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要旨

哺乳類 では抗原が侵入 して くると、初めIgMク ラスの抗体 が産生 され るが、時間的 に遅

れ て同 じ抗原 に対す るIgGな どの ほかのクラスの抗体が産 生されて くる。 これは末梢B細

胞 が抗 原刺激 を受 けて抗体 の定常部のクラス を変化 させる ことによる。 このよ うに抗原特

異性 を保持 したまま抗体 のクラス を切 り換える現象 をクラススイ ッチ と呼ぶ 。マウス、 ヒ

トで は定常部遺伝子上流 のイ ン トロンに繰 り返 し配列 によ り構成 され るスイ ッチ(S)領

域が存在 し、ク ラススイ ツチ の分子機構 はS領 域間での遺伝子組換 え(ス イ ツチ組換え)

によって いる。

筆者 は、ニ ワ トリIgH鎖 可変部か らμ鎖定常部遺伝子 までの正確 な制 限酵素地 図を作成

した。 μ鎖定 常部遺伝子CH1エ キソ ンの上流 のイ ン トロンには5kb以 上 におよびマウスS

領域 と相 同性 のあ る領域(ニ ワ トリSμ 領域)が 存在 して いた。 この領域は2相 の繰 り返

し配列 か らな り、5塩 基対 の基本単位配列 によ り構成 されて いた。 さらに筆者 は抗原刺激

した脾臓 ゲ ノムか らPCRに よ りニ ワ トリSμ 領域 を介 した組換 え産物 を検 出 した、 これは

ニ ワ トリにお けるスイ ッチ組換 えの存在 を示す もので ある。鳥類で クラススイ ッチ遺伝子

組換 えの存在 を明 らか にしたのは、 これが最初の報告である。
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序論

1)抗 体

1.抗 体 の特徴

抗体(免 疫 グロブ リン:Immunoglobulin,Ig)は さまざまな抗原 を認識 し、そ れ と結

合す るという共通 の性質 をもつ。抗体分子 は同一の重(H)鎖2本 と同一の軽(L)鎖2

本か らな るヘテ ロ4量 体 を基本構造 としている。各ポ リペプチ ド鎖はN末 の可変領域 とC

末の定常領域 とか ら構成 されている。可変領域は抗原 と結合す る領域で あ り抗体 ごとに非

常 に多様で ある。定常領域は生理活性 を決定 してお り、H鎖 の定常領域の違 いによ って異

な ったエ フェクター活性が発揮 され る。IgMは 初期分化 を完了 した休止型B細 胞表面 に発

現 されて抗原 を認識 し、B細 胞内へ分化活性化 シグナルを誘導する。IgGは 血清 中に最 も

多 く含 まれ主 な抗原抗体反応 を担 ってお り、IgEは 即時的ア レルギー に関与す る。IgAは

母乳 に分泌 されて、新生児 の感染防御 に重要 な役割 を果た している。抗体 のク ラス とサ ブ

クラスを含 めて、H鎖 の定常領域が異な るものをアイソタイプ と呼ぶ。H鎖 のアイ ソタイ

プには、マウスでは μ、 δ、 γ1、 γ2b、 γ2a、 γ3、 ε、 αの8種 存在 し、それぞ

れIgM、IgD、IgG1、IgG2b、IgG2a、IgG3、IgE、IgAに 対応 している。
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2.抗 体の多様性産生機構

抗 原 と結 合 す る抗 体 の 可変 領 域 は非 常 に多 様 で ある。 マ ウス抗 体 遺 伝 子 可 変 領 域 はH鎖

で は250～1000個 のV断 片 が 存 在 す るV遺 伝 子 群 、12個 のD断 片 が 存在 す るD遺 伝 子 群 、4

個 のJ断 片 が 存 在 す るJ遺 伝 子 群 にわ か れ た構 造 を、L(κ)鎖 で は 約250個 のV断 片 が存 在

す るV遺 伝 子 群 、4個 のJ断 片 が存 在 して い るJ遺 伝子 群 にわ か れ た構 造 を して い る。 抗体

の 多様 性 は 、H鎖 、L鎖 で この よ う に多 数 存 在す るV、D、J各 断 片 が遺 伝 子 レベ ル で さ ま

ざ まな 組 み 合 わ せ で 組 換 え を起 こす(VDJ組 換 え)こ とに よ って 得 られ る(図1)。 この

組 換 え の 際 、 組 換 え部位 でDNAの ラ ンダム な 欠失 、挿 入 が起 こる こ と も含 めて 考 え る

と、 組 換 え に よ って 産 み 出 され る多様 性 は109通 り以 上 と見積 も られ 、 環 境 中 に存 在 す る

いか な る抗 原 に も対 応 す る こ とが 可能 と考 え られ て い る。

各V、D、J断 片 には 隣接 して 、特 徴 的な7塩 基 対 と9塩 基対 によ る組 換 え シ グナ ル 配 列

が 存 在 す る。 この シ グナ ル配 列 間 で 部位 特 異 的 な組 換 えが 起 こる。VDJ組 換 え の際 、 この

シ グナ ル 配 列 の7塩 基 対 と9塩 基 対 の 間 のス ペ ーサ ー が12塩 基 対 の もの と23塩 基 対 の もの

との 間 で の み 組 換 え が起 こる とい う12/23ス ペ ーサ ー ル ー ル が働 いて お り(Sakanoet

a1.,1981)、7塩 基 対 と9塩 基 対 の逆 向 き相 同配 列 を信 号 と し、VとD、DとJ断 片 の 間 で正

確 に組 換 え が行 わ れ る。VDJ間 の 各組 換 え順 は分化 の過 程 で 厳 密 に制 御 され 、 まずH鎖 の

D-J組 換 え 、次 にH鎖 のV-DJ組 換 え 、そ してL鎖 のV-J組 換 え が完 了す る。

このVDJ組 換 え の 際 、VとD、DとJの 断片 間 の領 域 が 染色 体 よ り切 り出 され 、環 状

DNAと して放 出 され る。TCRα 鎖(FUIimotoandYamagishi,1987)、TCRβ 鎖(

Okazakietal.,1987)、TCRγ 鎖(IwasatoandYamagishi,1992b)、TCRδ 鎖

(Todaetal.,1988;Takeshitaetε 己.,1989)、IgH鎖(Todaeta1.,1989;Shimizu

andYamagishi,1992)、Igκ 鎖(Hiramaetal.,1991;HaradaandYamagishi,

1991)に お け る組 換 え によ る環 状DNAが 現 在 まで に単 離 、 同定 され て い る。

VDJ組 換 え は リ ンパ 球 特 有 の機 構 で あ り、 リンパ球 の発 生 には この機 構 が必 須 で あ る 。

VDJ組 換 え を特 異 的 に活 性 化 す る遺 伝 子 と して 、RAG-1、RAG-2の2つ の 遺 伝子 が ク ロ

ー ニ ン グ され て い る(Schatzeta1.,1989;Oettingereta1.,1990)。 これ らの 遺 伝 子 は

B細 胞 、T細 胞 に特 異 的 に発 現 して い る・ また これ らの遺 伝子 を欠損 させ た ノ ック ア ウ ト

マ ウ ス で はVDJ組 換 えが 誘 導 されず ・B細 胞 ・T細 胞 とも に未 熟 な段 階で 分 化 が 停 止 し、

重 篤 な 免疫 不 全 を 引 き起 こす(Mombaertseta1・ ・1992;Shinkaieta1・,1992)。RAG-

1、RAG-2の 機 能 は最 近 ま で不 明で あ り・組 換 え酵 素 そ の もの で あ る可 能 性 、 あ る い は組
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換 え に関 与 す る遺 伝 子 発 現 の制 御 に関 与 して い る可能 性 が 考 え られ て い た 。最 近 に な っ

て 、fηvf亡roで の実 験 で 、RAG-1、RAG-2タ ンパ ク によ る組 換 え シ グナ ル配 列 末端 で の

2本 鎖DNA切 断 反応 が報 告 され(McBaneeta1 .,1995;vanGentetal.,1996)、RAG-

1、RAG-2が 組 換 え酵 素 の一 要 素 で あ る こ とが 明 らか にな った 。 ま た 、RAG-1、RAG-2

タ ンパ ク に よ って 切 断 され たDNA末 端 は 、Ku蛋 白質(P70/P80)(Taccioheta1.,

1994;Zhueta1.,1996)やscfd遺 伝 子 産物 と考 え られて い るDNA依 存 性 プ ロテ イ ンキ

ナ ー ゼ(DNA-PK)P350(Bluntetal.,1995)な どの一般 的 なDNA修 復 酵 素 の働 き に

よ って シ グ ナル 配 列 同士 、 コー デ ィ ング領 域 同士 が 再結 合 され 、 シグ ナ ル結 合 とコ ー デ ィ

ン グ結 合 を形 成 す る 。
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では抗体遺伝子 の可変領域はV、D、J遺 伝子 という各断片 にわかれてゲ ノム上に存在 してお り・B細

胞分化 の過程 で各 断片が遺伝子 レベルで様々な組み合わせで組換えをお こす(VDJ組 換え)・ 各V、

D、J断 片 には隣接 して、7merと9merの シグナル配列が存在す る。VDJ組 換 えを行 う酵 素群は12bp-

23bpス ペーサー ・ルールで シグナル配列 を認識 し、抗体遺伝子 の再配列をお こな うと考 え られて い

る。



3.ク ラス ス イ ッチ とは

B細 胞 は骨髄 において、全能性造血幹細胞か らproB細 胞(B細 胞 に運命 を決定 されてい

るが抗体 遺伝子 はまだ生殖細胞型)、preB細 胞(抗 体H鎖 の組換えが完 了 して いる)の

中間段階 を経て分化 して くる。抗体遺伝子H鎖 、L鎖 でVDJ組 換え を完 了 したB細 胞 は抗

原 特異性が決定 されてお り、細胞表面にIgMタ イプの抗原受容体 を発現す る。その抗原特

異性はその全て の子孫細胞へ と受け継 がれて いく。

さ らに分化が進 んだ後、抗原 による刺激な どが加わ ると、 このB細 胞 に由来す る子孫細

胞のなか に可変領域 によって規定 されている抗原特異性 を変 える ことな く、そ の発現す る

抗体の クラス(ア イソタイ プ)を 変換 し、IgGやIgAな どを発現す るものが現われ る

(Nossaleta1.,1964)。 つ ま り、1つ のB細 胞の子孫細胞 の間で は可変領域 は一定 に保

たれ、定常領域(H鎖 のみ)が 変化 してい くことで、 同じ抗原 に対応 しなが ら異 なったエ

フェクター機能 を もつ抗体が産生 されるので ある。 この現象 を抗体 の クラス(ア イ ソタイ

プ)ス イ ッチ とい う。

この現象 は抗原やT細 胞な どか らの刺激 によって誘導、制御 されている。 このため哺乳

類で は抗原刺激後 、初 めはIgMク ラスの抗体が産生され るが、時間的 に遅れてIgGな どの

ほか のク ラスの抗体 が産 生されて くる。すなわち時 間経過的に も抗原の侵 入 によって産 生

され る抗体 の クラス(ア イソタイ プ)が 変換 されてい くように見 える。広 義のク ラスス

イ ッチ現象 とは この経 時的変化 をさす。

現在 、特定 のサイ トカイ ンの刺激 によって、試験管 内でマウスのB細 胞 に このクラスス

イ ッチ を誘導す ることが可能 である。脾臓か ら採取 したB細 胞 をリボ多糖(LPS)で 刺激

す る と、IgG2bとIgG3の 産 生が誘導 されるが、 同時にイ ンター ロイキ ン4(IL-4)を 加

える と、IgG1とIgEの 産 生が誘導 されるが、IgG2bとIgG3の 産 生は抑 え られ る

(Kearneyeta1.,1976)。 またIFN一 γやTGF一 βによる刺激ではlgAの 産 生が誘導 され

る(Coffmaneta1.,1989)。
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4・ マ ウスIgH鎖 定常部遺伝子群 の構成 と欠失 モデル

1978年 ・本庶 と片 岡は種々のマウス骨髄腫細胞(B細 胞が最終 的分化 を遂 げ大量 の抗体

を産生す るよ うになった形質細胞が腫瘍化 したもの)に お いて、そ の細胞が産生 して いる

抗体 のアイソタイプ と免疫 グ ロブ リンH鎖 遺伝子の欠失様式 に一定法則性が ある ことをみ

いだ した(Ho切oandKataoka,1978)(図2)。 例えば、IgG1産 生細胞で は γ3鎖 定

常部遺伝子 、IgG2b産 生細胞 では γ3と γ1鎖 定常部遺伝子 とい うよ うに、産生 され る抗

体 のアイソタイプ によ って どの遺伝子が欠失 しているかが決 まって いるというので ある。

さ らにH鎖 遺伝子 群が転写の向きに可変部遺伝子群(V)一 μ鎖定常部(Cμ)-Cγ3-Cγ1-C

γ2b-Cγ2a-Cα の順 に並 んで いて、各 アイ ソタイ プの発現 に際 して可変部 と発現 される

定常 部 との中間 にある遺伝子 が欠失す ると考 えると法則性が説 明で きることを発見 し、い

わゆる欠失モデル を提唱 した。 これ は哺乳類 の細胞分化 における遺伝子組換 え を実験 的根

拠 を もって示 した最初の例だ と考 え られているが、 このモデル によると、 クラススイ ッチ

現 象がlgMか ら始 まって 、IgGやIgAへ と向かって起 こ り、原則 として逆行 しない ことを

うま く説明でき る。

このモデル を証明すべ く、1982年 清水 らによって、BALB/c系 統 のマ ウス にお けるIgH

鎖 定常部遺 伝子群全領域の構成が決定 された(Shimizueta1.,1982a)。 その構 成は、

5LJH-(6.5kb)-Cμ 一(4.5kb)-Cδ 一(55kb)-Cγ3-(34kb)-Cγ1-(21kb)-Cγ2b-(15kb)-C

γ2a-(14kb)-Cε 一(12kb)-Cα 一3'となってお り、本庶 らの欠失 モデルか ら予想 され るも

の と完 全 に一致 した(図3)。 また可変領域 の最下流 に位置す るJH断 片 はCμ の上流 に し

か存在 しない こと、 δ鎖以外の各定常部遺伝子 のす ぐ上流のイ ン トロンにクラススイ ッチ

を起 こす際の遺伝子組換え を司る領域(ス イ ッチ(S)領 域)が 存在 している ことを明 ら

か に し、 γ鎖な どのアイ ソタイプの抗体 の発現 は、可変領域 にお けるVDJ遺 伝子組換 え と

定常領域 にお けるクラススイ ッチ組換 え(S-S組 換 え)と い う2種 類の遺伝子 組換え機構

を経 て起 こる とす る仮説 に構造 的な証拠 を与えた。
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図2マ ウス 骨髄 腫 細 胞 にお いて発 見 され た 、産 生 され る抗 体H鎖 ア イ ソ

タイ プ と定 常 部遺 伝 子 欠 失 の相 関(HorJoandKataoka,1978よ り)

各アイソタイプを産生す る細胞において、ほぼ例外なく麟 鍵で示 した遺伝子が欠失し

て いる。 当初、 μ鎖 と α鎖遺伝子 につ いては定量 されて いなかったので、()を 付

した。
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図3BALB/c系 統 の マ ウス のIgH鎖 定 常部 遺 伝 子 群 の構 成(Shir血uetal.,1982aよ り)

先 に示 したlgH鎖 にお ける定常部遺伝子欠失モデルか ら予想 される構造 と完全 に一致 している。

また、 δ鎖 を除 く各定常部遺伝子 の上流 には繰 り返 し配列か らな るスイ ッチ(S)領 域 、そ して各S領 域 の上流 には

そ の領域 におけ る生殖型転写 を制御す るプロモー ター領域 を含む1領 域 が存在 している。



5・ クラススイ ッチ遺伝子 組換え(S-S組 換え)制 御機構

さまざ まな アイ ソタイ プの抗体 を産 生す る骨髄腫細胞 か ら単離 された発現型遺伝子 の構

造解析 か ら、H鎖 定 常部遺伝子 のす ぐ上流のイ ン トロン上 に最終的 にク ラススイ ッチを起

こす ときの遺伝子組換 えを司る領域(ス イ ッチ(S)領 域)が 存在 し、その領域は短い基

本単位 配列が多数繰 り返 され た特徴的な構造 をもっていることが明 らかになった

(Kataokaeta1.,1981;Nikaidoeta1.,1981,1982;Dumicketa1.,1980)。 具体 的に

は、S領 域 は2種 の5塩 基(GAGCTとGGGGT)を 共通に含む20な い し80塩 基対 の単位

配列が多数繰 り返 した構造 を して いる(Obataetal.,1981;Daviseta1.,1980;

Arakawaeta1.,1993;Millsetal.,1990;Mizutaetal.,1991)。 この繰 り返 し配列 は長

い もので数 千塩基対 にも及ぶ。 また各S領 域は互 いに転写方 向に対 して順方 向に相 同性 の

ある配列 を してい る。つ ま り組換 えの信号 とな っている塩基配列は順方 向に相 同性が ある

ことにな り、 この点は7塩 基対 と9塩 基対 の逆向き相 同配列 を信号 として いる可変部遺伝

子 のVDJ組 換 え と本質的 に異 なって いる。

可変部遺伝子 のVDJ組 換 えでは、環状DNAが 染色体 よ り放出され る ことが確認 されて

いるが(図1)、LPSとIL-4な どによって刺激 し、クラススイ ッチを誘導 したマ ウス脾臓

細胞 か らも、 クラススイ ッチ組換 えによる環状DNAの 産生が検 出されて いる(Iwasato

eta1.,1990;Matsuokaetal.,1990;vonSchwedleretal.,1990)(図4)。 この環状

DNAは クラススイ ッチ組換えが図4に 示すよ うに同一DNA分 子 内で起 こった結果生ず る

もので ある。 また 、組換 え点の付近 には最大2塩 基 までの相 同性 しか見 られない ことか

ら、 クラススイ ッチ組換 えには細菌類 において見 られ るいわゆる相 同組換え とも異な る機

構 が働 いて いる と考 え られて いる。

細胞 内で複製す る ことができない この環状DNAは 細胞増殖 によって希釈 されて い く。

つ ま り検 出 され る環状DNAの 頻度か ら組換え頻度そ のものが割 り出され る。環状DNAの

ク ローニ ング効率 を解析 した結果 、ク ラススイ ッチを誘導するサイ トカイン、IL-4や

TGF一 βが組換 えの完 了 した細胞 の増殖 を調節 しているので はな ぐ 組換 えそ の もの を調

節 して いる ことが 明 らか にな った(Iwasatoeta1・ ・1990・1992a;Matsuokaeta1・,1990;

YoshidaetaL,1990)。 クラススイ ッチ組換えの標 的遺伝子の特異性 は これ らの因子 の

刺激 によって組換 え前 のH鎖 定常部遺伝子 が転写 され る特 異性 と一致 して いる ことか ら接

近可能化 モデル(AccesibilityModel)が 提唱 されている(Stavnezereta1・,1988;

Lutzkereta1.,1988)。 サイ トカイ ンな どの刺激 は組換え標的遺伝子 の生殖型転 写 を活
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性化 し・そ の結果 染色体構造 を開き、組換 え酵素系の接近 を可能 にす る とい うモデル であ

るが ・サイ トカイ ンによる誘導時 に検 出 され る環状DNAの 頻度 か ら割 り出された結果

は、 このモデルを支 持す る結果で あった、

この接近 可能化 モデルは、特定 の抗原 による刺激 を受 けると、例 えば可溶性タ ンパ ク抗

原で はIgG1、 寄 生虫抗原で はIgE、 ウイルス抗原 ではIgG2aと い うように特定のアイ ソタ

イ プの抗体 が産 生されやす いのはなぜ か という古 くか らの問いに対す る分子 レベル での答

えを提供 している。クラススイ ッチおよび クラススイ ッチ組換 えは、特定 の抗原 の刺激 に

よってT細 胞な どが産生す る特定 のサイ トカインという外 因性の因子 によって制御 されて

いるので あって、 自身のVDJ組 換 えやその産物 といった内因性の因子 によって制御 され る

もので はない とい うことで あ り、 この ことは、VDJ組 換 えが 自身の組換 えの状態 を監視 し

なが ら組換 えを巧妙 に制御 しているの とは対照的である。

サイ トカイ ンによって発現が誘導 され る生殖型転写 は、組換 え標的定常部遺伝子 のS領

域 の上流 のプロモー ター領域よ り始 ま り、1エ キソ ン、S領 域 を経 てC領 域 を通過 し、分泌

型お よび膜結合型IgH鎖mRNAのpolyA付 加位置で終わる。 この転写産物 はS領 域 の5'側

の1エ キ ソ ンがCHエ キ ソンとの間でス プライ シングを起 こしS領 域が除かれ た"switch

transcript"と な り安定 して存在す ることが知 られて いる(XuandStavnezer,

1990)。 この転写産物が現在未同定 のスイ ッチ組換え酵素 の標的特異性 を決定す る因子

で あるという説 も提唱 されている(Lorenzetal.,1995)。
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一一 →
成 熟 ・休 止 期 のB細 胞 で は μ鎖 が 単 独 で,も し くは μ鎖 と δ鎖 がalternative

splicingに よ って 同時 に発 現 して い る。

十
VHDJHEμSμCμCδ1γ1Sγ1Cγ1-
一 一一 一 一 一 一 一 一 一 一一一1幽レー 一一 一一[レ ー 一一一一 一 一 一 一レ

抗原 とサ イ トカイ ンな どの刺激 によ りスイ ッチの標的遺伝子が組換えな しに転写 さ

れ る。 一般 に中間 に位置す る定常部遺伝子(こ の場合 γ3)は 転写 されな い。 また標

的遺伝子 での転写産物 はスプライシ ングを受け、S領 域が除かれた形 の"switch

transcriptl'と な る。

寺

1γ1Sμ

VHDJHEμSγ1Cγ1

標 的遺伝子 に対 して組換 え酵 素系が働き,環 状DNAの 放出を伴 うS-S組 換えが

起 こる。

寺

VHDJHEμSμ ノSγ1

十

Cγ1

Sγ1/SF

スイ ッチ組換 えを起 こした遺伝子か らの転写 によ り第2の アイ ソタイプが発現 され

る。転 写 の活性化 によって大量の抗体が産生 ・分泌 されるよ うにな る・

図4ク ラススイ ッチ分子機構の模式図



2)他 の脊椎動物のIgH鎖 遺伝子群の構成

現在までに報告のある各脊椎動物のIgH鎖 遺伝子群の構成を図5に 示 した。

1.無 顎 類(Agnathans)

現在 の ところ、哺乳類の もの と相 同性のあるIg遺 伝子や抗体分子 は見つか って いな い。

液性 免疫応 答の認識分子 として、不安定なヘテ ロ2量 体 が存在す るとい う仮説が歴史 的に

あ った。そ の候補 として メクラウナギか ら単離 された分子 は、Ig分 子 よ りも補体 の構成分

子 と相 同性が ある ことが確認 されて いる(Ishiguroeta1.,1992)。

2.軟 骨魚 類(Chondrichthyans)

軟骨魚類 は、進化系統樹では現存す る顎 口類脊椎動物(JawedVertebrate)の なかで

一番哺乳類か ら遠 い位置 にあると考 え られている。 この種 の免疫応答 もや は り哺乳類 と比

べてかな りそ の様相が異な って いる。

サ メ(He亡erodon亡usfkadscf)の 抗体H鎖 遺伝子群は、VH-DH1-DH2-JH-CHか らな

る単位がゲ ノム上 に散在 した特徴 的な構造 をして いる。VH遺 伝子 断片上流 にはオクタマ

ー配列 はな く、他 の脊椎動物のVH遺 伝子断片上流 とは異なる転写制御領域が存在す る。

サ メは各単位 内で哺乳類 と同 じシグナル配列を用 いたVDJ組 換 えを行 っているが 、V、

D、1各 断片の塩基配列は単位 間で互 いに非常 に高い相 同性があるため(Litmaneta1.,

1993)、V、D、J各 断片の組み合わせ による多様性 は期待できない。 しか し、組換 え時

の コーデ ィ ング結合部 にお ける欠失やN挿 入、また抗体遺伝子内での体細胞突然変異

(Hinds-Freyeta1.,1993)が 検 出される ことか ら、抗体 の多様性産生機構はサ メにお

いて も働 いて いる と考 え られて いる。 このゲ ノム上 に散在 した単位 の中には、非 リンパ系

細胞 内でVDま たはDJが 結合 した形 にな っているものが存在す る・ これ らは構造 上偽遺伝

子 ではな く、抗体遺伝子 として機能 して いる ことが予想 されている(Kokubueta1.,

1988b)。

サ メでは1種 のアイ ソタイ プの抗体 しか見つか ってお らず、その分子 構造 は哺乳類の

IgMタ イプの抗体 と最 も近 い・ この抗体 は哺乳類 のlgMと 同様 ・5量 体 として も分泌 され

るが、主 に1量 体 として分泌 されている。抗体 の親和性成熟(affir旺tymaturation)は
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見 られず 、 あ るハ プテ ン に対 す る抗 体 の特 異性 は他 の脊 椎 動物 の もの と比 べ て 低 い

(MakelaandLi㎞an,1980)。 調 べ られ た 限 りで は、JH-CH間 のイ ン トロ ン には 哺 乳 類

のS領 域 に相 同 の配 列 は存 在 しな い(Kokubueta1 .,1988a)。 抗 体 の ク ラス は1種 だ け

で あ り、 ク ラス ス イ ッチ は起 こ らな い。

3.硬 骨魚 類(Teleosts)

硬 骨魚類 のlgH鎖 遺伝子群 の全体構…成は一般的 に哺乳類 と似 ていて、同一染色体上 に1

つ の遺伝子群 として存在 して いる。最 も原始 的な硬 骨魚類、カタクチイワシ(Elops

saurαs)の 各VH遺 伝子 断片 の3'端 には23塩 基対 のスペーサー の組換え シグナル配列 が、

またそ の上流 には特徴的なオ クタマー配列が存在する(AmemiyaandLitman,

1990)。 抗体 のアイ ソタイプはIgMタ イプ1種 だ けで、定常部CHの 上流 にVDJ組 換え シ

グナル配列 を持つJH断 片が存在す るとい う構造 を とる。

VH遺 伝子 には複数 のフ ァミ リーが存在 し(AmemiyaandLitman,1990;Ghaffari

andLobb,1991)、V、D、Jの 組 み合わせ による多様性産生 を可能 に して いる。 また、

ナマズ(∫C亡alurαsp口11C古a亡US)のJH-CH間 のイ ン トロンには4塩 基対 の基本単位配列

(ATGT)の タンデムな繰 り返 し配列が存在す るが、哺乳類のS領 域 と比べ短 く、配列 も

異な る(GhaffariandLobb,1992)。 抗体のアイ ソタイプが1種 だけ とい うこともあ

り、 この領域 のクラススイ ッチ組換 えへの関与 はない ものと考え られて いる。

4.両 生類(Amphibians)

硬 骨 魚 類 と同様 に、 両 生 類 のIgH鎖 遺伝 子 は 同一染 色 体 上 に1つ の遺 伝 子 群 と して 存 在

して い る。 ア フ リカ ツ メガ エ ル(XeηOPαslae耐s)のV、D、J断 片 の数 は 哺 乳 類 よ り多

く、11フ ァ ミ リー のVH遺 伝 子 、17個 以 上 のDH断 片 、11個 以 上 のJH断 片 か らな る

(Haireetal.,1990)。3種 の抗体 の アイ ソタ イ プ、IgM(Schwageretal.,1988)、

IgX(Haireetal.,1989)、IgY(AmemiyaetaL,1989)が 同定 され て い る。IgMは 哺

乳 類 のIgMに 対 応 す る抗 体 と考 え られ て い るが ・IgX・IgYに つ いて は哺 乳 類 に対 応 す る

も のが な い 。

cDNAの 塩 基 配 列 の 比 較 か ら、 同一 のJH断 片 を用 い て い るIgMとlgYが 存 在 す る。 可 変

領 域 が1つ しか な い こ とか ら、 これ らの アイ ソタイ プ間 で の ク ラス スイ ッチ が 示 唆 さ れ て
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に特 徴 的 な 繰 り返 し配 列 が 存 在 し、IgX産 生細 胞 に この領 域 を介 した 組 換 え を検 出 した と

い う報 告 が あ る(MuBmamandDuPasquier ,,1996)。

5.爬 虫 類(Reptilians)

爬虫類IgH鎖 遺伝子群 に関す る知見 は現在の ところ非常 に少 ない。 ワニ(Cafman

crocodylus)のIgH鎖 遺伝子群 の構成は、種 々の解析結果か ら染色体 上に1つ の遺伝子

群 として存在 している ことが示唆 されている。 しか し、カ ミツキガメ(Chelydτa

seτpeη亡fna)IgH鎖 遺伝子群は、サメのように染色体 上 に散在 した構成 を して いる ことが

示唆 され ている。

6.鳥 類(Avians)

鳥類 にお ける抗体 の多様性 は、遺伝子変換 という非常 に特徴 的な機構 によって産生 され

る。 それ に伴 い、IgH鎖 遺伝子群可変領域 の構成 も特徴的である。

ニ ワ トリの抗体 のアイ ソタイプはIgM、IgG、IgAの3種 類が確i認され、そ れぞ れ哺乳

類 の抗体 クラス と機能的 に対応 して いる。また、各々につ いてcDNAク ロー ンが単離 され

てい る(Dahaneta1.,1983;Parvarieta1.,1988;Mansikka,1992)。 鳥類(ニ ワ ト

リ)で は哺乳類 と同様の広 義のク ラススイ ッチ現象が確認 されている。現在 の ところ、

IgH鎖 定 常部遺 伝子群の構 成は明 らか にされてお らず 、クラススイ ッチの分子機構 につ い

ては未知 で ある。

7.哺 乳 類(Mammalians)

IgH鎖 定常 部遺伝子 群の構成 につ いてはマウスの中の亜種間の系統 分岐の解析 か ら、亜

種分 岐後 、非常 に短 い時間の進化 の過程で・定常部遺伝子(Cγ2遺 伝子)に おいて頻 繁

に重複や 欠失 が起 こって いる証拠 が得 られている(Shimizueta1.,1982b;Hua㎎etal.,

1982)。 他 の哺乳類 を調べ ても、保持する抗体 のアイ ソタイ プが種 によ り異な る ことか

ら、IgH鎖 定常 部遺伝子 群は進化 の過程で重複・欠失 を繰 り返 してきた と考 え られ てい

る。
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3)ニ ワ トリ特有の抗体の多様性産生機構

1.ニ ワ トリIgH鎖 遺伝子群可変領域 の構成

硬骨魚類 、両 生類、哺乳類の間で は、IgH鎖 遺伝子群 、特 に可変領域 の構成が類似 して

いる ことは先 に述べたが、鳥類 のIgH鎖 遺伝子群可変領域 はそれ らと異 なる、特徴 的な構

成 を してい る。

ニ ワ トリのIgH鎖 遺伝子座 には、 プロモー ター領域 、 リーダー配列 、組換 えシグナル配

列 を持 つ機能 的なVH遺 伝子 が1個 しか存在 しない。JH断 片 も1個 しか存在せず(DH断 片

は16個 存在す るが、互い に相 同性が高い)、VDJ組 換 えによって産 生され る多様性 は極

めて限 られて いる(Reynaudeta1.,1989)(図6)。 この機能的なVH遺 伝子 の上流 に

は60～80kbに わ たって80～100個 の偽遺伝子断片群が存在する。 ほ とん どの偽 遺伝子断

片 は3'端 にD断 片様の配列 をもちV-Dの 融合 した形 をしている。 これ らの偽遺伝子 断片の

上流 にはプ ロモー ター領域、 リーダー配列がな く、組換 えシグナル配列 も存在 しない。

IgL(λ)鎖 遺伝子群 にも、機能 的なVλ 遺伝子 、Jλ断片は1個 ずつ しか存在せず、機

能 的なVλ 遺伝子 の上流 に19kbに 及ぶ、26個 の偽遺伝子断片か らなる領域が存在す る

(Reynaudeta1.,1985;1987;Kondoetal.,1993)。

2.B細 胞分化 と抗体の多様性産生機構

ニ ワ トリB細 胞分化 の器官、抗体 の多様性産生機構 は哺乳類 と異な る。ニ ワ トリB細 胞

前駆体 のVDJ組 換えは、胚発 生初期 に卵黄嚢、血液、骨髄 、脾臓な どの組織 で検 出され

(Reynaudetal.,1992)、 その時期 は胚発生時期 に限 られる。マ ウスで骨髄 にお いて

VDJ組 換 えが個体 が生存す る問継続 して いるの とは対照的である。マ ウス にお いてVDJ組

換 えの順序 が厳 密 に制御 されているの と異な り、ニワ トリではH鎖 、L鎖 の組換えの順序

は ランダムで ある(Benataretal.,1992)。 胚発生8-14日 の間、フ ァブ リキ ウス嚢 が形

成 されて 間 もな く、お よそ1万 ～3万 個 のB細 胞前駆体 がフ ァブ リキウス嚢 の各濾胞 に定着

す る。ニ ワ トリでは フ ァブ リキウス嚢が抗体遺伝子 の多様性産生の器官 である。初期 胚の

段階で手術 によ って これ を摘 出す る ど 抗体遺伝子 の多様性産生がな くな る。

フ ァブ リキ ウス嚢で増殖 を開始 したB細 胞 では、組換えを完 了 したVHDHJH断 片 、VλJ

λ断片 に塩基置換 が蓄積 されて いく(Reynaudetal.,1985;1987;1989;Thompson
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andNeiman,1987)。 これは偽遺伝子か らの遺伝子変換 によるもので ある(図6)。 ニ

ワ トリ抗体遺伝子 の遺伝子変換 につ いては、同一 の染色体上で のcfsの 遺伝子情報 の伝達

反応で ある こと(Carlsonetal.,1990)、 伝達され る遺伝子 の長 さは10bpの ものか ら

200bp以 上 にな るもの まで存在す る こと(McCormackandThompson,1990)な どの知

見 があるが、その分子機構は全 く未知で ある。筆者のグルー プは、 ファブ リキウス嚢 よ り

単離 した環 状DNAの なか に、 この遺伝子変換 の中間体 と考 え られ るものを確認 して いる

(Kondoeta1.,1993)。 このよ うな遺伝子変換機構 は他の複数 の鳥類で確 認 され

(McCormacketa1.,1989)、 哺乳類のウサギ において も確認 されて いる。

遺伝子 変換 による抗体遺伝子 の多様化は、フ ァブリキウス嚢のみでな く脾臓胚 中心 にお

いて も継続 して いる(Arakawaetal.,1996)。 この機構が ファブ リキ ウス嚢 にお けるB

細胞 の一次 レパー トリー産生 にだけでな く、末梢免疫組織 におけるポス トフ ァブ リキ ウス

嚢B細 胞 の産 生す る抗体 の親和性成熟 に も貢献 して いることが示唆 されている。
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図6鳥 類(ニ ワトリ)の抗体遺伝子多様性産生機構

ニ ワ トリでは組換 え可能なV断 片、J断 片 はひとつず つ しかな く、組換 えではほ とんど多様性 を生 じな い。 しか

し、B細 胞発生の過程 で、組換 えを終えた抗体遺伝子 には塩基置換が蓄積 してい く。 これは、偽遺伝子 ドナー

か らの遺伝子変換 による ことが明 らか にされている 。



4)本 研究の意義

鳥類 を抗原刺激 す ると、最初IgMタ イ プの抗体が産生 されるが 、後 にIgMに 代わ って

IgGま たはIgAタ イ プの抗体が産生 され るようになる。 このよ うな明確 な広義 のクラスス

イ ッチ現 象が観察 され るのは哺乳類 のほかに鳥類 しかない。

鳥類 では、抗体 遺伝子 可変領域 にお いて遺伝子変換 とい う鳥類特有の分子機構 を用 いて

抗体 の多様 性産生 を行 っている。そ の可変領域 の構成 も両生類、哺乳類 と大 き く異 なる こ

とか ら、鳥類が両生類、哺乳類 か ら分岐 した後、進化 して いく過程で抗体遺伝子群 にお い

て激 しい変化が あった ことが想像 され る。当然その結果 、定常領域 も変化 を受 け、可変領

域 と同様 に哺乳類 のものとは異なった構成を して いる ことも考え られた、

哺乳類で は繰 り返 し配列よ りなるS領 域 を介 したクラススイ ッチ遺伝子 組換 え によ って

抗体 の クラススイ ッチ を行 っている。鳥類では抗体 のクラス を切 り換 えるための分子機構

は未知で あ り、そ の遺伝子群の構成 によってはまった く異な る機構を用 いて いる ことも期

待 された。

筆者 は哺乳類以外で クラススイ ッチ現象が見 られ る鳥類 のうちで も最 も免疫学 的解析 の

進 んで いるニ ワ トリを材料 として選 び、抗体 のクラススイ ッチ機構について解析 を試 み

た.ま ず、ニ ワ トリIgH鎖 定 常部遺伝子群の構成、特 に可変領域 か らμ鎖定常部遺伝子 ま

で の領域 の構成 につ いて詳 しく解析 した、そ して 、抗原刺激 したニ ワ トリの脾臓ゲ ノム

DNAか ら、 ク ラス スイ ッチ遺伝子組換 えによって生 じた産物 を検 出 したので報告す る。
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材料と方法

1)ニ ワ トリ

ニ ワ トリは筑波家畜衛生研 究所で飼育 された 白色 レグホ ン近交系V系 統(H-B15)を 用

いた。

2)ゲ ノム ライ ブ ラリー の作製 とスク リーニ ング

ニ ワ トリ肝 臓 組 織 よ り高 分子DNAを 精 製 し、制 限酵 素Sau3AIに よ っ て部 分 分 解 した。

15～20kbの 断 片 をゲ ル 電気 泳 動 に よ り分 離 精 製 し、BamHIに よ り消化 され た フ ァー ジ ベ

ク ターEMBL3(Stratagene,LaJolla,CA)ヘ ライゲ ー シ ョ ンに よ り組 み込 ん だ 。加

可加oパ ッケ ー ジ ン グ にはMaxPlaxw(EpicentreTec㎞ologies,Madison,CA)を 利 用

した 。 ニ ワ トリIgM鎖 のcDNAは 、SC系 統 の ニ ワ トリB細 胞 由来 の細 胞 株 、DT-40

(Babaetal.,1985)の 全RNAか らのRT-PCRに よ って 調 製 さ れ た も の を用 いた(清 水 章

博 士 よ り供 与 を受 けた)。CH3-CH4領 域(5L

AGTGGATCCGTCGTGCAGCAGGACAT-3'と5L

ATCGAAπTCACCCGAAGCCCTATCCA-3')、CH1-CH2領 域(5L

GGAATTCCAACAACAGTTCCGTIT-3'と5'-GGGATCCGCACTCCATCCTCTrGC-

3')を 増 幅 す るPCRプ ライ マ ー はEMBL/Genbank/DDBJの デ ー タ ベー ス(ア クセ シ ョン

番 号:XO1613)に あ る塩 基 配 列 に基 づ き制 限酵 素 認識 部 位 を付 加 して合 成 した 。PCR増

幅 断片 はEcoRIとBamHIで 消化 し、 プ ラス ミ ドベ クタ ーpBluescript(KS)ヘ ク ロー ニ ン

グ し、塩 基 配 列 を確 認 した。CH3-CH4領 域 の ク ロー ン(Cμ 一D)はEcoRIとB∂mHI

で 、CH1-CH2領 域 の ク ロー ン(Cμ 一U)はEcoRIとSacIIで 切 り出 し、 イ ンサ ー トを プ

ロー ブ と して使 用 した 。

DJ-6は バ ー ゼ ル 免 疫 研 究 所 のReynaudよ り供 与 を受 けた(Reynaudeta1.,1989)。

Cα 定 常 部 領 域 の プ ロー ブ は、 ツル ク大 学 のMansikkaよ り供 与 を受 け たcDNAク ロー ン

A1(Mansikka,1992)を も とに作 製 した。CH1-CH2領 域 を増 幅す る た め のPCRプ ライ

マ ーCA1(5LAGTGGATCCGCCTCCGCCAGCCGCCC-3')とCA3(5L

ATCGAATrCGCTGACGGTGGCGGTGA-3')は 、EMBL/Genbank/DDBJデ ー タベ ー
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ス(ア クセ ツシ ョ ン番 号:S40610)に あ る塩 基 配列 に基 づ き制 限酵 素認 識 部 位 を付 加 し

て合 成 した 。PCR増 幅 断 片 は 制 限酵 素EcoRIとBamHIと に よ って消 化 し、 プ ラ ス ミ ドベ

クタ ーpBluescript(KS)に ク ローニ ン グ し、塩 基 配 列 を確 認 した 。 これ を さ らにEcoRI

とK々nIに よ って 消 化 して 、 得 られ た457bpのDNA断 片 を プ ロー ブ と して 用 いた 。Cγ 定

常 部 領 域 の プ ロー ブ につ いて は、WeissmannInstituteofScienceのPalvariよ り供 与 を

受 けたcDNAク ロー ンHC36(Parvarieta1.,1988)を も とに作 製 した 。CH1領 域 内 を増

幅 す るPCRプ ライ マ ーCG1(5LAGTGGATCCGATTGTACCCTCTATCC-3')とCG2

(5LATCGAATTCCCπTGAACGTGATCCTCC-3')はEMBL/Genbank/DDBJデ ー タベ

ー ス(ア クセ ッシ ョ ン番 号:GGIGGH1)に あ る塩基 配 列 に基 づ き制 限酵 素 認 識 部 位 を付

加 して 合 成 した。PCR増 幅 断片 を制 限酵 素EcoRIと&血HIと によ って 消化 し、 プ ラス ミ

ドベ ク ターpBluescript(KS)に ク ロー ニ ング し、塩 基 配 列 を確 認 した。 これ を さ らに

EcoRIとBamHIに よ って切 り出 した イ ンサ ー ト(585bp)を プ ロー ブ と して 用 い た 。

また 、 これ らの プ ロー ブ は[α32P]dσrP(Amersham,Japan)で 標 識 した 。

3)ハ イ ブ リダイゼー シ ョン

10-300ngのDNAを 制 限 酵 素 で 消 化 し、0.5-0.7%の ア ガ ロー ス ゲ ル に電 気 泳 動 し た 。

こ れ を ナ イ ロ ン メ ン ブ レ ンHybond四 一N+(Amersham,Japan)に プ ロ ッ テ ィ ン グ し 、

プ ロ ー ブDJ-6、Cμ 一D、Cμ 一U、 マ ウ スSμ(pCS13のBamHI断 片)(Iwasatoeta1.,

1990)、 マ ウ スSα(pCS16のXbaI断 片)(Arakawaetal.,1993)で ハ イ ブ リ ダ イ ゼ

ー シ ョ ン を お こな っ た .ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン は1MNaC1で65℃ で お こな い 、 洗 浄 は

DJ-6、Cμ 一D、Cμ 一U、pE13-D、pE13-CA'の 場 合 は 、0.1xSSC(1xSSCと は0.15M

NaCl,0.015Mク エ ン 酸 ナ ト リ ウ ム)、0.1%SDSの 条 件 下 で65℃30分 を2回 、 マ ウ スS

α、Sμ の 場 合 、1xSSC、0.1%SDSの 条 件 下 で55℃30分 を2回 お こ な っ た 。 オ ー トラ ジ

オ グ ラ ム はBAS2000BioimageAnalyzer(F切iFi㎞,Tokyo,Japan)に よ っ て 解 析 し

た 。

4)塩 基配列決定 とその解析

PRISMDyeTerminatorCycleSequencingkit(PerkinElmer,Japan)に よ る 蛍 光
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ター ミネ イ タ ー サ イ クル シー クエ ンス法 で 、autosequencermode1373A(Perkin

E㎞er,Japan)を 用 い て塩 基 配 列 を決 定 した、 鋳 型DNA内 で の2次 構 造 は10%DMSO試

薬 を加 え る こ とで解 消 させ た 。転 写 因子 結 合 部位 の検 索 ソ フ トウ ェ アー にはGenetyx-

Macver.8.0を 、 ホ モ ロ ジー プ ロ ッ ト解 析 ソ フ トウ ェア ー に はDNASIS-Macver.2.4を

用 い た 。

5)PCR法 によ る高GC含 量のニ ワ トリSμ 領域 の増幅

5.5kbに 及 ぶGC含 量 の高 い繰 り返 し配 列 か らな るニ ワ トリSμ 領 域 のPCR反 応 に よ る増

幅 に は耐 熱 性DNApolymerase、KOD-DASH(TOYOBO,Japan)を 用 い た。PCRプ

ライ マ ーuSμ1(5LACGAATrCGCACTAA]πAGCGGGG-3')、uCμ1-2(5L

ACGGATCCGGAAACGGAACTGTrGTTGG-3')は 今 回決 定 した塩 基 配 列 を基 づ き、 ま

たuCγ1-1(5LCGAGTCGGAACAACAGGCGG-3')はEMBL/Genbank/DDBJデ ー タ

ベ ー ス(ア クセ ッシ ョン番 号:GGIGGH1)の 塩基 配 列 に基 づ き合 成 した 。PCR反 応 に は

TaKaRaPCRThermalCycler(TP-2000)を 用 い、精 製 した ゲ ノムDNA150ngを 鋳 型

に総 反 応 量50μ1の 系 で 、 変 成95℃30秒 、 アニ ー リ ング58℃10秒 、伸 長72℃3分 の 反 応 を

35サ イ クル 行 っ た。 増 幅 産 物 の うち5μ1を0.8～1%ア ガ ロー スゲ ル に泳 動 した の ち 、 ナイ

ロ ン メ ン ブ レ ンHybond伽 一N+(Amersham,Japan)に プ ロ ッテ ィ ン グ し、pE13-Dま

た はpE13-CA'(pE13-DとpE13-CAに つ いて は 図llを 参 照)の イ ンサ ー トを プ ロー ブ

と して サ ザ ンハ イ ブ リダイ ゼ ー シ ョ ンを行 い 、増 幅 断 片 を検 出 した 。

一26一



結果

1)ニ ワ トリ抗体重鎖遺伝子の構成

ニ ワ トリ肝臓組織 よ り抽 出 したゲ ノムDNAを 用 いて、制限酵 素Saα3AIに よる部分分解

ゲ ノムDNAラ イブ ラリーを作製 し、106の ファー ジク ロー ンをニ ワ トリIgH鎖 定常部領域

μ鎖(Cμ 一D、Cμ 一U)、 α鎖(Cα)、 γ鎖(Cγ)のcDNAプ ローブ、可変領域D、J

断片 を含 むゲ ノムDNAプ ロー ブ(DJ-6)と によってスク リーニ ングした。そ の結果 、C

μDプ ロー ブによ り13個 、CμUプ ローブによ り1個 、Cα プ ロー ブによ り22個 、DJ-6プ

ロー ブによ り1個 のゲ ノム クロー ンを単離する ことがで きた。Cγ プ ロー ブによって はゲ

ノムク ロー ンを単離す る ことができなかった。

Cγ プロー ブによってゲ ノム クロー ンが単離す ることがで きなかった理 由は明 らかで は

ないが 、1つ の理 由として考 え られるのは、cDNAの 塩基配列 の情報 か ら各定常部 エキソ

ン上 に存在す るSau3AI認 識部位の数が μ鎖 には1個 、 α鎖 には1個 なの に対 し、 γ鎖 に

は7個 ある とい うことが ある。つ まりγ鎖定常部領域 には μ鎖、 α鎖 に比べて多 くの

S∂u3AI認 識 部位 が存在す るため、部分分解 の時、ゲ ノムDNAが 小 さく分断されす ぎて

うま くク ロー ニ ングされて いな いことが原 因ではないか と考 えて いる。今後 、部分分解 の

条件 を変 える、ク ローニ ングに使 う制限酵素 を変 える等の対策 を考 えている。

クロー ンCμJ-1(DJ-6プ ロー ブによ り単離 された)、 クロー ンCμU-1(Cμ 一Uに よ

り単離 され た)、 ク ロー ンCμD-6、CμD-12(Cμ 一Dプ ローブによ り単離 された)、 お

よびゲ ノム ク ロー ンDJ-6(プ ローブ として も用 いた)を 用 いて、IgH鎖 遺伝子 可変領域

DH、JH断 片 か らμ鎖 定常部遺伝子の分泌型 μ鎖 タ ンパ クのC末 端 をコー ドす るエキ ソン

(CH4+Ctermエ キソ ン)の3'端 までの制限酵素地図を作成 した(図7)。cDNAの 塩基

配列か らCH1エ キ ソンにはPmaCI、CH2エ キ ソンにはPmaCIとSacII、CH3エ キ ソ

ンには八めoI、CH4+Ctermエ キ ソンには〈ヒoI、1>d亡1の 認識部位 が確認 されて いる。 こ

れ らはゲ ノムDNA上 には稀 にしか存在 しない制限酵素認識部位で あ り、 これ を目印 に μ

鎖定 常部遺 伝子の各エキ ソンの位 置を決定 した。そ の結果、CH1エ キ ソンとCH2エ キソ

ン、CH2エ キソ ンとCH3エ キ ソン、CH3エ キ ソンとCH4+Ctermエ キソ ンの間のイ ン ト

ロンの長 さはそれぞれ4.3kb、4.Okb、3.2kbで あった。 また、JH断 片 とCH1エ キ ソ ンの

間 のイ ン トロンの長 さは約10.8kbで あった。
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Cα プローブによ り単離されたクロー ン、Cα 一5、Cα 一6、Cα 一9、Cα 一13を 用 いて 、

α鎖定 常部遺伝子 のCH1エ キソ ンの5'側か らCH3エ キソンの3'側 までの簡単 な制限酵 素地

図 を作 成 した(図8)。CH1、CH3エ キ ソンの位置 は、CH1エ キ ソンはK加1、CH3エ

キ ソンは1>b亡1と いった制限酵素の認識部位か ら決定 した。そ の結果、CH1エ キ ソ ンと

CH3エ キ ソンの問のイ ン トロンの長 さは約10kbで あった。

これ らのイ ン トロンの長 さについて他の脊椎動物のIgH鎖 定常部 のイ ン トロンと比較 し

た(図9)。 図よ り明 らかなよ うに、ニ ワ トリのIgH鎖 定常部 のイ ン トロンは他 に比べて

有意 に長か った。 この結果はIgH鎖 定常部遺伝子群 の進化 を考 える上で興味深 いが、そ の

生物学的意義 にっ いて は今の ところ明 らかで はない。
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2)哺 乳類S領 域 と相同性のある領域(ニ ワ トリSμ 領域)の 存在

マ ウスで は、抗体 のクラススイ ッチは、IgH鎖 遺伝子定常領域 にお いて クラススイ ッチ

遺伝 子組換 えによる。 δ鎖 を除 くすべてのクラスの定常部遺伝子 の上流のイ ン トロンにス

イ ッチ組換 えを司るスイ ッチ(S)領 域が存在 して いる(Shimizueta1.,1982a)。 この

S領 域 はGC含 量の高い繰 り返 し配列で構成されて いる。そ こで今 回単離 した 図7の4つ

の フ ァー ジク ロー ン、CμJ-1、CμU-1、CμD-6、CμD-12の 中にマ ウスS領 域 と相 同

性 のある配列が存在す るか どうか調べ た(図10)。

まず、 プ ロー ブ として用 いたマウスSμ 領域 とマウスSα 領域 との間で緩やか な条件 で

サザ ンハイ ブ リダイゼー シ ョンを行 った。今 回用 いた2っ のプローブは相互 に相 同性 のあ

る ことがそ の塩基配列か ら判明 しているが、BioImagingPlateへ の照射時 間は1分 と非

常 に短 いに も関わ らず 、互 いに非常 に強 いシグナル を検 出す ることができた(図10

A)。

マ ウスSμ 、Sα 領域 をプローブ として、図7の4つ のフ ァー ジク ロー ンに対す るサザ

ンハイ ブ リダイゼー シ ョンを行 い、図7で 示 された領域 のなか に、マウスS領 域 と相 同性

の ある領域が存在す るか どうか について調べた。図10Bで 見 られ るように、CμJ-1、C

μU-1、CμD-6の3ク ロー ンか ら弱 く(BioImagi㎎Plateへ の照射時間 も2時 間)で

は あるが シグナル を得 る ことができた。 この結果 は、今 回クローニ ング した領域 のなか に

マ ウスS領 域 と相 同性 のある領域が存在す る ことを意味 している。今後、 この存在 が確 認

されたマ ウスS領 域 と相 同性 のある領域 をニ ワ トリSμ 領域 と呼ぶ こととす る。

次 に、ニ ワ トリSμ 領域 の存在す る位置 についてであるが、図10Bで 他 の3ク ロー ン

と違 い、CμD-12か らはシグナルを得 ることができなか った ことか ら、ニ ワ トリSμ 領域

は、図7の 遺伝 子地図か ら考 えて、 μ鎖定常部遺伝子CH1エ キ ソンとCH2エ キ ソンの間

のイ ン トロンよ り上流 に存在す る ことが明 らか にな った。

このニ ワ トリSμ 領域 とマ ウスS領 域 との相 同性 については、 図10BのBioImaging

Plateへ の照射時間が 図10Aの 時の120倍 要 した ことか ら、ニ ワ トリSμ 領域 とマウス

S領 域 との相 同性 は、マ ウスSμ 、Sα 領域相互の相 同性 と比べ相当低 い ことがわ かる。ま

た、図10Bの ハイ ブ リダイゼーシ ョンの結果 を見 てわか るように、マウスSμ 領域 のプ

ローブよ りマ ウスSα 領域の プローブを使 った時 に強いシグナル を得 ることがで きる こと

か ら、ニ ワ トリSμ 領域 はマ ウスSμ 領域よ りマウスSα 領域 との相同性の方が高い ことも
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シ ョ ン

マウススイッチ領域をプローブに用いたサザ ンハイブリダィゼー

A.マ ウスSα 、Sμ 領 域 プ ラス ミ ドク ロー ン を32Pで 標 識 した 。 プ ロー ブ と して 用 いた

マ ウ スSα 、Sμ 領 域 は互 い に強 くク ロスハ イ ブ リダイ ズ した 。

B.ニ ワ トリJ-Cイ ン トロ ン、Cμ 領域 フ ァー ジ ク ロー ンの マ ウ ス スイ ッチ 領 域 と の相

同性 を検 証 した 。CμD-6、CμU-1、CμJ-1は マ ウ スSα 、Sμ いず れ の プ ロー ブ と

も ク ロ スハ イ ズ リダイ ズ した 。 マ ウスSα プ ロー ブ はSμ プ ロー ブ と比 べ よ り強 くハ イ

ブ リダイ ズ した た め 、以 降 の実 験 で は マ ウ スSα プ ロー ブ を用 いた 。



3)ニ ワ トリSμ 領 域 を含 む ク ロー ンCμU-1の13 .5kbのEcoRI断 片 の プ ラス ミ ドベ ク タ

ー へ の サ ブ ク ロー ニ ング とク ロー ニ ング時 の 欠 失

ニ ワ トリSμ 領 域 の 詳 しい位 置 とそ の塩 基 配 列 を決定 す るた め に、 ニ ワ トリSμ 領 域 を

含 む ク ロー ンCμU-1を 制 限酵 素EcoRIで 消化 し、13.5kbのDNA断 片 をプ ラス ミ ドベ ク

ターpBluescript(KS)に サ ブ ク ロー ニ ン グ した。 ク ローニ ン グす る 際 、独 立 した9個 の

ク ロー ンの プ ラス ミ ドDNAを 抽 出 してイ ンサ ー トの長 さ を調 べ た が 、 同 一 の長 さ を もつ

ク ロー ンは存 在 しな か っ た。 イ ンサ ー ト内で 欠 失 が起 こ って い る と考 え 、 これ らの うち最

も長 く、 目的 の 長 さの イ ンサ ー トを持 つ ク ロー ンを以 下 、pE13-Aと して 用 いた.

このpE13-Aを 用 いて 、 詳細 な遺 伝 子 地 図 を作 成 し、サ ブ ク ロー ンpE13-B～Eを 作 成 し

た(図11)。pE13-B～Eの ク ローニ ン グの 際 も、pE13-Aの ク ロー ニ ング の とき と同様

に 、 そ れぞ れ につ いて複 数 ク ロー ンの プ ラス ミ ドDNAを 単 離 し、 そ の イ ンサ ー トの長 さ

を調 べ た 。pE13-D(1.1kb)、pE13-E(4.5kb)に つ いて はす べ て ま っ た く同 じ長 さ の

イ ンサ ー トを含 む もの で あ っ た。 しか し、pE13-B(9.Okb)、pE13-C(7.Okb)に つ い

て は 中 に 目的 の も の よ り短 いイ ンサ ー トを持 つ もの が存 在 した。 これ も ク ロー ニ ン グの 際

の イ ンサ ー トの 中で の欠 失 によ る もの と考 え られ た ので 、 そ れぞ れ につ いて最 も長 い 、 目

的 の 長 さの イ ンサ ー トを もつ ク ロー ン を以 下 、pE13-B、pE13-Cと して 用 いた 、

pE13-Cを さ らにサ ブ ク ロー ニ ング し、pE13-CA'(2.5kb、CH1エ キ ソ ン、CH2エ キ

ソ ン双 方 に認 識 部 位 が 存 在 す る制限 酵 素PmaCIで 消 化 しCH1エ キ ソ ン とCH2エ キ ソ ン

の 間 のイ ン トロ ンを除 いた もの)、pE13-CB(4.5kb、pE13-CA'作 成 の 際PmaCIに よ

り切 り出 され る 断片)、pE13-CC(0.5kb、SacIIとEcoRIと によ り切 り出 され る

0.5kbの 断片)と して作 成 した。 これ らにつ いて もそ れ ぞ れ複 数 の ク ロー ンの プ ラス ミ ド

DNAを 抽 出 して 、そ のイ ンサ ー トの長 さ を調べ た ところ 、pE13-CBとpE13-CCは す べ

て 同 じ長 さ のイ ンサ ー トを含 む もの で あ った が 、pE13-CA'は 一部 の ク ロー ン に欠 失 が 見

られ た 。 これ につ いて も最 も長 い、 目的 の長 さのイ ンサ ー トを もつ も の を以 下 、pE13-

CA'と して 用 い た。

pE13-B(9.Okb)に つ いて も、 制 限酵 素XbaIとSPeIに よ って0.9kbの 断片 を切 り

出 し、pE13-BB(0.9kb)と してサ ブ ク ロー ニ ング した.こ れ らにつ いて もそ れ ぞ れ 複 数

の ク ロー ン の プ ラス ミ ドDNAを 抽 出 して 、そ のイ ンサ ー トの長 さ を調 べ た が 、す べ て 同

じ長 さの イ ンサ ー トを持 って いた 。

pE13-E(4.5kb)に つ いて もさ らにサ ブ ク ロー ニ ン グ を行 っ た・K加1で 消化 した 後
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セ ル フ ライ ゲ ー シ ョ ンを行 いpE13-EA(3.Okb)と して ク ロー ニ ン グ した 。 このpE13-

EAに つ い て も複 数 の ク ロー ンの プ ラス ミ ドDNAを 抽 出 して 、そ の イ ンサ ー トの長 さ に つ

いて 調 べ た が 、す べ て 同 じ長 さで あ り、欠 失 の あ る ク ロー ンは存在 しなか った 。

pE13-EAのK々LnI側 か らの塩 基 配 列 を決 定 し、 図11に 示す よ うなPCR用 プ ライ マ ー

uSμ3(5LACGAATrCATGAAGGTCAATGAAGGGGG-31)を 作 成 した。pE13-Eを 鋳

型 に して 、uSμ3とM13R(ベ クターpBluescript(KS)のMCS[MultiCloningsite]の 外

側 に存 在 して 、MCS方 向へ の プ ライ マ ー 。5LGGAAACAGCTATGACCATGATTAC-

3。)の プ ライ マ ー のセ ッ トで増 幅 され た 断片 をpGEM-Tベ クタ ー(Promega,Japan)に

ク ロー ニ ング し、 これ をpE13-EB(1.8kb)と した.こ のpE13-EBに つ いて も複 数 の ク

ロー ンの プ ラス ミ ドDNAを 抽 出 して 、そ の イ ンサ ー トの長 さに つ いて 調 べ た が 、 す べ て

同 じ長 さ で あ り、 欠 失 の あ る ク ロー ンは存在 しな か っ た。

ま とめ る と、pE13-A、B、C、CA'が イ ンサ ー ト内 で 欠失 を起 こす ク ロー ンで あ った 。

また 、pE13-CB、pE13-CC、pE13-E、pE13-D、pE13-BBが イ ンサ ー ト内 で 欠 失 を起

こ さな い ク ロー ンで あ る こ とか ら、5peI(2)認 識 部位 とPmaCI(1)認 識 部位 の 間

の 領 域 にお い て 主 に欠失 が起 こって い る ことが予 想 され た(図11の 青 色 で示 した領

域)。
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4)ニ ワ トリSμ 領域の位 置

図11で 示 したサブク ローンpE13-A、B、C、D、Eを ク ローニ ング時 に使用 した制限

酵素 で切 断 し、2)で 行 ったの と同様の条件でマ ウスSα 領域 とのサザ ンハイブ リダイゼ

ー シ ョンを行 った(図12の 左 の写真)
。pE13-A、pE13-B、pE13-Cの イ ンサー トか ら

は強 いシグナルが得 られた。pE13-Dの イ ンサー トか らはそれ らに比べて弱いシグナルが

得 られた。 しか しpE13-Eの イ ンサー トか らはシグナルが得 られなかった.

次に、pE13-Cの イ ンサー トを制限酵 素PmaCIで 消化 した ところ、1.5kbの 断片か らの

み強い シグナルが得 られた(図12の 左の写真 の右端 の レー ン)。 これ らの結果か ら、ニ

ワ トリSμ 領域 は制 限酵素XbaI認 識部位 とPmaCI(1)認 識部位の間の領域 に存在 し

(図12の 右の制限酵素地図で太 い赤線で示 した領域)、 特 に5peI(2)認 識部位 と

P加aCI(1)認 識部位 の間の領域 にマウスS領 域 と相同性 の高 い領域 が存在す る ことが明

らか にな った。
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図12マ ウスSα 領 域 を プ ロー ブ に用 いたニ ワ トリス イ ッチ 領域 の ス

ク リー ニ ング

フ ァー ジ ク ロー ンCμU-1は マ ウ スS領 域 と相 同性 を もつ 領 域 を含 んで いた 。Cμ

U-1を 制 限 酵 素 で 切 断 し、 プ ラス ミ ドにサ ブ ク ロー ニ ン グ し作 成 した5つ の ク ロー

ンpE13-A、B、C、D、Eを マ ウ スSα プ ロー ブでハ イ ブ リダ イ ゼ ー シ ョン を行 っ

た 。

そ れ ぞ れ の プ ラス ミ ドをサ ブ ク ロー ニ ング の際 に用 い た制 限 酵 素 で 切 断 した 。

pE13-CはCH1に 存在 す るPmaCI部 位 で も切 断 され た 。 プ ロー ブ 陽性 なDNA断 片

はpE13-A、B、D、 及 びCの1.5kbSpeI(2)-PmaCI(1)断 片 、 プ ロー ブ 陰性 な

DNA断 片 はpE13-E、pE13-Cの5.OkbPmaCI(1)-PmaCI(2)-EcoRI(2)断 片 で

あ った 。 マ ウスSα と相 同性 を もつ領 域 は、XわaI-PmaCI(1)3.5kb断 片 に絞 られ

た 。



5)SpeI(2)認 識部位 とP㎞aCI(1)認 識部位 の間の領域 の塩基配列

図12の 結果か ら、SPeI(2)認 識部位 とPmaCI(1)認 識部位 の間にマ ウスSα 領域

と相 同性 の高 い領域が存在す る ことが示 された.こ の領域 は3)の 結果か ら、ク ローニ ン

グ時 に欠失 の起 こ りやす い領域で あったので、pE13-Cは 独立 して クローニ ング した3つ

のク ロー ンを用 いてSpeI(2)認 識部位か らそれぞれ約500bpの 塩基配列 を決定 した。 こ

れ らの塩基配列 はすべて 同一であった。そ してその塩基配列はCCCAGとTACAGと い

う2つ の5塩 基対 の基本単位 配列が5bp毎 に並ぶ繰 り返 し配列であった(Kitaoetal.,

1996)。

この領域 は繰 り返 し配列である ことか らプライマー歩行 法による塩基配列決定が できな

か った。そ こで、pE13-CA'を 用 いて5peI(2)認 識部位か ら欠失ク ロー ンを作成 し、全

体 の塩 基配列 を決定 した。欠失 クロー ンを作成す るとき、イ ンサー ト内での欠失が心配 さ

れたが、欠失 クロー ンのイ ンサー トの長 さを正確 に測 り、また欠失 ク ロー ンを多数単離す

る ことで解決 した。

また μ鎖定常部 のCH1エ キ ソンのす ぐ上流では上流、下流 どち らか らもシー クエンス

反応が 阻害 され た(図13の 倉)。 ここにはC塩 基の7つ 並ぶ配列が あ り、 これ に起 因

す ると考 え られた。DNAの2次 構造 を解消す る働 きのある試薬であるDMSOを シー クエ

ンス反応液 に加 えるな どの工夫で は反応 は回復 しなか った。欠失 クロー ンを多数単離 して

反応 の止 まる領域の ごく近傍 まで欠失 した クローンを選び、なおかつシー クエ ンス反応時

の鋳型 の量 を増や してシグナル を強 くす ることでこの領域 の塩基配列 を決定 し、全塩 基配

列 をつなげる ことに成功 した、

SPeI(2)認 識部位 か らPmaCI(1)認 識部位 までの距離 は1533bpで あ り、上記の5塩

基対の基本単位配列 の繰 り返 し配列 は5ρeI(2)認 識部位 か ら1345bpに 及 んでいた(図

13)。
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A CCCA灘TCC飴 ■■■ ■■ 睡CC巫 ■ ■睡CCAT
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■ ■ 灘 灘TCC副 ■ ■ ■ ■帥CCAG-CC巫CCC副 ■ ■

■ ■睡CCATCCCA羅TCC副 ■ ■ ■ ■ 駐AGAGCCC副 ■ ■ ■ ■睡GTGG
TCC眉CCC皿TACATCCCA灘TCC副 ■ ■ ■ ■睡CCAG-AC皿

CCC巫TACATCCCA鰻TCC・ 明 ■■
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CC醐A・A・CCCAT・GTGG・CC袖 ■ ■ ■ 睡CCA・-CC巫

CCC眉CCC巫TACATCCCA蠣TCC1州 ■ ■

TCCA(泪 ■ ■ ■ ■睡CCAGCCCA 、.、l

CCCA顯TCC咽1■ ■ ■ ■睡CC皿

CCCA鱗TCC巫TGCAGCCCATTCCAG-CCAG-AC巫

CCC眉TCC脚ACATCCCA灘TCC副 ■■ ■ ■睡CCAG

CCC眉CCC劇 ■ ■ ■■ 臣AC皿

CCCA灘TCC瘤CCCA… 灘 .

■ ■ 酢CCAG-CC巫

■ ■睡CCAG-AC袖CCC温CACAG

CCC輔 ■ ■

■■酢cc袖
TTC眉 ■ ■睡CCAG

CCCAATACAT

lTcc圃 ■ ■

CCCA鞭TCC醐GCAGCCCATTCCAG

■ 駐CCA・ ●CCA・CCCACGA・GCCCCCC・-CCCCCCATCT↑CCCCCCCTTT

TCTCTCTCCCCCCCCCCCCCCAAACCCCAC

一
瑠■■■■■■■■■■■除ACGTG

図13SpeI(2)認 識 部 位 か らPmaCI(1)認 識 部 位 まで の塩 基 配 列

全体で1533bp。 と を基本単位配列 とす る繰 り返 し構造 を して い

る。 μ鎖定常部CH1エ キ ソンを で示 した・ この領域を含む プラス ミ ドク

ロー ンは、 クローニ ングの際高頻度 で欠失 を起 こす。また、 含の部分 でシー ク

エ ンス反応が著 しく阻害 された。図14、15で 示す と騨 懇難 の基本単

位配 列 も低 い頻度 で見 られ る。



6)XbaI認 識部位 と5peI(2)認 識部位の間の領域の塩基配列

pE13-Dの1.1kbの 断片 に、3'端 のSpeI(2)認 識部位 のす ぐ上流域 にシー クエ ンス反

応 が阻害 され る領域が存在 した(図14の ↑)。 このシー クエ ンス反応 はDMSOを 反応

液 に加 える ことで 回復 した。pE13-Dが2次 構造 を形成す ることがシー クエ ンス反応 を阻

害す る原 因で あると考 え、パ リン ドローム配列 を検索 した ところ、矢印の14bp上 流か ら

のCCAGCCCと38bp上 流か らのGGGCTGGと いう配列が存在する ことを確認 した(図

14の 緑色 の部分)。

シー クエ ンス反応 の効率の低 さを克服 して、pE13-Dの 全塩基配列 を決定 した。全体 で

1134bpで あった、 また、pE13-Bよ りサ ブクローニングしたpE13-BBの0.9kbの 全塩基

配列 も決定 した。全体で917bpで あった、 この2っ のクロー ンの連結は、pE13-Bの ク ロ

ー ンの欠失 クロー ンを作成 し、一部塩基配列 を決定す ることで確認 した。XbaI認 識部位

と5ρeI(2)認 識部位 の間の領域全体で2045bpで あった。

この領域 は、 図13で 明 らかにな った2つ の5塩 基対 の基本単位配列 と似て いるが異な

る、ACCAGとTAT(A/G)Gと い う5塩 基対の基本単位配列が並ぶ繰 り返 し配列 であった

(図14)。
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全体 で2045bp。
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XbaI認 識部位か らSpeI(2)認 識部位までの塩基配列

また欄 分で騨 難 震繋 灘 輪 提1鰭鰍
よって2次 構造 を形成 して いると考 え られ る。



7)EcoRI(1)認 識部位 とXbaI認 識部位 の間の領域の塩基配列

pE13-E(4.5kb)よ り作製 したpE13-EA(3.Okb)は 、両端 か らプライマー歩行法 に

よ ってその全塩基配列 を決定 した。全体 で2952bpで あった。pE13-Eよ り作製 した

pE13-EB(1.8kb)は インサー トの両端か ら塩基配列 を決定 してみた ところ、繰 り返 し配

列で あった。 このクロー ンは両端か らの欠失 シ リーズを作製 し、その全塩基配列 を決定 し

た。全体で1802bpで あった。

これ らを併せ たpE13-AのEcoRI(1)認 識部位 とXbaI認 識部位の間の領域 、つま り

pE13-Eは4484bpに な る(図15)。

この領域 には2種 の繰 り返 し配列が存在 して いた、1っ は図14と 同様 、ACCAGと

TAT(A/G)Gと い う5塩 基対 の基本単位配列が並ぶ繰 り返 し配列 で、 図14で 示 した領域

と連続 していた。 もう1つ はその上流 に存在す る、ATrAGとAAATAと いう5塩 基対 の

基本単位配 列が並 ぶ繰 り返 し配列であった。 この領域 は、基本単位配列か らもわかるよ う

に非常にAT含 量が高 く、 また この繰 り返 し配列の中に、Ig遺 伝子 のプロモー ター領域な

どにその存在が認め られるオクタマー配列が存在 していた(図15)。
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図15 EcoRI (1) 認識部位か らXbaI認 識部位までの塩基配列

雛 識 す隠 繍 麟 灘位配列とす醜嶺 騨 騨 騰 懸
ター領域 な どに認 め られ るオクタマー配列・ また・ は合成 プラ

イマーuSμ3の 位置で ある。



8)EcoRI(1)認 識部位 とPmaCI(1)認 識部位の間の領域全体 の塩基配列 と繰 り返 し配

列

図13、14、15の 結果 を合わせて、EcoRI(1)認 識部位 とPmaCI(1)認 識 部位

の間の領域全体 の塩基配列 を決定 した。全体で8050bpで あった。

この領域の繰 り返 し配列 にっいて調べるため に、 この8050bpの 塩基配列 をホモ ロジー

プロッ ト法 によ り解 析 を行 った.こ の方法 は2次 元 の平面の縦軸 と横軸 に解析 を行 う塩基

配列 を並べ、片方 の軸の単位長 の塩基配列毎 にもう一方の軸 の配列全体 をホモロジーサー

チす る方法で、 ある割合以上一致す る場合 を相同 とみな し斜線で示す ことで、視覚的 に も

繰 り返 し配列 を同定 しやす くなる。今 回は単位長 を20bpと してホモ ロジーサ ーチを行

い、 まず90%以 上一致す る場合 を相同 とみな して解析 を行 った(図16)。

そ の結果、8050bpの 配列 中に3相 に分かれた繰 り返 し配列がみつか った。つ ま り、先の

図13、14、15の 塩基配列で網掛け し色で塗分 けた繰 り返 し配列 の集合体 に対応 して

いる。 図12の クロスハイブ リダイゼーシ ョンの結果 とこの繰 り返 し配列 を対比 させた結

果、一番下流 の繰 り返 し配列がマウスS領 域 と一番強 くハイブ リす る領域 に存在す る こ

と、真 ん中の繰 り返 し配列がマウスS領 域 と弱 くハイブ リする領域 に存在す る こと、さ ら

に、一番上流 の繰 り返 し配列がマウスS領 域 とハイブ リしない領域 に存在す る ことが判 明

した、下流 の2相 の繰 り返 し配列がニ ワ トリSμ 領域 と考え られ、今回 同定 された3相 の

繰 り返 し配列 を上流か ら、図16に 示 したようにchkRμ(chickenμRepetitive)、

chkSμ1(chickenSμ1)、chkSμ2(chickenSμ2)領 域 と名付 けた。それぞ れの繰

り返 し配列 の長 さは、chkRμ 領域 が1156bp、chkSμ1領 域が3743bp、chkSμ2領 域が

1395bpで あった。

次 にホモ ロジーサーチの条件 を75%以 上 と変更 し同じ塩基配列 をホモ ロジー プロ ッ ト

法 によ り解 析 した(図17)。 そ の結果 、chkSμ1領 域 とchkSμ2領 域 とは互いに相同性

のあ る領域で あるが、chkRμ 領域はchkSμ1、2領 域 とは相 同性 のな い繰 り返 し配列 であ

る ことが明 らか にな った。
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図16ニ ワ トリIgH鎖 遺 伝子 座 の ホモ ロジー プ ロ ッ ト解 析

EcoRI(1)認 識 部 位 か らPmaCI(1)認 識 部位 まで 、8050bpの 塩 基配 列 をホ モ ロ ジー プ

ロ ッ ト法 に よ り解 析 した 。20bp単 位 長 ご とに配 列 全体 をホ モ ロ ジー サ ー チ を し、18bp

(90%)以 上 一致 す る場 合 のみ 相 同 と した。3つ の繰 り返 し配 列 が存 在 して いた 。
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図17ニ ワ トリIgH鎖 遺 伝 子座 の ホモ ロ ジー フ ロ ッ ト解 析(2)

図16と 同様 の解 析 を、20bpの うち15bp(75%)以 上 一致 す る場 合 を相 同 と し

て 行 った 。3つ の繰 り返 し配 列 の の うち 、chkSμ1、chkSμ2領 域 は相 互 に相 同性 が あ

るが 、chkRμ に は下 流 の もの と相 同性 が な い こ とが わ か る・



9)ニ ワ トリ脾臓 でのク ラススイ ッチ遺伝子組換 えの検 出

これ まで に示 したよ うに、ニ ワ トリμ鎖定常部遺伝子上流 のイ ン トロンにマウスS領 域

と相 同性 があ り、繰 り返 し配列 よ り構成 されるニワ トリSμ 領域(chkSμ1、chkSμ2領

域)が 存在す る ことが明 らか にな った。ニ ワ トリSμ 領域がニ ワ トリにお けるスイ ッチ組

換 えを司るスイ ッチ領域 として働いていること、さ らに、ニ ワ トリのIgM以 外 のク ラスの

抗体(IgGま たはlgA)を 産 生す るB細 胞ではスイ ッチ遺伝子組換 えによる μ鎖定常部遺

伝子 のゲ ノム上か らの欠失が見 られる ことが期待 された。

静注 内免疫 によ り抗原刺激 を受けたニ ワ トリでは、7日 目に血清 中のIgGの 抗体価 が ピ

ー クを示す。そ の時 、脾臓 内には胚 中心が形成 され、 ここではク ラススイ ッチが起 こって

いる。抗原刺激後形成 され る胚中心 内には、IgM+B細 胞 が10±5%、IgG+B細 胞が43±9

%、IgA+B細 胞が4±1%存 在 してお り、また、脾臓全体 でもIgG+B細 胞 が9±0%(IgM+B

細胞:76±9%、IgA+B細 胞:1±0%)存 在す ると報告 されている(浴 野、私信)。

そ こでNIP-BSAで 静注 内免疫後7日 目の成鳥ニ ワ トリ脾臓ゲ ノムDNAよ り組換え を完

了 したゲ ノムDNAをPCR法 によ り増幅 し、それ を検 出す ることを試 みた(図18)。 ま

た、ネ ガテ ィブコン トロール として、成鳥 の肝臓 、赤血球 のゲ ノムDNAを 用 いた。

まず、 図18に 示す合成プ ライマーuSμ1とuCμ1-2を 用 いて、生殖型 のゲ ノムDNA

(5.5kb)を 正確 に増幅す る条件につ いて検討 した。塩基配列決定 の項で も触 れたが、今

回増幅す るニ ワ トリSμ 領域 は、5.5kbに も及ぶGC含 量の高 い領域 であるため、PCRに よ

る増幅が困難で ある ことが予想 された。実際、uSμ1とuCμ1-2を 用 い、通常 のrTaq

polymerase(TaKaRa,Japan)に よって増幅 を試みたが、 うま くいかなかった、 プ ラス

ミ ドDNAを 用 いて詳細 に調べ た結果 、図13で 示 したμ鎖定常部遺伝子 のCH1エ キ ソン

のす ぐ上流のC塩 基 の並 んだ特殊 な配列の部分でPCR反 応が阻害 されてい ることが判 明

した、そ こで、数種 の耐熱性DNApolymeraseを 用 いてニワ トリSμ 領域の増幅 を試みた

ところ、KOD-DASH(TOYOBO,Japan)を 用 いて条件を適正 に設定 した ときに脾臓 、

肝臓、赤血球 の どのゲ ノムDNAか らも効率よ く生殖型ゲ ノムDNA(5.5kb)を 増幅す る

ことが可能 になった(図19A、 ここで はニ ワ トリSμ 領域 をプ ローブ としたサザ ンハイ

ブ リダイゼー シ ョンの結果 を示 したが、EtBrに よる染色で も検 出で きた)。

この反応条件 の もとに、合成 プライマーuSμ1とuCγ1-1を 用 いて、脾臓、肝臓 、赤血

球ゲ ノムDNAを 鋳型 にPCRに よる増幅をお こな った、まず 、EtBrに よる染色で は脾臓 、

肝臓 、赤血球 どのゲ ノムDNAか らも増幅断片は検 出で きなか った、次 に、chkSμ1領 域
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(pE13-D)を プ ローブ としたサザ ンハイブ リダイゼーシ ョンを行 った ところ、脾臓ゲ ノ

ムDNAよ り独立 に増幅 した4つ のサ ンプルで はいずれか らも複数 の増幅断片が検 出され

た、そ れに対 し、肝臓 ゲ ノムDNAか らは非常 に弱い増幅 しか検 出されず、赤血球ゲ ノム

DNAか らは増 幅が全 く検 出されなかった(図19B)。 これは脾臓特異 的に μ鎖定常部遺

伝子 をゲ ノム上か ら欠失す る遺伝子組換 えが起 こって いることを示 して いる。 さらに、そ

れぞ れのサ ンプル間では増幅 され る断片 の数およびそ の長 さが異なって いる(図19Bの

spleenの レー ン)こ とか ら、組換 え点が数kbの 範囲に分散 している ことが示 された。

次 に脾臓ゲ ノムDNAよ り増幅 した1つ のサ ンプル につ いて,同 時 に2枚 のナイ ロンメ

ンブ レンにプロッテ ィング し、それぞ れを2種 のニ ワ トリSμ 領域 のプロー ブ、pE13-D

とpE13-CA'に よ りサザ ンハイ ブ リダイゼーシ ョンを行 い増幅断片 を検 出 した(図19

C)。 複数存 在する増幅断片 のうち、大部分はpE13-DとpE13-CA'、 双方のプ ローブで

検 出す る ことがで きた、 このよ うな増幅断片 にはchkSμ1お よびchkSμ2両 領域 が含 まれ

る ことを示 してお り、図18Aに 示す よ うな下流 のchkSμ2領 域 にお けるスイ ッチ組換 え

による増幅断片で ある。 これに対 し、短 い増幅断片 の中には上流 のプローブ、pE13-Dに

よってのみ検 出され るものが存在 した(図19Cで 矢印で示 したバ ン ド)。 この増幅断片

にはchkSμ2領 域 が含 まれな い、す なわち これ は、図18Bに 示すよ うな上流 のchkSμ1

領域 にお けるスイ ッチ組換 えによって生ず るゲ ノムDNAの 増幅断片である。す なわ ち

chkSμ1、chkSμ2両 領域 においてスイ ッチ組換えが起 こっている ことが示 された.ま た

検 出され る増幅断片数の比較か ら、組換 えには下流 のchkSμ2領 域がよ り高頻度で使われ

る ことが示唆 された。

この ように抗原刺激後の脾臓 に特異的に(図19B)、chkSμ1、chkSμ2そ れぞれの

領域 を介 したスイ ッチ組換え(図19C)に よ り生ず るゲ ノムDNAを 検 出す る ことがで き

た。
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図18ニ ワトリクラススイッチ遺伝子組換え産物の検出

上 記 の よ う にプ ライ マー を作 製 し、 スイ ッチ 組換 え産 物 の検 出 を試 み た 。PCR用 のポ リメ ラー ゼ にはKOD-

DASHを 用 い、 図 に示 した ニ ワ トリSμ 領 域 の プ ロー ブ(pE13-D、pE13-CA')を 用 い たサ ザ ンハイ ブ リダ イ ゼ

ー シ ョ ンに よ り、chkSμ2領 域 内(A)も し くはchkSμ1領 域 内(B)で の組 換 え に よ る産 物 を各 々検 出す る こ と

に成 功 した 。chkSγ につ い て は未 同定 で 、存 在 も明 らか で は な い。
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図19ニ ワ トリスイッチ組換え産物の検出

A.生 殖細胞 型スイ ツチ領域 のPCR;B.ス イ ツチ組換 え産物のPCR;C.脾 臓か らのス

イ ッチ組換 え産物 のPCRを ニ ワ トリSμ 領域 に対す る2種 のプロー ブで検 出。

脾臓 、肝臓 、赤血球か らゲ ノムDNAを 精製 し、生殖細胞型及び組換 え型 のスイ ツチ

領域 をPCRで 増幅 した。PCR産 物はスイ ッチ領域DNAプ ロー ブを用いたサザ ンハイ ブ

リダーゼー シ ョンで検 出 した。PCRプ ライマー 、PCR鋳 型 の由来、ハ イブ リダイゼー

シ ョンプロー ブは図 中に示す。C.の 矢印のバ ン ドに注 目。



考察

1)μ 鎖定常部CH1エ キ ソンの上流 に存在す るニ ワ トリSμ 領域

筆者 はニ ワ トリIgH鎖 遺伝子 μ鎖定常部CH1エ キソンの上流のイ ン トロンにマ ウスS領

域 と相 同性 のある領域(ニ ワ トリSμ 領域)が 存在す る ことを確認 した。S領 域 はマウス

で はクラススイ ッチ遺伝子組換え に必須 の領域 である。

S領 域 は繰 り返 し配列が階層構造 をな して いる。今 回、ニ ワ トリSμ 領域 はマ ウスSα 領

域 と強 くハイ ブ リダイズす る領域 として 同定された、マウスSα 領域 は、5塩 基対 の基本

単位配列CTG(A/G)Gか らな り、 これが集まって20-30bpの 単位 、さ らに これが集 まっ

て80bpの 単位 をな し、 これ らが10回 繰 り返 して0.8kbの 単位、 さ らにこれが5回 程度

繰 り返 して4.2kbのSα 領域 を構成 している。そ して.そ のスイ ッチ組換 え点 は、繰 り返

し単位 の中のコ ンセ ンサス配列上に集 中 している ことが明 らか になっている(Arakawa

etal.,1993)。 他 のアイ ソタイプのS領 域 についても同様な ことが明 らか になってお り、

マ ウスS領 域 はその繰 り返 し配列か らなる1次 構造 と組換え とい う機能が対応 している。

今 回単離 され たニ ワ トリSμ 領域 も高度 な繰 り返 し配列 をして いる。chkSμ1領 域 は

ACCAGとTAT(A/G)G、chkSμ2領 域 はCCCAGとTACAGと い う各 々2つ の5塩 基対

か らな る基本単位配列 の繰 り返 しによって構成 されている。chkSμ2領 域で はこれ らの繰

り返 し基本単位配列が5bp毎 に並んでいる。 このよ うに繰 り返 し基本単位配列 が一定 間隔

に並 んで いる構造 はマ ウスSμ 領域 に見 られ る特徴 であ り(Nikaidoetal.,1981)、 ニ ワ

トリSμ 領域 とマウスSμ 領域の構造的な相同性 を見る ことがで きる。

先 に示 したニ ワ トリの繰 り返 しの5塩 基対 の4つ の基本単位配列 であるが、 これ らの う

ち3つ の最後 の3塩 基は どれ もCAGで あ り、相同性 がある。 この配列 はマ ウス のS領 域 の

繰 り返 し基本 単位 配列CTG(A/G)Gの 最初の3塩 基CTGと うまく対応 して いる ことがわ

か る。つ ま り、ニ ワ トリの繰 り返 し基本単位配列 はマ ウスの もの とほぼ相補的な関係 にあ

る。特 に、chkSμ2領 域 のCCCAGと い う配列 はマ ウスの σrG(A/G)Gと い う配列 と完

全 に相補的 である。 この ことは、ニ ワ トリSμ 領域はマウスにお けるS領 域 とは転写 の向

き に対 して逆 向きの構造 をしている ことを示唆 している。S領 域 の向 きが反対 で あるとス

イ ッチが阻害 され る とい う報告 がある(Dar且elsandLieber,1995)こ とか ら、 このニ ワ
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トリSμ 領域 の構造 はニ ワ トリのスイ ッチ分子機構 を考 える上で も非常 に興味深 い。今

後 、ニ ワ トリSγ 、Sα 領域 も同様 に哺乳類のS領 域 と逆向 きの配列で あるかな ど解 析す る

必要が ある。

マ ウスで はSμ 領域 が進化 の過程で重複 して各アイ ソタイプのS領 域 となって いる とい

う説が あるが 、ニ ワ トリの他のアイソタイプのS領 域 もニ ワ トリSμ 領域 、特 にchkSμ2

領域が重複 した形 を して いることも予想 される。実際、chkSμ1領 域 はchkSμ2領 域 の2

倍～3倍 の長 さである ことか ら、chkSμ1領 域がchkSμ2領 域 の重複 によって現われ た構

造で ある ことも考 え られ る。今後 、ニ ワ トリγ鎖、 α鎖定常部遺伝子 の上流域 の構造解 析

の結果が待 たれ る ところで ある。
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2)ニ ワ トリSμ 領域 の上流 のAT含 量 の高い繰 り返 し配列(chkRμ 領域)

マウスでは クラススイ ッチ組換 えの前 にその標的遺伝子 のS領 域 の上流 に存在す るプロ

モーター領域 よ り転写が開始 される(Stavnezeretal.,1988;Lutzkereta1.,1988)。

そ して、 この転写 はクラススイ ッチ組換え に必須で ある。筆者 は、ニ ワ トリSμ 領域の上

流 にAT含 量の高い繰 り返 し配列(chkRμ 領域)が あることを示 し、 さらにそ の中にIg

遺伝 子の プロモー ター領域 に種 を通 じて存在す るオクタマー配列が存在す る ことを示 した

(図15)。 そ の存在位置 と保持す るモチーフか ら、 このchkRμ 領域がニ ワ トリSμ 領域

の生殖型転写 を調節 して いることが示唆 される。 また、マウスSμ 領域上流 にはいわゆる

1領 域の他 にIgH鎖 の転写 を調節するエンハ ンサー領域(Eμ 領域)が 存在す ることか

ら、 このchkRμ 領域 がIgH鎖 遺伝子 の発現調節領域である ことも期待 され る。
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3)ニ ワ トリにお けるクラススイ ッチ機構

筆者は、PCR法 を用いて、抗原刺激 したニワ トリ脾臓ゲ ノムDNAよ り、 μ鎖定常部 と

γ鎖定常部 との間でのク ラススイ ッチ遺伝子組換 え産物 を増幅す る ことに成功 した、鳥類

にお いて も、繰 り返 し配列 よ りな るS領 域 を介す る、いわゆる領域特 異的なクラススイ ッ

チ遺伝子組換 え機構 が働 いている こと、そ してその組換えはマウスS領 域 と相 同性 の高 い

繰 り返 し配 列(chkSμ2領 域)で だけでな く、マウスS領 域 とは相 同性の低 い繰 り返 し配

列(chkSμ1領 域)内 で も起 こっている ことを示 した。

抗原刺激後 出現す るニ ワ トリ脾臓胚 中心 には、IgMを 単独で発現 しているB細 胞が8

%、IgGを 単独で発現 しているB細 胞が32%存 在 しているのに対 し、IgMとIgGを 同時 に

発現 して いるB細 胞 が10%も 存在 して いる。つま り、ニワ トリ胚中心では抗原刺激 を受 け

た多 くのB細 胞 がIgGへ のクラススイ ッチ を起 こし、その過程 には哺乳類 と同様 の遺伝子

組換 え機構 を用 いているが、組換 えを起 こすB細 胞 の比率はマウス ほど多 くな く、スイ ッ

チ組換 えを行 わず 、何 らか の形でIgMとIgGを 両方産生す る細胞群がマウスな どと比べて

高 い比率存在 している と考 え られる。マ ウスで もこのよ うなIgMとIgGを 両方産生す る細

胞群 の存在 が確認 されてお り、その分子機構 としてRNAレ ベルでの トランスス プライ シ

ング機構 が提 唱されている(Shimizuetal.,1991)。 このような機構が存在す るな ら、

そ の機構 は哺乳類よ りむ しろ鳥類 において積極的に用い られて いると考 える こともで き

る。
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4)両 生類で のクラススイ ッチ組換 え機構

最後 に、興 味深 い ことだが1996年 バーゼル研 年報 に両生類 クラススイ ッチ機構 の研究

が 中間報告 されて いる。ニ ワ トリSμ 領域、マウスS領 域 の繰 り返 しの基本単位 配列 を、

非公式 に報告 されているアフ リカツメガエルのJH-Cμ イ ン トロンに存在す る繰 り返 しの

基本単位配列 と比較 して みた(図20)(MuβmamandDuPasquier.,1996)。

そ の報告 では、ア フリカツメガエル のIgH鎖 遺伝子JH-Cμ イ ン トロンに約5kbに 及 ぶ μ

鎖 スイ ッチ領域 が存在す る として、そ の領域 は上限150bpの 配列 による繰 り返 し配列で あ

り、AG㏄ という4塩 基対 を主な基本単位配列 とす る繰 り返 し配列 である ことが記 され

てい る。 さ らにZ鎖 定常部 の上流 にも数kbに お よぶZ鎖 スイ ッチ領域 も存在 を示唆 して

お り、 こち らはTGCAとCATGと い う4塩 基対 を主な基本単位配列 とす る繰 り返 し配列

で あるとして いる。 さ らにIgX産 生B細 胞では μ鎖定常部遺伝子 のゲ ノム上か らの欠失 が

ある ことも確認 し、彼 らはそ の組換え点 も検 出 している。 この組換 え も哺乳類 と同様、部

位 特異的で はな く領域特異的な組換えであるよ うで ある。も しこの報告が正 しいな らば哺

乳類で見 られ るクラススイ ッチ組換え機構が変温脊椎動物 の両生類 に保持 されて いる こと

にな る。今 回筆者 は鳥類のク ラススイ ッチ組換 えを報告 した。 このク ラススイ ッチ遺伝子

組換 え機構 は、IgH鎖 遺伝子 を同一染色体上 に1つ の遺伝子群 として もち、 さ らに複数 の

抗体 のクラスを保持す るようになった両生類か ら鳥類、哺乳類 に至 るまで保存 され た機構

で ある ことになる。 これはニ ワ トリにおいて特有 の抗体遺伝子 の多様性産 生機構が存在す

る ことと対照 的である。

今後、ニ ワ トリにお いて他のアイ ソタイプのS領 域の繰 り返 し配列 の特徴や組換え点の

位置 につ いて詳 しく調べ る ことを考 えているが、その結果、スイ ッチ組換え機構 の種 間で

の違 いにつ いて も明 らか にな ることを期待 して いる。
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A.マ ウ ス

S領 域

Sμ 、SY3、Sγ1、Sγ2b、

SY2a、Sε 、Sα 墾一
B.ニ ワ ト リ

chkS肌1

[相 補 鎖

chkSμ2

[相補 鎖

基本単位配列

ACCAG

CTGGT

CCCAG

CTGGG

TAC(A/G)G

C(C/T)GTA]

TACAG

CTGTA]

C.ナ マ ズ

基本単位配列

ATGT

D.ア フ リカ ツ メ ガエ ル

基本単位配列

SμAGCT

Sり(TGCA,CATG

図20ス イッチ領域基本単位配列

A.マ ウスでは、Cδ を除 くそれぞれの定常部遺伝子のす ぐ上流 のイ ン トロンにS領 域 が

存在す る。各S領 域 は数kbに わたる繰 り返 し配列 であ り、基本単位配列 と して

CTG(A/G)Gが 同定 されて いる。

B.ニ ワ トリSμ 領域 とみ られ るchkSμ1、2か ら同定 された基本単位配列。1つ のユ

ニ ッ トの相補鎖(C江 ℃GG)が マウス の基本単位配列 と一致する。

C.ナ マズ もlgH鎖 遺伝子 μ鎖定常部の上流に繰 り返 し配列 をもつが、非常 に短 く

(240bp)、 スイ ッチ組換 えへ の関与はない と考 え られ る・

D.ア フ リカツメガエル では上 の基本単位配列 か らなる5kbに 及ぶSμ 領域 が存在 し、そ

の領域 での組換 え も報告 されて いる。
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