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論文内容の要旨

〔目的〕

Hanganutz iu と Oeicher は， 1 9 2 0 年代に血清療法を受けた患者の血清中1<: ， ヒツジやウシの

赤血球を凝集する抗体を見い出した。乙の抗体はHanganut z i u -Oe i cher (H 0) 抗体と命名され，

Forssman 抗体， Paul-Bunnell 抗体とともに，異好性抗体の一つに数えられている。さらに近年

本抗体の認識する抗原が， N- グリコリルノイラミン酸 (NeuG c) を有する複合糖質である乙とが明ら

かになった。本抗原は，ヒト，ニワトリの正常個体に欠損しており，ヒトに強い免疫原性を有している。

しかしながら，ヒト及びニワトリの細胞の腫蕩化に伴って， HO抗原が検出され腫療関連抗原として注

目を集めてきた。

本研究は，動物血清における糖蛋白型のHO抗原の検出，解析を行ない血清病に関連する本抗原を調べ

る乙とを目的としたものである。

〔方法〕

9種の動物血清(牛胎児，子牛，ウマ，ヤギ，サル，家兎，モルモット，ラット，マウス)及びヒト血

清を Laemm1 i の SOS ーサンプルバッファー (6 2.5 m M Tr i s -H C 1 , pH 6. 8 , 3 % S 0 S , 5 

%2-Mercaptoethanol , 2mM EOTA, 10 労Glycerol ， 0.0 l%Bromophenol blue) 

で， 2 0 倍に希釈し，加熱処理後， 4-15~ぢの濃度勾配のポリアクリルアミドゲルにて数枚ずつS OS 

-PAGEを行った。そのうち一枚のスラプゲルを用いて，銀染色(銀染色キット 1 1 ，第一化学)を行

った。文，別の 2枚のゲルをそれぞ「れ Towbin の方法に準じて，ニトロセルロース膜へ電知'-]1<:転写し
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た。 3%マリーム(味の素) T BS溶液 (0.1M Tris-HCI , 0.1M NaCI , 2mM MgCI2 , 

pH 7.5) にて，ニトロセルロース膜を， 37 0C1 時間反応させ，次に一次抗体として，アフィニティ精

製ニワトリ HO抗体 (0.6μg/m1 )または，対照として，正常ニワトリ血清(1. 4μg/m1 )を反応さ

せた(室温， 1 時間)。その後，二次抗体，ビオチン化抗ニワトリ IgG抗体に反応をさせ(室温， 1 時

間)洗浄後， A Ikaline Phosphatase-Streptavidin Complex (ABC -AP) (BRL) に

反応させた(室温， 15 分間)。その後，基質として， Nitroblue tetrazolium chloride と 5

-bromo-4-chloro-3-indolyl phosphate p 由 toluidine salt (NBT-BCIP) を用い

て，染色を行った。

シアリダーゼ処理: 1 0μl の希釈した血清蛋白サンプル( 1mg/m 1 )を 1 0μ1 の streptococcal

neuram inidase (生化学工業) (1m unit/ttl) にて， 37 0C2 時間処理し， Laemm 1 i の SO

S -サンフ。ノレバッファーにて，希釈し，加熱処理後， SOS -PAGEH::用いた。

レクチンカラムクロマトグラフィー:各種レクチンを，アガロースに固定化した， ミニカラムを準備し

(ConA-LA , LCA-LA , RCA120-LA , WGA-LA , (豊年レクチン) ) P B S 1<::て希釈

した血清サンプル( 1 m g/m 1 )をアブライした。その後，カラムの 1 0 倍容の PBS で洗浄し，種々の

糖を含む溶出バッファーにて溶出した。溶出した蛋白分画を，それぞれニトロセルロース膜へドットブ、ロ

ットし，その後， ABC -AP法にて， HO抗原の検出を試みた。さらに，それらの陽性画分を用いて，

S 0 S -P A G E , i m m uno b 1 0 t t i ng を行ない， HO抗原蛋白を同定した。

〔成績〕

1. HO抗原糖蛋白は，血清蛋白中では，銀染色の感度限界以下の微量蛋白であり，表の如く，動物によ

って，その分子量に多様性が認められた口

動物血清中lζ検出されたHO抗原糖蛋白の分子量 (kd)

血清の種類
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牛胎児血清では，主なHO抗原はMW3 0 Okd , 1 70kd であるが，子牛血清では，さらに 110

kd , 45kd が出現し，加齢による変化がみられた。文動物種においては，マウスでは C 3 H / He , 

BALB/ c , NZB などで，同じパターンを示しさらに，同じ s train のマウス (C 3 H / He) で

は， 1 0 数匹の週齢の異なる個体を検討したが，個体差は，認められなかった。又， ヒト血清において

は，予想した知く， HO抗原は検出されなかった。ヒトに近縁のアフリカミドリザルでは， 1 7 0 , 

140 ， 100 ， 70kd のHO抗原を検出した。

2. シアリダーゼ処理にて，本蛋自におけるHO抗原性は消失した。
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3. 牛胎児，マウス血清では， Con へ LCA ， RCA レクチンカラム lとより， HD抗原蛋白は溶出された

が，一方家兎血肩では， ConA , RCA , WGA レクチンカラムにアフィニティがあり，それぞれのH

D糖蛋白の糖鎖に差異が認められた。

〔総括〕

数種の動物血清において糖蛋白型のHD抗原の存在を認めた。乙れらの糖蛋白は， sialidaselとより，

そのHD抗原性を喪失する乙とにより，その非還元末端のN- グりコリルノイラミン酸に抗原性が担われ

ている乙とが確認された。乙のように，動物血清においては，糖蛋白型HD抗原が糖脂質型とともに発

現されるものがあり糖脂質問様“血清病"を惹起する可能性のある乙とが示唆された。

論文審査の結果の要旨

本研究は( 1県好性抗原の一つであるHD抗原には糖脂質以外に糖蛋白も存在する乙と， (2)HD糖蛋白は

分子量の面より多様性のある乙と (3沿子量は加齢によっても変化する乙と(4動物種聞にも糖鎖の違いに

よる性状の差異がある乙と，最後に(5)乙れらHD抗原は何れもシアリダーゼ処理で抗原性を失うことなど

を明らかにしたものであるロヒトには正常には存在しない乙の抗原は発癌肝硬変などで発現される乙と

が知られており乙の成果は今後の乙の領域における学術水準の向上に貢献するとともに血清病の原因とさ

れるHD抗原の性状を明らかにしたもので十分学位に値するものと判定した。
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