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論 文内容の要旨

[目的]

ドーパ脱炭酸酸素 (DDC，EC4.1.1.28)は，カテコラ ミン及びセロトニンの合成に関与する酵素

で，末梢組織に広く分布する一方，脳においてはある種のニューロン群に局在することが知られている。

しかし，ラット脳におけるその免疫組織化学的研究は，ラット以外の他種の動物のDDCに対する抗体

を用いて行なわれてきた。そこで我々はラット肝より DDCを精製し，それに対する特異的なポリクロ

ナJレ及びモノクロナJレ抗体を作製，その諸性質を検討した。さらにそのなかで，我々の教室でこれまで

研究を続けてきたヒスチジ Y脱炭酸酸素 (HDC， E C4. 1.1. 22)との免疫学的交叉性に対する知見が

得られたので，両者に対する抗体を用いて免疫化学及び免疫組織化学的に検討した。

[方法と成績]

1) DDCの精製とその性質 ・ラγ ト肝組抽出液を熱処理 (50'C， 5分)し50%硫安沈澱後DEAE

セルロース，フェニノレセフアロ ース，ヒドキロシアパタイト，セファデックスG-I00の各カラムクロ

マトグラフィ ーを用いて，回収率4.2%，約800倍に精製した。最終標品は，比活性5.9U/mg蛋白(1 

U=1μmolドパミン産生/min)でSDS-PAGE上単一のバンドを示した。ゲノレ鴻過の結果と

合わせ，分子量50，000のサプユニットから成るホモダイマーであった。 L ドーパに対するKmは0.16

mMで反応の至適pHは6.9，等電点はpH5.7であった。可視部領敏の吸光スペクトルでは， 330と420

nmの位置に極大吸収を示した。 PLPの添加は吸収に影響を与えなかった。

2)ポリクロナル抗DDC抗体の作製精製DDC100μzをフ ロイY ト完全アジュ パン トと家兎の皮

下に免疫し，1ヶ月毎に 3回同量を7ロイ ント不完全アジュパントと共に追加免疫した。最終免疫の

-155ー



2週間後採血し抗血清を得た。この抗血清は，ラット，モルモット及びウサギのDDC (2nmol/ 

min)を免疫沈降するのに各 1，10， 100μt必要とした。 HDC活性には影響を与えなかった。

3 )モノクロナlレ抗DDC抗体の作製:2)と同様にBALB/cマウスに免疫し，最終免疫の 3日後

牌細胞を調整し，マウスミエローマ細胞 (SP 2)とPE G1500による細胞融合を行なった。培養上

清の抗DDC抗体活性は，精製DDCを抗原とし 2次抗体にペルオキシダーゼ標識抗マウス IgGを

用いたELISA法により検出した。 8種のモノクロナル抗体が得られた。その一つMA-1抗体は

1 g G
j
サブクラスに属し，ラットとモルモットのDDC活性 (2nmol/min)を免疫沈降するのに抗

体0.5μgを必要とした。ウサギのDDCには反応しなかった。イムノプロッティングを行なうとラッ

ト肝ホモジネート中，分子量50，000のDDC分子のみを認識した。

4)抗体の特異性の免疫沈降による検討:抗DDC抗体は，ラット及びモルモットのDDCを免疫沈降

したが， HDCには反応しなかった。逆に抗HDC抗体はHDCを免疫沈降したが， DDCには反応

しなかった。

5 )ラット脳における免疫組織化学:今回得られた抗DDC抗体と既に得られている抗HDC抗体を用

いて，ラット脳におけるすtDDC及びHDC陽性細胞の分布を間接免疫組織蛍光法により検討した O

ラット脳において，抗DDC抗体は従来カテコラミン/セロトニンニューロンとして知られる細胞群

を陽性に示した。一方抗HDC抗体は，視床下部後部に存在するニューロンのみを検出した。

6 )モルモット脳における免疫組織化学:同様に両抗体を用い，モルモット脳の間接免疫組織蛍光法を

行なったところ， :f1LDDC陽性細胞を抗HDC抗体が認識することが連続切片法によりわかった。こ

のことから二つの可能性が考えられる O 一つは同じ細胞がDDCとHDCを両方持っているか，又は，

同じDDC分子を抗日DC抗体が交叉認識したのかである。後者を証明するために以下の実験を行なっ

fこO

7 )モルモット DDCの抗体カラムによる精製:抗体カラムは，あらかじめ抗マウス IgGを結合させ

たプロテインAーセフアロースにモノクロナノレ抗DDC抗体 (MA-1)を反応させ架橋したものを

用いた。 DEAEーセルロースで部分精製したモルモット肝DDCを，抗体カラムにかけ酸溶出し精

製した。

8 )イムノプロッティング:7)で得られた精製モルモット DDCを，ラット DDC，ラット HDCと

共に SDS-PAGE後ニトロセルロース膜にプロットし，抗HDC及び抗DDC抗体で検出すると，

抗HDC抗体はラット HDCのみならず、モルモット DDCをも認識することがわかった。

[総括]

1 )ラット肝より DDCを精製し，その諸性質を調べた。

2 )精製DDCを抗原とし，ポリクロナル及びモノクロナル抗DDC抗体を作製しその性質を検討した。

3 )抗HDC抗体は，未変性のモルモット DDCに対しては反応しないが変性したDDCを認識した O

即ち，分子内部においてDDCとHDCに共通構造があり，脱炭酸酸素としての機能との関連を示唆

するデータが得られた。
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論 文の 審査結果の要旨

ドーパ脱炭酸酵素は中枢神経系や末梢の各臓器に幅広く分布しカテコラミンやセロトニンの生合成に

関与する重要な酵素である O 本論文は，この酵素をラットの肝より初めて純化精製しその諸性質を調べ

ると共に，ポリクロナル及び、モノクロナル抗体は上記神経線維の免疫組織化学的な良い指標となること

を明らかにした。さらにヒスタミンを合成するヒスチジン脱炭酸酵素との間にラットにおいては全く免

疫学的交文'性を認めなかったのに対し，ラットとモルモットの両酵素聞には一部免疫学的な交文性が存

在し，ラット抗ヒスチジン脱炭酸酵素抗体がモルモットのドーパ脱炭酸酵素をも検出することを証明し

た。即ち，ある抗体を異種の動物に対して適用する際には異種の抗原に対しでもその交叉性を厳密に検

討しなければならないことを明らかにした。

本研究は，脱炭酸酵素の性質，免疫学的交叉性解明の点で価値ある業績であり，学位論文に値するも

のである O




