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　　　　　　　　　　　　〈サンドウィッチ方式のカップ型酵素免疫測定法〉

エーザイ筑波研究所で開発したサンドウィッチ方式のカップ型酵素免疫測

定（EIA）法によるATLA（成人T細胞白血病関連抗原）抗体検出用医薬品

で、A’rLA抗体を高感度に特異性よく検出することができる。

検出結果は螢光抗体間接法と極めてよく一致し、ATL（成人T細胞白

血病）診断の補助や血清又は血漿中のATLA抗体のスクリーニングな

どに有用である。　　　　　★ご使用に際しては、添付文書をご参照ください。

　　　　　　　　　　　　　　エーザイ　　　　　　　　　0
　　　　　　　　　　　　　　東京部交京区小石川4

　1ゴ　　　　　．　T　　　　、　・　　　　　　　a

ATLA抗体検出用医薬品

　　　　　　　　　一

F－Kl，　S901



　　　　　　　　　　　御　　　案　　　内

受　　　付

　　シンポジウム第1日（7月16日）正午より会場入口で行います。

　　　　会場費　　 1，000円

　　　　懇親会費　　　　4，000円

演　　　説

　　発表時間は1題10分，討論5分，計15分とします。

　　プロジェクター1台を設置します。スライドは35　mmサイズにかぎります。

　　スライドの枚数に制限はありませんが時間を厳守して下さい。

懇　親　会

　　第2日（7月17日）午後の演題終了後午後7時15分より行います。

運営委員会

　　運営委員会を第1日目7月16日）演題終了後19時00分より別室にて開

　　催します。

総　　　会

　　総会を第2日（7月17日）午前の演題終了後12：00より会場で開催します。

そ　の　他

　　年会費未納の方，および新規会員になられる方は，前もって補体シンポジ

　　ウム事務局宛振り込まれるか，当日受付で御納入下さい。抄録集は当日お

　　受け取り下さい。

　　　　　　郵便振替（福岡5－9895）補体シヴポジウム事務局

　　　　　　年会費　5・000円（但し・学生会鼻3・OOO円）
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交通機関

　　①博多駅周辺より

　　　駅横バスセンター1階　11番乗り場で国体道路経由六本松方面行きバス

　　　乗車，護国神社前下車後徒歩約3分（所要時間約30分）

　　　又は駅前3番バス停より六本松方面行きバス（系統番号10，11，15，16

　　　17，18，19，214，215）乗車，六本松3丁目バス停下車後護国神社方面

　　　へ徒歩約7分（所要時間約30分）

②天神周辺より

　天神コア前7番バス停より六本松方面行きバス（系統番号7，8，14；201

　204，205　）乗車，護国神社前下車後徒歩約3分（．所要時間約15分）

　又は朝日会館前10番バス停より12，13，60番系統のバス乗車護国神社

　前下車後徒歩約3分（所要時間約15分）

③パーソナルホテルリュウ御宿泊の方は，中央区役所前の大名2丁目バス停

　より12，13，60番系統のバスに三乗三下さい。（所要時間約12分）

④福岡空港からはバスで博多駅天神を経由してお越し下さい。（所要時間約

　45分）

※　タクシーご利用の方は，運転手に護国神社前福大大濠高舞鶴寮横と御山

　示下さい。

　　（セミナーハウスは新施設ですので知られておりません。）

×　会場および，その周辺には駐車施設がございませんので，公的交通機関

　を御利用のうえ，お越し下さい。
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　　　　　　　　第24回補体シンポジウムプログラム

第1日中7月16日目木）

（12：50～13：00）　世話人挨拶

（13：00～14：se）　臨床補体学教育講演：座長　　広　瀬　俊　一

　　　　　　　　　　　　（1）補体欠損症とその臨床　　稲　井　眞　彌

　　　　　　　　　　　　（2）腎疾患と補体　　　　　　大　井　洋　之

（　14：　se　．v　15：00　）　Coffee　Break

（15：00　・一　15：45）　　　　　　　座長　北村肇

1．C3dg，C3cに対するモノクローナル抗体を用いた免疫複合体（IC）の微量測定法の確立

　と臨床的検討

　　平野隆雄，宮島宏明1，小林茂人，谷口　修，橋本博史，高井修平，山川憲文，石戸利貞1

　　廣瀬俊一，飯田恭子2

　　　（順天大内科，相互生物医学研究所，2ニューヨーク大病理）

2．ベーチェット病におけるCR　1（C3bリセプター）陽性単球およびB細胞の異常

　　　小林茂人，平野隆雄，宮島宏明1，谷口　修，高井修平，橋本喬史2，稲葉午朗3，橋本博史

　　廣瀬俊一，飯田恭子4

　　　（順天大内科，1相互生物医学研究所，2帝京大第二内科，3七沢病院内科，4ニューヨーク大病理）

3．重症感染症時におけるConp　lement　Corrponen　t　sの変動

　　　高岡哲朗，由良二郎，品川長夫，真下啓二，福井拓治

　　　（名古屋市大第一外科）

（15：45～16：30）　　　　　　　　　　　　　　　座　長　　　酒井好古

4．超急性拒絶反応時の血清補体の変動について

　　宮川周士，中　好文，川口　章，中田清三，白倉良太，広瀬　一，川島康生，松本美佐子1

　　北村　肇1

　　　（大阪大第一外科，1大阪府成人病センター）

5．膜性腎症におけるC4およびBF　phenotype

　　　中西功，椿原美治，岡田倫之，北村栄作，横山健二，飯田喜俊，西向弘明1

　　　（大阪府立病院腎診療科，1大阪医大法医）

　　　　　　　　　　　　　　　　　　一1一



6．尿中C3c測定の臨床的意義

　　西村美保，小田禎一，山口　覚1，岡田秀親1

　　　（福大小児科，1同微生物学）

（　16：　30　，一一　17：　15　） 座　長 行山　康

7．MPGNと低補体（752例のアンケート調査よりみて）

　　大井洋之，関　正人，波多野道信

　　　（日大第二内科）

8．腎疾患における補体活性化因子の検討

　一免疫固定法によるC3のC3cへのoonversi㎝の数量化の試み一

　　宮平つね子，山口義哉，柴若継雄，生駒雅昭，小板橋　靖1

　　　（聖マリアンナ大小児科，1日大第二内科）

9．低補体腎炎におけるシアル酸の関与

　　藤田宜是，大井洋之，関　正人，波多野道信

　　　（日大第二内科）

（　17：15N18：　oo　） 座　長 高岡哲朗

10．骨髄腫を合併したClq欠損症

　　　天野哲基，太田善介，古田嘉男1，徳光誠司1

　　　（岡大第三内科，1川崎医大川崎病院内科）

11．流行性脳脊髄膜炎の発症を機に発見されたC3欠損症の1例

　　　古賀達彦，荒巻雅史，織田慶子，川上晃，島田康，富田尚文，阪田保隆，藤本保

　　　本刷　孝，山下文雄，森山　剛1，稲井真弥1

　　　（久大小児科，1大阪医大病態検査）

12．皮膚血管炎を伴ったC5欠損症の1例

　　　安東直彦，岩崎　薫，大塚智博，山田吾郎，本島新司，福田　健，池森亨介，牧野荘平

　　　行山　康1

　　　（下智医大アレルギー内科，1東大物療内科）

（　18：　OO　一v　18：45　） 座　長 天野哲基

13．髄膜炎菌性髄膜炎を発症したC9欠損症の3例

　　　岡田　遅，織田真由美，佐野　正，伊藤　仁，森山　剛’，余田　篤1，池野洋二2，稲井眞彌1

　　　（市立四日市病院小児科，1大阪医大病態検査，2スペシアル・レファレンス・ラボ）

一2一



14．各種結合織疾患患者における原血清補体溶血活性

　　　上田正博，竹村周平，出口雅子，小野寺秀記，岡本雅之，福田　亙，柳田国雄，杉野　成

　　　近藤元治

　　　（京府医大第一内科）

15．補体第3成分の分解に基づく死後経過時間推定法

　　　小湊慶彦，三澤章吾

　　　（筑波大法医）

（19：00～20：00）　　運営委員会

第2日　7月17日（金）

（9：15～10：00）　　　　　　　　　　　　　　　　座　長　　　富田基郎

16．C1複合内のClsの構造と機能について

　　　松本美佐子，北村　肇，永木和義1

　　　（大阪府立成人病センター研究所，1NTT大阪中央健康管理所）

17．Recombinationにより　c㎝stitution　siteに発現するようになったマウスslp遺伝子

　　　ll　Rrc（mbination　siteの解析

　　　　　　　　　　　　Sa一㎎a　pattanakitsakul，中山耕造，高橋守信

　　　（金沢大がん研免疫生物）

18．C4遺伝子発現におけるPosttranscf　iptiomal　oαntrol

　　　中山耕造，横山　茂，Sa－nga　Pattanakitsaku1，野中　勝，木村　博1，柳　大烈

　　　高橋守信

　　　（金沢大がん研免疫生物，1滋賀医大放射線基礎）

（10：00～10：45）　　　　　　　　座長　高橋守信

19．モノクローン抗体を用いたB因子の機能局在の解析

　　　上田章，Jdhn　F．Kearney，　Kerneth　H．　Rαux，John　E．　Volanak量s

　　　（九大医，Univ．　of　Alabama，Florida　State　Univ．）

20．分子量の異なる二種類のモルモットB因子についての研究

　　　松下　操，岡田秀親

　　　（福大豪生物学）

21．iH－NMRによるアナフィラトキシンC3aの構造解析

　　　武藤　裕，福元裕二1，長沢滋治2，荒田洋治

　　　（東大薬，1帝人生医研，2北大薬）

一3一



（　10：45N　11：30　） 座　長 金子　勲

22．血液凝固と補体C5由来マクロファージ遊走因子

　　　久木田一郎，山本哲郎，神原　武

　　　（熊大免疫研アレルギー）

23．抗体，補体レセプターを介するヒト好中球の応答

　　一オプソニン化ザイモザン刺激による好中球の応答に及ぼす抗FcR抗体の影響

　　　高橋和彦，長沢滋治，小山次郎

　　　（北大薬衛生化学）

24．Streptoc㏄cus　pyogenesのM蛋白による抗貧食作用の解析

　　　洪　騒士，木下タロウ，竹田潤二，小園晴生，井上公蔵

　　　（阪大細菌学）

（　11　：30　Av　12：　OO　） 座　長 米増國雄

25．血清殺菌因子RaRFによる殺菌反応への補体の関与

　　　初瀬洋美，季　育華，渡辺真理子，渡辺恵美子，松下　操1，岡田秀親1，川上正也

　　　（北里大分子生物，幅大微生物）

26．血清殺菌因子RaRFにより活性化される補体成分

　　　季　国華，初瀬洋美，猪原和泉，久下周佐，松下　操’，岡田秀親1，川上正也

　　　（北里大分子生物，幅大微生物）

（12：00～12：30）総会

（　14：00　N　14：　se　） 座　長 奥田智子

27．実験用小動物の補体活性

　　　古典的経路の活性における種特異性

　　　鈴木映子，野口章，原田卓

　　　（国立予研獣疫部）

28．マウス血清Clq及びIgGの定量

　　　橋本平嗣，米増國雄，佐々木隆子，塚尾典明，樫葉周三

　　　（奈良医大細菌学）

29．ClsによるAIternative　Pathway活性増強作用

　　　出口雅子，竹村周平，上田正博，柳田国雄，福田　亙，岡本雅之，小野寺秀記，杉野　成

　　　近藤元治

　　　（京府医大第一内科）

4一



（　14：45　一v　15：　30　） 座　長 白石　聰

30．モノクローナル抗体感作赤血球による血清補体価測定

　　　廣島幸，安田玲子，宮川周士1，松本美佐子2，北村肇2t

　　　（石津製薬，1阪大第一外科，2大阪府立成人病センター）

31．TNP－Cap－Liposomeによるヒト補体活性測定について

　　　正木貴久1，岡田則子1，岡田秀親1

　　　（石津製薬，1福大微生物）

32．検体中のC8によるC3あるいはC5溶血活性測定値への影響

　　　北村　肇，坪井睦美

　　　（大阪府成人病センター）

（　S5：30　一v　16：t5　） 座　長 長沢滋治

33．リコマラスミン酸による血清補体活性増強作用について

　　　金子　勲，広瀬信一郎，中村幸子，古浜孝文

　　　（三共バイオサイエンス）

34．C5転換酵素の構造と機能1

　　　小園晴生，木下タロウ，高田裕子，竹田潤二，洪

　　　（阪大細菌学）

35．C5転換酵素の構造と機能2

　　　高田裕子，木下タロウ，小園晴生，竹田潤二，洪

　　　（阪大細菌学）

（　16：15　．v　16：“　） Coffee　Break

＊ ＊ ＊ ＊

卿秀，井上公蔵

卿秀，井上公蔵

＊

（16：45～17：葡）　特別講演（1）座長　西岡久壽彌

　　　　　　　　　Molecular　mechani　s　ms　of　himan　lymphocyte　and　co　mplement

　　　　　　　　　　cyt　ot　cEx　i　c　i　ty　and　cont　ro　l　by　targe　t　meribrane　s．

　　　　　　　　　　　Dr．　HansエMiil　1　er　一Eberha　rd

　　　　　　　　　　　　（　Research　lnt　i　tute　of　Scripps　C　linic，CA．）

（17：45～18：45）　　特別講演（2）座長　　岡　田　秀　親

　　　　　　　　　Phylogery　o　f　C　3　b／C4b　regul　ation．

　　　　　　　　　　　Dr．　Irma　Gigli
　　　　　　　　　　　　（　uni　ve　rs　ity　of　cali　forn　ia　，　san　biego　，　c　A．　）

　　　　　　　　　　　　＊　　　　＊　　　　＊　　　　＊　　　　＊
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（19：00～21：00）　懇親会

第3日　7月18日（土）

（　9：　15　，一一　10：00　） 座　長 木下タロウ

36．心筋穎粒のモルモット赤血球溶血反応

　　　川本保子，雪竹　潤，深山昭雄

　　　（保健衛生大野生物）

37．腫瘍細胞障害作用と補体レセプター

　　　奥田智子，橘　武彦

　　　（東北大抗酸研）

38．Adult　T　cell　leukemia（ATL）細胞の補体抵抗性に関する研究（その2）

　　　岡田則子，蔵屋幹夫，松下　操，岡田秀親，藤田禎三1

　　　（福大微生物，1筑波大免疫）

（　10：　OO　．v　11　：　oo　） 座　長 岡田則子

39．尿DAFの精製

　　　石川曜子，杉田雄二，鵜沢真由美，富田基郎，木下タロウ1，

　　　（昭和大薬生理化学，1阪大細菌）

40．ウサギDAFの精製とその性質

　　　杉田雄二，鵜沢真由美，富田基郎

　　　（昭和大三生理化学）

41．DAFの作用機序について

　　　井上敏夫，藤田禎三，飯田恭子，田村　昇

　　　（筑波大基礎医学免疫）

42．マウス補体レセプターの研究：CR　1の分布，CR2の同定，　CR　1とCR2の免疫学的交差性

　　　木下タロウ，竹田潤二，洪　卿秀，小園晴生，酒井　寛，井上公蔵

　　　（阪大細菌学）

（11：00～12：00）　　　　　　　座長　 藤田禎三

43．ヒトaltemative　complement　pathwayを介してヒト赤血球を溶解する抗ヒト赤血球モノ

　　クローナル抗体の検索

　　　岡田則子，原田良子，秀島　輝，亀好良一，岡田秀親

　　　（福大門生物学）
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44．ヒト血液細胞におけるMembrane　cofactor　prote　in（MCP）の分布

　　　瀬谷　司，J　olm　P．　Atkinson

　　　（　Washington　Univ．　Sch．　Med．，　S　t．　Louis　）

45．正常モルモット血清によるインフルエンザB型ウイルスの不活化機構

　　　柴田伸一郎，山本　典1，前野幸一郎1

　　　（名古屋市衛研，1名大病態研ウイルス）

46．マレック氏病ウ・fルス（MDV）感染症におけるニワトリ補体活性化の影響

　　　大田博昭，中島員洋1，池森　豊，加藤四郎1，岡田秀親2

　　　（ゲン・コーポレイション，1阪大微研，2福大微生物）
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特別講演（1）

　　Molecular　mechanisms　of　human　lymphocyte　and　complement　cytotoxicity

　　and　contro　l　by　targe’t　menbranes．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　の　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Hans　J．　Mu　l　l　er－Eberhand

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（　Resea　rch　lntitute　of　Scripps　Cl　inic，　CA．）
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特別講演（2）

　Phy　l　ogeny　of　C3b／C4b　regu　l　ation．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　1rma　Gigli

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（　University　of　Cal　ifornia，　San　Diego，　CA．　）
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臨床補体学





臨床補体学教育講演（1）

　　補体欠損症とその臨床

大阪医科大学病態検査学　稲井真弥

　補体は動物の新鮮血清中に存在する20種類近い

蛋白質によって構成されている反応系で，classical

pathwayまたはalternative　pathwayを経て活性

化され，殺菌，溶菌など生体の感染防御にかかわ

る種々の生物活性を表すようになる。classical

pathwayは主として抗原抗体複合体によって補体

が活性化される経路である。グラム陽性菌の細胞

壁，グラム陰性菌の内毒素，種々の微生物が産生

する多糖など微生物自身または微生物由来の多く

の物質は，altemative　pathwayを経て補体を活

性化する。すなわち微生物が生体に侵入した時，

その生体の体液中に対応する抗体が存在するかど

うかとは無関係に，生体の感染防御の初期反応と

して補体が活性化されると考えられる。その結

果，微生物にC3bまでが反応するとその微生物

は，好中球やマクロファージなどの補体レセプタ

ー一一 薰ｵてこれら細胞に附着し，その貧食作用を

受けやすくなる。C3やC5が活性化されるとき

に．生じる分子量約10000のフラグメントC3aと

C5aはアナフィラトキシンとしての活性があり，

またC5aは好中球の遊走をうながす走化性因子

としての活性がある。さらにこれら微生物上に

C5bが結合し，　C6からC9までが反応すると

Csb－9複合体が形成される。この複合体は膜侵襲

複合体（membrane　attack　complex）と呼ばれこ

の複合体の作用により，グラム陰性の秤菌や球菌

は殺菌され，また溶菌が起こる。

　上述のように補体は生体の感染防御にあずかる

液性の因子群として重要な役割を果していると考

えられるが，補体を構成する蛋白の先天的な欠損

や異常症がどのような病態を示すかは，生体内で

“の補体の役割を明らかにする重要な手掛り忙なる

と考えられる。

　補体欠損症としてはB因子，D因子およびC4

結合蛋白を除き，すべての補体成分蛋白や制御蛋

白の先天性欠損症や異常症が報告されているD。

■先天性補体成分欠損症の概略

　現在すべての補体成分蛋白について先天性欠損

症や異常症が報告されている。これら補体成分蛋

白の先天性欠損症または異常症に認められる補体

系の異常と，その疾病または病態を表1に示した。

表1に示した補体成分欠損症または異常症の症状

をまとめると次の通りである。

　1）補体成分欠損症や異常症では，異常を認め

る補体成分の種類によってそれぞれ，特有な疾病を

ひき起こしてくることはない。

　2）C3欠損症，　C5欠損症では重症な感染症を

繰返し，明らかに易感染性が認められる場合があ

る。またC5，　C6，　C7，　C8の欠損症では髄膜炎

や淋菌感染症を発症する例が多い。

　3）clq異常症をはじめClr，　Cls，　C4，　c2な

どの欠損症では全身性エリテマトーデス（SLE），

SLE様，円板状エリテマトーデス（discoid　lupus

表1先天性補体成分欠損症または異常症の補体系異常とその症状

欠損症またtt
異常症

補体系の異常とその特徴　’血清補体価（CH50＞ 異常者の状態，疾病

Clq異常症

Clr欠損症

Cls欠損症

C2欠損症

C3欠損症

C4欠損症

C5欠損症

C5機能不全症

C6欠損症

C7欠損症

C8欠損症

C9欠損症

｝過激C・qと勲・た抗検出不能

原性を持ち，活性のない

Clqの存在　　　　　　i

，Clrの欠損，　Cls低下

lClsの欠損，　Clr低下
1　c2の欠損

1例あり

セ

1C4の欠損

C5の欠損

、C5の機能異常

lC6の欠損
　

lC7の欠損
｝
　

lC8の欠損
　

lc9の欠損

，C3の欠損，　C4，　C2の低下1検出不能（いちじ

検出不能

喰出不能

検出不能

1るしい低下）

’

lSL畷献

いちじるしい低下1

検出不能

1正　　常

1検出不能

［検出不能

i検出不能
i正常値の約35％

慢性腎炎．DLE

SLE，　SLE様症状

健康，SLE，　DLEなど多数

易感染性，SLE，　SLE様症状

SLE様症状，　SLE

SLE，易感染性

Gram陰性菌感染症

Raynaud症候群，淋菌感染毎，髄膜炎

Raynaud症候群，強直性脊椎炎，慢性腎孟

腎炎，髄膜炎

淋菌感染症，色素性乾皮症，SLE，髄膜炎

健康な例が多い
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erythematosus，　DLE）など自己免疫疾患類似の症

状を示す症例が多い。

　4）C9欠損症やC2欠損症のように全く異常が

なく，健康な生活を送っている症例も多い。

　表1に示したように補体成分の欠損症では血清

補体価は検出不能または著しい低値を示し，欠損

している成分の蛋白量は検出不能，その活性は正

常プール血清の0．5％以下である場合が多い。C9

欠損症やC5欠損症の一部の例では，血清補体価

は必ずしも著しい低値を示さない。C9欠損症の

補体価は通常正常値の35～40％の値を示し，炎

症性疾患を合併している場合には正常値範囲また

は高値を示すことがあるので，注意する必要があ

る。著者らが大阪府日赤血液センターを訪れた献

血者の中から発見したC5欠損症の2症例では，

補体価は9．6と19．8単位で，C5活性は正常プー

ル血清の0．1％と2．7％であった。

　次に感染症を合併した主要な補体成分欠損症に

ついて述べる。なお補体系制御因子の欠損症と惑

染症については文献を参照されたいD。

●感染症を伴った補体成分欠損症

　1　C3欠損症

　Alperの報告2）した最初のC3完全欠損症の症例

は15歳の女児で，14回の急性肺炎，2回の髄膜炎

を含め重症の感染症のため20回の入院経験があ

り，明らかに易感染性が認められた。Alperの報

告例に続いて報告された2症例も重症の感染症に

罹患していた。

　わが国ではC3欠損症は3症例報告されており，

1例はSLEを合併し，他の2例（姉妹）はSLE

様の症状を示した。兵頭と小菅ら3）によって発見

されたSLEを合併した症例では，化膿性髄膜炎

の既往歴があり，帯状庖疹の治癒が遷延し，また

皮膚’膿瘍を反復し，その治癒が遷延するなど易感

染性が認められた。佐野らの報告4）した2症例は

SLE様の症状を伴ったが，特に易感染性があった

と考えられる既往歴や症状は認められなかった。

　2　C5欠損症

　C5欠損症の最初の症例5）はSLEを合併した20

歳の女性で，幼児期にしばしば耳，皮膚，上気道

などの感染症に罹患したと報告されている。2番

目の症例は淋菌感染症を合併しており，過去3年

間に9回全身性の淋菌感染症に罹患または再発し

たと報告されている6）。第3番目の症例の家系で

は，5人の兄弟のうち4人がC5欠損症で，4人

の兄弟（男子3名，女子1名）はいずれも髄膜炎

菌や淋菌による感染症に罹患していたと報告され

ている。

　わが国では献血集．団の中から3例のC5欠損症

が発見されている。また福岡県日赤血液センター

で発見された第1例の姉と弟の1人がC5欠損症

であることが判明し7），大阪日赤血液センターで

発見された2症例8）と併せ，5例のC5欠損症が存

在することがわかっている。これら5例のC5欠

損症はいずれも明らかに易感染性があったといえ

るような既往歴はない。

　3　C6欠損症

　第1番目の症例9）は18歳の女性で，悪寒，発熱，

関節痛および両手示指先端の疹痛を伴う紅斑状皮

膚病変のため入院したが，1年前に淋菌性関節炎

に罹患した既往歴があり，種々検査の結果，淋菌

性菌血症を伴う淋菌症と診断されている。次の1

例は6歳の男児で10），髄膜炎に罹患していたが，

アンピシリンの投与によって症状は軽快した。し

かし引続き2回同一起因菌による髄膜炎ec．罹患し

ている。

　わが国では3例のC6欠損症が発見されている。

このうち2例は大阪府日赤血液センターを訪れた

献血者の中から発見されたが1：），特に易感染性は

認められていない。他の1例は済生会今治病院小

児科　松井ら12）が発見した症例で，12歳の男児で，

短期間内に髄膜炎菌性敗血症と髄膜炎菌性髄膜炎

に罹患した。症例の血清補体価が著しく二値であ

ったことから，松井らは，補体成分欠損症を疑

い，菩者らが精査の結果．C6欠損症であること

が確認された。

　4　C7欠損症

　本症の第1例は42歳の女性で，レイノー症候群

と右示指の壊疽を伴っていた「3）。その他のC7欠

損症としては健康な例，強直性脊椎炎を伴った例，

慢性二二腎炎を伴った例がそれぞれ1例報告され

ている。その他RossとDensenの二二14）による

と髄膜炎菌性髄膜炎やその他の細菌による髄膜炎

を発症した例が多い。

　わが国では著者らが大阪地区の献血者集団の中

から，5例のC7欠損症を発見した15）。これら5

例の補体価，補体成分のプロフィルを衰2に示し

た。これら5例の補体価はいずれも2単位以下，

C7の活性は正常値の0．1％以下であった。1983

年秋，静岡こども病院の三宅らは髄膜炎菌性髄膜

炎に罹患した8歳の女児がC7欠損症の疑いがあ

るとして著者らに精査を依頼し，補体系精査の結

果，遺伝性C7欠損症であることがわかった16）。

その後，広島大小児科　小林ら，京大小児科　伊

藤ら，川崎市立川崎病院小児科　由井ら，さらに

東京医科大八王子医療センター小児科　田中らに

よって髄膜炎菌性髄膜炎，髄膜炎菌感染症などの

症例がいずれもC7欠損症であることが明らかに

された。これら4症例も，著者らによる補体系の
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表2　献血者集団の中から発見された5例のC7欠損症の補体価，補体成分プロフィル

y．　o． s．　y． T．　S． R．　1． K．M．　　正常ヒト血清

CH50（u／ml）　　　　　く2．0　　　　　く2．　0

補体成分（正常ヒト血清に対する％）

1
4
2
3
5
6
7
8
9

C
C
C
C
C
C
C
C
C

104．　3

96．　6

100．　6

126．　3

100．　0

135．　0

〈O．1

125．　5

122．　0

80．　0

81．　9

149，　0

70．　8

90．　1

108．　0

〈O．　1

140．　6

105．　4

く2．0

78．　5

79．　2

85．　3

79．　2

00．　0

124．　0

〈O．　1

87．　5

62．　2

く2．0

58．　5

・63．　9

84．　0

66．　7

63．　6

120．　0

〈O．　1

125．　0

110．　8

く2．　0

21．2

80．　3

89．　3

100．　0

120．　0

25．　0

〈O．　1

81．　9

150．　7

　41．　4

（SFU／rnl）

　110000

　75200

　　1150

　24600

　210000

　18500

　19000

　22800

　26500

精査と家系調査によって，遺伝性C7欠損症であ

ることが確認されている。すなわち現在までに髄

膜炎菌性髄膜炎，髄膜炎菌感染症またはその他の

髄膜炎を合併したC7欠損症が5症例発見されて

いる（表3参照）。

　5　C8欠損症

　本症の最初の症例は23歳の女性で，遷延性の淋

菌感染症に罹患していたと報告されているt7）。第

2番目の症例は色素性乾皮症の家系の1員であ

り，第3番目の症例はSLEを合併していたと報

告されている18，。また第2番目の症例の家系から

は3例のC8欠損症が発見されているが，特“C　C8

欠損によると考えられる疾患には罹患していな

い。わが国では著者らが大阪地区の献血者集団の

中から2名のC8欠損症を発見したが，この2名

はいずれも健康な日常生活を送っている15》。しか

し外国でその後報告された症例では髄膜炎菌性髄

膜炎の合併例が多U914）。

　6　C9欠損症

　著者らが発見したC9欠損症の第1例は献血者

の中から発見され19），特に異常はなく健康であっ

た。その後わが国ではC9欠損症の報告が続き，

わが国ではC9欠損症の頻度が高いことが予測さ

れた。著者らは大阪府日赤血液センター副所長

山ロ英夫博士らの協力を得て，大阪地区の献血者

集団（献血者，100802名）の中から100名のC9

欠損症を発見し20），また患者集団としてスペシャ

ル・レファレンス。ラボラトリー（SRL）に血清

補体価測定の依頼があった102152名の検体の中

から，83名のC9欠損症を発見した。　SRI’には日

本全国の病院から検査の依頼があるので，研究対

象とした102152名を地方別に分け，C9欠損症の

頻度を比較すると，各地方でC9．欠損症の頻度に

大きな差がないことがわかった20）。

　このようにC9欠損症の頻度が高いため，報告

されたC9欠損症の合併症には種々の疾患があ

り，特に感染症が多いとは考えられなかった。し

かし最近髄膜炎を伴ったC9欠損症が2例発見さ

れた（表3参照）。第1例は済生会今治病院内科

蓮井らによって発見された。症例は33歳の女性で

髄液の所見から細菌性髄膜炎と診断されたが，髄

液から原因菌を検出することができなかった。こ

の症例の血清補体価が14．0単位前後の低値を持続

したため，C9欠損症が疑われ著者らに検索が依

頼された。精査の結果，補体価は14．　5単位，C9

は蛋白，活性ともに検出できず，他の補体成分に

は異常はなく，C9欠損症であることがわかった。

第2例は富山市民病院小児科　南らによって髄膜

炎菌性髄膜炎と診断された12歳の男児で，退院後

健康を回復した時の血清補体価が7．5単位と低値

を示したので，補体系の精査が著者らによって行

われた。その結果C9は蛋白，活性ともに検出不

能で，その他の成分に異常がなくC9欠損症と診

断された。

　わが国ではさきに三神らが化膿性膝関節炎と髄

膜炎を発症したC9欠損症を報告している21）ので

C9欠損症で髄膜炎を発症した症例は今回の2例

を加えて3症例となった。

●まとめ
　わが国では上述のように短期間内に，髄膜炎菌

性髄膜炎など髄膜炎菌感染症やその他の細菌によ

る髄膜炎を伴った後期反応成分の欠損症が8例発

見された。後期反応成分の欠損症は献血者の中か

らも発見されているので，症例のすべてがこのよ

うな感染症に罹患するわけ一Clはない。しかし，こ

れら欠損症の症例がグラム陰性菌やその他の細菌

に感染する機会があった場合，後期反応成分の欠

損は感染症を発症しやすい大きなrisk　factorと

なっていると考えられる。
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表3最近わが国で発見された補体成分欠損症とその合併症

欠損症　i年齢性別1 疾　閑 適検出 1予後 発見者

C6欠損症　　13

C7欠損症　　　8

C7欠損症　　　7

C7欠損症　　11

C7欠損症　　　4

C7欠損症　　15

男

女

男

女

女

男

髄膜炎菌性敗血症＊

髄膜炎菌性髄膜炎

髄膜炎菌性敗血症

化膿性髄膜炎

髄膜脳炎

髄膜炎菌性髄膜炎

C9欠損症

C9欠損症

　　1

33　1女　　細菌性髄膜炎

12　、男　．一髄膜炎菌性髄膜炎

血液よりY群髄膜炎菌

咽頭培養よりY群髄膜炎菌

血液より髄膜炎菌

不　能

細菌，ウイルス検出不能

髄液よりY群髄膜炎菌

菌検出不能

髄液より髄膜炎菌

良　　1985　　松井ら

良1983三宅ら
良　　1984　　小林ら

良　　1985　　伊藤ら

良1985由井ら
良1986田中ら

良1985蓮井ら
良　　1985　南ら

＊この症例は髄膜炎菌性髄膜炎を再発

表4　わが国で報告されたC3からC8までの欠

　　　損症の症例数と家系数

＼＼　　　　献血者

欠損醗＼1症例家系

患　　者　　合　　計

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ト

症例1家系　症例’家系

C3

Cs

C6

C7
C8　a－r

0
5
3
6
2

0
3
2
5
2

　　　　
i’ P（1）1

・1（”“

P
，

O　　l

2
0
1
6
0

4　・　2

5　　　3

5　　　3

12　i　11

2　．　2

16 12　12 9　1　28　，　21

＊家系調査によって発見され，合併症のなかった症例で発端

者の兄弟である。
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臨床補体学教育講演（2）

　腎疾患と補体

日本大学第二内科　　大井洋之

　日常の臨床で診断や治療に補体価がもっとも利用されている分野は、腎疾患で

あるといっても過言ではない。急性糸球体腎炎、膜性増殖性糸球体腎炎、ループ

ス腎炎は明らかな低補体を旱することが知られている。また、これら低補体腎炎

の補体の変動を観察することは、病態を把握する重要な目安となっている。低補

体時の各血清補体成分の低下の特徴は種々検討ざれており、ほぼ明らかにされて

いる。腎疾患の分野は生検を中心に発達してきており、補体系を検討するに当た

り、血清と組織の二つの材料を得ることが出来る利点がある。低補体腎炎に於け

る腎生検組織の免疫グロブリンと補体の沈着パターンは血清の補体成分の低下と

よく一致ずる。また低補体価を認めない他の腎疾患においても腎に於ける沈着パ

ターンはそれぞれ特徴的であることが明らかにされている。診断や治療への応用

より一歩踏み込んで、補体系より病態面へのアプローチを試みることになると、

何が補体系を動かしているか（補体活性因子）の検討が必要となってくる。腎疾

患の血清中に出現する補体活性因子として知られているものに、imuune　complex

やnephri七ic　factor（C3NeF、　C4NeF）等が知られている。　invitroで解明され

た結果をもとに、in　vivoでの検討；を行うと様々な不明の現象が認められる。例え

ば、C3NeFの存在を認めても低補体価とならない状態の存在することや、　C3NeFと

して同一視されていたa1毛ernative　pathwayの補体活性因子の中に様々な性質の因

子の存在することが明らかになっている。本講演では我々の最近の知見を中心に

腎疾患患者血清中に出現する補体活性因子について述べてみたい。
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1 C3dg，　C3cに対するモノクローナル抗体を用いた免疫複合体

（IC）の微量測定法の確立と臨床的検討

平野隆雄｝　宮島宏明多　小林茂人｝　谷口　修｝　橋本博史｝

高井修平｝　山川憲文｝　石戸利貞？　廣瀬俊一｝　飯田恭子3

1．順天堂大学内科（膠原病），2．相互生物医学研究所（BML）

3．ニューヨーク大学病理

【目的】

　免疫複合体（IC）は自己免疫疾患，腎，癌など多くの疾患で検出され，その重要

性が注目されている。ICの測定法は今まで種々の方法が開発されたが，議論が多い

ところであった。われわれはnative　C3と反応しない抗C3c，抗C3dgモノクローナル

抗体を用いてICの微量定量法を開発し，種々の自己免疫疾患について検討を加えた。

【方法】

　健常人30例，RA　50例，　SLE　50例，ベーチェット26例，その他20例を対象とした。

モノクローナル抗C3c，抗C3d抗体をELISA用プレートにcoatingし，1％一BSA－

PBSで非吸着部をblockingした。あらかじめヒト熱凝集IgG（AHG）とヒト血清

（補体）を37。C30　min反応させたものを陽性コントロールとし，　AHG或いはヒト

血清を陰性コントロールとした。偽陽性となるリウマトイド因子を吸収する目的で，マ

ウス熱凝集IgGを加えた緩衝液でコントロール及び検体を希釈し，プレートウエル

に加え反応させた。反応後0．05％Tween　20－PBSで3回洗浄後，　Bitin標識モノクロ

ーナル抗ヒトIgGを加えた反応させた。さらに，他にICを測定する方法として抗

C3c，抗C3dgモノクロナール抗体のサンドイッチ法を確立し合せて比較検討した。

【結果・考察】

　ICのアッセイ法はICに結合したC3フラグメントを介して定量出来ることが確認

された（図1）。被験血清において，RA，S：LE，ベーチェット病に高頻度にICを検出するこ

とが出来た。とくにICに関していままで報告の少ないベーチェット病において高率

にICの出現頻度が高かった（表1）。今後詳細に検討して報告したい。
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図1
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表1

ReLationship　between　IC　teve（s　and

compement　activation　as　detected

with　mAb　to　Cs　neoantigens
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　＊　pg／mt　AHG

Sampしes lCしeveし＊　neQ．　＊　　onti一一Czsc　bound

NormaLs
　　　　　　n＝20

2．5　±1．0 1．0　±O．5

SLE　　　　　　n＝50
10．4　±8．9 12．8　±7．4，

RA n＝20
8．7　±4．5 10．6　±5．4

Behcet
　　　　　　n＝15

12．5　±5．7 19．9　±7．5
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2 べ一チェット病におけるCR1（C3bリセプター）陽性単球

およびB細胞の異常

小林茂人｝　平野隆雄｝　宮島宏明｝・2谷口　修｝　高井修平｝

橋本喬史号　稲葉午朗｝　橋本博史1　廣瀬俊一｝　飯田恭子5

1．順天堂大学内科　2．相互生物医学研究所　3．帝京大学第二内科

4．七沢病院内科　　5．ニューヨーク大学病理

【目的】

　補体第3成分C3bに対するリセブ。ター・CR1は，赤血球，リンパ球，好中球など

の細胞表面に存在し，赤血球上のCR1は，免疫複合体のクリアランスやC3bの不活

性化のcofactorなどの機能を果していると考えられている。全身性エリテマトーデ

ス（SLE）や慢性関節リウマチ（RA）などの自己抗体や免疫複合体の関与する自己

免疫疾患では，赤血球上のCR1の減少が報告され，最近では，リンパ球や好中球上

のCR1の異常についての報告がみられている。

　ベーチェット病は，病因不明の慢性炎症性疾患であり，臨床上，口腔粘膜潰瘍，

陰部潰瘍，ぶどう膜炎，関節炎，血管炎，小腸潰瘍，中枢神経症状，皮膚病変など

多彩な症状を呈し；口腔粘膜に対する自己抗体，免疫複合体の存在，好中球および

リンパ球の異常などのさまざまな免疫学的異常が報告されている。とくに，活動期

には補体の上昇がみられ，自己抗体や免疫複合体の存在，リンパ球の機能異常の存

在などの知見から，ベーチェット病患者末梢血リンパ球および赤血球上のCR1の表

現状態について検討した。

【方法】

　順天堂大学内科および帝京大学第二内科にて加療中のべーチェット病患者26例，

健常者22例。男女比は，7：13，平均年齢41歳，完全型：不全症の比は9：11。

　末梢血リンパ球をFicoll－Hypaque法で分離，モノクローナル抗CR1抗体をbiotin

標識化し，phycoerythrin（PE）一avidinと反応させ，一方，　FITC標識Leuシリー

ズ（抗しeu　4，12，　M3）抗体を使って，　FACSによるtwo　color解析を行った。

赦球上のCR1については，モノクローナル抗CR1抗体にて，　immunoradiomet－

ric　assayによって，飯田先生によって測定していただいた。

【結果】

　図1に代表的なFACS　pattemを示す。図1，　A．はCR1陽性Monocyteを表す。右

のべーチェット病患者では，CR1陽性Monocyteの数の増加（患者67．0％，健常者

25．0％）およびCR1抗原量の増加を示す。図1，　BはCR1陽性Bリンパ球数自体の減

少（患者7．0％，健常者16．8％）があり，CR1陽性B細胞は，患者5．7％，健常者12．4

％とべーチェット病患者で減少を示し，またCR1抗原量の減少も認められる。図1．

CはTリンパ球を示すが，大きな差異は認められない。

　表1に，ベーチェット病患者26例，健常者22例についての解析の結果を示す。こ

こで，CR1陽性B細胞数の減少が，患者群のB細胞数自体が健常者群より少ないこ

とに起因し，両町B細胞上のCR1レベルの正しい比較にならない可能性があると考

え，各SampleについてCR1陽性B細胞数を全B細胞数で割った値を求め，全B細胞

中，CR1を表現しているB細胞の割合，つまり，　B細胞上のCR1の表現レベルとし
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た。同様な解析をmonocyteについても行った。

　CR1陽性MQnocyte（CR1＋monocytes）は，ベーチェット患者では，62．6±13．　7

％と有意に増加し，monocyte上のCR1レベル（CR1＋mono／mono）は77．4±10．3

と増加を示した。

　一方，Bリンパ球数自体の減少が患者群にみられ，このため，　CR1陽性B細胞数

（CR1＋Bcells）は減少しているが，　B細胞上のCR1＋Bcells／B　cells）もベーチ

ェット病患者群では健常者群に比べ減少を示し，Bリンパ球上のCR1の表現状態の

異常が示唆された。

　T細胞については，両群に差異は認められなかった。

　赤血球上のCR1数について，患者8人について検索したが，健常者91人に比べ有

意の増加を示した。

【考案】

　リンパ球，単球上のCR1の表現状態や機能については，明らかでない点多いが，ベー

チェット病の単球と赤血球上のCR1の増加については，一元的には，補体成分や免

疫複合体などの作用によって，CR1がupregulateされている可能性があること，ま

たmonocyteのCR1の増加については，　chemotacti　c　factorの影響があること，などが

Speculationとして考えられる。　B　ce11上のCR1の減少も様々な原因が考えられるが，一

般にCR1はmature　B　cellの段階では表現されず，　Sakaneらの報告にあるようにpoly－

clonal　B　cell　activationのメカニズムが，その原因として示唆される。なお当日は，

SLE，　RA，肝疾患，感染症などのリンパ球上のCR1レベルについてのpreliminary

dataを提示し，検討したいと考えている。
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Table　L．　The　CRユexpression　on皿onocytes，

and　in　erythrocytes．

ユY皿phocytes

BEHCET’S NORMALS

CRユ十皿onOCYtes

CR　I＋mono／mono

Monocytes

CR1＋B　ceユエs

CRユ＋B　ceユユs／B　celユs

B　ceユ1s

62．6＋ユ3．7f

77．4＋ユ。．3　Pt

64．0十21．6

（n＝24）

　7．9＋5．9季4曝

72．5＋18．7塾SL苓

　9．2＋　5．O挙苧苧

（n＝26）

30．8＋15．4

54．6＋18．8’

62．7＋18．9

（n＝ユ8）

12．2＋　5．2

83．1＋17．5

14．7＋　6．4

（n＝20）

CR1十T　ceユエs

T　celユs

　3．3＋　3．8

57．0＋21．0

（n＝21）

　2．6＋　2．6

57．6＋　9．8

’（n＝22）

CRI　on　erythrocytes

　　（’ng／　10　．　RBC）

31ユ＋ユ02

（n＝8）

188＋75

（n＝＝91）

Mean　pe：rcent　incユudes　standerd　deviation　except　CRl　in

erythrocytes　expresses　mean±SD　ng／10a　RBC．

尋P・0・。01，￥等P・0．02避鵠P・0・05c。mpared　Behcet置s　t。　n。maユs・
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3 重症感染症時におけるActivated　Complement　Co皿ponents
の変動

高岡哲郎、由良二郎、品川長夫、真下啓二、福井拓治

名古屋市立大学医学部第一・外科

目的

重症感染症虚しばしばadult　respiratory　distress　syndrome（AR1〕S）を始めとし

た肺機能低下を合併することはよく知られているし、重症感染症より皿ultiple

organ　failure（MOF）に移行する場合、肺が初発臓器となっていることが多い

〔1｝。　そして肝などのいわゆるreticuloendotherial　systemの機能低下時には

代償的に異物、細菌などが肺に集積し肺障害が重篤になるとも言われている
（2⊃・Craddoc　kらが血液透析患者における白血球減少症と低酸素血症の成因は、

体外循環によって活性化された補体により穎粒球の肺へのsequestrat　i　onが惹起

された結果であると報告して以来補体、穎粒球とARDSとの関連が注目されてい

る。よって今回我々は重症感染症時における補体系、特に活性化補体（activated

co皿ple皿ent　components）の変動について検討を行うと共に補体活性に対する蛋白

分解酵素阻害剤、steroid剤の効果についてもあわせて報告する。

方法

（1）臨床例；名古屋市立大学第一外科において重症感染症と判定された症例にお

いて経時的にCH50，　C3，C4，　activated　complement　components（C3a）を測定し、

予後との関係について検討した。測定方法はCH50はMayer法、　C3，C4，C5はsingle

radial　immunodiffusion法、　C3aはradioimmuno　assay法（C3a　des　Arg　kit，

Upjohn）にて行った。

（2）IN－VITRO；serumにlipopolysaccharide（LPS）；1mg／皿l　of　serumを添加し同時

に蛋白分解酵素阻害剤（Gabexate皿esilate：20mg，Nafamostat　mesilate：2mg，

Urinastatin：10000U）、　steroid剤（Hydrocortisone：50mg）を加え1時間、37．Cに

てincubateし経時的に活性化補体を測定した。

結果

（1）臨床例；重症感染症時において’、最も臨床的に重篤な時のC3aは、　CH50，　C3と

は逆に予後良好、不良群共に著明な上昇高値を示していた。しかし予後による差

は認められなかった（Fig　1）。そして経時的変動を見てみるとこれもCH50，c3と

は逆に、予後良好群では経過とともに下降傾向を示したのに対し予後不良群では

高値を示したままであったり、不安定な状態を示していた（Fig　2）。

（2）IN－VITRO；incubate30分後においてはNafa皿ostat　mesilate（p〈0．01），

Urinastatin（p〈0．01）が、60分後においてはNafa皿ostat皿esilate（p〈0．01）が薬

剤無添加群に比して有意にC3a上昇を抑制していた（Fig　3）。

考察

　補体成分のうち特にC5の活性化によって生ずる反応系は、白血球停滞や白血球

減少症を引き起すこと｛3）、また白血球の肺血管床へのsequestrat　ionにより穎

粒球よりのfree　radicalの産生（4｝や1ysozome酵素の遊出（5）により肺の血管

床に透過性変化が生ずること、ARDSの発症にはC5の活性化と白血球の両者が必

要であること（7，などが報告されておりC5aと白血球との関係は肺障害の病因を
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知る上で重要な観点となっている。最近活性化補体がradioim皿unoassay法の開

発に伴い一般臨床患者においても容易に測定可能になったが、血中C5a値の解

析には慎重を要する。すなわちC5aは血中より消失が早いことに加え白血球が

C5a－recepterを持っているがため血中に遊離されたC5aが白血球と結合すること

により実際に体内、血中でC5が活性化されて生じたC5aよりも測定値は低い可

能性が強く、現在の測定法においては臨症例におけるC5a値の信愚性は薄いと考

えられる。事実、著者らのin　vitroの検討においても血清中でC5を活性化する

とC5aが著明に上昇したのに対し全血中ではその上昇は軽度であった（7）。また

血清中において補体系を活性化した時のC3aとC5aの上昇傾向は、両者間に比較

的よい相関が示された（7）。よって、現時点では補体系活性の程度を知るために

は比較的安定性のあるC3aの測定が最良であると考え、重症感染症例において

C3aを測定したところ経時的C3a値と予後との間に密接な関係が認められた。そし

て活性化補体と血清補体価、補体蛋白量との逆相関より重症感染症時の血清補体

価、補体蛋白量の低下は補体の活性化による消費の結果であろうという従来より

の推測が正しいかったことが証明された。また予後不良の症例はMOFに移行する

症例が多いことより、重症感染症時における補体系の過剰な活性化とその持続は

肺障害を初めとするMOF発生の要因となっている可能性を示すものであり、補体

系の過剰反応の抑制は重症感染の病態悪化を阻止すると言う意味において重要な

一治療法であると考えられた。よって今回蛋白分解酵素阻害剤とsteroid剤によ

る補体活性に及す影響についてin　vitroにて検討を行ってみたところNafamostat

mesilateは有意の差をもって補体系活性を抑制することが判明した。本実験は血

清にLPS添加と同時に薬剤を添加した結果であること、反応時間が60分間である

ことなど実際に重症感染症時に生体内において起こる反応と同じであるとは考え

にくいがある種の蛋白分解酵素阻害剤が補体活性を抑制するという今回の実験結

果は重症感染症時においてそれら薬剤はim皿uno　modulatorとして試みるべき薬剤

の一・つであると考える。よって今後これら薬剤の投与時期、投与方法、投与量に

関して臨症例において詳細に検討する必要がある。

文献

（1）高岡哲郎他：第33回日本化学療法学会西日本支部総会，1985大阪

（2）Lanser　ME　and　Saba　TM：Surgery　90：473－481，1981．

（3）Craddock　PR，et　a1．：J　Clin　Invest　60：260－264，1977．

（4）Heflin　AC，et　al．：J　CIin　Invest　68：1253－1260，1981．

（5）Goldstein　IM，　et　al．：J　Immunol　111：33－37，1973

（6）Hosea　S，et　al．：J　CIin　Invset　66：375－382，1980

（7）高岡哲郎他：第23回補体シンポジウム講演抄録集　22－23，1986筑波
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lnhibitory　Action　of　Drugs　on　Complement　Activation
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4 超急性拒絶反応時の血清補体の変動について

宮川周士、中　好文、川口　章、中田清三、白倉良太、

　広瀬　一、川島康生、　　松本美佐子＊，北村　肇＊

大阪大学第一外科、　大阪府成人病センター＊

《はじめに》　拒絶反応の一つに超急性拒絶反応Hyperacute　RejeCtiOnが

ある。これは移植後、分単位で起こるRejectionのことで、抗体と補体の作

用で起こるとされている。しかし、この際の補体の動きについて検討した報

告は少ない。今回我々はこのHyperacute　Rejectionの際に起こる補体の動

きについて検討したので報告する。

《目的》具体的には、自然抗体を持つ異種間に起こるHyperacute　Rejection

と、自然抗体を持たない異種間に、あらかじめ抗体を投与した際に起こる

Hyperacute　Rejectionとの補体の動きの差を調べる事に置いた。特に、前

者でのAlternative　pathwayの動きに注目した。

《方　法》

　（1）実験モデル

　　　A群；自然抗体によるHperacute　RejectionのモデルとしてはGuinea

Pig－Ratを置いた。

　　　B群；自然抗体はなく、獲得抗体によるHperacute　Rejectionのモデ

ルには、Humster－Ratを置いた。

　　　C群；Contro1として、　Rat間の移植を置いた。

　（2）実験動物

　　　Guinea　Pig（200～220g：♀）、　Humster（140～155g：♀）を日本動

物より購入し使用した。Rat・は近交系Lewis　ratをオリエンタル酵母より

購入し使用した。なお、Donner及びRec　ipientの体重比を　D／R－0・7
・一一 Z　・　8

とした。
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　（3）心移植

　　　エーテル麻酔下に、Ono－Rindsey法に準じ、腹部に異所姓心移植を行っ

た。吻合時間は、約30分であった。Rejectionの判定は、直視下、移植心の拍

動によっておこなった。

　（4）抗体（血清）

　　　Humster－Rat（Lewis）間で心移植を行い。　Rejection後、Complement

Dependent　Cytotoxicity（CDC）で128倍以上のtiterを持つ、　Rat　anti－

Humster血清を作成し使用した。

　　　なお、この際のCDCは、　HurnsterのSpleen　Ce11をTargetとし、

15倍希釈Guinea　Pig血清を用いて調べた。また、　Mediumは阪大微研よりの

MEMを用いた。

　　　この抗体（血清）は、B群において、移植直前に、静脈内投与した。

　（5）採血

　　　移植後、clamp解除前に、動脈血を採取し、前の値とした。clarnp解除

後5分の、GraftのRV血（Graft灌流血）と、Rejection時点での動脈血

を採取した。　各検体は、室温にて約40分放置後、血清を採取した。

　（6）補体溶血活性

　　　CHsOは通常の、ヒツジ感作赤血球（E　A）を、　ACH50はモルモット赤血

球を、C4，C2，C3，C5はIntermediate　cellとReagentを用いていずれもMicro－

titer法にて測定した。

《結　果》

　（　1　）　Rejection　tirne

　　　A群；17．5±8．3min；n＝8．

　　　B群；12．0±4．4min；n＝8．

　　　C群；全例拍動に問題は無かった。 n＝6．
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　（2）各群の補体溶血活性をグラフに示す。

　　　グラフ1は、移植前の値を100とした時の、Rejection時点の値である。

　　　A群では、C3がContro1に比し、有意に低下していた。　B群では、

　CH50、　C4が有意に低下し、C3も有意に低下していた。

　　　グラフ2は、移植後5分の、GraftのRV血（Graft灌流血）の値で

ある。同じく、移植前の値を100とした値である。
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　　　これでも上と同様、A群では、　C3の有意な低下を認め、　B群では、CH

50C4、C3の有意な低下を認めた。特に、　C4は、　P〈0．005と著名に低下して

おり、C2も有意差はないが低下していた。

《考　察》

　（1）A群では、Classical　pathwayの動きは見られず、C3のみが有意な

低下を示し、むしろAlternative　pathwayの関与が考えられた。

　（2）B群では、特にGraft灌流血で、　CH50，C4，C2の動きが見られ、抗

体に続くClassical　pathwayの動きととらえられた。また、単に　Classical

pathwayの動きのみでは通常低下しないC3も低下しており、　in　vivoでの

特徴か、組織破壊に続く、二次的な、Alternative　Pathwayの動きが考えら

れた。

　（3）A，B群を比較して、自然抗体を持つような異種間に起こるHyper－

acute　Rejectionは、単に獲得抗体に続く補体の動きとは別のメカニズムに

よりRejectionされる事が考えられた。

《文　献》

　1　）　Berden，J．H．M．，et　al：　Eur．J．Immunol．8；15＆1978．

2　）　Forbes，R．D．C．，et　al：　Laboratory　I　nvestigat　ion　39；463，1978．

3　）　Forbes，R．D．C．，et　al：　American　Associat　ion　of　Pathology　106；378，

　　1982．

4　）　Ono，K．，Rindsey，E．S．：　J．Thorac．Cardiovasc．Surg．，57；225，1969．
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5 膜性腎症におけるC4およびBF　phenotype

中西　　功，椿原　美治，岡田　倫之，北村　栄作，

横山　建二，飯田　喜俊，西向　弘明＊

大阪府立病院・腎疾患専門診療科

大阪医科大学・法医学教室＊

〔目的〕

　我々は昨年の本学会において、IgA腎症（以下IgA－GN）では健常人に比較し、

高頻度にC4AもしくはC4B座に欠損遺伝子（QO）の存在することを報告した。

　今回、膜性腎症（以下MN）におけるC4欠損遣伝子の頻度を調べるとともに、

MNおよびIgA－GNのBF　phen・typeについても検討した。

〔対象・方法〕

1）samples：腎生検材料の光顕像および免疫蛍光抗体像により組織診断された

MN　34名、　IgA－GN　72名および。・ntr・l　gr・upとして健常人288名より採取した

seruMもしくは：EDTA一　plasmaを用いた。

2）C4　typing：Mauffらの方法に従い、Immun・fixati・n・lectr・ph・resis法によ

り行なった。

3）BF　typing：neuraminidaseにて前処理したsθ㎜もしくはEDTA一　plasmaをP・ly－

acrylamide　gel（pH3～5，　pH5～8，　PH　3～10，2＝5＝1．4）を用いた等電点電気泳動

法にて分離した後、Immun・bl・tting法を行ない型判定した。

〔結果〕

1）：MNにおけるC4欠損遺伝子頻度

　MN　34名、IgA－GN　66名および健常人288名におけるC4欠損遺伝子頻度をTable　1

に、X2検定の結果をTable　21e示す。　IgA－GNと同様MNにおいてもA座、　B座と

も欠損遺伝子のない頻度は。・ntr・1にくらべ有意に低く（P〈0．0005）、逆にHbm・ryg・us

な欠損同県子を示す頻度は有意に高値であった（P〈0．005）。
2）　BF　patterns　（　Fig　1　）

　neuraminidase処理後のpolyacrylamide　gel等電点電気泳動法によりBF－FはBF－

FA（an・dal）とBF－FB（cath・dal）の2つのsubty　peに分かれた。一方、BF－Sのsub一

もypeは認められなかった。

3）MNおよびlgA－GNにおける：BFsubtype
　MN　34名、IgA－GN　72名および健常人213名におけるBF　sUbtypingの結果をTable3、

Table　4に示す。　c・ntr・l　gr・upではFA－p・sitiveが26．3％、F　B一’一　p・sitiveが3．3％

であるのに対し、MNではFA－p・sitiveが44．1％（Pく0。05）、FB－p・sitiveが17．6％

（P〈0．001）と。・ntr・1に較べ有意に高値であった。一方IgA－GNでは。・ntr・1に

較べ有意差は認められなかった。

〔考察〕

　膜性腎症（MN）は糸球体毛細血管壁の肥厚を特徴とする原発性糸球体腎炎の一

病型であり、臨床的にはネフローゼ症候群を呈することが多い。免疫蛍光抗体法

では糸球体係蹄壁に沿ってIgG、　C3の穎粒状の沈着がみられ、電顕では糸球体上
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皮細胞下に沈着物（dep・8its）がみられる。

　MNの病因についてはいまだ明らかにされていないが、免疫学的な機序が発症

に関与していると一般に考えられている。近年、本症と肌Aとの関連が各国にお

いて検討されており、免疫遺伝学的な機序の関与が注目されている。欧米では、

HLA－B8、B－18、HLA・一一DR・3との相関、我国ではHLA－DR2との相関が報告さ

れている。一方、本症とBFphen・typeとの関連については、1981年Dye・らによ

りBF・Flの頻度が有意に高いことが始めて報告されたが、その後この結果に対す

る反論もなされている。またC4　phen・typeとMNとの関連についての報告もない。

　今回我々は日本人のMNにおけるBFおよびC4　phen・typeについて検討したが、

BF－FA、　BF－FBの頻度が健常人に比較して有意に高いことが明らかとなっ
た：。さらにIgA一一GNと同様、　C4欠損遺伝子も高頻度に存在することがわかった。

以上よりMNのpath・genesisの一因としてBF、　C4の遺伝的素因の関与が示唆さ

れた。
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　　　　　　　　　　　　　　　　Table　1．

C4　phenotypic　groups　in　patients　and　controls

Phenotypic
　　groups

　　　MN

Number（　g　）

　　工9A－GN

Number（　g　）
　Control
Number（　g　）

No　C4　Null

One　C4A　Null

One　C4B　Null

Homozygous
　　　　　　　Null

　　　　Tota1

9
1
0
1
1
4
一
3
4

（26．5）

（29．4）

（32．3）

（11．8）

18

Q2

P9

V
一
6
6

（27．3）

（33．3）

（28．8）

（Z　O．　6）

172

　55

54

　　7

288

（59．6）

（19．1）

（18．9）

（　2．4）

Table　2・

x2　analysis

Phenotypic
　　groups

X2 P

No　C4　Nulユ

　MN　vs　Control

ZgA－GN　vs　Control

　　MN　　　vs　工gA－GN

13．660　〈　O．OOO5

22．738　〈　O．OOOs

O．007　NS

One　C4A　Null

　MN　vs　Control
工gA一一GN　vs　Control

　M：N　　　vs　工gA－GN

2．008　NS
6．394　〈　O．025

0．159　NS

One　C4B　Null

　IYng　vs　Control

工gA－GN　vs　Con’ヒrol

　MN　vs　ZgA－GN

3．493

3．305

0．136
S
S
S

N
N
NHomo　zygous

　　　　　　　Null

　MN　vs　Control
工9A－GN　vs　Control

　MN　v　s　Z　gA－GN

　8●030　　く　0．005

13。385　　く　0．0005

0．031　NS

一　so　一一



Table　3・

BF　phenotypic　groups　in　parヒien’ヒs　and　controls

Phenotypic
　　groups

　　　MN

Number（　g　）

　工9A－GN

Number（　g　）
　Control
Number（　g　）

FA

FAFB

FAS

FBS

s

FO75S

To・ヒal

1
1
1
3
5
1
4
0
一
3
4

（　2．9）

（　2e9）

（38．2）

（14．7）

（4Z．2）

（o　）

3
。
お
3
盈
－
「
η

（　4．2）

（o　）

（31．9）

（　4．2）

（58．3）

（　L4）

　　4

　　2

50

　　5

ZsZ

　　l

213

（　1．9）

（　O．9）

（23．5）

（　2．4）

（70．9）

（　O．5）

Table　4・

Dis’ヒribution　of　セhe

controユS

BF　pheno’ヒypes　■n　pa’ヒients　and

BF　phenotypes MN　（n＝34）　工gA－GN（n＝72）　Control（n＝213）

FA－positive
　　　　　　ロ　　　　　　ロ
FB－POSi’ヒ］．ve

s－P・sitive．

FO75－positive

15a（44．lg）

6b（i7．6g）

32　（94．ig）

o　（o　g）

＝
U
「
j
Q
ノ
ー
占

【
乙
　

6
U

（36．Io6）

（　4．2g）

（95．8g）

（　1．4g）

56

　　7

207

　　1

（26．3g）

（　3．3g）

（97．2g）

（　o．sg）

ap〈　o．05 b　p　〈　o．ool
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6 尿中C3c測定の臨床的意義

福岡大学医学部小児科学教室　　西村　美保，　小田　禎一

　　同　　　　微生物学教室　　山口　覚，　岡田　秀親

〔目的〕

　腎疾患における血清補体の関与は知られているが，尿中補体についての報告は

少ない。今回私達は，各種腎疾患における尿中C3cを測定し，臨床的意義につい
て検討したので報告する。

〔対象〕

　11ヵ月～20才の腎疾患患者41例（男児20例，女児21例）；SLE　1例，　IgA腎症7

例，紫斑病性腎炎1例，膜性腎症2例，膜性増殖性糸球　体腎炎2例，増殖性糸
球体腎炎1例，遺伝性腎炎4例，急性糸球体腎炎5例，特発性ネフローゼ症候群
7例，難治性ネフローゼ症候群2例，先天性ネフローゼ症候群1例，血尿4例，

体位性蛋白尿2例，尿路感染症2例である。必要に応じ最長2年間の経過追跡を
行った。

〔方法〕

　一回新鮮尿をセルロース膜を用いて透析後，ポリエチレングリコール（分子量

20000）で，10倍から100倍に濃縮した。ヒト補体成分C3c定量用免疫拡散板の抗

原孔の中に被検濃縮尿をいれ，48時間室温静置後，形成された沈降輪の直径を測

定した。標準血清により検量線を作成し，これより被検濃縮尿の沈降輪の直径に

対応する蛋白濃度を求めた。
〔結果〕

　①41例のうち7例に尿中C3cが検出された。尿中C3c陽性例では，検討した限
りでは常時陽性で，C3cは尿中に継続排出していると考えられた。

　その陽性症例は難治性ネフローゼ症候群2例，先天性ネフローゼ症候群1例，

遺伝性腎炎2例，増殖性糸球体腎炎1例，血尿1例であった。
　②尿中C3c検出例では全例血清C3cは正常値であり，　CH　5。値も正常範囲内であ

った。一方急性糸球体腎炎5例，膜性増殖性糸球体腎炎1例，特発性ネフローゼ
症候群1例では，低補体血症におちいっていたが，尿中C3cは検出されなかった。

　③尿中蛋白量とは関係がみられなかった。26例に尿蛋白分画をおこなったが蛋

白選択性とは無関係であった。

　④尿中C3cを測定した41例のうち17例に腎生検をおこなった。17例のうち4例

に腎糸球体内にC3の沈着が認められた。しかし，その症例には尿中C3cは検出
されなかった。腎生検をおこなった17例中5例に尿中C3cが検出されたが腎糸球

体内にはC3の沈着はみられなかった。このうち1例はminimal　changeであり
血管壁にC3の沈着がみられた。
　⑤尿中C3c陽性7例のうち3例に経過中腎機能低下の進行がみられ，1例が血
液透析に至った。これに対し，尿中C3c陰性例では腎機能低下するものは1例も
みられなかった。以上の結果から，尿中C3cの測定は腎疾患の予後を知る指標の

1つとなると考えられる。

一一@41　一



〔まとめ〕

1．11ヵ月～20才の腎疾患患者41例のうち7例に尿中C3cが検出された。

2．尿中C3c排泄は尿蛋白量謬白選択性賢糸球体内補体沈着や血清C3c濃度とは

　関連性を認めなかった。

3．尿中C3c陽性7例のうち3例に経過中腎機能低下の進行がみられた。
4．尿中C3cの測定は腎疾患の予後を知る指標の1つとなると考えられた。

尿中C3c検出例の血清生化学所見

症例　性別　年齢　　C3　C4　CH50　BUN　クレアチニン尿中C3c
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7 MPGNと低補体
（752例のアンケート調査よりみて）

日本大学医学部第二内科

大井洋之，関　正人，波多野道信

　低補体はMPGNの病態と密接な関係にあることが示唆される多くの検討が行われて

いる。しかし，本疾患における低補体の出現頻度や，低補体が本疾患の診断にどの程度

有効であり，また補体価の変動がどの程度病勢と一致するのか等に関しては想定の域を

脱していないと思われる。これらのことについては現在まで多数の施設より報告されて

いるが，限られた症例数であり，わが国における成人と小児を含あたMPGNの全体像

がつかめていないのが現状である。そこで以上のことを明らかにすることを目的に内科，

小児科を含めた多数の施設のご協力のもとにアンケート調査を行った。

〔対象及び方法〕

　アンケート用紙を作成し，補体価を測定してある症例について各施設に可能な限りの

症例の記載を依頼した。アンケートは内科及び小児科合計88年目へ送付した。集計は，

PC－9801　VMを使用し，統計処理は，　Student　T　test及びカイニ乗検定により行った。

〔結　果〕

　アンケートは63施設（内科39施設，小児科24施設）より回答が得られた。回収率は

71．5％で症例数は752例であった。年齢の記載のあった750例（男333例，女417例）
の年齢分布は20歳以下が全体の69．3％であった。（図1）Subtypeはtype　1が508例で全

体の6＆1％，type　2は37例で5％，　type　3は79例で10．　6　％，記載のなかったもの122

例16．4％であった。

　初診時のCH50，　C　3，　C　4，の値をみると，　CH50が20以下は全体の53．7％，　C　3

が30　mg／d尼以下は44．4％，　C　4が10　mg／d2以下は16．0％であった。（図2）年齢との検討で

は，15歳以下のものが以上に比較しCH50，　C　3，　C　4，いずれも有意に低下を認めた。

（p＜0．01）WHO臨床分類別では，　acute　nephritic　syndrome，　RP　GN，　recurrent

or　persistent　hematuria，のものに低補体が多かった。補体の経過をみると（表1）

persistent　hypocomplementemiaが245例（34．5％）で最も多く認められ，次いで

initial　hypocomplementemia　with　recovery；212例（29．8％），　occasional　hypo－

complementemia；173例（24．3％），　normo　and　raised；81例（11．4％）であり，

経過中低補体を認めたものは全体の88．6％となった。

　補体の経過をsubtype別にみるとtype　2にpersistent　hypocomplementemiaが多
く66．7％をしめ，type　1，type　3では明らかな差を認めなかった。（図3）WHO臨床分

類別では，RPGN　syndromeを除く各症候群で4つの補体経過のパターンを認めた。

acute　nephritic　syndromeではpersistent　hypocomplementemiaが40．3％に認め，

RP　GN　syndromeは，ほとんどがoccasional　hypocomplementemiaであった。

reccurent　or　persistent　hematuriaでは持続性低補体を呈したものの率が最も多く，

41．1％であり低補体を呈したものは全体の85．　5％であった。

　chronic　nephritic　syndrome，　nephrotic　syndromeでは各補体変動のパターンに
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差は認めなかったが正常又は高補体を持続したものが各々26．3％，30．6％と多い傾向

をしめした。Chance　proteinuria　and　or　hematuria（CPH）症例447例をC3値に

より分類すると，30　mg／dε以下のものは217例（48．5％）であり，以上のものとは差は

なかった。治療効果と補体経過の比較では，改善を認めたもののうちinitial　hypo－

complementemia　with　recoveryであったものが156例（45．9％）と最も多く認あら

れた。増悪したものはpersistent　hypocomplementemia；47例（38．8％），　normo

or　raised；43例（36．4％），であった。

〔考　察〕

　初診時の補体をみると44．4％に明らかな低C3値を認あ，　C　4値は16％に明らかな

低下を認めた。若干各施設により正常値に差はあるものの，このことより腎疾患におい

て初診時のCH50，　C　3，　C　4，の測定は臨床像の軽重にかかわらず低補体があれば

MPGNを疑う目安となると思われる。補体の経過は多彩であるが経過中に低補体を認め

たものは約90％を呈しており，初診時の補体価とともにその経過を観察し低補体の出現

をみることはMPGNの診断に重要であると思われた。　CPHでは約50％が明らかな低

C3値を認めており15歳以下ではより低値であること，及びrecurrent　or　persistent

hematuriaでCH50，　C　3，　C　4，の低値が多く認められることより，学校検診等によ

る早期診断に補体価が重要であると思われた。subtype別にみた補体の経過は，　type　2

に最も持続性低補体が多く，C3NeFの出現がsubtype中直も多いことが知られてお

り，このことと一致するものと思われた。しかしながら，各typeとも様々な補体の変動

を認めておりこれのみでsubtypeの特徴をつかむことは困難である。　acute　nephritic

syndrome，　recurrent　or　persistent　hematuria，で発症したものでは持続性低補体

を呈するものが約40％に認められることより，急性腎炎に典型的な補体の変動とは異な

る補体経過より本症を疑い腎生検を施行する目安となると考えられた。chronic　neph－

ritic　syndromeでは他のものに比較して正常又は高補体を呈する率が多くなり，これら

症候群を同一一一S，R上において考えるならば，初期像より完成された臨床像を観察している

可能性も考えられた。補体の経過と治療効果との比較では，必ずしも補体の変動が病勢

に一致しないが，改善例には当初低補体で正常補体に復帰するものが多く認められ，症

例によっては病勢や治療の目安となると思われた。

　今回のアンケート調査では，組織学的診断に各施設で若干の差のあることやCut　off

値をどこに決め低補体とするか，又，持続性低補体の定義等多くの問題があるが現時点

でのMPGNの全体像をある程度客観的にとらえることを目的とした。今後この結果を

ステップに更に詳細な検討が必要である。
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type　1　　　　　　　　　　　　　　　等暴暴暴暴葺i葺：i

　　n＝479　a．33．4e／o　b．32．7“／o　e．11．20／e　d．22．7％

type　2　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　遊∵堂壁≒

　　n　＝36　a．66．70／o　b．16．70／o　cAl．10／e　d．5．50／e

type　3　　　　　　　　　　　　　　諏蓋銭籔鷺

　　n＝75　a．42．6e／o　b．24e／o　c．8e／e　d．25．30／e

　　a：PERSISTENT　　　　　　　　　　　　　　　　　　囮

　　b：INITIAL　HYPOCOMPLEMENTEMIA　　　　囲
　　　　　WITH　RECOVERY

　　c　：　OCCASIONAL　HYPOCOMPLEMENTEM：A　tw

　　d：NORMO　AND　RAISED　　　　　　　　　　　［＝コ

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（図3）

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　n＝711

COMPLEMENT　PROFILE NUMBER

1．PERSISTENT

2．INITIAL　HYPOCOMPLEMENTEMIA

　　VITH　RECOVERY

3．OCCASIONAL　HYPOCOMPLEMENTEMlA

4．NORMO　AND　RAISED

245

212

173

81

（34．5X）

（29e8X）

（24．3X）

（11．4X）

（表1）
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8　腎疾患における補体活性化因子の検討
　　　一免疫固定法によるC3のC3cへのconversionの数量化の
　　　　試み一

宮平つね子】）　山口義哉1）　柴若継雄1）　生駒雅昭1）

小板橋　靖2）大井洋之2）

1）聖マリアンナ医科大学小児科

2）日本大学医学部第二内科

　血清CH50およびC3の血清レベルは，補体の産生と消費（活性化）のバランス

の上に成り立っており，それらの血清レベルから血清補体活性化因子の存在を推

測することは難しい。そこで，従来，私どもは，C3のC3cへのconversionの程

度を，二次元免疫電気泳動法およびCH50減少率を用いて検討してきたが，今回は，

免疫固定法（IF法）を利用し，腎疾患におけるC3　conversionの程度の数量化を

試みた。

〈方　法〉

　免疫固定法は，それぞれの検体をCorning社製universal　electrophoresis

filmに1μ1ずつ塗布し，90　V　60分間電気泳動を行う。次にBehringwerke社

製抗ヒトC3c血清をセパラックス（Jookoo　Sangyo社町）に浸透させ，ゲルフィ

ルムに塗布し10分間反応させた後，脱蛋白を行う。Coomassie　brilliant　blue溶

液で染色後，脱色，乾燥させた後，免疫固定されたバンドをデンシトメトリーで

測定した。

　（1）正常プール血清とザイモザン溶液（4η9／me）を等量混合し，氷中（0。C）

に保存したもの，37℃で2分，5分，20分浮野後暑中に保存したもののC3の

C3cへのconversionの程度を免疫固定法により測定した。

　（2）膜性増殖性糸球体腎炎患者およびC3NeF陽性例と，正常プール血清をそ

れぞれ等量混合し，37℃30分浮置後，EDTA加緩衝液で2倍に稀釈しC3のC3c
へのconversionの程度を同じく免疫固定法により測定した。尚，正常者において

も同様の方法で測定した。

〈結果〉

　（1）正常者血清とザイモザンとの反応後のそれぞれの時点でのC3のC3cへの

conversionの程度は0分，11．7％，2分，3Q．2％，5分，48．4％，20分，71．8％で，

反応時間とconversionの程度は相関していた（図）。

　（2）C3NeF陽性例においては13．6％から62．6％（平均32．　O％）であった。

　（3）膜性増殖性糸球体腎炎患者においては，11．3％から22．4％（平均15．6％）

であった。

　（4）正常者においては，7．O％から8．8％（平均7．8％）であった。

〈まとめ〉

　（1）今回の免疫固定法によるザイモザンの補体活性化の程度は，従来のCH5〔，

減少率，二次元免疫電気泳動法の結果ともよく相関した。

　（2）C3NeF陽性例においても，　C3のC3cへのconversionの程度は比較的低

い例もみられた。
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　③　免疫固定法による補体活性化因子の検索は，その定量性と簡便性という点

において有用であると思われたが，二次元免疫電気泳動の結果と一部一致しない

点もあり，今後検討を要すると思われた。

図　正常プール血清とザイモザンの等量混合
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9 低補体腎炎におけるシアル酸の関与

日本大学　第二内科

藤田宜是，大井洋之，関　正人，波多野道信

・〔目的〕

　糸球体腎炎では，その経過中に低補体血症をきたす事が有り，補体の活性化が腎糸球

体障害の発現に重要な役割を果していると考えられている。従って，糸球体腎炎の病態

において補体活性化のmechanismを検討する事は糸球体障害の発現や進行を把握，予

防する上で必要不可欠なものと思われる。

　シアル酸は血清蛋白や組織中に分布し，Pangburn等の報告でその組織含有量の低下

により固相上のC3bBbに対するFactor　Hの働きが低下する事が知られている。また

1981年Rodriguez－lturbe等により，低補体を呈する事で知られる急性糸球体腎炎に

おいて血中シアリダーゼ活性および遊離シアル酸値が高い事が報告された。

　そこで液相中に於てもシアル酸が補体の活性化に際し何等かの影響を及ぼしている事

を想定し，糸球体腎炎におけるシアル酸と補体活性との関係を明らかにする為、低補体

を呈する腎疾患に於て血中シアリダーゼ活性や遊離シアル酸及び総シアル酸値を測定，

さらにその存在様式や他の血清蛋白との関連について検討を行なった。また，遊離シア

ル酸やシアリダーゼの補体活性化に及ぼす影響について二次元免疫電気泳動を用いて

in　vitroの検討を行なった。

〔方法〕

1）対象

　対象は急性糸球体腎炎（AGN）17例，全身性紅斑性狼蒼（SLE）27例（低補体18

例），膜性増殖性糸球体腎炎（MPGN）25例（低補体15例），慢性増殖性糸球体腎炎

（OPGN）11例，及び健常者9例である。

2）血中濃度の測定

　総シアル酸は極東製薬のキットを用いて酵素法で測定した。遊離シアル酸はHamm－

ond等の方法により螢光法で，シアリダーゼ活性は4MU－NANAを用いた螢光法で

測定した。またC3はSRID法で，　Haptoglobinはローレル法で測定した。さらに，

一部の症例については経時的測定を行ない，病勢との比較検討を行なった。

3）　C3　conversion　study

　in　vitroに於ける補体の活性化は正常ヒト血清（NHS）等に各濃度の精製ノイラミ

ン酸と種々の補体活性化物質を加え，37℃で加温後二次元免疫電気泳動でC3のconve－

rsionを測定した。

4）　ショ糖勾配超遠心法

　AGN，　SLE，　MPGN，　NHSの被検血清各3例ずつを5－40％ショ糖勾配超
遠心法にて分画し，各画分に於けるシアル酸濃度を測定し，比較検討した。

〔結果〕

1）腎疾患に於ける血中濃度
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　総シアル酸の血中濃度はAGN，　SLEで高値を示したが，　MPGNでは低値を示し，

CPGNではNHSと比べて有意な上昇を示さなかった。遊離シアル酸は，一過性に低

補体をしめすAGNでは高値を示し，持続性低補体を示すSLEとMPGNでは高値を

示さなかった。また，シアリダーゼ活性はAGNで高値を示し，　MPGNでは低値を示

した。統計学的検討に依り総シアル酸は急性相反応性蛋白であるHaptoglobinと相関

し，遊離シアル酸とは相関を認めなかった。

2）血中シアル酸の存在様式

　ショ糖勾配超遠心法により血清を分画すると，遊離シアル酸は5％華分に多く集中し，

血清蛋白に結合したシアル酸はその他の画分に分散した。5％画分に於けるシアル戸部

は：NHSに比べAGNで特に高値を示した。また，その他の画分でのシアル酸はAGN，

SLEで高値を示した。

3）ノイラミニダ一国による補体の活性化

　NHSにneuraminidase（Type　V）を加え，37℃で30分加温後C3　conversion

studyを行なった。　N　H　S中のC3はdose一　dependentにconversionを示した。さら

に，この反応はMg＋・EGTAの存在下でも進行し，　EDTAの存在下やNHSのか

わりにRBを用いた場合には阻止された。また，　RDを用いた場合には阻止されなかっ

た。この現象を確認する為に，精製したC3，　Factor　B，Factor　DとMgC12及び

neuraminidaseとの組合せでC3　conversion　studyを行なった所，同様の結果が得

られた。

4）ノイラミン酸による補体活性の阻止

　NHSに精製N－acetyl　neuraminic　acid（NANA）と種々の補体活性物質を加え

て37℃で30分加温後C3　conversion　studyをおこなった。　NHS中のC3はLPS，

Zymozan，　inulin，　neuraminidaseによってconversionするが，　N　A　N　Aの存在下

では阻止された。また，NHSに種々の濃度のneuraminidaseを加え，これにNAN

Aを加えて同様の実験をおこなった所，C3のconversionの程度はNANAとneura－

minidaseの量的なバランスで決定されている傾向が示唆された。

5）AGNにおける経時的変動
　典型的な臨床症状を示したAGNの一例についてシアリダーゼ活性や遊離シアル酸を

経時的に測定してみると，症状の改善にともなってC3は正常化するが，シアリダーゼ

とシアル酸の変動は必ずしもこれらと一致しなかった。

〔考察〕

　液相中でのシアル酸，シアリダーゼと補体の関係について検討した所，シアリダーゼ

は補体活性に促進的に，遊離シアル酸は抑制的に働く傾向が認められた。シアリダーゼ

活性はAGNにおいて高く，AGNにおける低補体の一因と考えられた。また遊離シア

ル酸は，AGNに予て高くSLE，MPGNでは低い事や補体活性に抑制的に働く事か

ら，低補体血症の改善や継続に何等かの影響を与えているものと思われた。さらに，C3

の活性化がシアル酸とシアリダーゼの相互作用で決定されている可能性がin　vitroの

検討及びAGNの症例に撃て示唆された。
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ACTIVATION　OF　ALTERNATIVE　PATHWAY　BY　NEURAMINIDASE
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10 骨髄腫を合併したClq欠損症

天野哲基，太田善介

　岡山大学第三内科

古田嘉男，徳光誠司

　川崎医科大学川崎病院内科

　（目的）

　Clq欠損症（CIq－D）は遺伝性が明確でない事や合併症として無r－G4血症

や多型滲出性紅斑，奪麻疹様皮疹がある事，更にはClqと沈降線を形成する低
分子Clq　precipitinが認められる事がある等で，他の補体欠損症と比較して

特異な存在である。又，Glq－Dと報告されているものでも補体価は10単位以下

の新値であり，測定不能の症例は稀である。今回，補体価が長期にわたり測定不

能でIgG3λ型骨髄腫を合併した，　Clq　precipitinを伴わないClq－Dを経
’験したので報告すると共に，本患者血清がC3，　C　4蛋白量が正常であるにも拘

わらず，C4，　C　2活性が低下しているという血清・血漿補体価解現象と考えら

れる補体系プロフィールを呈した事より，本現象におけるClqの必要性につき考

察する。

　（症例）

　75才の女性で生来，健康であり，易感染性や膠原病毒症状はない。昨年2月よ

り腰痛が出現し，入浴時に蒜麻疹が出没するようになった。対症療法にて軽快せ

ず，下肢痛，歩行困難が生じた為，10月，精査の目的で川崎医科大学に入院した。

両親の近親結婚はなく，輸血歴もない。現症では右上南部に掻痒を伴う＄麻疹を

認あるがRaynaud現象，日光過敏症，　D　LE様皮疹等は認められない。検査にて

は血清蛋白7．89／d2（r－G6　36．8％，　IgG　3，710πg，　IgA　IO　mg，　IgM

40mg）でIEPによりM蛋白（IgG3λ型），骨髄像で形質細胞67％を認め，
IgG3λ型骨髄腫と診断された。他に抗核抗体はcytoplasmic　pattern，抗平滑

筋抗体が陽性であった。cryoglobulinは陰性で，　C　l　q結合法による血中の免

疫複合体も1．9μ9／nfと正常である。奪麻疹の皮膚生検では血管炎の像もなく，

免疫グロブリンや補体の沈着も認められなかった。血清，血漿補体価は測定不能

でC3　75　mg／d2，　C　4　26．5　mg／d2と正常であったので補体欠損症を疑われ，

．岡山大学第三内科に照会された。オフタロニー法による補体蛋白の検討では，

Clq以外の成分及び制御因子は認められる事よりClq－Dが推定された。血清

の溶血活性はC1　4．7％NHS以下，　C4　27．8％，　C2　48．9％，　C3
91．6％，C5　75．7％，　C　3　total　75．1％であった。　Agnelloらのいう低分子

Clq　precipitinは証明されなかったが，正常血清と混合すると強い抗補体作

用が認められた。正常血清と患者血清を混合しても正常血清のClq沈降線に変化

は見られなかった。患者血清とC1（Cordis）を混合するとC1量が多いと溶血
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しないが，希釈により微量の溶血が認められた。又，EAC1に患者血清を加え

ると軽度ながら溶血が認められた。オフタロニー法によるC4蛋白の沈降線は血

漿（EDTA）に比して血清ではspurを形成した。半年以上の経過中，骨髄腫

に対しMCVP療法を施行し，　IgG量が低下しても補体価，　Clqの測定不能
は持続した。

（考察）

　Clq－Dが無r－G4血症に合併する事はよく知られているが，骨髄腫にお
いてもCIqが低下する例がある事が報告されており，　Clqと免疫グロブリン

の代謝には密接な関連があると考えられる。今回報告したClq－Dは高望の為
に家族調査が出来ず遺伝性は明らかではないが，骨髄腫の治療にも拘わらず補体

価やClqが測定不能であったので，他の報告に見られるような不完全欠損では
なく，又，採血後に生じたaggregated　I　gG3によるClqの消費とも考えに
くい。本症では膠原病を思わせるような症状もなく，奪麻疹の皮膚生検でも血管

炎像は認められず，低補体性血管炎蓉麻疹症候群とも異っている。更に輸血歴は

なく，低分子Clq　Precipitinも証明されず，　Clq結合法による血中免疫複

合体も正常であった事より抗Clq抗体が形成されClqが選択的に消費された
とも考えにくい。以上から現在迄に報告されている約10例のClq－Dに比較す

るとかなりかわった症例と考えられる。

　次に本症例のC3，　C　4蛋白量が正常で，　C　4，　C　2活性が低下していた事及

び血清のC4がspurを形成する重詰は，血清，血漿補体価はClqが欠損して
いる為に共に測定不能ではあるが，採血後の補体の変化である，血清・血漿補体

価解離現象が起っている事を示唆する。本現象は低温により生じたcryoglobulin

やその類似物質によりclassical　pathwayが活性化されるものであるという解釈

から，補体のcold　activationとも言われている。しかし，我々は，本現象が認

められる血清中にはcryoglobulinや免疫複合体は非常に微量で短時間に急激にC

4，C2を強力に低下させるとは考えられない事，活性化がC　3以下には及ばな

い事，Clq活性は全く低下していない事（福島医大・吉田）及びHANE症例
との対比により，C4，　C2活性を低下させる機序がHANEと同様，　Cl

esteraseによるものであれば，解離現象例も低温によりHANE症状が出現す
る筈であるが，これらの症状は認められない事等より，本現象の原因は，class－

ical　pathwayのactivation以外に未知のC4／C2のみが不活化される機序

が存在するのではないかと考察してきた。今回のClq－Dが家族歴が不明の為

真のClq－Dである証明は困難であるが，　Clq欠損患者において血清・血漿

補体価解離現象が認められるとすれば，本現象にClqが関与しないという証明

となる訳で興味ある症例と考える。
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11 流行性脳脊髄膜炎の発症を機に発見されたC。欠

　損症の1例

古賀達彦、荒巻雅史、織田慶子、川上　晃、

島田　康、冨田尚文、阪田保隆、藤本　保、

本廣　孝、山下文雄

　　　　　　　　　　久留米大学小児科学教室

森山　剛、稲井真弥

　　　　　　　　大阪医科大学病態検査諸教室

　補体欠損症には種々の感染を合併することが多い。今回、我々は

流行性脳脊髄膜炎の発症を機に発見されたC。欠損症の1例を経験

したので報告する。

＜症例＞

　10才8カ月の男児。主訴は、発熱、嘔吐、頭痛。乳幼児期には特に易感

染性を思わせる既往歴はなかったが、1年ほど前より、月に2回ほど

の頻度で上気道炎、外耳道炎を反復していた。昭和61年3月27日より

発熱。翌日より頭痛、頻回の嘔吐、出血斑がみられ近医受診し、内服抗

生剤の投与をうけた。3月30日には項部痛が出現し、3月31日、某病院

小児科を紹介され、白血球数増多、血小板数減少、肝脾腫などを指摘

され当科へ入院した。　入院時は意識清明であったが、項部強直があ

り、頬部、腹部、両下肢の出血斑を認あた。髄液検査で、細胞数3，277／

mm3、糖22mg／d1、蛋白252．4mg／d1、塗沫でグラム陰性球菌がみられ、

培養によりNeisseria　meningitidisが検出された。また、他の検査値

異常として、補体価9．9CH，。U／m1、C34mg／dl以下であり、C3欠損症が

疑われた。

　家族歴では両親はイトコ結婚であり、父の2名の兄が1人は生後

3カ月時に高熱の後死亡。他の1人は4才時に疫痢の診断で死亡してい

る。両親と兄のC。の値は、産児と正常者の中間の値を示しヘテロ接合

体と考えられる。従って聾児のC。欠損は遺伝性のものと考えた。

　流行性脳脊髄膜炎の経過は、ABPCの投与により速やかに軽快治癒

したが、本児の免疫学的異常を考慮して、治療期間が長くなり、25日

間の投与となった。
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　治癒後、外来で経過観察中であるが、C3は依然低値を示してい

るが、易感染性は認められていない。

　我々が調べえた範囲内でのC。欠損症は、日本では2家系4例が

報告されているが、いずれも両親がイトコ結婚である。本例は髄膜

炎菌感染を機に発見された症例としては本邦で最初の症例である。

補体の経過 ”86一　0746
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12　皮膚血管炎を伴ったC5欠損症の1例

濁協医科大学アレルギー内科

○安東直彦，岩崎　薫，大塚智博，山田吾郎，本島新司，福田　健，池森亨介，

　牧野荘平　　　　　　東京大学物療内科　行山　康

　補体は主に感染防御と炎症・アレルギーに関与しており，低補体を示す疾患は

多岐にわたっている。本邦でも種々の補体欠損症が報告されており，血管炎を伴

うC5欠損症も数例の報告がある。今回我々も皮膚血管炎を伴うC5欠損症の1例を

経験したので報告する。

　症例　31才　男性　自動車販売業（主訴）　（i）発熱　㈹奪麻疹様皮疹　㈹関節

痛　Ov）手指の腫脹　（家族歴）特記すべき事なし，（既往歴）特記すべき事なし，

（現病歴）生来健康であったが，昭和62年1月28日頃より発熱，同時に四肢体幹，

足底に米粒大の奪麻疹様の皮疹が出現する。手指の腫脹，関節痛が加わり軽快し

ない為に当科受診となる。（制憲）皮膚は頸部から足底にかけて米粒大の薯麻疹

様皮疹が散在し，手指はリー壷皿ジ様に腫脹していた。顔面の紅斑，リンパ節の

腫脹，日光過敏症等はなく，頻尿，残尿感等の尿路感染症を疑う所見も認めなか

った。（入院時検査所見）白血球12，400，血沈72ππ，CRP　4＋と急性炎症症

状を認め，白血球分画においても好中球88％，単球6％，リンパ球6％と左方

移動を示した。肝腎機能には特に異常を認めなかったが免疫グロブリン分画にお

いてIgGが1，985㎎／de，　I　gAが271　Up／deと多クローン性の高グロブリン血

症を示した。血清学的には免疫複合体陰陛，抗核抗体陰性，RAHA陰性，　LE

テスト陰性で抗DNA抗体も1．2　U／nte・と上昇していなかった。　T細胞，　B細胞

百分率も異常なく，OKT4は53％，　OKT8は15％であった。しかし血清補体価

（CH50）は6単位以下で測定できなかった。補体欠損症を疑い各コンポーネント

を測定したところ，C5が2．0㎎／de以下で検出できなかった。　C4は入院時25

㎎／deと正常範囲であったが，その後の測定では10㎎／deと軽度低下してきた。

また，C1エステラーゼ抑制因子も11㎎／dCと軽度の低下を示した。皮膚生検で

は，表皮下に強い浮腫があり水庖様を呈し，真皮では血管周囲に著しい好中球の

浸潤が認められ，血管壁の変性，好中球の破壊像も認めた。骨髄穿刺では特に異

常は認められなかった。（家族における各補体成分）遺伝性補体欠損症を疑い家

族について補体各成分を測定したところ，弟と娘のCH50が，26単位，20単位と

低く，母親と弟のC5が，7．1㎎／de，7．7㎎／deと論賛を示した。又母親と患

者のC1エステラーゼ抑制因子は共に11㎎／deと軽度の低下を示した。

（まとめ）本症例は，Leucocytoclastic　angitisを呈したC5欠損症で，

SLE様症状，検査所見は呈さなかった。家族におけるC5の低下値より遺伝の
存在が示唆された。
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13 髄膜炎菌性髄膜炎を発症した
　　　　　C9欠損症の3例

O岡田　遙1｝、織田　真由美1⊃、佐野　正1⊃、伊藤　仁1⊃、

森山　剛a，．余田　篤a》、池野洋二S｝、稲井　眞彌2，

　　（1｝市立四日市病院小児科、a）大阪医科大学病態検査学、

　　　S》スペシアル・レファレンス・ラボラトリー）
　　　　　　　　　．

　C9欠損症は稲井らによって世界第1例が発見され、その後の研究により日

本に比較的多い補体成分欠損症として知られている。また、C9完全欠損者は

健康な日常生活を送っており、従来より疾患特異性のある欠損症としては報告

されていなかった。しかしながら、昨年度の本シンポジウムで我々は、髄膜炎

菌性髄膜炎及び細菌性髄膜炎を伴ったC9欠損症の2例を報告し、　C　9欠損症

でも他の後期反応成分欠損症と同様、髄膜炎菌性髄膜炎を発症しやすいことを

示唆した。最近我々は、髄膜炎菌性髄膜炎を発症したC9欠損症の3例を経験

したので報告する。

症｛列1
［臨床経過の概略］

　症例は14歳男児で症例皿の弟。昭和56年3月15日置入院当日）朝より、頭痛

あり、夕方より頭痛増強、嘔吐くり返す。19時より、drovsy　stateになり、

本院救急外来に23時30分受診。体温37．4℃、S・ti・ffneck（＋＋）、　Kerni9（＋＋）、

ルンバ・一一mル：WBC　l6，50e！3、蛋白40e　m9！dl以上、糖15m9！dl、塗抹、

培養にて、Nei・sser・ia　meningitidisが検出される。　ABPC、　GMにて、著

明に改善。3月17日に意識清、3月19日に頭痛、S・t　i・ffneck（一）、以後順調に

経過し、後遺症なく退院する。入院時検査所見；WBC20，800、　S・tab　7％、

Lymph　7％．　Meno　396．　P　lt，　55．0　x　le’．　CRP　（30．　lgG　1，310　mg／

dl．　lgA　144　mg／dl．　lgM　281　mg／dl．

［補体検索］

　退院後健康時のCH50が10．OU／nlと低値を示したため、補体各成分の活

性測定を行った。表に示すように、C9の溶血活性は検出不能であったが、そ

の他の補体成分は正常であった。さらに、オクタロニ旧法によってもC9蛋白

が検出できなかったことより、C9欠損症と診断した。

一　61　一一



症｛列∬
［臨床経過の概略］

　症例は17歳男児で症例1の兄。弟の発病3日後の昭和56年3月董8日に発症。

高熱、頭痛あり、3月19日に入院する。S・ti・ffneck《＋＋＋）、　Kernig（＋＋÷）、

ルンバール：WBC8，100／3、蛋白400　mg！d1以上、糖8re・g／dl、培養にて、

Neisseria　meningitidisが検出される。　ABPC、　GMにて、著明に改善、

入院1週目に解熱、S・tiffneck消失。以後順調に経過し、後遺症なく退院す

る。検査所見；ESRqo）8mm、　CRP（3＋）、彊gG　1，140　mg！dl、　PgA

173　mgld　1．　l　gM　337　zag／d　1．　W　B　C　25　，60e．　S　tab　8　96．　S　eg　83　％．

Lymph　2％．　Mono　7％．　P　lt．　32．5　x　10’．

［補体検索］

　CH50は退院後健康時に13．7　U／m1と低値を示したため、弟同様補体各成

分の活性測定を行った。表に示すように、C9の溶血活性は検出不能であった

が、その他の補体成分は正常であった。C9蛋白も検出不能であり、　C9欠損

症と診断した。

［家系調査］

　兄弟ともにC9欠損のホモ接合体であることが判明したので、できるかぎり

広範な家系調査を行った。新たに12名の家族の補体精査の結果より、父・母・末

弟・父方伯母・母方叔父の5名が、C9蛋白・活性ともに正常者の半分の値を示

すヘテロ接合体と判明した（図1）。

i11iX11！U1！L

［臨床経過の概略］

　症例は8歳男児。昭和58年4月9日より発熱、頭痛、嘔吐あり、4月11日本

院受診。意識清、S・ti・ffneck《＋÷）、　Kemlg（＋＋）、4月12日、体幹、眼球結

膜にpetechia出現する。入院時、ルンバール：WBC　19，000！3．蛋百86

m9！d量、糖26　mg！dl、培養にて、　Neisseria　Neningitidis検出される。検査

所見（4月ll日）；WBC　l7，400、　S　tab　4％、　Se982％、　L　ymPh　lO％、

Mono　4％．　P　lt．　16．4　x　le’．　lgG　1，457　mg／dl．　lgA　124　mg／dl．　lgM

123m9／dl、　CH5021．2　U！ml、　C387　m9！dl、　C448　m9／d1、4月21日、

CH5026．5U／ml、　C3115腫g！dl、　C454　mg！dl、　ABPCに著明な反応

を示し、入院7日目に解熱、頭痛、S　t　i　ffneck消失、以後順調に経過し、後

遺症なく退院する。
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［補体検索］

　CH50は、退院後17．9　U／mIと低回を持続したため、補体系の精査を行っ

た。表のように各補体成分の溶血活性を測定すると、C9が検出限界以下であ

ったほかはすべて正常であった。C9蛋白も検出限界以下であったので、　C9

完全欠損症と診断した。

［家系調査］

　可能な限り家系調査を行った。図2のように兄もC9蛋白・活性ともに検出

限界以下でC9完全欠損者であることを確認した。その他の8名の家族のうち、

父・母・父方伯母・父方叔母の4名がC9欠損ヘテロ接合体と判明した。

［結諭］

　症例1から皿は、いずれも発症時より髄膜炎を疑わせる症状があり、髄膜培

養にてNeisseria　meningitidisを検出したが、抗生剤の投与により完治し

た。退院後、補体系の異常に気付き精査の結果、C9欠損症であることがわか

った。これら3症例のうち、症例（弟）1と症例皿（兄）は短期間内にともに

発症した。一方、症例Hとその兄もともにC9欠損症であったが、症例皿（弟）

のみ発症し、兄は寮生活を送っていたため感染機会がなく発症しなかったもの

と考えられた。以上のことから、髄膜炎菌に感染機会がある場合には、他の補

体後期反応成分の欠損症と同様、C9の欠損は髄膜炎発症の一つの重要な因子

となりうると考えられる。

1　1
N．T．；　Not　七ested
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Table　Complement　profile　of　patients　with　CgD．

症例1 症例ll 症例皿 NHS

CH50（U！霊置）

C　1　（SFUIm　1）

C4
C2
C3
Cs
C6
C7
C8
C9

10．O

se，goe

41，7eO

　1，040

45，600

167，00e

12，40e

11，5ee

17，900

　NeD・

13．7
go，oee

76，2ee

　1，260

44，600

243，0ee

12，3gO

11，500

17，40e

　N，D，

17．9

50，lOO

so，see

　1，760

64，董00

278，000

10，goe

董0ρ800

25，900

　N．D．

39．7

93，500

81，109

　1，6GO

59，2GO

235，000

11，80e

12，400

17，5ee

25，700

N．T．；　Not　detected，

Figure．　2

十 十 十

・T．

N．T．；　Not　七es七ed

一64一



14 各種結合織疾患患者における原血清補体溶血活性

上田正博、竹村周平、出口雅子、小野寺秀記、岡本雅之、福田　亙

柳田国雄、杉野　成、近藤元治　　　（京都府立医科大学第一内科）

【目　的】

　臨床的に補体は、C3、　C4などの成分の蛋白定量や、いわゆる補体価（CH50）と

して表される溶血活性が汎用される。補体価の測定にあたっては、血清を希釈

し、一定量の感作ヒツジ赤血球（EA）の50％を溶血させるのに必要な血清量を求

め算出される。このエンドポイント法に対し、溶血のカイネティクスを利用し

た補体測定法も報告されている1。　このカイネティクス法では、一定量のEAを

溶血させるのに要する時間は、血清希釈倍数に比例する。しかし、原血清では

検討されていない。そこで我々は、原血清を用い補体による溶血活性の測定を

試みているが、①悪性疾患患者において、高補体価を示す血清は、原血清中で

は必ずしも補体活性が高いとは限らない、②このような血清では、ある程度の

希釈倍数までは逆に活性が高まることがある、③原血清中に補体溶血を阻止す

る因子の存在が疑われる、などの事実が判明し、前回の補体シンポジウムで報

告した2。　今回は、この方法を用いて正常人ならびに各種結合織疾患患者の血

清について検討を加えた。

【対象ならびに方法】

①対象＝京都府立医大第一内科および関連病院に通院または入院中の結合織疾

患患者のうち、全身性エリテマトーデス（SLE）24名、慢性関節リウマチ（RA）20

名、混合性結合織疾患（MCTD）12名を対象とした。正常人血清として、血液・尿

生化学検査、胃X線、腹部超音波検査などにて健常と考えられた69名の血清を
用いた。

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Method
②原血清による補体溶血活性＝表1に示

すごとく原血清に感作ヒツジ赤血球（EA）

を加え、溶血のカイネティクスを濁度の

変化として記録し、その減少が最初の50

％となるまでに要する時間（CHT1／2秒）

を測定した。濁度の変化は血小板凝集計

を用い測定した。溶血曲線を図1に示す。

　正常ヒト血清に対する活性指数（CHT

1／2X）を以下の式で求め、原血清の補体

溶血活性とした。

　1ノ被検血清のCHT1！2（秒）

1／正常血清のCHT1／2（62．9秒）

Peur　serum　（500p　l）　into　cuvette

Preincubate　at　3rc　for　2　minutes

Transfer　cuvette　into　aggregometer

Add　EA（2×10g／mn）　sc”1　in　GVB＋＋

Record　kinetic　curve

表1
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③CH50はMayer法3に準じ測定した。各
補体成分（Clq，Clr，C4，C2，C3，C5，C6，C7C8

C9，P，B，ClINH，1，C4bp，β1H）は、特異抗

血清を用い免疫拡散法で測定した。各蛋

白濃度は、正常ヒトプール血清を100％と

し、それに対する百分率で表した。

④SLEの疾患活動性＝表2に示した9項
目に対する陽性項目数を百分率で表した。

【結　果】

1）正常人血清におけるCH50とCHT1／2（X）

　正常人69名の検討では、CH50の平均±

標準偏差は35。9±4．4、CHTI／2Xは、

106．6±28．5％であった。CH50とCHT1／2（

鑑）との間には弱いながらも負の相関（r＝

一〇．395，p〈0．001）が認められた（図2）。

2）CHT1／2（％）と補体成分の関連

100

　
　
　
　
5
0

（
評
》
冶
恩
万
」
コ
ト

o

CHTI／2

o 　60
Time｛seconds）

図1

t20

　正常ヒト血清47例につき補体各成分の蛋白量を測定した。CHT1／2（％）との関

連を検討したところ、有意の相関が認められたのは、補体成分の中では、Clq
（r＝一〇．457，　O．OO1〈p〈O．Ol）．C2（r＝一〇．357，　O．Ol〈p〈O．02）．　C8（r＝一〇．394，　O．OOI

〈pく0．01）、B（r＝一〇．418，0．001〈pく0．01）の4成分であり、総て負の相関であっ

た。制御因子あるいはcofactorと相関は認められなかった。

SLE活動性判定項目

（　Normet　］

1．発熱（＞37．0）

2．関節痛

3e紅斑

4．　ロ腔潰瘍1脱毛

5．赤沈促進（＞30　mm／hr）

6．CH50低下（＜20　u／ml）

7．白血球減少症（＜40001cmm）

8．低アルブミン血症（＜3．5g／dl）

9．　LE細胞ノテスト

　　　　　　表2
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る時間）が比例関係にある

といわれており1、両者の

負の相関は、後者つまり希

釈血清と原血清の違いにも

とずくと考える。CH50は補

体成分の活性を主として反

映していると考えられ、こ

れは、正常人血清における

検討で、CH50とClr，C4，C2，

C3，C5，C8，C9などの補体成

分が有意な正の相関を示し

so
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図6

たことから支持される。一方CHT1／2（X）は制御因子、その他の物質も含めた総

合的な補体溶血活性を反映していると考えられる。正常人における検討では、

Clq，C2，C8，Bなどの成分と弱い負の相関を認めたが、制御因子とは相関を認め

無かった。このことは、一つには補体成分単独、あるいは制御因子単独といっ

た影響を受けるのではなく、両者のバランスの影響を受ける可能性が考えられ

る、また一つには、補体系以外の因子の関与も考えられ、現在検討中である。

　結合織疾患のうち、RA、　MCTDではCH50は正常あるいは高補体価を呈すとされ

ており、今回の検討でも、正常人と有意差は認めなかった。しかし、CHT1／2（％）

は、正常人に比べ有意な低下を示した。原質清中での補体活性の低下を来す因

子はやはり不明であるが、補体成分の低下によるものでない事は、CH50が低下

していない事から推測される。

　SLEでも、　CHT1／2（X）は正常人に比べ有意に低下していたが、　CH50も有意に

低下していることから、これは主として補体成分の低下によると考える。

臨床上SLEの疾患活動性の指標として、　CHT1／2（％）の有用性が、とくにCH50の

変動が少ない症例において示唆された。RA、　MCTDなどの疾患活動性との関連は

現在検討中である。

　従来の補体測定に、原血清の補体活性の測定を加えれば、疾患の病態におけ

る補体の役割の解明に役立っことが期待される。現在、種々疾患におけるCHT

1／2（％）、疾患活動性との関連およびCHT1／2（X）に影響を及ぼす因子などについ

て検討中である。

【文　献】

1）　K．M．Pruitt，M．E．Turner　and　R．J．Boackle　：　A　kinetic　model　for　the

　　quantitative　analysis　of　complement．J．theor．Biol．，44，207－217，1974

2）竹村周平、上田正博、出口雅子、小野寺秀記、谷川徹、加藤治樹、吉川敏一、

　　杉野成、近藤元治＝原血清を用いた補体活性測定法の開発とその有用性、

　　第23回補体シンポジウム抄録集、9－13、1985

3）　M．M．Mayer：　Complement　and　complement　fixation．Experimental　lmmuno－

　　chemistry（Kabat　＆　Mayer）　2nd　ed．，Charles　C．Thomas，pp133－240，1964
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3）各種結合織疾患患者におけるCH50とCHT1／2X

　RAおよびMCTD患者のCH50は、各
．V　38．3±7．6（n＝28）．　36．0±7．0（n＝

22）と健常人と差は認めず、殆ど　　60

の症例が正常範囲内にあった。し　　se

かしながらCHT1／2（％）は、64．9±　言40
28．5X（n＝28）．　56．3±31．7X（n＝22）　i’　so

と、原血清中の補体活性は、低下　920

しているものが多く、健常人に比

し有意に低下していた（P〈0．001，

pく0．00D（図3，4）。

　一方、SLE患者（n・34）では、

CH50しま30．5±11．5、　CHT1／2（瓢）　↓ま

53．3±40．1％であり、健常人に比

し両者とも有意に低下していた（

O．Ol〈p〈0．02，p＜0．001）。個々の検

体についてみると、CH50は正常範

囲にあるがCHT1／2（％）の低下して

いるもの、CH50、　CHT112（沿とも

」
一
I
l
†
0

0
0

40

　　　　　　　　　　　　　　　§30

　　　　　　　　　　　　　　　3
低下しているもの、CH50は低下し量20
　　　　　　　　　　　　　　　むているが、CHT1／2（沿は正常範囲　　10

のものと様々であった（図5）。

4）SLE疾患活動性とCHT1／2（％）

　比較的長期にわたり経過を追い

えた症例で疾患活動性とCHT1／2（

％）の関連をみた。51歳女性で、CH

50は全経過を通じて正常範囲内で

の変動を示した。一方CHTI／2（X）

は疾患活動性が高いと低値を示し

疾患活動性が低くなると上昇して

くる傾向を示した（図6）。

【考　案】

　正常人血清では従来の補体価（

CH50）とCHT1／2（％）の間には弱い

ながらも負の相関を示した。前者

は溶血のエンドポイントをみる、
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後者は溶血の速度をみることの違い、ならびに、希釈血清と原血清との違いが

ある。補体量（血清の希釈倍数の逆数）と速度（一定のEAを溶血するのに要す
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15 補体第3成分の分解に基づく死後経過時間推定法

小湊慶彦、三澤章吾（筑波大、法医）

　死後経過時間の推定は法医学上非常に重要であり、これまでにも、多く

の屍体内物貿の変化から推定を試みてきたが、未だ化学物質を用いる方法

は確立されていない。我々は、放置血清中において自然分解することが知

られている補体第3成分（C3）に着目し、交差免疫電気泳動を用いて、屍

血中β、Cのβ、Aへの移行から死後経過時間の推定を試みてきた。

（方法）健康成人より採血し全血のまま、370C，300C，230C及び

140Cに静置した。370Cと300Cに関しては72時間後まで12時

間毎に、230Cに関しては5日後まで1日毎に．また140Cに関しては

10日まで2日毎に、上清を採取し、直ちに一800Cに凍結保存し試料

とした。また死亡時刻の明確な司法解剖例、行政解剖例及び検死例の心臓

血をも試料とした。β、C，β、Aの定量は、筑波大基礎医学系免疫学教

室の御厚意により提供された、抗ヒトβ、A抗血清を用いた交差免疫電気

泳動扶にて行った。

（結果）C3は、内部に存在するチオエステル結合が加水分解により開恥

し、不活化型のC3（H20）となり、次にH因子と1因子により分解され、

その分解産物は生体内においては除去される。この一連の反応は、C3と

H、Oの反応、　C　3（H、O）と1因子などとの反応の2っに分けられ、後者

の酵素反応は非常に速いため前者がこの一連の反応の律速段階であると考

えられる。C3と水の反応において、水はC3に比べて大量に存在するの

で、この加水分解は一次反応とみなすことができ、従って、C3の分解過

程は次式によって表わされることになる。

　　　　　　dC／dt＝一kC　（1）
但し、Cはnative　C　3の濃度、　kは一次反応速度定数。

（1）式より、C＝Co＊EXP（一kt）が得られる。但し、　CoはC3

の初期濃度。ところで、C3の分解産物の濃度をAとすれば、A＝Co－

Cとなる。ここでC3の分解率Xを求めると、　x＝A／（C＋A）＝A／C

oとなる。前2式より、次式が導かれる。’
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　　　　　　x＝1　一一　EXP　（一kt）　（2）
故に、　　　一1。9（1－x）＝kt　　　　　　　　　　　　（3）

ところで、図1に健康成人の全血を各温度内に放置し、経時的にサンプリ

ングした結果を示す。横軸に時間、縦軸にβ、Cとβ、Aの面積比xの一10

g（1－x）をとり、各時間における一log（1－x）をプロットした。明らか

に、時間と一10g（1－x）の間には直線関係があることがわかる。各温度

において反応速度定数k（0．514，0．384，0．186，0．079％／h）が求められる。

また、反応速度定数kと絶対温度Tとの間には、

　　　　　　log　k＝　一E／（R　T）　十a　（4）
が成り立っている。但し、Eは活性化エネルギー’・’　sRは気体定数、またa

は定数である。

　図1の結果からArrhenius　p1。tを行なうと、図2が得られる。（r＝0．

992）。他3名から採血し同様の実験を行った。算出されたE／Rとaの平均値

は、6590と16．1であった。以下の計算においてはこれらの値が用いられた。

　図3に夏季から冬季にかけて死亡時刻の明確な司法解剖例、行政解剖例

および検死例の心臓血を試料とした場合の死後経過時間（PMI）とβ、C

とβ、Aの比（x）との関係を示す（n＝26）。両者の間には、有意な相

関がある（r＝0．832）e回帰直線を求めると、PMI（h。urs）＝1．64＋1．56

xとなり、この結果より95＄の信頼限界を求めると8．0時間となる

　ところで、（4）式よりある時刻の温度が判れば、その時の反応速度定数

が決められる。即ち、経時的温度変化が明確な場合、経時的に反応速度定

数が求められ、ある時刻のC3の分解率xが求められることがわかる。実

際の死亡例においては、屍体冷却過程が不明であるため、死亡時（直腸温

37度）から1時間後（直腸温T（0））まで直腸温が直線的に下降した

と仮定すれば、任意の時刻tの絶対温度T（t）は、

　　　　　　T（t）＝　（T（O）一37）　／1　十310　（5）

となる。但し、T（0）は死後1時間後の直腸温。経時的温度変化が仮定され

たので、　（1）、　（4）、　（5）式より、死後1時間後のC3分解率（計

算値x）が求められる。in　vitroのC3分解実験から得られた値、　E／R

＝6590，a＝16。1を用いて、数値解として死後1時間後の計算値xを求め、

実測値xと比較した（図4）。図から明らかなように、実測値xが計算値
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xより大である傾向がある。また実測値xが0から10の範囲では、実測値

xと計算値xの間には直線関係が成り立っており、有意の相関関係があっ

た（r＝0．852）。実測値x：が10以上では実測値が増加しても計算値xはほ

ぼ一定であった。次に実測値xが10以下の例について、実際的応用を試み

た。（1），（4），（5）式に任意の1を用い、計算値xを求めた。実測値

xに最も近い計算値xを導きだす1を死後推定時間（Calcu－1ated　PMI）

とし、実際の死後経過時間（PMI）とを比較した（図5）。両者の間には

直線関係が成り立っている（PMI＝1．05　t　cPMI－2．57；r＝0．941）。

この結果より95％の信頼限界を求めると、7．0時間である。

（考察）C3の分解率に基づく死後経過時間推定法を用いて、24時間以

内の死後経過時間の推定が可能であることが示唆された。この方法の特徴

はC3の分解産物Beta　IAは、幾つかの例外を除いて、生体内において存

在しないため、死亡前のC3分解率（x）は0であり、個人差がない点で

ある。例外としては敗血症などの血液内細菌汚染状態、SLEなどのよう

な補体系活性化状態があげられる。しかし分解速度には、結果から明らか

なように、若干の個人差が存在する。またβ1CからiB　IAへの移行が温度の

影響を受けるため、（5）式による補正を行ったが、実際の体温下降には、

initial　lag　peri。dがあり、また指数関数的変化がある。従って近似の程

度に問題があり、実測値xと計算値xとの間の直線関係の不成立や実際の

死後経過時間（PMI）と死後推定時間（calculated　PMI）との間に差異が生

じたのだろう。
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16C1複合体内のClsの構造と
　　　機能について

松本美佐子1、北村肇1、永木和義2

　　1．大阪府立成人病センター研究所　第6部

　　2．NTT大阪中央健康管理所

〔はじめに〕

　補体第1成分C1は認識部位としての機能をもつClqと触媒部位とし

ての機能をもつClr，一Cls，四脚体との複合体として存在する。　Clr，一Cls，

は8コの球状ドメインからなる細長いヒモ状構造で、C1のなかでは折り

たたまれた状態でClqに結合していると考えられ、その四次構造につい

て近年いくつかのモデルが提唱されている（Arlaud，G．J．，et　a1，　Immu－

nology　Today，vol．8，No．4，1987　；　Perkins，S．J．，　Biochem．J．228，1985　；

Schumaker，V．N．，et　a1，　Mo1．Immunol．23，1986）。今回我々はC1複合体内

のClsの構造と機能の関係をClsに対するモノクローナル抗体（MAb）

を用いて調べた。

〔材料・方法〕

　ヒト補体成分C1、　C4およびC2はヒト血漿より分離精製したものを用

いた。Clsに対する4種のMAb（M365、　M81、　M241およびM80）の性状は

既報（Matsumoto　M．，et　a1，　J．Immunol．，137，No．9，1986）の通りである。

1）C1のC4、　C2分解活性；MAbによる溶液中のC1のC4、　C2分解活

　性に対する阻害は、MAb存在下に加えたC4、　C2の溶血活性の減少を

　測定することでみた。

2）EAC42site形成；限定量のC1と変量したMAbを30℃、30分間反応

　　させた後、EAC4cellおよび過剰のoxyC2を加えて30℃、20分間反

　　応させ、更に過剰の。－EDTAを加えてEAC42siteの形成を調べた。

3）免疫複合体上のC1の活性；

　　EAC14site形成；EAClcellとMAbの混合液に限定量のC4（Z≒1．0）

　を加えて反応させた後、反応液を遠心し、上清中のC4の溶血活性を

　測定するとともに、ce11の方にC2gp、　C－EDTAを加えてEAC14site

　　が形成されているかどうかを調べた。

一　73　一一



　　EAC142site形成；EAC4ce11に限定量のC1を反応させてEAC14ce11

　　を作製し、MAbと反応後、過剰あるいは限定量のoxyC2と過剰のC－

　　EDTAを加えてEAC142siteの形成を調べた。

4）CI　transfer－fixation　test；限定量のC1が結合しているEAClcell

　　をMAbの存在下でEAC4cellとGGVB中30℃、30分間反応させた
　　後、過剰のoxyC2、　C－EDTAを加えてEAC4ce11の溶血を測定した。

〔結果〕

1）C1のC4、　C2分解活性；溶液中でのC1のC4、　C2分解活性に対す

　　るMAbの阻害効果は、　Cls単独の場合に示す阻害効果と同じであっ

　　た。すなわち、C4分解活性はM241、　M81で完全に阻害され、　M365

　　で50％程阻止された。また、C2分解活性はM241で完全にM81で

　　50％阻害されたがM365では阻止されなかった。

2）免疫複合体（EA）上のC1のC4分解活性；M241、　M81は溶液中の

　　C1に対するのと同様に免疫複合体上のC1のC4分解活性を完全に

　　阻止し、その結果、EAC14siteの形成も抑えた。一方、　M365はC4

　　分解活性に影響を与えないにもかかわらず、EAC14siteの形成を完全

　　に阻止した（図1）。

3）EAC14cell上のC1によるC2分解活性；反応させるC2量がZ＝1

　　前後の場合（図2A）、C2分解活性はM241によって阻止され他の

　　MAbでは影響をうけなかったが、　C2量が反応置字過剰に存在する

　　場合（図2B）、EAC142siteの形成はM365により増大した。　M81

　　はC2量が変化しても全く阻害効果を示さなかった。

4）EAC42site形成；C1によるEAC42site形成において、　M241のみ

　　阻害効果を示し、M365は逆にEAC42site形成を2倍以上増大した

　（図3）。しかし、この増大効果はM365のFabフラグメントでは

　　みられなかった。

5）CI　transfer－fixation　test；GGVB中でのCI　transfer－fixation

　　testではM365が存在する時のみEAC4ce11は溶血した。　M365を

　　FabフラグメントにするとEAC4cellは溶血しなかった（図4）。
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〔考察〕

免疫複合体上のC1のC2分解活性は溶液中のC1の場合と異なり

M81により全く阻害されなくなることから、両者のC1内のClsの

oonformationには差があるものと思われる。　M81は免疫複合体上のC1

のC4分解活性を完全に阻害するので、　cK上のC4結合部位とC2結

合部位は全く異なった位置に存在すると考えられる。

　M365は限定量でのC1によるEAC42site形成を増大させたので特異

なMAbと思われたが、　C2が過剰に存在する時のみEAC142site形成を増

大させることから、EAC4ce11上あるいはEAC4cell間でC1をtrans－

ferさせC4bに結合したC2を次々分解させていくと推定される。また、

EAClce11上でのEAC14site形成の阻害及びCI　transfer－fixation

testの結果より、　M365はEAClcellからC1をはずしていると考えられ

る。M365のこれらの作用は抗体をFabフラグメントにすると消失する

ので、MAbがClsに結合することによる立体障害とも考えられる。しか

し、M365と同じγ1サブクラスでClsのH早上のエピトープを認識す

る他のMAb（M81、　M80）ではこういつた現象が生じないことから、　M365

のエピトープに特異なものと思われる。
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17Rrecombination　により、　constitutiveに発現するよ

　うになったマウスs1P遺伝子

　　皿Recombination　siteの解析

　　　　　　Sa．nga　Pattanakitsaku1、　中山　耕造、

　　　　　　高橋守信

　　　　　　金沢大学、がん研究所、　免疫生物

．（はじめに）

　マウス補体第4成分は、溶血活性を持つC4と、活性を

持たないsex－1imited　protein（slp）の2つのアイソタ

イプから成りたち、その構造遺伝子は共にH－2のS領域

に存在している。C4はconstitutiveに発現しているが、

s1Pは一般にテストステロンによって誘導される。ところ

が特定のマウスの系統ではslpがconstitutiveに発現

している。我々はすでにconstitutiveにslpを発現し

ているW7　マウスを用いてコスミドをベクターとしたクロ

ーニングをおこない、C4遺伝子とslp遺伝子のreco陣bi

na・ti・nによって生じ”V　5’側がC4由来・3’側が．s1P

由来のrecombinant　geneが3つ（s　1　pw7b　、slpw7c　、

sl碑74　）存在する事、またこれら3つのrecombinant

geneがC4由来の5P－flanking部位を持つ事が　W7

マウスにおけるslpのconstitutiveな発現の原因であ

る事を明らかにしている。またこれら3つの遺伝子は非常

に近い部位でrecombinationを起こしている事を示して
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いる（　1，，’2　）。　　　　　　　　　　，

　今回我々はrecombinationの機構を探る一歩として、

recombination　siteの塩基配列を決定し解析をおこなっ

た。その結果3つのgeneは異なる部位でrecombination

を起こしており、MHCのclass　1｛∬で知られている

Recombinational　hot　spotは、必須ではない，事を示す結果

．を得たので報告する。

　（方法）

　得られたコスミドクローンをpuc19にサブクローニン

グし、　制限酵素地図を作成した。

　これらのサブクローンをさらにM13ベクターにクロー

ニングし、ジデオキシ法により塩基配列を決定した。

　（結果）

　現在までの解析により、3つのrecombinant　gene、
（s　1　pW’lb、s1評、sげ1d）は遺伝子の5・部位でrec。mbi

nationを起こしていると考えられる。よってこの部位の

塩基配列を決定した。C4と，典型的なs1Pであるs　1　pUtZX

とを比較したところ、全体的に非常に高いホモロジーが認

められたが、　いくつかの塩基に置換が見られた。　この

塩基置換をそれぞれC4及びslpに特有な配列と考え、

recombinant　g6ne　の配列をこれと比較した。

　その結果s　1　pw～1bは第2イントロンもしくは第3エクソ

ンでrecombinationが起こっていると考えられたが、明

確なホットズポットは認められなかった。　しかしながら
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第2イントロンにCT　richな配列が認められた。一般的

にrecombinationはイントロンで起こりやすいと考えら

れており、このCT　richな配列は興味深く思われた。

s垣W7Cは第5イントロンから第7イントロンの間で

recombinationを起こしていたが、やはりhot　spotは認

融られなかった。しかしながら、第7イントロンに、X一

ファー一一一一ジのカイ配列及びhuman　mini－satelliteのcore

sequenceに相同な配列が存在した。

s1調は第7イント。ンもしくは第8エクソンでrec。m．

binationを起こしていると考えられた。しかしながら特徴

的な配列は認められなかった。

　（考察）

　現在のところ真核細胞におけるrecombinationの機構

はほとんど理解されていない。近年、　Leroy　Hoodのグル

ープ等により、MHCのクラス1、皿内に特徴的な配列が

認められ、この部位でrecombinationが起こっているこ

とが示されている。．この配列はrecombinationにおいて

重要な働きをしていると考えられておりhot　spotと呼ば

れる（3）。

　本研究『では3つの遺伝子について、　recombination

siteを決定したが、それぞれの遺伝子は異なる部位で

recombinationを起こしており、　hotspotと考えられる

配列は認められなかった。この事はhot　spotは必ずしも

recombinationに必須ではない事を示していると思われた。
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18　c4遺伝子発現における、Posttranscriptonal　control

中山耕造、横山　茂、Sa－nga　Pattanakitsaku1、

野中　勝、糸未村　博、柳　大烈、高橋守信

金沢大学がん研究所免疫学物部・帳賀医学大放射

線基礎医学

（はじめに）

　マウスの補体第4成分は、constitutiveに発現するC4

（溶血活性を持つ）と、一般にテストステロンに誘導され

るSex－limited　protein（Slp、溶血活性を持たない）の

2つのアイソタイプから成り立っている。C4とSIPの血

中濃度は構造遺伝子と不可分にH－2のS領域にマップさ

れる遺伝要因に支配され、系統間で著しく異なっている。

例えばC4の血中濃度はC4hとC42の遺伝子型を持つマウ

ス間で20倍に及ぶ差がある。肝臓のmRNAを定量すると、

ほぼ血中濃度が反映されており、翻訳以前の段階の調節機

構により20倍にも及ぶ差が生じていると考えられている。

従ってマウスC4遺伝子は、遺伝子発現の量的な調節を研

究するうえで重要なモデルであると考えられる。

　今回我々は、　C4hとC42とを比較することによって、

transcriptional　contro1よりもposttranscriptional

contro1がC4遺伝子の発現により重要な役割を演じてい

る事を明らかにしたので報告する。
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［方法］

　C42遺伝子の5’一　f　1　a　n　k　i　n　g部位のクローニングはB10．BR

の高分子DNAをBamHIで完全に消化し、ファージ由来の

Hisajima　armをベクターとした、ねらい打ち法でおこな

った。

　C4h（FM）とC4A（B10．BR）の5｛flanking部位のDNAフ

ラグメントをPSVOCATベクターにサブクロー・一ニングし、

ヒトヘバトーマ由来HepG2細胞にリン酸カルシウム法で

導入後、　CATアッセイをおこないプロモータ・・一一活性を測

定した。

　定量時におけるSlpの影響を除くため、Slpを発現し

ていないB10（C4h）とB10．BR（C42）のメスの肝臓より核

を分離し、Nuclear　transcription（run－dnアッセイ）を

おこない、転写量を直接定量して比較した。なお系統間で

差の見られないC3の転写量も合わせて定量し、コントロ

ールとした。

（結果）

　C42（B10．BR）の5之flanking部位をクローニングし、

塩基配列を決定し、C4h（FM）のそれと比較した。その結果

　一1700bpおよび。300bp付近に、それぞれ12bp及び30

bpの欠失がC42に見られたが、それ以外は非常に相同性が

高かった。　プロモーター活性の違いがC4hとC42との差

が生じている原因であると仮定し、これを検証するために

CATアツセーeこよってC4hとC4％プ。モータ＿活性を
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比較した。その結果C4hがわずかに強いプロモーター活性

を示す傾向が見られたが、血中濃度の差を説明できるほど

の違いは見られなかった。

　次にプロモーター一活性はC4hとC4逗で差がなくpost－

transcripti。nalな。。ntr。1によって⑫とC42の差が

生じていると仮定し、これを検証するためC4hとC42のマ

ウスの肝臓核を分離し、Nuclear　transcriptionをおこな

い、転写量を直接定量して比較した。その結果C4hと　C42

間において、ほとんど差が見られなかった。

（考察）

　C4hとC42の肝臓のmRNAを定量すると血中濃度を反映

し、20倍以上の差が見られる。この事は翻訳以前での段

階、すなわち転写、RNAスプライシング、　mRNAの安定性

のいずれかの調節機構に差がある事を示している。今回我

々はNuclear　transcriptionを行い、in　vivoでは転写

レベルに差がない事を明らかにした。またRNAスプライ

シングにおいて差があるならば、c42において、スプライ

シングされていない、もしくはスプライシングの途中の高

分子のC4　mRNAが存在するはずであるが、ノザン・プロ

ッティングにおいて、そのような高分子RNAは検出され

ない。よってC4hのmRNAがC4Aに比較して安定な事が、

C4トの血中濃度がC42のそれより20倍も高い原因である

と結論できた。

　この事は、　mRNAの安定性が補体遺伝子発現において重
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要な役割を果たしている可能性を示していると思われる。
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　［目　的］

　B因子は分子量約9万の糖蛋自で、第2経路C3転換酵素の構成因子となる。す

なわちBはMガ、またはN1廿イオンの存在下で、　C　3　bと結合し、次にDによって

Bのargynyliysy！peptide　bondが解離され、分子量3万のBaの放出とC3bBb

の形成が生ずる。この反応過程のなかで、今までBa部分についての機能は明らか

でなかったが、今回、モノクローン抗体を用いて解析を行い、Ba部分にC3bへ

のbinding　site（s）が存在することを示唆する結果を得たので報告する。

　［方法］

　補体成分B、D、　C3、　Pはヒト血しょうより、既報の方法を用いて精製した。

BのフラグメントBa、　B　bは、　Mg什の存在下でBをDとSepharose　C3iで分

解しSephadex（H　OOカラムを用いて精製した。

　Bに対するモノクローン抗体（Mab）は、精製したBで免疫したBalb／cマウス

のリンパ節細胞を骨髄腫細胞P3×63Ag8．653とPEG法によって細胞融合して得た。

抗体産生クローーンの検出は、Bを結合させたマイクロプレートによるE：LISA法

で行い、そのアイソタイプはELISA法と蛍光抗体法によって決定した。Mab

のアイソタイプは、HA4－1AとFD3－20がγ1κ、　HA4－1BとHA4
一．1　5がγ2aんであった。以下の実験に用いた4種類のMabのIgはcaprylic

acid法を用いて精製し、　F　a　bはそれをpapainで分解した後、　D　E　AE－Sephace1

とSephadex〔←100カラムで、　F（ab’）2はpepsinで分解した後、　Sephadex（h　l　OO

とProtein　A－Sepharose　4Bカラムを用いて精製した。

　［結果］

　1）Mabの結合特異性
　direct－binding　soild－phase法により、　Bでcoatingしたマイクロプレートへの

1251－Mabのbindingをみたところ、　HA4－1AとFD3－20はBとBaに
HA4－1BとHA4－15はBとBbに結合した。　inhibi・ti。n　experiment、すな

わちfluid－phase　inhibitorとしてB、　B　aおよびB　bを用いて、　Bでcoatingした

マイクロプレー・トへの1251－Mabのbinding阻害をみたところ、　direct　binding

法の結果と一致が見られた。次にそれぞれのMabの間のcross－reactivityをみた。
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ant　i－Baとanti－Bbとの間、2つのanti－Baの間にはcross－reactiviしyが見られなか

ったが、antit’Bb（HA4－1BとHA4－15）の間にはcross－reactivityがみ

られ、Bb上の同一またはoverlapするepitopeを認識しているものと考えられた。

　2）BとBbの免疫電子顕微鏡による解析

　Bは3つのドメインを、Bbは2つのドメインをもっことが示唆された。

arl’ti－Ba　anti－Bb、　Bの3者から成る複合体の電顕像ではanti－Baとanti－Bbが異な

ったドメインへ結合すること、HA4－1AとFD3－20とでは異なった形の復

合体を作ることから、2つのanti－BaはB　aドメイン上の別々のepitopeを認識して

いることが考えられ、この結果はserologic　binding　testと一致した。

　3）Bの溶血活性に及ぼすMabの効果（表1）

　MabとBとを反応させた後EC3b、P、Dを加え、30分後にC’一EDTA
を加えてBの活性を調べた。2つのanti－Bbはdose－dependentにBの溶血活性を

抑制した（50％inhibition：8μg伽建）が、　anti－Baの抑制効果は非常に弱かった

（HA4－1A；　3！0，　F　D　3一一20　；　163　pt　g／mE）　．

　次に、BとMabを反応させた後EC3bを加え30分反応緩に、血球を洗條し

し、f！uid－phaseのMabとBを除いた後PとDを加えてBの活性に対するMab

の効果を調べた。この系では、HA4－1Aが最も強い抑制効果を示した（50＄

＄inhibition；7．9μg／me）。HA4－15とFD3－20も抑制効果を示したが、

その効果は弱かった（113，430μg／m2）。

　以上の結果から、anti－BaとくにHA4－1Aは活性反応過程の初期に、　anti－Bb

は後期に作用することが示唆されたので、これを確認するために、EC3bBbの

崩壊速度に及ぼすMabの効果、1251－BのEC3bへのbiningに対するMab
の効果を調べた。

　4）EC3bBbconvertaseの崩壊速度に及ぼすMabの効果（表2）

EC3bBbの半減期（T1／2）は3．6分で、　Pは、　T1／2を20分に延長させた。

HA4－1BとHA4－15は50μg／m2の濃度でT1／2をそれぞれ0．7，0．9分に短

縮した。HA4－15のFabフラグメントも同様にT1／20．5分とC3convertase
の崩壊を促進させた。一一．一一L方、2つのanti－BaはC　3　convertase崩壊速度に効果を

与えなかった。

　5）i251－BのEC3bへのbindin9に及ぼすMabの効果（表3）
　1251－BとMabを反応させた後、　EC3bを加え、30分後に血球と上清を

分離してEC3bへの1251－Bのbinding率を調べた。　HA4－1AのIgG、
Fabはdose　dependentにBのEC3bへのbindingを阻害した（50％inhibition

はそれぞれ10，13μg加￡）。

FD3－20の阻害効果は非常に弱くその50％inhibitionは172μ9／m2であった。

一方、anti－Bbには阻害効果はみられなかった。
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　［考察］

我々はBに対するMabを用いてBの構造と機能について解析を行った。　anti－Bb

anti－BaいずれのM　a　bもBの溶血活性を阻害したが、その作用機序は異なってお

り、anti－Bbの場合にはEC3bへの1251－Bのbindingには影響がなく、　E　C

3bBbからのBbの解離を促進させることにあった。一一方、　anti－Baのひとつ、

HA4－1Aは1251－BのEC3bへのbindingを抑制したことから、　C　3　bへの

binding　site（s）がBのB　a部分にあることが示唆された。

　これまでに、Baは3つのregionから成り、それぞれのregionがhomologyを示す

約60個のアミノ酸から成ること、C2bがB　aとhomologyをもっこと、H、　C　4　b　p、

CR1も同様のhomologous　internal　repeatsをもち、かっC3bまたはC4bと

結合する性質をもっことが報告されており、Ba、C2bともにC3bと結合する

ことが示唆されていた。さらに、Baの3つのregionの内いずれがC　3　bに対する

binding　site（s）をもつの力検討中である。
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20 分子量の異なる二種類のモルモットB因子についての研究

松下　操、岡田秀親

　　福岡大学医学部微生物学教室

　【目的】

Fac七〇r　B（B）はAl七erna七ive　complement　pathwayのC3　conver楡seを講成

するセリンプロテアーゼのZymogenであり，ヒトBについては既に全一次構造

が明らかになっている。

モルモットBに関しては分子量が100－106kDaでヒトaより大：きく，Baフ
ラグメントにヒトとは異なりChemo七acti　c　ac七M七yガ∫あること，又，ヒトとモ

ルモットの活性比較からBとDはCOI襲pa七ibilityがあるが，　BとC3bでは

compa七ibili七yがないことなどが報告されている。従って，ヒトBとの比較か

らもモルモットBの生化学的性状を明らかにすることは，反応機構を知る上で重

要な情報になることと思える。今回我々はモルモッ｝Bの精製を試みたところ

，分子量の異なる2つのタ・イブのB（B1，　B2）を得たので報告する。

　【材料および方法】

Bの精製；モルモットBはHar七1ey　EDTA－plasmaの12－26駕PEG　4，000沈殿
画分から順次CM－Sephadex’，　DEAε一SephaceしS－Sepharose，　Ht二：A－co　i　ulm，　Mono

Pのクロマトグラフィ・p・・を行なって精製した。尚，B活性はモルモット血清を

50。C　30分加熱して調製したRBの存在下でのウサギ赤血球による溶血反応によ

り測定した。

イムノブロ・ソトlSbS－Polyacrylamide　gel　elec廿ophoresis（SDS・PAGE）に

より分離した蛋白をニトロセルロース膜に転写後，ウサギに免疫して作成した抗

B1血清とperox　i　dase結合抗ウサギイムノグロブリンを順次反応させ4ク隔年

1ナフト　一・ルを基質として発色させた。

Bのhaif　life　；EAC49P3bgPにB及びDh・を反応させて形成したC3　con－

vert，aseのdecay実験によりB1とB2のhalf　l　ife（七1．2）を求めた。

アミノ酸配列；Applied　Biosv．　s　t，ems社の477A　Pro七e．　in　Sequencerを用いて分

析した。

　【結剰

Har七1eyモルモットEDTA－pt　as　maよりBの精製を行なったところ，　SDS　一・　P．silGE上

移動度の異なる2つのタイプのBが得られた。100kbaのBをB玉，96　kDa
のBをB2とした。（Fig．1）
C3se　，存在下でDh　uにより分解生成したBa，Bh．を比較すると，　Bhについては

，いずれのBも分子量62kbaであったが，　BaはBlでは38　kBa，B2では
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34kDaと違いがみられた。　（Fig．2）

B1．B2それぞれについてウサギに免疫して作成した抗血清はB1，B2との反

応性に於て差異は認められなかった。

抗B1抗血清を用いたイムノブロットの結果，個々に調べた8匹のHar七1eyモ

ルモットの血清中，全てにB1，B2が認められた。（Fig．3）

又，モルモット血清をZv．　mosan処理するとSDS－PAGE上Bl，B2のそれぞれ

のBaに相当ずるバンドが見られた。（Flg．4）

Endoglycosidase　Fの処理：をすることによりBl，B2いずれも分子量は90

kDaに移行した。（Fig．5）

EAC49　P3bg　PとDh　1．を用いたBのdecay実験の結果よりhalf－1ifeはいずれ

のBも3分であっ炬。（臼g．6）

N末端部15残基アミノ酸配列を比較をするとB1，B2に違いがみられなかた。
（　Fig，　．7　〉

　【考察】

Hamu　roらは、モルモットBの分子量を106　kDaと報告しているが、これは分子

量的に見て、我々の精製したB1に相当するBと思われる。

εndo烈ycosidase　F処王里の結果より、　Bl，　B2　はN－giycoside結合糖鎖構造に

相違があると推察される、

　【謝辞】

アミノ酸配列分析をして戴いた福岡大学医学部病態生化学総合研究室，緒方藍鼠
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　1　2　3　4　5　6　7　8　9　10　11　12　13　14　ts
Thr－Thr－Leu－Pro一　X　一Ser一一Arg－Pro－Trp－Ser一一Pro一　X　一　X　一Leu－Glu

Thr－Thr－Leu－Pro一　X　一Ser－Arg－Pro－Trp－Ser一　X　一Lys－Ser一一Leu一　X

Thr－Pro－Trp－Ser－Leu－Ala－Arg－Pro－Gln－Gly－Ser－Cys－Ser一一Leu－Glu
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21 1H－NMRによるアナフィラトキシンC3aの構造解析

O武藤　裕1、福元裕二2、長沢滋治3、荒田洋治1

　東大・薬1、帝人生医研2、北大・薬3

［はじめに］

　アナフィラトキシンC3aは、補体系第三成分C3が活性化されたときに

生じる生理活性物質であり、多くの炎症反応にかかわっていることが知られ

ている。C3aは、アミノ酸77残基によって構成されているが、その活性発

現にはカルボキシル末端のArg－77が必須である。ま：た、還元アルキル化｛こよ

ってもその活性が失われることからC3aの高次構造が、その活性発現にと

って重要であることが知られている。このような事実から我々は、1H－NMR

によりC3aとC3a－des　Argの構造比較をおこなった。

　C3aについては、　X線結晶回折がおこなわれているがアミノ末端12残基

の電子密度像は、得られていない。このアミノ末端部分を含めたC3aの

core部分について更に詳しい解析を行うためC3aのC末端7残基を欠いた

C3a－Ar869をC3のTrypsin処理により調製し1H－NMRにより構造解析

を行った。

［方法］

　C3a及びC3a・一Arg69の精製は、　C　3をTrypsin処理し（moler　rati。＝

1！100）BPT　Iで反応を止めた後、　CM－Celluroseによるイオン交換クロマトグラ

フィーによりC3bや未反応のC3との分離を行う。更にNono。S　FPLCカラム

を用いることによりC3a，　C　3　a－Arg69を分離精製した（Fig　1）。

　C3a－des　ArgはHugl　iらの方法（1）に準じて行った。ただし、　C　3　aと

C3a－des　Argの比較では、　C　3　aにCPase－Bを加えることにより反応前後で

スペクトルの比較をおこなった。

　1H－NMRスペクトルの測定はBruker社製400MHz　l　H－NMRの装置を用い

て25℃で行った。pH値は、23℃で測定した。

［結果］

＜1＞C3aとC3a－des　Argの比較

C3aとC3a－des　Argの1H－NMRスペクトルを比較してFig　2に示す。
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また、ここには両者の差スペクトルも示してある（測定条件は200rnM　NaC1，　pH＝

7．5）。この差スペクトルを見ると、Leu－75，Ala－76には、ケミカルシフトの変化

が見られるがこの両者の他の部分にあるシグナルについては、変化が生じていな

かった。特にC末端部分にあるHis－67，His－72はC3aとC3a－des　Argで同じ

pH滴定曲線を与えた（2）。これらのことから1）水溶液中においては、　C　3　aと

C3a一一des　Argに大きな構造上の違いがないこと、2）C3aが水溶液中で、　X

線結晶回折像で見られたC末端部分のβ一tu　rn構造をとっている可能性が小さい

ことがわかった。

　C3aのC末端部分の構造を支えているのは、　N末端部分にあるcore部分である

ことが示唆されているが（2）、この部分の構造解析を行うため、C　3　a　一Arg69に

ついて1H－NMRの測定を行った。

〈2＞C3a－Arg69の1H－NMRスペクトル
1）Tyr残基の帰属

1H－NMRは、アミノ酸残基ごとの情報を得ることができる分光器であるが、重

要な情報を得ようとする場合シグナルの帰属が大切なステップになる。C3aの

場合2個あるTyr残基の帰属：をまずつける：ためC　3　a　一・Arg69にCPase／D　i　fference法

（3）を適用した。この場合は、pH5．0の状態でCPase　Pをサンプルに作用させ、スペ

クトルの経時変化を追った。Fig　3に2個のTyrに由来するシグナルの変化を示して

ある。C3a－Arg69にはTyr－15とTyr－59の2個のTyrがあるが、　Fig　3を見る限り

Tyr　aのシグナルのみが変化を起こし、このシグナルがC3a－Arg69のC末端に

近いTyr－59であることがわかっ：た。
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2）メチルシグナルのスペクトル

　Fig　4にC3a－des　ArgとC　3　a　一Arg69のメチル領域（Va1，Leu，Ileのシグナ

ルが観察される。）のスペクトルを比較した。また、Fig　5には両者のC末端の

一次配列を示してある。Fi84を見るとLeu－73，75以外のシグナルは、ほとんど保

存されておりcore部分の解析を行うためにはC3a－Arg69を用いればよいこと

がわかる。

　このFig　4のスペクトルの中で大きな違いは・C3a－Arg69のL－2のシグナル

がC3a－des　Argではし－2’にシフトしている点である。これらのメチルシグナル

の挙動を詳しく見るため400mM　NaC1の条件下でpH滴定をおこなった（Fig　6）。この

結果からL－2，レ2’ともにHis－67の影響を受けている同一のLeu残基であることがわ

かった。このことからし－2はC　3　a　一一Arg69のC末端に近く、His－67に近いLeu－63で

あると考えられる。

　C3a分子中にはlle－43，60の2個の11e残基があるが、さきほど述べたCpase　Pを

用いた解析から1－1がIle－60，1－2が11e－43であると考えられる。

3）NOEによる解析
　IH－NMRにより構造解析を行う場合NOEの測定が重要な手法となる6これ’

はあるアミノ酸残基のシグナルが分離している場合そのアミノ酸残基と立体的に近

いアミノ酸残基のシグナルを同定する手法である。Fig　7にはその一例でV－1のVa1

残基と立体的に近いアミノ酸残基のシグナルを同定した例が示してある。ここでは、

V－1とTyr　15，L－4が近い位置にあることがわかる。また、　Fig　7のinsetではこの

NOEの実験の結果をまとめてある。　Tyr－59に対してL－2（Leu－63）にNOEが観察

されること、及びLeu－63はHis－72の影響を受けることからTyr－59からHis。67の部分

はα一helixに近い構造：を取っていると考えられる。また、11e－43とPhe残基にNOE

が観察されるがこれらの結果は、X線結晶回折とも一致する。

　しかし、Tyr－59とL－1，Tyr－15とV－1に観察されるNOEはX線結晶回折の結果で

説明できるものではなく、L－1，V－1は電子密度像の得られていないN末端部分にある

アミノ酸から由来している可能性がある・　　　　　㎞暫

Fig．7 ヤヅほ　ヨ
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［まとめ］

　水溶液中では、C3a，　C　3　a－des　Argに大きな構造上の違いはない。また、

core部分の独立性は強くL－1，V－1の帰属が更につけばX線結晶回折では電子密度像

の得られなかったN末端部分についても構造上の知見が得られると考えられる。

［Reference］

（1）　Fernandez，　H・　Z．，　＆　Hugli，　T．　E．　（1976）　J．　Immunol．　117，　1688・

（2）　Moto，　Y・，　Fukumoto，　Y．，　＆　Arata，　Y．　（1985）　B　i　ochm　i　stry　24，　6659・

（3）　Endo，　S・，　＆　Arata，　Y．　（1985）　B　i　ochm　i　stry　24，　1561・
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22 血液凝固と補体C5由来マクロファージ遊走因子

久木田一朗．山本哲郎．神原武

熊大医．免疫研．アレルギー部門

　＜目的＞　1969年のWilkinsonら、　Borelらの報告を初めとして、人あるい

は動物の正常血清にマクロファージ（Mp）遊走活性の存在が示されて来た。我

々もモルモット血清で同様の結果を得、その活性は抗C5抗体で吸収されること

よりC5由来因子であることを報告した。しかし、世界的に必ずしも解析は進ま

なかっ：た。その…っの原因として、この因子の活性化機構の解析が困難であった

ことが考えられる。この問題に関しては、幾つかの報告が遊走活性出現と血液凝

固との関係についてなされた。Bore1らは血漿には遊走活性はないと報告したが、

Hausmanら、　Jungiは血漿にも遊走活性が存在するとした。しかし、これらの報告

はいずれも長時間（90分前後）のincubation時間を必要とするBoyden法を用

いており、この方法では遊走活性測定中にBoyden　chamber内の血漿にartifac－

ticに遊走活性が出現する可能性を否定出来ないと考えられる。実際我々はこの人

工的な現象をplasma　kallikreinの遊走活性研究の過程で経験した。そこで、この

問題を解決するために、従来のBoyden法での測定に加えて、新たにpolarizat－

ion法での測定を行い、これらの結果を総合的に検討した。後者の方法は遊走因子

の作用した直後の白血球が遊走を起こすに先立って極性をもった形態に変化する

という性格を用いた短時間測定法である。その結果、血清中にはactiveな遊走因

子が確かに存在すること、この因子はC5由来の高分子因子であり血漿中では

inactiveであることが明かになったので活性化機構の解析を含めて報告する。

　〈方法〉　モルモット心穿刺にて全血容量9に対し抗凝固剤（20mM　Na』DTA

in　saline　pH　7．0）容量1を用いて採血した。このEDTA血の一部にCaCL・を終濃

度5mM加え凝固を起こし、血清を調整した。残りの血液を2000　rpm，次いで

8000rpmで遠心して血漿を調整した。この血漿の一部にCaC12を終濃度5醐加え

て血漿由来血清を作製した。いずれの標品も作製後heparinを終濃度5u／m1加

えた。Boyden法測定時にはこれらはheparin加PBSに透析した。遊走活性測定に

は腹腔浸出Mpを指標細胞とし、　nUClep◎re膜を用いたBoyden変法を行い、膜下面

の顕微鏡下5視野での遊走細胞数で表した。polarization法の指標細胞は、モル
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モット二二の6％dextran上清よりリンパ球比重分離液を用いた比重遠心法にて

単核球分画を調整し、血小板を除いたあと0．5％BSA加Hanks液に細胞数3－5　x

lOE’Cells／m1で浮遊させたものを用いた。測定は、この細胞浮遊液270plに

sample　30p1を加え、37℃10分間温置後細胞をparaformaldehyde固定した。この

細胞を｛X－naphthyl　acetateを基質とする　nonspecific　esterase染色を液中で

37℃35分間行い、96穴組織培養プレートにまいた。Nomarski装置付き倒立顕微

鏡下に数えたesterase　positive　ce11200個のうちpolarized　cellのパーセン

トを算定した。抗モルモヅトC3、抗モルモットC5及び抗モルモヅトmacroph－

age　chemotactic　factor　from　skin－1　（　MCFS－1，　Kambara　et　al．，　Am　J　Patho1

1977，87：359－374）の各抗血清はそれぞれ教室で精製した標品をウサギに免疫し

て得た。各抗血清をIgGに精製後F（ab’）3とした後BrCN活性化Sephar。se　4Bに

固定化し免疫吸着カラムを作製した。免疫吸収実験は各抗体アフィニティカラム

（1．4x1．8　cm　lを用いたクロマト法を室温で8ml／hrO）流速で行った。吸収

の効果はC5溶血活性測定、オキ二等ニー法、　ELIS禽法を用いた抗原の定量分析に

より確かめた。zymosan　activated　serum（ZAS）はモルモヅトプール血清に5

mg／m1のzy阻osanを加え37℃60分温帯後置心して上清を用いた。

　＜結果＞

　1．　モルモット正常血清のMp遊走括性

　モルモヅト正常血清の遊走活性をB。yden法で測定すると血清10倍希釈前後に

至適濃度をもち、それより低濃度では濃度依存性のみられる活性の存在が認めら

れた。また、血清の活性は、濃度依存性の見られる範囲でcheckerboad　analys－

isを行って調べると、　positive　gradientの濃度に比例し、また上室下室等濃度に

おいても濃度上昇につれ遊走細胞数の増加がみられ、ChemotaCtiCかっchemoki－

neticな活性であることが示された（表1）。

　II，　遊走活性出現と血液凝固との相互関係

　（1）Bo舛en法を用いた血漿、血清、血漿由来血清の遊走活性

　dose　response　courveよりED52を出し活性の比を見ると、血漿：血清：血漿由

来血清＝1：一1．4：1．8となりいずれも遊走活性が認められた。

　（2）polarization法とBoyden法との比較

　始めに、polarization法のassayに必要な反応時間を決めるために、合成ペプ

タイドのf肌Pを用いて、細胞浮遊液と混和後の反応時間とpolarization陽性細．

一　99・一



胞比率の関係を調べた。その結果、反応早期より最高値に近い反応が見られ、

10分間の心置で十分測定出来ることが分かった。従って、以後のpolarizati；

on　assayは37℃10分間の温置で行った。次に、　f肌PとZASを用いて、　polariza－

tion法とBoyden法とでの活性を比較すると、二種類の四品とも両測定法でほぼ同

様のdOSe　reSpOnSeを示すことが分かった。そこで、血清および血漿を両測定法

で比較すると、血清はpolarization法においてもBoyden法と同様10倍希釈（

10％）から100倍希釈（1％）にかけて濃度依存性の活性が認められfMLPやZAS

の両測定法での結果の関係と同様であった。ところが、血漿にはpolarization法

では全く活性が認められず、Boyden法で認められた活性とのdisCrepancyが出現

した。

　（3）血漿におけるpolarization活性の出現

　血漿におけるBoyden法とpolarization法とのdiscrepancyを説明する仮説と

して我々は、血漿中の何らかの遊走因子前駆体がBoyden　chamber内で測定中に活

性化されたのではないかと考えた。Boydem法では下室のsampleはnuclepore膜

のporeを通して上室の細胞浮遊液と接することになる。ためしに、血漿と細胞浮

遊液あるいは細胞浮遊用の培養液とを混じて一一一定時間甲骨後polarization活性を

測定すると、何れにも活性が出現した。そこで、培養液中のCa＋＋イオンが必須で

はないかと考え、血漿に培養液あるいは5・mM　CaC12を加えて温罪すると30分で

polarization活性の出現がみられ、先の仮説が強く支持された。直、このとき血

漿にはheparinが共存しており凝固は起きなかったが、　heparinを加えていない血

漿に同様の処理を施すと凝固がみられた。

　m．Ca＋＋再加温置により血漿に出現する遊走因子の性格

　Ca＋＋処理血漿を各種抗体カラムで吸収すると、抗C5抗体カラムで強い遊走活

性の吸収がみられた。polarization活性でみても同様に抗C5抗体カラムで強く

活性は吸収された（表2）。分子量測定のためSephacryl　S・一300カラムに展開す

ると、正常血清を展開して得られる遊走活性のパターン同様分子量15万の部位

に分画され、C5aが溶出される低分子の部分には活性はなかった。これらの結

果は我々が以前より報告している正常血清中のC5由来Mp遊走因子の性格と同

一であった。

　〈考察〉　我々は、既に正常血清中のC5由来Mp遊走因子の性格がSephac－

ryl　S－300を用いたゲル濾過で分子量約15万の部位に分画され、血管透過活性を
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持たず、易熱性であり既知のnative・C　5、　C　5　a、　C　5　adesArg、　C　5　adesA・一

rg－cochemotaxin　complexとは区別されることを報告した。今回、我々はこの因子

の活性化機構の解析のために、血漿中のMp遊走活性の有無について検索を加え、

Boyden法とpolarization法との間に、その結果にdiscrepancyを見いだし、この

解明に努めた。その結果、heparin存在下EDTA血漿にCa＋＋を再加後干置すること

によってBoyden法の測定に必要な時間内にpolarization活性が出現し、その因

子の性格は正常血清中の因子と同一であったことより、C5由来Mp遊走因子は

血漿中では非活性であり、　Boyden法でみられる血漿の遊走活性はchamber内で、

おそらく生理的には凝固と一致しておこるCa＋＋依存性の回路によって活性化され

たために出現したものであろうと結論ずけられた。すなわち、血漿中のC5が血

液凝固により、あるいは血液凝固を惹起させる条件下において活性化を受け、遊

走活性を持つ因子が産生されるものと考えられた。以上のことは、補体の古典経

路や第2経路を介さず、しかも血液凝固過程に関連して補体C5が活性化され、

新たな活性物質が出現するという凝固系と補体系とを結びつける全く新しい回路

の存在を示唆するものと考えられる。

　今回報告する補体由来の因子はゲル濾過でnative・C・5よりわずかにおくれて分

画され、活性化に一定の温置時間が必要なことから、nativeC5が何らかの限定

分解を受けて活性化されたと考えるのが最も妥当と思われる。従来、in　vitroで

補体因子と凝固系の因子、線溶系の因子あるいは血小板等を用いてC5aやC3

a様の物質の出現を示唆する報告があるが、これらは低分子の因子であり、我々

の因子とは異る。一一一s方、Wetse1らは、　trypsinあるいはthrembinによりC5が限

定分解され高分子のまま多核白血球遊走活性を持つ様になることを報告している。

この因子がMpに対して遊走活性を持つかどうか、　wholeの血液あるいは血漿で

この現象が起きるかどうかなど、この因子と正常血清中の因子との異同について

我々の因子の分子レベルでの解析を含めて、さらに検討を進める必要があると思

われる。ただ、今回報告するC5の活性化はheparin存在下にも生ずることを考

えると、antithrombin－heparin複合体により瞬時に抑制されるというthrombinが

作用すると見るには疑問が残る。すなわち、我々の因子が凝固系のcascadeのど

こで関係して活性化を受けるか解析する必要があり、凝固因子欠損血漿、酵素阻

害剤等を用いた実験で検索を進めていく必要があろう。

　以上の如く、今回はin　vitroでの解析を中心に報告するがin　vivoの現象との
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関連を遅延型アレルギー反応を例にとって考えてみると、この反応を組織レベル

で特徴ずけるfibrinの形成とMpの浸潤という2っの重要な現象を、血管透過性

充進に伴う血漿成分の浸出とその凝固反応、それに伴うMp遊走因子の活性化と

その結果生ずるMp浸潤という様に、生化学的に一元的に理解する道を開くので

∋まないかと思われる。今後、in　vlvoでのこの因子の同定が必要と思われる。

Table　1．　Chekerboad　analysis　of　normal　guinea　pig　serum　for　macrophage
　　　　　inigration
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23抗体補体レセプターを介する
　　　ヒト好中球の応答
　　　　一一オプソニン化ザイモザン刺激による好中球の応答に

　　　　及ぼす抗FcR抗体の影響

高橋和彦，長沢滋治，小山次郎

北海道大学・薬学部・衛生化学

［目的］

　食細胞による抗体，補体依存性の生体防御反応は外界からの微生

物の侵入を防ぎ、有害な異物を排除するために不可欠である。この

反応は基本的には好中球などの食細胞が抗体や補体成分C3フラグメ

ントを結合したバクテリアなどの異物を認識し排除することである。

この認識は主に食細胞上に存在するIgG抗体のFc部分と結合するFc

レセプター（FcR）とC3の活性化産物C3biと結合する補体レセプター3

（CR3）を介して行われる。両レセプターの重要性は自己免疫疾患患者

やレセプター欠損患者の食細胞機能の研究からも示されており、両

レセプターの構造と機能を明らかにするため多くの研究が行われて

いる。我々はヒト好中球のFcRの研究を行い、既にUnkelessらによ

り報告されている分子量51－73kdのFcR（モノクローナル抗体　（mAb）

3G8で認識される）とは異なる新しいタイプのFcR（分子量40kd，　mAb

IV3と反応する）を見いだし、好中球上に少なくとも二種類のFcRの

存在することを明らかにしてきた（1）。また、免疫複合体刺激によ

る好中球のスーバ日折キシド（Oi）生成，脱穎粒に及ぼす抗FcR　mAbの

効果を調べてきた（2，3）。

　パン酵母細胞壁多糖であるザイモザンは補体第二経路の発見及び

作用機序の解明に中心的な役割を果たしてきただけでなく、血清と

反応させたザイモザン，いわゆるオプソニン化ザイモザンがC3フラ

グメントを結合していることから補体レセプターを介する食細胞と

の結合，貧食，0姓成などの応答をみる刺激物として汎用されてい

る（4）。しかし、ザイモザンのβ一グルカンにCR3が結合する性質が

あること，血清にザイモザンに対する自然抗体が含まれていること

などから、オプソニン化ザイモザンと好中球の相互作用には補体レ

セプター以外の因子の関与があると考えられる。そこで我々はオ
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プソニン化ザイモザン刺激による好中球の応答に及ぼす抗FcR抗体

の影響などを調べ興味ある知見を得たので報告する。

［方法］

1．細胞：ヒト末梢血からデキストラン沈降法，フィコール・パック

比重遠心法で分離した後、残存する赤血球を低張処理して好中球を

得た（純度98％以上）。

2．オプソニン化ザイモザン：Lawらの方法（5）に従ってザイモザン

（Sigma社）をアルカリ，SDSで処理したものを用いた。1）血清処理

ザイモザン，血清1mlあたり15mgのザイモザンを加え、37℃，20分反

応させたのち遠心洗浄した。自然抗体（A）とC3フラグメント（C）が結

合しているのでZACと呼ぶ。2）抗体結合したザイモザン（ZA），血清

と0℃，30分あるいはEDTA添加血清と37℃，20分反応させた後、遠心

洗浄して得た。3）補体結合ザイモザン（ZC），2）で述べた抗体除去

血清（あるいはカルシウム再添加血清）と37℃，20分反応し遠心洗浄

した。

3．05生成：37℃で保温したキュベット中でKrebs－Ringerリン酸塩

緩衝化生理食塩水，lmlに浮遊した好中球（1x106）をサイトカラシ

ンB（cytoB）の存在下あるいは非存在下で2分間反応させたのち、種

々のオプソニン化ザイモザン（1．5mg）で刺激した。生じた05はスー

パーオキシドディスムターゼで阻害されるチトクローム。の還元

量をA55。で経時的に測定した。

［結果・考察］

　免疫複合体，フォルミルペプチド，コンカナバリンAなどが刺激物

である場合、好中球はcytoBで前処理された時に強いOS生成応答を

示すことが知られている。そこでまず種々のオプソニン化ザイモザ

ンとcytoB処理した好中球を反応させ05生成を経時的に測定した結

果を図1に示した。ZACで刺激した場合、1－2分間のlag　timeの後、強

い05生成が、ZCではその1／3程度の応答が認められた。　ZAによる砺

生成はZ単独と同様にほとんど認められず、血清中のZに対する抗体

量が好中球のFcRを刺激するのに十分でないことを示している。　ZAC

とZCとの応答の差は抗体に依存するものと考えられるがZAで0；生成

が見られないことから、ZAC刺激は1）ZCと同様に補体レセプター
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を介する刺激、2）FcR単独でなくCR3など他のレセプターとの協調

を介する刺激、からなると考えられる。

　次にZACとZCを刺激物として好中球の05生成応答におけるcytoB処

理の影響を調べた（図2）。ZCを刺激物とした場合、　cytoB処理の有無

で好中球の応答に相違はなかった。一方、ZACではcytoB処理してい

ないとき0註成は1／3に減少し、ZCによる応答とほぼ一致した。こ

のことは抗体に依存する応答がcytoB処理した好中球でのみ観察さ

れることを示唆している。

　ZAC刺激による細胞応答におけるFcRの関与を明らかにするため、

抗FcR　mAbの効果を調べた（図3）。抗FcR　mAb（IV3）で好中球を前処

理するとcytoB処理好中球のZACに対する05生成は1／3に減少した。

他方、cytoB未処理群ではIV3による阻害は見られなかった。なお、

3G8の効果については現在検討中である。

　以上の結果はいわゆるオプソニン化ザイモザン（本抄録中ではZAC

と呼んだ）と好中球との相互作用におけるFcRの重要性を示している。

またZA，ZACを用い好中球の結合，貧食，脱穎粒反応についても現在検

討中であり、あわせて報告する予定である。

　なお、本研究の一部は上原記念生命科学財団、東京生化学研究会

の助成を受けた。
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24　　　　Streptococcus　pyogenesの　M蛋白による

　　　　　抗貧食作用の解析

洪　卿秀、木下　請口ウ、竹田　潤二、小園　晴生、

井上　公蔵

　　　　　　　　　　　　大阪大学　医学部　細菌学

　　研究目的：Streptococcus　pyogenesは　白血球に貧食

されれば容易に殺されるが．β溶血性A群Streptococcus

はその菌体表層にM蛋白をもち、その抗血食作用によって

生体内に侵入しだ場合に殺菌を免れて組織内で増殖し、種

々の化膿性疾患を起こすばかりでなく、リューマチ熱や糸

球体腎炎を続発する。M蛋白がいかにして抗会食作用を発

揮するかを、補体によるオブソニン作用に対するM蛋白の

制御という観点から研究した。

　　実験方法：Streptococcus　pyogenes　A群3型の

C203株（M＋）とそれに由来するC203画面（M一）
は中外製薬研究所、宇佐美　博子博士から分与された。

M＋菌はマウスを壁代通過させて霊力を上げたものをもち

いた。ヒト血液による間接殺菌反応はLancefieldの方法に

よっておこなった。　ヒト補体成分は、当教室で分離精製し、

lodogenによりヨード標識した。ウサギ抗M蛋白抗血清は

M＋菌をsonicateし細胞壁を主とする菌体を用いて

Incomplete　adjuvantで免疫して得られた。　M蛋白に対する

抗体の1gG　fractionは50％飽和硫安、　DE－52　cellulose

columnを通し、そのFab　fragmentはパパイン消化した後、

CM－52　celluloseを用いて精製した後それぞれをM一菌で

1晩吸収して用いた。SDS－PAGEはLaemmliの方法によった。
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　　結果：補体活性化のClassical　pathwayを抑え、

Alternative　pathwayのみを許すMgEGTA存在化で、ヨード

標識したC3を加えたヒト補体血清とM＋菌、　M一菌を用い

て反応させ、時間的にC3の酔臥上の沈着のし方を調べて見

た時、　30分後では、M一菌は約2x104rnolecules／

cfuの結合がみられたがM＋菌では3．5x103
molecules／cfuしか結合しなかっta。　M＋菌からM蛋白を除

くためにM＋菌をTrypsin処理しintactなM＋菌とのBと

。3の結合数を比較した時、　Trypsin処理M＋菌の方が未処

理のM＋菌より5－6倍多く結合していta。補体の

Classical　pathway　をも起こさせるCa’“存在化で、

ヨード標識したBを加えたヒト補体血清を用いてM＋菌、

M一菌と反応させBの結合数を比較した時、M一図の方が

M＋菌の4倍多く結合していた。さらに、Trypsin処理

M＋菌と未処理のM＋菌でのBとC3の結合数を比較した時、

Bの結合数はTrypsin処理M＋菌の方が未処理M＋菌の3倍

多いのに対して、C3の結合数はTrypsin処理M＋菌、未処理

M＋菌の両方共に同程度結合してい：た。更に、M＋菌と

M一別とを用いてC3の結合数を時間的に調べた時でもM＋

菌上のC3の結合数はM一遡上のC3の結合数の75％であっ
た。

次に、M蛋白に対するlgG抗体とそのFab　fragmentをM十菌

に前処理して個体上のM蛋白のAlternative　pathway　の

C3転換酵素の阻害活性を抑える事ができるかどうかを

MgEGTA血清存在下でのC3の結合数を指標として調べて見

だ時、　lgG抗体　又　その　Fabで処理したM＋菌は未処理

のM＋菌よりC3の結合数が増加した。

考察：M一握のヒト白血球による貧食作用はC3b又は
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ic3bによるオプソニン作用によっている。　M＋菌では

Alternative　pathway　によるC3bの菌体表面への結合は

抑制されているが、　Classical　pathwayをも許す条件では

C3bは充分量結合しているのにオブソニン作用は発揮出来

ない。　この場合、M＋菌上へ結合した　C3bはM蛋白によっ

て機能的にその生物活性を阻害されておりBの結合によっ

てC3転換酵素（C3bBb）を形成できないでいる事が見いだ

された。このことは、この増幅C3転換酵素によるC3の

活性化を抑制させるだけでなく、オブソニンとしてのC3b

あるいはic3bが白血球表面の　CR1あるいはCR3レセプ

ターへ結合する活性をもM蛋白が阻害している事を示唆し

ている。
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25 血清殺菌因子RaRFによる殺菌反応への補体の関与

初瀬洋美、季　育華、渡辺真理子、渡辺恵美子、松下　操＊、
　　　　　　　　　岡田秀親＊、川上正也
　　　北里大．医．分子生物，＊福岡大，医，微生物

　　　　　　　　　　　　　　目的

　グラム陰性腸内細菌の細胞壁リボ多糖体（LPS）の直鎖部分は、菌種特異

的な0多糖体の他に、いく種かの菌に共通なrough　coreから成り立

っている。私達はcore多糖体に結合する補体依存性の殺菌因子がいろいろ

な動物の血清にあることを報告してきた（1，4，6）。RaRFはRaおよ

びR2と呼ばれるcoreを持つrough型腸内細菌に特異的に結合し、補

体を活性化することによって殺菌する因子である（1，2）。

　その活性は軟骨魚綱以上の脊椎動物の血清に広く見出され、それらの因子の

大部分は熱処理（56℃，30分）および還元剤処理（25皿M皿ercaptoethano1

）によって失活するなどの共通性を持っている（4）。また哺乳綱から両棲綱

にいたる代表種のRaRFはRa菌のLPS非還元末端に特異的に結合するこ

とが、単糖による阻害実験によって証明されている。これらのRaRFはRa

多糖体への結合にCa＋｝またはMg＋｝を必要とするほか、推定分子量も良く似

ている。それらのRaRFの殺菌には同種または異種の新鮮血清成分を必要と

すること、また、ある種のRaRFではC4成分を必要とすることから、殺菌

には補体が必須であると考えられる（5）。マウスのRaRFはMr　28，000

のポリペプチドからなり、血清中ではMr　300，000　の分子として存在してい

る（3）。

　ここでは各種動物血清による殺菌の様子を示し、マウスRaRFによって誘

導される殺菌に補体のいかなる成分が関与するかをしらべた結果を報告する。

　　　　　　　　　　　　　　　　方　法

　ICRマウス血清にRa菌を加えて吸着したRaRFをN－acety1－D－glucosa皿ine

溶液で溶出する方法でRaRFを調製した（1）。またRa菌で免疫したマウス

の血清から硫安分画によって抗体画分を、さらにRa菌吸着と溶出によってRa特

異抗体を作った。

　スポット法（5）によってRaRFの殺菌力価を測定した。すなわちSalmon

ella　typhimurium　Ra　che皿otype　strain　を含むAgarose平板に、　RaRFの

階段希釈液2μ1を滴下し、吸収させた後、補体液を重層して37℃，60分おき、

さらに栄養を含む溶液を加えて37℃に培養した。殺菌斑を生ずる最高希釈倍数
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をもって力価とした。R・a菌によってRaRFを吸収除去した正常モルモット

およびC4欠如モルモットの血清（C4D）を補体源として用いた。またそれ

から、W．P．Kolbら（1979）　の方法によってClqとClq除去血清（ClqD）

を、Bolotinら（1977）の方法でC4を調製した。

　　　　　　　　　　　　　　　　　結　果

1）各種動物血清の殺菌

　自然界におけるRaRFの分布を調べるために、節足動物以上の動物血清に

ついて、抗Ra殺菌活性の検索をおこなった（4）。ことに、脊椎動物につい

ては、あらゆる綱または亜綱に属する代表的な種を、入手可能な限り選んで、

血清の殺菌活性を測定した。その結果、抗Ra殺菌活性は哺乳綱から魚綱にい

たるほとんど全ての種に見出された（Fig．1）。被検種群の平均力価が2

4以上であった時は、調べた限りの全ての個体に活性が検出されていた。

動物種 ；被験数　　　　　　　平均力価　　（log2）

　　　GP補体なし　　　　　　GP補体添加

　　　0246　02468　10　12
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図　1．各種動物血清の抗Ra殺菌力価。
モルモット補体（GPC）の存在下および非存在下で．各個体の殺菌活性を測定した。
■國，透明殺菌斑を作る力価。：＝コ不透明殺菌斑を作る力価。いずれも各個体の
力価の幾何平均。
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　哺乳綱から軟骨魚亜綱までの抗Ra殺菌活性は、上に述べたようなRaRF

の一般性質を具えているので、それらの殺菌活性の少なくとも一部はRaRF

の殺菌作用によるものであると推定される。

　精製したRaRFを、前述の方法でRa菌平板に滴下して、そのまま37℃

に置いても、殺菌斑は現れない。これに、適当な補体（例えばRa菌で吸収し、

10倍に希釈した同種動物血清）を加えると、はじめて殺菌斑が現れる（2）。

　動物によっては、少なくとも一部の補体成分がisologousでないとRaRF

の殺菌作用を援助できない。例えば、両棲綱に属するウシガエル（Rana　cates

beiana）やヒキガエル（Bufo　japonicus）のRaRFに、哺乳綱のモルモット

血清を加えても、殺菌は起こらないが、同種または近縁種であるカエルの血清

の添加によって殺菌がおこった。

2）補体成分の関与

　a）　Clq

　RaRFおよび抗Ra抗体標品を適当に希釈して、その殺菌力価をはかった。

75～150μ，1の正常モルモット血清を補体として作用させると、いずれもほぼ

同じ力価（25～27）であった。しかし、ClqDを作用させた場合には、

抗Ra抗体の殺菌斑は現れなかった。ClqDにClqを補って（19μgClq／

ml　ClqD）作用させると、抗体の殺菌作用が復活した。

　これに対して、ClqDを作用させたときのRaRFの殺菌力価は完全な血

清（C）を作用させたときと同じであった。さらに、一一定量のClqDに種々

量のClqを補っても（Table　1）、RaRFとClqDによる殺菌活
性の増強は見られなかった。なお、RaRFの代りにClqの階段希釈液を滴

下して、CまたはClqDを作用させて測定したが、殺菌斑は全く現れなかっ

たので（表示なし）、RaRF画分の滴下によって生じる殺菌斑は、その三分

中に混在しているClqによって作られているのではないと考えられる。

　これらの結果から、RaRFによって誘導されるRa菌の殺菌反応にはCl

qが必要でないことが明らかである。

　b）　C4
　正常マウス血清のRaRF殺菌力価をC4Dモルモット血清を補体として作

用させて測定すると、その力価は正常モルモット血清（C）を作用させたとき

よりも低かった（Table　2）。C4D血清にC4を加えると、マウス血

清の殺菌力価は回復した。マウス血清中のC4を除くために、0．2　M　NH4　OH

で処理すると、C4Dでは全く活性が見られず、　C　4　D＋C4で力価の回復が

著明にみられた。精製したRaRF画分の力価も、　C4Dでは極めて低く、C
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4＋C4Dでは高かった。

　これらの結果から、RaRFによるRa菌の殺菌反応にはC4が関与してい

ることが明らかである。

Table　1．　Bactericidal　titer　（log2）　of　RaRF　and　anti－Ra　dntibody

Comp（　pl）　100　O　O　O　O　O　O
clqD（pl）　o　loo　loo　loo　loo　loo　loo
Clq　（pg）　O　3．8　1．9　1．0　O．5　O．2　O

　
　
8

（
U
O
∩
∠Samples

anti一一Ra　Aba

anti－Ra　Abb

RaRF
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」

　
［
」
【
」
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『
0

5　　＜0　　＜0　　く0

6　　く0　　＜0　　＜0

5e5　5　6　6

くO　　ND
く0　　＜0

6　〈O

a　Puri　fi　ed　by　af　fi　ni　ty　method

b　Purified　by　ammonium　sulfate　precipitation　（1．06　mg／ml）

ND，　not　done

Table　2．　Bactericidal　titer　（log2）　of　mouse　sera　and　RaRF

Comp（pl）

C4D　（pl）

C4　（pg）

5
∩
V
∩
V

7 ∩
V
5
∩
）

　
7

　0
75

125

Samples

Untreated　serum
Ammonia　treateda

serum
RaRF

7．5 4

6．5　〈0

8e5　2

6

5［
」
7
ノ

a　O．2M　NH40H，　45min．

　　　　　　　　　　　　　　　　考　察

　これまでの研究で、RaRFによって引き起こされるラフ型Salmonellaの殺

菌反応には、Clqが不必要でC4が必要であることが示された。Clrおよ

びClsが関与するかどうかは明らかでないが、溶血法などを用いる定量的な

実験によって証明する必要がある。

　RaRFはRa多糖と極めて類似した多糖鎖を持つR2型株にも作用して補

体存在下で殺菌するが、Taylor（1983）は、ヒト血清中に、　E．coli　R2型株を補

体依存的に殺菌する因子があることを報告している。しかし、その本態は不明

である。Braudeら（1986）はRe型株に特異的に結合する血清蛋白を見つけ、こ
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れが物理化学的性質の点でRaRFとよく似ていることを報告した。そして、

LoosとClas（1986）は、　Re菌の殺菌にはC4を菌体に結合させる血清蛋白が必要

であるといっている。これらの血清因子はおそらくRaRFまたはRaRF類

似の蛋白質であると推定される。

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Re　fe　rences

1．　Ihara，　1．，　Y．　Harada，　S．　Ihara，　and　M．　Kawakami：　A　new　com－

　　　plement　dependent　bactericidal　factor　found　in　nonimmune
　　　mouse　sera：　specific　binding　to　polysaccharide　of　Ra　chemo－
　　　type　Salmonella．　J．　lmmunol．　128：1256－1260（1982）．

2．　Kawakami，　M．，　1．　lhara，　A．　Suzuki，　and　Y．　Harada．　Properties

　　　　of　a　new　complement　dependent　bactericidal　factor　specific

　　　for　Ra　che皿otype　Salmonella　in　sera　of　conventional　and　ger皿
　　　free　皿ice．　J．

3．　lhara，　1．，　H．

　　　cal

　　　tor．　Biochem．

4．　Kawakami，　M．，

　　　A　group　o

　　　　皿ore　than
　　　）・

5　．　lhara，　1．

6．

properties　of　a　new　bactericidal

f　bactericidal
　300　million　years．

Im皿uno1．　129：2198－2201（1982）．

Ueda，　A．　Suzuki，　and　M．　Kawakami．　Physicoche皿i

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　factor，　Ra－reactive　fac

Biophys．　Res．　Commun．　107：1185－11gO（1982）．

1．　lhara，　S．　lhara，　A．　Suzuki，　and　K．　Fukui．

　　　　　　　　　factors　conserved　by　vertebrates　for
　　　　　　　　　　　　　　J．　Immllnol．　132：2578－2531（lg84

　　　　　　　　and　M．　Kawakami．　Titration　of　bactericidal　activity

　against　smooth　and　rough　strains　of　Salmonella　which　are　re
sistant　in・isotonic　medium．　Microbiol．　Im皿uno1．　25：751－762（1
981）．

川上正也．　血清の補体依存性殺菌タンパク（Camp）．日本細
菌学会雑誌39：1－14（1984）．

．
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26 血清殺菌因子RaRFにより活性化される補体成分

季　育華、初瀬洋美、猪原和泉、久下周佐、松下　操＊、

　　　　　　　　岡田秀親＊、川上正也

　　北里大．医．分子生物，＊福岡大，医，微生物

目　的

　RaRFはRa型およびR2型腸内細菌に結合して・補体を活性化しそれら

の菌を殺すが（2，6）、　この因子が補体のいかなる経路を活性化するかは

興味ある問題である。RaRFによる殺菌反応には補体のClqが不要で、C

4成分が必要であることが示された。ここでは、より定量的な溶血実験系を用

いて、RaRFによっていかなる補体経路の活性化が引き起こされるかを調べ

た。

　　　　　　　　　　　　　　　　方　法

　Salmnella　typhi皿uriu皿Ra　chemtype株から細胞壁リボ多糖（LPS）を抽出

し、精製した。LPSをアルカリ処理しヒツジ血球（E）に結合させた（ELPS）（1）

。ヘモリジン感作血球は常法によって作った。ClqはKolbら（1979）の方法で、

C4はBolotinら（1977）の方法で、　C2はKerrら（1979）の方法で調整した。

メディウムとしては、GVBのほかに、蹴GVB（2．3X　mannitb1，0．06M　NaC1含

右）を用いた。原則として、1．5x108！皿1のEAまたはELPSの200μ1に補

体成分などを加え、全量を600μ1としてインキュベートし、比色によって溶

血を測定した。

　　　　　　　　　　　　　　　　　結果

1）溶血の補体依存性

　種々量のRaRFを結合させたELPSに、20HD50の正常モルモット血

清（C）を加えた（Fig．1）。溶血はRaRFの量に依存して増加した

（●）。LPSを結合させないEでは、　RaRFによる溶血はなかった（○）。

300ngのRaRFを与えたELPSに種R量のCを作用させると、その量に

依存して溶血がお；つた（Fig．2）。HD50がEA系に比べて低いのは、

血球表面のepitope　densityが低い（～6　x　105／cell）ためと推定される（1）

　また、CにRaRF（10～640ng）を加えてインキュベー・一一トしても、　CのEA

溶血活性は変化しなかった。

　ELPSにRaRFを加えるときに、　RaLPSの糖鎖の非還元末端を占め
るN－acetyl－D－glucosatuineおよびL－91ycero－D－mannoheptose誘導体（＞8皿M）
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が存在するとRaRFの結合が特異的に阻害され、溶血は起こらなくなった

（1）e

　　これらの結果および既報の事実から、RaRFはRaLPSの糖鎖に特異

結合した時にだけ補体を活性化することを示している。

2）Clqの非関与
　EAまたはELPS・RaRFに、　CまたはClq除去モルモット血清（C

lqD）を加えて、それらの溶血を測定した。比較のために、Table　1

にHD50を示した。これより、　ELPS・RaRF系ではEA系に比較してC

lqDに感受性が高いことがわかる。

　ELPSFの溶血系では、　LPSによって第2経路も活性化されていると推

定される。しかしRaRFを結合させていないELPS（□）はClqDによ
って殆ど溶血しなかった。このことは、ELPs・RaRFとclqDによる

溶血には、LPSにより引き起こされる第2経路活性化が殆ど貢献していない

と考えられる。

　Table　1．　ClqD感受性の比較

感作血球

　（A）　（B）　（B）／（A）
CのHD50　ClqDのHD50
　（st　1）　（ik　1）

EA
ELPS．RaRF 4

1
1
3

0
　
　
●0

0
0
5

0
1

1 71．　4

　4．　8

　EAに種々量のClqを加え、これに20％溶血量（5μ1）のClqDを

加えたところ、Fig．3に示すように、Clq添加による溶血の増加が明瞭

に見られた（O）。EAの代りにELPSに抗Ra抗体を感作した血球（EL

PS・Ab）を使用したときも、Clq添加による溶血増加が起こった（表示

なし）。しかし、ELPS・RaRFに種々量のClqと20％溶血量（1μ
1）のClqDを加えた時は、Clqによる溶血増加は全く見られなかった

（e）．

　この系におけるClqDの20％溶血量（1μ1）の中のClq以外の成分

が不足している可能性もあるが、Fig．2の結果を合わせて考慮すると、E

LPS・RaRFの溶血には、　Clqが関与しないと考えられる。
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　　3）C4の関与

　　　ELPS・RaRFまたはEAに、　C4欠如系モルモット血清（C4D）を
　　20μ1まで加えても溶血はほとんど起こらなかった（○，△）（Fig．4）

　　。しかし、2μ1のC4DにC4を加えると、　ELPS・RaRFの溶血は、

　　EAの溶血と同様に、c4量に依存して起こることが観察された（Fig．5）

．　（e，　A）　．

　　　さらにELPSに種々量のRaRFを加える実験によって、　ELPS・Ra

　　RFの溶血はRaRF量に依存しており、100ED50のC4および300n

　　gのRaRFで90％以上の溶血が起こることがわかった。　ELPS・RaR

　　FにC4を加えた後、　C2とC・EDTAを添加したときも、同程度の溶血が

　　おこった。

100

05

（
§
薯
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、
」
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［
／

EA　＋C ELPS－RaRF

＋C

O．1 　　1　．
Serum　（pl）

　　　　　EA　＋　C4D

＞，（i　：llli；z　＋c4D

　　　　　10

Figure　4．　Hem。ly・is。f　ELPS・RaRF（●．○）and　E2A，（▲，△）with　n。r皿・1

　（solid）　and　C4　deficient　（open）　guinea　pig　sera．　（in　lew　ionic

　strengh　MtGNTB）

100

05

§
）
。
り
F
の
、
」

　　o
　　　　　　　O．1　．1　10
　　　　　　　　　　　　　　C4　（pl）

Figure．5．　rpffget　of　C．／　on　ghe　lysis　with　ELPS・RaRF（e）　and　EA（A）．

　（in　low　ionic　strengh　！．CtGNB）
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　これらのことから、RaRFによって引き起こされる補体の活性化反応には

C4が関与していることが明らかである。

　　　　　　　　　　　　　　　　考　察

　従来および今回の研究で、RaRFは、　Ra多糖体鎖非還元末端のN－acety1

－D－glucosamineおよびL－glycero－D¶annoheptoseを含む決定基に、特異的に結

合した時に補体を活性化することが証明された。　また決定基に結合したRa

RFは、Clq亜成分の関与なしに、C4以下の古典経路初期因子を活性化す

ることが明らかになった。

　RaRFが直接作用する補体成分はまだ明らかではない。この活性化反応に

おけるClrとClsの関与の有無について検討中である。

Referenceは前報に同じ。
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27 　　’実験用小動物の補体活性

古典的経路の活性における種特異性

鈴木映子　野口　章　原田　卓

（国立予防衛生研究所　獣疫部）

　目的．モルモットは補体活性化機構の解明に大きく貢献した．そのモルモット

の補体活性と他種実験動物補体系の比較を行う．今回はマウス，ラット，ハムス

ター，スナネズミ，チンチラにおける古典的経路の補体活性化を調べた．

　材科と方法．動物：1）近交系マウス（DD．　CBA，　DBA，　C3H／He，

BALB／c，C57BL／6．　A）30匹と非近交系マウス（ICR）3匹，
2）近交系ラット（WKAH／HKm，　DA，　F344／N．　WBN，W／m）11
匹，3）シリアンハムス捌口6匹，4）スナネズミ4匹，5）チンチラ5匹、6）

非近交系　モルモット（Hart，1ey）12匹とC4欠損モルモット1匹を準備
した．これらの動物は3ケ月一1年齢であった（マウスは一部のみ4週齢）．

　補体（血清）：血液は心臓穿刺により採取し，室温で90分間凝固後，低温で
遠心（3000　rpm，15分）してその上清（血清）を個体別に・70℃に保存した．

　CH50活性：血清中の感作ヒツジ赤血球（EA）に対する溶血活性（CH50／
ml）を測定した（門ayer法；岡田秀親，臨床免疫，第5巻，第9号別冊，197
3）．被検血清hn1とEA（2×108／m1）0．5mlの混合液を37℃恒
温槽中で1時間反応させた．反応終了後，遠心（2000rpm，10分）し，上清を別の

試験管に取り，再蒸留水6．5mlを加えて分光光度計でOD414を測定した。溶
解度yは次式により求めた。CH50／ml値は得られた値の1／5量で表わした。

ン＝＝［朝時椥四二のOD“・］一［B1・・k・・n…1の

　　　　　［Complete　lysis　controlのOD，，，］

OD，，，］

一［Biank　controtのOD．s4］

　C（142）H50活性：被検血清1mlとEA（2×108／ml）0．5mlの混合液
を30。C，15分間反応後，　EDTA－GVBの0．5ml：を加え，さらに1／
12．5GPC－EDTAの5mlを加え，37‘’C，60分間反応させた．反応
後は，CH50活性の操作と同様に行った．

　結果：マウス，ラット，ハムスター，スナネズミ，チンチラ血清中の古典的経

路におけるC1－9の全補体活性CH50（以下A）と前半の補体活性C142H50（以
下B）を調べた．また対照補体活性として正常モルモットとC4Dモルモヅトの補
体活性を調べた．その結果を下記表に示した．
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Ctnrplement　Actiivty　in　Classical　Pathway

Species eornplement　Activity

恥・舳臓1（HSO！ml　N。・舳旧1（：i42H50！皿

ibuse　33
Rat　11Hamster　6
r！bnqolian　Gerbi　l　4

Chinchilta　5

　一＊

34一　128

34一　’76

0一　4

7
8
5
2
2

84一　？400

60一　218

84一　160

16一　90

Guinea’Rig

GP－C4D

　　　e

2
1
凸

1 250一　350

　7

0
1
凸

nt

★・く2（HSO！ni・nt’　N。t　tested

　マウスはA活性を全く示さなかった．一方，B活性は84－400CH50／m
l値の範囲で全てのマウスに検出された．その反応は低血清希釈で阻止され，高

血清希釈で溶血活性を示した．系統間でB活性差が見られた．

　ラットはA活性に於て，34－128CH50／ml，B活性に於て60－21
8のC142H：50／mlを示した．
　スナネズミはA活性は殆どみられない．B活性は16－90のC142H50の範囲
で全てに検出された．

　チンチラはAB両活性を示さなかった．

　考察：実験用小動物のマウス，ラット，ハムスター，スナネズミとチンチラに

おけるCH50活性とCH（142）H50活性を調べた結果，モルモットの平均CH50値

（300CH50／ml）に比較して，ラットはその値の1／4，ハムスターは1
／6，スナネズミは1／50以下の活性を示したが，C（142）H50活性も同様に示
した．マウスは何れの系統もCH50活性：を全く示さず，一方，　C（142）H50活性は

高い傾向を示した．この事実はマウスにおけるC3－9活性の問題点を指摘した．　C

4欠損モルモットは当然ながらCII50とC（142）の両活性を示さなかったがチンチ

ラもまた両活性を示さなかった．実験用小動物の補体活性化における種特異性が
見られた．
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28 マウス血清Clq及びIgGの定量

橋本平嗣　米増國雄　佐々木隆子　年尾典明

　　　　　　　樫葉周三

　　　　　　奈良医大　細菌学

［目的］

　補体成分の中で、C2、　C4、　C3、　C5、　C6、　C7、　C8、　Factor　B、　Facもor　Dには、

遺伝的多様性が知られている。このうち、C2、　C4、　Factor　8を：コードする遺

伝子は、ヒト、マウスともIVIHC上にあることが報告されている。本癖究は、

補体活性化の古典経路始動の必須成分である補体第一成分の亜成分Clqに、

遺伝的多様性が存在するかどうかを検討するために、純系が容易に入手出来

るマウスを使用して、血清Clqの定量を行うと同時に、ペプチド鎖構造に関

しても解析を行った。これらの解析を通じて、マウス各純系間でC絢の理化

学的性状に差はみられず、量的な差のみが認められたので、Kohlerらにより

ヒトで報告されている様に、このClqの量差がマウス各純系間のIgGの差と

相干するのかについても検討を加えた。

［方法］

〈1）マウス

　大阪大学事生物病研究所より分与され、本研究室で系続維持しているCF－1、

Swiss　Albino／・NlH、　A！He、　　AKR／N、　BALB／c、　　CBA、　C3　h’／He、　C57Bし／6」、

C57BL／10Sn、　DBA／2、　NZB、　NZWの12系統並びにシオノギ製薬より購入した

BALB／c－nu各8週齢の雌雄　総数889匹のマウスより採血した。血液は、

37℃30分、さらに室温で30分静置し、遠心分離により血清：を得、分離押すぐ

に一70℃に保存した。

（2）ClqとlgGの定量

　抗マウスClq抗血清は、既報の方法1｝で高度の純化したマウスClqでウサ

ギを免疫して作成し、抗マウスlgG抗血清はMiles　Labora七◎ries，1nc．

（Elkhart，　I　N，　U．S．A．）より購入した。これらの抗撫清を用い、一元放射免

疫拡散法（SRtD）により定量した。

（3）Clqの溶血活性

　感作ヒツジ赤血球（EA＞とClqでEAClq4を作成後、ヒトClr、　Clsを加え

EAC　14とし洗浄後モルモットC2及びC－EDTAを逐次反応させ遠沈後、上清の吸

光度を413nmで劇馴して算定した。
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（4）Clqを構成するベブチド鎖の解析

　抗マウスClq抗血清より、硫安沈澱、　DEAE一セルローズを用いてlgG分画

を得た。　このlgGを等量域になるように各系統のマウス血清に加え、37℃

60分加温後、4℃に4日間静置して得られ：た沈降物：を、0．3M　NaC！／10min　EDTA

（pH　7．4）にて洗浄し、凍結乾燥した。　こうして得られた沈降物を還元アル

キル化後、SDS一ポリアクリルアミド電気泳動（SDS一・PAGE）により分析した。

（5）統計学的処理

　データの解析は、Student’sレ七es七により行い、相関性の有無は、正規相

関及びKenda　l　1の順位相関により求めた。

［結果］

　889匹のマウス（雄457匹、雌432匹）の血清Clq量及びその溶血活性な

らびにlgG量を測定し、系統ごとの平均値をTable　1に示した。　Clqについ

ては蛋白量とその活性とも、A／He、　NZWの雄で有意に上昇し、　Swiss　Albino

／NtH、　A／Heの雌、　C57Bし／10Snの雌雄で顕著な高値が認められた。一方、　CF－1

の雌とBAしB／cでは顕著に、特にBALB／c－nu（nude）でζま、全体の平均値の17％

にまでClqレベルは低下してい：た。　Clqの比活性は、測定したすべてのマウ

スでほぼ影響：で、約2x1013　effec七ive　molecules／珊gであった。　lgG量は、

Swiss　Albino／NIHとC57Bし！10Snの雌、　NZB、で顕著に増加しており、その

値は全体の平均垣の約150％に相当してい：た。ま：た、CF－1の雌、　CBAの雄で

は、　lgG量の低下が認められ、特にBALB／cとBAL8／c・nu（nude）では、各々全

体の平均値の24％と7％まで低下していた。

　各系統から雄10匹、雌10匹ずつを無作為抽出し、各々のClqとlgG童をプ

ロットすると、図1のようになった。全体としては順位相関のみが認められ

たが、lgG量が平均値より低いところでは、　igG量とClq量の問に、強い正

規相関が認められた。

　Clq分子を構成するペプチド鎖は、　SDS－PAGEで解析し：た拮果、各系統問で

差は認められなかった。

［考察］

　血清中のClq量およびlgG量には、マウス各系統問で差が認められたが、

Clqの比活性は、ほぼ同値であり、　Clqを構成ずるペプチド鎖の分子量は、

すべての系統で同U・であった。以上のことから、マウスClqには、遺伝的多

様性は存在しないと考えられた。何故、系統問でClq並びに1gGレベルに差が

あるのかは、現在のところ、不明である。
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29 ClsによるAlternative　Pathway　活性増強作用

出口雅子、竹村周平、上田正博、柳田国雄、福田　亙、岡本雅之

小野寺秀記、杉野　成、近藤元治　　（京都府立医科大学第一内科）

【目　的】

　補体活性化経路にはclassical　pathwayとalternative　pathwayが知られてい

るが、第3の経路として、活性化されたClがclassical　pathwayの成分である

C4とC2を介さず、直接alternative　pathwayを活性化するCI　bypass　pathway

がMayらにより報告されている1。　さらに最近、ヒトlgMにより感作された寄

生虫、ランブル鞭毛虫が①C2欠損ヒト血清ならびにC4欠損モルモット血清によ

り溶解が生じ、②C2欠損血清からC1を除くことにより、その溶解活性がなくな

り、③Clq，Clr，ClsのC1の総てのサブコンポーネントがC2欠損血清の溶解活性

に必要であり、さらに④C2欠損血清の溶解活性は、血清からB因子を除くこと

により失活することが知られ2、CI　bypass　pathwayにおける、　Clq，Clr，Clsと

B因子の関与が推測されている。

　今回は、Clのalternative　pathwayに与える影響を知るため、精製したヒト

ClsのC4欠損モルモット血清（C4DGPS）におけるalternative　pathway活性への

作用を検討した。

【方　法】

　C4欠損モルモットより心臓採血し、血清を得た。ヒトClsは、　Cooperらの方

法3にてヒト血清より精製した。SDS－PAGEにてClsは90％以上の純度であり、

その約50％が活性型Cls、50Xがnative　Clsであった。また精製ClsはOuchter－

jony法でCls以外の補体系蛋白とは反応せず、さらにC4溶血活性は全く認めら

れなかった。

　ヤギ抗ヒトCls（lgG）はAtlantic　Antibodyより購入した。ウサギ赤血球（RaR

BC）は、　ethylenediamine　tetraacetate（EDTA）採血にて得られた全血を、生

理食塩水で洗浄後、O．03M　ethyleneglycol　tetraacetate（EGTA）、0．IXゼラチ

ン、0．15M　NaCl含有ベロナール緩衝液、　pH　7．5（EGTA－GVB）でさらに洗浄し、2x

109！mlに調整した。

　1）C4DGPSによるRaRBC溶血に与えるClsの影響

　EGTA－GVBで1／2倍希釈したC4DGPS　O．6m1に各種濃度のClsおよび、60pe（2x

109／ml）のウサギ赤血球を加え、37℃で反応後、0，1，2，3，4，5分後に100p4の

検体をとり、冷0．0川EDTA－GVB　3．4mlの入った試験管に加え、3000rpm，5分間

遠心し、上清中の血色素を吸光度412nmで測定した。

2）抗Cls血清によるClsの作用に対する阻止効果
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　EGTA－GVBにて1／2倍希釈したC4DGPSに①buffer　②Cls　17P9　③Cls　17P9＋

抗Cls　360pg④抗Cls　360pgを各々加えた後、60p1（2×109／ml）のRaRBCを加

え、37℃で反応させ、0，1，2，3，4，5分後各々より100μ1をとり、1）と同様に溶血

を測定した。

　3）各血清希釈におけるC40GPSのRaRBC溶血におよぼすClsの影響

　EGTA－GVBにて1！4ならびに1／8に希釈したC4DGPS　O．8mlに17pgのClsまたは

bufferを加えた後、80p1（2×109／ml）のRaRBCを加え、37℃で反応させ、0，

2．5，5，IO，20，30，40分後に各々よりlOOplを取りDと同様に溶血を測定し
た。

4）C4DGPSにおよぼすClsの影響

　EGTA－GVBで1／2倍希釈したC4DGPS　O．4m1にCls　34pgまたは対照としてbuffer

を加え37℃30反応させた後、各々のACH50を測定した。

【結　果】

　1）C4DGPSによるRaRBC溶血におよぼすClsの影響

　1／2倍希釈したC4DGPSにおいて、37℃2分反応仁の溶血率は、対照15Xに

比べ、34pgのClsを加えた場合70X、17pSで45X、8pgで17％と、濃度依存性に

溶血率の増加が認められた（Fig．1）。

　さらに、　1／4倍希釈したC4DGPSにおいても、反応後5分で、対照38％に対

し、Cls　34P9を加えると52Xと増加したが、40分後の溶血率は60∬と両者に

差は認めなかった。さらに1／8倍希釈したC4DGPSにおいても、反応10分後の

溶血率は対照4％に対し、34pgのClsを加えると11％と増加したが、40分後の

溶血率は15％と両者に差は認めなかった（Fig．2）。
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　2）抗Cls血清によるCIS作用の阻止効果

　1／2倍希釈したC4DGPSにおいて、反

応2分後の溶血率は、対照12Xに対し
17pg　Clsを加えた場合46X、17pSClsな

らびに抗ヒトCls血清を加えたもので

は23Xで、　Clsによる溶血率の増加は

抗血清で抑制された。抗ヒトClsのみ

を加えたものは15％で、対照と差を認
めなかった（Flg．3）。

　3）ACH50におよぼすClsの影響

　C4DGPSのACH50は、　Clsを34pg加え

ると12u／mlと、対照の10u／mlに比し約

20Xの増加をしめした。
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Fig．　3

【考　案】

　活性型Clsのalternative　pathway　Cこおよぼす影響をC4欠損モルモット血清

において検討した。1／2倍希釈のC4DGPSにおいて、　Clsはその投与量に比例し

て、RaRBCの溶血速度を速めた。　ClsによるC4DGPSにおけるRaRBCの加速作用

が、精製したClsの中に含まれる微量の他の因子によるものである可能性を除

外するため、その作用がClsに対する特異抗体で抑制されるか否かを検討した。

Clsによる加速作用は、抗ヒトClsを加えることにより抑制され、他の因子に

よるものではないと考えられた。さらにClsは1／4倍ならびに1／8倍希釈した

C4DGPSにおいても、　RaRBCの溶血反応の速度を速める作用を示した（F19．2）。

しかしプラトーに達した時の溶血率は、　1／4倍希釈C4DGPSでは約60X、1／8倍希

釈C4DGPSでは約15％と、　Clsを加えても増加を認めなかった。しかしながら、

あらかじめC4DGPSとClsを反応させておくと、　Cls　34pgを加えたものでは、対

照に比し、約20XのACH50の増加が認められた。これらの事実より、　ClsがC4

DGPSにおいてalternative　pathwayの反応を単に促進するだけでなく、RaRBCの

溶血を量的にも増加させる可能性があると考えられる。

　Clsがいかなる機序でC4DGPSにおいて、　RaRBCの溶血反応を充進ずるのかは

’不明であるが、classical　pathwayの活性化によって生じるClsが、　C4の関与

なしにalternative　pathwayの反応を促進させる事実は興味深く、C4欠損症な

らびにC2欠損症が、他の補体成分欠損症に比べ、比較的感染症の羅患率が低い

ことを考えると、この活性化経路の重要性がうかがわれる。

【文　献】

1）　J．E．May　and’　HM．M．Frank　：　A　new　complement－mediated　cytolYti’c
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30モノクローナル抗体感作赤血球
　　　による血清補体価測定

廣島幸1・安田玲子1・宮川周士2・松本美佐子3・北村肇3

　　　　　　　　　　　　1石津製薬

　　　　　　　　　　　　2大阪大学第一外科

　　　　　　　　　　　　3大阪府立成人病センター

《はじめに》

　ヒツジ赤血球（E）に対するモノクローナル溶血素（Am）を作製し、そ

れを用いて感作赤血球（EAm）を作り、血清補体価を測定したところ、従

来のポリクローナル溶血素（Ac）による感作赤血球（EAc）とは異なり、

種々の興味あるデータを得たので報告する。

《方法》

1）Amの作製：ホモゲナイズしたモルモットの腎臓をラットに免疫し、

11日目に追加免疫をした。更に3日後にその脾細胞と骨髄腫細胞NS－1と

を細胞融合することによりハイブリドーマを得た。その培養上清中の溶血

素価の測定およびELISA法によりスクリーニングを行い、2種類の陽性

クローンを得た。クローニングは限界希釈法により行った。今回の各実験

には、これらの陽性クローンを培養増殖させその培養上清をプールして用

いた。なお、これらの産生する抗体は2種類共にIgMであった。

2）EAmおよびEAcの作製：0．01M　EDTA－GVBに浮遊させたE（1．0×109

／mのと同緩衝液で希釈したAmあるいはAc（Cordis社心志ヒツジ赤血球

stroma抗体IgM）とを等量混合して37℃で10分間反応させ、0℃、15分

放置した後、GVBで2回洗浄して、それぞれEAmあるいはEAcを作製し

た。一部の実験には当研究室で作製したAcによるEAcも使用した。保

存にはGGVBに浮遊させ0℃に置いた。なお、　EAcではAcの濃度を高く

すると凝集するものがあったが、EAmではAmの濃度を高くしても凝集し

なかった。

3）補体価（CH50）測定法：血清補体価はマイクロタイター法により測定

した。GVBで連続3／2倍希釈した検体25耀、　GVB　50μ2、およびGVBに

浮遊させたEA（1．5×IO8／mC）25μ￠とを37℃で1時間反応させた後の吸
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光度を測定した。通常（試験管法）の補体価測定と同様に、各穴の吸光度

よりy／1－yを計算し、両対数グラフの縦軸に血清量を横軸にy／1－yを

とってプロットし、各点を結び、50％溶血を示す血清希釈倍数を求め、そ

の血清の補体価（uんのとした。

4）フォルスマン（F）様抗体価測定法：ヒト血清中のF様抗体価は、

0．01M　EDTA－GVBに浮遊させた未感作のE（1．5×108／n2）25μ￠と同緩衝

液で連続3／2倍希釈した検体25μ￠とを37℃で15分間反応させ洗浄した

後、GVBで120倍希釈したモルモット血清100μ￠を加えて37℃で1時

間反応後の溶血をみた。この方法で50％溶血を示す血清希釈倍数をその血

清のF様抗体価（uんのとした。
5）吸収血清（abs－NHS）の作製：正常ヒト・プール血清（NHS）中の異好

抗体をEDTA中でEと反応させることにより除き、　abs－NHSとした。

《結果》

1）EAmおよびEAcによるNHSの補体価測定：グラフ上の血清量と

y／1－y値の各プロットはEAmの場合もEAcの場合も直線にのった。な

お、1／nはEAmで0．304、　EAcで0．268、補体価はEAmで125．3u／超、

EAcで117．8u／観であった。

2）EAmおよびEAcによる患者血清の補体価測定：EAmあるいはEAcを

使って各種患者血清32検体の補体価を測定した。図1に示すように、いず

れの検体の場合も補体価はEAcよりもEAmの方が高値であった。ただし、

その差は検体により大きく異なった。また、これらの血清補体価測定時の

1／nの平均±S．D．は、　EArnで0．291±0．0228、　EAcで0．273±0．0708であ

り、そのバラツキは有意にEAmの方が小さかった　（P＜0．01）。

3）個々のヒツジから調製したEによる補体価：10頭のヒツジから別々

にとったEでそれぞれ10種類のEAmおよびEAcを作製し、それらを用

いてNHSとabs－NHSの補体価を測定した（図2）。　NHSの補体価は、

いずれのヒツジのEでもEAcによる値よりもEAmによる値の方が高値
であった。ただし、Eによる測定値のバラツキには、　EAc（S．D．＝6．37％）

EAm（S．D．＝6．70％）間で差がなかった。いっぽう、　abs－NHSではEAcに

よる補体価はEAmによる値に比してはるかに低値であり、バラツキに関

しても、EAm（S．D．一8．26％）よりEAc（S．D．一17．63％）の方がバラツキ

が大きかった（p＜0．01）。
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　以上のことはEAcによる補体価は検体中の抗ヒツジ赤血球抗体（F様

抗体）の量により大きく影響をうける可能性があることを示唆する。そこ

で次にF様抗体濃度の異なる血清について、EAmとEAcを用いて補体価

測定を試みた。

4）各種血清中のF様抗体価：先ず、計69人の個々の血清中のF様抗体

価を測定したところ、その値は、最低値25．7u／超、最高値2，010u／副、

平均±S．D．は271．2±354．3uん￠と広範囲に分布することが判明した。

なお、NHSのF様抗体価は300u／m2であった。

5）F様抗体価の補体価への影響：次に、これらの血清のうち、F様抗体

価の高い血清、低い血清、および、NHS、　abs－NHS、計4種についてその補

体価をEAm、3種のEAc、およびEで測定した。その結果、図3に示す

ように、F様抗体価の高い血清（2，010uんのでは、　EArnで84．8u／mC

のとき、EAcを用いた場合83．Ou／観、85．7u／mCあるいは90．8u／mC

で、ほとんど差がなかった。更に未感作のEでさえ96．7u／超と高値を

示した。いっぽう、F様抗体価の低い血清（81．1uんのでは、　EAmで

95．8uん￠のとき、　EAcを用いた場合52．5u／超、36．Ou／観、あるいは

35．6u／超とかなり低値となり、　Eではさらに低値（20．7uんのであっ

た。また、NHSではF様抗体価の高い血清と同様の、　abs－NHSではF様

抗体価の低い血清と同様のパターンであった。これらのことは、EAcによ

る補体価は検体中のF様抗体の影響を大きくうけるが、EAmではうけな

いらしいことを示す。

《結論》

　以上より、血清補体価測定において、EAmはEAcに比して、①ほとん

どの場合補体価が高値である、②1／nのバラツキが小さい、③ヒツジ個

体差の影響をうけにくい、④検体中のF様抗体価の影響をうけにくいこ

とが明らかになった。これらのことから、EAmは従来のEAcよりも補体

価の測定に適していると考えられた。

一134一



図3

serum
with

high　Ab　titer

　　serum

　　with

low　Ab　titer

NHS

abs－NHS

m
c
A
A
E
E
E

m
c
A
A
E
E
E

m
c
A
A

E
一
ヒ

E

m
C
A
A
E
E
E

o

　CH50　（　u／ml　）

50　100　150
1

一一一．一一一一一　．一…．一．　　．一．　一

撒i蕪懸煎懸鞭
瓢

1

闘

三

一　1

一一一　　一　　　　　　　　　　　一　　　　　　　　　　　　　＿一一．　　　　　　　　　一

窪窪懸懸無漁ヨ
1

1

慧罎購一．ii…

1

1

］

■　　　　　　　　　　　　　　　　　　．　　　　　　　　　　　　　　　　　　贋

。 50 100 150

一1ss一



31 TNP一（lap－Ulx｝s（）総によるヒト補体活性測定について

正木貴久い㍗　羅鶏二子か　岡田秀親2）

1＞石津製薬く株）

2）福岡大：学医学部微生物学教室

　一般に、補体活性の灘定は感作ヒツジ赤血球（EA）を用いるMaye　rらの方法

や、その変法によって三二が求めら轟る、しかしヒツジ赤血球は、ヒツジによ

る個体差や、採手後の使用期限が一ヶ月前後であることなどから品質管理が困難

である。そこで我々は、ヒツジ赤血球に代えて、脂質二重膜で鎌成される

し巾oso111eの利己を検討している。すなわち、　L　i　pos（》meの膜上に抗原：を組み込む

ことによって、抗体の存在下で補血と反応させると、Liposomeが溶解すること

を利用し、Lゆos◎縦eに包含させておいたmarker物質が、補体反応によって放

hiされるのを定量することによ・）て補体：活性を二二する方法である。

i，il）os‘）1弼esによる：補体の活性｛ヒについて、すでに岡田ら（lm田unology　l982）は、

TNIP－Cap－Ulx》so鷹3sがモルモ・ソトのai七erna七ive　c（，即leme酩pat，hwayを活性化

することを見出しているeそこで本研究では、T！　P－Cap－Uposo田esを基本とし、

ヒト補体活性回忌に適したLipOs⊂）mesの組成について検討した。また、補体活

性の測定には、操作の簡略化をはかるため、マイクロプレート法を碧いた。

　〔方　法　）

　し；Poso搬esの組成

　i）i衡f・ist（，ylphosph飢idylchd田e（脳P（：）：cholestero1（Chol．）＝1：1（モ

ル比）を基本繕成とし、抗原として七r額七rOphenyl（TNP）基を持つ梱P一

回min〈》c雛（》yl一〔1ゆa；而毛oyl蜘8gha意idy芸ethanolamine（T㍉P－CaP一診PPε）を0～

0．Ol（モル比）、負の荷電物質である疎leもhンi凶os帥aセ（DCP）を0～0．5（モ

ルま七〉添加した。さらに、9ξmgl　k畑deである1遇、礁，　GDI　．一，GDユh，　GTI　t，．

1｝（ほを圭瀧纐成に添加した。また、Chol．についても0～2（モル比）の問で変

量してその影響を検討した、、

、滋Ll～9餐9巡＿聾．遡製

　上記組成の脂質を階二三ζ）！：chi蟹《｝f（》婁、窪1　　〈二1　：2）に溶解混合し、ロータリーエ

バボレーターにて溶媒を留嚇し、リピッドフィルムを作製した。これに0．2M

c3r恥xy　fluorescein　（（：：F）をmarkerとして加え、＞55℃でvor抽xingによ

ってLlpos（，me＄を作製した。余分のmarkerはi5，000rpm　20niinの遠心操作に

よって除去した。

1、繭SO鷺lesの洗浄および保存にはGVB・一を罵いた。

一136一



」』塑鎚es」鯉測定（マイクロプレ・・一tト法）

　マイクロプレートにGVB＋＋で2倍連続希釈したヒト血清25μiおよび

GVB÷＋25μ1を加え、さらに30倍希釈ウサギ抗τΨ抗血清5μ1と、　GVB一に
懸濁させた種々の組成のN’一ll：a｝，一f．inosomes　5μ1：を加えた。37℃1時間反応

後、10醐E瓠顛鴨50μ1を加え反応を止めた後、放出されたmarker量を、
exc　i七ation　49．　Onm，　em　i　sskon　520nmにて蛍光強度浬定　（コロナ　マイクロプレ

・一@5蛍光光度計evlTP　・・　F）によって求めた。1磯Triton　X－10010μ1添加反応後

の蛍光強度を100露としてrnarker　releaseを求めた。

　TNP－ShEの作成

　董X10δ／m｝のヒツジ赤血球（ShE＞に終濃度200μg／miとなるように2，4，6－

tri－nitr（》ben2ene　sulfonic　acid　sodium　salt（T！　BS）を加え、生食液中37℃

30min反応させ、洗浄後、　GVB＋←に浮遊させた。

　〔　結果および考察　）

　梱Pの抗原性

　まず、丁糠を抗原としたとき、これをShEに結合させたTNP－ShEの抗TNP

抗体存在下における補体による溶血と、市販のEA（石津製薬社製）の補体によ

る溶血を比較した。その結果、Fi，g。1に示したように、　T，NP－ShEは抗TNP抗体

の存在下でEAと同様に補体による溶血反応を示した。したがって、しiposomes

の桟原としてTNPを用いることによって晒の補体による溶鉱反応と近似した

補体反応をみることが可能であると考えられる。

　抗原量について
　TNP一（：apイ｝｝＞Pε　を　1）超PC：（：：hol．：DCP　＝＝　1：1：0。1　ζこ　0，　0．0005，　0．001，　0．0025，

0．005，0．Or（モル比〉添加した結果、0．0025，0．005（モル比）が最も大きな

max蜘糞詔隙rker　releace（60駕）を示し、0（モル比）の場合はi．igios（》M（1の溶

解はみられなかった。

　Chargh堰について
　DCP　を　b珂P（）：t：；　ho　1。：TNP口Cap－DPPE　＝　1：！：0．005　ζこ　0，　0．001、　◎．0！．　0。1，

0．5（モル比）添i面した結果、0．01，0．1（モル比）で最も大：きなmax’imum

marker　release（60X）を示した。これはDCPの（一）char細によって、

L　i　posornesのmarker保持抗率が上昇したためと考えられる。

　1ヨanglk》si爵sの影響につい望

　DMPC：Cho　l．：TNP－Cap－DPPE：DCP：ganghos　i　de＝1：1：0．005：0．01：0．1のモル比で

gangliosidesを添加した結果、今回用いたgan81　iζ）sidesはいずれもこれらを

含まないものに比べて燃xi照期marker　releaseを減少（0～3Gゆさせる傾向に

あった。さらに、これらの血清希釈にともなうmarker　rel舩seの減少が
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gangliosidesを含まないものに比べるとゆるやかであった。このことから

gang｛ios　i　desには膜の保護作用があるのではないかと考えられる。

　Cho　l．量：について

　Cho　l。　：を　D門PC：TNP一（lap一・　DP！）E：DCP＝　1：0．005：0．02　ここ0，　0。1，　0。3，　0．5，　1，

2（モル比）添加した結果、1，2（モル比）で最も大きなmax　i　ml川marker

re　l　eas　e（60％）：を示したeまた、0～0．3（モル比）ではLiposomesの形成がみ

られず、L　i　posornesの形成にCho　1．が重要であることを示している。

　〔結　論　〕
　以上の結果より、TNP－Cap－Liposome（D岡PC：Cho　1．：TNP。Cap－DPPE：DCP＝1：1：

0．005：0．01）により、ヒト補体活性の測定が可能であることが明らかとなった。

しかし、EAに比べるとmaximu搬marker　releaseが低く、血清希釈にともなう

marker　releaseの減少もゆるやかである。しteがって、今後これらを改善する

ためさらに検討する予定である。

本研究は、臨床病理学振興会研究奨励金の助成を受けた。
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32 検体中のC8によるC3あるいは
C5溶血活性測定値への影響
　　　　　　　　　　　　大阪府立成人病センター

　　　　　　　　　　　　北村　肇、　坪井　睦美

《はじめに》

　私達は昨年、C3非依存性免疫溶血反応を抑制する血清中の因子はC8で

あることを報告した。今回、この現象について更に検討を加え、興味あるデ

ータを得たので報告する。

《材料と方法》

　TTHA法で感作赤血球（EA）とNHSよりEAC14をつくり、ヨード化した

C2huを作用させてEAC142を、さらにC3huを反応させてEAC1423を作製

した。補体成分は．C5はヒト由来のもの（Cshu）を、　C6～C9はヒト由来の

もの（C6hu，C7hu，C8hu，Cghu）あるいはモルモヅト由来のもの（C6gp，C7gp，

C8gp，Cggp）を使用した。　C3やC5溶血活性測定に用いるC6－9試薬（C6

－9R）はモルモット血清よりKSCN

およびヒドラジン処理で作製した。

C3溶血活性はGGVB中で変量した

検体にEAC142と過剰のC5huを、

またC5溶血活性は検体にEAC1423

を加え、37℃、4分間反応させた後

C6－9Rを加え、37℃、60分後の溶血

を測定した。

《結果》

1）C3あるいはC5溶血活性測定

値への検体中のC8の影響

種々の濃度のC8huを含むC5溶

液中のC5溶血活性を測定した。図

1に示すようにC8の濃度に応じて

溶血は抑えられた。なお、C5の代

わりにC3を使ったC3溶血活性測
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定においても同様であった。

皿）精製C6hu，　C7hu，　C8huおよび

CghuによるC5溶血活性測定

　同様の実験をC6－9Rの代わりに

精製C6hu，　C7hu，　C8huとC9huを

用いて同様の実験を行ったところ、

C8huによる溶血抑制は全く見られ

なかった（図2）。

皿）精製C6gp，　C7gp，　C8gpおよび

CggpによるC5期目活性測定

　同様の実験をC6－9Rの代わりに

精製C6gp，　C7gp，　C8gpとCggpを

用いて同様の実験を行ったところ、

溶血はC8huの濃度に応じて明らか

に抑制された（図3）。

　以上より、検体中のC8によるC3

やC5溶血活性測定における溶血抑

制は、過剰のC6～C9としてモルモ

ット血清由来のC6－9Rを使うこと

によるものであると考えられた。

IV）精製C6gp，　C7gp，　C8gpおよび

Cggpによる溶血へのC8huの影響

　次にC8huによる溶血抑制のメカ

ニズムを明らかにするため、C8は

C8huあるいはC8gpを、　C6，C7，お

よびC9はすべてモルモットの成分

を用いて実験を進めた。

i）C5，　C6～C9を同時にEAC1423

へ添加した場合

　図4に示すように、C8huに比し

C8gpの場合は効率良く溶血し、C8hu

＋C8gpの場合は、　C8huの場合と同

程度の溶血であった。
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ii）EAC1－7の場合

　EAC1423，1im．C5およびC6gp，C7gpから成るEAC1－7を作製し、洗浄の

後、C89P　and／or　C8huおよびC9を加えたところ、　C89Pの場合は効率良く

溶血したが、C8hu＋C8gpの場合は、　C8hu単独の場合と同程度の溶血であっ

た（図5）。

iii）EAC1－8の場合

　EAC1423，1im．C5，　C6gp，　C7gpおよびC8hu　or　C8gpから成るEAC1－8（

EACI　一8hu　or　EAC1－8gp）を作製し、洗浄の後C9単独で、あるいはC8およ

びC9を加え溶血をみたところ、図6に示すようにEAC1－8huの溶血はC9

Hemolysis　（Z）

図4
　EAC1423

　1im．　Cshu　＋

C6gp，C7gp，Cggp

buffer

C8hu

C8gp

C8hu　＆　C8gp

o O．5 1

h

、

図5

EAC 十

Cggp

o

Hemolysis　（Z）

C8hu，Cggp

C8gp，Cggp
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C8hu，C8gp，Cggp　II
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図6
　　　　　　　　Cggp
EACI－7　＋
　　　　　　C8gp　＆　Cggp

EACI－7・8hu　＋

EACI－7’8gp　＋

　　Cggp

C8gp　＆　Cggp

　　Cggp

C8hu　＆　Cggp

o

Hemolysis　（Z）

O．5 1

i

藤織1

単独でもC89P＋C9でもほとんど差なく、またEAC1－89Pの溶血もC9単独で

もC8hu＋C9でも明らかな差はなかった。

V）C6～C9の各成分のsourceを変えた種々の組み合わせにおける溶血へ

のC8huの影響

　過剰のC6～C9として各成分をgporhuのいずれかを使ったすべての組

み合わせによるEAC1423とlim．C5の溶血へのC8huの影響をみた。その

結果、組み合わせにより溶血度は大きく異なること、およびC6gp，C7gp，C8gp，

CggpとC6hu，C7gp，C8gp，C9gpの2っの組み合わせの場合だけ溶血はC8hu

によって抑制されることが明らかになった。

《考察および結論》

　以上より、C1～C5がhu、　C6とC7が9Pから成るEACI－7はC89P＋C99P

の場合に比し、C8hu＋C9gpの場合は溶血率は低く、またC8gpとC8huが共

存する場合はC8huが先にEAC1－7に結合し、　C8gp＋C9gpによる溶血を抑制

するものと考えられた。また、このことがC3やC5の溶血活性測定におい

て検体中のC8により溶血が抑えられる原因であると考えられた。
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33　　リコマラスミン酸による血清補体活性増強作用について

金子　勲，広瀬信一郎，中村幸子，古浜孝文

　　　三共（株）　バイオサイエンス研

〔はじめに〕

　補体系は感染防御・炎症およびImmllne　c㎝plex可溶化現象等に重要な役割

を果たす。我々は先に低濃度の亜鉛イオン（Zne）がC2に作用しC3conver・tase

（EAC142a）の形成を阻害（150＝41iM）することにより補体活性（第1経路）を

抑制することを報告した。血清中のZnti濃度が15－20　JiMであることを考慮すると，

血清補体活性は通常，血清亜鉛イオンにより一定程度抑制されていることが示唆

される。今回，我々はZ詑に選択的なキレート作用を持つ植物毒の一種リコマ5

スミン酸が血清中のZnftを特異的マスクすることにより補体活性を増強したので

その詳細について報告する。

〔方法と材料〕

リコマラスミン酸：カビの一種Diheterospora　chlamidosporiaの培養液より

DEAE－Sephadex　A25等のカラムクロマトおよび再結晶化を繰り返しリコマラス

ミン酸モノアンモニウム塩（CgH17N30創を単離精製した。　TLC・元素分

析，アミノ酸分析，NMR分析により純品であること確認した。

　補体成分：正常入より採血し，室温で約40分放置後，2，　500rpm，5分間遠心

後，血清を採取しそれを補体として使用した。C3，　C　5，　C　2．　B．　D、　P，

H，1はヒトプラズマから常法により単一成分にまで精製した．他の成分は

Cord　i　s社より購入した。

　補体活性測定法：〔海門M♂，glucose，　gelatinを加えたVeronal　buffer　（DG

VB”’jで希釈した正常ヒト血清0．1　mlにリコマ夢スミン酸などの検体を含むDGVB”’

0．1mlを加え30　C，5分反応させ，その後1xio9　EA（感作赤血球）を含むDG

VBeo．1旧1を加え，37　C，60分間反応させる。溶血度から溶血部位数（Z）

を求め検体無添加のコントロール値（Z。）との比（Z／Zc））により検体の勧果を調べ

た。Z◎は約1．0になるように血清を希釈した。補体各成分の中間体への反応も1

これに準じた。
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〔結果〕

1．　リコマラスミン酸によるヒト血清補体活性増強

　サ　Znにキレート作用を持つリコマラスミン酸を11100希釈正常ヒト血清

に添加し，EAを加えて溶血反応を行った。その結果，リコマラスミン酸はそ

の濃度依存的に補体活性を増強し，0．5mMではコントロールの2倍以上

にまで増強した（図1）。一方，da“，Mg“をキレートするEDTA或いはE6TAは

低濃度で部分的に補体活性を増強させるものの1．OmM以上では完全に阻害

した。また，リコマラスミン酸の誘導体でZ譜キレート作用が消失したSub－

s・tance　Jには増強効果が殆ど認められなかった。なお，ヒト血清90％を用

いてもりコマラスミン酸による増強効果が同様にみられた。以上のことはり

コマラスミン酸が血清Zn鱒をキレートする
ことにより補体活性を増強する可能性を示　　　Lycomarasmic　a　c　id

す。

　そこで，リコマラスミン酸（100pM）

存在・非存在下でZ’（ZnC12）を血清に

添加し，補体活性がどのように変化する

か調べた。その結果，リコマラスミン酸

非存在下では補体活性がZn”により強く

阻害され，50Z阻害濃度（150）は4pM

であったが，リコマラスミン酸存在下で

は75pMまで阻害されず当量の100　pM

以上で強く阻害されるというsigmoidal

Cllrveが得られた（図2）。一方，始めに

100pM　Zn”を添加し，補体活性を低下さ

せている状態にリコマラスミン酸を添加

すると，その濃度依存的にまた2相性に

補体活性が回復することが分かった（図

3）。以上のことから，リコマラスミン

酸は。一フェナンスロリンと同様にCa⇔

，Mg嚇はキレートせずに反応液中のプリ

ーもしくはタンパク結合性のZn覗を特異

的にキレートすることによりZn一の抑制

一一@144　一
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を解除しその結果補体活性を増強するものと考えられる。なお，リコ

マラスミン酸による補体活性増強効果はヒト血清だけでなくラット，

マウス血清を用いても同様に認められた。

2．C3　conver　tase（EAC142a）形成反応への影響

　すでに報告したようにZntiはC2に作用し

C3　conver　tase（EAC142a）の形成反応を特異

的かつ可逆的に阻害する。そこでZneによ

るEAC142a形成阻害作用をリコマラスミン

酸が消去することが可能か調べた（図4）。

Zヂ50pM存在下でC3　conver・tase形成反応

（C2活性）は著しく低下しているが，リコ

マラスミン酸を添加するとその濃度依存的

に（；2活性が上昇し，当量の50pnでほぼ

コントロールレベルまでに回復した。一方，

Zn神非存在下ではりコマラスミン酸はC2活

性に影響を与えない。　また，反対にリコ

マラスミン100vM存在下でZn‘ft’のdose　res－

ponseをとってみると，　Z譜は当量の100

pMb］下までC2反応を阻害せずにそれ以上で

は阻害されるという典型的なsigllmoidal

curveが得られた（図5）。リコマラスミ

ン酸非存在下の150は4pMであった。

以上のことはりコマラスミン酸がZ詑によ

るC3　conver・tase形成抑制作用を可逆的に

解除することを示す。血清中ではアルブミ

ンなどZnltと親和性のあるタンパクとの関

係を考慮しなければならないが，おそらく

同様なメカニズムでリコマラスミン酸は血

清中のZ壷）抑制作用を打ち消すことが考え

られる。

2
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〔考察〕

　血清中に存在する亜鉛イオン（Z’）によりC3　conver　tase（EAC142a）形成

反応（C2活性）が抑制されているため血清補体活性は通常一定程度抑制さ

れていると考えられる。リコマラスミン酸は血清中のフリーもしくはタン

パク結合性のZ遣を特異的にキレートすることによりZn”の抑制を解除し

1の結果補体活性を増強させるものであると思われる。補体は感染防椥およ

びImmune　complex可溶化現象において重要な役割を果たす。その意咲でリ

コマラスミン酸のin　viVO効果に興味が持たれる。
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34C5転換酵素の構造と機能■
小園晴生、木下両三ウ、高田裕子

　竹田潤二、洪卿秀、井上公蔵

　　　　　　　　　大阪大学医学部細菌学教室

目的

　C5転換酵素は、　C3転換酵素C4b2aに、　C3bが何らかの形で会合

し、その活性を生ずると考えられている。しかし、その具体的

配置、その会合の様式（共有結合か、電気的親和力か、等）は

明かでない。我々は、精製した補体成分を用いることと、血清

中にラベルした補体成分を混ぜて反応を起こすことにより、古

典経路ではC4b－C3b，代替経路においてはC3b－C3bという共有結

合した構造体が、効率よくできることを見い出しtaのでここに
報告する。

方法

　1　古典経路：　　感作したヒツジ赤血球に，125－1で標識

した精製ヒト補体成分を順次加えることによって、C5転換酵素

をつくり、SDS－PAGE後、　autoradiogramを行い解析した。定量

には、densitometerを用いた。

　2　代替経路：　　ウサギ赤血球と、125－1で標識した精製

ヒト補体成分を含む正常ヒト血清を、反応させ、SDS－PAGE後、

autoradiogramを行い解析した。

結果

　1125－1標識C4を用いて作製したEAC142　ce11の非還元
SDS－PAGE：を行うと、標識蛋白は、　200Kのbandとなるが、　C3

を加えると新たに、400Kのbandが出現し、　C3の増量とともにそ

れは増加した。　同時にC4b自体の200Kのbandは、減少した。同

様の実験を、125－1標識C3：を用いて行うと、200Kのband以外に、
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やはり400Kのbandが観察できた。還元下では、94KのC4b一α’

がC3の増量とともに減り、230Kのbandが増えていた。230kの
bandはC4標識でもC3標識でも、伺様に観察された。　C4標識で一

次元目還元、二次元目hydroxylamine処理の2D－SDS－PAGEを行う

と、230Kのbandからは、α’の位置のspotが検出されte。こ

れらのことより、C4bがC3bのacceptorとなり、共有結合（es－

ter結合）し：たC4b－C3b　dimerが形成されること、そしてC3b一

α’はC4b一α’と結合していることがわかった。このdimer形

成は非常に効率よく、C3b／C4b比が1／2位では54XものC3bがC4b

と会合していた。

　2　time　courseをとってみると、　C4b　monomerの減少に相関

してC4b－C3b　dimerの増加が観られた。また、　C3b－C4b　dimerの

形成速度は、C3b　monomerの結合速度と同等以上であった。

　3　正常ヒト血清に標識したC3を加えウサギ赤血球と反応後、

ghostのSDS－PAGEを行うと、200K　bandと400K　bandが観られた。

還元下では、C3α’とC3β以外ee・2SOK付近に新teなbandが強く

出現した。一次元目盛還元、二次元目還元の2D－SDS－PAGEを行

うと400KのbandからはC3βの位置と、250K付近ee　spotが現れた

がC3α’の位置には何も検出できなかった。しかし、一次元目

を同様に行い、二次元目に還元とhydroxylamine処理を同時に

してからPAGEを行うと、　C3α’の位置とC3βの位置にのみ

spotが現れた。　　これらのことより、代替経路においては、

C3b－C3bというdlmerが形成され、α’同士でester結合をして

いると考えられた。

　4　次にdimerを形成しているester結合の安定性を検討した。
EAC142　ce11をpH7．4、37℃でincubateした後、　SDS・PAGEを行い、

bandの濃さより算出した分子数を、時間に対してplotすること

により、C4b－C3b　dimerの血球からの解離の半減期は4．7時間、

C4bと血球上のacceptor分子間では11．7時間となつta。これよ

り、C3b－C4b間のester結合のそれは7．9時間と計算できる。
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考察

　C3転換酵素によって活性化されたC3bは、単に標的表面に結

合するだけでなく、直接C4b或はC3b上に特異的に結合すること

がわかった。C4b－C3b，C3b－C3bというdimerの形成は、次演題で

述べるように、高親和性のC5結合部位を形成し、　C2a或はBbに

よる基質分解に、新たな特異性をもたらすものと思われる。
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35C5転換酵素の構造と機能2

高田裕子D，木下タロウ，小園晴生，竹田潤二，洪卿秀，井上公蔵

　　　　　　　　大阪大学　　医学部　　細菌学

〔目的〕

C5転換酵素（C4bC2aC3b・C3bBbC3b）は、　C3転換酵素（C4bC2a・C3bBb）

によって開裂形成されたC3bのうち、　C3転換酵素のごく近傍の標的表面

に結合したものと、C3転換酵素から成ると考えられてきた。しかし、

C3転換酵素の近傍に結合したC3bと，遠くに結合したC3bとを区別する仕

方，種々の標的物質上で定まった四次構造をとれるかどうかなど、疑問

点が多かった。我々は、最近、C3転換酵素によって二二されte　C3bに

は、標的表面に直接共有結合しているものと、C3転換酵素内のC4bま

たはC3bに共有結合して、　C4b－C3b二量体またはC3b－C3b二量体を形成し

ているものとの二種類があることを見いだした。ここでは、後者の

C4b－C3b二量体またはC3b－C3b二量体が、　C5の高親和性結合部位とし

て働いていることを示唆する結果を得たので報告する。

〔方法〕

1．EAC4・EAC43・EAC3　ce11は、感作ヒツジ赤血球EAと精製補体成分か

ら作成し、酵素活性部位であるC2a・Bbを崩壊させたものを用いた。

2．C5のce　l　1への結合は、1251一標識C5を用いてDGVB中で行い、反応後

オイルに重層して遠心分離し、結合C5量を調べた。結合部位数と結合

定数はScatchard－plotより求めた。

3．二量体の分子数は、ce11に結合した標識蛋白量と非還元SDS－PAGE

後のant．orad　i　ogram上の単量体と二量体のバンドの濃さの比率とから

求めた。

D現、大阪医科大学病態検査学
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〔結果〕

1．EAC43　Ce11へのC5の結合能を　Scatchard－plotによって調べる

と、結合定数が2．1x108M’1の均一な高親和性結合部位が、1．6個の

C3bに1個存在した。

2．C3bを変量して作成した5種類のEAC43　cellのそれぞれのC5結

合部位数を求めたところ、全結合C3b分子数とは直線関係が得られな

かったが、C4b－C3b二量体の分子数との間には直線関係が得られた。即

ちC4b－C3b二量体がC5の高親和性結合部位を形成していることが推

・察された。

3．EAC1423　ce11を37℃中に0－8時間おいてC4b－C3b二量体を崩壊さ

せ、C5の結合能を調べると、時間とともに減少した。それぞれの時間

でのC5の結合部位数を求め、その時のC4b－C3b二量体分子数を求めた

ものとをPlotすると、双方とも半減期約5時間で一致して減少した。

4．EAC43　ce11へのC5の結合は、抗C3抗体だけでなく、抗C4抗体に

よっても80％以上阻害された。これまでの結果から、EAC43　celI上に

は、単独で結合しているC3bと、　C4b－C3b二量体を形成しているもの

があるが、後者のみが高親和性C5結合部位として効果的に働いてい

ることが示唆された。

5．EAにtrypsinでC3bを結合させたEAC3一（1）、即ち、　C3bがランダ

ムに結合していると考えられる細胞には、ほとんどC5が結合しなか

った。C3bを増幅結合させたEAC3一（2）では、結合定数が3．7x108M－1

で、70個のC3bに1個の割合いのC5結合部位が存在した。更にC3bを

増幅結合させたEAC3一（3）では、結合定数が3．2x108M“iで24個のC3bに

1個の割合いのC5結合部位が存在した。代替経路活性化過程にC3b－C3b

二量体が形成されることと、EAC43　cellを用いたC5の結合実験結果を

あわせて考えると、C3b－C3b二量体の形成によって高親和性C5結合部位

ができると考えられる。

6．EAC4　ce11へもわずかにC5が結合したので、これを解析すると、結

合定数が8．1xlO7M－1で、100個のC4bに1個の高親和性C5結合部位が存

在した。この結合は抗C4抗体で阻害されるが、抗C3抗体では阻害され
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なかった。EAC4　ce日のSDS－PAGEによる解析からC4b－C4b二量体に

相当すると考えられる分子が存在することより、C4b－C4b二量体が高親

和性結合部位を形成していると考えられる。

〔考察〕

EAC43　cell上に、　C4b－C3b二量体の分子数にほぼ一致して高親和性の

C5結合部位が存在した。　EAC3　ce11では、増幅C3b数の増加は、　C5の結

合定数にほとんど変化を与えず、高親和性C5結合部位を形成している

C3bの割合いを増加させた。従来の報告では、　C5は、　ce11に結合して

いるC3b　1個に1個結合でき、その結合定数は我々の結果の　1／50㌘

1／100の値となっていた。我々の実験では、EAC4　ce11でも100個に

1個の高親和性結合部位が存在している。これらのことよりC5は、単独

のC3bと同様C4bにも低親和性結合能を持つと考えられ、　C4b－C3b二量

体・C3b－C3b二量体・C4b・C3b二量体では、二点結合することによって

高親和性の結合をすることができると思われる。　C5転換酵素内に

C4b－C3b二量体・C3b－C3b二量体・C4b－C4b二量体の高親和性C5結合部位

が形成されると、周囲に単独で結合したC3bがあってもそれと区別して、

酵素活性部位であるC2aやBbの最も近傍にC5を結合することがで

きると考えられる。

　　EAC4　ce11にわずかであるが、　C4b－C4b二量体の形成に応じてC5

が結合することは、C3欠損患者血清やin　vitroでの、　C3非依存性の補

体溶血活性が存在する原因を説明するものと思われる。
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36 心筋穎粒のモルモット赤血球溶血反応

保健衛生大・医・微生物 川本　保子、雪竹　潤、深山　昭雄

【目的】　ヒトならびに家兎の心筋細胞ミクロゾーム画期には、モルモット赤血

球を溶血させる因子が存在し、その赤血球膜上には、補体C　5b－9，あるいはNK

細胞や細胞障害性Tリンパ球によって形成されるmem　brane　lesionと極めてよく

類似したチャンネルが認められることを明らかにした。

　この溶血反応は温度依存性であり、EDTA存在下で効率よく進行すること、30。　C

の反応では溶血準備状態にある反応中間体が得られることも報告した。

　今回は、Percoll密度勾配遠心によるミクロゾーム穎粒の分画と、CHAPS（3一ξ（3－

cholamidopropy1－dimethylammonio］一1－propanesulfonate）による諸官の可溶化を

試みたので報告する。

【方法】　1．心筋ミクロゾーム穎粒の分離。　0．3Mショ糖中で細切した心筋をホ

モジェナイズし、分別遠心でミクロゾーーム配分を得た。

　2．Percoll密度勾配遠心。　R緩衝液（0．OIMPIPES，100mMKCI，3mMNaC1，3．5mM

MgCli，1．25mMEGTA，　lmMATP）で等張にした9朧，60％，　39％Perco11をそれそ”れ10，

5，8．75m1重層して不連続密度勾配を作り、ミクロゾーム画分をのせて30，　000g，15

分遠心した。管底より1m1ずつ分取した。

　3．穎粒の可溶化。　穎粒をHEPES緩衝液（0．OIMHEPES　pH7．4，1．1917，KC1，1mM

DTT，0．1mMPMSF＞に懸濁し、　CHAPSを10m，nになるよう加え、37。C、2時間反応さ

せた。200，　OOOg、60分遠心し、上清をHEPES緩衝液に透析した。

　4．溶血活性の測定。　穎粒あるいは可溶化液0．lmlとモルモット赤血球1x10ワ

個をEDTA－GVB中で37。C　90分反応させた。生理食塩水3mlを加えて遠心し、上清の

413nmの吸光度を測定して溶血率を算出した。

　5．セリン・エステラーゼ活性の測定。　Green＆Shawの方法によった。すな

わち、N－benzyloxycarbonyl－L－lysin　thiobenzyl　es・ter（BLT）を基質とし、生じ

たbenzyl　mercaptanをEllman試薬と反応させ、生成したthiophenoxide　chro

mophoreを測定した。

　6．蛋自質の定量。BCA　protein　assay　reagent（Pierce社）あるいは、Bradford

の方法で行なった。標準蛋白には牛血清アルフ“ミンを用いた。
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【結果】　1．心筋穎粒のPerco11密度勾配遠心による分画。　図1に示すよう

に、密度勾配遠心の結果3本のバンド（o＝・1．03，1．056，1．08）が形成された。

main　bandは。＝1．03で、他の2本は量的に極めて少なかった。各フラクション

の蛋白量←・…）と溶血活性（一）を測定すると、main　bandの位置に溶血活

性のピークか“認められた。図には示していないが、セリン・エステラーゼの活性も

蛋白、溶血活性のピークに一致していた。

　2．阻害因子の存在について。　心筋穎粒の分離に際し、溶血活性を阻害する

物質の存在が示唆されたので、活性のピーク（fr．17）に対する他の分画の影響を

調べた。Perco11の濃度が高いFr．5は溶血活性を抑制する傾向が見られた。σ＝＝

1．08、1．056のbandに相当するFr．11，13，あるいは、心筋ホモジェネートの1、800

rpmの遠心で得られる上清のFr．25は、活性に影響しなかった。穎粒を含むが溶血

活性を全く示さないFr．18は、　Fr．17の溶血活性を強く阻害した（図2）。

　3．溶血活性とセリン・エステラーゼ。　細胞障害性Tリンパ球では、その障害

活性とセリン・エステラーゼには強い相関があり、この酵素の役割の重要性が示唆

されている。心筋下等の溶血作用におけるセリン・エステラーゼの役割を知るた

め、セリン・エステラーゼの阻害剤PMSFの影響を調べた。　PMSFを終濃度1．2mM

加えて溶血活性を測定すると、ヒト、家兎ともに活性の増加が見られた。セリン

エステラーゼの活性はPMSFにより低下したが、その作用は弱かった（図3）。

　ヒト心筋穎悟を家兎に免疫して得られた抗体を、穎粒と4。C　60分反応させた後、

溶血活性を測定すると、ヒト、家兎いずれの穎粒も活性が上昇した。しかし、セ

リン・エステラーゼ活性は強く阻害された（図4）。

　4．轡型の可溶化。　　ヒト心筋穎粒を、0．lmM　PMSF，　lmM　DTT存在下、　O．OIM

　HEPES緩衝液（pH　7．4）中で10mM　CHAPSを添加して可溶化した。図5に示すよ

うに、蛋白量3μg以上で強い溶血活性が認められた。

　この溶血活性を示す因子は耐熱性であり、100。C、30分の加熱においても50％活

性を保持していた。この反応はe．2－2mMのEGTAあるいはEDTA、0．5－1．5mMのPMSF、

0．レ5mMのDTT存在下で活性化された。

　この因子は、羊赤血球は溶解しないが、ヒト単核球のcell　lineであるU937

細胞を障害することが明らかになった。

【考察】　ヒトならびに家兎心筋粟粒中に見出されるモルモット赤血球溶血因子

は、σd．03の穎粒中に存在することが明らかとなった。また、び一・1．03より軽

い分画に溶血反応を阻害する物質の存在が示唆された。
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　細胞障害性Tリンパ球の場合と異なり、セリン・エステラーゼと溶血活性の相関

は低く、むしろ、活性を抑制する方向に調節している可能性が示唆された。

　溶血活性を示す因子は10mM　CHAPSで可溶化され、モルモット赤血球のみなら

ず、U937細胞も障害し得る耐熱性の物質であると考えられた。

　なお、溶血活性の阻害を示す抗ヒトC9抗体は、　SDS－PAGEで展開した穎粒の、分

子量27Kと32．5Kの蛋白を認識した。いずれかが有効分子であるのか、あるいは調

節因子にすぎないのかは明らかではないが、現在、有効分子、阻害因子の分離を

試みている。

Percoll－gradient　fractionation　of　rabbit　cardiac　muscle　granules
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37 腫瘍細胞障害作用と　　　　　　　　補体　レ　セ　プ　タ

奥田智子・橘武彦
東北大学抗酸菌病研究所

〈目　的〉

　補体系の研究が進み、補体分子の機能の多様性、それぞれの活性に対するき

め細かい制御機構の存在が明らかとなうた。これらの結果は補体系の機能につ

いてまだ未知の重要なものが残されていることを示唆していると思われる。

細胞間相互作用や細胞の機能発現に補体が関与していると考え、補体レセプタ

ー（CR3）に着目した。　CR3はオゾソニン化異物の面食に働いていることが知

られているが、貧食以外の機能を検索した。その結果、CR3のic3b結合部位に

対する単ク回ン抗体Mac－1がマウス腹腔細胞の腫瘍細胞障害作用を特異的に阻

害することを見出したので報告する。

＜材料と方法＞

　6～8週令のC3H！HeSlcマウス（♀）を用いた。標的細胞は10％FCSを含む
RPMI培地で継代培養したものを用いた。’レンチナン、　TAK　（（1→3）一β一

D一グルカン）はそれぞれ千原呉郎氏（国立がんセンター）、佐々末琢下冷（

金沢大がん研）より分与された。

単クロン抗体：　Mac－1（M1／70）、Mae－2（M3／38．1、2．8　HL2）、LFA－1

（FD441．8）、抗β鎖（M18／2．a．8）は無血清培地Hy－Medium　606（コージン）の

培養上清をRPMIで10倍稀釈して用いた。あるいはIgGを精製し、ペプシンで消

化後Superose　12等で精製してF（ab’）2を得た。

腫EIL1SEUIaES1IRSE＊：　種々の刺激剤を腹腔に投与し、一定時間後にヘパリンを

含むRPMIで腹腔を洗幸して、腹腔滲出細胞を得た。4xlO6！m1になるように2％

FCS含RPMIに浮遊させ、一定量つつ96穴U型プレートにまき、37℃で90分イン

キュベートした後、激しく洗恥して非付着性細胞を除いた。抗体あるいは種々

の試薬を含むRPMI（血清不含）200μ1を加え、1251UdRで標識した標的細胞を

加え、CO2下37℃で20時間後の上清の放射活性を測定した。エフェクターを含
まない対照群の値を差引き、specific　release（％）で表わした。

雌性：　エフェクターとしてG10カラムを通過させた正常マウスの脾細胞、
あるいはOK432投与一日後のPECをシャーレに付着させて付着する細胞を除い

たものを用いた。51Cr標識したYAC－1を標的細胞として4～5時間で遊離され

る放射活性を測定した。

＜結果＞
　1．1KEのOK432あるいは10％prote。se　pept。ne　lm1を腹腔に投与し、1日

後の腹腔滲出細胞（PEC）によるYAC－1細胞のkillingとMac－1の影響を調べた

（Fig．1）。　preteoSe　peptoneによるPECも弱いながらkillingを示し、　Ma。一

1によって阻害されたが、OK432によるPECでは著しい阻害が明らかである。
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常在腹腔細胞やチオグリコレートによるPECもペプトンと類似の傾向を示した。

　2．OK432投与後、1日、2日、3日、4日目のPECを比較すると1日後が
最も高く、その後徐々に活性が低下した（Fig．2）。

　3．反応時間を5、14、21時間で比較すると5時間では殆ど1251の遊離がみ

られず、15時間以上を要した（Fig．3）。

　4．Hac－1を精製してF（ab’）2にしたものでも、その量に応じて反応の阻害

がみられた（Fig．4）。
　5．Hac－2、　LFA－1、1－Akに対する抗体はYac－1のkillingを阻害しなかった。

Mae－1やLFA　・一　1のβ鎖に対する抗体では弱い阻害がみられた（Fig．5）

　6．種々の標的細胞を用いてkillingに対する感受性を調べた（Fig．6）。

YAC－1が最も感受性が高く、　B　16やR：L♂1も障害されるが、　E：L　4は障害さ

れなかった。
　7．OK432投与後1日目のPECの非付着性細胞はNK様活性を示し、4時間の
51　Cr　releaseでYAC－1を殺すが、この反応はMac－1で阻害されない（Fig．7）。

　8．OK432と同様に補体の第二経路のアクチベーターであり、また抗腫瘍活
性を示すことの知られている多糖体レンチナン、あるいはTAKを腹腔に投与し、

1日後のPECの活性を調べた。いずれのPECもYAC－1に対する障害活性を示し、

その障害反応はMac－1抗体により阻害された（Fig．8）。

＜考察＞
　Nac－1は　LFA－1（1euk。cyte　function　ass。ciated　antigen）と共通のβ鎖

を有し、同一ブァミリーに属する蛋白である。　LAF　一一　1がCTLやNK細胞のki11－

ingに関与することから、　Nac－1もマクロファージや好中球のkillingに関与

しているのではないかと考えた。種々の刺激剤を用いて採取したPECについて

検索した結果、　OK432、レンチナンあるいはTAKで刺激後1日目のPECはYAC
－1に対し細胞障害作用を有し、その活性はMac－1により強く阻害された。

OK432投与後4日目、あるいはBCG投与後10～30日の、いわゆる活性化マク回
ファージの含まれるPECでは活性が弱く、Mac－1による阻害も微弱であった。

標的細胞としてはYAC－1、　RL♂1、　B16などNK感受性の細胞が感受性が高く、活

性化マクロファージの標的細胞として知られるEL4、　MM48などは感受性が低い。

しかしG10カラムを通過させた正常vウスの脾細胞や、　PECの非付着細胞によ

るNK活性はMac－1で阻害されなかった。したがってMac－1によって阻害される

細胞障害活性をもつエフェクターは、いわゆる活性化マクロファージやNK細胞

とは異るものであり、OK432等の投与により早期に増強されるものである。
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38 Adl擬Tceil　leuke翻a（ATL）細胞の補体抵抗性に関する研究

（その2＞

町田則子P　蔵屋幹夫P　松下操V，岡田秀親O　藤田禎三齢

1＞中置大学医学部微生物教室

2）筑波大学基礎医学系免疫

　はじめに：成人T細胞白血病（ATし）患者の血清中にはATL細胞に対する抗

体（ATLA抗体〉が存在し、高力価である場合も多い。しかし、このようなATL

細胞は抗体及び補体による細胞障害を免れていると考えられ、その機序について

解析を行っている。ATI．の培養株播細胞を用いて抗体存在下での補体感受性を調

べると異種の補体には比較的感受性であるが、同種補体に対してはきわめて抵抗

性であることが示された（第i5回日本免疫学会15，481；1985）。そこで、種特’

異的に補体反応を抑制する膜上因子であるdecay　accerela七ing　factor（DAF）

に対ずるモノクローナル坑嫁く1C6）及び、我々が新たに得たヒト赤血球をヒト

a1七erna輌ve　c◎mp1（1．metlt　pa七hwayを介して溶血するようにさせる抗ヒト赤血球

モノクローナル撹体（lF5）を用いて、　ATI、細胞の補体抵抗性について検討した。

　〔方法）

　培養株細胞：堺2（HTLV　一一　i感染丁細胞株），　Raj　i（バーキットリンパ腫由来）

及びC24（メラノーマ由来）を用いた。これらの各細胞をウサギに免疫して抗MT2，

抗紋aji及び抗（＝24抗血清も用童した。

　モノクローナル抗体：lC6（；・，　gGi）及びlF5（1gGi）をProtein　Aアフィニテ

ィカラムにて精製したのちに、各々固定化ベブシン及びパパインにて処理して、

F魚b＞：～及びFabフラグ’メ「ントを得た。

　細胞障害試験：3×10WtS”1の細胞にモノクローナル抗体100μg／m　lを20μ1

撫え室温にて20分間反応後、希釈したウサギ抗血清20μ1を加え、GVB＋＋又は

5糟取一10酬EGTA－GVBにて希附したヒト血清（撫S一（IVB＋＋又はHuS－MgEGTA）50

μ1加えた。37℃：1hr反応後：E［）TA・qVBを加えて反応を停止させ、　propidiu枷

iodide（PD！0規ゾ臨｛20μ1を撫え、室温で5分反応後：遠心洗即し、フローサ

イトメトリー（FA（IS　Analyser）1こよりPl可染細胞を検出して、　cy七◎七〇xici七y

を算出した。必要に晒して1・リパンブル4V一’法も行った。

　膜上C3の定量：FiT（：標識抗C3抗体と反応後、フローサイトメトリーにて

検出した。

　モノクローナル抗体の反応性：F駅：標識抗マウスlgG抗体と反応後、フロー

サイトメS・リーにて検出した。
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　〔結果）

　①　HuS－EDTA又は非働化HtlS中でMT2をincubateすると抗C3抗体と反
応するようになる。HuS　・・　MgEGTA中でのincubat　i◎nはC3のdepos　i　ti◎nを促

進した。この条件ではcytot」ox　i　tyは検出されなかった。　lC6，1F5をあらかじ

め反応さぜたのち、同様に行ってもC3　deposit，ion，　cy七〇七〇xici七yは共に変化

しなかった。

　②　1C6，1F5を反応させてから、抗’YT2抗体を添加し、　HtiS－GVB’＋または

HuS－MgEGTA中でincubat，　i　onすると1C6添加MT2のcy七◎tox　i　c　i七yが増強さ

れた。

　③　このcyto｛，oxicit，yの増強は1C6－lgG　wh◎ie　molecule，　F（ab）2および

Fabフラグメントでも同様に起こった（Figure　1）。

　④　1C6－Fabフラグメント添加MT2は抗MT2抗体存在下にHuS一岡8EGTA中で

のC3　depos　i　ti　onを増強したが、抗MT2非存在下C3　depositione：は変化を及

ぼさなかった（Table　1）。

　⑤　P・IT2以外のRaj　iやC24では抗体存在下でのcytotox　i　c　l　tyおよびC3

depositi◎nに対して1C6，1F5共に変化を与えなかった。

　⑥1C6及び1F5反応・1　T2の抗rnouse　lgG反応量は1C6＞IF5であった。

　〔まとめ〕

　HTLV－1感染T細胞株である璽2は特異抗体の関与なしにヒトACPを活性化

し細胞膜上に多量のC3をdep◎sitする。それにもかかわらず、ヒト補体に対し

て細胞障害抵抗性を示す。瞬2の膜上DAFを1C6－Fabフラグメントでブロック

するとC3　depos　i七ionの上昇と共に、細胞障害の増強がみられた。このことよ

り解2においては、常時血清中の補体C3がdepositionを起こしているにもか

かわらず、特異抗体が加わっても、膜上DAFが機能して、　C3　depos　i　t　i　onの増

幅拡大が閾値をこえないように働き、細胞障害が起こらないようにしていること

が示された。我々が新たに得たモノクロ・一ナル抗体1F5は：’tT2細胞での抗原量

がIC6より少なく、解2細胞上での補体反応の制御機能に対する抑制効果は検

出されなかった。
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Figure　1．　MT2　cells　were　preincubated　with
lC6（O），　1C6－F（ab　1）2（口｝，　1C6－Fab（△）　or
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　for　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　and　　　　　　　alone（　e　）　atbuffer　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　20　rnin，　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　R．T．

incubated　with　anti　MT2　and　HuS　as　a　comple－
ment　source．

Table　1．　Enhanceinent　by　IC6－Fab　of．C3　qeposi－
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　and　humantion　on　MT2　at　reaction　kilith　anti　MT2
complernent　in　GVB＋＋

MoAb

peak　channel　value of　C3　deposition

　　　　1／15　HuS

aMT2（＋） aMT　2（一）
5MtEi2一（一；5－alT　2（＋）　aMT　2〈一）

IC6－Fab

IF5－Fab

buffer

162．8

58．2

59．8

29．6

28．0

20．8

66．6

15．4

13．8

14．2

12e1

8．1

一164一



39 尿DAFの精製

石川曜子■杉田雄二Z鵜沢真由美塞富田　基郎X

　　　　　　　　　　　　　　　木下　華押ウXX

　　　　　　　　　わ　昭和大・薬・生理化学

　　　　　　　　　‡1）　大阪大・医・細菌学

［はじめに］

　DAF（Decay－accelerating　factor）は補体活性化を阻害する因子としてられ

ている。赤血球膜上に発見されたDAFは分子量70Kの一本鎖糖蛋白であり、細

胞表面上のC3b、　C　4　bに結合することにより古典的経路、第二経路のC3、　C

5コンペルター・■ゼの生成を阻害、解離失活化させる機能を持つ。現在、DAFは血

液細胞、上皮細胞、およびそれらの細胞培養株の表面膜以外に、外分泌液中、尿中

にも見い出されており、膜型と分泌型とが考えられている。発作性夜間血色素尿症

（PNH）では赤血球膜DAFの欠損が一因とされておりDAFの構造、性状の解

明はこのような補体感受性による溶血性疾患に重要な手掛かりとなると考えられて

いる。又、DAFのみならずPNHにおいてはアセチルコリンエステラーゼ、アル

カリ性ボスファターゼも極値を示すといわれている。これら・・一…tL群の膜蛋白質はC末

のアンカー．一一部分にphosphatidyl　inositol（P　I）を含むP　I型蛋白であると、最

近示唆されている。今回分泌型DAFを膜型DAFと比較するだめに、我々は尿中

よりDAFの大量精製を試み、その構造解析を行なった。

［方法］

　90倍濃縮尿4．9L（すなわち原尿としては441L、持田製薬より供与さ

れ炬）を硫安塩析したところ、硫安35～60％沈殿分画にDAF活性が認められ

だ。この沈殿を溶かしイオン交換水に透析後遠心し、その上清を2舳Mリン酸緩衝液、

pH7．5に調整し、同緩衝液で平衡化したDεAE－Sephacel（4，5x27cm）イオン交換クロ

マトグラフィーにかけて、同緩衝川中O－300mlvl　Naclによる塩濃度勾配で溶出した。

DAF活性測定と抗DAF抗体を用いたイムノブロッティングで確認して得られた

DAF分画を限外濾過により濃縮後、　Sephacryl　S一・3DO（2，5x128cm）でゲル濾過を行

なった。同様にして得られたDAF分画を濃縮後、更ei　Bio－Get　A　O，5m（3，5x93cm）
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によるゲル濾過を行ない、DAF活性部分を分取した。ついでDAFと挙動を同じ

くして混在してくる蛋白を除くため、アフィニティクロマトグラフィーを行なった。

すなわちウサギlgG　一一　Sepharose（2』x6，5cm）にて非特異を除去した後、ヒト赤血球

膜に対するDAFモノクロNny■ナル抗体（2，5mg／mt）を用いたanti－DAF　Mab　Sephar

ose（1，5xlcm）によりMedofらの方法（1）に基いて精製した。

［結果と考察］

　硫安沈殿35－60％分画に80％近くのDAF活性が存在した。　DEAE－Sephace

lイオン交換クロマトグラフィーではSDS－PAGEにおいては、　DAFと予想

されるバンドは同定できず、イムノブロティングと活性測定の結果からフラクショ

ンNo．90－115：をDAF活性部分として得た（図1）。続いて行なったSe－phacryt

S－300，Bio－Gel　AO，5mのゲル濾過により、　SDS－PAGEの結果から推定する

と30％純度にまで精製された。anti－DAF　Mab　Sepharoseでのアフィニティー

クロマトグラフィーでは50mMジエチルアミン、140mMNaCi，　pH11，5での溶出部分にD

AF活性の高い、単一バンドが得られた（図2、3）。DAFは60－7eKの拡散した

バンドとして観察され、なんらかのheterogeneityがあると思われる。精製行程に

おける総蛋白量と比活性の結果：を（表1）に示した。本義製法で約5mgのDAFが

得られる。現在この精製DAFを用いて構造解析や諸性質の検討を行なっているが、

特に現在報告されている膜型DAFの構造（2）と比較検討し未だ不明な点の多い

分泌型DAFの構造および機能を解明したい。

［謝辞］

濃縮尿を供与して頂いた持田製薬株式会社に深く感謝いたします。

［文献］

（1）　Medof，　M．E．　et　a　l．　（1987）　J．Exp．Med．，　165，　848－864

（2）　Caras，　1．W．　et　a　l．　（1987）　Natu　re，　325，　545－549
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（表1）

Arnounts　of　protein　and　activities

during　the　isolation　of　urine　’DAF．

Purification
procedure

Proteins
　　（mg）

　　Activi・ヒies
To’ヒal　　　　Speci：Eic

〈upits）　（units／mg）

　　　urzne

a㎜oni㎜SUIfate
35－60亀　ppt．

DEAE－Sephace工

Bio　Geユ　A－0．5m

anti－DAF　Sepha：rose

17r738

5，652

　　　465

　　　　52

　　　　　4．6

39r690

34　，．　650

6，881

　4，960

　　　428

　　2

　　6

14

　95

465
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40 ウサギDAFの精製とその性質

杉田　雄二、　鵜沢　真由美、　富田　基郎

昭和大学・薬・生理化学

［はじめに］

　当初、モルモット、ヒト赤血球膜より精製されたDAF（decay－acce

lerating　factor）は、自己の補体攻撃から我が身を守る為、補体

と接触する全ての細胞膜上に存在してigるらしい。この様な役割を持つ膜制御因子

は恐らく全ての動物種の赤血球膜上に存在すると思われるが、その作用機作が一様

であるとは考えにくい。今回、我々は、膜制御因子の理解をさらに深めるため、ウ

サギ赤血球膜について制御因子の検討をおこなった。

［材料と方法］

　ウサギ赤血球膜は、赤血球を低張緩衝液で処理後、連続遠心により調製した。

C5コンベルターゼ崩壊促進活性は、　K76一モノカルボン酸処理したモルモット

血清とヒツジ感作赤血球を用いてEAC1－3b、　Pを作成し、ヒトDAF活性測

定（1）と同様に行った。精製タンパク質のアミノ酸組成は、ピコタグワークステ

イション（ウオーターズ）を用い塩酸加水分解後、PTC一アミノ酸とし、　TSK

ゲル　ODS－80TM（東洋ソーダ）により分析し：た。

［結果］

1）制御タンパク質の精製

　ウサギ赤血球膜ブタノール抽出液を出発材料として、C5コンベルターゼ崩壊促

進活性を指標にして制御タンパク質の精製を行なった。ヒトDAFの精製（1）に

準じた操作により、SDS－PAGEでほぼ単一バンドを示す迄に精製できた（ヒ

トDAF精製と異なり、ストローマのトリプシン前処理は行なわなかった）。表1

に精製のまとめを示す。赤血球膜5．78gから、約2．5mgの精製標品が得ら

れた。非還元下SDS－PAGEの移動度から分子量は66kDaであり、ヒトD

AFよりも少し小さかった（図1）。アミノ酸組成はヒトDAFとよく似ていた

（表2）。

2）ヒトCR1、DAFとの比較

　粗活性分画を1251　ラベルした後、ヒツジ赤血球と37・C，2時間反応さ

せ、赤血球をよく洗った後、赤血球に結合しだタンパク質をオートラジオグラフィ
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一で分析し炬ところ、66kDaのタンパク質が、選択的に結合していた。又、こ

の結合反応は、50μg／mlのLDL添加により、ほぼ完全に阻害された。さら

に、この制御タンパク質のコンベルターゼ崩壊促進活性に及ぼすLDLの効果をヒ

トDAF，　CR1と比較し：たところ、ヒトDAFと同様に、効率のよい阻害が見ら

れたが、CR1は阻害を受けなかった（図2）。次に、ヒト、ウサギC3一セフフ

ロースへの親和性を検討した。ヒト（図3a）、ウサギ（図3b）C3一カラムで

ヒトDAF，ウサギ精製タンパク質は、結合はしないものの、それぞれ同動物種の

組み合わせのとき、明らかな溶出の遅れが見られた。又、ヒトCR1は、これら2

種のC3カラムに結合しだ。

［考察］

最近、ヒトDAFは、　C末にボスファチジルイノシトール（PI）を含むオリゴ

糖が共有結合していて、PIの脂肪酸部分が膜アンカーである事が明らかとなった。

ヒトDAFの赤血球への結合、又、　HDL，　LDLによる、この結合の阻害は、　P

Iと細胞膜、あいはリボ蛋白質との相互作用によると考えられる。さらに、ヒトD

AFは、　CR1に比べ、　C3との親和性がはるかに低い。これら、ヒトDAFとの

性質やアミノ酸組成の比較から、我々の精製したウサギ赤血球膜タンパク質は、D

AFであると考えられる。又、同じ動物種のC3一カラムからのDAFの溶出に遅

れが見られたことから、DAFは、ウサギ、ヒトC3の相同性の低いドメインと親

和性があるのであろう。最近、Horstmann，Muller－Eberha
rdは、ウサギ赤血球が1因子のコファクター活性をもつ事、またウサギC3を結

合したヒツジ赤血球とロゼット形成をする事からCR1の存在：を示唆しte（2）。

しかしながら、我々の実験では、ブタノール抽出液中にはDAFに由来する崩壊促

進活性しか検出できなかった。これはCR1の量が少ない為か、崩壊促進活性を持

teない別の制御たんぱく質が存在するのか今のところ不明である。

［文献］

（1）　Sugita　et　a1，　（1986）　J．　Biochem．　100，

　　　143
（2）　Hors　tmann　and　Mu　11er　一一　Eberhard　（1　98　6）

　　　Eur・　J・　Immunol．　16，　1069
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Tabie　1．　Total　activities　and　amounts

isolation　of　rabbit　DAFa）．

of　protein　during　the

Purificaヒion
　　rocedure

Total　activity　Tetal　Protein　Specific　activity
　　　（units）　（rnq）　（units／mq）

1．Extracts
2．DEAE－Sephace1
3．2nd　Bio－Gel　A－O．5rn

1t25ユ．，450

　　803，014

　　677．960

517
S5

　　2．4

　　2，42L

14，600
282．483

a）An　assays　ef　decay－acc6ierating　activity－were　done　in　the

range　that　the　dose－response　was　linear．　One　unit　of

decay－accelerating　activity　was　defined　as　the　amount　oE

activity　to　cause　a　301　reduction’of　convertase　sites．

Table　2．　Arnino　acid　cornpositions　of　rabbit　and　human
　　　a）
DAF　　　　　　．

Amino　acid

　　　　　　moB
　　　　　b）

Human Rabbit
ASP
Thr
Ser
Glu
Pro
Giy
Ala
Cys
Val
Met
工le

Leu
Tyr
Phe
Lys
HiS
Arg

0
0
1
1
8
4
4
5
5
0
2
8
2
ユ
9
3
8

●
　
●
　
●
　
ρ
　
D
　
O
　
．
　
●
　
O
　
●
　
・
　
●
　
。
　
・
　
●
　
●
　
・

8
8
4
4
，
6
5
7
1
5
工
4
7
3
3
4
2
2

　
　
1
占
－
凸

9
1
5
6
4
5
4
D
1
3
6
1
8
7
6
2
2

・
・
・
…
。
N
・
・
・
・
・
・
…

7
7
1
1
7
7
8
　
7
ユ
3
8
2
3
6
ユ
4

　
　
1
一
－
白

一Tr　ND　NDa）
　　Values　are

b）

　　Values　are

not　corrected　for’losses　duripg　hydrolysis　（24hr）．

quoted　ErQm・our　previous　report（Z）　．
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41 DAFの作用機序について
井上敏矢　藤田禎三　飯田恭子　田村昇

筑波大学基礎医学系免疫

［目的］

　Decay－accelerating　factor（DAF）は自己細胞膜上での補体系の活

性化を阻害する因子であり、古典経路および第二経路のC3分解酵素の活

性化を阻害している。しかしDAFの作用機序についてはC3分解酵素の形

成：を阻害するのか、または形成されたC3分解酵素からのC2a，Bbの解離失

活を促進することによるのか、末だ明らかではない。今回我々は、DAF

が、C4bとC2，　C3bとB因子の結合には全く影響を与えず、　C2aとBbに

作用し、結合部位より解離させることを明らかにした。

［方法］

1．C4b2aSiteの形成および解離失活

　EACI4に精製したDAFを少量結合させ、酸化したC2を加える前、また

は加えた後に抗DAF単クローン抗体IC6を作用させ、30度でインキュベ

イトし、C4b2aSi七eの解離失活を経時的に測定した。

2．EAC14によるC2の消費に与えるDAFの影響

　EAq4および精製しk　DAFを結合しta　EA（）14一一　DAFを用いてEAC14によ

るC2の消費を溶血活性で測定し、比較した。

3．オートラジオグラフィー

（1）古典経路　　ヨード125で標識し：たC2をEAC4bおよびEAC4b－DAF

に結合させ、C1を加え30度でインキュベイトし、　C2の分解および解離を

経時的に、オートラジオグラフィーで調べた。また、ヒトEAC4bを用い

て、ヒト赤血球膜上のnativeなDAFについても、同様な実験を行なった。

（2）第二経路　　EAC43bおよびEAC43b・DAFにヨード125で標識したB

因子を結合させ、D因子を加え、30度でインキュベイトして、　B因子の

分解、Bbの解離を経時的にオートラジオグラフィーで調べた。

［結果と考察］

　図1に示すように、C2を加える前に1C6を作用させた場合、　C4b2a

siteの形成および解離失活が、それぞれコントロールと同程度になって

いる。…方、（12：を加えた後に1C6を作用させ：た場合、　C4b2asiteの形成
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は抑制されたままてあるが、DAFの解離失活活性は阻害され、コントロ

ールと岡程度になっている。

　このことから、DAFは細胞膜上，こ親み入れた場合も、　C4b2aの解離失

活を促進する因子であることが明らかとなった。また、図2に示すよう

に、ε底ζ14b－D岬は、　EAC14bに比較し’tt、C2を、より速く分解しているゆ

このことから、撚FはEAC14bと1）a・t　i　ve．．な（：2との結合を阻害する活性は持

たないと考えられた￠

　オートラジオグラフィーの結果は上記の結果を、より直接的に示して

いる。即ち古典経路においてEAC4bおよびEA（：4b－PAFに対するnativeな

l12の結合は岡程度であり、（：1によってC2aとC2bに分解される速度も同

じであった。しかし、EA（：4bに結合した（：2aが、ゆるやかに解離してい

くのに対して、EA（14b－DAFに結合している（：2aは大部分がすみやかに解

離した。　（図．3）

　また、ヒトK－X（：4bからもC2aがすみやかに解離しているが、1C6で処

理することにより、砲aがゆるやかに解離するようになった。（図．4）

　第二経路においてもE総43bおよびEAC43b－DAFに対するB因子の結合は

同程度であり、D因子によるBa，Bbへの分解速度も同じであったのに対

し、EAC43b－DAFにおいてはBbの解離：が、　EAC43bに比較して、速くなって

いた。　（図1．　5）

　以上の実験により、DAFはC2およびB因子のC4b，およびC3bへの結合

を阻害するのではなく、C4h2aおよび｛〕3b8bからのC2a，　Bbの解離：を促

進することによりC3分解酵素の活性を阻害することが明らかとなった。
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42　　マウス補体レセプターの研究：CR1の分布、　CR2の同定、

　　　CR1とCR2の免疫学的交差性

木下タロウ、竹田潤二、洪　卿秀、小園晴生、酒井寛、井上公蔵

　　　　　　　　大阪大学医学部　細菌学教室

目的

　　1型補体レセプター（cR1）は、　c3b、　ic3b、　c4bで標

識された異物を結合する。ヒトCR1は分子量約22万の膜タンパク

質で、赤血球、多形核白血球、マクロファージ、Bリンパ球等に広く

存在する。食細胞のCR1は、標識された異物の主食に働き、赤血球

CR1は、血中の免疫複合体（抗原．抗体．補体複合体、以下IC）：を

捕捉運搬し、肝クッパー細胞に伝達する。このようにCR1は異物の

クリアランスに重要な働きをしている。マウスは、異物のクリアラン

スの動物モデルによく用いられるが、マウス、モルモ・ント等では、赤

血球ではなく血小板がクリアランスに働くことが多くの研究で示され

ている。しかし、マウスCR1に対する抗体が作られていなかったの

で、各種細胞での分布など基本的な情報が欠如しており、　血小板に

CR1が存在し、　ICを結合しているかどうか不明であった。　我々は、

すでにマウスCR1を脾細胞から精製し、分子量19万のタンパク質
であることを報告した（Kinoshita　et　a1．，1985．」．　lmrnuno1．134：

2564）。　今回はマウスCR1に対する1モノクローナル抗体を作成し、

CR1の分布を調べたので報告する。

　　一方、2型補体レセプター（CR2）は、ヒトにおいて成熟Bリ

ンパ球に存在する分子量15万の膜タンパク質であると同定されてい

る。CR2の生理的意義は充分解明されていないが、　Bリンパ球の活

性化あるいは増殖に関与していると報告されており、またEpstein－

Barrウイルスのレセプターでもある。今回マウスのCR2を同定し、

またCR1とCR2の間に免疫学的交差性を見いだしたのであわせて
報告する。

方法

　　1）抗マウスCR1モノクローナル抗体の作成：マウス脾細胞抽出

液からC3一セファロースによるアフィニティークロマトグラフィー

でマウスCR1を部分精製した。　この標品で免疫したSDラットの脾
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細胞をマウスミエローマと融合し，得られたハイブリドーマの培養上清

をWestern　blotting法でスクリーニングした。　すなわち部分精製

CR1をSDS…　PAGEで分離後ニトロセルロース膜にtransferしておき、

これに培養上清を反応させた。ヨ、一ドで標識したウサギ抗ラットlgGで

モノクローナル抗体の結合したバンドを検出した。　こうして7種の抗

マウスCR1産生クローンを得だ。このうち3種のカッパ鎖抗体産生

クローン（8C12，7E9、7G6）から、マウス抗うットカッパ
鎖モノクローナル抗体一三ファローズを用いて抗体を精製した。

　　2）1mmunoprecipitation：細胞を10dogen　法を用いて1251で，

surface　label後NP40で抽出した。抽出液にモノクローナル抗体

を加え反応後、抗うット抗体一セファ画品スで抗原抗体結合物を集め

洗浄後SDS－PAGEのサンプルバッファーで溶出し、　SDS－PAGEで解析した。

　　3）細胞表面へのモノクローナル抗体の結合：細胞をヨードラベル

した抗体と室温で60分反応させた。　非特異結合の測定には、ラベル

していない抗体を過剰量同時に存在させた。　脾細胞、マクロファージ、

赤血球の場合には反応液をoi1（フ9JS酸ジブ甜：フタJS酸ジノニ｝；、6：4）に重

層し、遠心して沈澱と上清に分離しカウントした。　血小板は遠心で3

回洗浄後カウントした。

　　4）ロゼット反応：EC3bは、EAClgp4hu2huにマ
ウスC3を反応させce11当り6000分子のC3bを結合させた。

Ec3dはEc3bをマウスHとマウス　1で処理してEc3biにし
だ後、さらにtrypsin処理して得た。ラベルしたC3を用いてC3d

への分解が完全に進んでいることを確認した。

　　ロゼット反応は、　B－1ymphoma（WEHI　279，2PK3）をEC3bある

いはEC3dと37℃で30分間反応後観察した。　　抗体による阻
害をみる時は、　B－1ymphomaを抗体とあらかじめ室温で15分間処理

した後、indicator　ce11を加えた

　　5）CR1のコファクター活性の測定：1251で標識したマウスの

C3bをマウス1とCR1で37℃、60分間反応させ：た後、還元
SDS－PAGEでα’一cha　i　nの分解を解析した。

　　6）Flow　cytometry：マウスの脾細胞、胸腺細胞、腹腔細胞、末梢L

血細胞をモノクローナル抗体で間接蛍光染色し、スペクトラム川で

解析した。
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結果

　1）マウスCR1の分布。
　　モノクロー・・iナル抗体8C12は脾細胞表面に特異的に結合し、ま

たsu　rface　labe1した脾細胞の抽出液から分子量19万のCR1を

特異的に沈澱させた。　8C12は1因子によるC3bのiC3bへの
分解反応におけるCR1のコファクター活性を阻害した。ま：た、B－

1ymphomaとEC3bの間のロゼットを阻害した。これらの事から8C

12は、CR1のリガンド結合部位を認識する抗体であると考えられ
だ。

　　8C12を用いたflow　cytometryあるいは、ヨードでラベルし

た8C12の細胞表面への結合実験でCR1の分布を調べた。　CR1
は、脾リンパ球、末梢血リンパ球、末梢血穎粒球、腹腔マクロフフー

ジには存在したが、胸腺リンパ球には存在せず、ロゼット反応から予

想されていた分布が確認された。赤血球には、CR1は検出されなか

った。予想に反して、血小板にもCR1は検出されなかった。さらに、

以下の二つの結果からも、血小板にはCR1が存在しないと考えられ

te。即ち、8C12は、血小板とEC3bの間のロゼットを阻害しな

かった。また、surface　labe1した血小板の抽出液からは8C12

でCR1のバンドが検出されなかった。

　2）マウスCR2の同定と、　CR1との免疫学的交差性。

　　モノクローナル抗体7G6は、　surface　labelした脾細胞の抽出

液から、　CR1のバンドだけでなく分子量15万のバンドをも沈降

させた。そこで、EC3dとB－1ymphomaの間のロゼット反応に対する

影響を調べると、このCR2によるロゼットは、7G6で阻害された

（なお、8C12はこのロゼットを阻害しなかった）。また、7G6

は胸腺細胞にはまったく結合しなかった。これらの事から、7G6は

マウスCR2を認識していると考えられた。

　　もうひとつのクローン7E9もsurface　labe1した脾細胞抽出液

から分子量19万と15万の2本のバンドを沈降させたので、7E9

もCR2を認識していると考えられ：た。また、7G6と7E9を組み

合わせてCR1のサンドイッチラジオイムノアッセイが組め、それぞ

れ単独では組めなかっだので、二つのクローンは、異なるエピトーブ

を認識することがわかった。
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考察

　　　マウスCR1のリガンド結合部位に対するモノクローナル抗体

を用いてCR1の分布を調べたところ、Bリンパ球と食細胞に存在し、

Tリンパ球には存在しないという予想どうりの結果であった。赤血球

にはCR1がまったく検出されず、これもロゼット反応からの予想が

確かめられた。しかし血小板にもまったくCR1が検出されなかった。

これは、マウスにおいてICを運搬する血小板のimmune　adherence

receptorsがおそらくCR1とは異なるC3結合性因子であることを
示唆している。

　　　7G6がEC3dとB－1ymphoma間のロゼットを阻害すること、
脾リンパ球には結合するが、胸腺細胞には全く結合しないこと、そし

てヒトCR2の分子量が15万であることから、7G6の認識する分

子量15万の分子がマウスCR2であると考えられた。

　　　ヒトのCR1とCR2には、アミノ酸配列、　DNA塩基配列に
相同性が見いだされており、ともに60残基のアミノ酸配列が繰り返

している構造を持っている。またCR1のリガンド結合部位を認識す

るモノクロナール抗体がCR2と弱く反応する。　マウスのCR1と

分子量15万の分子に少なくとも2つの共通のエビトープが存在する

ことは、分子量15万の分子がCR2である可能性はさらに支持して
いる。
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43　　ヒトalternative　complement　pathwayを介してヒト赤血球を

　　　　　　溶解する抗ヒト赤血球モノクローナル抗体の検索

岡田則子　原田良子　秀島輝　亀好良一　岡田秀親

福岡大学医学部微生物学教室

〔はじめに〕

　自己又は同種の細胞膜上では補体の反応による障害がむやみに起こらないよう

に仕組まれている。そのような抑制因子として、例えば赤血球ではDAFやC8

binding　proteinあるいはho旧010gous　rest，riction　factor（HRF）等が知られ

ているが、これら膜上の種特異的補体反応制御因子の全体像を把握するには及ん

でいないと思われる。そこで我々は、ヒト赤血球に反応してヒトa1　te　rna　t，　i　ve

compiement　pathway（ACP）を活性化して溶血を起こすようにするモノクロー・一hナ

ル抗体の検索を行い、得られた抗体の反応分子についての解析をすすめている。
〔方法〕

　モノクローナル抗体の作製：ヒト赤血球（HuE）をBalb／cマウスに免疫し、

その脾細胞とP3U－1（Balb／c由来AZG耐性形質細胞腫株）とで抗体産生ハイブ
リドN・…■マを得た。assayは、　HuE，　Neu　ram　i　n　i　dase処理（Neu－HuE）およびPro－

te　i　nase－K処理HuE（Prot－HuE）の凝集（HA）および5mMMg・10mMEGTA－GVBにて

3倍希釈したヒト血清（HuS一ド董gEG↑A）添加による溶血（HL）反応を行った。

　DAF活性抑制効果の検討：ヒト赤血球よりNicholson－Wellerらの方法にて得

たDFA画分によるEAC　142の溶血活性の阻止効果に、得られたモノクロ・一一一ナルー

抗体が影響を及ぼすかを調べた。

　フローサイトメトリーによる細胞への反応性：FACS　Analyserを用いて有核細

胞及びモルモット血球への反応性を間接蛍光抗体法にて検討した。

　PNH患者血球へのIF5反応性：PNH患者（2例）血球をFico11－Paqueにて
赤血球と白血球分画に分けた。赤血球は更にHam　test及びSucrose　test：を行

い残った赤血球についてもフローサイトメトリーにより1F5反応性を検討した。

DAFのモノクロー・ナル抗体1C6を筑波大学藤田助教授より分与：を受け、同時に

検討しだ。

（結果〕

　①　得られた抗体産生ハイブリドーマは、HuEにHA活性を示すウェル368

のうち、HuS－MgEGTAで溶血するウェルは0であった。　Neu－HuEにHA活性を示

ずウユ：ル245のうち、HLを示したのが2ウェル、　Prot－HuEでのHA活性：を示

すウェル189のうちHLを示したのが2ウエルであった。　Neu－HuEでHL活性
のあるクローン1F5（lgGユ）及び1F9（1gG3），　Pro七一HuEで糺活性のあるクn

一ン7C8（IgM）及び3B2（lgM）を得たeこの4クロ．一・ン中1F5は、　HA価に比

較して最も強いHL活性を示した。

　②　各々の抗体のDAF活性抑制効果を検討した結果1F5は2鵬inhibition
を示した。他の1F9，7C8及び3B2は抑制効果を示さなかった。
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　③培養系細胞への各抗体の反応を調べると1F5はRaj　i（ヒトバーキットリ

ンパ腫由来），齪2（HTしV－1感染症ヒトT細胞株），　C24（ヒトメノラーマ由来）

の各細胞と反応した。3B2はC24と弱く反応した。1F9及び7C8は反応しなか
った。又1F5はモルモットの赤血球及び白血球とは反応しない。

　④　健康人赤血球では1F5は100X強陽性に反応するが、　PNH赤血球では症

例1で3礁，症例2で54％が陰性を示した。これらのPNH－EはHam　t，est後

には1錫及び3端に、Sucrose七est後には7％及び1罵に1F5反応陰性の
赤血球が減少した（Fi＄ure　1）。又、　PNH　・・白血i球にも1F5反応性の低下が認めら

れた。1C6反応性についてはFACS　Analyserでは検出感度が悪く、二次抗体法で

は解析はできなかった。

〔まとめ〕

　ヒト赤血球をヒトACPで溶解出来るようにする抗ヒト赤血球モノクローナル

抗体を作ることは出来なかった。しかし、膜上シアル酸が種とは無関係にACP

を抑制する効果のあることが分かっている（⑪kada　N．　et．a1．　Nature　299，261

1982；Immunology48，1291983）ので、1　eu　raminidaseでシアル酸を除いて検討

し、1F5モノクローナル抗体を得た。この1F5はヒトの赤血球のみならず、白

血球や他の癌細胞にも広く存在する抗原を認識するが、この抗原はモルモット血

球には存在しない。この1F5が非常に弱いながらDAF活性の抑制を示したこと

から抗DAFモノクローナル抗体1C6と対比して検討を進めたが、フローサイト

メトリーによる抗原分布の違いより、1F5は抗DAF抗体とは異なるものと思わ
れる。PNH患者血球における】F5　negative　p（）pu七a七i（mの出現及びHamもe就，

Sucrose七estによる異常赤血球除去によるその減少は、1F5抗原の消失が本疾

患と明瞭な相関を持つことを示している。

　PNHは、補体反応に影響する分子として、　DAF欠損（擁edo側。E．　et，．al．Proc．

紘A．S．82，29801985；Dav　i七2　M．A．　et．al．」．Exp．Med．163；11501986）のみなら

ず、Hotno　1　ogous　res七riction　factor（Zalman　E．T．　et．al．　J．Exp．Med．165，572

1987）の欠損も報告されており、これらの分子と同様にphos　phatidylinosito1を

anchor　lipidとするアセチルコリンエステラー・一髪の欠損（Fu七eman　A．H．　e七．

ai．Biochem．」．226，3691985）等、　PNH血球異常の統一的な解釈もなされつつ

ある。我々の得te　lF5モノクローナル抗体の反応分子の同定を現在進めている。
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44 ヒト血液細胞におけるMembrane
cofac七〇r　protein（MCP）の分布

瀬谷司，John　P．　Atkinson

Washington　University　School　of　Medicine，　St．Louis

［はじめに］

　ヒト補体の活性化によって、異物（ある種の細菌など）は破壊をうけるが、

正常自己細胞は破壊を免れる。この補体の自己認識のmechanismは長く不

明であったが、近年、細胞上の補体制御因子であるDecay－accelerating

factor　（DAF），　C3b　receptor　（CRI），　Homorogous　restriction　faetor　（HRF）

によるr宿主細胞の自己補体からの防御』が示されっっある。我々はヒト血

液細胞およびce11－lineから、1のcofactorとして働く新たな制御因子

を同定し、Membrane　cofactor　protein（MCP）と名づけた。　MCPは1）SDS－

PAGEでMr　45，000～70，000、多くはdoublet、2）1のcofactorとして

C3b，　C4bをiC3b，　iC4bに限定分解する。3）Decay－accelerating

activityはもたない。従って、　MCPの活性のprofileはDAFのそれと相

補的である。4）恐らくは自己細胞上に沈着したC3bを不可逆的に不活性化す

るように働く。などの点が明らかにされてきた。今回、我々は、ウサギ抗ヒ

トMCP抗体を作成し、血液細胞上のMCPの分布を調べたので報告する。

［方法］

　MCPの精製及び抗体作成；MCPはヒトT　celHine，　HSB－2から既報のご

とく精製した。抗体はMCP　O．3ugを6度にわたってウサギに免疫して得た。

　Cofactor活性；Methylamine処理C3を、SH蛍光試薬，DACMで標識し、

DACM－C3MAとした。一定量のDACM－C3MAと1をMCPのサンプルに加え、37

℃、2～6時間インキュベートした。C3の蛍光α鎖がα1　fragmentに変

換した割合（％Cleavage）からMCPのCofactor活性を見積もった。

　血液細胞の分離；Heparin加新鮮血（10m1）から遠心でplatelet　rich

Plasma（PRP）を調製し、　PRPからplatelets（PL）を得た。残りの沈降細

胞から、Fico11－Hypaque法によってmononuclear　cellsを分離した。　poly－

morphonuclear　leukocytes（PMN）とerythrocytes（E）はFico11の沈澱
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画分にmethylcelluloseを加え、沈降分離法によって精製した。

　Flowcytometry；一次抗体のソースとして、抗MCP　F（ab’）2を調製した。

二次抗体として、FITCをラベルしたヤギ抗ウサギIgG抗体を購入した。マー

カ■…一一抗体としてPhycoerythrinをラベルした以下のものを購入した；Leu2a

（Suppressor／cytotoxieT），　Leu3a　（HelperT），　Leu3m　（Monocyte），　Leull　（

NKce11），　Leu12pe（Bcell）。分離した血液細胞を一次抗体及びplasrnaと混

ぜ、30分後に洗浄した。次に細胞に二次抗体、plasma、ヤギlgGを加えて、非

特異的な二次抗体の吸着を防ぐとともに蛍光染色を施した。Two－

dimentional　flowcytometryの場合、二次抗体と共にマーカー抗体も加え、緑・

赤の同時染色を施した。洗浄後、直ちにFACS4000（Becton－Dickinson）で細

胞の蛍光解析を行った。

　Immunoprecipitat　ion；細胞のsurface－labelingはLactoperoxidase法

で行った。有核細胞及びPLはそのまま、EはghostにしてからNP－40で

可溶化し、抗MCP抗体とStaph　Cowan（Calbiochem）でimmunoprecipitation

を行った。サンプルはSDS－PAGEとautoradiographyで解析した。

［結果］

　抗MCP抗体のcharacterization；抗MCP抗体はMCPのcofactor活性を

阻害したが、CR1，　H，　C4bpのcofactor活性を阻害しなかった。この抗体は

DAF，　CR1，　Hと全く交叉しなかったが、痕跡量のC4bpを認識した。　MCPが

C4bpと共通のdeterminant　antigenを持つ可能性を、現在検討している。

　血液細胞におけるMCPの分布；Flowcytometryとimmunoprecipitation

によって、各血液細胞のMCPの分布を調べた。　MCPは、　Eにはないが、　PMN，

PL，　mononuclear　cellsには存在した。　mononuclear　cellsのsubsetsを、

さらにTwo－dimentional　flowcytometryで解析し、　SuppressorT、　HelperT，

NK，　B　cellのリンパ球群とMonocyteがMCPを持つ事が判った。即ち、

MCPはEを除く全血液細胞に存在し、極めて広い分布を示す事が明らかとなっ

た。　immunoprecipitationの結果は、1）総ての個体が、高分子性MCP（MCP

一H）と低分子性MCP（MCP－L）を発現し、2）遺伝的に規定されるMCP－H

dominant，　MCP－L　dominant，　equal（Hとしがほぼ等しい）の3タイプに明

瞭に分けられうること、3）このタイプはPL，　LymphocytesのMCPに反映さ

れるが、PMNには反映されず、4）いかなるタイプのMCPをもつ個体でも

PMNはMCP－Hに類似の単一のMCPのみを発現すること、などが明らかになつ
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た。他の結果も併せて、まとめをTable1に示す。

［考察］

　MCPは従来、　C3b－affinity　isolationの手法を用いて、　C3b結合性膜蛋

白質，gp45－70として報告されてきた。同じaffinity　isolationの方法で、

Coleらは9P45－70の分布を調べ、　EとPMNには存在しないと報告した。

従って、今回の結果は、PMNにMCPがあるとする点で、従来の報告と異なる。

さらに、PMNのMCPは、これまでimmunoprecipitationによって知られた

mononuclear　cellsのMCP，　PしのMCPと種々の面で相異することも、今回

明示された。抗体との反応性が極めて良い点、分子量がMCP－Hとほぼ相似な

点などから考えて、PMNのMCPは一次構造において他と異なるのではなく

て、むしろce11－surfaceへのexpression，またはpost－translational

modificationなどにおいて他と異なると、考えている。　ColeらがPMNの

MCPをaffinity法で殆ど検知できなかったのは、1）細胞内にC3結合性

（またはMCP結合性）蛋白質があって、　MCPとC3bの結合を妨げた、という

可能性の外に、2）PMNのMCPは、　CR1のように、普段cell－surfaceに

expressされていない、3）PMNのMCPの、蛋白質化学的性質が他と相異し

ており、この相異がC3への結合性を弱めている、などの可能性が考えられ、

現在検討中である。

Table　1．

Surnmary　of　properties　of　MCP

E

PL

PMN

Lymph

Mono

MCP　antigen　SDS－PAGE　（Mr）

十十

十十

十十

十

オ

D（60k，55k）

S＊　（6　2k）

一D　（60k，　55k）

つ
●

P工

4．3－3．7

4．8－4．1

4・3－3e7

つ
・

Cofac　tor

十

十十

十

つ
。

＊D，　doublet；　S，　singlet
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45　　　正幣七ル七戸血清によるインフ，レエソり＾B型ウイ1以
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46 マレック氏病ウイルス（MDV）感染症におけるニワトリ補体

活性化の影響

大田博昭n中島感心2）池森豊1）加藤四郎2）岡田秀親3）

1）ゲン・コーポレイション　2）大阪大学微生物病研究所

3）福岡大学医学部微生物

［はじめに］

　多くのウイルス、中でもEBウイルスのような腫瘍原性を持つウイルスについ

て、その感染細胞は抗体非依存性に補体の活性化能を持つことが知られ、病原性

との関連が注目されてきた。MDVはニワトリに内臓腫瘍を発現させたり、あるい

は神経系に病原性を示すherpesウイルスである。また、主として呼吸器ルート

で感染増殖し、Bリンパ球、　Tリンパ球と次々に感染し、長い潜伏期間を経たの

ち発症することが知られている。MDVは3つの血清型があり、病原性を有するウ

イルスは1型に属する。本研究は、病原性の異なったMDV株を感染させた細胞

の補体活性化能について比較し、病原性との関連を検討した。またMDVの隣接部

位の組織反応、C3の沈着についても合わせて検討した。

［材料と方法］

MDV：表1に示すような3つの血清型9株を実験に用いた。

細胞：初代ニワトリ胚（CE）細胞を通常の方法で培養し用いた。

補体：3～5週齢のSPF鶏より採血した血清をプールし、補体として用いた。

　　　この血清の溶血活性は古典的経路1：24～32、第2i経路1：20～24の範囲

　　　にあった。

［結果］

　IVIDV感染細胞による補体の活性化

　MDVの各説をCE細胞に接種し、24時間後あるいは72時間後に無固定のまま

新鮮血清、EGTA－Mg添加によるCa2＋イオンキレート血清あるいはDecomplemen－

ted血清（熱処理またはZymosan処理による）と反応させ、その感染細胞膜上に

C3の沈着が起こってくるかどうかをFlTC－antic3を用いた蛍光抗体法で検出し

補体の活性化能を調べだ（表1）。

　MDV各株を細胞に接種した時、すべての！vlDV株において接種24時間後の細胞

にはCPεは全く認められなかったが、72時間後においてはCPEが認められた。

腫瘍原性のあるGA，川C，　BC／C20のウイルス接種24時間後と72時間後の感染

細胞を新鮮血清あるいはCa2＋イオンキレート血清と反応させた時にC3の沈着

が観察された。同じ血清型1に属する非腫瘍原性のBC／C53とC2株は腫瘍原性

を持つ株と異なり、比較すると、ウイルス接種24時間後の細胞ではCa2＋イオ
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ンキレート血清との反応でC3が認められなかった。血清型llに属するHPRS－24

およびSB－1株は血清型1の非腫瘍原性のウイルス株と同じ結果であった。さら

に血清型皿に属するFC－126および0－1株感染24時間後の細胞はいずれの血清

との反応においてもC3の沈着は認められなかった。この結果から、？viDV感染初

期の細胞の補体活性化能と、lvlDV株の腫瘍原性に高い相関があることが示唆され

た。

　MDV接種部位における感染初期の組織像と。3の沈着　ln　vi七roで見られた感

染細胞の補体活性能がMDV感染ヒナにおける組織学的変化にどのように影響する

かを知る目的で、GA，　SB－1，　FC－126の各株：を1日齢ヒナに接種し、3日後の接種

部位の組織化学的な変化とC3の沈着の有無を調べた。　GA株接種ヒナにおいては

ドット状にC3の沈着が認められたが細胞侵幽幽の組織反応はほとんど認められ

なかった。一一方、SB－1株とFC－126株接種ヒナにおいてはC3の沈着は認められ

なかったにもかかわらず、偽好酸球、リンパ球の弱い細胞浸潤が認められた。

［考察］

　MDV感染の比較的初期であるウイルス接種後24時回目の感染細胞において、

腫瘍原性を持つGA，　JMC，　BC／C20株の感染細胞はCa2＋イオンの存在、非存在の

両方の条件でニワトリ新鮮血清と反応させた時、C3の沈着が認められた。　Ca2・

イオン非存在下でのC3の沈着は非腫瘍原性のe“IDVでは認められなかった。従っ

て岡DV感染細胞のCa2＋イオン非依存性の補体活性化能と腫瘍原性の発現との間

に関連性の存在がうかがわれたが、それを説明しうる作業仮説は立て得るに至っ

ていない。しかし、ウイルス感染24時間後において、非腫瘍原性の血清型1と

llに属するMDV各株感染細胞でみられたCa2＋イオン依存性の補体の活性化は、

第1経路を介して行われるものと考えられる。一方、すべてのMDV株接種72時

間後の細胞にはCPEが現れ、これらの細胞はCa2＋一イオン非依存性にC3の沈着

が認められたが、これはCPEの結果、細胞内容物が露出し、そこに補体が反応し

た可能性が考えられるので、この点についての検討を行う必要が残されている。

組織学的な検討において、腫瘍原性を持つGA株の接種ヒナにC3の沈着は認め

られ、非腫瘍原性の！VIDVではC3の沈着は認められなかった。この結果はin　v－

i七roの結果とよく一致している。しかし、鶏痘ウイルスのワクチン株で認められ

たような炎症性の細胞反応（第23回シンポジウム）はGA株接種ヒナにおいては

ほとんど認められず、逆にSB－1やFC－126接種ヒナの方が強いものであった。

GA感染細胞は補体を活性化するにもかかわらずchemotactic　factor等の働き得

なかったことになり、その理由の解明を今後の課題としたい。
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補体研究会（補体シンポジウム）会則

1．総　　則

（1）本会は補体研究会（The　Japanese　Association　for　Complement

　　Research）という。

（2）本会は補体研究ならびにこれに関連する分野の進歩発展を図ることを目的と

　する。

（3）本会は前条の目的を達成するため，次ぎに定める事業を行う。

　　1）年1回以上にわたる総会ならびに学術集会（補体シンポジウム）の開催。

　　2）内外の関連学術団体との連絡および協力。

　　3）その他の必要な事業。

H．会　　員

　（4）本会は，補体研究ならびにこれと関連する分野の学問の研究を志す人々をも

　　って組織される。

　（5）本会に会員として入会を希望する者は，所定の申込書に必要事項を記入し，

　　会費を添えて本会事務局に提出するものとする。

　⑥　本会の会費については細則で定める。

（7）会員は学術集会において，その業績を発表することができると共に，その抄

　　録集の配布を受ける。

　（8）会員で故なくして2年間会費を滞納したものは退会とみなす。

　（9）本会の名誉を著しく穀損した会員は，運営委員会の議を経て除名することが

　　できる。

皿．役　　員

　⑩　本会に次の役員をおく。

　　　　運営委員………若干名

　　　　事務局長………1　名

　　　　監事………2名
　　　　補体シンポジウム当期および次期世話人………2　名

　aD　運営委員は会員から選挙により選出し，任期は4年とし連続の再任は認めな

　　い。細則で定めるところの選挙規定に従って2年毎に選挙を行い，半数ずつ交

　　代するものとする。

　a2）事務局長の選出は運営委員会が行い，総会での承認を得て決定する。

　　　任期は4年とし，再任を妨げない。
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a3）監事は，運営委員経験者の中から運営委員会が選出し，総会での承認を得て決

　定する。

a4　監事は会計および選挙等を監査する。監事の任期は4年とし，留任は認めな

　い。任期中監事を辞任するものが生じた際には，所定の手続きを経て速やかに

　後任を補充するものとし，その際の任期は前任者の残留期間とする。

⑮　運営委員会は，運営委員，補体シンポジウム世話人（当期及び次期）および

　事務局長よりなる。

a6）運営委員会は，構成員の過半数の出席を要する。

a7）運営委員会は会務の審議，本会の運営にあたる。

姻　補体シンポジウム世話人は，運営委員会が選出決定する。

ag）補体シンポジウム世話人は，補体シンポジウムを主宰する。

⑳　補体シンポジウム世話人の任期は，前期補体シンポジウム開始時に始まり，

　主宰補体シンポジウム終了時に終わる。

IV．学術集会・総会

　⑳　年次集会（補体シンポジウム）を行う。時宜に応じて必要な集会を開催する

　　事ができる。

　⑳　運営委員会は，補体シンポジウム開催中または必要に応じて事務局長がこれ

　　を招集する。

　㈱　総会は年1回，補体シンポジウム開催中に当期世話人が招集し，運営委員会

　　決定事項の報告と必要な討議を行い，承認を求める。

V．会　　計

　⑳　経理会計は事務局に於て行う他，必要に応じ補体シンポジウム世話人もこれ

　　にたずさわる。

　㈱　本会の経費は，会費・寄附金・その他の収入および利子をもってこれにあて

　　る。

　㈲　補体シンポジウムにおいては，出席会員から参加費を徴収することができる。

　伽　本会の会計年度は1月1日に始まり，12月31日に終わり，総会に於いて会計

　　報告を行う。

　㈱　監事は会計の監査を行い，その結果を総会に於いて報告する。

V【．会則変更

　29）本会の会則を変更する場合には，総会出席会員の3分の2以上の賛成を必要

　　とする。
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附　　則

　　この会則は昭和60年3月1日より施行する。

細 則

1．会　　費

（1）本会の年会費は当分の間年額5，・OOO円とする。但し学生会員（学部学生及び

　大学院学生）は3，000円とする。学生会員は学生証の写し等を毎年度事務局へ

　提出し，確認を受けるものとする。

ll．選挙規定

　　運営委員の選出は，当分の間次の規定に従って行う。

（2）運営委員の定数は6名を原則とする。

（3）選挙事務は事務局において行う。

（4）運営委員の選挙にあたり，運営委員候補者名簿を作成する。

（5）運営委員候補者として，任期満了の運営委員は3名，運営委員経験者は1名

　を推薦する事ができる。

⑥　事務局は，運営委員候補者名簿および投票用紙を，会員に総会開催2ケ月前

　までに郵送し，会員はそれにもとずき，所定の日時までに3名連記で投票を行

　う。

（7）開票には，少なくとも監事1名の立会いを必要とする。監事は，開票結果に

　もとずいて，得票数の上位3名の運営委員と次点1名を定め，運営委員会およ

　び総会に報告する。

（8）次点者は運営委員に欠員が生じた場合に，その任に当たる。

皿．事務局

　（9）本会の事務局は当分の間，福岡大学医学部微生物学教室におく。

附　　則

　　細則（1）は昭和62年度より施行する。
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現在の役員は次の方々です。

事務局長

運営委員

　／1

　／1

　11

　／1

　／1

監　　事

　／1

親
基
肇
聰
治
三
康
弥
昇

秀
哲
　
　
滋
禎
　
真

田
野
村
石
沢
田
山
井
村

岡
天
北
白
長
藤
行
稲
田

（福岡大・医）

（岡山大・医）

（大阪府立成人病センター）

（愛姫大・医）

（北大・薬）

（筑波大・基医）

（東大・医）

（大阪医大）

（筑波大・基医）
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医療史に残る

数々の医薬品開発の

豊かな経験と実績をみまえて……

創立以来120余年、

ヘキストは化学のあらゆる分野で、

また世界130力国の国々で

活躍を続けている総合化学会社です。

とくに医薬品の分野では、

解熱鎮痛剤アンチピリンをはじめ

抗ジフテリア血清、ツベルクリン、

サルバルサンなど世界の医薬品史に残る

高水準の製品を生み出してきました。

細菌学者ロベルト・コッホ、

免疫学の創始者エミール・フォン・べ一リング、

そして化学療法の先駆者パウル・エーリッヒ。

ヘキストは、ノーベル賞受賞のこれら偉大な科学者との

共同業績を今日にうけ継ぎ、

数多くのすぐれた医二品の提供と、

年間約700億円、世界各国で4，200名以上の

スタッフを投入して明日の医療に貢献する

医薬の研究開発活動を続けています。

日本でも、

現在話題のバイオテクノロジーの分野にいち早く進出、

モノクローナル抗体技術の確立と

その臨床応用をめざし、

将来の新薬創製に向けての

新たな第一歩を踏み出しています。

ヘキスト，”vJkO－v株式会社
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i　用法艦用盤　　　　通常ほヨ39を｝　一一一3回｛こ分月長。　　　；

1　　　　　　但し症状により適宜増減しま嵐i

副作用、使驚上の注置ほ添付文書をご覧下さいQ

　翻するとされています。

②担癌状態および抗悪1生腫瘍剤投与による宿

　の免疫能の低下を阻止、もしくは正常レベノ1

　向って回復させます。

③他抗悪性腫瘍剤、腫瘍切除、放射線照射

　併用効果が認められています。

④臨床上、食欲増進、体重増加等、全身状魁

　改善が報告されています。

　　　　三共株式適齢〒勲棘都軟区燃2・・？


