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その感染予防及び治事への応用
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要約

ヒトロタウイルスの経口接種によって引き起こされる乳飲みマウスの下痢症において、感染後の牛

乳αーラクトアルブミン (α-LA)の経口投与が回復期間の短縮をもたらすことが示された。 α-LAの作

用は、不都合な状態に陥った腸細胞の速やかな除去にあると推察されるロ一方、もう一つの主要牛乳

乳清タンパク質である月ーラクトグロプリン (s-LG)は、ラット小腸由来培養細胞であるIEC-6の増殖

に関して促進もしくは阻害の作用を示した。促進作用は無血清培養条件下で、また、阻害作用は高濃

度FCS含有条件下で、それぞれ顕著に認められた。促進作用は生理条件下で二量体化するs-LGに起因

し、一方で、阻害作用は、生理条件下でさらに会合し、 SDS-PAGEでは37kDaパンドを示す成分を含

むオリゴマー化したs-LGに起因すると考えられた。このs-LGオリゴマーの細胞増殖阻害作用は、増

殖の一時的停止であり、細胞の殺傷ではなかった。

キ ワード:a-ラクトアルブミン、 b-ラクトグロブリン、 IEC-6細胞、ロタウイルス下痢症、乳飲みマ

ウス実験モデル

1.目的

①研究の背景 牛乳に含まれる種今のタンパク質が腸培養細胞の成長や機能発現に及ぼす影響を調

べてみたところ、 αLAとs-LGという二つの主要な乳清タンパク質がいずれも腸培養細胞の増殖を

強力に阻害するという意外な性質を示すことが浮き彫りとなった。さらに興味深いことは、この二

つのタンパク質の示す細胞増殖の阻害が作用上それぞれ全く異なっており、細胞の運命を反対方向

へと決定付けるらしいことである。すなわち、 α-LAは細胞を傷害し、細胞死(アポトーシス)を誘

導するのに対して、 s-LGは細胞の増殖を停止させる 方で、機能上の分化を誘導する働きを持つ

らしい。新生動物の腸細胞は機能的に未熟で、成長に伴って徐今に成熟へと向かうと考えられるが、

その過程での乳タンパク質の影響は重大である。乳タンパク質は一方で未熟な細胞を速やかに成熟

状態へと分化させる働きを持つことも要求されるであろうし、他方で未熟細胞が感染ゃがん化とい

った不都合な状態に陥った場合、それらを速やかに排除する働きを示すことも要求されるだろう。

そういった観点から眺めた場合、我今が新たに見出した二つの主要牛乳タンパク質による腸刺l胞の

成長調節は乳成分の作用としてきわめて合理的なものと考えられる。従来 αーLAやs-LGの乳におけ

る存在意義は、前者がすでによく知られているように乳糖合成における補助タンパク質として、後
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容は不男児な玉三が多いものの磁波役長完全?の総支遺体として位置fすけられている。塁走キの安否はこのこつ

の乳タンパク賓の機能;こ線路長支炎員総会事作織という新たな翠Hiiiiを付加する必繁校舎号室くぷ理愛しており、

手Lタンパク賓の生物機脅告を1Eしく等主義卒する上でさまコめて三重要と考えられる。

②研究の毘的 本研究はα主λど介LGという二つの主要牛乳タンパク紫Q)H量級泌総長長線療伶Iliを

として次のような二つの観点から主主総しようとするものである a

1)培養細胞系における級住・分子機滋網開の検討: 電気泳動やクロマトグラフ"…などのタン

パク質分離技術や綴々の気化教的手法を用いて分子レベルで、また共~(üiJ. レ…ザ…裏話微鏡やフロ

ーサイトメトリーといったそF総合悶いて紛胞レベルで、脇細胞成条首開館fFl'自の特性を分子構造と

の関連から耳目らかにする。

2) 動物実験系における義議室誌の予防及び治療に対する効巣の~f悩l:::トログウィルス感染の動物

実験系を用いて、義議事裂を立後の豪華D投与が下E誌の発症及ひマ療からのliH初二次iます君主筆撃を異体的に

言幸徳する。

平成15年療は、 a-LAIこ際しでは、ビトロタウィルスの豪華ロ室長緩によりヲI~必こされる乳飲みマウス

の下痢症における問後i足達金作燃について検討し、 また、 s-LGIこ襲警しては、 E議長態童話建君主義iこ及iます作局

についての生化今自主検討を行うことを自由きとした。

2.材料及び方法

2. 1 材料

(1)総ぬ

ATCCより目詩人し、液体言語索中に保脊されていたラット小勝EE来事長化細胞lE心6を使用した。

IEC吾総立話1;土、 10%ウシ飴兇血清 (FCS)を含むrDMEMを潟いて、 3TC、5%CO，の条1'1'下で談

後した。護憲fえは、 3-581手i二行った。すなわち、コンブル.J:.ントiこ透した綴組表証言を10mAQ)

PBSできもい、上総会級事i除去した後、 5対立)PBSで義援立議事禁泌を鍔"1fiJもった。 4mAのトリブシンャ

EDTA-2Nai話事後 (0.25%のトザプシンと0.39告のEDTA-2Naを念ひPBS溶液〉を入ま工、長jshを喜多かに

綴らして均一になるように撹拝し、繍1胞がF号主事イ七するのを霊長微鏡で霊霊祭してから、 DME五基金4泌

総加した。メスピペットで繰り返し撹狩し、総防護t¥書籍‘淡HOJrJの迷心チューブに移した。手等"1fメ

スピペットでよく懸濁した後、 1000ゅmで5分間淡心分隊した。上清を吸引除去し、 10%FCSを

合trDMEMを10mA加えて懸濁した。 t時t午後すぐに200μtをkり、 Neubauer型血球計算織を聞い

て剣勝委主を計算した。細胞の生死はトリパンブル…決f誌で絢べた。

(2)タンパク質

a-LA]えてf.s-LGI立SIGMA社より総入したe

2健 2 コきま去
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(l) W:釘4法

10cm dishゆでコンブ J~:r:.ントになったIEC-6細胞をトリプシン処理し、 10%のFCSを舎か

DMEMIニ日懇話路した。 1000rpmでs分間遠心して上清を吸引除去した後、 1X 10' cells/ cぽになるよ

うに縦脇般活懇話更を溺縦し、 96穴プレートに100m!!ずつ播いた。 5%C02、3TCで5時間前核奇襲し、

総胞が後落筆したととを計官級した後、 100meの試験総士也iこ交換した。一日おきに培地交換した。 i祖国主在

日に試験勝負告を吸引隊法去し、 10事長FCSを含むDMEMを各ウェ}"に100me、WST-1誌薬{和光純遣さ

:工主義L側、 CellCunting Kit)を10m!!ずつ飢え、 37"(;で2待問、 5守番 COdンキコベーターで培養し

た後、マイクロプレートワ…ダーにより450ぉmで吸うも皮を測定した。

(2)ぎし主主みマウスをF語いたログウィルス終口被綴による下E認の発主主

本5軽量主で燃いた方法i主、…絞めを造業譲マウスから主主まれたi湾波マウスを一群とし、生後5日韓告の

乳飲みマウスへのとトロタウィルスMO;事長 (2X101FCFU)の長室口後怒によって引き起こされる1'"

Zおの発案EIこ燃して、ウィJ"ス会豪華議室主1善寺織の降五菜で豪華ロ役与したサンプんの感染予紡効果を議べ

るために言語発された方言去に三基づいている。その13さまをFig.1Iこ様式告さに主主している。

今湿のき寄重量ではごすLを{参政し、ウィルス主察車還による n絡の苦主主主後、すなわちウイルス接種後1
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百g.1 ヒトロヲウィルスが引き起こす下痢のそF訪を祭f織するための動物語定験モデル

釘宮、感染を確認してから、サンプんを綴口投与することによる下総からの殴後期僚の怨謀議につ

いて、毎自の望室の綴察iこよって評i道官官官苦なものとした。 Fig.2にその方法安本襲五史的}こぶしている。
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I;g. :2: t:トロ11ウィルスが喜1;警護憲こす下績からの包復を評鑓するための重毒物語堅産量モデル

(3)クロマ Fグラフィー

Superdεx 75グJレ道義送金クロ?トグラフィ…による分画は必ITA主xplorler1051こよって!f3j1務処ま撃し

た。

(4)電気泳動

重量気泳霊長iこは、Laemm韮の方法に従ってSDSトPAGEを用いた。

札結果と考察

1. ヒトロタウィルスの経口接穫による下痢自主からの閥復に及ぼすロー凶経口投与の童話響

3凶の5良立した実験をまとめたかたちでFig.31ニ来高慰安示している。高濃度のα-LAの投与が下Sおか

らの陣後期問を羽らかに短絡するとどがき京された。十l.A，のま受与量を低下させるとごの効5警はft;霊められ

なくなった。

ふ妻華街濠及び10%FCS会事言培滋でのラット'N義淘3長持きま整綴織をC-6の締結増殖に及ぼすs-LGの影警警

1浅草草j詩主義主主(Fig.4上)、 10詫FCS会有機地(Fig‘4…ド}それぞれに4つの s-LG擦品、 114H7055、20k

7044、81k7026、052k7018 (以下、それぞれ1l4H、20k，81k、052kとする)を10mg/rnlの濃度とな

るようにそれぞれ添加し、 IEC-6綱胞を2日間総務告発、 WST-1訟を矧いて比色することにより増殖を

務似した。データは、コントローJレ培地中の細胞詩型織を10C品とした場合のサンプル培地での増殖の翻1

4訟で示している。
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ウィルス接種後の日数

ヒトロ空ウィルスが引き起こす下痢に対する αーLAの回復促進効果

5日齢の乳飲み7 ウスにヒトロタウィルスを経口摂取してから 1日後にαーIA(50mg/na)を50μt経口投与し

た。奨を毎日観察し、下痢もしくは軟便で判定される感染吠態を記録し、ウイJレス接種7ウスの総数に対する

感染7ウスの割合を示した。 F1はヒトロタウィルス接種1時間前に牛乳ムチン複合体 (Fl)を経口投与した時

の下痢予防実験の結果を示している。との場合、軟便は観察されたが、下痢の発症は全〈観察されなかった。
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052k 81k 20k 1141! 10% FCS 

DMEM 

無血清、 10%FCS含有培地における s-LG標品の細胞増殖に及ぼす影響

!il¥血清(上)及び10%FCS含有DMEM倍地(下)に異なる 4つのLotのs-LG標品を10昭;.aの濃度となるよう
に添加し、 IEC-6細胞を 2日間培養後、 WSf-1法により増殖を評価した。・、“、・ 8・、はそれぞれpく0.1、pく

0.01、pく0.001、を示す。

114H= 114F7055、20k=20k7044、81k=81k7026、052k=052k7018のLotNoを持つ介LG棟品
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2日目のWSf-1法による測定では、 20k及び81kをそれぞれ添加した場合、無血清培地 (Fig.4上)

しかし、 052kではコ値はコントロールと比較して有意に高く、細胞増殖を促進したことが示された。

ントロールと比較して測定値が有意に低く、細胞増殖を阻害していることが示された。

lO%FCS含有培地 (Fig.4下)においては、 114Hを添加した場合、細胞増殖がきわめて顕著に阻害

これに対し、 81kでは細胞増殖を促進する傾向が見られたが、 20kでは増殖への影響がほとを受けた。

さらに、 052kでは、 114Hほど強いものではなかったが、有意に増んど認められない結果となった。

殖が阻害された。 114Hについては、量的な制限からこれ以降の研究に用いることは出来なかった。

以上のように、無血清及びlO%FCS含有培地のどちらの条件においても、細胞増殖に及ぼすs-LGの

乙の変動をさらに詳しく検討するために、細胞増殖に及ぼすβーLGの

作用に関して、用量依存性を検討した。

影響は標品によって変動した。

3.細胞増殖に及ぼすs-LGの作用の用量依存性

無血清培地に3つのs-LG標品、 20k、81k、052kを5mg!me、10mg!me、15mg!meの濃度となるよ

うに添加し、 IEC-6細胞を 2日間培養後、WSf-1法により細胞僧殖を評価した。

合***** Lot : 20K7044 
0.2 

0.1 

。。
115 mg/ml 10 mglm】1) mg/ml control 

鰻血謂培地

Lot : 8lK7026 0.6 

0.4 

0.2 

恒国
h
園
田
市

t
a
u
-
a
E
D宕 0.0 

H'i mg/ml 10 mg/ml !'i mg!ml oon色rol

無血清培地

Lot: 052K 7018 0.2 

0.1 

。。
Hi mgfml 10血管Iml5 mg/ml coutn，l ・R血清培地

無血清培地における s-LG標品の細胞増殖に及ぼす影響

無血清DMEM倍地に ß-LG標品20k、 81k、そして、 025kをふ 10、 15mgl"~の濃度となるように添加し、 IEC-6細

胞を 2日間培養後、 WST-1法により増殖を評価した。
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Fig.51こ示しているように、 20kを添加した場合、いずれの濃度でもコントロールと比較して有意に細

胞増殖を促進することが示された。乙の場合、 5mg/1IIe濃度で既に増殖への影響が明瞭に認められたが、

さらに濃度を僧やしても、増殖がそれ以上に促進されることはなかった。 81kでは、より顕著な細胞増

殖促進活性が見られた。また、 5mg/1IIeよりも10mg/mEの濃度で強い促進活性が認められたが、それ以

上の濃度て吃足進活性が強まることはなかった。 052kでは、 5mg/me、10mg/meにおいてはほとんど影響

が見られず、 15mg/1IIeにおいてコントロールと比較してわずかに増殖が阻害される結果となった。

10%FCS含有培地での細胞増殖に及ぼす戸凶の影響の用量依存性を調べるため、同様に3つの戸田LG

標品、 20k、81k、052kを5mg/mE、lOmg/材、 15mg/mEの濃度となるように添加し、 IEC-6細胞を 2日

WSf-1法により細胞僧殖を評価した。 Fig.61こ示しているように、 20kではどの濃度でもコ問培養後、

ントロールと比較して有意な影響は認められなかった。一方、 81kでは、 10mg/mE及び15mg/meの濃度

で有意な細胞増殖の促進が認められた。 方、 052kではどの濃度でもコントロールと比較して有意な

影響は認められなかった。
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10" FCS 

o 
15 mg/ml 10 mg/ml 5 mg/ml 

Lot: 052K7018 
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10%FCS含有培地における日ーLG標品の細胞増殖に及ぼす影響

10%FCS含有DMEM培地lこs-LG標品20k、81k、そして、 025kを5、10、15mg/naの濃度となるように添加し、
IEC-6細胞を 2日間塙養後、 WST-1法により増殖を評価した。
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以上をまとめると、 20k及び81kは細胞増殖を促進し、特に無血清培地で顕著な作用が認められたこ

とから、これらの標品には細胞増殖促進活性を持つ成分が多く含まれると考えられた。また、 052kに

は増殖を阻害する傾向が見られ、細胞増殖阻害活性を持つ成分が多く含まれるのではないかと考えら

れた。すなわち、 IEC-6細胞の増殖に及ぼすβ-LGの影響に見られた標品問の変動は、それぞれの標品

中の増殖促進成分と増殖阻害成分の合有量の遠いに基づく可能性が示唆された。また、細胞増殖に及

ぼすs-1βの作用には、培地に添加する血清濃度もまた影響することが示された。

4. Superdex 75を用いたゲル漉過によるp-LGの分画

βーLG標品の分子サイズlこ関する均一性を調べるためにSuperdex75を用いてゲル鴻過を行った。

i 1寸βLG(20ω 1¥ 吋 p-LG(81k) 

IQ 
今ー、
再 吋 Fl 

E 。.

斗吋白島
溶出体積〈皿。 溶出体積(皿O

p-LG (052k) 

-21 

。
園
町

o 10 20 30 40 50 60 70 BO 90 1田
溶出体積(叫J

lig. 7 Superdex75を用いたゲルろ過によるs-LG標品の分画

20 mg/ml'Iこ調製した2.5ml'のs-LG標品をSuperdex75カラムにアプライし、 50mMリン酸バッファー

(pH 6.0)を用いて溶出した。 Fig.7に3つの標品で得られた溶出パターンを示している。いずれの楳

品においても、先に溶出する小さなピークF1と後から溶出する大きなピークF2とを分画した。

pH 6.0ではs-LGは一般に37kDaのダイマ として存在するから、大きなピークを示したF2はダイマ

ーのβーLGであり、一方、 F1のピークはオリゴマー化したs-1βが含まれると考えられた。
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5.細胞増殖に及ぼす日ーLG分画物F2の影響

s-LG標品052kから得た分画物F2を5mgjJl¥e、10mgjme、15mgjmeの濃度となるようにDMEM培地

に添加し、 IEC-6細胞を 2日間培養後、 WST-1法により細胞増殖を評価した。
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F2 (052k) 

li9.8 無血清培地における s-LG標品分画物F2の細胞増殖に及ぼす影響

無血消DMEM培地にs-LG標品025kからの分画物F2を5、10、15mgj似の濃度となるように添加し、 IEC.6細胞を

2日間培養後、 WSf-l法により増殖を評価した。

Fig.8に示しているように、 1m血清培地に5mgj刷、 10mgjme、15mgmeの濃度でF2を添加し、 IEC-6

細胞を培養した場合、いずれの濃度においても有意な細胞増殖促進活性が見られた。未分画標品の場

合、 052kは増殖促進活性を示さず、むしろ阻害の傾向が見られたが、ゲルi億過で分画したF2を崩fI胞に

添加した場合には、顕著な増殖促進作用が観察されるようになった。このことから、 s-LGに含まれ

ると考えられる細胞増殖促進活性を持つ成分は、生理条件下でダイマーとなる戸一LGに起因する可能

性が示された。 052k以外の他の標品でも同様の結果が得られた。

さらに、 10%FCS含有培地でのIEC-6細胞の増殖に及ぼすs-LG標品分画物F2の影響についても調べ

た。

10%FCS含有培地に20kより調製したs-LG標品分画物F1を5mgjme、10mgj材、 15mgjmeの濃度とな

るように添加し、 IEC-6細胞を 2日間培養後、 WST.1法により噌殖を評価した。

Fig.9に示しているように、 5mgj材、 10mgjme、15mgjJl¥eいずれの濃度においても有意な影響は認

められなかった。無血清培地においては有意な細胞噌殖促進活性を示したF2であったが、 10%FCS含

有培地においてはその活性が見られなかった。このことから、 F2の細胞増殖促進活性は、無血清培地

での培養左いう細胞に左って増殖の困難な条件下で顕著に現れ、逝に10%FCS含有培地での培養左い

う細胞にとって極めて増殖しやすい条件下では顕著には認められなくなるということが考えられた。
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fig. 9 10% FCS含有培地での細胞増殖に及ぼす13-LG標品分画物F2の影響

10%FCS含有DMEM培地にs.LG標品20kからの分画物胞をふ 10、15mgf耐の濃度となるように添加し、 IEC-6

細胞を2日間培養後、 W訂 '1法により噌殖を評価した。

6.細胞増殖に及ぼすs-LG分画物F1の彰響

細胞培殖促進活性を持つ成分がF2に含まれるダイマーのs.LGである可能性が強く示唆された。従

って、 F田LG標品中の細胞増殖阻害活性を持つ成分はF1に含まれると推測された。そこで、 F1の細胞

への影響を調べる ζ とにした。

1096 FCS含有培地に20k、81k、052kより分画して得たF1を5mg/mlもしくは10mg/mlの濃度となる

ように添加し、 IEC-6細胞を2日間培養後、 WST-1法により増殖を評価した。

Fig.10に示しているように、 20k、81k，052kから得たいずれのF1においても、 5mg/mlでは顕著な

影響は認められなかったが、 10mg/mlではいずれのF1においても有意な細胞増殖阻害作用が認められ

た。

未分画標品のままでは1096FCS含有培地において有意な影響が認められなかった20kと052k、また、

有意な増殖促進活性が見られた81kを分画して得たF1を細胞に添加したところ、いずれにも同様に顕

著な増殖阻害活性が認められた。乙のととから、 F1の細胞増殖阻害活性はオリコ守マーのs-LGに起因

するものであると考えられた。

次に、無血清培地でF1の細胞増殖阻害活性について調べた。

無血清培地にs-LG標品052k分画物F1を5mg/mlもしくは10mg/mlの濃度となるように添加し、

IEC-6細胞を2日間培養後、 WST-1法により僧殖を詐イ画したロ

Fig. 11に示しているように、 5mg/ml、10mg/mlのいずれの濃度で也、有意な影響は見られなかっ

た。 1096FCS含有培地においては顕著な細胞増殖阻害活性が見られたが、無血清培地ではその活性が

見られなかった。 ζの乙とから、 F1の細胞増殖阻害活性は、 10拓FCS含有培地での培養というような

細胞にとって極めて増殖しやすい条件下で見られ、無血清培地のように増殖の困難な条件下において

は現れにくくなるというととが考えられた。

-186ー



120 
Lot: 

100 

80 

60 

40 

20 

( ) 渓 。
control d mg/ml 10 mg!ml 

10 %.Pcs 

120 

100 

80 

60 

<0 

ム 20 

。
口 control G mg/ml 10 mg/ml 
，ム 10 % FCS 
入
n 
120 

100 

80 

60 

40 

20 

。
t:ontrロ1 G JJ1.g/ml 10 ml(/ml 

10 %FCS 

li9.10 10%FCS含有培地における ~-LG標品分画物円の細胞増殖に及ぼす影響

10%FCS含有DMEM培地に三つの異なるs-LG標品からの分画物Flを5及び10mg/.aの濃度となるように添加し、

IEC-6細胞を 2日間培養後、 W釘工1法により増殖を評価した。

雲
言語

0.2 

干Q 0，15 
士

。
0.05 

。

DMEM(無血清)

control 

無血清培地

5 mglml 10 mglml 

li9.11 無血清培地における日ーLG標品分画物F1の細胞増殖に及ぼす影響

無血清DMEM培地lこs-LG標品52kからの分画物F2を5及ひ'10mg/似の濃度となるように添加し、 IEC-6細胞を 2

日間培養後、 W訂'1法により増殖を評価した。
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7. s -LG標品及びその分画物のSDS-PAGEによる分析

これまで示してきた結果から、細胞増殖に及ぼすs-LGの影響は標品によって異なり、また、その

影響は培地に添加する血清の治度によっても異なることが示された。さらに、標品の分画物FUこは増

殖阻害の作用が認められ、特に10%FCS含有培地においてその作用が強く現れること、一方で、 F2に

は噌殖促進の作用が認められ、特に無血清条件においてその作用が強く現れることが示された。

β-LG楳品およびその分画物中に含まれる成分の分析のために、 15%アクリルアミドゲルを用いた

SD与PAGEを行うとともに(Fig.12上)、 PVDF膜に転写後、戸田LGに対するモノクローナル抗体を用い

た酵素抗体染色を行った (Fig.12下)，

Fig.12上図より、 20k， 81k、052k標品から得たF1には37kDaと18kDaの強く染色される2本のバン

ドが見られ、 方、 F2には18kDaのバンドがもっぱら存在する事が示された。 Fig.12下図にはs-LG

に対するモノクローナル抗体を用いた酵素抗体染色結果を示している U この場合、染色されたバンド

はs-LG抗原エピトーフ。を有するs-Iβである。この結果を見ると、 F1及びF2の18kDaのバンドばかり

でなくF1中に見られる37kDaのノTンドも染色され、いずれもs-LGであるとされた。

81k 20k 
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fig・12 s司LG標品及び分画物の電気泳動 (SDS-PAGE)

s-LG標品およびその分間物をSDS-PAGE後lこCBB染色(上)もしくはs-1βに対するモノクロ ~-j ル抗体を用

いた酵素抗体染色(下)を行った。
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末端からの
10残基 LIVTQTMKGL 

...陽書・1集

刊9.13 十LG分事覇号事'"の37註Da縫う予のアミノ殿シーヲエンス

SひらPAGEとウエスタンブ口、ノヂイングiニよ時Flから分総させた3η<DaのノマンFをPVDFn重から草寺ちょ詰し、 N端

主幹アミ/後シ…クエンス分析安行った3

援に、 37kDaのバンドに関してはアミノ酸シークエンス分析も行った。 F1(20k由来〉の37kDa/' 

ンドをPVDFH菜から切り出し、アミノ酸シークヱンサーによりN末端から10残議を解析したま去、ぞれ金

β-LGのN末機からの10残基と照合した。 Fig.131こぶしているように、 37kDa-パンドのおボ警護から10妻美

基はβ-1βのアミノ竣配タtlと完全にー殺したe よって、れの37kDaのパンドiまオリこます一銭したj雪之G

に由来するものと考えられるが、その会会状!被iま不紛でみるむ王室'F誌のさ長線条件十f<.'lまダイマー (37

kDa)として谷注するs-LGは、 SDS-PAGEマはそノマ…の18kDaOつ分'T1誌を:mす。また、サンプルパ

ッツアーには逐父郊としてあメ jレカヅトょにタノー)~を添ÌlIlしているため、れに7è，られた37 kDaバンド

はジスjレフィド絡会(S-S絡会)を介して会合したダイマーではないと考えられる。さらにまた、毒事

水供総会?でタンパク後の鎖と結合するSDSの影響で、淡水位争喜互作用による会合も考えにくい心

細1112縫殖をf盟主撃することが認められたFlIこは共通して37kDaのバンドが認められたこkより、 WST-

1~去を用いて戸恥LGの線路への影響を評価した実験結果左左も i二、級協摺磁阻努活性は37 kDaのノfンド

として現れるオワゴマ-iとしたs-LG1こ起因する可能性が訴後された。一方、調on担微減促混量級伎の緩

められたF21こはおkDaのパンドがもっぱら存:tEずる泰治11話されたζどから、車mJl語線機{的佳作f別立:1.業主
的条件下においては37kDaのダイマーとしてj学校し、 SDS-PAGEふでは18kDai1:l 'f:ノマーに話事磯する

s-以2に起閲するど考えられた。

8網 10 %FCS ~苦手事泌総での喜怒絡尊重要華iこJ..l. Iます ß-LGの阻害作織の可芸主役

か切による縦胞:l!!ff茶道邸宅蓄浴役が暴露胞を殺傷させるものなのかEうかを努べた。

れを10mg/ml添加したお%1"CS会有DMEM培地でIEC-6細胞を2Bf3まで主審議し、その後日然添加

の10%FCS含有DMEM培地中で言都立告を6BEIまで培養した。。、 2、4、6BElをそれぞれWST-1f};;1こ

より増殖を評仰目した。コントローんにiシ寅して10%FCS含有DMEM主義織を灼いた金

F1を10mg/ml添加した10%FCS会有DMEMt謀総で2日閉まマj者総したf務総iふコント(:1--)レと比

孝之して有惑にその時51到底が限努された。しかし、別委設添加の10%FCS合符DME主主総長!JIこE更してさらに
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6613まで主義主撃したと ζろ、再びその増継が認められた。 とのことかち、 s-LGオワゴマーによる細

目話機貫道機簿作阿』立総胞を殺傷させることによるものではなく、総IH話耳雪機を一時的に停止させた結果で

あると考えられた。
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4. 結 議
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fig.15 細胞成長に及ぼすs-LGの言語襲撃の様式殴

牛乳の一定重要乳溌タンパク後である a-Iふとs-LGIま騒培養縮5告の場長査に燃して符支設なき診警撃を及ぼす金

いずれの場合毛、オリゴマ…状貫撃が綴菜室(J)阻害警fi'Jf.lを示し、 a-LAIまアポトーシスを総選挙して綴給制空

傷させ、 一方で、 F“LGI主総議選の一時的停止をもたらす。また、 s-LGI立、オリゴγ…1主党議lこないダイ

マ一分子は増殖促滋作閣をぶした。

ヒトロタウィルスの終日主謀総によって引き起こされる乳飲みマウスの下剤明党総モデルにおいて、感

染後のα-LAの高差日採取がド紛からの閥復期間の顕著な短縮をもたらすことが者謀総されたことから、

a-LAオりこず?…のアポト…シス誘導作用が不都合となった議m淘の排除にあるilT綴枚が指摘された。今

後iま、 s-LGC9in vivoでの安全然の検討が強く望まれる o
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