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論文内容の要旨

(目的)

レセプター・メディエイテッド・エンドサイトーシスは細胞における基本的かっ必須の生理活動であ

る O その機構については多くの部分が不明のまま残されているが， レセプタ一分子の細胞質側部分が重

要な働きをしている可能性が考えられ，近年それを示唆する実験結果も報告されているO 著者は， この

部分に対するモノクローン抗体が得られれば解析のプロープとして有用であると考え， ヒトのトランス

フェリン・レセプター CTFR) を材料として，そのような抗体の作製及びそれを用いた解析を行う目

的で以下の実験を行った。

(方法ならびに成績)

1) TFRに対するモノクローン抗体の分離

ヒト胎盤より TFRを可溶化，精製しこれを BALB/c マウスに免疫した。その牌臓細胞とミエ

ローマ細胞SP2/ü を Kδhler らの方法に従って融合しハイブリドーマを得た。スクリーニング

は 125r 標識TFRを用いて行い，分離した抗TFRモノクローン抗体の内N-2 ， U-l , W-3 

と名付けたものについて精製しその性状を解析した。

2 )モノクローン抗体の結合部位

ぺ標識した各抗体のヒト培養細胞 CHeLa， FL) に対する結合を調べたところ， N-2 と W-3

は有意な結合が見られたのに， U-l は全く結合しなかった。次に cDNA から推測される TFR

のアミノ酸配列に基づき細胞質側部分の一部 Alas -Arg27 を合成し，そのペプチド各抗体の結合を

2 種類の RIAで検討した。その結果U-l のみがペプチドに結合した。これらの結果から U-l
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抗体の結合部位は細胞質側部分にあると結論された。トリプシン消化実験でもこの結論が支持され

た。他の 2 つの抗体N-2 ， W-3 は細胞表層側部分を認識し， トランスフェリンとの競合実験か

らW-3 はトランスフェリン結合部位の近傍に結合すると考えられる O

3) U - 1 抗体の結合性の特徴

ちーメチオニンで標識した培養細胞 (F L , W 1 -38) を可溶化し，各抗体で免疫沈降した。 N-

2, W-3 と異なり U-l はTFRを沈降しなかった。一方，一度N-2 で沈降後回収したものや

125r 標識した精製TFR とはU-l は結合した。 TFRに対する結合定数も U-l と N-2 でほぼ

等しい。ゆえに， U-l が細胞可溶画分のTFR と結合しないのは，結合力が弱いためや，細胞質

側部分が分解されているためでなく，①細胞可溶画分中のTFRではU-l 結合部位のある細胞質

側部分が庶蔽され露出していない，②細胞可溶画分中にU-l と交差反応するTFR以外の因子が

有り，それがU-l と TFRの結合を競合的に阻害している，という 2 つの可能性が示唆された。

4) 他の抗体のU-l 抗体結合性に及ぼす影響

3) の可能性を更に調べるために 125r 標識したU-l と細胞可溶画分 (HeLa) を混合しそれをN-

2 抗体ーセフアロース 4Bで沈降し放射活性を測定した。その結果，上記②の可能性が否定され，

またU-l は細胞可溶画分中のTFR と，それがN-2 抗体ーセフアロース 4B と結合している場

合には結合し得ることが判明した。一方， W-3 抗体ーセフアロース 4B と結合している細胞可溶

画分中TFRに対してはU-l は結合しなかった。これらの結果は， N-2 の結合がTFR分子の

構造変化を引き起こしU-l 結合部位を露出されるが， W-3 の結合はそのような変化を引き起こ

さないことを意味しているO

最後にTFRに他の蛋白質が結合して， U-l 結合部位を庶蔽している可能性を検討するために，

も-メチオニンで標識した培養細胞 (F L) を可溶化し，それを結合部位露出を起こさないW-

3 で免疫沈降したが，そのような蛋白質は確認出来なかった。よってU-l 結合部位の庶蔽および

露出はTFR分子自身のコンフォメーションによるものである可能性が高いと結論した。

(総括)

1 )今回作製したTFRに対するモノクローン抗体の内， U-l はTFRの細胞質側部分を認識してい

た。他の抗体N-2 ， W-3 はTFRの細胞表層側部分を認識し，後者はTFRに対して， トラン

スフェリンと競合的に結合した。

2) これらのモノクローン抗体を用いた実験から， TFRの細胞質側部分には 2 つのコンフォメーショ

ン，すなわちU-l が結合できる状態と出来ない状態，が存在し， N-2 のTFRへの結合は後者

から前者への選移を引き起こすことが示唆された。
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論文、の審査結果の要旨

本研究では， receptor mediated endocytosis の機構の解析に有用なモノクローン抗体の作製を， ト

ランスフェリン・レセプターを材料として試みているO 得られた抗体のうち一つがレセプターの細胞質

側部分を認識することが示されているが， このような抗体は過去に報告例が無く極めて興味深い。さら

にレセプターの細胞質側のその部位が可逆的に二つのコンヤォメーション状態をとることを，抗体を用

いた解析から見いだした。実験結果により，これらの結論を妥当性は充分に示されており， レセプター

の構造に関する新知見を得た点で意義深い。

最近この抗体の結合部位と一致する領域が endocytosis の鍵となっていることが報告されており，以

上の業績はこの分野の進展に大きく寄与するものと考えられる。
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