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論文の内容の要旨

（目的）

　2本鎖（ds）DNAに対する自己抗体は全身性エリテマトーデス（SLE）の病因である可能一性が指摘されている

が，ヒトのIgG型モノクローナル抗体作成は困難であり，同抗体の分子生物学的性状や病態生理的側面に関する

研究は進んでいなかった。近年開発されたphag讐disp1ay法はヒト玉gG型抗体産生とその遺伝子解析に有用である

ことが分かってきており，同方法を用いてSLE患者の末梢血リンパ球（PBL）から抗DNA抗体のFabクローンを

作成し，その遺伝子を解析，SLEにおける抗ds－DNA抗体の病態生理学上の意義，特に腎炎発症との関連性を解明

しようと試みた。

（方法）抗DNA抗体のphageFebクローンの作成1mRNAをループス腎炎（WROI工Ia）を発症している抗ds－DNA

抗体高値の活動期SLE患者のPBLから分離し，それをcDNAに逆転写しPCRにより重鎖（VH）DNAと軽鎖（VL）

DNAを増幅した。それらをFeb分子がphage表面に発現するベクターpComb－3Hに組み込み，大腸菌（Xし1Blue

ce11s）に導入した。さらにhe1perphageを感染させFebっhageを作成した。プレートに固相化したDNA抗原にFeb－

phageライブラリーを反応させ，抗原に結合したFebψageを回収するパニングを5回行いDNA結合性のphageを

クローン化した。可溶性のFebはphagemidDNAからgeneII互部分を切り離し，大腸菌に導入した後IPTGで誘導

し作成した。（2）抗原特異性の検討：FebのDNAやその他の抗原（SgA，RNP，ova1bumin，thyrog1obu1in，card1o1ipin）に

対する結合性をELISAにより調べた。（3）抗DNA抗体活性の測定：Fabの抗ds－DNA抗体活性を濃度希釈による

クリチジアの蛍光抗体法（kinetoplastの特異蛍光）で確認した。（4）Fabの電荷測定：等電点泳動法によりFabの

電荷を測定した。（5）抗体の冊，VL領域の塩基配列：各Fabクローンの塩基配列を，ABIPRISM310GeneticAna1yzer

により解析し，これまで報告されているgem1ine遺伝子と比較した。

（結果と考察）

　固相化したDNAに対して結合活性を示す8個のFabクローン（1－1，1－3，3－2，3－9，5－1，5－9，7－4，7－11）が得られ，ELISA分

析では各FabクローンのDNAに対する特異性は高いが，S3A，U1－RNPなどに対する結合性は低かった。クリチジ
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アの蛍光抗体法でこれらのFabクローンが高活性の抗ds－DNA抗体であることを確認した。等電点泳動法にて抗ds－

DNA抗体活性の高いFabクローンが陽イオン化していることを明らかにした。塩基配列解析により，これら抗ds－

DNAFabクローンのV旺の可変領域はほぼ同一で，そのVH遺伝子は個26germhne遺伝子由来であった。一方軽

鎖VLは多様な遺伝子由来で一定性はなかった。結合活性の弱いクローンにはVLのCDRユに陰性荷電のアミノ酸

（アスパラギン酸）への変異をみるものがあった。以上より，得られた抗ds－DNA抗体はDNAへの結合特異性が強

く，また陽イオン化していて，SLE及びその動物モデルの腎炎で報告されている陽性荷電の抗DNA抗体と同様に

病原性を有する抗体である可能性が示唆された。これらのFabのWはV肥6gem1虹e遺伝子由来であったが，こ

の遺伝子は抗DNA抗体以外にも様々な抗体に使われるので，抗体特異性への関与が少なく，多様性に富むVL遺

伝子が抗DNA抗体において重要である可能一性が示唆された。

審査の結果の要旨

　本論文ではヒトIgG型抗体産生とその遺伝子解析に有用であるphage－disp1ay法を用いて，腎炎を合併する全身

性エリテマトーデス患者末梢血リンパ球から高DNA結合活性の抗ds－DNA抗体Fabクローンを得ている。これら

のFabクローンの生物学的，化学的性格を明らかにして腎炎発症に果す役割の一部を示すとともに，Fabクローン

のV巨，VL遺伝子解析によって抗DNA抗体の特性とその意義の一端を明らかにした点で価値ある論文である。

　よって，著者は博士（医学）の学位を受けるに十分な資格を有するものと認める。
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