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論文内容の要旨

旧的〕

ジフテリア毒素は，そのフラグメント A部分により，ペプチド延長因子 2 (EF2) を ADP リボシル

化し失活させる。この ADP リボシル化は EF2 に特異的で，重要な役割を持つものと考えられ，かつ，

真核細胞から古細菌に至るまでの広い範囲に及んでいる。

これまで，ジフテリア毒素と EF2 の研究は多数行なわれてきたが，重要な問題点として， EF2 の

抗体が得られていないことが挙げられる。このことは EF2 が非常に普遍的な存在であることに起因す

ると考えられるが，その抗体を得ることは，それを利用した EF2 の定量やm-RNA の分離など， EF 

2 研究の大きな展開を可能にする。一方， EF2の精製は多種の方法が試みられているが，ジフテリア

毒素との反応性を利用した特異的で能率の良い精製法は開発されていない。

そこで，著者は，ジフテリア毒素フラグメント A による Affinity chromatographyを用いた EF2精

製法を開発することと，精製標品を用いて抗体を作製することを目的として，本研究を行なった。

〔方法および成績〕

1 )ラット肝臓 EF2 の精製: EF2 定量は，フラグメント Aと(14 CJ NAD による ADP リボシル化と

(14 CJ Phe . tRNA を用いた Polyphenylalanine 合成の 2 つの方法を用いた。ラット肝臓を還流後，

ホモゲナイズし，遠沈後硫安分画を行なった。 33-65%飽和硫安沈でんを透析し， DE-52 chromaｭ

tography を行ない， O.lMNaCl付近で溶出される画分を集めた。次に，ジフテリア毒素フラグメ

ント A結合 Sepharose 4B による Affinity chromatography を行ない，ほぽ単ーな標品を得たが，

更に Sephadex G-150 により，混在する微量のフラグメント Aおよび非特異的吸着物を除き，精製
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標品とした。この方法により， ADPリボシル化活性でホモゲネートに対して， 23%の回収率および比

活性の約770倍の上昇を認めた。又， Polyphenylalanine合成活性では，硫安分画に対して30%の回収

率を得た。これらの回収率は従来法に比較して， 50ー100%の増加を示した。精製標品の性質を比較

するため， SD S電気泳動，等電点電気泳動を行ない，分子量で， 96 ， 000 ，等電点で6.6-6.8 を得，従

来値との一致を認めた。又，アミノ酸組成における近似およびN末端の Valの一致も認めた。更に，

N末端から 5 ケのアミノ酸配列およびC末端の Leu を新しく同定した。

2 )ラット EF2 の抗体作製とその性質の検討:精製ラット EF2 を種々の方法で修飾したものを，

0.2-0.3mg づっ 2-3 週むきに家兎に投与した。 10回以上投与の後， 7 -10日毎に採血を数回く

り返し，血清を得た。各々の血清は， 40%硫安沈でんより組 IgG画分を得た後，ラット EF2-Seｭ

pharose 4B affinity chromatography により精製した。粗IgG画分による特異性の検討は，ラット

EF2 およびヒト FL細胞，マウス I点目胞の抽出物に (32PJ NAD を加え，フラグメント A存在，非存

在下でADP リボシル化し，各々の画分による免疫沈降物を， SDS電気泳動ーオートラジオグラフ

により行なった。その結果，これらの抗体が特異的に ADPR-EF2 を沈降することを認めた。この

際に， ADP リボース，ラット EF2 およびADPR- EF2 を共存させると，ラット EF2 と ADPR-

EF2 によってのみ，競合が認められた。更に，精製抗体を用いて， FL細胞， L細胞を(35 SJ Met 

でラベルしたものの抽出液について免疫沈降を行なった。それにより，これらの抗体は， EF 2 の

ADP リボシル化の有無にかかわらず，特異的に沈降させ， EF2 分子自体が抗原として働いている

ことを示した。

〔総括〕

1 )ジフテリア毒素フラグメント A による Affinity chromatography を行ない，ラット EF2 を特異的

かっ高能率で精製する方法を開発した。

2 )修飾したラット EF2 を用いて，ラット EF2~'よびヒト細胞，マウス細胞由来の EF2 に対する抗

体を得て， EF2定量などに応用できる可能性を示した。

論文の審査結果の要旨

本論文は，ジフテリア毒素フラグメント A を直接的にEF2精製に利用した新方法を確立し，さらに

これまでまったく報告されていなかった EF2 に対する抗体の作製に初めて成功したものである。これ

らの成果が今後のジフテリア毒素およびEF2 の研究に果す役割は，非常に大なるものであり，学位に

値すると考えられる。




