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論文内容の要旨

〔目的〕

細胞の癌化や癌の転移iとともない糖脂質や糖タンパク質の糖鎖に異常が出現する乙とはよく知られ

ている。ある種の糖脂質やムチン型の糖タンパク質に対する単クローン抗体 (MoAb) はすでに作製

され，臨床上有用な腫蕩マーカーとなっている。しかし， Nーグリコシド型糖タンパク質の糖鎖に対す

る MoAb の作製は非常に困難であり，また作製されたものとしてもそのエピトープの解析は容易では

ない。

本研究は，ヒト免疫グロプリン(IgG) より bisecting ルacetylglucosamine (bisecting-GlcNAc) 

構造を持つフコシル化 2 本鎖糖鎖を精製し，乙れをBALB/c マウスに免疫してNーグリコシド型糖鎖

に対する二種類の MoAb を作製する乙とに成功し，さらに乙れらの MoAb に対応するエピトープの解

析を行ったものである。

〔方法と結果〕

1)糖鎖の精製:ヒト IgGよりヒドラジン分解，ゲ、jレ漉過にて糖鎖を分離した後， 2- アミノピリジン

による蛍光標識を行い，高速液体クロマトグラフィーを用いてbisecting-GlcN Ac 構造をもっフコシ

ノレ化 2 本鎖糖鎖を精製した。

2) MoAb の作製と精製:精製した糖鎖5μg をFreund の完全，または不完全アジュパントとともに

BALB/c マウス腹腔内に週 1 回，計 5 回免疫し，免疫マウス牌細胞をマウスミエローマ細胞P3Ul

と常法通り細胞融合した。スクリーニングは以下のどとく行った。まず96穴のマイクロタイタープ
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レートに50μ1 のヒト asialoglycophorin (1μg Iml) を37
0

C， 2 時間固相化し， 300μl の 1%牛血

清アルブミンにて370C ， 1 時間 blocking した後， hybridoma 培養上清50μI を370C， 1 時間インキ

ュベー卜した。次いで二次抗体として2000倍希釈したペルオキシダーゼ結合ヤギ、抗マウス IgG+

IgM抗体50 .u l を37
0

C， 1 時間反応させた後，発色基質としてかphenylenediamine を用いて 490

nm の吸光度を測定した。乙れにより MT-5 ， MT-9 の 2 種の MoAb を得た。また精製は腹水化

MoAb を30- 50必硫安塩析後， Sephacryl S -300 を用いたゲル櫨過により行った。

3) MoAb の特性とそのエピトープ: 2 種類の MoAb; MT-5 , MT-9 は dot blot 法 lとより aSla­

loglycophorin と，また western blot 法により IgG-Fc fragment 及びヒト trans ferrin とそれぞれ

反応する乙とが確認された。次に，固相化したヒト asialoglycophorin を galatosidasep ゚-N-aceｭ

tylhexosaminidase pιmannosidase p ,B-mannosidase 1[. より逐次消化した後， E L 1 SA法にて

MoAb との反応性の変化を比較検討し， MoAbのエピトープを推定した。その結果， MT-5 のエ

ピトープは bisecting-GlcN Acを含むマンノースコア構造 (GトM-M し Gn) -M-Gn) であり， MT 

-9 のそれは fucose を含む ß-mannose p chi to biose (M-Gn-Gnーのであると考えられた。

〔総括)

ヒト IgGから精製したピリジルアミノ化糖鎖を免疫原に用いる方法により，アスパラギン結合型糖

鎖に対する二種類の MoAb を作製する乙とに成功した。また種々の glycosidase 消化した asialogly­

cophorin との反応性を ELISA ， western blot 法にて検討し， MoAbのエピトープはそれぞ、れ bisect­

ing-GlcNAc を含むマンノースコア構造および;fucose を含む ß-mannose p chi to biose と推定した。

論文審査の結果の要旨

細胞の癌化や癌の転移にともない糖脂質や糖タンパク質の糖鎖に異常が出現することはよく知られ

ている。本研究は， ヒト IgG から 2 ーアミノピリジンによる蛍光標識により精製した bisected N-

acetylglucosamine 構造を持つフコ、ンノレ化 2 本鎖糖鎖を免疫原とする乙とにより， N-グリコシド型糖

鎖に対する単クローン抗体を初めて作製する乙とに成功した。さらに ELISA 法を用いての単クローン

抗体のエピトープの推定も行い，今後あらゆる種類の Nーグリコシド型糖鎖に対する単クローン抗体の

作製を理論上可能にしたという点できわめて興味深いものであるo 学位論文に値する研究と考える。
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