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はま の よね かず
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学位論文題目 下痢性貝毒特にオカダ駿に関する研究

論文審査委員 会主義)三輪谷俊夫

5噌井上公蔵 教授松田守弘

論文内容の要旨

【目的】

下痢性貝毒は人に下痢， p区吐等の食中毒を引き起こす自然毒で，プランクトンにより毒化した二枚貝の

中腸腺に含まれる。乙の食中毒は我が国における動物性自然毒による食中毒患者数では最も多い。下痢性

貝毒の定量は，成熟マウス腹腔内投与による致死を指標とする公定法が厚生省iとより定められているが，

遊離脂肪酸の影響を強く受け，定量誤差が生じる乙とから改良が望まれていた。選択性，簡便性，迅速性

に富む定量法を開発する目的で，乳のみマウス法， Vero 細胞毒性， ウサギ毛細血管透過性冗進活性( p 

F )を検討するとともにオカダ酸に対するモノクローナル抗体の作製に成功し，乙のモノクローナル抗体

を用いた ELISA法による定量法を開発した。また，オカダ酸の生物作用機序についても解析した。

【方法ならびに成績】

細菌性下痢毒の検出系として用いられている乳のみマウス胃内投与法を下痢性貝毒定量に応用するため

至適条件を求めた結果， 3.-.4 日齢マウスに試料を投与し， 25
0

Cに保温して 4 時間後，腸管内液体貯溜比

(腸管重量/(体重一腸管重量) ) ( F A比)を求める乳のみマウス法を確立した。投与毒素量と FA比

の関係を調べた結果， FA比が 0.07 --0.12 の聞で直線性を示し FA比が 0.1 2以上で平坦となった。 FA

比が 0.09"'-'0.11 の聞の値を示す被検液中に O.lMUの下痢性貝毒が存在するので; FA比が 0.1 2 より大き

い場合， FA比が 0.09"'-'0.11 の値になるまで希釈し，その希釈倍数 (N) と定数( 0.05 )の積によって，毒

素量を求める乙とが可能となった。本法は遊離脂肪酸による影響を受けず，判定時間が 4 時聞に短縮され

る乙とから，毒化モニタリングおよび食中毒事件の診断に応用し成果をあげる乙とができた。

また， Vero 単層培養細胞にオカダ酸を接種し，光学顕徴鏡花よる経時的観察を行った結果， round-
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ing, ga ther ing，萎縮，崩壊等の形態的変化が認められ細胞毒性を示す乙とが明らかになった。定査電顕

による観察iとより，光学顕徴鏡下で認められた rounding ，<:先行して Vero 細胞表面の microvilli の短

縮，肥厚が観察された。オカダ酸接種48時間自における総細胞数および生存細胞数を計測した結果，いず

れもオカダ酸の接種濃度が高まるにつれ減少し，オカダ酸は cytotoxic に作用することが判明した。

一方，オカダ酸を投与した乳のみマウス十二指腸組織標本を観察した結果，粘膜上皮細胞の変性剥離，

粘膜固有層および粘膜下織の水腫を認め，走査型電顕で繊毛上皮細胞の変性剥離像を観察した。 in vivo 

においても cytotoxic ，ζ作用することが認められた。

オカダ酸のウサギ皮膚毛細血管透過性充進活性( P F )を調べた結果，色素漏出面積が 0.025 ---0.2μg 

の間で直線性を示し，ウサギ毛細血管透過性を冗進することも明らかになった。

抗オカダ酸モノクロ一ナノレ抗体を作製するため，オカダ酸-Hydroxysucc inimid es ter を合成しヒト

IgGのリジン残基に結合させ抗原とし，マウス腹腔に免疫， 9 クローンの抗体産生細胞を得た。乙うして

得られたモノクローナル抗体 (OA-423-3 , IgG 1 ， κ) を用いる ELISA法を開発し検討した結果，オ

カダ酸1.0~300 ng の間で直線性を示し，数 ng/ml のオカダ酸がELISA法で測定できることが明らか

になった。また，本モノクローナノレ抗体 tOA-423-3) の中和活性を調べた結果， オカダ酸の Vero 細胞

毒性を中和し，オカダ酸およびDTX3 の乳のみマウス法における下痢原性も中和し，下痢性貝毒の毒発現

部位を認識する抗体である乙とが示唆された。

ELISA法lに乙よる標準精製品 DTXl の定量値はHPLC法および

タテガガ、イから部分精製した DTX3 も定量する乙とがででミきたo 乳のみマウス法で下痢性貝毒を検出できな

かった貝類 6 検体がELISA法で下痢性貝毒陽性として検出できた。今回開発した ELISA法により，オ

カダ酸の他，その誘導体である DTXl およびDTX3 が高感度で定量できる乙とが判明した。

【総括】

1 )乳のみマウス腸管内液体貯溜比を指標とする下痢性貝毒定量法 L 乳のみマウス法)を開発した。本法

は遊離脂肪酸の影響を受けず，公定法l乙比べ，感度，迅速性に優れていた。

2幻)抗オカ夕ダダ、"‘酸モノクロ一ナノルレ抗体 tOA-42お3-3幻)の作製lに乙成功した。本モノクロ一ナル抗体は下痢性貝

毒の Vero細胞毒性および

3幻)抗オカダダ.酸モノクロ一ナル抗体を用いる ELISA法lに乙よる下痢性員毒定量法を開発し:たfたこ o 本法iに乙より，

オカダダ‘酸， DTXl およびDTX3 を感度よく定量でき，簡便性，迅速性に富む方法である。

4) オカ夕、.酸は培養細胞や乳のみマウス，ウサギ腸管粘膜上皮細胞に対し， cytotoxic ，<:作用する乙と

が判明した。

5 )オカダ酸はウサギ毛細血管透過性を冗進することを明らかにした。
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論文審査の結果の要旨

下痢性貝毒は下痢， p区吐を主要症状とする食中毒を引き起 ζす自然毒で，プランクトンにより毒化した

二枚貝の中腸腺に含まれる。乙の食中毒は我が固における動物性自然毒による食中毒患者数では最も多く

食品衛生上重要である。下痢性員毒の定量は，中腸腺抽出液を腹腔内投与によりマウス致死を指標とする

検査法が厚生省により公定法として定められているが，定量誤差が大きいこと，遊離脂肪酸の影響を強く

受ける乙とから，定量法の開発が望まれていた。

申請者は細菌性下痢毒素の各種生物活性試験法に着眼し，下痢性員毒の定量iζ応用可能かどうかを検討

し，腸管内液体貯溜比を指標とする乳のみマウス法を開発するとともに，抗オカダ酸単クローン抗体を作

製してELISA法による定量法を確立し，疫学的調査やサーベイランスに利用して有効である乙とを示し

た。更に，作用機序についても検討を加え，以下の成果を得ている。

1 )乳のみマウス腸管内液体貯溜比を指標とする下痢性貝毒定量法(乳のみマウス法)は，遊離脂肪酸の

影響を受けず，公定法に比べ，感度，迅速性にも優れている。

2) 抗オカダ酸単クローン抗体の作製に成功したが，得られた単クローン抗体は，下痢性貝毒の Vero 細

胞毒性および

3幻)抗オカ夕ダダ、申、酸単クロ一ン抗体を用いた ELISA法はオカダダ.酸およびび、その誘導体でで、ある DTXl およびび、DT

X3 を感度良く定量することができ， 簡便性，迅速性に富む下痢性貝毒の検出法である。

4) オカダ酸は Vero細胞毒性やウサギおよびマウス小腸の病理組織学的観察により，標的細胞に対して

cytotoxjc に作用することを明らかにした。

5 )オカダ酸はウサギ皮膚毛細血管透過性を充進する乙とを明らかにした。

以上の研究内容は，学位を授与されるに値するものと考える。
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