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論文内容の要旨

[目 的] 破傷風毒素は分子量約15万の蛋白質で，そのN末端から [A] ， [B] , [C] それぞれ分子量約 5 万の 3 つの機

能的構造単位(領域)から成ることが知られている。これらのうちでプラグメント [A] (L 鎖)， [C] および複合フラ

グメント [A-B] ， [B-C] (H鎖)はこれまで単離されているが，中央のフラグメント [B] は単離精製できていなかっ

た。そこで本研究では，プラグメント [B] の単離精製を試み，それにはじめて成功したので，その物理化学的，免疫化

学的性状を明らかにし，さらに抗毒素免疫反応をその他の破傷風毒素フラグメント，毒素全分子のトキソイドのそれ

らと比較解析した。

[方 法] 破傷風菌 (Clostridium tetani) Harvard A -4 7微研亜株を肝片加肝ブイヨンに 2"""'3 週毎に継代培養し，

その 4 0C保存培養の一夜培養を 2 回繰り返したものを Latham 変法培地で 5"""'6 日培養，その上清から硫安分画，超

遠沈分画，ゲ、ル漉過法(ウルトロゲル AcA34) によって精製毒素を得た。精製毒素を 1 mM  EDTA, 30 mM システ

インを含む0.1 M KNa リン酸緩衝液 (pH6.5) 中でパパイン:毒素 (4 mg/ml 反応液)， 1: 50で250C 16時間処理した

後， HPLC (TSK G3000SW カラム， 0.1 M KNa リン酸緩衝液， pH6.8) により分離し，精製フラグメント [A-B]

および[C] を得た。フラグメント [A] および[B-C] は，精製毒素を100mM ジチオスレイトール (DTT) で還元 (250C

60分)， 4 M 尿素ですばやく処理した後， 1mM DDT , 2M 尿素， 1mM DDT を含む50 mM  Tris, 0.6 M グリシン

緩衝液 (pH8.5) で平衡化したカラム (Ultrogel AcA44 またはセブアデックス G-200) でゲル漉過により分離精製し

た。精製標品は SDS-ゲ、 1レ電気泳動法で分子量， Isoelectric focusing (ブアルマシア Phast System) により等電点を

決定， native ゲル電気泳動で純度を調べた。 N末端アミノ酸配列は精製標品を SDS-ゲ、ル電気泳動後 PVDF 膜に電気

泳動的に転写して，気相 Applied Biosystems Procise シーケンサー (Perkin Elmer 社， 492型)によって分析した。

精製フラグメント [B] のチャンネル形成能は，アゾレクチン脂質二重層に音波処理 (3TC 2 分)によって組み込み，パ

ッチクランプ法によって調べた。プラグメントの抗-毒素免疫活性の検定は，ホルマリン処理した各フラグメントを Al

(OH)3 ゲ、ルに吸着させ，段階希釈したもの0.5 ml を ddy/s マウス(各希釈段階 1 群10匹)に皮下注射して免疫し， 4 

週後に100LDso の毒素で攻撃して生死および症状をスコア化する方法を用い 1 週間にわたって記録し，平行線検定法
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で行い，統計的解析をした。

[成 績] 破傷風毒素を穏やかにパパイン処理し，まずN末端側2/3のフラグメント [A-B] を単離精製し，次に精製フ

ラグメント [A-B] を DTT で遍元して，種々の濃度の尿素で前処理した後，種々の濃度の尿素を含む緩衝液中で電気

泳動し，フラグメント [B] を単離精製する至適条件を見出した。その結果，フラグメント [A- B] を 100 mM  DTT で

還元 (250C 60分)した後， 2M 尿素で処理し， 2M 尿素 1mMDTT の存在下 (20 mMTris-HCl , pH7. 6) で， NaCl 

の勾配 (0------0.5 M) で MonoQ カラムを用い FPLC によってイオン交換クロマトグラフィーを行い，抗原特異性を指

標にして，プラグメント [A] および[B] のピークを分離同定することができた。それぞれフラグメント [B] および[A]

の抗原特異性を示す 2 つの主なピークとして得られ，それぞれ分子量48 ， 000 ::t 2 , 000および54 , 000 ::t 2 , 000 で， SDSーゲ

ル電気泳動法では 1 本の蛋白質バンドを示した。フラグメント [B] の等電点は7.3であった。フラグメント [B] の精製

標品は， [A -B] から分子数として50------72% の収量で得られた。精製フラグメント [B]標品のN末端アミノ酸配列は L

-G-G-E-L-X (C) -1 -K -1-K-N で，毒素分子の462番目のアミノ酸 Leu から始まっていた。精製フラグメント [B] は，

大量 (100μg) をマウスに静脈内または筋肉内注射しても無毒であったが，人工脂質膜二重層で明確なチャンネル活動

(約2.3 pS) を示した。したがって疎水性に富みチャンネル形成能をもっフラグメント [B] が，毒素の活性発現の場で

ある細胞質内侵入に果たす役割が示唆された。

フラグメント [BJ の抗一毒素免疫反応を，破傷風毒素の各種プラグメントと比較してマウス法を用いて調べたとこ

ろ，フラグメント[ BJ は， [AJ , [CJ単独および[A- B] と同様，毒素全分子トキソイドに比べてはるかに低い反応を

示したが，フラグメント [C] との複合体である [B-C] は，毒素全分子トキソイドと同様の用量反応曲線を示し，蛋白

質量当りで比較するとそれに匹敵する防御免疫活性を示した。

[総 括] 破傷風毒素分子の中央領域フラグメント[ B] の単離精製に，はじめて成功し，その諸性状を明らかにして破

傷風毒素の毒作用発現段階における役割を示す結果を得た。フラグメント[ BJ の抗-毒素免疫反応を毒素全分子トキソ

イドおよびこれまで得られた種々の破傷風毒素フラグメントと比較解析したところ，フラグメント [B]単独ではその

活性は低いがフラグメント [B-C] のかたちになると蛋白質量当たり毒素全分子トキソイドに相当する防御免疫活性

を示した。

論文審査の結果の要旨

本研究では，破傷風の病原因子である破傷風毒素の 3 つの機能的構造単位(領域)， [A] , [BJ , [C] のうち，これ

まで単離精製できていなかった中央のフラグメント [B] の単離精製にはじめて成功した。そこで精製フラグメント

[ B]標品を用いて，フラグメント [B] の物理化学的，免疫化学的性状を明らかにし，さらに抗-毒素免疫反応を，その

他のこれまで得られている破傷風毒素フラグメントのすべてと毒素全分子トキソイドのそれらと系統的に比較し，平

行線検定法によって統計的に定量解析した。その結果，フラグメント [B] の物理化学的諸性状，毒素分子のもつチャン

ネル形成活性のフラグメント [BJ における局在を明らかにし，さらにフラグメント [B]単独ではその抗一毒素反応活性

は低いがフラグメント [B-C] のかたちになると，蛋白質量当りで毒素全分子トキソイドに相当する防御免疫活性をも

つことを明確に示した。本研究で得られた知見は，破傷風毒素の毒作用発現段階におけるフラグメント [BJ の役割の解

明に基礎的知見を与えるだけでなく，破傷風予防のためのワクチンの改良に必要な重要知見を与えるものであり，学

位に値すると考える。




