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論文内容の要旨

動物細胞における異種細胞間でのハイブリッド細胞の形成は， 1965 年岡田善雄博士らにより，博士

ら自身が世界に先駆けて発見した HVJ CSendai Virus) を用いる細胞融合法を利用して， ヒト由来

のKB 細胞とマウス由来の Ehrlich 腹水ガン細胞との組み合わせで観察された。以来，数多くの研究

が相継ぎ，現在では体細胞遺伝学という新しい学問分野が確立され， ヒトの種々の遺伝子の染色体lとお

ける局在を明らか lとする有力な研究手段として役だっている。また植物細胞で、は品種改良への応用が期

待され，またハイブリドーマを用いたモノクロナール抗体の作製は免疫学の進展に大きく寄与している。

さて微生物では，動植物と同じく真核細胞である真菌については 1976 以来，種間ハイブリッド形成

に関するいくつかの報告がある。また原核細胞である細菌でも，放線菌間あるいはブドウ球菌間で種間

ハイブリッドの研究がみられるが，異属聞のハイブリッド形成の報告は皆無である。本研究では，

Pseudomonαs aeruginosσL型菌と Escherichia coli L型菌を用いて，異属間で細胞融合によるハイブリ

ッドが得られるかど、うかを検討した。

P. aeruginosαCIFO 3455) のL 型菌， Ps -L 株(北里研究所の本間遜博士より恵与された)はスト

レプトマイシン( SM) には 2，000μg /mf' 以上，カナマイシン (KM) には 160μ'g / m.e 以上の耐

性を示す株である。一方この研究で'Ps ー L のパートナーとした E. coli (Otani) のL 型菌， Ec-L 

株は横浜市大・医学部の田所一郎博士より恵与されたテトラサイクリン耐性株( 5μg/rnf)を当研究室で

50μg /mf' まで耐性度を上昇させて実験に供した。細胞融合法は次のようにして行なった。 Ps -L 株

では 2 ，000μg/mf'の S M , Ec-L 株では50μ'g /mf' の TC を含む液状の基礎培地 (Difco 社製の

B rain Heart Infusion Broth に 4.5 %の食塩を添加して高張としたもの)に 500 単位/m.e のペニ
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シリンG を加えた培地に3TCで一夜培養した供試菌を 1 ml? C約 10 9 cell を含む)ず、つ混ぜ、合わせ，

5,000 x g で'10分間遠心して得た菌体を基礎培地で I 回遠心洗浄した。乙の二種の菌体の混合物 lとポリ

エチレングリコール C PEG) 6.000 溶液 (4.55ぢ食塩加リン酸塩緩衝液に50% (w / v) となるよう

に溶解したもの〕の 1 ml?を加え. Thermo -Mixer で撹伴した後3TC で 5 分間反応させた。反応物

を 12.000 x g で、20分間遠心した後. PEG をできるだけ除き 得られた沈澄全体を 500 単位/ml? OYて

ニシリンG を含む基礎培地の10ml? JL:移し， 3TC で増菌培養した(一部の実験では実施せず)。培養菌

液を基礎培地で適度K希釈し，その 1 mf ずつを基礎培地に 1 ，000μ'g /mf の SM と 25μg /ml? のT

C の両薬剤を加えた 3 枚 1 群の検定用培地，ならびにそれぞれの薬剤を単独で加えたもの，および両

薬剤をともに加えない対照培地(いずれも寒天を 0.8 %添加した)に常法にしたがって混釈培養した。

出現した集落数を培養 7 日後に数えた。

SM耐性P. aeruginosa のL 型菌， P s -L . C S mr )と TC 耐性 E. coli のL 型菌， Ec ー L CTcr) 

とを混合して PEG 処理し SMおよび TC IL:対するこ重薬剤耐性集落の出現を指標として，属を異に

するL 型菌間で細胞融合が起乙るかどうかを調べた。両薬剤に耐性を示す集落が， PEG 未処理の対照

実験におけるそれの 180 ......， 370 倍にあたる高頻度で出現することを認めた。ちなみに. Ps ーLCSrrf ) 

あるいはEc -L CTc r) をそれぞれ単独で PEG 処理した場合には，突然変異率を越える頻度での両薬

剤に耐性の集落の出現は見られなかった。細胞融合のための反応系および‘増菌培地の両方にDNaseを添

加しても，二重耐性集落の出現頻度は影響されなかった。また， Ps -L C S mr )あるいはEc-L CTc r ) 

の一方を浸透圧ショックで破裂させ，得られたL 型菌溶解物と他方のL 型生菌とを混合して PEG 処理

した場合には，二重耐性集落はほとんど認められなかった。次に Ps -L C Smr )あるし、は Ec --L CTc r) 

の一方を PEG で処理した後 メンブレンフィルターを通過させて得た漉液でパートナーとしたL 型生

菌を処理した場合には，二重耐性集落はほとんど出現しなかった。さらに， Ps -L C S mr )と Ec-L

(Tc r) とを別々にPEG処理した後， PEG をとり除き，両者を混合して増菌培養をした場合にも，二

重耐性集落の出現はほとんど認められなかった。一方， PEG 処理時の温度を O"C にした場合 lとも ， 3TC

での処理と同様な頻度で二重耐性集落が出現した。なお， Ps -L C S mr ) と Ec -L CTc r) を混合し

て PEG 処理した場合に認められる二重耐性集落の出現には増菌培養は必ずしも必要ではなかった。し

かし増菌培養を行なうと時間経過に従って二重耐性を示す菌数が漸増した。

以上の実験成績から， Ps ー L C S mr ) と Ec -L CTc r )とを同時に PEG 処理することにより得ら

れる二重耐性菌は， PEG 処理によって誘導された細胞融合K結果するものと結論される。

論文の審査結果の要旨

異種細胞聞におけるハイブリッド細胞の形成は，細胞融合の発見者である岡田善雄博士により， 1965年，

ヒト由来および、マウス由来の細胞間で始めて記載された。

黒野員澄君は，通常の細菌細胞とは異なり，細胞融合の妨げとなる細胞壁を保有することなく生育し
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得るPseudomonαsαeruginosαL型菌と Escherichiα coliの L型菌とを組み合せ，薬剤耐性をマーカーな

らびに細胞融合体の選択に利用する乙とにより，属を異にする細菌種間での細胞融合に世界で始めて成

功した。

この業績は，細菌遺伝学の今後の進展に新しい局面を聞く可能性を秘めたものであり，歯学博士の学

位請求に十分値するものと判定した。
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