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論文要旨 (1) 

I叶叶叫 lI PJCRI叫に|生|じ|る|血|管i再 1狭 1窄 1は卜 1血1管

内1 吋叫生1 叶た1 叶口I叶叶ン 1と1そ1のI活 Itt Iの1持 1続 1が

原l叫叶ぁ1 吋ぅ 1 叶叫叫さI叫るI。I物 1理 1的1破 l砕 1に1よ

っ I て 1 叶叶ブ|リ|ン|ク|口|ッ|卜|内|力~Iら|血l管1内Iに1放 I出

さIれIた1卜I口IンIビIンI叫、 I叶の 1再 1狭 l窄 lに1関l与 1す Iる

可l能I性Iが1ぁIるIとI考 1ぇIらI叫るl。|そlこで 1、I血IIf|内

9こI出I現I 叶た|卜|口|ン|ビ|ン|を|定|性|的|に I検 1出 1す 1る1方

法IやI定1町叫叶叫叫叶叶るI方1法1を1開1発1す Iる1こ 1と

|ば:I、I叫町叫司叫叫原1因 1追 1究Iゃ 1阻卜上 1方ド叶を 1開1発

す1 吋ぅ1 叶叶叫叫叶ぁ|る|。 1本 1研 1究 Iで 1は1、1循 1環 1血

中 1 叶叫叫叶叶叶叶叶叶ン 1 の 1 検 1 出 1 や定 I•| 方 1 法 1 の

開I発Iを1目I叫叶叶叶叶口I叶叶ン 1の1抗1体1を1作 1製 Iし

た1。IさIら1にIそIのI抗I糾叫叫町町異 1性|ぉ|ょ 1び 1抗1原

認l識l部l位IをI同I定Iし1、|`卜 I口IンIビIンI量 IのI定1量 I1t|す

なわち、 ELIAd ubl -san wic法の開発Iを目的とした。

[I方1副］ I吋叶叶叶叶叶と 1フロ|ィ|ン 1 ド 1完 1全|ァ|ジ

ュ1 吋ン1 叶叶叫ぃI叶B旦：B/clマ1ウス 1の1腹腔 1へ 1感 1作 Iし

tこI。1 感作1司叶ゥ|ス|］ i卑1細1胞1と1マ|ゥ|ス|ミ|ェ|口

マ1 細1 胞l(1 吋Ull) I叶町ぃ 1て 1細l胞l融l合 1を1行 1っlfこ I。

細胞融合後、抗体産生の強い細胞を選択し、
＊論文要旨は 3枚 (1200字以内）にまとめること。 (20X20) 



論 文要旨 (2) 

Iノ、1ィ|プ|リ|ド|-|マ［細1[叫と［叶叶引叫し 1た[。|抗［体 l(1)

精製は、 Proein -4Bを用いて行った。 ト 1ロ

ン1 叶ン1吋叫叶叶叫リ|ク|口|-|ナ|ル|抗|体|は|、 Iラlツ

トIをI用IいIてI叫製I叶た 1。I叫製|し|た|卜|口|ン|ビ IンIの

モ1 ノ1クI口I-1ナI吋叫叫叫叫酎特|異|性|は|、 |ELlSAI法

をI用IいIてI叫叫し 1吋。 I~1 叶、 1 作 1 製 I し 1 たモ 1 ノ I ク I ロ

ナIルI抗I叫と I叫リ|ク|口|-|ナ|ル|抗 1体1を1用1ぃ卜:|、

トii ! ｛叫を 1開 1発 Iし1ナこ I。| I | l I I I I 
叶叫果|JI叫叫しI吋卜|口|ン|ヒ‘̀Iン1のIモIノIクI口1-1ナ

ル1抗1体1のIサIプ|ク|ラ|ス|は|、|マ|ウ|ス |IgG1I、|K埠ainIで 1あ

つlた1。I重I炭I酸1町］液を 1用|ぃ|て|weulに 固 に 1しItこIト

ロlンlビIンIは1、IそIの1モノIク|口|-|ナ|ルI抗1体1と1反 I応

をI示I 司な I州叶た 1。|Pol針L-!fsin9と|グ|ル|夕|ル|ァ|ル 1デ Iハ

イ1 ド1 をI叫ぃ1叶、 1 卜1口I叶叶ン 1のINI末 1端 I (Iア 1ミ Iノ

末1 端I)I側1をlweJに1町叫化 1し1た1場 1合 1にI'ま1、1卜1口Iン

ビ・1 叶吋町叫叫叫性 I叶町］度 1の1上 1昇 Iが 1見 Iら Iれ

tこ1。I叶吋ゎI叫、 1川町し 1た1モ1ノIク1ローIナIル1抗I体
i;ま|、 I卜1 口1ン1叶叶の|cl」端 1側 1を1認 1識し 1て|ぃ|る 1の

カゞI示I叫叶れ1叶。 I叶月、 1作 1製Iし1fこIモIノIクI口1-1ナ

Iレ1 抗l叫はI、|dとI叫卜 1口I叶叶ン 1と1は同 1程 1度1の1反

＊論文要旨は 3枚 (1200宇以内）にまとめること。 (20X20) 



論 文要旨 (3) 

I叫を1吋し1吋叫、 1 卜|口|ン|ビ|ン I様 1酵 1素 Iノ、 1プ1卜1ビ1ン

と1 叫叫吋叫叫叫ら I叫な I吋っ|た|。 1こ IのIモ 1ノIクIロ

ナIルI叫叫叫、 1 卜1ロンI叶ン|と|ア|ン Iチ I卜I口Iン1ビ

ンIIIII (I At-III I) I叫釦剣町を1認 1識|し|な|か|つ|た|。 Iし

かIしIなIが1ら1、I叫叶ィプ|リ|ノ|-|ゲ 1ン血 1漿 1を1希 I釈

し1 、|社-ml叫叫を|5 |％|以|下 Iに1調 1整 Iした 1溶 1液 Iに1添

加したトロンビン量の測定は可能であった。

さ1 吋にl叶叶プリ 1叶叫叫に 1取|り|込|ま|れ|た|卜|口|ン

ビン (Ptclo ing o bin) の測定も可能であった。

[I 考I叫JI叫創叶叶叶ノ Iクロ 1-|ナ 1ル抗 1体 1を1用 1ぃ

てl、|AJ:-IIII 叶釦叶叫を 1形 1成|し|て|ぃ|ない|卜|口 IンIビ

ンIの1検I 叫． I叫町叫叶能lと1な1っIf叶。 1未 1反 1応 1遊 1離

トI口IンIビIンIのI定I酎叫ヵ"Iり|で|な|＜、 1循 1環 1血 1中 1の

しいi|（I Bしdし。』binI）|の|ょ|ぅ|な|フ|ィ|プ 1リIノ

ゲI叶．I71 ィI外リ I叶酎叶と 1結 1合 1し1て1いIる I卜Iロ

ンビンの定量も原理的には可能となった。 I本

論文にて開発された ELIAd uble san ic 法をさらに改

良1 叶叫吋叫司吋叶町叶れ 1る 1各 1種 1検 1体 1の1卜1口1ン

ビ1 斗ゃI、|p。い。~ingl;。ふin 1の1定1量1法1の1確し[|を 1現 I在 I進

叫叶ぃI司。 lI I | I I I I I | I 
＊論文要旨は 3枚 (1200字以内）にまとめること。 (20X 20) 
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（論文題目）

A Monoclonal Antibody Against Bovine Thrombin Reacting to the C-Terminal Side of Thrombin 

（トロンビンの C末端に反応する牛トロンピンのモノクローナル抗体）

（論文審査結果の要旨）

上記論文に対して、研究に至る背景と目的、論文の内容、特に実験方法、手技と学術的水準、研

究の成果とその意義について慎重に審査し、以下の審査結果を得た。

1. 研究の背景と目的

血管、とりわけ冠動脈の狭窄を生じる疾患に対する治療法として冠動脈内血栓溶解療法、

経皮的冠動脈形成術 (PTCA、PTCR) が施行されているが、施行後 6ヶ月以内に血管の再

狭窄の出現が 30~40％の頻度に認められている。このような再狭窄には、血管内膜障害に

より生じる壁内血栓、中膜平滑筋の遊走増殖による新生内膜肥厚、外膜由来の筋線維芽細胞

の増殖が複合的に作用することが明らかにされてきた。 トロンビンは、血液凝固の活性化、

血小板の活性化、内皮細胞への収縮作用、血管平滑筋細胞や線維芽細胞への増殖作用などの

生理機能を持つことから、 PTCRなどによる血管壁への物理的刺激よってフィプリンクロッ

ト内から血管内に放出されたトロンビン (postclotting トロンピン）が、再狭窄の原因を引

き起こす可能性があると考えられる。そこで、血管内に出現したトロンピンの測定方法の開

発は、血管再狭窄の原因追究や阻止方法を開発するうえに有用であると考えられる。本論文

では、 トロンビンの免疫学的定最方法の開発を目的として抗トロンビン抗体を作製し、 トロ

ンピン定量法の構築を試みている。

備考 1 用紙の規格は， A4とし縦にして左横書とすること。

2 要旨は 800字～1200字以内にまとめること。

3 ＊印は記入しないこと。
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2.論文の方法と内容

1) 精製トロンビン（牛）で BALB/cマウスを免疫し、感作牌細胞とマウスミエローマ細

胞 (P3Ul) をポリエチレングリコールを用いて融合後、 HAT選択、限界希釈法を用

いて抗トロンビンモノクローナル IgG]抗体 (MAb)を産生するハイプリドーマ細胞を

樹立した。また同抗原でラットを免疫し抗トロンビンポリクローナル抗体を作製した。

2) 精製した MAbは、重炭酸緩衝液を用いて非特異的に固相化したトロンビンには反応し

なかった。そこで、 poly-L-lysineとグルタルアルデヒドを用いて、 トロンピンの N 末

端を介して固相化を行った結果、 トロンビンの濃度依存性に抗体結合の上昇がみられ

た。これらの結果から、この MAbがトロンビンの C末端と反応すると推定した。ま

た、この MAbはヒトトロンピンとも反応することが分かった。

3) 抗トロンビンポリクローナル抗体は、血清より硫安分画法により精製した。

4) 作製したこれら 2種類の抗トロンビン抗体を用いてトロンビン定籠を目的とするサン

ドイッチ ELISA法を組み立てた。この方法は antithrombin111 (AT-III)と複合体を形

成していないトロンビンを 1μ.g/mlの検出感度で定蘊的に測定した。また、試験管内

で調製した postclotting トロンビンをもこのサンドイッチ ELISA法を用いることによ

り定量された。

3. 研究成果

本論文では、 1) ヒトトロンピンと交叉反応性を示す抗牛トロンビン MAbと抗牛トロン

ビンラットポリクローナル抗体を作製し、サンドイッチ ELISA法を新たに確立した。 2)

この方法は、 AT-III非存在下のトロンビンの定量、および血管の再狭窄の原因と予想される

フィプリン内に取り込まれたトロンピン、すなわち postclotting トロンビン定量に応用可

能であることが示された。本研究の成果は、循環血中の postclotting トロンビン最の推移

と再狭窄の発生頻度の関係を明らかにし、新たな視点から血管の再狭窄の原因を追求するた

めの基盤形成に寄与するものであり、本研究は学位授与に値する内容であると判断された。


