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論文内容の要旨

〔目的〕

近年，小児下痢，旅行者下痢の原因菌として重要視されている毒素原性大腸菌の産生する易熱性エ

ンテロトキシン (L T) は，コレラエンテロトキシン (C T) と物理化学的性状 生物学的性状が類

似し，免疫学的にも両毒素は部分的に共通の抗原を有することが知られている。 Clements and 

Finkelstein は LT がBio Gel A-5m に特異的に吸着する性質を利用し，高純度の LTの精製標品を

得ることに成功し，精製された LTは CTの A およびBサブユニットに相当する 2 つのサプユニット

から構成されていることを報告した。

本研究では，ヒト由来 LT産生株から， Clements and Finkelstein の方法に準じ，一部改変して

LT を精製し，精製 LT から Aサブユニット (LTA) およびBサブユニット (LTB) を単離し，単離

したサプユニットから毒素分子の再構成を試みた。また， CTから単離したサブユニット (CTA ，

CTB) との聞で， LTA と CTB， CTA と LTB の組み合わせで生物活性のあるハイブリッド毒素が試

験管内で形成されるかどうかを調べることを目的とした。

〔方法ならびに成績〕

1 )大阪空港検疫所において旅行者下痢患者から分離した毒素原性大腸菌536-5 (L T産生株)を用

いた。培養には， リンコマイシン 90μ9 /me を添加した CAYE培地を用い 3rC24時間振漫培養を行

った。培養上清を遠心し，菌体を集め， 0.9%食塩加 1/100M トリス塩酸緩衝液 pH 8.6に懸濁し，超

音波処理をした。遠心後上清を65%飽和硫安で塩析し， TEAN緩衝液 (50mM トリス塩酸 pH 7 .4, 

1 mM EDT A-2Na , 3 mM NaN3 , 200mM NaCl) で透析後， Bio Gel A-5 m のカラムに吸着させ
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た。 TEAN緩衝液で十分に洗ったのち，ガラクトースでLT を溶出した。溶出の各画分を抗CT血

清に対するゲル内沈降反応で調べると， TEAN緩衝液で溶出されてくる部分には LTが認められず，

ガラクトース溶出部にのみ沈降線が確認された。この部分を濃縮し，さらに Sephacryl S-200 ゲ

ルろ過を行い，抗CT血清反応部分を集め，純度を PAGEで調べた。同時に泳動した 2 本のゲルの

うち 1 本を染色し，他の 1 本を 2mm間隔で切り出し，少量の TEAN緩衝液で抽出し，チャイニーズ

ハムスターオバリー細胞の形態変化を調べる方法でLTの活性部位を調べると，単一の染色バンド

の位置に一致して活性が認められた。

2 )得られた精製LT を尿素，プロピオン酸溶液 (6 M尿素， O.lMプロピオン酸)に対して透析処

理後尿素一プロピオン酸溶液で平衡化した Sephadex G-75 カラムでゲルろ過を行うことにより，

LTA , LTB を単離した。単離した LTA， LTBの純度は SDS-PAGE により確認した。

3) LTA およびLTBの画分を等量混合して， TEAN緩衝液に対して透析した標品をPAGEで調べる

と，精製 LT に一致する位置に泳動する蛋白バンドが検出された。またこの標品は，精製LT と同

程度の生物活性を持つことがわかった。これらの結果から， A, Bサブユニットから活性のある毒

素分子が再構成されたと結論した。 CT についても同じ様に， A, B両サブユニットから毒素分子

の再構成に成功した。再構成毒素の生物活性も，精製CT と同程度であった。

4) CTA と LTB ， LTA と CTBの組み合わせで 3 )と同様の透析を行い，ハイブリッド毒素が形成

されているかどうか調べた。 PAGEで泳動すると，透析処理標品は， LTA , LTB , CTA , CTB , 

精製 CT，精製 LTのいずれにも一致しない位置に新たな蛋白バンドが検出されたo CTA と LTB ，

LTA と CTB から構成された標品のバンドは， CT と LTの泳動位置の中間に位置し，ハイブリッ

ド毒素が構成されたと考えた。そこで生物活性を調べたところ， CTA と LTBのハイブリッド毒素

は精製 CT にほぼ等しい活性を有しており， LTA と CTBのハイブリッド毒素は，精製 LT に等し

い活性を示した。これらの成績から，活性のあるハイブリッド毒素が試験管内で形成され，ハイブ

リッド毒素の活性の強さは Aサブユニットの活性の強さに依存していることがわかった。

〔総括〕

1 )ヒト由来毒素原性大腸菌から LT を精製し， A , Bサプユニットに分離した。分離したサブユニ

ットから毒素活性を持つ LT を再構成した。

2) L T およびCTのサプユニットを， LTA と CTB， CTA と LTBの組み合わせで混合し，活性のあ

るハイブリッド毒素を得た。

3) CTA と LTBから形成したハイブリッド毒素の活性の強さは CTの活性の強さにほぼ等しく， L 

TA と CTBから形成したハイブリッド毒素の活性の強さは LTの活性の強さにほぼ等しいO このこ

とは，毒素活性の強さは Aサプユニットが担っていることを示唆している。
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論文の審査結果の要旨

今日まで，多くの研究者により毒素原性大腸菌の産生する易熱性エンテロトキシン (LT) とコレラ

エンテロトキシン (C T) の生物学的性状と免疫学的性状の類似性が報告されている。本研究では L

Tのサブユニットと CTのサブユニットから，毒素活性をもっハイブリッド毒素の形成に成功した。

このことは，両毒素のサブユニットの立体構造もきわめて類似していることの証明である。また，ハ

イブリッド毒素聞の活性の差から，活性がAサプユニットによって担われていることを確認した。こ

れらの成績は両毒素の性状について重要な情報を提供するもので学位論文として価値あるものである。
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