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1981年 に 、 マ ウ スB細 胞 表 面 分 子Lyb-2がB細 胞 活 性 化 ・分 化 過 程 を制

御 して い る こ と を 、我 々が 初 め て 報 告 した。 その 後の 機 能 解 析 に よ り、 しyb-2

は造 血 系 細胞 の 増 殖 ・分 化 を 制 御 して い るB細 胞 刺 激 因 子(BSF-1>に よ るB

細 胞 シグ ナ リ ング を調 節 して い る分 子 で あ る可 能 性 が示 唆 さ れ た。

本 研 究 で は 、しyb-2の 機 能 を さ らに 詳 細 に解 析 す る と同 時 に 、BSF-1し セ

ブ タ ー との 関 連 性 を検 討 す る 目的 で 、Lykｺ一2の 構 造 解 析 を 行 った 。 ま た 、未 た

不 明 なBSF-1レ セ プ タ ー を介 す る シ グナ リン グ に関 与 す るsecondmessenger

の同 定 を 試 み た 。 そ の 結 果 、 興味 あ るい くつ かの 知 見 を 得 る こ とが で き た。 こ

れ らの 研 究 成果 につ い て 、 御 批 判 を 頂 け れ ば 幸 甚 で あ る。
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BSF-1は 造 血 系 細 胞 に広 く作 用 し、 その 増 殖 ・分 化 を 調 節 して い る因 子 で

あ り、B細 胞 にお いて も多 彩 な活 性 を 示 す こ とが 明 らか に され て い る 。 この 作

用機構 の 理解 に は、 レセ プ ターを 同定 し、 その 構 造 を 解 明 す る こ と が 重 要 で あ

る。我 々は 、 その 候 補 と してB細 胞 分 化 を制 御 して い る しyb・2を 考 え た 。

本 研究 で は 、 この 可 能 性 を 考 慮 に 入 れ 、BSF-1の 活 性 発 現 、 特 に抗 体 の ク

ラ スの 調節 に お け るLyb-2の 関 与 を 検 討 し、 ま だ明 らか に な って い な いBSF-

1を 介 す るB細 胞 シ グ ナ リン グ の機 構 につ いて も解 析 を 試 み た。 さ らに 、 既 に

報 告 され て い るBSF-1レ セ プ タ ーの特 徴 との 異 同 を検 討 す る 目的 で 、 しyb-2

の 構 造 解析 を行 い、以 下 の結 果 を 得 た(こ れ らの 背 景 に つ いて は 、 別 添1を 参

照 の こ と)。

・
tionof

ation.

'?
,.1983.

1.BSF-1こ こ
一 の ≡賄 渦 にiZしvb -2の

spouse

へ

BSF-1は しPSと と も にB細 胞 に 作 用 してIgGlとIgEの 産 生 を 誘 導 す る。

Lyb-2はLPSに よ る活 性 化 過 程 に は ま っ た く関 与 して い な いが 、BSF-Rこ よ

るIgGI産 生 を 調節 して い る こ とが 明 らか に な った 。 す な わ ち 、 しyb-2はB細

胞 に お け るBSF-1の ほ とん どす べ て の 活 性 発 現 を制 御 して い る分 子 で あ る と

考 え られ る。IgGI産 生 に対 す る しyb-2の 関 与 を 限 界希 釈 実 験 で検 討 し た結 果 、

18Gl産 生 細 胞 の 前駆 細 胞 が 出 現 す る過 程 で機 能 して お り、IgG1産 生 に コ ミ ッ

トした細胞 の増 殖 ・分 化 の 過 程 に は関 与 して い な い こ とが 示 さ れ た(別 添2)。

さ らに、 しyb-2に よ る制 御 は 、lgG1遺 伝子 活 性 化 の 転 写 過 程 で行 わ れ て い る

可 能 性 が示 唆 され た(準 備 中)。 また 、IgE産 生 に 対 す る効 果 に つ い て は現 在

検 討中 で あ る。 も しIgGIに 対 す る効 果 と同様 の 結 果 が 得 られ れ ば 、BSF-1に

よ りIgGl/19ε レヘ ル が 上 昇 して い るnematode感 染 マ ウ ス を 用 い て ・ しyb-2

抗 体 がinvivoに お い て も これ らの ク ラ スの 抗 体 産 生 を調 節 で き るの か と い

う問 題 を検 討 す る予 定 で あ る。
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2.し 、b-2の 五 壬ま猷

脾B細 胞 、 及 ひ 二 種 類 のBリ ン パ 腫((-29、L1210)を1251で 標 識 後 、

可 溶 化 し た 膜 分 画 を しyb-2抗 体 で 免 疫 沈 降 し 、 還 元 下 にS[)S-PAGEを 行 い

しyb-2の 性 状 に つ い て 検 討 し た 。 そ の 結 果 、 従 来 報 告 さ れ て い る45kDの 分

子 の 他 に105kDの 分 子 が 検 出 さ れ た 。 こ の 二 種 類 の 分 子 の 関 係 を 調 べ る た め

に 、 還 元 ・非 還 元 の 二 次 元SDS-PへGEを 行 っ た と こ ろ 、 しyb-2はS-s結 合 で

結 ば れ た45kDと105kDの 構 成 鎖 か ら な るheter(》di爬rと 、45hGのho-

trimerあ る い は45kDと1251で 標 識 さ れ に く い 構 成 鎖 か ら な るheterodi-

merと い う二 つ の サ ブ ユ ニ ッ トか ら構 成 さ れ る 分 子 で あ る こ と が 示 唆 さ れ た

(別 添3)。

(ualmi

拮 抗 剤

レ セ ブ ご

ン の 動 夷

た 。 一 フ

よ っ て(

な い と=

発 現 に`

3.し'b-2cDN.Aロ ー 二 、

しyb-2の 分 子 構 成 が 上 記 の よ う に 複 雑 で あ る こ と 、 さ ら に しyb・2抗 体 が

膜 に 転 写 さ れ た 蛋 白 と 反 応 しな い こ と か ら 、 発 現 型 のcD黙 ラ イ ブ ラ リ覧一 を 抗

体 で ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と は 困 難 で あ る と 考 え ら れ た 。 そ こ で 、 しyb-2蛋 白

の ア ミ ノ酸 配 列 を 決 定 す る こ と か ら始 め た 。Bリ ン パ 腫i・29細 胞 をNP-40

で 可 溶 化 後 、 二 次 元SDS-PへGEを 行 い 、 しyb-2に 相 当 す る ス ポ ッ トを ゲ ル か ら

polyvinylidenedifluoride膜 に 転 写 し 、 そ の ま ま シ ー ク エ ン サ ー に か け る と

い う 方 法 を と っ た 。 しか し、1-29細 胞100gか ら の 精 製 で は 、 ア ミ ノ 酸 配 列

決 定 に 充 分 な しyb-2を 回 収 で き な か っ た 。 現 在 、 さ ら に 大 量 の 細 胞 を 用 い る

方 法 と 、 しyb-2高 発 現 細 胞 株 を 樹 立 す る方 法 と に よ り 、 再 検 討 す る 段 階 に あ る。

4.BSF。1レ セ ● 一 ウ 〈 シ
1ン 隔のsecondmessenerq定 の 量'み

BSF-1と 抗lgN抗 体(α 一μ)のla抗 原 誘導 活性 を指 標 と して 、各 種 の

細 胞 内 代 謝抑 制剤 を 用 い て解 析 した。 は じめ は 、la誘 導 活性 を も つ と報 告 さ

れ て いた しyb-2抗 体 との 比較 を 行 う予 定 で あ った が 、我 々の と こ ろ で は この

結 果 を再 現 で きず計 画 を 変 更 した。 そ の結 果 、 α一μ の 活 性 は 、PKCの 抑 制 剤
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票識 後 、

≧行 い

kDの 分

べ る た め

結 合 で

Dのf10-

terodi一

さ れ た

(palmit.aylcarnit.ine)、 カ ル モ ジ ュ リ ン 拮 抗 剤(W-13)、 細 胞 内 カ ル シ ウ ム

拮 抗 剤(TMB-8)、Na/Hantiportinhibitor(Amiloride)で 抑 制 さ れ 、 抗 原

レセ プ タ ー を 介 す る シ グ ナ リ ン グ に は 、PKCの 活 性 化 、 細 胞 内 カ ル シ ウ ム イ オ

ン の 動 態 、 さ ら に 細 胞 内pN調 節 系 が 重 要 な 役 割 を 担 っ て い る こ と が 示 唆 さ れ

た 。 一 方 、BSF-1に よ るla発 現 誘 導 は 、 検 索 し た 抑 制 剤 の う ち でTMB-8に

よ っ て の み 抑 制 さ れ た 。 こ の こ と は 、 細 胞 内 カ ル シ ウ ム イ オ ン 濃 度 を 増 加 さ せ

な い と さ れ るBSF・1も 、 極 微 量 の カ ル シ ウ ム イ オ ン の 動 態 の 関 与 が そ の 活 性

発 現 に必 要 で あ る 可 能 性 を 示 唆 し て い る(準 備 中)。

抗 体 が

リー を 抗

b・2蛋 白

NP-40

ゲ ル か ら

か け る と

ノ酸 配 列

1用 い る

階 に あ る 。

一一の 雪 み

、各 種 の
'報 告 さ

隔は こ の

D抑 制 剤
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