白 血 病 に 於 け る Ig川 遺 伝 子 の 再 構 成 と 5･JH 領 域 の 解 析 ｡

DNAを Ban Hl (case 1. 2, 3). 又 は Eco Rl(case 7. 8)で 消 化

後 ､ 電 気 泳 動 し サ ザ ン ハ イ プ リ グ イ ゼ ー シ , ン を 行 な っ た ｡ プ ロ ー

ブ は A. D で 同 一 の プ ロ ッ ト に 順 次 ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ た O 再 構 成

バ ン ド は キ ロ ペ - ス で 示 し た D プ ロ ー ブ は そ れ ぞ れ の ト ラ ′ ク の 上

に 示 し た ｡

gl は germ line を 示 す ｡



Flg 8

J領 域 の 再 構 成 と J卜 J3 領 域 の 欠 落 を 示 す ｡ case 8. 7. 2. 1 の

DN八を Ⅰlind H l で 消 化 後 サ ザ ン - イ ブ TJ タ イ ゼ - シ ョ ン に 供 し たO

プ ロ ー ブ と し て は 順 次 A. C. E (FIE. 6)を 用 い た ｡



11 15
A D A D

●-●
105-1-

25 29
A D A D

_ ら.

こ .･昌一暮車軸 -I,し

Fig 9

CALL (stage IH ) と null L̂L(stage II) に お け る J 遺 伝 子 の 再

構 成 o Table 5に 示 す case ll. 15 (Eco R=肖化 ) ､ case 25. 29

(Hind H l 消 化 ) を そ れ ぞ れ ブ ロ ー 7' A. D で 順 次 ハ イ プ リ タ イ ズ

し た ｡

- は gcrm lineを 示 す O

数 字 は 丙 捕 砿 バ ン ド の サ イ ズ を 示 す C
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