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論 文 内 容 の 要 旨

VpreBgeneと入一1ikegeneは会合してsurrogatelightchain(SLC)と呼ばれる免疫グロブリンL鎖様分子を

つくる｡これらは特異的にヒトのpro-B細胞とpre-B細胞に発現し,免疫グロブリンH鎖〟蛋白と結合し,抗原レ

セプターとよく似た構造をっくる｡その機能に関してはまだ詳細は明らかにされていないが,B細胞分化の初期

段階で重要な役割を果たしていると考えられている｡

申請者は･B細胞に欠陥を有するタイプの7人のcommonvariableimmunodeficiency(CVI:分類不能型免

疫不全症)を対象に,その病因解明の一助となると考えてVpreBとÅ-1ikegeneの発現について研究を行った｡

<研究方法>

1･対象:7人のCVI患者(症例1-7)を対象とした(症例1,2は兄弟例)○症例卜6は血清IgM,IgG,

IgAのいずれもが低値を示す型で,症例7はIgMは正常に存在しIgGとIgAが低値を示す型であった｡これらの症

例の末梢血単核球(PBMCs)の表面マーカーの検索をモノクローナル抗休を用いて行った｡コントロールとし

て健常人とLCL(EBV感染株化リンパ芽球様細胞)を使用した｡

2･Polymerasechainreaction(PCR)法:まず,2.5FEgのRNAにprimerと逆転写酵素を加えて反応させるこ

とによりcDNAを作製した｡それぞれ50pmolずつの2種類のprimerと共にcDNAを用いて次のような一連の反応

を30回線り返した｡94Ocでdenaturation(DNAの熱変性)を1分乳580cでannealing(primerの結合)を2分

間,72℃でextension(2本鎖DNAの合成･伸長)を3分間(最終は7分間)行った0VpreBgeneの検出には,

primerとして5,-CTGAGATATTTCTCACAATCAGACAAGAGCCAG-3,と5･-TGCAGTGGGTTCCATTTCTTC

C-3'を使用した｡増幅されるPCRproductのサイズは210bpである○Å-1ikegeneの検出には3つの=ikegene

に共通する部分をprimerとして使用した｡増幅されるPCRproductのサイズは190bpである｡

3･ABC法による単染色‥10分間アセトン固定された骨髄細胞に一次抗休(mouseanti-humanIgM(FL)また

Cimouseanti-humanIgG(K))をっけて40分間静置する｡次に,二次抗休(biotin-gOatanti-mOuSeIgG)

に30分間,更にABC(avidin-biotin
complex)液に30分間っけて静置した乱 PBS(phosphate-buffered

Saline)で30分間洗浄した｡DAB(diaminobenzine)につけて(5分以内)発色させた後,へマトキシリン染色

を行った｡

4･サザンプロット法‥PrObeはVpreB,JH･C〟,CTlをそれぞれ文献に従って作製した｡好中球から抽出した

8FLgのDNAを制限酵素で切断した｡DNA断片の大きさに従ってDNAを分離するためにアガロースゲル中で電

気泳動を行った｡ゲル中のDNAをアルカリ変性で1本鎖にしたあと,ナイロン膜に移した｡PrObeはバッファー

中でナイロン膜上のDNAに特異的に結合させた(ハイプリダイゼーション)｡ナイロン膜を洗浄して非特異的結

合を除いた後,Ⅹ線フィルムでDNA断片をバン■ドとして検出した｡
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<研究結果>

1.全患者においてT細胞マーカーであるCD3,CD4,CD8は正常値であったが,B細胞マーカーであるCD

19は低下していた｡

2.PCR法:PBMCsでは健常人,症例1,2,4,6に,またLCLや骨髄細胞では健常人で210bpのbandが確

認され,VpreBの発現が証明された｡更に症例1,2の骨髄細胞でも痕跡程度ではあるが210bpのbandが確認さ

れた｡l-1ikegeneの発現に関しては,LCLのみに190bpのbandが確認された｡尚,久一1ikegeneに関しては骨髄

細胞は使用していない｡

3.ABC法:症例1,2の骨髄において〝,〝抗体で染色される細胞が確認された｡

4.サザンプロット法:健常人,症例1-7の好中球から抽出されたDNAはVpreB probeと結合して15kb

(励oRIで切断),2.7kb(HindⅡで切断)の位置にbandとして確認された｡健常人,症例1,2のDNAはCp

probeと結合して11.5kb(HindⅡで切断),1.9kb(鳥tIで切断),1･3kb(助oRIで切断)の位置に,JH prObe

と結合して17.Okb(励oRIで切断),9.Okb(HindⅢで切断)の位置に,C,1probeと結合して10･Okb(BaTnH

Iで切断),2.1kb(PstIで切断)の位置にbandとして確認された｡これらの結果はコントロールのDNAに比

較して症例1-7のDNAにdeletionや1argemutationがないことをあらわしていた｡

以上より.あるタイプのCVIの患者ではSLCの発現が欠損しているわけではなく,正常人と比較して弱いこと

が推測され,これはCVI患者におけるB細胞機能不全の病因解明の一助となると考えられた｡

論文辛査の結果の要旨

申請者矢野 充は,B細胞に欠陥を有するタイプの7人のcommon variableimmunodeficiencyを対象に

VpreBと入-1ikegeneの発現について検討し,以下の結果を得た｡検索し得た2症例の骨髄細胞ではVpreBの発

現が対照に比して弱いが,〟,花抗体により染色されL鎖の再構成は生じていた｡これは,あるタイプのCVIの

症例ではsurrogatelight chainの発現が欠損しているわけではなく,正常人と比較して掛､ことが推測された｡

このことは,CVIの病因解明につながるものと考えられる｡

この研究は小児科学ならびに臨床免疫学の研究の進歩発展に,少なからず寄与するところが大きいものと認め

る｡
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