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論文内容の要旨

〔目的〕

生体物質の機能を最も直接的に調べようと思えば，生きている細胞内ヘ分離，精製された物質を注

入してその効果をみる方法が考えられる。我々はこの目的のために外来性物質を内包した赤血球ゴー

ストを HVJを使って受容細胞と融合する方法 (Ghost fusion method) を開発してきた。この方法で

受容細胞内へ注入された生体物質が，そこにおいてその活性を保持しうるのかどうかをジフテリア毒

素のフラグメント A部分に対する抗体(抗フラグメント A抗体)を予め細胞内へ注入することにより，

次に培地中に加えられたジフテリア毒素からその細胞を保護できるかどうかで調べてみた。なお，ジ

フテリア毒素(分子量62 ， 000の単純タン白)のフラグメント A (N端側分子量22 ， 000の部分)は NAD

: EF2-ADP-ribosyl transferase活性があり EF 2 を失活させる事により，タン白合成を阻害し，

従って細胞致死作用を持つ事が知られている。

〔材料と方法〕

受容細胞としては，ヒト由来 FL細胞を使い， 10%牛血清を含む Eagle's MEMで培養した。抗体

は次の 4 種を使用した。 i )非特異的抗体， ii) 抗フラグメント A抗体， iii) 抗ジフテリア毒素抗体，

iv) 抗リシン抗体。いずれの抗体も免疫家兎より採取した血清から IgG分画を分離したものを使用し

た。 i )の抗体は一部をクロラミン T法により[125 1] でラベルした。

ゴーストの調製は赤血球を低張液に対して透析する gradual hemolysis法を使った。

抗体による細胞への影響は，処理を施ごしてから 1 週間後に見られるコロニー数で判定した。
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(成績〕

1 )ゴースト中に取り込まれる抗体の濃度は，透析バッグ中での初期濃度の約33%であり，そのうち

約80%はゴースト中空に存在する。

2 )抗フラグメント A抗体はゲル内沈降反応及び培養液中ではジフテリア毒素と反応できない。

3 )抗フラグメント A抗体を予め細胞内ヘ注入してわけば，次に培地にジフテリア毒素を加えても，

その細胞は死なず\しかも正常に分裂して，コロニーを形成する事ができる。

〔総括〕

今回の実験結果より次の事が明らかとなったO

1 )ジフテリア毒素は細胞内へ侵入した後少なくともフラグメント A部分が抗体と反応できる形で存

在する。

2 )細胞内でも注入された抗体はその活性を保持しており，抗原-抗体反応生成物は細胞に毒性を及

ぼさない。

3 )細胞をジフテリア毒素から保護するためには，約 1 万個の特異的抗フラグメント A抗体を細胞内

ヘ注入しておかなければならなしh

4 )ゴーストを用いる細胞内注入法は，将来，細胞生物学の各分野において有用な方法となりうる。

論文の審査結果の要旨

山泉君は高分子物質を生きている細胞内に注入する新しい方法を開発した。赤血球ゴースト内に高

分子物質を封印したのちHVJ を用いて細胞と融合させる方法である。彼はこの方法を用いて抗ジフテ

リヤ A フラグメント抗体を予め注入した細胞はジフテリヤ毒素に抵抗性を獲得することを証明した。

この結果は，①ジフテリヤ毒素は A フラグメントを B フラグメントで包み込んだ構造をしているが，

細胞内に侵入すると A フラグメントが露出してくること，②抗体は細胞質中でもその特異性を維持す

ること，③この赤血球ゴースト法は有効な高分子注入法であることを証明している。

以上博士論文として価値ある研究と認められる。
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