
 ኚ␗యゎᯒࡓ࠸⏝ࢆᒀ⣲ኚᛶࡢࣥ࢖࣓ࢻ ㉁➨ 3ࢡࣃࣥࢱ⢾ࣉ࣮࢚ࣟ࣋ࣥ᮶⏤ࢫࣝ࢖࢘ࢢࣥࢹ

㯮⏣◊✲ᐊ Ꮫ⡠␒ྕ : 10251025 Ḉ஭ ༤ග 

࠙⫼ᬒ࣭┠ⓗࠚ 
ཎࡢ⇕⾑ฟࢢࣥࢹ㸭⇕ࢢࣥࢹࡿ࠸࡚ࡗ࡞࡜ၥ㢟ࡢୖ⏕⾨⾗බ࡚࠸࠾࡟ᖏᆅ᪉⇕ࠊࡣࢫࣝ࢖࢘ࢢࣥࢹ

ᅉࡣࢫࣝ࢖࢘ࢢࣥࢹࠋࡿ࠶࡛ࢫࣝ࢖࢘ࡿ࠸࡚ࡗ࡞࡜ 4 ࢚ࡢࢫࣝ࢖࢘ࢢࣥࢹࠋࡿࢀࡉศ㢮࡟Ύᆺ⾑ࡢࡘ
ࡽ࠿ࣥ࢖࣓ࢻࡢࡘ୕ࠊ㉁࡛ࢡࣃࣥࢱࡿࢃ㛵࡟౵ධࡢ࡬⬊ᐟ୺⣽ࡢࢫࣝ࢖࢘ࡣ㉁ࢡࣃࣥࢱ⢾ࣉ࣮ࣟ࣋ࣥ

ᵓᡂࣥ࢖࣓ࢻ 3 ➨ࡢࡑࠊ࡟≉ࠋࡿ࠸࡚ࢀࡉ ( ௨ୗࠊ ED3) ࡣ࡟୰࿴ᢠయࡢㄆ㆑㒊఩࡜ᐟ୺⣽⬊⭷ୖ
◊ࡢࢫࣝ࢖࢘ࢢࣥࢹࡣ࡜ࡇࡿࡍゎ᫂ࢆᛶ≀ࡸᵓ㐀ࡢ ED3ࠊࡾ࠾࡚ࢀࡉ࡜ࡿࡍᏑᅾࡀᐜయ⤖ྜ㒊఩ཷࡢ
ࡉ᥮⨨ࢆෆ㒊ṧᇶࡢ┠␒ 387ࠊ┠␒ 310 ࡢED3 㓄ิ ࡿ࠸⏝࡛✲◊ᮏࠋࡘᣢࢆព࿡࡞㔜せ࡚ࡋᑐ࡟✲
࡟✲◊⾜ඛࡓࡋ㆟ㄽࢆศᏊ㐍໬ࡢ ᆺ ( DEN4) 4 ࡜ ᆺ ( DEN3) 3 ࢢࣥࢹࠊࡣṧᇶ⨨᥮య 2 ~ 1 ࡓࡏ
ࠋࡿ࠸࡚ࢀࡉ࡟࠿ࡽ᫂ࡀ࡜ࡇࡿࡍᙳ㡪ࡃࡁ኱࡟⏝஫స┦ࡢ࡜ᢠయ࡜Ᏻᐃᛶ⇕ࡢED 3 ࡀ᥮⨨ࡢࡑࠊ࡚࠸࠾
ࡓࡋᖖ ࡛ ᐃࡧኚᛶ ᗘཬࠊࡣኚ␗యࡓࢀࡉ ணࡀ✺⾪ࡢഃ㙐࡚࠸࠾࡟ࣝࢹᵓ㐀ࣔࠊ࡛⛬㐣ࡢࡑ

ELISA ᢠయࡣ࡛✲◊ᮏࠋࡓࢀࡉ♧ࡀ࡜ࡇࡿࡍ㛵┦ࡀ⪅୧ࡾ࠾࡚ࡋపୗࡀ஫స⏝ᙉᗘ┦ࡢ࡜ᢠయࡿࡼ࡟
┦஫స⏝ᙉᗘ࡜Ᏻᐃᛶࠊཬࡧ⨨᥮ࡿࡼ࡟ཎᏊ㛫ࡢ✺⾪ࡢ㛵ಀࡾࡼࢆヲ⣽࡟㆟ㄽࠊࡵࡓࡿࡍኚᛶ๣ࡼ࡟

 ࠋࡓࡋホ౯ࢆᏳᐃᛶࡢ࡛ ᖖࡢED3 ኚ␗య ࡽ࠿ゎᯒࡢ⥺ኚᛶ᭤ࡿ
࠙᪉ἲࠚ 

DEN3 ED3, DEN4 ED3 ࠊ࡚࠸ࡘ࡟㔝⏕ᆺ㓄ิࢀࡒࢀࡑ࡜ ࡓࡋ᥮⨨ࢆṧᇶࡢ┠␒ 387ࠊ┠␒ 310 5 ✀
㢮ࡢኚ␗యࡢィ 12 ✀㢮ࢡࣃࣥࢱࡢ㉁ ( DEN3 wt, II, ML, IL, VL, MI / DEN4 wt, II, IL, VI, MI, VL) ࢆ◊
✲ᑐ㇟ࢢࣥࢹࡢࡽࢀࡇࠋࡓࡋ࡜ኚ␗యࢆ኱⭠⳦࡛Ⓨ⌧ࡏࡉ⢭〇ࠋࡓࡋ⢭〇ࠊࡣࣝࣉࣥࢧࡓࡋኚᛶ๣ᒀ

⣲࡟ᑐࡿࡍᏳᐃᛶࡢホ౯ࡵࡓࡢ CD  ᐃࡓࡗ⾜ࢆ㸦⃰ࢡࣃࣥࢱᗘ10 ࡣ µM ࠊኚᛶ๣ᒀ⣲⃰ࡢᗘ0 ࡀ ~ 
8 M10 ࠊ mM 㓑㓟⦆⾪ᾮ ( pH 4.5)25 ࠊ qC㸧ࠋᚓࠊ࡛ࣝࢺࢡ࣌ࢫྛࡓࢀࡽᴃ෇⋡ࡢᕪࡢ኱231 ࡓࡗ࠿ࡁ 
nm ࢆࣝࢼࢢࢩࡢᒀ⣲⃰ᗘ࡟ᑐࡢࡑࠊࡋ♧⾲࡚ࡋゎᯒ25 ࡽ࠿ °C ࡢỈ⁐ᾮ୰㸦ᒀ⣲⃰ᗘ = 0 M 㸧࡛ࡢ
Ᏻᐃᛶࢆホ౯ࠋࡓࡋ 
࠙⤖ᯝ࣭⪃ᐹࠚ 
ྛኚᛶ๣⃰ᗘ࡛ࡢ CD ࡟ࣝࢺࢡ࣌ࢫ➼྾཰Ⅼࡀぢࡽ࠿࡜ࡇࡓࢀࡽ ED3 ኚ␗యࡣ஧≧ែኚᛶࡿ࠸࡚ࡋ
ࣟࣉ࡚ࡋᑐ࡟ᒀ⣲⃰ᗘࢆኚ໬ࡢ⋠ᴃ෇ࣝࣔࡢἼ㛗 㸦 231 nm 㸧࡛࠸ࡁ኱ࡢᕪࣝࢺࢡ࣌ࢫࠋࡓࡋ௬ᐃ࡜
 ࡛✲◊⾜ඛࠊࡵồࢆᒀ⣲⃰ᗘ㸦 Cm㸧ࡢኚᛶ୰Ⅼࡽ࠿⥺ኚᛶ᭤ࠋ㸦ᅗ 1㸧ࡓࡋసᡂࢆ⥺ኚᛶ᭤ࠊࡋࢺࢵ
CD ࡢ⇕ኚᛶ᭤⥺ࡽ࠿ᚓࡓࢀࡽ⇕ኚᛶ୰Ⅼ ᗘ㸦 Tm㸧ࡢẚ㍑ࠊࡽ࠿୧⪅ࡍ♧ࡀᏳᐃᛶࡢ㡰ᗎ࡟┦㛵ࡀ
ぢ25ࠊ࡟ࡽࡉࠋࡓࢀࡽ qC ࡿࡅ࠾࡟ᒀ⣲⃰ᗘࡢ࡛ࣟࢮᏳᐃᛶࢆホ౯ࠊࡵࡓࡿࡍኚᛶ᭤⥺ࡽ࠿ᚓྛࡓࢀࡽ
⃰ᗘ࡛ࡢኚᛶࢡࣃࣥࢱ㉁ࡢ๭ྜࡽ࠿ᖹ⾮ᐃᩘ KD ࢆồ⃰ྛࠊࡵᗘ࡛ࡢኚᛶ࣮ࢠࣝࢿ࢚ࢬࣈࢠ ǻGD ࢆ
ồ⃰ྛࠋࡓࡵᗘ࡛ࡢ ǻGD ࢆኚᛶ๣⃰ᗘ࡟ᑐ⃰ࠊ࡛࡜ࡇࡿࡍࢺࢵࣟࣉ࡚ࡋᗘࡢࣟࢮ᫬ࢠࣝࢿ࢚ࢬࣈࢠࡢ

࣮ ǻGD
H2O

C° 25ࠋࡓࡋእᤄࢆ್ࡢ  ࡛ᚓࡓࢀࡽ ǻGD
H2O ࡜ ELISA ᙉᗘࢆẚ㍑ࠊࢁࡇ࡜ࡓࡋ Tm ್࡜ 

ELISA ᙉᗘࡢ࡜┦㛵ྠ࡜ᵝࡢ┦㛵ࡀぢࡓࢀࡽ㸦ᅗ 2㸧ࠋ௨ୖࠊࡽ࠿࡜ࡇࡢDEN3, 4 ྛኚ␗యࡢᖖ ࣭㠀
ኚᛶ๣᮲௳ࡢᏳᐃᛶࠊࡁ࡛ࡀ࡜ࡇࡍ♧ࢆኚ␗యࡢᵓ㐀ኚ໬ࡀᏳᐃᛶཬࡧᢠయࡢ࡜┦஫స⏝࡟ᙳ㡪ࡿࡍ

 ࠋࡓࡁ࡛ ᥎ࡀ࡜ࡇ

 

ᅗ 1 DEN3, 4 ࡢᒀ⣲⃰ᗘ࡟ᑐࡿࡍኚᛶ᭤⥺   ᅗ 2 ྛኚ␗యࡢ Tm, ǻGD
H2O

 ELISA ẚ㍑ ࡜ 


