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論文内容の要

(目的)

ヒー
目

ジフテリア毒素 (DT) はDT感受性細胞の受容体に結合した後，細胞質内へフラグメン卜 A (FA) を

送りこみ，蛋白質合成を阻害し細胞を死に至らせる口乙のとき DT のどの部位が細胞表面，膜内，細胞

質でどのような働きをしているかを知るため， DTに対する単クロン抗体を作製し，それらと DT及び培

養細胞との相互作用を検討した。

(方法ならびに成績)

ハイブリドーマ作製にはSP2/0 -Ag14を用い， DT感受性細胞はVero細胞を用いた。

DT, CRM45 , CRM30 , F A はそれぞれPW8. C7 (゚  45) , C7 (゚  30). C7 (゚  22)を培養し，その

培養上清から精製した。

1. 単クロン抗体の作製と精製

(方法)ホルマリン処理したDTでBALB/c マウスを免疫し，その牌臓細胞と SP2/0 -Ag14 細胞

をポリエチレングリコーノ・レで、融合させHAT培地で融合細胞を選択した。増殖した細胞の培養液をラジオ

イムノアッセイでスクリーニングし，抗体活性のある細胞を限界希釈法を用いてクローニングを行なっ

た。得たクロンはプリスタン処理した BALB/ c マウスの腹腔に注入し，高濃度の単クロン抗体を含む

腹水を得た。単クロン抗体はDEAEセルロース及び DT を結合したセフアロース 4B を用いて精製した。

(結果) 14種のDTに対する単クロン抗体を得た。

2. 単クロン抗体と DT及びDT フラグメントとの結合性

(方法) 125 1 で標識したDT及びDT フラグメン卜と精製した単クロン抗体をそれぞれ独立に反応させ，
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抗体と結合した DT などを単離し，各々の抗体ごとにまとめ，スラブ電気泳動で検討した。

(結果)抗体 1 --6. 8. 10 , 12. 16は DT. CRM45 と結合し. CRM30. FA とはしなかった。 7 は

DT とのみ結合した。 14. 15は FA と結合した口乙れらの結果から. 7 はDTの C端より1. 7 万ダノレトン

までの部位に. 14. 15は FAIC. 他の抗体は N端から 3 万から 4.5 万夕、、ルトンの聞の部位にそれぞれ抗原

決定基が存在することが示唆された。

3. DTと単クロン抗体で処理した細胞の蛋白質合成能の測定

(方法) DTと抗体を反応させた後細胞に加えて一定時間培養し. 3H ロイシンを加えて. 1 時間標

識し，細胞の蛋白質合成能をみた口一方では DT を細胞に結合させた後単クロン抗体を反応させ，その

後に細胞の蛋白質合成能をみた。

(結果) DTと抗体を先に反応させてから細胞に作用させた時抗体 5. 7 はDT を中和したが. 2 は効

果がなかった。一方細胞にDTを結合させた後抗体を作用させると 2 はDT を中和したが. 7 は効果がな

かった。

4. DTが細胞に結合する際の単クロン抗体の効果

(方法) 1251 -DTと単クロン抗体を反応させた後，細胞に一定時間作用させ細胞と結合したDTを調

べた。一方125 1 -単クロン抗体と DT を反応させた後，細胞に一定時間作用させ，細胞と結合した抗体

を調べた。

(結果)抗体 2 はDTの細胞への結合を阻害しなかったが 7 は阻害した。又抗体 2 はDT存在下で細胞

と結合したが 7 は結合しなかった。

5. 細胞に結合したDTに対する単クロン抗体の効果

(方法) 1251 -DT と抗体を反応させた後細胞に加え，一定時間後に細胞と結合した 125 1 を測定した。

又 125 1 -DTを細胞と反応させた後，単クロン抗体の影響を検討した口

(結果) DTのみを細胞に結合させたとき. 1 時間後にDT量が最大になるが，抗体 2 と共存させると

4 時間後が最大であった。

細胞と結合した125 1 -DT の減少に対して抗体 7 は影響がなかったが. 2 はメチルアミンを作用させ

たのと同様にDTの減少を抑制した。

(総括)

1. DTIC対する単クロン抗体を14種類得た。それらのうち抗体 2 はDTの N端より 3 万から 4.5 万ダル

トンの聞の部位と，抗体 7 は C端から1. 7 万ダノレトンまでの部位と反応した。

2. 抗体 7 はDT受容体と結合する部位又はその近傍に対する抗体であり，抗体 2 はDTが細胞内 lζ侵入

するのに必要な部位又はその近傍の抗体であることが示唆された。

論文の審査結果の要旨

本研究はジフテリアトキシンが毒素感受性細胞に侵入する機構を検討するために，単クロン抗体を作
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製した。 1 つは毒素の受容体結合部位又は近傍と反応し， 1 つは細胞に結合した後侵入するのに必要な

部位又はその近傍の抗体であった。これらのことは、毒素が細胞内に侵入するために少なくとも 2 つの役

割を持つ領域が存在するという考えを支持するデータである。

これらの研究に対して博士号を与えることは適切である。




