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論文要旨 （1-) 

［目的］ I型アレルギーの病態形成の解明及

び、1 叫叫叫町の 1 構 1築 1のIた1めIに|は|、 Iラ1ツ 1卜1をI用Iい

tこII I型IァI叫叫ギ|-I の 1 動 1 物 1 実 1 験 1 モ 1 デ I ル I で 1 の ~gE Iの

訓叫叫州剛叫町叫叫あ 1る 1。 I従 I来 1アIレIルIギI-I研

究1 日刷ぃ 1 ら 1 れ 1 て 1 ぃ 1 た 1 ラ|ッ|卜 |IgEI は 1 、 |IR1~2 Iミ I工 lロ

マ 1 細 I 胞 I 由 I 来 I の IIgEI 叶ぁ|り|、 1 抗 1 原 1 特[|的 ~gE に 1 は

t、:：tit, 。I従1 っ1叶、 II I町ァ|レ|ル|ギ|-Iの1病 1態に 1理 i学

的I研I究IでI叫lg吋の 1意 1義 1性lを1論 Iじ 1る 1の|に|しま 1問 1題 lが

あIっIた1。I花城らは、 di (DNP 

•Asi 抗 I 原 I を I 感 1 作|し|た |B吋wn•ドo沖ay Iラ|ッ|卜|の 1牌 1細1胞 lと

マ1 ウIス1ミIエI口1-1マ1細I胞 |(Sp似o和墳SF)Iをl融悼 IしlI 

DNP I特I異I的Ilgり抗 1体1を1産|生|.|分|泌|すードsIFり．3|細 1胞

をI作I製Iし1、Iさ 1 らIにIELlSAI法 IにiょIる 1抗i原頃 I異 1的lgE

のI測I叫叫匂剛叫し 1た1。 1本 1研 1究 1で 1は1、|F叶3I細l胞

由I来1 叫抗1 原 1特1 異 1的|lgi(lg~ F~·3) Iと|IR!62I 由 1 来 1 の ~gE

のI構l叫叫町ぃ 1を1明lら1ヵ、 1に卜jIるに 1めIに，、

とIりIわIけ1叫剛叫町IgEI受 I容|体|(F~eRri a|サ|プ lユ I二 Iツ

トIへIのI相 1叫叫用lに1関 I与 Iす Iる IC班3I、ICH4 Iド 1メ 1イ

ン1 叫叫叫をl司ぅl叫め|に|、|IgEFH31のIcD]N'A IのI塩 I基

酉2|万ljI決I叫叫目i的|と|し|fこ 1。 1ま 1た1、|F吋＿3|細 1胞 Iか Iら

＊論文要旨は3枚 (1200字以内）にまとめること。 (20X20) 



論文要旨 (2.) 

のIlg 分泌量が外在性に添加した IgE量に反比例

し I て 1 叫叶叶吋こ I と|ょ|り|、 |F~・3 I 細 1 胞 1 膜いこ 1 の ~gE Iレ

セIプターまたは IgE結合蛋白の存在が示唆され

て1おIり1 、I 本I研I 究 1 で 1 しま | F斗．3| 細 1 胞 i で | の| Fe屯II の1発 1現

にI関I叶叶、 IFc1RI叶サ|プ|ユ|二|ッ|卜|の |cDEAIの1塩 1基 1配

列I決I叫叫司っ|た|。 1 I I I I I I | I I I I 

[I方1 叫］ l 吋EFi-3 I及|ぴ|Fe屯I叶サ|プ|ュ|二 Iッ1卜1のIcDNA 

断＼叶叶叫叫叶叫た 1め|に|、 1既 Iに1報 1告 1さ1れに 1い1る

Ig! （| I凡162|）I及1び|マ|ゥ|ス |Fe屯Ialサ|プ|ュ|二|ッ I卜1塩 1基

i!!iie|万ljI；力‘|ら 1、I特 1町叫プ|ラ|ィ|マ|-Iを1作 1製 lし1、惇 I転

写 poym R)法により目的 cDA を1増

幅1 叶た1。I叶叫ゎ|ち|、 1抽l出|し|た |totf1REA Iを1逆 1転 I写

酵1 叫叶ォI叶ゴI(dTj配I叫を 1含 1む 1合1成 1プIラ1イ 1マ

曲 1)1が剛ぃ1てIto如応Alヵ、 1ら|1I本|鎖 |cD糾 Iを匡厚 I

し1、|I幽 四3IまIたIはIFceRI a.IサIプ|ュ|二|ッ|卜田 I異佃 Iプ

ラIィIマI-1匂町い|て|T卯DNAIポ1リ 1メ 1ラ1-1ゼ Iには 1り

PICR Iを1引っ1た1。1増 1幅 1後 1アIガ I口 1-1スI電は 1泳 I動 Iを

行Iい、 1 町叫の DEA|パ|ンド 1を|ゲ|ル|力、 Iら1抽 1出Iし

た 1 。 |Sa~ger| ら I 叫叫法 I に 1 基 1 づ< |4 I ~ 1 ~ 
i i I叫ょIり1、1塩l基配 I列の 1決定 Iを1行 IっIた10

＊論文要旨は3枚 (1200字以内）にまとめること。 (20X20) 



論 文要旨 (3) 

[I 創剰］ ICli3 I、ICtl4 Iド|メ|イ|ン 1塩層 I配 1~0 Iの|lg

FE-3 IとII幽 IR162IのI相I同1性1は |1001% Iで1あ 1っに 1。I

方1、|Ff・3I細1胞Iに1発1現Iす|る |Fc£llalサ|ブ|ユ I二lッI卜1の

塩I 叫叫叫と I 叶ゥ|ス |Fcs~Ialサ|プ|ュ|二|ッ|卜|と 1の国 1同

性1叫吋0%I吋ぁ1っ|た|。 1ま|た|、 I13-1ct吋 cD~A I}まlラ Iツ 1ト

おlょ1び、1叶ゥ1吋叫叫の1塩l基 l配 1列 lでlぁlつに I0 I 

[I考I叫］ I吋EFf・3 I 叫 C~3,C~4 Iド|メ|ィ|ン 1遺 1伝I子 Iは 1ラ

ッI卜1の1町剛細1胞1由1来|で|ぁ|り|、 IFc伍I叶サ 1プIユI二Iツ

ト1遺1回司叫叶ゥI吋ミ I叶口 1-Iマ1細1胞1由 I*Iで1あ Iる

とI考Iえ1司叫た1。|I研： F庫•3 |と |Fe淋I叶サ|プ|ュ|二 lッI卜1の

細1胞|で|発|現|す-Iる1とIぃIぅ I結ぼ 1しま

FE-3 I細I胞IかIら1州副さ 1れーたJlgEIが IFE!-3 I細I胞I膜I上lの

lg月レI叫プ|夕|-|と 1の1相1互 i作1用 1を 1介 IしIて IF叶31細I胞

叫Igi州叫叫剛町し1て 1いる 1可 1能 1性 Iを I示 I唆 IすIるIも

の1 でI叫吋。 1今1後1は F亜＿3I 細 1 胞 l 膜|上|の |Fe屈~I| 蛋にI I発

現1叶町叫し、 1IgE|と|IgEIレ|セ|プ|夕|-1の1相に 1作国 1に

起1 叫す1 叫。~sidrin Iの|シ|グ|ナ|ル|伝 I達 1機 1序 1を 1明 Iら 1か

に1すI 糾引匂叫ぁ Iる1。| I I I I I I I I 

＊論文要旨は3枚 (1200字以内）にまとめること。 (20X20) 
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論文 審査結果の要旨
(I) 
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（論文題目）

The Nucleotide Sequence of Dinitrophenyl-Specific IgE and FceRI a-Subunit Obtained 

from FE-3 Hybridoma Cells 

(FE-3細胞由来のdinitrophenyl特異的IgE抗体及びFceRIaサプユニットの塩基配列の決

定）

（論文審査結果の要旨）

上記論文に対して、研究に至る背景と目的、論文の内容、特に、実験方法、手技と学術

的水準、研究の成果とその意義について慎重に審査し、以下の審査結果を得た。

1. 研究の背景と目的

I型アレルギーの病態形成における IgEの役割の解明は、 I型アレルギーの治療戦略を構

築する目的において重要である。従来のラット I型アレルギー動物実験モデルで用いられ

ていたラット lgEは、 IRI62ミェローマ細胞由来であり、反応する特異抗原は不明であ

った。従って、 I型アレルギーの病態生理学的研究における lgEの役割性を論じるには不

充分であった。そこで、花城らは、 dinitrophenyl基 (DNP)特異的 lgEを産生するハイ

プリドーマ細胞、 FE・3、をマウスミエローマ細胞と DNP-conjugatedAscaris suum抗原

感作 Brown・Norwayラット牌細胞との細胞融合により樹立した。当教室においてこれま

でに、 FE・3細胞由来の lgE(IgE FE・3) を用いて、ラットでの lgE生体内動態、 lgE刺

激によるラット腹腔内由来肥満細胞からの VEGF分泌促進と VEGFによる lgEの血管内

皮細胞透過性の充進が明らかにされている。しかしながら、 lgEFE・3のイムノグロプリ

ン構造等の詳細は未だ不明であった。

備考 l 用紙の規格は， A4とし縦にして左横書とすること。

2 要旨は 800字・ 1200字以内にまとめること。

3 ＊印は記入しないこと。
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論文審査結果の要旨
(2) 

本論文では、 FE-3細胞由来の DNP特異的 IgE(IgE FE-3)と IRI62由来の IgE(IgE 

IR162)の構造の違い、とりわけ高親和性 IgE受容体(FceRI)a.サブユニットヘの結合に関

与する CH3、CH4ドメインの同定を行うために、 IgEFE-3のcDNAの塩基配列決定を

目的としている。また、 FE-3細胞から分泌された lgEが FE-3細胞膜上の何らかの IgE

レセプターと結合し IgE産生を自己調節する可能性が示唆されることから、 FE-3細胞に

おける FceRia.サプユニットの発現を mRNAレペルで検討している。

2. 論文の方法と内容

1) DNP特異的 IgEを産生するハイプリドーマ細胞 (FE-3)の培蓑を行い、細胞数 lx106

個の FE-3細胞から RNAを抽出し、オリゴ dTプライマー存在下に逆転写反応を行い、

FE・3細胞で発現する mRNAより cDNAライプラリーを作製している。

2) PCR反応により、ハウスキーピング遥伝子の一つであるf3・actin遺伝子（塩基配列部

位 794・1198) とIgECH3,CH4ドメイン部分をコードする cDNA(1179・ 1765)を増幅

している。 PCR反応に用いたプライマーは既に明らかにされているマウスf3・actin遣伝子

(DDBJ登録番号 X03672)及びラット IgE迫伝子 (DDBJ登録番号 J00744)の塩基配

列を基に作製されたものである。得られた PCR産物より目的とする cDNAバンドをアガ

ロースゲルから抽出し、ジデオキシ法によりその塩基配列を決定している。

3) FcsRia.サプユニット mRNAの発現の検討も同様に RT・PCR法で行われている。

FceRia.サプユニット細胞外ドメインをコードする cDNA部分を PCR増幅の標的とし、

ラットの FcsRia.サプユニット迫伝子 (DDBJ登録番号 J03606)の塩基配列を基に作製

したプライマーで増幅すると、複数の非特異的バンドが見られた。そこで、さらに下流側

の塩基配列を標的とする nestedセンスプライマーを用いて nestedPCRを行っている。

さらに、他のプライマーをマウス由来の塩基配列 (DDBJ登録番号 J05018)より新たに

作製し直し、 nestedPCRを行っている。

3.研究成果

本論文は、 1)FE-3細胞では、マウス及びラット由来の両方のp・actin迫伝子が発現して

いること、 2)lgE FE-3のCH3、CH4ドメインは、 IgEIR162のCH3、CH4ドメイン

と塩基配列が完全に一致すること、 3)FceRicx.サプユニット遺伝子が発現し、遺伝子配

列はマウスのそれと完全に一致すること、を明らかにしている。これらの実験結果から、

FE-3由来の lgE単クローン抗体の CH3、CH4ドメインがラット由来のものであり、ラ

ットの I型アレルギー動物実験モデルで、 lgEFE-3を用いての病態生理学的研究の妥当

性が示された。また、 FE-3細胞では、 FceRIが発現し、 lgE抗体産生抑制的に機能して

いる可能性が示唆されることから、今後、細胞レペルでの lgE産生制御機序の解明を目

的とする研究に、 FE-3細胞が有用であることが示された。

以上の研究成果は、新たな視点から I型アレルギー反応を研究するための基盤形成に寄

与するものであり、本研究は学位授与に充分値する内容であると判断された。


