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Research Abstract

Clostridium difficile培養上清をモノQカラムを⽤いたFPLCにより分析した結果、トキシンA(エンテロトキシン)画分の細胞毒性ピ-クと⾚⾎球凝集(HA)活性ピ-クとが解離す
ることがわかった。StepーwiseのNaCl溶出実験により、この解離は溶出時のNaCl濃度差に基ずくものではないことが明らかにされ、C.Difficileの培養上清中にはHA活性を
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⽋く変異性トキシンAが存在することが⽰唆された。培養上清のサイログロブリンアフィニティクマトグラフィ-素通り画分(HA活性陰性)を⽤いてQセフアロ-スFF及びモノ
QーFPLCを⾏ない変異型トキシンAを精製した。未変性及びSDSーPAGEの結果、変異型トキシンAの分⼦量はHA活性をもつトキシンAと同じく未変性状態で540kDa、変性
状態で240kDa(主バンド)であった。トキシンAに対するモノクロ-ナル抗体を⽤いたSDSーPAGE後のイムノブロッティングにより、変異型トキシンAの240kDaの主バンド
はトキシンAと同様に抗体と強く反応することが明らかにされた。また還元時、160kDaのマイナ-バンドが変異型トキシンAに⽐べトキシンAで強く検出された。変異型ト
キシンAの⽣物活性をトキシンAのそれと⽐較した。変異型トキシンAはトキシンAと同程度の細胞毒性、マウス致死毒性、腸管毒性(ウサギ結紮腸管試験による)をもつこと
が明らかにされた。キモトリプシンを含まないトリプシン(Type XIII)を⽤てい酵素処理をしても、変異型トキシンAのHA活性が回復されたり、トキシンAのHA活性が消失
するようなことはなかった。トキシンAのHA活性の⽣物学的意義は未だ明らかにされていないが、本トキシンの腸管上⽪細胞への結合の際に重要な役割をなすものと考えら
れている。しかし今回得られた結果は、トキシンAのHA活性は腸管毒性の発現に必要でないことを⽰唆している。
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