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349　　　 C 末端特異的抗体 に よるシ ャ ペ ロ ニ ン α 、βサ ブユ ニ ッ トの識 別

　　　　　　（阪大 院
・エ ・応 生、京大 院 ・エ ・生化 ＊ 、CREST ・今中プ ロ ジ ェ ク ト）

　　　　　 ○泉　美知 、藤 原伸介、高木 昌宏、福井希
一一
、今中忠行 ＊

【目的】シ ャ ペ ロ ニ ン は生 物界 に 広 く存在 し 、 生 体 内で の 蛋 白質 フ ォ
ー

ル デ ィ ン グ に寄

与 して い る と考え られて い る 。 これ は 、 細菌の GroEL に代 表 され 、ホモ オ リゴ マ
ーか ら

な る グル
ープ 互、 ヘ テ ロ オ リゴ マ ーを形 成す る真核生物 、 始原菌の シ ャ ペ ロ ニ ン が 属 する

グル ープ II に 分類され る 。 グル ープ II に属す る もの は生体内 で協 同的 に機能 して い る と

考 え られ る が、オ リゴ マ
ー形成 の 量比 、機 能 発現 で それ ぞれ が 担 う役割 な ど詳細 に 関 し

て は未解決の ままであ る 。 我 々 は超好熱菌 Pyrococccas　kOdakaraensis　IくOD1 株の シ ャ ペ ロ

ニ ン の機 能解 析及 び環境 変化 に対 す る発現応 答 に関す る知 見 を得 るため に実験を行 っ た 。

【方法及 び結果 】KODI 株の シ ャ ペ ロ ニ ンは α （CpkA ）、 β（CpkB ）の 2種類 の サ ブ ユ ニ ッ

か らな る 。 In　vitro で は 、組換え体 と して 発現 させ た CpkA も しくは CpkB は 、グ ア ニ ジ

ン 塩酸塩に よ っ て 引 き起こ され る ロ ダ ネ
ーゼの 凝集を防 い だ 。 さ らに 、 グ ア ニ ジ ン塩 酸

塩 に 対 して の 耐性は 大腸菌の GroEL よ りも高か っ た 。 ま た 、 それ ぞ れ を大腸菌内で 外 来

タ ン パ ク質 と共 発 現 させ る と 、 不 溶性 顆 粒形 成 は 軽 減 した 。 こ れ まで の 機能解 析の 結果

で は CpkA 、　 CpkB の性質に 明確な相違点は示 され て い な い
。 しか し 、　CpkA の C 末端側

に は細菌 の シ ャ ペ ロ ニ ン に特徴的な GM モ チー フ が 存在 するが 、　 CpkB に はみ られ なか

っ た 。 こ の 差 が 生体 内で の 機能 に与 え る 影響を検討 す るため に、 それぞ れの C 末端側 の

配 列 に相 当す るペ プ チ ドを合 成 し 、 ウサ ギ を免疫 し、 抗 CpkA 血 清 、 抗 CpkB 血 清を得

た 。 Western　bgottingの 結果 、 両 r血清は そ れ ぞ れ CpkA 、　 CpkB に 特異的で あ っ た 。 現在 、

KODI 株で の そ れ ぞれ の 発現変化 を、増殖期及び 培養温 度の 異 な る菌体で 検討 して い る 。
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【目的】演者 らは これ まで に メタン フ ェ タミ ン （覚醒剤 ： MA ）に対する抗体の 抗原認識

部 位の 解析 を行 っ て 来た が 、抗原 の 親和性に抗体 重 鎖の CDR −2が深 く関 与 して い る こ と

を 明 らか に した v 。一方、抗体軽鎖の役 割 につ いて は こ れ まで不 明で あ っ た ので t 本研

究で は こ の 点を 明 らか にするた め軽 鎖の 抗原特異性につ い て検 討 した 。

【方法及び 結果】抗体の 重鎖 と軽 鎖の分 離はジチオス レイ トール に よっ て還元後 、 ジス

ル フ ィ ド結合の 再結合 を防ぐた め に ヨ
ー一　F酢酸で アル キル 化 した 。 精製 はSephadex 　 G −

25お よ びG −1   0に よ り行 い 、 SDS −PAGE に よ り純度を確認 した。抗原 親和性 は通 常の

ELiSA 及 び競合阻害 ELISA によ り求め た 。 今回 MA を強 く認 識する MA −15抗体 及びメチ ル

エ フ ェ ドリン （ME ）を 強 く認識する MA −3抗体 を用い て実験を行 っ た 。 これ まで の研 究

か らハ プテ ンの 認 識 には重鎖、中で もCDR −2が 強 く深く抗原認識 に関与するこ とを報告

した。 と こ ろが実験結果は 予想に反 し 、
MA −15抗体の抗原 特異性は MA に対する反 応性を

Sとする と、 ME に関 して 抗体で O．021，、重鎖で O．019
、 軽鎖で   ．019 とな っ た 。

一
方MA −3

抗体 の 抗原 特異性は 同様 に9．5、7．0、7．8とな り t 特異性 に関 し抗体及び そ の サブ ユ ニ ッ

ト間で ほ とん ど変化が なか っ た 。 こ れ は抗 MA 抗体だけ に限 られた特殊な ケー
ス で あ るの

か どうか に つ い て 議論する。

【将 来の展 贓 抗体軽鎖の抗原 特異 性 につ いて の意 義を 明 らか に した い 。
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