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マウス胸腺の抗体遺伝子転写細胞の分化

安達綾希子,井 上 摩耶,大 野 理絵,城  清佳,

      長尾美沙子,宮 田 堅司

Differentiation of Immunoglobulin Gene—Transcribing Cells 

          in the Thymus of the Mouse

Akiko Adachi, Maya Inoue, Rie Ohno, Sayaka Joh, 

      Misako Nagao and Kenji Miyata

 Immunoglobulin(Ig) heavy chain gene-transcribing cell diffrentiation was investigated in the thymus of 

BALB/c mice by the Realtime PCR for membrane-bound form IgM(IgMm). The ratio of IgMm to total 

IgM(IgMt) was approximately 1 from fetus period to 14 days after the birth, and IgM transcriptions were 

almost processed to membrane-bound form. Then IgMm transcriptions decreased and secretory form 

IgM(IgMs), the difference between IgMt and IgMm, started being detected. It was concluded that thymus Ig 

gene-transcribing cells underwent the similar differential processes in which B cells developed from 
immature type having IgMm to mature type secreting IgMs in secondary lymphoid tissues.

{Received September 1,2006)

1.は じ め に

 胸腺は,発 生期 に原基に流 入した幹細胞 に由来す

るTリ ンパ球が分化増殖す る一次 リンパ器官 とされ

てい る鋤。 これまでに,マ ウス胸腺には,胎 生期か

ら抗体遺伝子を転写 している細胞が存在 し,生 後に

は種々のクラス ・サ ブクラスの抗体遺伝子転写産物

が検出され ることか ら,ク ラスス ィッチも起 きてお

り,抗 体遺伝子転写細胞が胸腺内で分化することを

示唆 した3)。また,胸 腺 と二次 リンパ器官である脾

臓 とを比較すると,IgEの 転写 に関 して明瞭な差違

が認められ ることから,胸 腺の抗体遺伝子転写細胞

は,脾 臓のB1ン パ球 とは性質が異 なることを示 し

た4)。しかし,こ の胸腺 に存在す る抗体遺伝子転写

細胞の生理的な意義は不明である。本報では,胸 腺

に存在するこれ らの抗体遺伝子転写細胞が分化す る

過程を明 らかにするために,抗 体 μ鎖遺伝子の転写

産物の うち,膜 結合型IgMの 転写産物量の加齢 に伴

う変化 をRealtime PCR法 で検討した。胸腺 では,加

齢に伴い,膜 結合型IgMの 転写産物量が減少 し,分

泌型IgMの 転写産物量が増加 して くることから,胸

腺 内の抗体遣伝子転写細胞は,Bi)ン パ球が抗原受

容体 としての膜結合型lgMを 持つ未成熟段階の細胞

か ら,分 泌型IgMあ るいは他 のクラスの抗体を産生

する成熟段階の細胞へ と分化す るのと類似の分化過

程 を経ることが示唆された。

lL方 法

i.材 料

 コンベンショナルな条件下で飼育 した:'i/c雄i

マウスを用いた。出生後3週 間は母親 マウス と同居

させ,21日 齢 で分離 飼育 した。固形試料(MF,

オ リエ ンタル酵母)お よび水道水は自由に摂取 させ

た。頚椎脱 臼させたマウスを開腹 開胸 し胸腺お よ

び脾臓を摘 出した。摘出 した試料 はサ ンプルチュー

ブに入れ,直 ちに液体窒素中で凍結 した後,-8◎ 。C

で保存 した。胎生期マウスに関 しては,1晩 雌雄同

居させ翌朝交配を確認で きた場合を胎生0.5日 齢 と

した。胎仔 の胸腺お よび脾臓 は実体顕微鏡下に摘出

した。胎生期 マウスの雌雄の判定は困難であ り,区

別は行わなかった。
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2. RNAの+産出
凍結した組織より，酸性グアニジンチオシアン酸

ーフェノールークロロホルム法によってトータル

RNAを抽出した5Lエタノール沈殿法によワ精製し

たトータル訟弘を，濃震 100nglμHこ調整した。

3. 逆転写反応およびRealtimePCR 

トータル RNA300ngを詩型として逆転写反応を

行った。逆転写反応は M四MLVリバーストランスク

リプターゼ (ReverτraAce-α，東非紡)， o1igodT20プ

ライマーを用い， 30oC.で10分間，さらに 420Cで

20分間行った。 990Cで 5分罰処理することによワ

反応を停止させるとともに鋳型 RNAを分解した。

この反志産物を水で 15告に希釈した諮液 (15f音希

釈試料)を試料として RealtimePCR. CLineGene， 

BioFlux)を行った。反芯落液はメーカーのプロト

コールに従い， SYBR Green mix (まealtimePCR 

Master Mix，東洋紡)5μ1， forward primerおよび

reverse primer (4 pmoVμ1)を各 1μ1，15告希釈試料

3μ1，合計 10μiとした。 PCR反応は， 950ClO分の

後，変性940C15秒，アニーリング 600C15夢二伸長

反応 720C30秒のサイクルを45回行い，各サイクル

の伸長反応、終了時点毎に蛍光強度を挺定し， トータ

ルの IgM(lgMt)および膜結合型IgM(lgMm)の増幅曲

線を得た。

増幅反克、経了後に，増幅された DNAの融点解析

を行い，増幅された DNAが均一なものであるかど

うかを調べた。増幅反応に用いたプライマーを下記

に示す。プライマ一氏少なくとも一つのイントロ

ン領域を詞に含むエクソン領域に相祷的に結合する

ように設定した。

プライマ-IgMt-R AACGTGTCCTCCACATGTGC 

プライマ-IgMt-F ACAGGTCAGGπ1¥GCGGACT 

プライマ-IgMm-R TATACCTGTGTTGTAGGCCA 

プライマ-IgMm-F AGGTTCTCAAAGCCTTCCTC 

これらのプライマーを用いることによっ， IgMtお

よびIgMmともに110塩基対のDNAフラグメントが

増幅される。

4. IgMm/lgMt比の解析

Realtime PCRのインターカレータ一法では，増幅

された 2本鎖 DNAt;こ取り込まれた色素が励起され

て発する蛍光強度を測定することによっ，増幅曲線

カミリアルタイムに得られる。得られた増幅畠糠よち，

蛍光強度が一定値(相対強震30)に達するまでに要

した PCまのサイクノレ数を読み取った。取り込まれ

る色素分子数は DNA鎮長によって決まり，色素一

分子の発する蛍光の強さは周囲の塩基対の種類に菌
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らず一定であると復定する。読み取ったサイクル数

をnmおよびntとすると， 15告;希釈試料中に存在し

た IgMm と IgMt~ コピー数の比の対数値 loglO IgMn/

IgMtは

TfYえイ:“
loglO与ーヱ=(nt-nm) lOg102 
lJ!.lVlt 

となる。

また， IgMtとIgM訟のコピー数の差が分泌型Ig担s
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111.詰 果

1. 加齢に伴うIgt'{lmllgMt転写産物量比の変住

BALB/c雄マウスの生後713齢および、35日齢の絢

麗および稗騒のIgMtおよびIgM訟の増幅曲繰の例を

図 1Vこ示した。

蛍光強度のパックグランド笹は 10から 15の罷で

あったりで，各増幅曲線の相対蛍光強夏が30%に達

した時のサイクル数ntおよびnmを求めた。胸腺で

は，7 13齢では， nt=23.9， nm=24.2， 35 13齢では，

nt=23.1， nm=24.8となり， 35日齢の方がntとnmと

の差が大きくなった。式 (1)ょっ， 7日鈴ではlog10

IgMmlIgMt=-0.0903， 35自齢では loglOIgMn/IgMt 

=-0.512となった。同様にして求めた，胎生 1913齢

から生後 70日齢までの 10glOIgMmlIgMtの値を図2a

に示した。生後 14日齢までは，ほぽ一定となり -0.1

程度であった。その後 3513齢までは減少した。拝

顔でも開様の傾向が認められ， lOglO IgMmlIgMtの植

は加齢に{半い減少した(匿 2b)。

2. IgMs/lgMm転写産物量比

式 (2) より，絢援での IgMJIgMm比を求めた

〈函 3)。生後 35日齢までは増大する額舟が認めら

れた。百台生期および生後 2週齢まで拭負の値とな

ワ， 3週齢くらいで互の値となった。すなわち，生

後 2適齢までは膜結合型の IgM訟の転写産物量の方

が多いけれども，加齢に伴い分認、裂の Ig1在sの転写

産物量の方が多くなった。

IV.考察

マウスでは，一次リンパ組識である胸隷にも抗体

遺伝子を転写している細胞が存在する。また，生後

数週間にわったて，掬麗での IgEの転写量が，牌轄

での転写量を明らかに上田ることから，鞠謀で抗体

遺伝子を転写している細胞は，胸膜に分布する血管
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鞠諜および稗識の IgMt，Ig担m増幅曲線
増娼曲線が椙対蛍光強震 30に達するのに要したサイクル数を読み取った。
a. 7日齢;胸謀および牌識ともに IgMtとIg班おとではほとんど差が認められない。
胸膜ではぬ=23.9，llm=24.2となり，式 (1)より lOglOIgMrrlIgMt=-0.0903，惇臓ではllt=23.4， llm=23.8 
となり， 10glO Ig珪rrlIgMt=-0.120が得られた。 b.35 B齢;胞腺および醇臓ともに， IgMtとIgMmとの差
が明瞭である。胸膜ではllt=23.1，llm=24.8となり，式 (1) より lOglOIgMrrlIgMt=-0.512，碑識ではllt
=22.7， llm=23.8となり， lOglO IgMrrlIgMt=-0.211が得られた。
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抱から分化したプロ召細胞は，抗体H鎖 DNAの再

編成を行うめ。さらに，プレ B細胞を経て未成熟 B

細砲の段階にいたると，膜結合型の IgMを抗原受容

体として発現する 7)0 成熟 B細胞の段階では， クラ

ススイッチを起こしアイソタイプの異なる抗体を産

生する8)。クラススイヅチを起こさない細麹は分泌

型の IgMを産生する。したがって，加齢に{半う膜結

内のBリンパ環や牌戴から流入したBリンパ球では

なく，腕課内で分化した細胞であることが示唆され

ているの。しかし，これらの細砲の生理的機能は不

明である。本報では，鞠腺tこ芽在するこれらの紹抱

が，分化する過程を明らかにする一環として，加齢

?こ伴う膜結合型IgMのコピー数の変化を検討した。

マウスの B細胞の分化過程では，リンパ球系幹掘
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a. H毎隷;lOglO Ig班mlIgMti島工陸生期から 14EI齢までは，ほぼ-0.1となった。すなわち，転写されて
いる IgMはほとんど摸結合型IgMmであった。その後，減少額向を示した。 b.牌藤;加齢tこ伴いlOglO
IgMmlIgMt値は減少した。
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図3 加齢に{半う分都型/膜結合型比の対数loglOIgMJIgMmの変化
加齢にイ辛い負の{重から正の鍾に変北した。 21El齢以降分泌型が多くなった。これは，梅脹内で抗体遺
伝子転写縮騒が分化していることを示している。

合型 IgMの転写産物量の変化を調べることによち，

淘謀内に存在する抗鉢遺伝子転写細胞が， B細胞の

分化と同様に成熟過程を履行するのかどうかを

支出ltimePCR法で検討した。

胸膜では， トータル Ig羽t1';こ対する Ig担m の値は，

生後 5適齢までは減少額向を示した(図 2a)。すな

わち，桔対的に膜結合型の IgMm の転写産物が減少

し分都型のIgl祉の転写産物が増加していることか

ら， IgMを産生する細趨，あるいは， クラススイッ

チによりアイソタイプの異なる抗体産生細麹へと分

化した掘抱が増加した考えられる。分:w、型 IgMsは

抗原非依芋的に産生される可能注も存在するけれど

も，マウスは飼育環境により種々の拭原に曝されて

おり，抗原依存的にIgM分泌細胞への分化が進んだ

と考えられる。抗体を産生する 2細胞が増殖，分化

する牌臓でも，トータルIgMtに対する IgMm の値は

加齢に伴い減少した(図 2b)。鞠醸および辞職にお

いて，加齢にイ半いIgMmlIgMt比が詞じように変化し

たことは，絢援の抗体遺伝子転写細胞も，未成熟段

措から成熟設階へと 醇臓のB細詔と同様の分化遥

程を経過することを示している。

胸膜での摸結合型IgMm と分詑、型Ig羽sのコピー数

の比を式 (2) で計算した結果は，加齢に伴い増大

する額向を示した。生後 1，2週齢では摸結合型の

コピー数の方が多く 3週齢あたりで膜結合型と分

泌型のコピー数がほぼ等しくなり，それ以韓では分

泌型のコピー数の方が多くなった。このことも，胸

課内に存在する拭体遺伝子転写細胞が， B細飽が未
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成熟段階から成熟段階へと分化する逼程と同様の過

程を履行していることを示している。

〈平成 18.9.1.受付)
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