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　　　　　　　　　　　　御　　案　　内

受　　　付

　　シンポジウム第1日（6月3日）正午より会場入口で行います。参加者は

　　　　年会費（抄録代、会場費）　　　　　　4，000円

　　　　参加費（宿泊費、食費、懇親会費）　20，000円

　　を支払い、必ず名札をつけて御入場下さいbその際、抄録集をお受けとり下さ

　い。

　　ご宿泊の部屋案内、朝食券、夕食券、懇親会券、予約金支払済みによる差引金

　などご確認下さい。

講　　　演

　発表時間は1題10分、討論10分、計20分以内。スライドの枚数に制限はありませ

　んが、時間厳守をお願い致します。

　　スライドは35mmサイズをご使用下さい。プロジェクターは1台です。

宿泊と食事

　　当月受付で宿泊の部屋をご案内いたします。　（2人で1部屋、ツインルーム）。

　　食事は、6月3日夕食、4日朝・昼食および懇親会、5日朝食を用意致します。

懇　親　会

　　6月4日㈹シンポジウム第2日終了後行います。

運営委員会

　　6月4日㈹シンポジウム第2日昼食時に行います。場所は当日委員各位にご案
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内致します。

会　　　場

　　ホテル奥道後 松山市末町267　電話0899－77－1111㈹

交

航空便

新幹線

船

会場へ

通

東京、名古屋、大阪、福岡、宮崎、鹿児島から松山空港行航空便があ

ります。空港から松山市駅へはバスで250円・タクシーで1，300円。

広島で下車、水中翼船かフェリーで松山観光港へ、観光港から市駅ま

でバス400円、タクシー2，000円。

大阪、神戸、別府、大分、小倉から観光港行船便があります。

本州、九州から四国行カーフェリーがたくさんあります。

空港、観光港からは直接会場（奥道群行）へ行く黄色いバスがありま

すが便数は少いです。松山市駅、国鉄駅からは20分ごとに奥道後行の

黄色いバスがあります。

（空港、観光港からいったん松山市駅へ出るのが得策です）

市駅から会場までタクシーで約20分、1，700円前後。

同封の松山市内案内図をご参照下さい。
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第1日　6月3日（木）

’12：00～　　　受付開始

13：00　　　　　開会の挨拶　　　　　　．　世話人白石　　聡

13：10～14：50　　　　　　　　　　　　座長稲井　真弥，北村　肇

　1．マイクロプレート光度計による溶血反応の簡易測定法

　　　　　　　　　　　　東：北大・早口・免疫　　　　　　　　奥田　智子　　○桑嶋　りつ

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　橘　　武彦

　2．Laser　Nephelometerによるnat｛ve　C3の測定とC．C．1（Complement　conver・

　　　sion　index）の検討

　　　　　　　　　　　　高野病院・免疫生化学　　　　　　中嶋　憲章

　　　　　　　　　　　　昭和天・第1内科　　　　　　　　韓　　啓司　　杉崎　徹三

　3．献血者における補俸第9成分欠損者のスクリーニングについて

　　　　　　　　　　　　大阪府赤十字血液センター　　　　吉村　敬次　　南川　　正

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　大軒　一F郎　　大久保康人

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　山口　英夫　　田中　正好

　　　　　　　　　　　　大阪医大・病態検査　　　　　　　赤垣　洋二　　稲井　眞弥

　4．C9活性が低値を示す例が多数発見されたC5欠損症の家系について

　　　　　　　　　　　　福岡県赤十字血液センター　　　　木ド　「彰子　　深川　謙二

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　前IH　義章　　吉成　意馬

　　　　　　　　　　　　大阪医大・病態検査　　　　　　　赤垣　洋二　　稲井　真弥

　5．梅毒血清中のlgMs抗体とそのTPIA活性について

　　　　　　　　　　　　臨床研・生体防衛　　　　　　　　　田中　　忍　　北村ふじ’f一

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　鈴木　貴和　　嶋田　孝吉

　　　　　　　　　　　　都立大久保病院・皮膚科　　　　　河島　敏夫

1　4：’ T　0　一一1　5：　2　O　Coffee　Break

15：20～17：00　　　　　　　　　　　　座長近藤　元治，行山　　康

　6．脳脊髄液中の補体活擁についで

　　　　　　　　　　　　鹿児島大・第3内科　　　　　　　佐野　雄ニ　　ル形　昭弘

　　　　　　　　　　　　大阪府立成人病センター　　　　　北村　　肇　　永木　和義

　7．急性糸球体腎炎に於けるAlternative　Complement　Pathway　Activatorの検討

　　　　　　　　　　　　日本大・第2内科　　　　　　　　藤田　宜是　　宮地　秀尚

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　関　　正人　　栃原　啓子

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　大井　洋之　　波多野道信

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　3



　8．パルス療法の補体への近接効果

　　　　　　　　　　　虎O．門病院腎センター　　　　　　鈴木

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　内田

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　原：

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　二瓶

　9．血液透析患者補体価の血清一血漿解離

　　　　　　　　　　　虎の門病院腎センター　　　　　　鈴木

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　内田

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　原

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　二瓶

　10．各種疾患における補体の免疫複合体の可溶化能

　　　　　　　　　　　岡山大・第3内科　　　　　　　　相原

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　天野

1　7：　OO　一一1　7：　20　Coffee　Break

17：20～18：40　　　　　　　　　　　座長吉田

　11．ClqとlgGとの反応に関する検討

　　　　　　　　　　　矯島県立医大・第2内科　　　　　．吉田

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　森藤：

　12．低温での補体の活性化（cold　activation）に関する検討

　　　　　　　　　　　東：京ノく・牛勿療内不斗　　　　　　’　　　　　　行山

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　広瀬

　　　ついて

　　　　　　　　　　　大阪医、k・病態検査　　　　　　　赤垣

　14．補体による沈降反応の阻害

　　　　　　　　　　　大阪大・細菌　　　　　　　　　　洪

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　村ヒ

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　井h

好夫　　望月賀世子

順子　　岡崎　祐子

茂子　　葛原敬八郎

　宏　　三村信英

好夫　　望月賀世子

順子　　岡崎　祐子

茂子　　葛原敬八郎

　宏　　三村信英

　泰　　桑島　紀夫

論点　太由善介

浩，天野哲基

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　浩　　渡辺　　進

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　隆夫　　粕川　礼司

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　康　　吉田　健三

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　俊一

13．ヒトIgG抗体のF（ab’）2を含む抗原抗体複合1本：による補体第2経路の活性化に

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　洋二　　稲井　真弥

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　頭並　　金光　直美

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　良子　　木下タロウ

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　公蔵
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第2日 6月4日（金）

9：　OO　一一1　0：　20 座長白石 聡，長沢滋治　’

15．　Selective　Complete　Deficiency　of　Clq　in　a　Patient　with　Lupus　Erythema－

　　tosus－like　Syndrome

　　　　　Hiroshi　Nishino，　Kazuhiko　Shibuya，　Yoshihiko　Nishida，

　　　　　Mitsunori　Mushimoto　and　Masaaki　Kosaka．

　　Department　of　lnternal　Medicine，　Matsuyama　Red　Cross　Hospital，

　　First・D．epartment　of　lnter’nal　Medicine，　Tokushima　University．

16．C1欠乏血清を用いたC1溶血活陛測定とその応用

＋　　　　　　　　　　浜松医科大・第2生理　　　　　　高田由美子　　高田　明和

17．　BII　DING　OF　PLASMA　FIBRONECTIN　TO　Clq

　　　　　Kono　1，　Sakurai　T，　Fuj　ita　T“and　Tamara　N“

　　Department　of　lnternal　Medicine，　lnstitute　of　Clinical　Medicine，

　　　　　　　　　　　　　　　　　　and

　＊Department　of　lmmunology，　lnstitute　of　Basic　Medical　Sciences，

・　・The　University　of　Tsukuba．

18．マウスIgG1のC1結合能について、　’1

　　　’　　　　　　　愛媛大・細菌学教室　　’　　　　　岡田真理子　　高橋　和郎

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　内海　　爽

10：20一一一10：40　Coffee　B　r　eak

1　0：　40　一一1　2：　OO 摩長永木　和義，奥田　智子

　19．ヒト補体第1成分Clrの活性化機構の研究

　　　　　　　活性化中間体の生成一

　　　　　　　　　　　　　北大・薬学・衛生化学　　　　　　笠原　義典

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　長沢滋治

　20．ヒト補体第一成分C1の活性化

・　　　　　　　　　　　　大阪大・蛋白研・機能制御部門　　新延　道夫

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　藤井節郎

　21．アミノ酸及び類似物質によ’るC1活性化抑制

　　　　　　　　　　　　　浜松医科大・第2生理　　　　　　高田　明和

　22．合成蛋白分解酵素阻害剤、FUT－175とその抗補体作用

　　　　　　　　　　　　　大阪大・蛋白研・機能制御部門　　人見裕司

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　猪狩伸比古

12：00～14：00　昼　　　食（運営委員会）

高橋　和彦

小山　次郎

上野　佳彦

高田由美子

本多　敏之

藤井　節郎

5



14：00～15：20　　　　　　　　　　　　　座長　橘

　23．漕1生化C2のC4b非依存的なC3コンベルターゼ活性

　　　　　　　　　　　　北大・薬学部・衛生化学　　　　　山下

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　小山

　24．C3欠損症患者血清中のC3様物質について

　　　　　　　　　　　　大阪府立成人病センター　　　　　北村

　　　　　　　　　　　　京都府立医大・法医学　　　　　西向

　　　　　　　　　　　　鹿児島大・第3内科　　　　　　　佐野

25．ニジマスのC3

26．ニジマスのC3

1．精製とその生化学的性質．

金沢大・がん研・免疫生物

滋賀医大・第一生化

金沢医大・血清

ll．二種のアイソタイプの存在’

金沢大・がん研・免疫生物

愛知がんセンター・生化学

Coffee　Break

　　　　　　　　　　　　座長

中
橋
町
上

野
高
岩
山

中
橋
部

野
高
田

武彦，鳥巣　要道

昭
郎
　
肇
明
二

憲
次
　
　
弘
雄

長沢　滋治

永木　和義

　勝　　坂井俊之助

守信

正佳

宣夫

　勝　　坂井俊之助

守信

一史

15：20一一15：40　Goftee　Break　．

15：40～17：00　　　　　　　　　　　　　　井上

　27．可溶化過程i二おけるC3とIgGの結合

　　　　　　　　　　　　筑波大・基礎医学系　　　　　　　高田　裕子

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　田村　　昇

　28．（1→3）・β一D一グルカンに結合するマウスC3の分解産物

　　　　　　　　　　　　国立がんセンター・化学療法部　　松下　　操

　　　　　　　　　　　　ウイルス部　　　　　　　　　　　岡田　秀親

　29．モルモットC8の構造と活性について

　　　一分離精製したα一γサブユニットとβ鎖からの再構成実験一

　　　　　　　　　　　　大阪大・医・細菌　　　　　 木下タロヴ

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　井上　公蔵

　30．グルタチオンによるC5b・9複合体のC9サブユニット間の架橋反応

　　　　　　　　　　　　金沢大・がん研・分子免疫部　　　山本　健一

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　右田　俊介

17：00Av18：30　Chairman　Dr．
　　　　　　　　　　　　　　　　Prof．　lrma　Gig］i　（Univ．　of．

19：00一　　懇親会

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　6

公蔵，深山　昭雄

藤田　禎三

佐々木琢磨

洪　　卿秀

川島　孝則

Kusuya　Nishioka

　New　York）



第3日　6月5日（土）

9：　OO　一一一10：　20 座長高橋　守信，岡田　秀親

31．　CLEARANCE　KINETICS　OF　SOLUBILIZED　IM　M　UNE　COM　PLEXES

　　IN　M　ICE．

　　　　Nobuyoshi　Takahashi，　Teizo　Fujita，　and　Noboru　Tamura．

　　Institute　of　Basic　Medical　Sciences，　The　University　of　Tsukuba．

32．マウス株化マクロファージの補体B蛋白の合成・分泌

　　　　　　　　　　　名古屋保健衛生大・医・微生物　　森山　　剛　　川本　保子

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　深山　昭雄

33．マウス脾臓マクロファージのB因子産生　　　　　　　　　　　　　　　　　　、

　　　　　　　　　　　名古屋保健衛生大・医・微生物　　川本保子　　森山　　剛

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　深山　昭雄

34．Cobra　venom　factorを結合したConcanavalin　Aによる細胞膜表面への補体活

　　性化能の導入

　　　　　　　　　　　国立がんセンター・ウイルス部

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ら　　　　　田中　博子　　池之谷正克

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　岡田　秀親

10：20－10：40　Coffee　Break

10：　40　一一11：　40 座長田村　　昇，内海

35．RSV誘発腫瘍細胞による補体の活性化
　　　　　　　　　　　東大・医科研　　　　　　　　　　甲斐知恵子

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　’　　　　　　　山内　一也

　　　　　　　　　　　国立がんセンター　　　　　　　　岡田　秀親

36．（ヨycophorinによる喰反応抑制と補体代替経路抑制の相関について

　　　　　　　　　　　愛媛大・医・細菌学教室　　　　　助川　鶴平

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　岡田真理子

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　内海　　爽

37．血清中の補体第2成分（C2）蛋白量の測定と疾患時における変動

　　　　　　　　　　　九州大・医・第1内科　　　　　　上田　　章

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　岩橋　徳二

　　　　　　　　　　　佐賀医科大・内科　　　　　　　　木須　達郎

爽

吉川　泰弘

四宮　博人

加納　　重

鉢嶺　一男

草場　公宏
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1

マイクロアレート光度計による溶血L反応の簡易1則定ヲ云

　　　　　奥田智子・。寮嶋りつ・橘武彦・東三野学二三・免疫

目的1　補体浩性の測定κおいて三二ヒツジ赤f四捨の；lbe反応を利用する

ブ「ラ去は占くがら用いられていろものであろが．硯荘でもなお極めて重工な

方法ピな．ている。しがし試験層ぞ用いて反応後、」回暦のヘモゲロビンを

分光光度計でラ則定する方’法1；手間も〃、がるレ、9g量の誠：薬を，メ’尋とすろ。

・ま穴マイクロフ・レートを用・tる声卸三法があろカベ、、こMは血zラ青学’的な半定量

ラ去で余りt〈・M・ゆ婦課しカ・’（5らMza　v，。最下縣抗四丁普及κ伴・マ

マイクロアレートで庚応後、その養ま比色すろ分光計が市販されてvsる。

噛そこで’港図」夜応1くもこれを利用で臨きるがどうカ、をオ湿した。毛デ，レ夢判験と

してヒト二二の補体価を測定した．

方法と結呆：

　1）　マーイクロフ・レート，てついて．　反応奉冬了後瘡位せずK残ッ六位」球を

含んだ蒜分光器κカ・けるのでマイクロアレrトのπの形力嘆要な因子セ

なろ』U型．V墾、乎底、．さら’κデ4ス㎡一ザプ）1／　．リゾット、’NO一マネ

ジトの種々の96党のマイク．ロ7レートKついて検討レ茨緒象．切型でデ4

スホr一ザブル型のもの力三惑庚：、襯性の，R、で声門適切であろ！多が分ワた．

その中で19（）c）。k社、（》漁糊に、和光社のいずれでも大差：なく最も廉価な

タP光κW220－24κを用いた．

　2）ヒツ・ジ赤血球川（鯛を8罐の永で溶血さゼ．2nd・P　s17Bぞ加えて

作引k完全う駈液ヒt：ツジ赤血購遊爽（1刈。～偏）とEl合わせマ種ク

の疹処率の標拳ラ夜を作tJ，、1滴ブワマイクロプレートに入れろ。さら1く．

arBti　2滴を加えて混和後1800γpmで5分間遠’e”1’ろ．　M丁P一’2型’マイクロ．

プレート光度計（コロナ電気）毛用い、λ1　＝　4－OS，，yJ、λ・＝・6St）卿の7イDV

g一一を用いて吸光度を測定レ穴結果そ図llく示す。同一醐を12党K入れ

物1ゴらっき範回を縦線で示しr〈．ラ二二と吸光度とはよく相闇レていろ

。ぢ0％熔血忌ぞ位球を含んだなま測定レた吸話劇3α41。土O．OS8、また毎球

を’除いマラ環り平した場’（oNまα383圭α022て晒し、ずれ毛，1ま：’らっξ9　iま土5％才呈ノ蔓：て“

あり両老の吸光度2‡二二乾囲で一敦すろ．

　3）　ヒトま皿♪青曽掬のラ則定。　いろいろな4気心ろ司をイ乍ろため1くオ1列（

表1のD）1て67β欺を4滴、3滴．2滴入れ．C　・一AKはt－7iZ｝ゲつ入・れろ。

　　　　　　　　　　　　　　　　i
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誠験壱で血病を20傷稀釈したものをゲイリュー9一でヒつて稀釈すろヒ、

120、160．200、240．320、400、480、640、300イ若・蘇ラリが’1尋‘う44ろ．　別，ぐloo％ラ！唇

mtレて2。確聯釈処盾引廟入れろ。慮イ乍ヒツヅ赤血球（EA．lx　IOflF　an）を

1　ibiブっ加え、37◎cで60分t振盤する．O．04M　E：DrA一θZ7B　E　lラ商ブっヵロえ．

t8・・’vpmで9鯛進’￠し．分光壱ナで測定する，分光言ナのO、1・・調整をレマ

カ、ら、緩衝爽のみのコントロー・レで吸光度0κ合，わせ．フ・1でtO。γ溶位しの

虎を読みとらせてCOtVC・e・・一・F’でスキャンすると96勉溶血率（e／e）が2分

間で言己録さi・Cろ。ラ容血塞i季50％｝て最も童亡い稀釈緻を求めろ◎　一方、　メイヤ

ーラ去の1／1。のスケー1レで飼験盤用・tて得らaPt・f〈・CHs。値を横軸くヒtl　，縦軸

κプレート瓶で求め‘た50雛熔血萢示句一価青の締釈猪数をアロットすうと回

2のようKな9．両老1まよく：相閲していろ。

考察：　マイ7ロアレートで溶血反鳶着行い．マイクロ．アレート光覆計で

喚収蝦促し、50　7。its血を示す稀釈倍数を求め、メイヤづ勧の相関を示

す側fvaer〈を用・・れば．×イヤー碧茨1て換算レκ愉値を求める事ができろ

。“のナ淘科料が’ケ《てすt吻で囎，穴と刻ゴマウス補体系の研究など）〈

博極めて肩効であろ．

　　　　表1

各ウ＝DレK入杁ろ67Bt（chvpa．）

123 456 17∴・12
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B
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D
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A　simple　method　for　the　deterrnination　of　hemolytic　activi　ty
　using　mi　croplate　photometer

　The　Research　Institute　for　Tubereuiosis　and　Cancer，　Tohoku　Univ．

　Tornoko　’Okuda，　Ritsu　Kuwashima　and　Takehiko　Tachibana

　　　　　The　usual　me　thod　for　the　de　terminati　on　of　hernolytic　activi　ty

in　a　test　tube　regui　res　a　large　ainount　of　reagents　and　tajses　a

　lot　of　time．　On　the　othe：r　hand　a　micropユate　method　gives　too

　rough　resuユts．　We　invest：igated　the　possibility　to　use　a　two－

　waveiengths’　spectrophotomete・rJ　for　microplate　to　determine　the

　degree　of　hemolysis．　As　an　example　the　determination　of　hemolytic

　activity　of　human　serq　was　investigated．　Various　types　of　rnicro－

　plates　were　tested，　because　their　selection　is　an　irnportant　factor

　in　this　measurement。　The　disposab］．e　plates　with　U　type　bo’ヒtom

were　found　to　be　most　suitable．　，9erie．1　dUutions　of　sample　were

　made　in　a　microplate，　one　drop　of　sensitized　sheep　erythroeytes

　was　added　to　each　we11，　incubated　at　370C　for　60　min．　Afterwards

　one　drop　of　O．04“｛　EDI’A－GXB　was　added　to　all　wells，　raixed，　and

　centri　fuged　at　1800　rpm　for・5　min．　The　microplate　was　measured

　for　its　degree　of　3ysis　by　a　microplate　p．　hotorneter．　The　sampie

　dilutions　to　give　50g　hemolysis　were　obtained．　On　the　otherhandr

the　CHso　of　these　sarnples　were　measured　by　Mayer’s　method　in

　test　tubes．　The　values　ob　tained　by　this　microplate．method　were

plotted　against　Mayer’s　CHso．　A　good　correlation　was　observed　t

between　these　values．　Thus　it　is　possible　to　measure　CHso　and

　any　other　hemolyti　c　activi　ty　sem，iquantitativeZy　using　a　very　，

　small　arnount　of　reagents．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　聖
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2
：Laser　Nephelometerによるnative　C3の測定とC・C・1（ComL

plement　conversion　index）の検討

高野病院免疫生化学

　　　　　中嶋　憲章

昭和大学第一内科

　　　　　韓　　啓司

　　　　　杉崎　徹三

1．　緒　言

　近年、補体の研究の進歩と共に諸種疾患における補体の変動について多

くの研究がなされ、臨床的意義が検討されて来た。補体成分値が異常であ

る場合、その原因として補体の合成または異化の異常が推定される。従っ

てs補体成分値の臨床的意義を検討する場合、’その測定方法が問題となる。

今回、我々はC3のconversionを利用したcomplement　conversion　index（CC．1）の測

定法を検討し、各種疾患についてその成績を考察した。

皿．　対象及び方法

　1）　対象：昭和大学第一内科、高野病院内科で診断されたARAの診断基

準を満す．RA18例、　S：LE　8例、種々肝疾患（肝硬変16例、急性肝炎7例、

慢性肝炎18例）41例、剖検によって確認された悪性腫瘍13例、糖尿病患者

（インスリン抗体陽性5例、陰性10例）、大動脈に石灰化を認める動脈硬

化症12例、HAN：E　1例、20～40才までの健康人20名の：EDTA加新鮮血漿につ

いて検討した。

　2）　方法

　①native　C　3及びC3の測定

　native　C　3（β1　Cglobulin）の測定は抗native　C　3血清（Kent社Lot．1190M1）を用

い、C3（忍C／ei　Agl　obl　in）はHyland社Laser　Nephelometer用C3キットを用い、：Laser

Nephel㎝eter法で測定した。尚、標準血清にはQS血清（Hoechst社）を。．01M、

：EDTA加生理食塩水に溶解し・て用い、これを100％として算定した。

　②comPlement　conversion　index（C．C・1）の求め方C・C．1は下記の式によって求めた。

　　　　　　　　　　C3
　　　C．C．1（％）＝＝　一一一一一一一一一　×100
　　　　　　　　native　C　3×N　　　　　　　N：正常人〔C3／native　C3〕の平均値（o。72）

　　　　　　　　　　　　　　　　11



皿．　結　果

　健常人（20～40才）男女20例のnative　C3は平均値165．4±20．6％であ．り、

C3は平均値120．0±11．7％・であった。　native　C　3／C　3の平均は0．72であった。

この値をC・C・1100％として、各疾患のC．C・1を求あた。次に各疾患のnative

C3値、　C．C．1はSLE（75．4±34．8％、162．1±32．3％）、肝硬変（8　9．9士17．6％、

148．9±24．54％）、悪性腫瘍（132．8±19．41％、142．3±36．98％）、　急性肝炎（110．

1±26．3％、152．1±32．66％）、慢性肝炎（127．8±27．6％、132．8±19．41％）、RA

（128．8土17．6％、162．4±30．0％）、インスリン抗体陽性の糖尿病（136．8±23．0

％、148．8n4．45％）、陰性の糖尿病（15　7．7士19．9％、112．0士7．92％）、動脈硬化

（160．8士12．7％、10g．6±14．45％）、　HANE（154．2％、103％）であった。（兼一1）

IV．　考察及び結論

　現在、補体活性の測定法として、最もよく用いられているのがCHSOで

あり、膠原病、自己免疫疾患の診断並びに病状把握に有効な手段となつ．て

いる。CH50に比し、最近一般化しつつあるC4、C3等の補体成分の測定

は血清中の蛋白1量を測定しているが故に、かならずしも病状と相関しない

ことが知られでいる。特にC3については我々がすでに報告している如く、

従来はβ1　C／fi1　Aの両成分あ総和を測定しているが故にC3の活性と一致し

ない場合が多い。今回、この点を改良すべくnative　C　3を測定する検討を試

み、：L・N法による測定が簡便かつ迅速、正確であることを証明した。そこ

で防Cとβ1（ン汐1Aの比を求めることによりC3のactivationを指数化し、その臨

床的意義の検討を試みた。今回の成績によると低補体を呈することが知ら

れているSLEでC．C．1が上昇したのはimmune　complex　lこより補体がactivationさ

れ高値を示したと考えられたが、高補体を呈するRAでC・C・1が高値を示し

たことは大変興味ある所見である。すなわち、RAではC3のconversionは行わ

れているが、C3の今成も尤進しているた16C3全体では高値となる．と推測

された。その他の肝疾患、悪性腫瘍、インスリン抗体陽性の糖尿病でC．C．1

が高値であることより、これらの疾患に於いても、何らかの機序により補

体が活性化されている可能性があり、その意義について更に検討する必要

があると考えられた。
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表．一1

Native　C3％．1　　C3　％ C．C．1

SLE 754土348 850士32ρ 1621±323

肝練 899：ヒ176 9QO土16．9 148．9」＝2∠L5

，・、p生門下 1328土19．4 9Q6土294 1423土370
．、陛肝‘ 110。1土26．3 119．1土26．3． 152コ土．32．7

椥生肝
．1

1278土276 1178：：ヒ21．○ 1328ゴ＝194

R　A 128．8＝ヒ176 148．9土228 1624ニヒ30」○

糖尿病インスリン杭　　　（十

1368：ヒ23．○ フ460土22．7 148β土14．5

糖尿病
Cンスリン航’体　　　　（一） 1577±1g．9 127．1土：コ5．5

@一　　　．　　　．　　　　．

P120土7．9　　　，

照諏ノ℃ ．160．8土12．7 128（）土20．6

1
0
9
6
±
．
1
4
．
5
一

HANE 154．2 115 』　103
正．’・人 1654土2Q6 12QO土11．7 丁○○

u

　Co皿Plement　conversion　index　of　C3　and　native　C3

　　　　　　measured　by　Laser　Nephelometer　on　various　diseases．

　　　　　　　　　　　　　　　　寿

　Noriaki　Nakazirna｝　Keiji　Kan　and　Tetsuzo　Sugisaki．

’kDiv．　of　lmmunochemistry，　Takano　Hospital・

　Dept．　of　lnt．　Med．　Showa　Univ．　School　of　Med．

　　　　Extensive　studies　have　been　performed　on　clinieal　significance　of

complement　activitY　in　various　diseases．　As　it　has　been　suggested，　quanti－

tative　measurernents　of　the　complements，　as　a　protein，　measured　by　single

。adiaゴi㎜un。diffu，i。n　test　i・n・t・1ways　c。n・i，t・nt　with　activities・f　th・

complements．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　13



　　　　　In　the　present　studies“reported　here，　complement．conversion　index

（Ccエ），・tilized　C3・。・v…i・・，　was　st・di・d　in　va・i・u・di・eases，　i・・1udi・g・h・㎜・t。id

a「th「itis・systemic　lupus　eτy望ematosus（SLE）・1ive「diseases・malignant　tumors・

diabetes　mellitus（DM），　　arteriosclerqsis，　hereditary　angioneurotic　edema（HANE）

and　i11　healthy　pe．rsons．　Native　C3　C】31C　globulin）　and　C3（BIC！BIA　globulin）was
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ロ　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　一．　　　　　　　　　　　　．　　　　　　　　　　　　　　　　　1．r　．

measured　by　I、aser　Nephelometer　（purchased　from　Hyland　Co．〕。　qS　serum　（purchased

from　Ho．echst　Co．〕　was　used　as　standard　serum　wh．ich　was　calculated　as　100％　．　　CCI

was　calculate．d　following　formula3

　　　　　　　　　　　　　C3

CCI．㈲量一X100
［N；　mean　of　C31native　C．3　0f　healthy　persons　（0．7．2）．］

Results　were　indicated　a．s　described　in　Table　1．

Thus，　C3　apPears　to　be　activated　in　the　serum　of．　the　patients　wi・th　rheumatoid

arthritis，　1iver　cirrhosis，　malignant　tumor，　hepatitis，　diabetes　mellitus　and．SLE，

The　significance　of　these　results　require　for　further　investigations．

Table　1．

　Complements

ciseases I　Native　C3
@　　（％）

l　C3㈹・　l　CCI㈹　　　　　　　　　　　　　1

SLE 75．4士34．8 ．85．0士32．．0 162．1．士32．3

．Liver

モ奄窒窒盾唐奄 こ89．9士17．6 90．0＋16．．9
148．．．9＋．24．5　　　　　一

刷Malignant

@　tumors 132．8士19．4 90．5重29。4 ．142．3士3．V．0

「Acute

@　hepatiti5 110．1＋26．3 119．1．士26．．3
152．．1＋32．7　　　　琴

層Chronic

@　hepatitis 127．8曲27．6 D117，8士21．0 132。．8士1．9．4

Rh．eu皿atoid

@　　arthritis

　　’

P28．8＋17．6　　　　　喩 148．・9士22・8 162．4士30．0

．DM【anti－

奄獅唐浮撃奄氏@A　b

i＋）】
136．8＋23．0　　　　　一 146．0＋22．7　　　　　一

　　　　　　　　　　　脚

P48．8＋14．5　　　　．　一　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　圏

．DM［anti－

奄獅唐浮撃奄試{

i一）］ 157．7＋19．9
1． Q7．1＋15．5　　　　　一 112．．0＋7．9　　　　■

A「蜜紬。i、 160．8＋12．7　　　　　一 128．0＋20．6　　　　　一
1．0．9．6＋14．．5　　　　一

HANE 1S4．2 115 103

Healthy
165．4土20．6 120．0士11．7

　　　　　　　　　　「
P0．0

畠

1

．
」
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3
献血者における補体第9成分欠損者のスクリーニングについて

吉村敬次　 南川　正　大軒子郎　大久保康人

山口英夫　 田中正好　　　　大阪府赤十字血液センター

赤垣洋二　 稲井眞弥 大阪’医科大学病態検査学教室

　［目的〕　補体第9成分欠損症（以下C9欠損症と略す。）の第1例は1979

年に稲井らが世界ではじめて報告した。それ以来多くのC9欠損例が知られ

ており、日本でもっとも多い補体成分欠損症であることが明らかにされた。’

し’かしその頻度に関しては未だ十分に研究されてはいない。また、1980年

の第28回日本輸血学会総会において、大河内らはC9欠損症の輸血患者から

抗C9抗体を検出し、輸血による抗C9抗体産生であろうと報告した。

　今回、われわれは献血者におけるC9欠損者の頻度を知ること、さらに抗

C9抗体保有者が輸血を受ける場合の適合血として、将来C9欠損者の登録シ

ステムを確立すること、以上のことを目的として、C9欠損者のスクリーニ

ングを行った。

　〔方法〕　当初、C9欠損者のスクリーニングは抗C9抗血清を用いた二重

免疫抗散法（以下DD法と略す。）により行った。沈降線が認められない検

体は、　さらに向流免疫電気泳動法（以下IES法と略す。）を用いて再確認し

た。得られたC9欠損者に免疫学的および遣伝学的検討を加えた。CH50の測

定にはMayerの変法を利用した。各補体成分の蛋白量および活性はSRID法並

びにlntermediate　cellにより測定した。各免疫グロブリンの定量はSRID法によ

り行った。C9欠損者の血液型、HLA型、Gm型、Km型を同定した。さらに島

力が得られたC9欠損者については家系調査を実施した。

　次にC9欠損者のスクリーニングをSGV：BTH一浮遊EAを用いた溶血法により試み

た。方法は、被検血・清10メ1にSGVB「H’緩衝液50メ1とSGVB“H一浮遊EA（5×108個／ml）

25A1をUプレートにて37℃20分間反応させた。不溶血を示した血清につい

てはさらに詳しく以下の方法で検討した。まずGVB“H一緩衝液とGVB’H一浮遊EAを

用いて上記と同様の方法で溶血の有無を確認した。同時にDD法、　IES法に

よってC9蛋白を検索した。GVB”H一で不溶血を示した血清についてはCold　Ac－

tivatio皿による異常が考えられたので、C3、C4の蛋白量ならびにC4活性をC4

欠損モルモヅト血清（C4D）を用いて測定した。またAlternative　Pathwayの反応
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にあずかる蛋白およびC3～C8までに異常があるかを検討するためにウサギ

赤血球溶血試験を行った。

　〔成績〕　抗C9抗血清を用いたDD法およびIES法により、献血者10，000

名を調査したところ6名の血清が沈降線を作らなかった。これら6名の

CH50価を調べた結果、正常血清（AB型血清10名分プール）の1／3以下であっ

た。さらにC1～C9の各補体成分に？いて活性を測定したところ、C9活性の

みが著明に低値を示すとともに、C9蛋白が検出されなかった（表1）。他

の補体成分については異常が認められなかった。

　以上の結果から、検出された6名の献血者はC9欠損者であることが明ら

かとなった。C9欠損者の検出頻度は0．06％であり、献血者約1，600名につき

1名の割合で検出された。これらC9欠損献血者は、血液センターで日常実

施されている問診、血液比重、生化学検査（GPT，　ALP，　TP，　ALB，　BUN，

CHOL）、HBs抗原・抗体検査、e抗原・抗体検査、梅毒血清反応、すべてに

異常なく、lgG、lgM、lgA、lgDの測定値もすべて正常値であった。ま

た本人調査の結果、特筆すべき既応用はなく、現在6名とも健康である。

次に血液型、HLA型、Gm型、Km型を調べたところ、血液型ではB型形質を

持つ者が5名であった。またH：LA型ではB40を保有する者が4名であった。

こ’れらの傾向は例数が少ない為に、単純に結論を下すことはできないと考

える。Gm型、km型．については特記すべき事がなかった。さらに協力の得ら

れた2家系については家系調査を実施し、図1に示す結果を得た。H．T．家

系の発端者の兄弟にC9欠損者が見い出され、　その両親および子のC9蛋白が

半分量を示した事実から、常染色体共優性遺伝形式と考えられる。

　1981年に稲井らはSGVB＋t’緩衝液がC9欠損者の自然溶血を抑制する効果のあ

ることを見い出した。この現象を利用して、われわれは献血者4622名につ

いてスクリーニングを行ったところ、表2に示す結果を得た。

　GVIIJH一緩衝液で溶血を示した9例のうち2例はC9蛋白が検出されなかった。『

残りの7例についてCH50価を調べたところ、低補体価を示した（表3）。
またGVB’H一 ﾉ衝液で不溶血を示した37例のうち1例はC9蛋白が検出．されなか

った。尚これら7検体はSGVB升によ’るスクリーニングではわずかに溶血が認

められた検体であった。残りの36例についてC3、C4の蛋白量とC4活性を測

定した。その結果、全検体ともC3、C4の蛋白：量は正常範囲内にあり、G4活

性はNHSの1％以下であった。　これらの検体はCold　A。tfvation　による異常で

あると考えられる。またこれらの検体はウサギ赤血球溶血試験ですべて完

全溶血を示し、Alternative：Pathwayの反応にあずかる蛋白およびC3～C8に異常

がないことがわかった。
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　　検出されたC9蛋白9の検体が示すCH50価は、表4の如く低補体価であっ

た。　3例のC9蛋白eの検体に関する各補体成分の測定は再来により実施す

る予定である。家系調査等についても現在検討中である。

　　　表1，　検出された6名のCHsO，C9活性むよび蛋白量　　　　　　　　　　　　　　図1・　C9欠損家・1～の2例

　　Name　　CH　50　　C9活性（SドU／mD　　　C9蛋白量　　　　　　　　　　　　　　H・Tl　fami　b・：

T，1，

H，T，

Y，N，

K，　K，

凹，T，

K，N，

NHS

15，5

11，7

’17，8

15，9

17，6

1g，3

49，8

〈IOO

く50

く100

く　50

〈　100

く100

22600

N，D，

N，D，

N，D，

N，D，

N，D，

N，D，

100　％

’

X
X
t
i
3
L

表2，SGVBで不溶血を示した検体のGVBでの

　　　溶血反応とC9蛋白の検出

　　骨
rGVB不溶血

I　　C9蛋自

　朴@　　湾血GVB

9

十． 7

一
2

．

　什
fVB不溶血

十36
37

一
1

TotG1 勾6
十 43

一
3

凡T

N，T

T，1，

NI　，　T

n・丁　　卜しT

f　t，m，i　1　y

1／1，’r，

n，丁

汗）

表3－GVBで溶血，C9舶〔＋〉

　　　を示した7例のCH50価

　Sample　No　CH50

．，r’H’

鱈，
」
、
　
　
．

．

x

（）

N．丁

麗、T

±

f－1　，　T

N．T

ー
ノ

丁
ー
ノ

㌧

口＝。9・・・…t渕・常f直口・C…酬…E驚ロ・C・久t賭

　　砺し儲　　　の半粥赫．i；一　L　tc　X’

（2／10）一9

（2／25）一5

（5／03）一4

（3／03）一7

（b”／04＞一1

（3／0q）一5

（3／04）一7

　NHS

30，2

17，1

15，2

19，0

21，4

19，L1

21，0

L18，8

表4，　C9蛋白（一）を示した

　　　3例の㎝50価

x．一一一一一一一

Sample　No

（2／03）一3

（2／10）一一5

（3／04）一9

　NHS

CH50

11，4

15，5

13，0

50，2

1

Summary．　The　frequency　of　C9　（the　ninth　component　of　complement）　cleficiency　was　determined　in

a　popUlation　of　10，000　Japanese　blood　donorS　by　Ouchterle．ny，s　double　diffusiOn　met．hod．　丁he　inci－

dence　was　1：1600．　Those　C9　deficiencies　found　were　retested　by　hemolytic　assay　and　by　immuno－

chemical　analysis．’　C9　of　their　sera　was　undetectabl　e　but　all　other　components　were　normal．　Al　l

C9　deficiencies　were　in　the　good　health．　From　the　results　of　family　studies　on　C9　deficiency，

the　mode　of　inheritance　of　C9　defi’ciency　could　be　explained　a’s　an　autosomal　co一一dominant　trait．

　　We　tested　4622　blood　donors　by　hemolytic　assay　using　SGVB．　Among　46　sera　which　didn’t　show

any　hemolysis　in　SGVB，　3　samples　were　determined　as　C9　deficiencies．　Thirty　six　of　46　sera　had

very　low　complement　activity　in　both　SGVB　and　GVB．　The　decreased　complement　activity　in　both

assays　was　due　to　cold　activation，　because　their　C3　and　C4　protein　level　s　were　in　the　normal

range　but　their　C4　hemolytic　activities　couldn’t　be　detected．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　零

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　17



4
C9活性が低層を示す例が多数発見されたC5欠損症の家系について

木下幸子　深田謙二　前田義章　吉成意之

　福岡県赤十字血液センター

赤垣洋二　稲井真弥

　大阪医大　病態検査学教室

　C5欠損症はRosenfeldらによってはじめて発見され、　S：LEを合併していたと

報告されている。その後C5欠損症で全身性の淋菌症を合併していた例や、

髄膜炎菌による反復性髄膜炎に罹患していた例が報告されている。われわれ

は献血者の中からC5欠損症例を発見し、家系調査の結果、発端者を含め3

名のC5完全欠損例を発見するとともに、この家系内にC9活性が正常値の

40～60％と下値を示す例が10名存在することがわかったので報告する。．

（方　法）

　献血者の中から補体成分欠損症を発見する方法としては、北村、稲井らが

報告したSGVBを用いるとC9欠損者の血清補体価も著しい低値を示すという

事実を応用しボマイ，クロタイタープレートを用い次のように行った。プレー

トの各ホーノセに、被検血清、10μ2、SGVB、50〃、最後にEA（5×　10　8／　・・e）を

25〃加えて混和し、37。q　20分静置後、遠心して溶血の有無を見る。溶血を

を認めなかった血清について、Cold　activationを除外するとともに、補体成分欠

損症発見に必要な検査を行なった。

（成　績）

　1）発端者（H．M）45才、男性、農業、幼児期によく「ひきつけ」をおこし

たとのことであるが、その原因は不明である。2年前、上部門歯の歯肉部の

化膿性疾患にかかったが詳細は明らかではない。その後特に異常なく健康で

農業に従事している。昭和56年11月、献血した時、血清のスクリーニング検

査等でC5欠損症が疑われ、大阪医大において補体系の検索を行い、その結

果C5欠損症であることが確認された。

　H．M．の血清補体価および補体成分活性は表1に、また補体系蛋白の測定値

は表2に示した。これらの表でみられるようにC5の活性および蛋白量はい

ずれも測定不能であった。C9の蛋白量、溶血活性はいずれも正常プール血

清の値の約60％であったが、その他の補体成分や蛋白には異常は認められな

かった。
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　H．M．の血清に精製C5を変量して加えてみると、84，000　SFUのC5を加えた

ところで症例の補体価はほぼ正常値まで回復した。

　この症例の血清について生化学的諸検査ならびに血清学的検査を行ったが

RAテストが（＋）であったほか異常は認められなかった。

　2）家系調査：図1に示すように、発端者の姉（T．M）と弟の1人（Y．M）は

ホモ接合体と考えられ、表1と表2に示したようにC5の溶血活性と蛋白量

はいつれも検出不能であった。また他にヘテロ接合体と考えられるC5が正

常値の約50％のものが母および弟1人をふくめ合計8名発見され、その遺伝

形式は従来の報告の通り常染色体西郷優性遺伝と考えられた。

　家系調査により発見された2例のC5Dの既往歴等は次の通りである。

　T．M．47才、女子、主婦、10～11才の頃、敗血症のため入院し、ペニシリン

治療により治癒している。また扁桃腺炎を繰返したという既往歴があり、3

年前には健康診断で冠不全と診断されている。

　Y．M．40才　男子、会社員、24才頃、慢性扁桃腺炎に罹患した既往歴はある

が、現在は健康な日常生活を送っている。

　表1、表2に示したように、この両名の補体系検査の結果は、C5が測定

不能であったほか、発端者と同様、C9の溶血性はいずれも正常プール血清

の値の約60～50％であった。

　3）家系内のC9異常者について：腿上3名のC5欠損者にC9の異常が

認められたことから、検索可能であった家族の全員について、C9の蛋白量

と活性を測定したところ、この3名以外にC9の蛋白量、活性が正常プール

血清の値の約60％のものが7名存在することがわかった。　（図2参照）この

ようにC9の異常値を示す例が家系内に多数発見されたことは偶然とは考え

難く、遺伝的なC9の異常者と考えられるが、現在引続き検討中である。

Table．1．　Complement　cornponent　profiles　of　CsD　individuals

H．M． T．M． Y．M． NHS

CH50

cx．

C4

C2

C3

Cs

C6

C7

C8

C9

　く3．0　　　★

96，000　（　74．1）

80，000　（　97．3）

　950　（　96．9）

44，800　（　73．7）

　N．D．

28，800　（120．0）

13，400　（　81．7）

34，000　（134．9）

17，800　（　60．1）

　〈3．0

124，800　（　96”3＞

55，200　（　67．2）

　850　（　86．7）

57，600　〈　94．7）

　N．D．

32，000　（133．3）

18，600　（113．4）

42，000　（166．7）

18，000　（　60．8）

〈3．0

160，000　（123．5＞

69，800　（　84．9）

　1，000　（102．0）

44，000　（　72．4）

　N．D．

29，600　（123．3）

18，000　（109．8）

3s，ooo　aso．s）

14，400　（　48．6）

　45．7

129，600

82，200

　980
60，800

208，000

24，000

16，400

25，200

29，600

＊　SFU／rn1　and　numbers　in　parenthesis　are　2　of　NHS

　　　　　　　　　　　　，
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Table．2．　The　levels　of　cornplernent　protiens　in　CsD　individuals

H．M． T．M． Y．M． NHS

3
4
5
9

C
C
C
C

暑
暑

（
（

giH　（g

C3bINA（暑

P　俸

（mg／dl）

（mg／d1）

of　NHS）

of　NHS）
of　NHS）
（mg／dl）

　　　of　NHS）

of　NHS）

　
2
・
4
5
4
3
5

　
・
D
。
・
…

9
0
・
4
2
5
9
5

6
2
N
6
9
1
9
8

　81
ユ5．2

　N．D．

70．1

100．9
16．6
91．4

98．5

78
20．2
N．D．
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95．3
ユ4．2
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94．0
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Fig．1．　C5　levels　（g　NHS）
　　　　　　　　NT　：　Not　tested
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Fig・2．　9．2　ley．e；s．（g　N4S）　in　the　CsD　propositus　and　his　family．

　　　　　　　　NT　：　Not　tested

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Abstract

　　　　　An　individual　with　hereditary　C5　deficiency　（CsD）　was　found　in　the　blood
donors　visited　Red　Cross　Blood　Center　of　Fukuoka．　The　CsD　propositus，　a　47－
year－old　male　farmart　is　healthy　and　has　no　history　of　recurrent　infectibn．
As　shown　in　Table　1　and　Table　2，　C5　was　undetectable　in　his　serum　by　both
immunochernical　and　hemolytic　assays，　and　the　other　C　components　were　normal
except　about　half　normal　level　of　C9．　The　pedigree　of　the　CsD　is　shown　in
Fig　1．　Sister　（T．M．）　and　one　brother　（Y．M．）　of　the　propositus　were　confirmed
as　homozygous　CsD　（See　Table　1　and　Table　2），　and　the　levels　of　C9　were　also
half　norrnal　in　these　two　CsD．　As　shown　in　Fig　1，　8　of　the　tested　family
mernbers，　including　mother　and　another　brother　of　the　propositus，　are　apparent
heterozygous　for　CsD．　The　C9　levels　of　all　family　members　vvere　measured　by　both
immunochernical　and　hemolytic　assays．　As　shown　in　Fig　2，　10　of　the　tested　family
rnembers　had　about　half　normal　ievels　of　C9．　：t　is　reasonable　to　speculate
that　half　normal　levels　of　C9　of　these　10　raembers　are　not　accidentary，　but　may
be　due　to　genetic　deficiency．
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5
梅毒血清中のエ3M・抗体とそのTPエAラ甜：t・つ“て

　　囚中　忍．北村，3、c’　5・鈴爪貴和・記田ゐ吉・秀可爵破天

　　（臨麻舜・E体需衝，都立犬ズ保病麓・侵膚：科）

　纏マの病期の；梅毒患着‘くっtlて血．中のTP工A価の動態の縮討を行）r〈際

‘（，195（工3M）とワS（工3q）三分の間1ミあるils画分にも丁P工Aヲ舌慣が言忍

あられることE身sl出し，専らKこのヲ舌性t9主として工3呂のサブユニット
τ“ 驕m7　MsK鹸するとの結恥得τ・のでここ1く報壱する・

　ネオ料∫わδ：び方ラ亥

栴孝血清；都立天久保病確1く通霞aる，臨床的並が1（加ラ二義的1く栴毒と認

められ．r一．顔きう旨血1宿る用v　fこ●　　　血ラ責・1髪的検査ヲ去　；　TP工Aヲ去、る‘コ1じ〃）　と　す　る

才重？の血ヲ青労：倉i7：方f去巳くついて‘さ第‘6回忌シンポ’ジウム「sビご幸渓高しr方ヲ去

に埠拠しtく．　言言の’分画；主しして（諺ooosw！（柴ラ羊曹達ネ士）E支下湯

とす塙感温ク・ahゲラフ仁によ．r・：．＋ 繝昼氏G．離・・従い，

CNBr　l貿謝靴しrくセ77ローズ4B‘縄れぞれ坑工鱒琳び坑蒋A備
伽￠f・もの絞埼体乞しft　e翻｛さα1　nグリシン緩衝寂．　pH　2・　sで行

，夜。

　威績・

　1．11s油分に為けるTPIAラ舌t生一の分・布SJ・びその｝司定。

　図1は二期梅毒の藍鼠より／t2　rc血清るセ77デッフス，ξ200にz分画しk

B寺のプロ？トゲラムご’ある。1多身二二コ疑集及涜z“あるτPHA反応（◎一。）E
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Fig．1，　Antibody　distribution　in　patient　with

early　syphilis．

　　’TP工A　夏フ応（●一・一●）　・ご’は主　と　し　て　igs

質．5’

　　（工3M）画’分・‘ミ玄忍められ，：：Σら‘く7．s’

　　（エ3e「）画分および両者の中周に4立置

t・　　　する　　lls　画分に　も　TP工A　ヲ孟1生ヵベ存4壬．

1しτくe

，1こ酬s齢紛謁的鶴工sA
　　に祀当するが，工2Aの：補体沽性化経

　路はa｛ternat　ive　Pαthwaン’τ“ある＝と

　や、　TP工A　kMttく：対するi効率・rsどの

　　甫、ヵ、ら勾≦邑1断ずると，　こ〃）画分のTP工A
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工2Msに由来する可能性があっtく・そこご、二二るそれ響れ温温曾MhS・び

紙工sAカラムで・面し，τPエA細分倣態の変伯（つ“て裾れ衣（図2）e

　図Z丘蒔直吸収．血1清Kあげるクロマトグラムと墳二分葎であるが，特に

本試糊工3働影響燃外すうfくめ，エtq画分にτPエA沽伽認め鰍は
・・もの亀選択しでく。従って図ユ1く柔しfく才ii］体価の’分布txi　geN、と（a異り，主と

ほ臨おδ雨晒分1くそのit1生州恥しr・・この嫡繍馴カラA
｛c　’ijibすと凹β画分の舵体ラ舌性‘さ’全くラ肖1たし，llS画面のそれも老明代f岱下
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6
脳脊髄液中の補体活性について

佐野雄二g　井形昭弘（鹿児島大，　三内｝

北村　　肇、　永木和義　（大阪府立　成人病センター　）

　（目的）

　脳脊髄液　（髄液）は・中枢神経系の異常を直接に反映する資料として重

要であり、近年は免疫異常を伴う神経疾患において、髄液中での免疫反応

に関心が集っている。しかし、髄液中の補体に関する知見は乏しく、血中

と同じく全補体成分が存在しているかどうか・十分に解明されていなかっ

た。この原因として、測定上の問題点が幾つかあり、まず、血中｝『比べ、

あまりに微量であるためMayer法がそのままでは適用し難いこと、　次に、検

体の採取量が数皿1と限られていること、　一80。Cに保存しても成分によって

は数日で失活してしまうことなどが、あげられる。その他、採取時に血液

が混入しやすいことや、健常人から得難いe．とも問題点としてあげられる。

　tr上の問題点を鑑み、新しいSystemでの補体価測定を検討し、微量の補

体活性を　検出でき、，またgelatin　添加により、保存中の活性の安定　化を試みた。

これらの方法により、髄液中補体の測定が司能となり、補体価及びC1～C9の

補体成分の検索をすることができたので報告する。

　（対象と方法）

　対象は健常者及び各種神経疾患患者髄液であり、controlとしては健常者

髄液及び脳硬塞患者で発症より三ケ月以上経過し・髄液中蛋白が40　mg・dl以

下の者の髄液を用いた。髄液を採取後直ちに遠心し、cell　buttonが試験管底

に．認められたものを血液混入髄液として除外し、最終的にcontro1　として7

検体が得られ、また：異常髄液として8検体が得られた。これらの髄液につ

いて以下の検討を行った。

　1）髄液中補体活性の検討
　髄液を稀釈せず原液のまま用い、Mayer法に準じて溶血度を求めた。また

56。C　30分処理及び、EDrA、コブラ毒因子処理髄液にても同じく溶血度を求め

た。

　2）新しいSystemによる補体価測定の検討
　変量した髄液原液にGV，を加え総量・．8。1とし、さらにEA　1×1・8／・1・．2・1

加え混和後37℃60分反応させ、　これにGVB　2ml’加えた後、遠心し上清の吸
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光度を測定し、Mayer法に雄じて補体価を算出した。

　3）補体成分の測定

　C1～C9については血清の場合と同様に各、intemediate　ce11とreagent　を用いて

測定した。

　4）保存条件の検討

　髄液に終濃度1％となるように、gelatin　を加え、一80。C　に保存し、経時

的に補体価、C2を測定した。

　（結果）

　以下はcontro1髄液の結果のみ記した。

　1）添加髄液の増量に伴い溶血度も上昇し、　かつ56。C　30分及びEDTA、コブラ

毒因子前処理髄液では溶血が認められなかった。

　2）新しいSyste皿による補体価は、プール血清（NHS）が550　CH50u／血1であ

るのに対し髄液は平均1．26CH50u／m1であった。　なお、補体価算出過程におい
て、この…t・・でも・・・…ghの式の÷は…’T・あった・

　3）Gelatin添加群、未添加群の経時的な補体価とC2の測定では、　未添加群

では数日で活性の著明な減少をみたが、添加群では大きな活性の変化は認

められなかった。　　　　　　　　　　・

　4）C1～C9の測定結果を表に示した。また：同時に測定したNHSの値との比を

合せて記した。

　（考案）

　まず、EAが髄液で溶血することより、溶血活性の存在が確認され、この

溶血活性が56。C　30分処理、及びEDTA、コブラ毒因子処理にて認められなくなる

ことから、補体によるものであることを確認した：。

　次に、新しいSyste皿　により髄液中補体価の測定が丁丁となり、血中に比

べ約みという微量な活性を検出できるよう。・なった・今後この方法は神経

疾恵の病態をさぐる有用な武器となると思われる。

　また、’C1～C9　の測定では、　全成分が髄液申に存在することが確認できた。

未だ、髄液申の全補体成分測定の報告はなく、全成分の存在が確認できた

ことは、　髄液申の免疫反応に補体が関与していることを示唆するものとい

える。またこれらの成分の由来は血中からの浸透と考えられるが、成分と

NHSの比が各異るのは、血液脳関門の透過性に各成分の分子量の差違など

が関係していると考えられ、　血液脳関門の理解にも一つの資料を提供する

ものと思われる。

以上、　髄液中補体について検討を加え報告した。

　　　　　　　　　　　　　　　　，
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Table Complement　Activities　in　CSF

　CSE　（n＝7）

me　an士SD

NHSS
NHS／CSF

Hemolytic

　　Total　eomplement
　　　（　CH50u／ml　）

　　　Cl

　　　C4

　　　C2

　　　C3

　　　Cs

　　　C6

　　　C7

　　　C8

　　　C9

　　　　　　　　　　　コ　　　　act■V：Lt■es

　i．26　＋　O．29

　　　　　　　　　　　　＊

　78．0　＋　18，7
　　　　　　．

　368　・十　180
　　　　　　－

　3．72　＋　O．91

　63．5　十　11．0

　222　十　42　．8
　　　　　　－

　237　十　79　．5
　　　　　　－

1262　＋　269
　　　　　　．

　111　十　32　．7

　107　＋　19　．2

　　　　550

　　　　　　　＊

51，300

66．000　　　’

　　　　683

17，300

116．000　　　’

114．000　　　’

94．100　　　’

61．500
　　　’

26．200　　　’

436

658

V9
184

272

S23

481

74．5

554

245

＃　NHS　：　Pooled　normal　human　serum

＊　Site　forming　units　／　ml

　　　　Study　of　complement　activity　in　cerebrospinal　fluid

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　＊　一　一　＊
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Kazuyoshi　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Nagaki　　　　　Yuj　i　Sano，　Haj　ime　Kitamura’，

　　　　　　　　　and　Akihiro　Zgata

　　　　　Third　D・partm・nt・fエntern・1　M・di・in・，F　a・ulty。f　M・di・in・，

　　　　　Kagoshima　U　niversity．

　　　＊　The　Center　for　Adult　ptseases，Osaka

　　　　　　　Little　is　known　about　the　eomplement　system　in　cerebrospinal

fluid　（　CSF　）．　工n　1978，Reis－F　ilho　first　reported　the　presence　of

total　complement　activity　in　the　20　fold－eoncentrated　CSF　．　However，

his　method　was　not　suitable　for　the　elinical　applification，becausd，

of　using　amount　of　CSF．　We　devised　the　improved　method　for　the

determination　of　the　total　complement　activity　in　CSF．　We　studied

the　complement　activities　in　7　normal　subj　ects，using　our　method．

The　eomplement　in　CSF　had　about　a　zilt60　fold　hemolytic　activities，

compared　with　that　in　normal　human　s　erum．

　　　　　　　Futhermore，　we　dould　assay　the　respective　components　of

complement　system　in　normal　CSF．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　一　26
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．Stud±es　of　Alternative　Cornplement　Pathway　Activators

　in　Patients　with　Acute　’Glomerulonephritis

　　　　　　　Serum　factors　activating　the　alternative　compiernent　pathway（　A　C　P　）

　　were　detected　in　three　patients　with　acute　glomerulonephritis（　A　G　N　）．

・　The　serial　sarnples　from　these　patients　were　investigated　to　be　compared　with

　　the＃　clinical　course．　The　A　C　P　actlvators　were　deVected　at　the　samples

　　collected　from　the　early　phase　of　A　G　N，　and　lost　their　capacity　to　activate

　　the　A　C　P，accompanying　with・ヒhe　dec：Lining　of．the　disease　activity．　Semi－

　　purification　and　characterization　of　an　A　C　’P　activator　detected　in　one　of

　　the　A　G　N　patients　were　perfortued．

　　　　　　　The　data　obtained　in　the　present　study　reve母led　that　A　C　P　activa「ヒors

　　in　the　A　G　N　patients’　sera　had　difierent　characters　frorn　the　C3　Nephritic

　　Factor　and　had　the　pararell　property　to　the　clinical　course．
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8
　　　　　　　　　　　パルス療法の補体への近接効果

　虎の門病院腎センター

　鈴木好夫，望月賀世子，内田順子，岡崎砧子，原　茂子，葛原敬八郎，二瓶　宏，三村信英

〔はじめに〕

　メチルプレドニゾロンパルス療法（以下パルス療法）は，難治性ネフローゼ，易再発性ネフローゼ

症候群，SLEをはじめとする膠原病に用いられ，臨床上ある程度良好な成績を得ている。とくに低補

体を示すSLEで，従来は副作用の点から副腎皮質ホルモンを大量長期使うことに問題を生じ，不充分

なステロイド療法を続けなければならない症例にパルス療法を加え，よbよい補体・臨床症状の改善

が経験され，低補体の持続するSLE治療にパルス療法は期待がよせられている。

　しかし・パルス療法は・その適応を含めて1いまだ試行段階の面もあb・方法・効果の上でも確立さ

れたものではない。なかでも補体に対する効果は，CH50，C3，C4が週あるいは月単位で上昇する

ことが一様に報告されているが，その作用機序の詳細は未だはっきbしていない。そこで，この点を

検討するために，持続的に強い低補体を示す膠原病5例（SLE　4例，　MGTD　1例）にパルス療法を行

ない，その直後から1週間以内の補体成分量の変化に対する近接効果の知見を得たので報告する。

〔対象〕

　対、象は表1の5例，tある。

名　前 性 年令 疾患 CH50 腎症

1
Y
。
T
．
’ F 37・ SLE 18 ㈲

2 M．K． F 35 MCTD 17 ㈲

3 K．M． F 21 SLrE 22 ㈲

4 S．K． F 43 SLE ．18 ㈲

5 N．M． F 1．6 SLE 7 （→

　いつれも低CH50を示し，パルス療法に先立ち，プレドニゾロン20mg隔日ないし40mg連日使用

していた症例である。又，免疫抑制剤は使用していない。

〔方法〕

　Me　thy　1pr　edn　iso1　one　s　od　ium　succ　inate（MPSS）1．0又はL5　g／日を5％ブドウ糖液300ml溶解し，

隔日に3回，1回2時間かけて点滴静注した。．使用前及びその後点滴静注なか日に隔日採血を行ない，

補体を測定しk・’bH・・はhn…法（N・3・～…／m1）・C1，（N・1・・土26％NHS）・G・（N

：36±24mg／d1），G3（63土27mg／dl），B（N：16t8mg／tdl），05（N＝100t30％NHS）はBeh－

ring抗体一Manc　ini　plate法で測定した。

〔結果〕

　表2はパルス療法による補体価の動きである。表に示す如ぐ，CHsOの上昇は1週間の近接効果で

はT。T．及びM。　K．症例に認められるが他￠13例では認められない。C4，G3，B，G5は増加の傾向

は認められない。Clは前値71．4±3．6（M±SE，n－5），MPSS　各回点滴後翌日はそれぞれ82．O
　　　　　　　　　q
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名　前 方　　　法 日　付 CH50 91q
G4．　‘巨　P

G
3
．
●

B G5

T．T。 2月16，18，

Q0日

lPSS　LO9

56．　2．14

@　　2．17

@　　2」9

@　　2．21

@　2．23

30

Q6

Q2

Q1

Q3

　8．．．0

P28

@82

P05

@77

36

R9

R9

P5

P5

42

T1

R5

R9

R6

24．1

R3．8

P7」

P8．2

P4．8

110

P68

@81

P01

@81

M。K． 3月19、20，

Q3日

lPSS　l，09

56，　3．19

@　　3．20

@　　3．21

@　　3．23

@　　●
@　　3．24

17

P5

P5

P6

P7

75

T5

T6

U0

T4

唱8

V
7
6
9

29

Q5

R0

Q9

S3

5．8

U．8

T．6

T．2

U．8

　65

@86

@95

@86

P11

K．M． 8月4，6，8日

lPSS　1．09

@●

56，8．4

@　　8．　5

@　　8．7

@　　8。10

@　　8，11

22．

Q1

Q0

Q3

Q1

　65

W0

P02

P00

@89

　9

P4

@8

P3

P3

26

R3

R4

R3

R4

8．0

X．9

W．6

X．5

W．6

124

P00

P13

P08

@96

S。K， 11月10，1』2日

lPSS　LO9

56．11．10

@　1L11

@　11．12

@　11．13

18

Q0

Q0

Q0

　59

@64

P00

@81

11

P1
P．0　・

@8

43

S3

R7

R9

　9．0

P2．3

@6．8

@7．7

9’1

V3

V9

V3

N．M。 12月7，9，11日

lPSS　1．59

56．12．7

@　12．9

@　12，10

@　12．11

@　12．14

　7

P0

P0

@9

P0

78

V8

W6

W6

V0

3
3
2
2
2

39

R3

R1

P7

R0

6．8

T．6

S．8

S．6

S．0

105

@10

@10

@30

@25

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　土　　1　1．0　　，　　105．2d二

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　1L9　，　89．6十一　7．2　，

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　後値（終了後2－3

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　日）73．8±5．2で，

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　前値に対する有意差

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　検定ではそれぞれ，

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　n．S，Pく0，05，P

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　〈O．1，n．　Sであっ

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　た。尚，同期間にIC

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　を測定した2例では，

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　パルス療法に従って

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　工G低下がみられた

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　例が1例，不変が1

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　例であった。

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　〔まとめ〕

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　強い低補体を示す

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　5例にパルス療法を

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　行ない補体値：に及ぼ

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　す近接効果を検討し

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　た。その結：果，CH

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　50は既に1週間の

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　近接期間中に上昇す

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　る例が認められた。

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　しかし統計上，GH　50，

　　　　　　　’．　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　C3，C4，G5，Bに

　　　　　　　　●　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　近接効果の上で有意

な変化はみられないが，C1はパルx療法期間中，有意に上昇し，終了後もとのレベルにもどること
　　　　　　　　　　　　q
が判明した。

　MPSSパルス療法の作用機序は免疫グtaプリン産生抑制，リンパ球減少作用，免疫複合体の減少な

どがあげられているが，1週間の近接効果で，01の一過性増加が認められ，その急性変化から，補
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　q
体の代謝あるいはリンパ球への作用が推測された。

Summa　r　y

Pulse　therapy　was　used　for　the　treatment　of　collagen　diseases．　But　even　including　a　in－

dication　，　its　effect　and　nileehanism　of　action　is　not　known“

The　early　effect　of　methylpredonisolone　sodium　succinate（MPSS）was　discussed．　For　five

hospitalized　pat’奄獅狽刀ifour　female　SLE，　one　female　MCTD），　1．0　or1．5g　MPSS　was　administered

intravenously　for　three　successive　alternate　day．　Prior　to　the　pulse　therapy，　atl　the　pa－

tients　had　received　conventional　low－dose　prednisolone　therapy　and　none　was　receiving　．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　‘

　　．　31



immunosuppressive　drugso　．
Every　next　day　to　the　pulse．　blood　sarnple　・was　drawn　for　complement　analysis．

As　a　r．esuh，CH50　0f　two　patients　rose　slightly　as　early　as　within　a　week，　but　statistト

caly，a　change　of　average　vaiue　in　CH50，　e3，　Q4．　B，　C5　dose　not　rise　significantlye

Clq，　just　next　day　after　t．he　fir＄t　pulse，　rose　significantly　a＄　ccmpared　to　initial　value

before　the　pulse　and　al＄o　rese　succesively　after　the　2nd　and　3rd　pulse，　but　2　or　3daysafter

the　last　pulse，CIA　returned　to　the　initial　value．
　　　　　　　　　　　　　　　　　q

During　the　pulse　therapy，　IO　val．ue　of　the　two　patients　was　measured　and　one　o’f　them，　it

lowered　to　a　normal　value　but　the　another　rested　high．

With　such　a　rapid　change　of　Clq　value　，　the　effect　of　MPSS　seems　to　be　resulted　from　di－

rect　effect　on　complementmetabol　ism　or　lymphatic　cell　rather　thar　IC　or　immunoglobu！in

metabolism　．

，

．
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9
血液透析患者補体価の血清一血漿解離

虎の門病院腎センター

鈴木好夫，望月賀世子，内田順子，岡崎砧子，原　茂子，葛原敬八郎，二瓶　宏，三村信英

〔はじめに〕

　室温又は4℃で分離した血清が低CH50を示し，　S　7℃で分離した血清あるいはEDTA血漿は正常

CH50を示す現象はよく知られている。それらのうち，血清とEDTA血漿のCH50の解離は血清一血

漿解離（S－P解離）と呼ばれるが，成因論的には低温又は室温に血清を放置することにより澄こる

in　vitroでの補体classical　pathwayの活性化によって生じると考えられ，　Cold　ac　tiv．a　tion（CA）

と云われている。

　CAは肝疾患に集中してみられるが，その他腎疾患，膠原病，健康入でも報告されている。

　今回，血液透析患者を対象に低補体血症の頻度，原疾患名，S－P解離及びCAの頻度，　その発症

機序について棟討を加えた。

〔対象及び方法〕

　対象は当院腎センター定期血液透析患者199名で原疾患は慢性腎炎，糖尿病性腎症，多発性のう胞

腎，膠原病，その他である。採血は透析日に：行ない，2時間室温放置後血清分離し，一740Cに保存し

CH50の測定検体とした。

　GH50正常域（30－50　u／ml）以下を示した症例はあらためてEDTA（終末濃度3，6m　mole）・

3．8％クエン酸Na（クエン酸Na一丁液化1：9），ヘパリン（10u／ml），37．C保温採血を行な

い，S－P解離，　GAを検討した。又，クリオグロブリン，IC（免疫複合体），免疫グロブリン（G，

A，M，E）を測定した。

　補体蛋白定量は，パルチゲンプレート，又はベーリング抗体一Manc　iniプレート法で測定した。

〔結果〕

名　前 原疾患名
血　　清・

bH50
EDTA
nH50

37℃
fH50

ク　リ　オ

Oロブリン

　I　C
lCG／m　1

IgE
普^ln　1

IT 多発性のう胞腎 ．　　3 30 37 ’（＋）lgG 1．5 32

KC 慢　性　　腎　炎 2 33 37 （＋）IgG 1．5↓ 57

MS 慢　性　腎　炎 8 44 47 （一） 1．5↓ nd

SK 糖尿病性腎症 3 19 36 （一） L5↓ ud

SK 乾　　　　　　　癬 3 60 nd （＋）lgG L5↓ 2020

MK 慢　性　　腎　炎 10 39 28 一 L5↓ nd

HT 多発性のう田口 9 31 30 nd 1．5↓ nd・

　低CH50を示した症例は199例中17例で8．5％であった。うちS－P解寵を示した例は7例で全

体の3．5％，低CH50症例の41％であった。表はS－P解離を示した7例の原疾患名（3慢性腎＝炎，

2多発性のう胞腎，1糖尿病性腎症，1乾癬），室温分離血清CH50，EDTA血漿CH50，クリオグ

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　1
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“

ロブリン，IC，　IgEである。表．に示す如くクリオグロブリン（Ig．G）陽．性が3例，　IgE高値が．1例認

められた。37℃保温採血でCHsOが正常化した例は5例認められた。　ICは7例とも正常値であった。

　　　S－P解離を示さない低CH50例10例（4慢性腎炎・2SLE・1ウsゲナー肉芽腫疑・1紫琿病

性腎炎，1McTD，1成人型フ7ンコニ症候群）のうち2例にlc高値，　i例にlgE高値を認めたが

クリオグロブリン陽性例は認めなかった。

〔まとめ〕

　　血液透析患者の原疾患はもとよb区々であるeしかし透析症例全体とし七見た場合，低OHsO症例

は8．5％，S－P解離は3．5％に認められ，これは肝疾患を除けば，報告されている他疾患より高頻

度である。S－P解離，CAの発生機序は他疾患の場合．と同様クリオグロブ．リン，免疫複合体の関与

が示唆された。soluble　cryoglobulinについては未検である。

　　高頻度に認められる理由として透析患者に多い輸血歴，血液と透析膜の．直接接触，及び透析膜によ

る毎回の補体活性化も検討さるべきである。

Summary

Hypecomplementerpia　is　ob＄erved　in　SLE，　MPGN，　liver　cirrhosis　and　so　on．　Howeve．r　at　the

same　t　ime，　it　is　we11　known　that　a　difference　between　serum－CH50　and　plasma－OH50　（’S－P

difference）was．　often　seen　with　several　diseases，　i．e．mostly　with　1iver　disease．

　S一一P　difference　in　hemodiatysis　patient　was　studied．

The　incidence　of　hypocomplementemia　was　17（85％）in　199　hemodi’≠撃凾唐奄刀@patients　and　7　of

the’唐@were　found　te　show　S－P　djfference（3．5％）．

The　original　dise’≠唐刀@・of　these　7　patients　who　had　S－P　difference　were　3　chronjc　nephritis，

2　polycys’t　ic　k．idney，1　diabetic　nephropathy　and　1　psoriasis．　The．　remaining　10　hypocomplcmente－

mic　patients　who　did　not　show　this　phenomenon　consisted　of　4　CN，　2　SLE，　1　MeTD，．　1　suspect

of　wegener’s　granulomatos　is，　1　purpura　nephritis　aRd　1　Fanconi　Syndrome．

As　a　cause　of　an　S－P　difference，　cold　acti’vhtion（CA）　was　investigated　and　5　of　7　S－P　di’　一一一

fferences　showed　normat　37’C－serum－CH50．

　IC　was　detected　in　2　hypocomplementemic　patients　but　not　in　S－P　difference　patient．

Cryoglobulin　was　found　in　3　patients　of　S－P　di’fference　and　all　these　cryoglobuiins　were

revealed　to　be　lgG　type．

　The　causat　substances　of　this　phenomenon　are　not　yet　known　but　IO　or　cryoglobul’in　may　be

responsible．　，High　IgG　titre　was　detected　in　2　hypocomplementemic　cases（one　in　S－P　difference　and　ano一一

ther　in’ 獅盾氏@S－P　dif．ference）．Further　studies　about，　such　as　solllble　cryoglobulin　shouidbe

necessarY．

．T｝ie　reason　for　high　incidence　of　S－P　difference　of　3．5％　in　hemodialysis　patient　i・s　not

clear　but　a　history　of　blood　transfusion，　a　direct　contact　of　blood　with　dialysis　rnembrane

and　a　complement　activation　at　each　dialysis　shall　be　considered．

．

1 34

‘

，



10

各種疾患における補体の免疫複合体の可溶化能

　相原　泰・桑島紀夫・天野哲基・太田善介

　　　　　　　　　　　　　　　　　　岡山大学医学部第三内科

〈目　的＞

　1975年にMiIIerとNussenzweigは不溶性免疫複合体が補体系により可溶化すると

いう事実を発見した。この可溶化現象は生体内における抗原抗体反応が推察される自己

免疫疾患や各種腎炎の病態に何らかの影響を及ぼしていると想像される。この為，簡便

な免疫複合体の可溶化能の測定法として，昨年の本シンポジウムで発表した抗原にpe－

roxidaseを利用する方法を用い，各種疾患における可溶化能を測定し，病態形成との

関連を検討した。

〈対象と方法〉

　対象疾患はSLE30例，　RA19例，　PM（DM）4例，　PSS9例，　PN4例，MC

TD11例，　UCTD10例，　Sj6gren症候群8例，　Behget病16例，低補体性膜性増殖性

糸球体腎炎（MPG：N）1例，　AGN2例とし，正常人14名を対照とした。

　不溶性免疫複合体はhorseradish　peroxidase（PO）と抗POウサギIgGを至適域

で反応させて作製した（PO－IC）。このPO－ICを用いて各種疾患における可溶化

能（complex－release　activity：CRA）を測定した。

＜結　果＞

1）各種疾患のCRA（図1）

　正常人のCRAに比較して，　SLE，MCTDは有意の低値を示し、　RAのCRAは

有意の高値を示した。PM（DM），PSS，P：N，　Behggt病，　Sj6gr　en症候群，UC

TDでは正常人のCRAに比較して有意差は認められなかった。低補体性MPGN1例

のCRAは常時異常低値を示し，　AGNの2例も低値を示した。

2）SLEのCRAとCH50
　SLE層におけるCRAとCH50との関係をみると図2の如く，両者の間には密接な正

の相関関係（r＝0．69，p＜0．001）が認められた。又，　C4の低値が持続する為，

CH：50が仲々回復しなかった症例（図3）では，　CH50よりCRAの方が早く回復する

事が認められた。

3）低補体性MPGNのCRA
　持続性低補体価でC3，Bが極めて低値を示し，腎生検にてMPG：Nと診断された本

症例のCRAは常』時低値を示した。この症例の血清と正常人血清を37℃30分間反応させ

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　t

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　35



た後にCRAを測定すると対照に比較して明らかな低値が認められた。又，この傾向は，

非働化した場合でも同様に認められた。更に，患者血清と正常人血清との反応をEGT

A下で行なっても同様であった。

4）AG：NのCRA
　発症時低補体価を示した2症例とも，C4は正常であるがC3は著明な低値を示し，

経過を観察するとCRAよ．りCH50の方が早く回復することが認められた。

ぐ考　察〉

　各種疾患におけるCRAを測定してみるとSLEで低値であり，RAで高値が認めら

れた。これは種々疾患のCH50の態度と一致する訳であるが，　CH50はclassical　pa－

thwayの活性を表すものであり，CRAはalternative　pathwayが主で，　classical

pathwayはこれを促進する効果があるという事が明らかとなっているので，この点は注

目される。MCTDのCRAは二値であったが，今回対象としたMCTDにSLEの病

像を呈するものが多かった事も原因と考えられるが，CH50に比較してCRAの低値が

著明である症例も散見されたので，本症の病態にCRA二値の関与も考えられた。

　SLEにおいてはCRAはCH50とよく相関した。しかし症例別に観察すると，　CH

50に比較してより早期にCRAが回復してくる症例が認められ，このような時点におい

ては，生体内の免疫複合体の可溶化能力は正常に存在していることを示す訳であり，S

LEの治療並びに予後判定にCRAは有用な指標になり得るのではないかと考えられる。

　低補体性MPGN患者血清中にはalternative　pathwayを活性化させるheat　stable

な因子即ちC3NeFの存在が示唆されCRA三値の原因と考えられた。又，　C　3　NeFの

検出法としては従来種々の方法が考案されているが，被検血清と正常人血清を混合して

CRAの低下率を測定する方法は簡便で優れた方法と思われる。

　AGN2症例においてはC4は正常であったがC3の二値が持続し．　CRAに比較し

てより早期にCH50の回復が認められた。このことより，本症の補体系は低補体時の

alternative　pathwayの強い関与が推察され、本症の病態にalternative　pathwayを

強く活性化させる因子の存在が考えられる。

36



FIG，　1 CRA　IN　VARIOUS　DISEASES
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FIG，　2 RELATIoN　BETwEEN　CRA　AND　CH50　IN　SLE
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Cornplex－Release　Activity　of　Complernent　in　vqrious　Diseases

　Yasushi　Aibara，　Norio　Kuwajima，　Tetsuki　Arnano　and　Zensuke　Ota．

Third・Departnent　of　．rnternal　Medieine　t　Okayama　University，　Medical

School，　Okayama．

　　　　　Cornpiex－release　aetivity（CRA）　of　complernent　was　rneasured　in

autoimmune　diseases　and　hypocomplementernic　glomerulonephritis（AGN，

MPGN）　by　simple　rnethod　using　peroxidase　as　an　antigen　in　immune

cornplex．　Low　CRA　was　seen　in　SLE，　MCTD　and　hypocemplementemic

glornerulonephritis，　and　high　CRA　was　seen　in　RA．　ln　PM（DM），　PSS，

PN，　Sj￠gren’s　syndrorne，　UCTD　and　Behget’s　diseaser　CRA　was　within

normal　range．　Reduction　of　CRA　was　more　significant　than　that　of

CH50　in　some　MCTD　patients．　1n　SLE，　CRA　correlated　well　with

CH50（：t＝O．69t　pく0．OO1）．　But　in　some　persistent　hypocomplementemic

（low　C4）　SLE　patients，　CRA　reqovered　soon　after　corticosteroid

treatrnent．　In　two　hypocomplementemic（low’C3）　AGN　patients，　reco－

very　of　CH50　was　sooner　than　that　of　CPJ．．　These　observation　sugg－

ests　that　the　measu：rement　of　CRA　is　rnore　useful　than　tha’ヒ　of　C耳50
　　　　　　　　　　　　　t

in．　some　SLE　and　AGN　’垂≠狽奄獅狽刀D　Low　CRA　continued．in　a　hypocomplem－

entemic　MPGN　patient．　Heat　inactivated　serurn　frorn　this　patient

was　able　to　reduce　CRA　of　normal　serum　in　EGTA　buffer．　These　indi－

cate　that　this　serum　contains　C3　nephritic　factor〈C3NeF）　and　this

C3NeF　participates　the　reduction　of　CRA　in　hypocomplernentemic　MPGN．

」
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棚の館ち越し糸・く．繍ナτ聖ご屠の磁諺齪《れり・

Table　1．　The　effect　of　absorptions　with　sensitized　formalinized－SRBC（F－EA）

　　　on　CH50　and　Clq　of　the　pooled　healthy　serum．

cHso（　u／rn1　）　clq

　　　　　agglutination　protein
　　　　　titer，　1　：　（　Z　）

．Before　i且cubation

　　　　　　　　む工ncubation　for　3　h　at　4　C，

without　abs．orption

absorption　x1
　　冒量　　　　x3

　　　　　　　　　Incubation　for　3　h　at　37　C，

without　absorption
absorption　　　x　1

　　1響　　　　x3

　　　　むHeated　at　56　C　for　20皿in．

35．0

34．0

27．O

no

25．8

19．O

no

no

16

6
8
ム
τ
　
6
4
．
ム
7
ム
ー

1
　
≦
　
1

100

100

76

76

100
80

40

0

聖

04



Table　2． Reactions　of　r－globulin　preparations　with
human　coirrplement．

Hemolysis
in　gel（al．）

Clq　protein
　　（　ele　）

NHS　十　GVB

tr ＋　170　FII，

　　　　　　　　’

’

＋　IZ　r－V，

　　　　　　　　’

　　　　　　　　’

＋　1”1．　Vgl，

　　　　　　　　’

　　　　　　　　’

　　　ロ
nat■ve
560C　30曾

　　O
　　　C10曾62

native
560C　30’

　　o　　　C　10’62

　　　　nat■ve
560C　30曹．

　　O
　　　C10’62

＋　i7．　vgi－r G　gg5EVg，，

＋1％G－s
G

　　　　　　　　’

　　　　o
　　　　　C10曾，　62

畿v；。，

　　o
　　　C10膨62

100

0
0
0
92．7

90．3

83．3

80．9

63．9

62．0

92．6

80．9

　0

92．7

　0

　0

100

96．4

76．2

69．9

8S．9

85．9

85．9

85．9

85．9

85．9

96．4

92．9

69．5

96．4

92．9

　　　　　　　　　　　　　Reactions　of　Cユ．q　with　工g　G．　（　Yo3hida　et　al・　Fukushima　）

　　　　　Reactions　between　eomplement（　C　）　and　iunnune　complex　and　aggregated　r－globulin

were　analysed　by　estimating　the　hemolytic　activity　and　Clq．　To　examine　the　reaction

鍍，吾alb纏til畿誌h、豊羅，茸と豊e318εsll’茸81．f羅i呈1酷灘F乙E金1。w　g．：’xed

efficient　・in　a　ease　incubated　at　370C，　and　repeated　incubations（absorption）　accelerated

the　reduetion　o’f　CH50　and　Clq　levels．
　　　　　Human　r－910buli耳　preparations（　F　工工，．　r－Venin．　Globulin－S，　Veロ0910bin　and　Veno－

globin一工）　were　e皿Ployed　to　a且alyse　the　reaction　be　t；ween　human　工gG　and　C　of　human

and　guinea　pig　origin．　Reactton　of　guinea　pig　C　was　assayed　by　estimating　an・ti一

羅蓋m謡a灘、：三St盈器皿。言「難ε畿。13t診。三豊：e譲搬e髭互。ll。：Zd。茎e器島。

e　with　these　were　shown　by　estimating　the　hemolytic　activity　and　Clq　level　s．　Unheated

￡照a雅。2：ヨe獄琴呈，至。櫨「Z、1難讐乞皇、：2、：Σt齢呈。1。盤，：ll盤y三。h器：ve「’

grade　of　reduction　of　hemol；tic　activity　and　Clq　levels　could　suggest　the　presence
of　Clq　in　an　inact士ve　for皿．　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　、

．

巳
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　肝疾患包圭とする話疾患ボおいZ，血蒲E低温1こ保存可ゐ』，補棒糸バ沽

性イい輔∫賜（c。ld　dCtivati。n．，　」t人畜CA乞・略）珂びZ　・・c　t　l閥連し

z、1みと考えら、｝Nる血看と血奨z・の補体価畠解離現象eぐ観療、ツれ～・⊃ゐ。

こm・f購・幽しZ唖j97　5‘＃　（託チ丁ら）以179数の報む検討・ぐ’霞轟k乙

おり，硫「村ら博フリ：不・蚤臼lk減勢〔の関与E示P隻すみデータを発表しで・，る

威その不態4閥しZl蘇知堵β小もタ9”・

我？・恥醇厚を鰍「q6こLEa・99としZcaを詞血ヲ勧Z5％
PE（穿ラZ臣二物と補イ本ヒa及、穴覧5よびCAと示す血煮9工害α小謡と剥暦との

鳳・・こつuz検品しt：．乏の締果。牛薦二二碗A乞祠血づ責凋タ蘇

匹耽降臨コ汁・一1レ1：Pしし翻らむM響く，3r：CA跡・q嫡の

工剃櫓し錦叶血瀧低温Z仮《’」嫡とじト禰研沽イも鉢祝
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（絡撚2．H）しr・　．aa・ij｛t　e　cH　SO・ぐ正課励勧磁ガ，触徽・低

血流、・狗裕爾動側定序能・琢るこ四型託しtこka峡、験・＝用、’t＜．

ひ内訳・鰻翻後（Y．　K．，Y．　M．）2例，股関姫激癬脚長・～燃乞圭

豪雨崎続的低ネ解価跡可⊥例（Mのあ・」二二血／zE5sa1例（M、

κ．1』の4例砺を鋪赫淳血実綿温Z・棚三一％．（角〉鯨劇保疹
し1・。’Z）P正6∋小論鋪3。。メ．．・、IHED丁A（pH　7・S）1吻丑、　IZ・rヅ・
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佃D・幸賭し～而方ノ館孝為’r〈・薦“っStW本2曜（匪a　mepa物湯

餌πで1。メ）ノCユ（1・2CIHrO単1在）2αメを〃D之Zcec多。小・亭ら1曳

EAC4　Ce02x　tO7個k加之～びし20分及ノ軸噛」せ，晒べα略？“Z回三え條倹’

CZ（1C，　c．　CH蝉1ωヲ。・C・。・vN，」ら’・zα。4旺D砕GしtB　Z・1／6・ド椒ぬな

匂しし汁血蒲。召弱目加え～う・マ．cω分麟黛￠～券血薦ノ員懐しk。

c斗矛ラ右化幽幽P昨麟・・謁倹体6cメ，CT　v　B”～髄。・渦釈げ錦
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を5・1虹1煮の勾α分画の箱製1瓦血病と3TCIiPl）温強，　OlciHPB（pH2・0）
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B！～べ4一一こ劇叡珊・繭崩しZイ鯛しτこ．こ磯鴻購電気



泳動収伽ト全血ラ飾灯し⊥本の犯降線El〒・し，抗埆レみ及六・しk，

〔糸毒衆あ・」び・考榛J　i）CAを示著血湧Z・σ育村らbX’報告し～いろごとく

Z、5　Y・P正恥あZ色如しf・沈降物・松硯届。し・・しヲ麟蛋白董閥し

Z19正種馬コントロールヒ6疾患コントロールとも舞違0ぐび。＼τ㍉Z5ゐ

PEGtこより死瞬，しれ蛋・白aC当千合育εσ，　Cハを示す血蒲～・1すう0ゐ工9．2、正

常人コントD一ル3臼躯Zl、％疾1毛・コントD一ル21．B．エzc・・9（・，　4・・　・／t　e　R

体をitrD　Z．　ri　L　h　C工あみの溶血一度を工00ヒし，回れドi－T　・1る阻止毎Z・義わし～

・》る）ぞノi9’らっ．？は匁きP、ッ才こ早月r六差違．｛9亨

・、，TZ　e（図！Z，正il；　K　th・　s’乙・勉痴愚つ汁ロー，レ

lJ－1右しで7。1つVlトし～、あ’る）　C4’子ラ右イしノ支／幾’～・’13

CAと示訂血清の（：47ris’イし能；び9X，o　f＿2．7（不受配亀〃P愚

なt｝C4網縄ド釘募ろ阻止孝％，以下aじ）、正幣入

4S．　o　±　23、Z　，　疾爵・コ　ン　ト　D　一　、レ・473±／2．5　9　1享、

3ウ美、違ε示しZ，C（ll　3，可．血ゴ責aC4不着rし能ρく

高・、．ね。（図工ち，正常人お」び」笑患ゆン｝ロ

ー1し1U－1航し之フel⊃ット）e

　CA跡ず血蒲（M．　k，）・P丘q沈降才刎こよみ。4

ノト拓化策α幽望促～PO鵬￠Cし・r陀1’；図21；ホ可様．　t；

Srv漣（rtati　ve血病の5μ1こ相当）Z“もヲ右惟1写保lli”g

淑ゐ。ぐ，聖職人血清Fη・らのPE（影に瞬・吻ほ濃，度σぐ高い

シ易！昏1ζのみC4矛テ白化‘ltt・1・i￡び浅尋ハらレ八rて。

z）D日E副駄1。vaζ覇製し1ミ1sa・地口収あ細

ぱ翅μ（図4の荊・・仏「；　Oラム一段」’躍下
段）乞Gr　V　B”’　z“　Mk　ltRしtc正敵トta　ifi　6e。メ（1／Z・・）

と乞。θc4醐及八マtZ復、　EA（⊥・lc撤）z曝

セσロ乞～37℃⊥時朗斥六・マ忙搭血．度2みると働事ピ

制動碍τ湾蘇貼～￥・・K．，　，

pt　！

c1　量1躁匿脚　　　　　　　　 Pt　i㎜師皿巳隙

図2

　　　　　　　　　　　　　　　　レしK。　～（C，，、1κ。　r’チと’ク，　C／へ＆　：テ～芳血

痴工3“小釦よ」・脇く正戦ト輔妊A崎「届溶鍾罐1し丁姻
3）．。　　よ「てぴC4時朗の孜静岡・は∫婚1跡再イ不ε零度イkしz5ワ㍉r；（図略）。

丁書価変量しZネ再割扉ヲ右イい1隻合乞みろ乞，図4－1こ示ず‘；う1ミ∫酋と湧量

す躰つ叔矯イ和砺イし糾叉ろ（図4●一一●）鉦銑ト血三恥、鴻1く

工寄偏禰範膨化じゅ’・τマ（1酔O一一C）．臓CA訴可撤鴨醗
画伊補イ本矛拓⑩箔性ヒそ躯を叶Mこ含みれゐ1曾（㌃量乞痔難関t評（雄略）ノ

巧＠一部・こネ解国恥確用朔なヒ・懸船林・

痴黙しr；　lsG　fl　4一℃1・1呆蝋画倉齢三鵬物（じり嚇し・細がみ



られr・く’t・　v、9CAヒ祠血ラ秀よll得f；

1殖／が画乞4℃一晩放置復，画て’し℃艦

と蹴㌔乏・7｝　XiS　1〈　一一7　t，　2℃3．　C　4・瑠恥．お

σ鯨再イ筋潮し剃・覧癬可しT：・。コ汁ロ

ール夢み血1こナ｛［「なF且面面（e／e）て一・一あらわ窃と

Crソ・3’i・　b・　ulinをP糸・、τ・」曾街～“　2B，S士’黛。

（牌），そ厩ナTl・写・像し翫〃Dえfδい
」＄a　z・　72．4t　24，2ぐ几・4），諸膚｝そ血ラ青よ　

得t：晒z・s、zエ76姻）τあ・福
　　ン人上よりCAとぶ下血三看ク、　P正6譜面・：吻，ま

　　　　　　　　　　　　　　」く矛」　　　るこ

　，

tgG

NHSC

parcent・@’h№浮唐盾撃凾唐rs

IOO

Y．K（

M．．K

N．O　（

Y．K（

c4亀安脾　　右イしす　し，　CA亀町

，血温　　　　　　a　fsq／緬中・・lg　Cry・s）1・bL・1，血温性つで

　　　　　　，　こ．・｛、亀除く　とネ訂イ奉矛ヲ右叩頭ρぐま写」っ
あ噛）

　　　　　　こ　ヒPぐ判り月しτて。4．、ろ

。4聯面面・・イ轍縫・ぐ凱幽嗣勧・・，　T2　（irノ埴勉

」う写デ狙多～くヒrゴっ　マ・、るσ、ナ∫ビゥく今町の検訂蕩囎ぞあみ

。ワ・2）・レ匹隔寸’ゼの

。

　　　　　　　　　　　　　　　　Activation　of　the　complement　system　at　low　temperature

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Yasushi　Yukiyama，　Kenzo　Yeshida　s　Shun－ichi　Htrose

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Department　of　Medicine　＆　Physical．　Therapy，　Faculty　of　Medieine，

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　University　of　Tokyo．

We　studied　the　phenomena　called　the　cold　activation　of　the　comple皿ent　syste皿・whidh　in　sera　fro皿

patients　with　chronic　hepatitis　and　other　various　disease　lose　their　hemolytic　pQtency　against

・en・itized・h・ep・・yth…yt・・du・i・g・t・rag・i・中e　c。1d・Thi・1・ca・・ed　by　th・・p・nt・・e・u・

activation　of　the　classical　pathway　of　eomplement　and　ean　be　prevented　in　the　presence　of　EDTA．

Four　sera　from　two　pattents　with　ehronle　hepatitis，　one，witb　possible　vaseular　oeculusion　of　hip

joint　region　and　one　with　pulmonary　hypertension　were　selected　for　study　beeause　they　showed

extrernely　low　titer　of　hemolytic　complement　while　plasma　collected　in　the　presence　of　IMTA　showed

normal　values．　Precipitate　from　those　sera　by　2．5　percent　polyethylenglycol　（PEG）　were　incu－

bated　with　reference　normal　human　serurn　at　40C　for　two　hours　and　resldual　C4　titers　were　assayed．

Four　sera　under　studv　caused　more　effective　C4　inacttvation　than　those　from　norTnal　or　disease

control．　However　fixation　o．f　li皿ited　amount　of　CI　bv　pEG　preciつitate　did　not　sh（⊃w　anv　difference

between　cold　activation　sera　and　contro17　which　suggested　those　sera　under　studv　effectivelv

utilized，C4　in　the　eold　condition．　IgG　from　those　sera　purified　by　DEAE　cellulose　ehrornato－

graphy　contained　the　complement　inactivating　capaeity　in　the　cold　and　also　cryoglobulin　which

did　not　appear　in　the　original　serum　eonditton．　Removing　cryoglobulin　from　IgG　resulted　in

abo．1ition　of　complement　inactivating　capacity　of　工gG，　which　indicated　the．cryo910bulin　like

substance　was　respon．　sible　for　the　phenomena　of　activat±on　of　complement　system　in　the　cold．

，

44



31
ヒトIgG抗体のF（ab’）2を含む抗原抗体複合体による補体第2経路の

活性化について

赤垣　洋二、稲井　真弥

大阪医科大学、病態検査学教室

　第2経路を経て補体を活性化する免疫グロブリンとしてウサギlgG・F（ab’）2、

モルモットγ、・F（ab’）2などが知られている。一一方、正常ヒト血清あるいはヒ

ト骨髄腫蛋白より精製したlgG・F（ab’）2が補体を活性化しないというSpiegelberg

らの報告により、ヒトlgG抗体のF（ab’）2による補体第2経路の活性化は否定的

であった。しかし、ヒトlgG抗体のF（ab’）・を含む抗原抗体複合体を用いた実験

報告はなかったので、われわれは高単位の抗テタヌストキシン抗体価をもつ

ヒトγ一グロブリンからlgG・F（ab’）2を分離し、ヒトlgG・F（ab7）2を含む抗原抗体

複合体を作り、この複合体が第2経路を経て補体を活性化することを明らか

にしたので報告する。

（材料と方法）

　抗テタヌストキシンヒトlgG・F（ab”）2の精製は抗テタヌストキシン抗血清の

γ一グロブリン分画（ヘキスト）をペプシン消化し、DEセルロース、Sephadex

G－150にかけ、抗τ　一chain抗体に反応し、抗Fc抗体に反応しない第2分画の後

半部分を集めて行った（図1）。このlgG・F（ab’）・をテタヌストキソイドと最

適比で37。C、1時間反応させた後、40C、48時間静置し、lmmune　precipitate

（lpPt）を得た。　IpPtの蛋白量はヒトIgG量を標準として、　Folin法にて測定した。補

体としては正常ヒトプール血清およびC4欠損モルモット血清（C4Dgps：コーデ

ィス社製）を用いた。；補体価はMay　erの方法に準じて測定し、補体成分活性は

永木らの方法に準じて測定した。

（結　果）

1）Ipptと血清との反応

　GVBで洗浄した種々の量のIpPtにGVBで2倍希釈したヒト血清O．5・・eを加え、

37。C、1時間反応させ、上清のCHsO、　C1～C5活性を測定した。その結果、表

1に示す様に、Ipptの量・に従い、　CH50、　C3、　C5の活性低下がみられたがC1、

C4、　C2活性の低下はほとんどみら’れなかった。

2）IpptとC4Dgpsとの反応およびM9±EGTA存在下でのヒト血清との反応

　古典経路のC3転換酵素によるC3活性低下を除外するため、　IpptをC4Dgpsあ
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るいはMgせEGTAを含むヒト血清に加え、反応させC3、　C　5活性の低下を検討

した。その結果、いつれの場合もC3、　C5活性の低下がみられ（表2）、加え

たIppt量に対するC3、　C　5活牲の低下は1）で述べた実験結果とほぼ同程度であ

った。

3）Immune　Ad　he　rence（1．A．＞

　1．A．はマイクロタイター用U型プレートを用いて行った。まずプレートの

各孔にGVBを1滴入れ、ヒト血清、　C　4　D　gPs　2倍より4096倍まで希釈し、その

後、Ippt（2。0μgN／me）を入れ、37。C、1時間反応させた後、0型ヒト赤血球

（1．0×10　8／　・e　）を1滴入れ、さらに37。C、1時間反応させ、凝集像を観察し、

た。その結果、ヒト血清、C4Dgpsでは256倍まで1．A．陽性であった。

4）IpPt上のC3転換酵素形成（FX　formation）のKinetics

　375μgNのIpPtをM酔EGTAで洗浄後、　Mg駕EGTAで2倍希釈したヒト血清に

1．5　meに加え（fina1　250　ptgN1　nf）、37。Cで反応させ、一定時間毎に一一定量の反応

液をくみ出した。遠沈によりIpptを分離し、冷Mg牝EGTA　2　meで洗浄したlppt

にC3（200SFU／　me）0．3　meを加え、30。C、30分反応させた後、遠沈し、上清の

C3活性を測定した（図2）。FX　formationのTmaxは約5分～10分で、時間の

経過とともにその活性は低下し、60分ではその活性はほぼ0となった。

（結　論）

　ヒトIgG・F（abt）2を．含む抗原抗体複合体をヒト血清と反応させた場合の補体

価、補体成分活性の低下のプ・フィールやFX　fo㎜ationのKineticsを検討した結

果は藤田らの報告したウサギlgG・F（ab’）・を含む抗原抗体複合体を用いた実験

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ノ結果とよく一致した。これらの結果とともにC4Dgpsを用いた実験成績からヒ

トIgG・F（ab’）2を含む抗原抗体複合体は第2経路を経て補体を活性化すること

が明らかにされた。
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Table．1 CH50　and　cornplement　component　profiles　of　NHS
reacted　with　工ppt．
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1ig．2
Kinetics　of　forrnation　of　the　alternative
pathway　C3　convertase

（X）　on　the　F　is　formed　（FX　formation）．

alternative　compl，ement　pathway．　As
was　investigated　and　FX　havinq　maxirnal
ineubation　of　rppt　With　serum　for　5－10
indicate　that　工PPt　f◎rmed　with　F（ab。）2
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Abstract

　　　　　We　exaMined　the　ability　of　immune　precipitate　（Ippt），　formed　between
tetanus．　toXoid　and　the　F（ab，）2　fragrnenセ　．of　anti　tetanus　toxin　human　工gG’　to

trigger　the　alternative　pathway　of　complement　activation．　As　shown　in　Table
dose　dependent　consumption　of　CH50，　C3　and　C5　activities　without　significant
loss　of　Cl，　C4　and　C2　was　observed　in　normal　hurnan　serum（NHS）　by　the　reaction

盤。鑑・9。1織至，c灘P臨；1）Cミ調≠誌t鵠呈藍i器s　obse「ved’n　C4

工ppt（Table　2）．工㎜une　adherence　was　positive　when工ppt　interacted　with　NHS
C4Dgps．　When　工ppt　（F）　is．incubated　with　NHS，
　　　　　　　　　　　　　噂　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　・

1，

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　serum　treated　with

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　or

　　　　　　　　　a　complex　of　complernent　proteins

　　　FX　zs　the　C3　and　C5　convertase　of　’ヒhe

further　studies，　kinetics　of　FX　formation
　　　activitv　to．　cleave　C3　was　obtained　by
　　min　（T　max）（Fig．2）．　TheSe　results
　　fragment　　of　human　工gG　antibody　has　tne

ability　to　aetivate　the　alternative　cornplement　pathway．

1
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Fig．1　lnhibition　of　i251－tetanus　toxoid－
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INHIB工丁工ON　OF　工MMUNE　PREC工P工TATION　BY　COMPLEMENT

KYONGSU　HONG，　NAOM工　KANAM工TSU，　YOSHIKO　MURAKAM工，
　　　　　　　　TAROH　K工NOSH工TA，　and　KOZO　INOUE

Department　of　Bacterio1ogy，　Osaka　University　medical　School

　　　　　precipitin　reaction　between　i　251－labeled　tetanus　toxoid　and　human　or　rabbit

antitetanus－toxoid　antibodies　was　inhibited　by　human　complement　serum　but　not　by
guinea　pig　complernent　serurn，　although　the　antigen　and　the　antibodies　fixed　well
both　hurnan　and　guinea　pig　complement．　The　soluble　immune　complexes　were　observed
in　the　sup．　ernatant　from　the　complement－inhibited　toxoid一一antitoxoid　react’icn
mixture，　and　their　sSze　was　estimated　as　more　than　4　x　107　daltons　by　gel’　filtra－

tion　through　a　Sepharose　C工・一2B　column．　　The　inhibition　of　the　precipitation　by
hurnan　cornplement　serum　did　not　occur　in　the　presence　of　Mg－EGTA．　The　human
complement　serum　partly　deficient　in　factor　B　（RB）　inhibited　the　precipitation
to　a　certain　extent，　and　the　addition　of　factor　B　restored　cornpletely　the　inhibi－
tory　activity．　When　toxoid，　comp1ement　serum　and　antitoxoid　were　incubated
further，　precipitation　occurred　gradually，　perhaps　as　the　cornplernemt　activity　was
1ost．
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Selective　Complete　Deficiency　of　Clq　in　a　Patient　with　Lupus　Erythematosus－like　Syndrome

Hiroshi　Nishino　f　Kazuhiko　Shibuyai5＊　Yoshihiko　Nishida“＊　Mitsunori　Mushimoto＊＊　and

Masaaki　Kosaka＊

t　First　Department　of　Internal　Medicine，　School　of　Medicine，　University　of　Tokushima

＊＊　Department　of　Internal　Medicine，　Matsuyama　Red　Cross　Hospital

　　　　　A　37－year－old　Japanese　man　in　previously　good　health　was　hospitalized　because　of　swelling

of　the　auricles　and　discoid　erythema　of　the　face．　Clinical　and　ldboratory　findings　satisfied

the　diagnostic　criteria　for　systemic　lupus　erythematosus　proposed　by　the　American　Rheumatism

Association．　However，　serologic　studies　showed　weakly　positive　antinuclear　factor　and　absence

of　anti－DNA　antibody　and　lupus　erythematosus　cel　ls．

　　　　Total　classical－pathway　hemolytic　activity（CH50），　as　measured　by　a　modification　of　Mayer’s

method，　was　completely　absent（less　than　4　CH50　units）．　Serum　hemolytic　complement　activity　for

the　alternative　pathway．　as　measured　by　the　method　of　Nakaya1na　／and　colleagues，　was　26　U／dL

（normal　control，　21　U／dL），　indicating　that　l　ate　components　of　complernent　were　intact．　Serum

C3　and　C4．　as　detected　by　laser　nephelometry　with　monospecific　antisera，　were　140　mg／dL（normal，

64　to　163　mg／dL）　and　29　mg／dL（normal，　20　to　60　mg／dL），　respectively．　The　Cl　inhibitor　was

89　mg／dL（normal　control　value，　34　mg／dL）　by　radial　immunodiffusion．　The　Cl　s　subcomponent　of　Cl，

as　measured　by　Laurellis　method，　was　above　the　control　value．　Serum　C5，　C9，　and　C3　activator

were　also　elevated　by　radial　immunodiffusion．　The　Clq　subcomponent，　however，　was　not　detected　一

that　i　s，　less　than　1　ug／mL－by　usual　radial　immunodiffusion．　Complete　deficiency　of　Clq　wds

confimed　by　Ouchterlonyls　double湘unodiffusion　and　Laure11’s　method．　When　concentrated　serum

was　used　for　radia1　immunodiffusion，　a　very　low　concentration　of　Clq　protein（about　O．4　ug／mL）

was　detected．　Hemolytic　complement　was　reconstituted　by　addition　of　highly　purified　Clq，　as

prepared　by　the　method　of　Yonemasu　and　Stroud．　The　Clq　protein　values　of　the　fami　ly　members

were　as　follows：mdPher，　113　ug／mL；　sister，　150　ug／ml；　daughter，　117　ug／mL；　and　son，　148　ug／mL

（normal，　136±25．0　ug／mL）．　Clq　precipitin　was　not　detected　by　the　method　of　Agnello　and

asociates．　The　patient’s　serum　was　not　anticomplementary．

　　　　　Direct　and　indirect　immunoMuorescent　staining　of　the　skin　failed　to　show　deposits　of　IgG，

IgM，　or　C3．
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G⊥欠乏血清を用いたσユ溶血活性測定とその応用

高田由美子、高田明和　　浜松医科大学　第二生理

　C1溶血活性はRapp＆B。rs・sの方法にもとずきEAG4　cθllに稀釈Clを加

え、さらにC2を加えてEAσ142　cellを作成し、とれにG3－9を加えて溶血’

を見る方法が用いられている。最近Siegeユら（1981）はσユ欠乏血清を用いて

Cl溶血活性を測定する方法を開発した。我々はこの方法をm。difYし、これ

をOl活性化抑制物質の検索に用いようと試みた。

方法：Ol欠乏血清のとり方（Medicus＆Chap・・is，1980）：ヒト血清をNPGBの

存在下でエgG一口ファローズを通した。このPass一七hruをσ1欠乏血清として

用い、σ1は0．4M　NaCユを含むVBでさらに溶出すると得られるQ

C1溶血活性の測定：Cl溶血活性はSiege1（1981）の方法によった。5×1♂

EA／mユを含む溶液のO．2mlに倍数稀釈したGl溶液1．2m1を加えさらにO．■ml

の4倍稀釈したC■欠乏血清を加えた。コントロールとしてはC1欠乏血清の

みを加えた。37。Cで30分間インキュベートした後に冷却し、遠沈後に上清

の。］㌃を測定した。図1が正常血溜2例の溶晦と血清濃度の関係である。

c1欠乏血清のない時には最低

稀釈（700倍）で正常血清は溶

血を示さなかった。

0ゴ溶血活性抑制：上記の系の

相対的濃度は変化させずに全

駿を増してassayしゃすくし

た。EAの63％を溶血させる

ような稀釈［血清0．4mlを0．2m1

のinhibi七〇rと混じ、

10分間インキュベートした。

この状態におけるinhibi七。r

の濃度を最終濃度としてあら

わす。その後O．4mユのEA（

5×■O｝Zm　1）と20倍に稀釈した

Cl欠乏血清LOm1を加え37。O

で30分インキュベートした。

OD．，xで吸光度を測定した。　EA

と結合して溶血を開始出来る

フリーのClの量は
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　　　　　　　Z＝＿1：n（1＿y）　　　　　　　y＝（％溶血）／100

と定義される。エnhibi七。rと稀釈血清をインキニベートした後に残るOl活

性の％は100Z／Zとして計算され、　Zはinhibi七。rのない時の稀釈血清によ

るyから計算される。

アミノ酸及びペプチド＝アミノ酸はσlqと結合するcγ2のフラグメントの内

282－292でClqとの結合に重要とされるリジン（Lys）、アルギニン（Arg）、ヒ

スチジン（His）と289－292のペプチド（七uftsin）、316－340の内グリシン（

Gly）、グルタミン酸（Glu）、セリン（Sθr）、スレオニン（Thr）を用いた。また

リジン類似物質としてイプシロンアミノカプロン酸（EAσA）、トラネキサム酸

（七一AMCHA－t－x）を用いた。

結果

（ユ）種々アミノ酸のC1溶血抑制作用　　　100
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　、、
　図2に示すようにOl溶血活性抑　　　　　’・、　　　　　　Gly
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　制作用はLys・A「gが駐抑制が強　ε8・　＼、　　　一＼。
〈・次いでGluであった・H’s・ @9＼　＼＼、
GlyもやX抑制があったが、Thr、　　’E　　、　　　　K
　　　　　　　　　　　　　　　　　●罵　　　、　　　　　＼　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　His・・r：　1・1［ほとんど作用がなかった・　／T　60’ト＼　　＼

藁撚灘撫4・へ＼＼ミ
　　　　　　　　　　　　　　　　　　20　　　　　　　　’b
（・）リジ噸似物質の・・溶血抑制と　　　　Ly・＼糟

低イ竹ン強度におけるCl活性化抑　　　　　　　　　　　　、。＿
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　、
制

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　1　　　　　5　　　　　　10　　　　　15　　　　　20
　EAσA、七一x共にε一アミノ酸であ
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Concentration　of　aminoacids　（mM）
る。これは低’ Cオン強度における

Cl活性化に対してはLys＞EACA＞　　　　　　　図2

七一xであるのにCl溶血に対して
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　表1
は：Lys＞t－x≧EACAであった。また
疵に活性化されたσ1（e　1喜）に対し　Effects　ofげaminoacids　on　the　activation　of　Cl

てはいずれも全く抑制作用はなく、　　　cl　hemolysis　At　low　i．s．　cl§

これらの効果はG1活性化に対する　　　10　mM　20　mM　30　mM　60　mM　60　mM

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　％　　　％　　　％　　　％　　　％
作用であることがわかる。　　　　Lys　　86．6　100．0　6g．8　97．0　　2．0

考察．』　　　　　　　　　　　　Arg　　78・9　98・1　23・2　80・9　　0
　　　　　　　　　　　　　　　　EACA　　　　　45．0　　　　　71．8　　　　　3．5　　　　20．5　　　　　　1●5

　GユはClqがエgGのoγ2と結合す
　　　　　　　　　　　　　　　　t－AMCHA　　48．7　　　　75．7　　　　　2．3　　　　11．4　　　　　2．0

ることより活性化される。この活
　　　　　　　　　　　　　　　　　Complete　inhibition　was　taken　as　100　鬼．
性化の過程は次の4つにわけられ

る。（1）GlqとCr2との結合、
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（2）Glqの麟造変化、（3）Olrの限定分解によるσゴFの形成、（4）CIFにまるσls

の限定分解、である6今回他の報告にも示したようにCγ2のペプチドの中で

リジンはC■qとの結合に最も大切と考えられている。エukasらはC1溶血活

性の抑制からみて・cr2のペプチドの内282－292がσ1qとの結合部位と主

張している。我々はSiege■らにより開発されたC■欠乏血清を用いたel溶

血活性測定法を用いて図2に示すようにbysが種々アミノ酸のうちでは最も

σ1qとEAの結合を阻害することを示した。またσ1溶血の50％抑制を比較

すると289－292の七uf七sinは2mMでbysの3mM位とくらべ特に抑制作用が・．：

つよいとも考えられなかった。

　一方Clは低イオン強度で活性化されるが、これは。ユqが低イオン強度で

立体構造を変化する故と考えられる。kysは低イオン強度でClqの構造変化

を抑制するがこの類似物．質である　一アミノ酸を比較すると、Lys＞EACA＞七一x

の順である。興咲深いこと．に七一xは低イオン強度におけるCl活性化にはほ

とんど作用がないがclqとEAの結合は阻害する（表1）。これはClqとagg一

　工gGを用いた実験でも同様で七一Xは0ユqとagg一■gGの反応を阻害した。こ

のことはGlqとcγ2との反応とclqの立体構造を分離して測定しうる可能性

を示す。即ちrCAσAやt－xはClqと結合してagg一工gGとClqとの結合を阻害

出来るがClqの立体構造の変化の抑制はあまり強くない。
結論’

『〈1）Cl欠乏血清牽用いたCl溶血活性測定法によりClqと0γ2（Cμ4）との反応

を阻害する物質の研究が可能である。

（2）アミノ酸のうちではLysとArgが最も抑制作用がつよく、Gluがこれにつ

ぐ。1：α1y、Hisの作用はよわい。

（3）EACAやt一一AMCHAはClqとcγ2との結合はよく抑制するが、低イオン強度

’におけるGlの活性化阻害は少ない。

　　　　　　　　　　　　Summary
　Cl　hemolysis　in　use　of　Cl　depleted　serum　could　be　used　to　screen　substances　to　lnhibit

the　binding　of　Clq　with　Cd’2　of　lgG．　Lysine　and　arginine　were　most　effective　in　inhibition．

EACA　or　tranexamic　acid　was　effective　in　inhibition　of　the　binding　of　Clq　with　C‘r2　but　not

so　much　on　the　activation　of　Cl　at　low　ionic　strength．
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1B2g1一，！NEs＝，t！IL一．1t1INDrNGOFPLASMAMBRONEcTrNTocl

　　　　　　　　　　Kono　工，　Sakurai　T，　Fuゴita　T★　and　Tamura　N★

　　Department　of　工nternal　Medicine，　工nstitute　of　Clinical　Medicine，

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　and

＊　Departrnent　of　lmmunology，　Institute　of　Basic　Medical　Sciences，

　　11he　UniveTsity　of　Tsukuba．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　工NTRODUCT工ON

Fibrortectin，　a　high　rnolecular　weight　glycoprotein，　is　found　in　cellsi　connective

tissues，　and　plasma．　The　plasma，　fibronectin　is　cornposed　of　two　subunits　of

220tOOO　daltOn　which　are　held　toge／ther　by　one　or　two　disulfide　bonds．1／Specific

binding　of　fibronectin　to　fibr’in，　cells，　and　proteoglyqan　is　primary　cha．racteris－

tics　of　this　protein．　　エt　also　has　a　high　affinity　fo；r・collagen，　and　has．been

dernonstrated　to　have　a　specific　collagen－binding　site　（i）．

　　　　　On　the　other　hand，　Ciq　which　has　been　known　to　interact　with　immune

’complexes，　has　an　unusual　Macrornolecular　structure．　Approximately　40g　of　the

rnolecule　is　collagen－like　in　the　amino　acid　sequence　and　the　structure　（2）．

Therefore，　we　examined　the　possibility　that　a　collagen－binding　site　of

fibronectin　had　an　affinity　for　a　collagen－like　portion　of　Clq．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　MATERIALS　AND　METHODS

　　　　　purification　of　fibronectin　Plasma　fibronecbi　n　was　purified　by　the

metnods　described　by　Engvall　et　al．　using　a　gelatin－Sepharose　（3）．　ACD－plasma

was　applied　to　the　gelatin－Sepharose　co：Lumn，　and　fibronectin　was　eluted　wit二h　4
M　urea　i・50脳丁・i・b。ffer，　pH　7．5．　Pheny・m。thy・。u・ph。ny・f・。。rid。（・・一4M）w・。

added　to　all　buffers．

　　　　　！tl｝1！！2　EEI　gA1iLg1｝．kgESIgf　t　O　f　C　l　C　l　q　was　pur　i　f　i　ed　by　the　me　thods　o　f　Tenner　e　t　a　l．

（4）。　　工n　brief，　fresh　serum　was　apPlied　to　a　Bio－Rex　70　column　equilibrated

with　50　rnM　sodium　phoshate　buffer，　pH7．3，　containing　82　mM　NaCl　and　2　rnM　EDTA．

Afte，r　washing，　．the　column　was　eluted　with　NaCl　gradient．　Fxactions　eontaining

Clq　wer’@further　purified　by　gel　filtration．

　　　　　Binding　assay・　’　The　binding　of　fibronectin　to　Clq　wa＄　assesed　using　enzyrne－

linked　immunosorbent　assay　in　microtiter　wells　coated　with　5　vg／rn1　of　Clq．

Fibronectin　diluted　in　50　mM　Tris　bufier，　pH　7．5，　containing　100　rnM　NaCl　and

2P　mM　CaC12　was　incubated　in’coated　wells　for　90　min　at　37eC．　After　vigrous

washing，　bound　fibronectin　was　quantitated　by　incubation　with　peroxidase－

labelled’@antibody　to　fibronectin　for　90　inin　at　370C．　After　washing．again，

o－phenylendiamine　was　added　to　the　wells　as　enzyme　substrate　and　・ヒhe　mixture

was　further　incubated　for　30　min　at　370C．　The　enzyme　reactions　were　stopped

with　4　N　H2SO4，　and　the　absorbance　at　492　nm　was　measured．
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　十十

　　　　　Te　determine　the　effect　of　divalent　cations，　various　amounts　of　Ca”　or
Mg＋＋were　add。d　t。。50　mh　T。i。　buffer，　pH　7．5，・。・t・ini・9100酬N・Cl．エ・

addition，　to　determine　the　effect　of　ionic　strength，　various　amounts　of　NqCl

was　added　to　a　50　rnM　Tris　buffer，　pH　7．5．

　　　　　To　investigate　the　specificity　of　binding　of　fibronectin　to　Clq，，decreasing

arnounts　of　TgG　antibody　to　Clq　was　incubated　with　a　constant　arnount　of　eoated
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Clq　for　90　min　at　37“C　before　binding　assay．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　RESULTS

　　　　　！t｝ELpslA！｝g－gl；Sl　121gnggSELp．11g一！21　gd　f　E　bro　t　to　Cl　F　ibronectn　wa　s　found　to　b　ind　to　we　n　s

coated　with　Clq　in　a　dose－dependent　fashion　but　not　to　wells　coated　with

bovine　serum　albumin　（Figure　1）．　The　binding　of　tibronectin　to　wells　coated

with　Clq　was　increased　when　Ciq　was　heat－denatured．

　　　　　Effect　of　divalentca／11！e1gggons　Figure　2　iilustrates　the　effec．t　of　divalent

cations　i　Ca＋＋　and　Mg＋＋，　on　the　binding　of　fibronectin　to　wells　coated　with

Clg．　The　binding　was　enhanced’by　Ca＋＋　but　not　Mg＋＋．

　　　　　tLlltZ！；gg1i．gg－j　g！｝ELg一一s11g11g11f　t　　f　i　c　stre　th　The　binding　of　fibronectin　to　wells　coated

with　Clq　was　rnarkedly　dependent　on　ionic　strength，　as　indicated　in　Figure　3．

As　the　ionic　strength　was　increased，　the　binding　was　decreased．
　　　　　！t2991s11！g－d91：一12ELpsli！｝g－gEE－Sj，！2！1gggg1EL！｝一1ig．S211gl　　k　f　b　　d　ff　bro　　c　t　to　C　l　　The　b　i　nd　i　ng　o　f　fibronectin　to

wells　coated　with　Clq　was　blocked　by　工g　G　antibody　to　Clq　（Figure　4）．　Normal

rabbit　lg　G　did　not　block　the　binding．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　D工SCUSS工ONS

　　　　　The　results　show　that　fibronectin　binds　to　Clq．　The　binding　of　fibronectin

to　Clq　is　enhanced　by　Ca＋＋　and　low　ionic　strength．　Fibronectin　is　found　to

bind　not　only　to　native　Clq　but　also　to　heat－denatured　Clq．　These　results．are

consitent　with　the　report　of　Menzel　et　al．　that　fibronectin　interacts　wfth　a

collagen－like　fragrnent　of　Clg　（5）．

　　　　　It　might　be　difficult　to　assign　biological　significance　to　the　binding　of

fibtoneetin　to　Clq　because　very　little　free　Clq　is　present　in　normal　serum．

However，　recent　evidence　indicates　that　Cl’r　and　Cl－s　are　rapidly　dissociated

from　Clq　by　Cl　rNH　whe’氏@Cl　was　activated　in　normal　serum，　exposing　Clq　aione

bound　to　the　activator　such　as　irnmune　complexes　〈6）．　Therefore，　the　binding

of　fibronectin　to　Clq　could　be　biologically　important　in　events　involving　the

activation　of　Cl．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　SU1畷MARY

　　　　　Fibronectin，　a　high　molecular　weight　glycoprotein，　has　been　dernonsPrated

to　have　a　specific　collagen－binding　site，　and　Clq　has　been　shown　to　have　a

collagen－like　portion．　We　evaluated　the　binding　of　fibronectin　to　Clq　using

enzyme－linked　immunosorbent　assay．　Fibronectin　was　found　to　bind　to　Clq．　The
binding　was　dependent　on　Ca＋＋　and　ionic　strength　and　was　increased　when　Clq

was　heatdenatured．　This　binding　could　be　of　biological　importance　in　events

involving　Clq，　since　Clr　and　Cls　are　rapidly　dissociated　from　Clq　on　Cl

activation　exposing　Clq　bound　to　the　activator．
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差生，手孝A3ヒ、　東大医8免疫学考メ（室ci［つ分・与5」へτ＝」5　dr　1産生イ：朱PO3－26・6

1侍qい、壕ノ食上．庸又IJ6夏fiくカ・ら、才”4季1ρNP一遍［一一Sej　k久rose　E　1｛］いて箔異

的1＝精’裂，　受‘＝Pre　te　i　rt　A－5eplUtrcs　eめア76．ニテヂクロマト・ブラ三一’こよワ

単憎し備裂しr・：・フ㌧ル免疫鋪」伽単ユ1解飼様1・蓄三二俵
。：丁NP・一s，　R　B　C　I」B。旅’b・｛fered　sA’：Ae（戸〃85）t：iSbrしrてSRB・c・（

麟離＆）疹露搬緩難問珊珊型β到瀦1雛）資財

二度，後眉1低工じ・卜一ア巌ノ愛勿．Slzz；g12kヒして3同製：〔た．旧記じユ‘」案噛羊血

看ρ・4　i」o　？“エ7二一∫・幽ゆ∫・1mいて分離しr＝諮二野応1・恥ゐ禰躯

し乙CTTアB’‘”一 iノ」《・＝o，　i　5r）ヌl　l　3二S一（lr7B”（ノそ・ニ。・065）’こ石レ釈むrニフく二二弓mCl

ぼ2以秘齢跣〔3・Zw・M〃〆ρτル7β5て“　i・tfils　（　：　／et7　＊Kしr乏

庇掃纐羊嫡謂いr＝。エC」　CT　Z‘1の親和伽王趣（ウザ紅3M

へ捌ブンで麺怪しr・SRB（）乞。！助及応’糸1：擬舶毛／てノ
m・麦量，！カロえ、　［｝Aノ・〔：ユ5tte　托多野緬且暑ラ多ナ生でぢ二二ヒしrて・　C・二一’fixa七io　n

c、Kd’t　ra　its’　le　i－t・st（」Bc。s’osら　tO　i；去に従ッ仁。

〈祐果〉

蜘勅TNP一鍬βq嗣すみ‘・脳ly錬ラ剛猛ξ剛ら際Cl乞敏応
1イわ薇戸・・ノ5tノ・・配6島二灘鋤鮒で行・r：・高エヒ．
1－ptフ・蜜ノ受en　丁1）P－SF～BC　（：“lJ：　全ての　工7d「1紘f・季1こついて，ノィ＝〃’！s冒ノ

ノ・・Cit　．g　，n　lle〈）　1’　（｝ラ鍍鉱e・1・・レs　i　nラ疹性1酬主であ・r〈（　F；s　1）。
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、含性1二閥可ゐ不均一性‘」畠尋ノ）ら串ず、イ‘7）Cユ親和性あイオン強度廊受性

』嫡さf均一惇が中脳紺二．ユ曾幻癩勅“エじ・卜一プ鍛舛ムい徽拡

でIJ　壬理的赤倖下で肩効｛勾引1季新形性代でき厚いことが　従呆あ夫v貝に

後乱1壬じさせr・，原因て・あろう。
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　Rabb董t　：9G　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　tr暉ε

。，孟量1、、p　G＿V噸，、，噸，，．；ll　Leu仙G1＿h，　XgR，，．・・，31臨・、1

　Humafi　lgGl　’　．　h　“　一　guO．・
Va1　A＄p　Gly　Val　61n　Val幽Asn　Ala雄Thr里Pro些軸Gln　61nτyr　A5n　Serτhrτyr竺V己1
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　　Asp　A5・Va1蝕V3里筥G1・Ala　Gln　7hrτhr幽Th・幽61n　A5nτyr　ASn　Ser　Thrしeu幽・Val

Gvinea　pig　：gG2　．　．一　．一　．．　L　9vO
　　Asp　A5・血P・。　V川1y　A5鴫《1a鋤τ帆匝Pm幽V・1血61鵬τy・Asn　Yh・τhr　Ph・ム；ユサal

　Human　lgG4　CHO　　A5p　Gly　V己1　pm　Va1、幽Asn　A1盈」曲Thゼ↓幽しPro」竺」旦ISL釦」」Gln　Pho　Asn　Ser了hr　TyrA　SL　Val

Meuse　lgGl　CHO　　Asp　Asn　Va1釦Va1坦乱τhr　A1。61nτhr　Gln　Pr。埜L飢紘叫Gln　Phe　Asn　Ser了hr　Phe加、V・1

　Gvinea　plg　lgGl　cHO　　Gly　A叫zaしeu岡・t臨τh・A1・砒A1・胤V・1　Leu・Sl）LGIK・fi1・K・Ph・Asn　Glyτh「Phe竺V己1

ELg．一ugg．ggsEmp一

晶晶きτ・単磁7sノ油鼠碁ぐ28・）一（3・・．）＃1
遷li3～4個is　fl嗜みが、いカ’rげる孝イ出て・毛袖’イ季重祐／含

f牙　ユI」　ll固レ10’プ」い￠マウスエ76rユtP1そbl・k　Kブ2で固Z“

　　　　　尺〈ぐて（二工親和性が低いヒいう祐論ピ」：　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　〈一三可ゐ．

　　　　　献〉

　　Llf

ど1＝

〈丈

（1）

一方、s（s　1〈tJc工解合遡

開脚3癖‘・才腋し
て：iきfこρ“、ムメ上のジ～4’績‘9：

・工二一Cl相ろ作用が

イオン循倉を主f季z可る

も〃㌔て・あり、　減ブっ、複老支

昂三巴二二憂グ象同1二帰

因するこZを強く示咳す

る．従順力・ら摘捧杉！合性

　　　　　　・n間に．伍港性残

　　　　　　　　しな～，、毛1）毛ワト

　　　　　　　　　　　ウサギ功存

　　　Nussenzweig，’　R，　S．t，　C，　Merryman，　＆　B，　Benacerraf

　　　　J．　Exp．　Med．　（1964）　］，Zt90　315－328

（2）　Ey，　P，　L．，　G，　J，　Russell－Jonest　＆　C，　R，　」enkin

　　　　Molecular　Immunol．（1980）ユZ　699－710

　　　　　　Ability　of　mouse　工gGl　to　fix　complement　was　examined　using　two

　　　　　　　　　　　　　monoclonal　and　one　serum　IgGl　anti－TNP　antibody　preparations．

　　　　　　　　　　　　　All　of　these　prepa’rations　were　able　to　lyse　TNP－SRBC　with　Cl

　　　　　　　　　　　　　and　C－Mg　EDTA　at　low　ionic　strength，　whereas　the　activity　was

　　　　　　　　　　　　　dininished　at　the　physiological　ionie　strength．　The　abiiity

　　　　　　　　　　　　　of　工gGl　antibody　to　bind　Cl　in　solution，　as　assayed　by　the　in－

　　　　　　　　　　　　　hibition　of　EACI　forrnation，　was　also　demonstrable　only　at　low

　　　　　　　　　　　　　ionic　st：rength．　工t　was　とls◎　found　that　TNP－SRBC　sensitized

　　　　　　　　　　　　　with　工gGl　antibody　could　bind　as　much　Cユ　as　cells　sensitized

　　　　　　　　　　　　　with　rabbit　工qG　antibody，　but　Cl　fixed　on　the　fo：rrner　cells　was

　　　　　　　　　　　　　transfered　to　EA！‘C4　rnore　easily　than　that　fixed’　on　the　latter

　　　　　　　　　　　　　cells．　The　results　indicate　that，　although　the　affinity　of

　　　　　　　　　　　　　工gGl　antibody　for　Cl　is　low　and　extremely　labile　to　salts，　the

　　　　　　　　　　　　　mouse　工gGI　subclass　is　functionally　hornogenous．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　’　60



91
1［ト；補・吟声1天鹸卜Clゼの多台・陛イヒ戸機オ葺の石匙究

一雨1生イb中闇体の生成一

笠原義填．高橋和彦，長三疋滋殆，小山次1即

（　∫ヒメこ，　薬溝乏笥3．　置生イ6彰）

　（目的）

　補体“｝il／成身一こ1に抗原抗’刈干査！合・物が（コ告をイ1㌧して糸査．ノ含す’5と，　／本の

ポリA・プチド鎖か3成る瀦素雪群体ごlkが限定水解をうげ，ユ本のポリ・NO

プ手ド鎖横造左ijク祐性型O“「｝・’へと変換すろ。　C惚！二1よプロテアーゼ盆性

がな、，cとか3．　（｝Irがビの棟な携楕：で限定，ヌκ解をうげ（ゴひへと骨性化す

るかは．・）まだ明5かではなく興味ある問題点である。一方，こlrの論帷

化に際し矧生9Pイtx露出し帥擢欝がコン本斯シ・渡イ屹化誰
nt？s　￥re定されてV3（1．2）が．この様な中闇体の宿在ぎ直恥曝
した報告はな口。　そ．二で1今回，我々ばぐ1γ・の自発・傑1　一：e性イと1反ノ前におけ3

qヒ分5のコン爪メーショソ変4bE．螢光1性礁～灘採轍；1－IBP（

7一（陣e払・X7　beva　zy　1爾・・）一2t－mitr・b・〃Z・繍αZ・／e〕鋼、弓篇（3）と’

弼（：射性ヨウ・素標識該ICよリ，糸同時的昨夕跡した。その結果，自発的多舌早イ乙

の初期に1本鎖橘早旦．7・15が，Clヒと巽為たコンポメーシ・ンを

吉フ．分≡5・種が生成す3二とを見・ノ：出したので以下じ報老づ3。

　（馬験．方多亥）

　dlk・laヒド血矯繊　繍r料1つ，1？G・・Sephα・”・se，PEAEce11・！・・εPE

－SZ、∫ephadex　G－2・。．の3段階操イ乍で精製した・eTkは既報（

4）の方蜘‘いノ織凱為dl・e・e　efrへの変換率の潮影丈／試料査湛元

後，SDS一崩G髄備リ。。・〃、ass・ie　bici・ttiantムノue麺量E7・マトス

キャナr一によりう則定し行なった。

　”光スペワト1レ側定　MBD（4．LeM）ヒ，　dヒ．　err（40μ9／
〃nZ）zの反万舌1よトリス」塩磁暖衝多夜，　P　H　7・4，0・15’M1》a　ce，中で・イif

な、，，励re：9e長49。砺伽にSけるSOO－600仇侃の螢光スペクMレ

を須1促した．

　孟・性ヨ’繍’三　elrのi2S’　Z　re識t＊エ・dogen三却二より竹な・た・

：標識後．37℃で自発1的に弟性化さ：tt，逡元後、S　D　S－D／sOf　1’　A（7左を行

な・7，H鎖ヒ標識馳た比率（H銑pmu／H鎖。陣＋L鎖。陣）然めた。
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　（結果）

　‘’性疎表　’・1’9［1　による1のコンホメー・・　ソ亦　　fi

　ClrにMBD・左’作用させると，　MBP単勿虫と比較して1老しく賢慮強度かぐ

増7」（一し，極大二皮畏多約ZO　aCt”v短三皮長側へ締した（図1）。一方crkの

ゴ易合1よ二のよう；な変化ぱ見5i｝・しなカ、うた．。＝の＝ど1よノClrz分・著一上t＝C丁ir

にはなs）MBDと1縮合する」疎水．性領域が存在す3二とを示唆しzu3。こ

の麦ri敦で．（コbをpHr7。4，．3ワ。（）で反射，させた場合のコソホメージョソ

変北を経時的ヒ追跡しd卜→CTrの変換反旗と比較した（図2）。ご1アの

控成量ぱシグ毛イド曲線を描り7増大し．自己二二豹反応7”あ3：＝とを示

して、パ5（5）σイ也方，MBDと，の余吉合1＝よ3螢陵光超蜜度，は：反、応；初期lr二す；り

やカ、に璃少し，以後変化しなカ㌧た．＝耽3の縮果は，crkが控成レZsノ

なり反応初期にdikヒ異な3コンホメーショソ2　Sフ話性化中間体が嶽戎

して口3二とを裂く示多してe）る。ご1ヒ老3’7。ごで’反応し．ただ右’二〇ec

にRtpした後♪1BDとの結合ヒよ3va￡強度乞剰定：すると，反応初其月では

螢光強度の回復．が見3れたカT．　1ひ分以上の反応時間でぱ見Sれなが．た。
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囮1，　MBDの螢光ズノNeクトノレ

　欲　　性ヨ　　　、　言診　によ客dl面

従。て二の中間体の生戒反応ぱ，盆度に

依存した司浜町反応であ了二とが朗3が

zな7た。
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図2，1・f　B　Pの螢光強度の経時変化

コンポメーシ　ンノ”

　乙1レ，CTレのトi｛鎖への標識率iは．乏耽それ，58％．40％で，丁零のユ

ンホメi一・■シaンの達．・，を反一蹴して・回るど思われ．Ch　lo　rOL’min　T多去を用t｝た

Bαue｝爵3の報砦（6）とよくイb（たイ頃て旬乞示しr乙u5。　二の：方”ラ亥づし用リ（L1レ・

→oルへの自発的鴛性ノ6反応を糸塒的ヒ9訳したと詔，H鎖への標識率

1よ反応閉始直後，slil　75’ラζにまで増Kしユ》く後1威少した（図：3）。＝の二と

　　　　　　　　　　　　　　　　f　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　i
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1よ．反応初期にCile・mp　crleと異な5

コンホメーシ。ソEeフ・分子種が生

戒しZU5二と歪示峻しており，M

BPを用t，てコンボメーショゾ変イb

・’p孕ホfT　Lノ三糸在果と，一致し・乙りZi。

　（老察）

　以上よリClいがごry’へ多廷f性Ab・才3

過：程に．．」瑳ll生イb中閣体（jx下C’「F　L

ロ乎適て）の生天戎す了＝：と，が日月3；U，と、な
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The　mechanism　of　autoactivation　of　Clr．　Kasahara，Y．，Takahashi，K．，

uaN　S　　＆　K　J　Fac．Pharm．Sci．，Hokkaido　Un±v．，Sapporo．

　　The　addition　of　Clr　七〇　a　fluorescent　hydrophobic　prove　t

7一（p一・methoxybenzylamino）一4－nitroben2adiazole　（MBD），　was　found

to　induce　a　marked　increase　of　a　fluorescent　intensity　of　MBD，

while　C工r　fai：Led　to　induce　any　significan七　change　in　the　fluorescent

spec・ヒ：rum　of　MBD．　These　resuユts　suggested　that　a　hyd：rophobic

area　able　to　bind　with　MBD　in　Clr　becomes　disrupted　upon　proteo＝

lytic　activation．　Then，　we　investigated　a　conformational

chanqe　occuring　during　autoactivation　of　Clr　by　using　MBD　and

by　radio－labeling　method。

　　Upon　incubating　of　Clr　at　370C，　proteolytic　ac七ivati◎n　of　Clr

proceeded　showing　a　siqmoidal　curve　with　a　lag－phase　of　10　min。

On　the　contrary，　a　confo：tmational　change，　as　ゴudged　by　MBD－binding

assay，　rapidly　occurred　without　any　lag－phase　and　reached　its

plateau　during　七he　first　lO　Inin　of　activation．　These　results

sugqesセs　that　a　novel　form　of　Clr，　which　is　a　single　chain　but

is　devoid　of　a　MBD－binding　hydrophobic　area，　is　produced　as　an

inte：rrnediate　of　au’ヒoactivation　of　Clr．　The　confo：rma・ヒional　change

tQ　produce　an　intermediate　was　reversible　and　the　MBD－binding

hydrophobic　area　was　fully　refolded　upon　chillinq　at　OoC。
F。。m。ti。。．。f　a　c。。f。。m。ti。。aユly。1’煤Bred・’b・・，　C銭，　was　supP。・t・d

by　investidati。n　with　radi。一丁目beling　rneth・d・ApPr。x．609。f
th。・1。b。1壷as　f。u。d　i。　th。　H－ch。i。，　if　Cl。　w。。1。b。1。d　withユ25r

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ロ
and　activated．　When　Clr　was　labeled，　the　工abel　in　the　H－chain

was　found　to　decrease　to　40亀．　On　the　contra：ry，　the　label　in　the

H－chain　was　found　to　increase　to　759　when　radio－1abeling　was

performed　after　Clr　had　been　incubated　for　lO　min　at　37　0C．

　　Based　on　these　evidence，　it；was　proposed　that　autoactivation

of　Clr　is　a　two－step　reaction；　the　first　rapid　conformational
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　～

change　to　produce　an　intermediate　Clr　and　the　subsequent　limited
　　　　　　　　　　　　　　　ハノ　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ロ

proteolysis　of　Clr　to　generate　a　two－chain　activa七ed　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Clr．

監
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ヒト補体第一成分C1の活性化

新延道夫、上野佳彦、藤井節郎

大阪大学蛋白質研究所機能制御部門

　補体反応にteけるClassica：L　pathwa’yの活性化機構については多くの研究

がなされているのにもかかわらず、まだ不明な点が多い。　とくに、単離し

たC■rは37。C、インキュベーションすることによ、り自己触媒的に活性化され

ることが認められているが、常に37。Cの条件下である血中では、いかなる機

構により活性化が抑制されているのか興味深い。　我々は、この抑制機構に

ついて検討しているが、昨年の本シンポジウムでは、EDTA及びC1インヒビ

ターの抗体で処理したヒト血清の遠心後の上清をインキュベーションするこ

とにより、上清に含まれるC■r及びC■sが活性化されること、また、単離し

たC■rの37。C、インキュベーションによる活性化がC1’インヒビターの共存下

抑制されることより、C1インヒビターが血中におげるG1の自己触媒的活性

化の抑制因子として最も重要であることを報告した。

　今回は、単離精製した各成分による再構成C1の37℃、インキュベーション

あるいはag9：regated　lgGによる活性化に対するC1インヒビターの抑制効果

について検討を加えた。

　C■q，C■r及びClsの精製はGig■iらの方法に基づき、ヒト血清のeug■ob－

u■in三分について、　CaC■，存在下、セファロース6Bによるゲルロ過を行な

い、C■comp■exとして得た後、　EDTA存在下、　CM一セファデックスを用いて

各成分を単離した。　C■qについては、さらにBio：Rex　7・Oを用い、Cユr及び

C■SについてはBiOGe■A1．5mを用いて精製を行なった。　C1インヒビターは

ヒト血清の12％ポリエチレングリコール分画上清について、DEAE一セル

ロース、Con　Aセファロース、セファデックスG－150及びヘパリンセファロ

ースを用いて精製した。　aggregated工gGはヒトエgGを63。C、10分加熱し

遠心した上清を用いた。

　まず、再構成系C■の活性化の条件について検討を加えた。C■q，Clr，C■sの

モル比を等モルからClqを希釈することによって1：8：8までとし、370c、イ

ンキュベーションによる活性化をAc－G■y－Lys一α一na，phthy■es七erを基質として

調べたところ、．・1：2：2のモル比で最も強い活性化が認められた。また、C■r

単独あるいはC■r－C■scomp■exの場合よりもClq共存下にteいてより強い活

　　　　　　　　　　　　　　　　65



性化が見られた。　つぎに、1＝2：2のモル比の条件にて、aggregatedエ9G

添加及び非添加の系で、37．（λ　インキュベーションによる再構成C：しの活性化

に対するC1インヒビターの．影響をSDS電気泳動によ．り調べてみた。その結

果、a’99rega’ted一工9G非添加の系ではC■rに対して2倍モル量のC1インヒビ

ターの共存下でC■の活性化が完全に抑制された。　一方、aggregatedエ9G

添加．の系ではC1インヒビターによる抑制効果が認められなかった。

　　昨年の本シンポジウムで砿、Clrの37。C、インキュベーションによる活性

化が約7倍モル量のG1インヒビターの共存下で抑制されることを報告した

が、今回の再構成CI　cOmp■exの場合は2倍モル量で完全に抑制されること

が認められた。　この．相違については明らかではないが、一つの可能性とし

てはフリーのC■rとcomplex形成時のG■rのcOnformationの変化に起因す

ることが考えられる。　また、aggregated．工gG共存下では、　C　1インヒビ

ターによる抑制効果が認められなかったが、これはaggregated工gGがC■CL

及びそれに付随してC■rのGonfOrmationを変え、　C■rが極めて活性化され

やすい状態に＝なるためなのか、あるいはa99rega，tedエgGがC■qに結合する

ことによ．り丸．プロ体としてのC■rとC1インヒビターとのinteraGtionが何

らかの原因で消失することによるのか、ある．いは、他の機序によるものなの
か、’

ｻ在検討中である。

　　　　　　　　　　　　　　　　Actiyation・of　Cl，　the　First　Cgrnponent　of　Human
　　　　　　　　　　　　　　　　Complernent

　　　　　Activation　mechanism　of　the　classical　pathway　is　unclear．　Especially，

aithough　the　isolated　Cir　is　activated　spontaneously　with　an　incubation　at　370C，

it　is　unknown　why　spontaneous　activation’盾@Cl　complex　in　blood’・whtch　is　under

the　condition　at　always　370C　don’t　occur．

　　　　　工n　this　syrnposiurn　of　the　last　yearr　we　presented　the　significant　role　of

Cl　inhibitor　in　the　suppression　rnechanism　of　the　spontaneous　activation　of　Ci

complex　in　blood　from　the　results　as　follows　；　Ac－Gly－Lys－oC－naphthylester　hydro－

lytic　activities　of　Clr　and　Cls　in　the　supernatant　after　centrifugation　・of　the

serum　treated　with　EDTA　and　anti－Cl　iゆibitor一工qG　increased　with　an　preincubation

at　370C，　and　also　activation　with　an　incubation　at　370C　of　the　isolated　Clr　was

suppressed　by　Cl　inhibitor．

　　　　　エ・this　symp。・ium’w・Viill　pre・ent・n　the　effect。f　Cl　i，・hibit・・t。　th・

activation　with　an　incubation　at　370C　of　the　reconstituted　Cl　complex　in　the

presence　or　absence　of　aggregated　lgG．

1
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アミノ下弓’ ﾑ類似物質によるGl活性化抑制

高田明和、高田由美子　　浜松医科大学　第二生理

　我々は従前から種々物質の補体抑制作用を研究して来た。アミノ酸及び

類似物質のうちではリジン（Lys）、アルギニン（Arg）が最もよくC1活性化

を抑制した。最近Bur七。nらはエgGのGγ2のd・mainの内316－340迄がCユq

との結合部位であると報告し、この内でもリジン残基を修飾するとσγ2と

Glqの反応は抑制されると述べている。一方LukasらはGγ2のペプチドの内

282－292が結合部位でありLys、Arg、ヒスチジン（且is）が重要であるとして

いる。我々は今回これらのアミノ酸のOl活性化に対する作用をしらべた。

方法：Cユのとり方：血漿を稀釈しpH5．5で沈澱させ、沈渣をRSσ一〇．3のバ

ッファーにとかすか、pH7．4で稀釈し遠沈後沈渣を溶解して用いた。前者は

不活性の’Clを、後者は活性の。■を与える。

OH50の抑制：0．5m1の稀釈血清と0．5mlの抑制物質（LYs等）を混じ、10分

間インキュベートし、EAを加えて60分インキュベート後、溶血をしらべ

た。

σユ（5．5）とaggrθga七edエgGの反応：pH5．5で得たC■（5．5）はaggrega七ed　lgG

を加えると活性化され、Clsが出来る。これをATEeの水解で測定する。

Aggrega七edエgGによる補体消費の抑制：0．05mlの血清、0ユmlの抑制物質

、0．05血1のaggrega七edエgGを混じ、30分37。Cでインキュベートし、これ

を稀釈して溶血の系に加え、σH50を測定した。

アミノ酸：Glqとの結合に関与すると云われているアミノ酸及びその類似

物質を用いたρ

結果：（1）低イオン強度におけるCl活性化抑制

　Cl（5．5）を種々のRSσの溶液に溶解してインキュベートするとRSC≦0．2で

は完全に活性化されるが、Rsc≧o．3ではほとん．ど活性化されない。アミノ

酸の中では60mMのLysが’RSC－0．2におけるClの活性化をほX’完全に抑制

した。：RSσ・＝O．1ではG■の活性化を抑制するアミノ酸はなかった。

（2）G且50　の抑笥」

　種々アミノ酸を溶血素に加えてCH50を測定するとLys、Argは共に50mM

で約50％抑制するが、他のアミノ酸はいずれも、20．％以下の抑制しか示さ

なかった。

（3）Aggrega七edエgGによるCl活性化抑制

　Cl（5．5）をRSC＝0．3の溶液に溶解するとG1は自発的には活性化されない。

この時aggrega七edエgGを加えるとOlは活性化されて爽るので、これに対
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する抑制をしらべた（図1）。　　　　　　　　100

　Lysが最も抑制し、Argがこれに次いだ。
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　80またω一アミノ酸をしらべるとEACAより

七一AMC且A（七一X）の方が抑制作用が強く．、七一X
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　8　60
は14mMで50％抑制する。グルタミン酸（Glu）二
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　三
、グリシン（Gly）はほとんど作用がなかった。｛40

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　．f．

（4）Aggrega七edエgGによる補体消費の抑制

　Aggrθga七ed　lgGを正常血清に加えるとCl

が活性化され補体が消費されるので第2段階

のEAの溶解がおこらない。抑制物がCl活性

化を阻止すれば溶血がおこる。図2に示すよ

うに2mgのaggrega七edエgGをlm1の血清に加

えると補体活性は100％失われる。Lysは50

mMの濃度で補体消費を50％抑制する。

（5）Crossed－lmmunoelec七rophoresisに・よる

Cl活性化の検討

　血清にaggrega七edエgGを加えて二次元の免

疫電気泳動を行うとOls→C19転換を見ること

が出来る。図5．Aは正常E：DTA血漿の泳動図で

純化のCls－C1言の混液と比較するとClsの部

に2つの峰がある。血清にLysを加えaggre－

ga七edエgGを加えインキュベート後にEDTAを

混じ泳動しても泳動像に変化はない（図3c）。

Lysを加えないと峰が陽極側

に大きくずれる。抗体として

抗CIINAを用いてGlエNAの泳

動像をしらべると3Eの如く

になり、Lysのない時はC19

とOIINAが。・mplexを作って

いることが推察される。

考察

　補体の活性化はGlqのgl。一

bular　hθadが工gGのCγ2（工gM

の。μ4）と結合することにより

開始する。Clはまた低イオン

強度でも活性化されるがそれ

はClqが低イオン強度で立体
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構造に変化を生じ、G1の活性化がおこると考えられる。　Clを低イオン強

度にする時に取sが存在すると。■は活性化されにくsなる。種々アミノ酸

を．比較するとLys＞Arg＞EACA＞七一xの順であり、七一xにはほとんど抑制作用

がない。即ちα、ε一diアミノ酸はε一アミノ酸より立体構造の変化抑制に効

果があると云うことである。序に述べた如くBur七。nらもbukasらもLysの

重要性を述べており、さらにArg、　His、Glu｝Gly、　Ser、　ThrもClqとの結合に

関与すると云われる。我々はLysのc1活性化抑制効果はLysがcγ2と。■q

との結合部位に結合し、Clqの低イオン強度による変化とClqとcγ2との

結合を阻害すると考えた。不活性型C1（5．5）をRSC＝0．3の溶液に溶解し、

aggrega七edエgGを加えた際のσ1の活性化をLysは抑制する。また血清に

aggregatedエgGを加えると補体は消費されるが、Lysを加えると消費が抑

制される。さらに他の演題に示すようにCl溶血をLysは抑制する等のこと

から上記の可能性は大きいと考える。他のアミノ’ _をしらべるとArgがLys
についで抑制作用が強く、ついでHis、Gluで、　Gly、　Ser、　Thr等は抑制作用

はほとんどない。興味深いことに低イオン強摩におけるCl活性化抑制は

Lys＞EAOA＞七一xの順で七一Xはほとんど作用がないが、ργ2とClqとの反応

阻害はエys＞七一x＞EACAで七一xにはかなりの抑制作用がある。このことは

clqの立体構造に対するw一アミノ酸の作用とClqとcγ2との反応を抑制す

る　一アミノ酸の作用が異ることを示唆する。

結論

（1）σ1の低イオン強度における活性化Kaggrega七edエgGによる活性化のい

ずれもLysが抑制し、Argがこれについだ。　His、GluはやS抑制を示し、

Gly、　Ser、　Thrはほとんど抑制しなかった。

（2）EACAや七一XはC1の低イオン強摩における活性化は抑制しなかったが、

aggrega七edエgGとClとの反応はかなり抑制した。

（3）免疫電気泳動でもLysの存在下でCls→σ1言の抑制が示された。

　　　　　　　　　　　　　Summary
　The　activation　of　Cl　at　low・ionic　strength　or　by　aggregated　lgG　（agglgG）　was　inhibited　in

’the　presence　of　lysine　or　arginine．　The　interaction　of　Cl　with　agglgG　was　inhibited　by　EACA

or　tranexamic　：acid．　Hi　stidine　had　some　effects　but　other　amin6acids　had　l　ittl　e

effects　on　the　inhibition　of　Cl　activation　by　agglgG．
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合成蛋白分解酵素阻害剤、FUT－175とその抗補体作用

　　　人見裕司、本多敏之、猪狩伸比古、藤井節郎

　　　　大阪大学・蛋白質研究所・機能制御部門

・　FUT－175（6一　amidino－2一孕aph　thyl　一　4－gua：n・idinObenzoaしe・d－imethanesu－

lfOna’te）は、新しい合成蛋白分解酵素阻害剤であり、補体第一成分である

C■F，C■エステラーゼを強力に阻害することが特徴である。　本阻害剤の各

種蛋白分解酵素に対する、酵素活性50％阻害濃度は、Clr，Cエエステラーゼ、

トロンビン、血漿カリクレイン、プラスミン、及びトリプシンに対して、そ
れぞれ、2．1×1（デM、5．1×1〔「一8M、3．3×16－7M、3．1×1（「τM、4．1×1　O一’　M及び

1．9×10－8Mであった。更に補体溶血反応にtsける50％阻害濃度は、C■assi－

cal　pa，thwayの場合、6．9×10－8M、　A■tema，tive　pathwayの場合、5．1×1『7M

であった。C■assiGal　pathwa，yにk・ける阻害は、　C■r及びC■エステラーゼ

に対する阻害と考えられたが、A■ternative　pa’thwa’yに対する阻害は、

Fa，Gtor万及びFaotor　B℃に対する阻害と考え，られた。すなわち、　Faotor　Bb

の合・成基質（Leu－A■a－Ar9一α一Naphthy■ester）に対する水解作用に対しては、

1．2×10－4’Mで5’O％の阻害を示し、FaetOrSに対しては、　CVF共存下におけ

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　るるFaetOr　Bの分解をSDS電気泳動で検討した結果1．4×10　Mで50％分解を

阻害すること等による。

　以上の成績より、我々により開発されたFUT－175は、従来にない強力な抗

補体作用が示されたので、COombsとGe■■らによる、1型からN型の生体に

澄けるアレルギー反応、また、・現在、補体の関与が考えられている、エンド

トキシンショック、更に、急性炎症モデルとしてのカラゲニン足浮腫に対し

て、本阻害剤を用いて、それらの反応における、補体の関与を検討した。

　アレルギー反応としては1型はモルモットを用いたPCA反応、皿型はフォ

ルスマン反応、三型はラットを用いたアルサス反応、】V型にはマウスを用い

た塩化ピクリル接触性皮膚炎の各実験モデル。エンドトキシンショ’ックは

E．COli　O127　B8のMpopo■ysaccharid．eを腹腔内に投一与して惹起、致死せし

める実験モデル、カラゲニン足浮腫は、ラットの足踪にカラゲニンを注入して

惹起せしめる実験モデルを各々用いた。阻害剤は、経口投一与の場合、反応惹

起1時間前に、腹腔内投与の場合、反応惹起30分前にそれぞれ投与を行った。

　結果は、　一PCA反応に対しては、　弱い抑制傾向を、フォルスマン反応に対し

ては、12．5㎎／Kgi，P．で生存例が認められる等く強力な抑制作用を示した。
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　ルサス反応に対しても、H：ydrOGortisoneと同程度の強い抑制効果が認め

られ、25㎎／Kg　i，：p．及び、250㎎／Kgp．○．にtaいて抑制効果が示された。塩

化ピクリル接触性皮膚炎に澄いても、抑制効果が認められた。エンドトキシ

ンショックに対しては、25㎎／d9　i．　P．及び250㎎／Kg：P．　o．で、致死防禦効果を

認め、その効果は、Hydrocortisoneと同程度であった。又、エンドトキシン

として、S．　minnesota’．あるいは、　S．　marcescensの各々の工・ipO：pOlysaGehar－

ideを用いた場合、　H：ydrOGOrtisOneの効果より、強い致死防禦効果が認め

られた。カラゲニン足浮腫に対しても、本阻害剤は阻害効果を認めた。

　以上の成績より、生体のアレルギー反応において、三型及び皿型について

は、補体の関一与の重要性が確認された。1型及び】V型に誇ける本阻害剤の抑

制効果は、本阻害剤が急性炎症に対しても抑制効果を認めて澄り、1型及び

1VF型のアレルギー反応発現時の炎症反応に対しての抑制効果の結果とも考え

られたが、しかし、現在、1型及び】V型に診いても、補体及びその生成フラ

グメントによる関与が考えられており、興味ある現象であった。又、エンド

トキシンショックにおいては、その致死作用が、カリクレインーキニン系、

補体系、凝固系等の複雑に絡みあった作用と考えられていたが、本阻害剤の

防禦効果は、非常に強力なものであり、致死作用発現に対する補体の関与の

重要性が示唆された。

　FUT一一　1　7　5は生体における種々のアレ’ルギー、激び炎症反応を抑制した。こ

のことは、生体反応における補体の重要性を示唆するものである。．
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A　new　synthetic　protease　inhibitor　and　it’s　anti－complement　activity

Yuj　i　Hitomi　，　Toshiyuki　Honda　t　Nobuhiko　工ka：【i　and　Setsuro　Fuj　ii

Division　of　Regulation　of　Macrornolecula：r　Function，　工nstitute　for

Protein　Research　t　Osaka　University

　　　　　FUT－175　（6－amidino－2－naphthyl　4－guanidinobenzoate．dimethanesulfonate），　a

new　synthetic　protease　inhibitor，　inhibits　the　aetivities　of　various　proteases．

The　concentrations　of　FUT－Z75　required　for　50g　inhibition　of　the　enzyme　activi－

ties　of　trypsin，　plasrna　kallikrein，　plasmin，　thrombin，　Clr　and　Cl　esterase　were

1．g　x　lo－L8M，　3．1　x　10－7M，　4．1　x　lo’7M，　3．3　x　10－7M，　2．1　x　iO－7M　and　5．1　x　10”’8Mr

respectively．　FUT－175　strongly　inhibited　complement－mediated　hemolysis　via　the

classical　and　alternative　pathway．　The　concentrations　of　FUT－175　required　for

50g　inhibition　of　complement一一mediated　hemblysis　by　the　classical　and　alternativd

pathway　were　6．9　x　lO－8M　and　5．l　x　10－7M，　respectively．　　Accordingly，　FUT一ユ75．

also　inhibited　Factor　D　and　Factor　B　in　the　alte．rnative　pathway　of　complernent

act’ivation，　and　t・he　concentrations　of　FUT－175　required　for　50g　inhibition　of　the

enzyme　activitie』。f　purified　Fact。r　D，　Fact。r　B　and　CVFBb　were　l．4　x　10－4M，

1．2xlO－4M　and　1．5x10－4Mi　respectiv。1y．エn　these，　inhibit。ry・ffect・。f　FUT－

175　on　complernent　systern　were　strongest　of　all　known　synthetic　inhibitors．　The

effects　of　FUT－175　on　various　immunological　reactions　Lt　y2t，ygvo　were　studied．　The

minimal　effective　dose　of　FUT－175　in　systemic　Forssman　shock　in　guinea　pig　were

Z2．5　rnglkg　i．p．　and　25　rng／kg　p．o．　Tn　passive　Arthus　reactions　in　rats，　the

effective　concentration　were　25　mg／kg　i．p．　and　250　mg／kg　p．o．　FUT－175　also

improved　other　immunological　reactions，　such　as　passive　cutaneous　anaphylaxis

and　delayed　hypersensitivity．　Furthermore，　at　a　dose　of　25　mg／kg　i．p．　it　strong－

iy　protected　mice　frorn　death　by　endotoxin　shock　．and　strongly　suppressed　carragee－

nin　edema　in　rats．
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23

話柱イピC2のε4レ非依存的ナよC3コγベルターぜ券性

己ム下面巳召ノ　長〉尺滋〉台，　ノ1＼山）タこ息15

（iヒ大，七言衛生イ噂）

古塾的経路の。3コンベルターゼ1ちi）　M5’イオシ存在下でczと。4の洲生イiC

7ラグメントノC2α　t　C4b！ヒhl“・分与像合したもので，　iD話・卜生中1じPt　c2a　フラグ

メント上1＝・Mリ，の編期約1・命で解離肛話㌧一度解離し観2a顧成

結・Bしてこ3コンN2レターぜ9再構威す33毛性を集な・マ・・う・と＋」’L“　J）if　BR

夢力、ヒ，さ，屈してぎ仁。

　C2￠がC4bヒ命与読合して。3〕7べ1レターぜ話性を高射う梅積ヒし7，

bhチ彙合によリ初めて　c3コγ画し9一ぜとしマの剰擁β位（電有りし一

系）が虎成す5、のこZ罐独で山膚いt」が5乙3コγべ1しターぜ鋤生があり，

C4　bヒの■o　Aoによりそのン舌・1・生が：増強定れ3！　なビの可能1ト生が考えぢ九3v1“，

そのi話tト生　＃巻　1見の’il’‘ろ・樵繕はt、渉てヨ’BRらり、’でtes一い。

　C3コンペルターぜに，よリ‘多が乙30しヒぐ3bに”良定ハく角尋さ．回るヒC3のヰオー

’しエZテル結合屯旧時に閑裂しマ、　1．モルの4オール甚がC3b上ヒ遊離す

5ヒこうがら，載セは蛍光・ト！￡　SHt5＆・薬ジメ4ルアミ／クマリ，しマレイミ．祥

（PACM　）セ用いたC3コγ浸ルクーゼ亀活性の蛍光襖・淀法セ開謄し，この方法

を，用いて（：3コブベ・1レ9一セ“のi活・｝些，イヒ；畷ネi甚の解1断を試みお。　その乙吉果，イ垂イ

オγ強度では：，pt　，性．化C2単独でもC3コソベ1しクーぜ話柱を発正す多こヒを．

見い出し蔦のセ報告マろ。

　（裳馬金方三去）

pm＊nc．　c2　i＊　QA　E・s・？hadex，　CM－Sbelta’dt・，（）4b－s・？h…s・　Yフィニテ・一クP9トグラフ・

一謡い訟とによりヒト心葉粥来責慰しぜ
C32PぜCTs‘’　iEt　t：一ト血漿力・ち，そ最纏報筋藤よ幅製随．

　CSコンバル9一ゼ話椎’の現1喧法

C3（S。t・1・・ハ｝）をC坂励し嚇～乏ヒ反謎せ勧も‘3の2一ヲィ蜷（モ

ル比）に萄〔5ように　之96PAcMアくZトγ蓬う夜ヒ1　v，J！．のO，1％9レS，酢i日唆緩衝液

pH65押時IF．　”D　k　5こヒによし版沁を碑止±せ一殆腱温で放置te

て栃励起廉長跳＿，喰光鼓長4鴉帆磁光魏をラ婁碇しt＝e
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（　論吉果　ヒ．考　察　）

》制・生化（豪弾独（乙三）のC3コ7バルターゼ楯性

CZ　1・！i；，、，t；，　C348・A｝　，　crs・・㍉｝，1。・M　Mi σ1∫MN・αべ。ナー1し緩衝」k．　？H　V．Fの反

応kにXいマ（L4b（1擁添加，ヨ騰加吻C3コンペルター嚇性乞働的
に　PAct・1　〉去によ　ソ　｝￡r嫉包し　「t一＿ρ・22ρC　でZ乏応・it　せ寸三三Ao．　P．a　a　わず葬砦　し　て　い　る　よ

う1；，尭性イヒ（2単独‘（Ab非郊力D）でばプ。テアーゼ話性は全くみ3kなヵ、

，ち州看3」），3ワ℃τは，ごく．弱・・剃生櫨刮生μ蝉秀虫（‘2）でも糠㍑九も・

　一h，反応液の食塩搬度を。・。5MN・eeと低ぐし，3tfcでEru　sせ5ヒ、

ご単独でも乙3コンベルターゼ（罐）ヒt＃とんど伺程度のC多7k解％性乞示すニ

ヒカ紛，ち（93．2）．c弾独の。3コバ’レ9一ぜ話性1纏総1二よリ着しく

影響を受け，α05卜ANaeでは、‘2攣記しC4乏：313ぽ鼠びコγベルターゼ湯権

を示すhr’，為食塩二度に場じつMZ，　c蝉独の話性1ネ。姥1＝・）e・A“てSし

く二一Fす5こヒth“窮，ち（鞠，3）．1≠上より，従鼻（．4　b再三下2“　C2を　；g　，1・5イ℃

しも時初あて庄成す］とさk7いr－c3⊃ンベルクーぜ話’卜生は，低食塩丁度

に7ヲいては（；4bhY’　e在しなくZもC乏単独で溌回すラ＝とが初あマ朗F・かに

ぼ，ち。

　C2単独のC3〕ンA“1レターぜ勇椎にあける14誹イオゾ　　必蓼性ヒE所TAの

　二曹効果

caヒ。2カN　i）c硫t痢堕させう陰掩び》う秘須で，砂TAにより三生化反

応は阻h8されるか“，　い，†｝ん042が話・｝肛イ〈さde　5ヒ1…！汀A二二下でも乙3コ7

ベルター・ゼ話手St罷∫見で5こと．膝良・くkD　9凌しマいう。　C彦単iaのC3コンペ’レ

9一ぜ…制生の場合，WTA疹在下でCZを．CT多で謝生イししZ・もまジトく乙多コγ

A・Jレターゼ話性1煽現しない。9t＝，’b・じの伽・」S性izしt’のちEPTA

セ渤的3と，C疲の二合ヒa・　Ptリ‘3コンペ’レクーゼ三生は吻卿且壱±k

転唖4）．こih．・9の締鋤，乙騨編場合，　c3⊃バルターゼ・Yt；・，｝e1IE一・o触媒

部位の砂威・楳埼に曜研可欠t」ことを示回しZU3・

　‘ztヨード処控しt・　cae「「　i　m，　c4’一2のっ7べ’レターぜ二二力確定イLSk

sこと峠叫Pt　z・、3．ごi珂単記でtc7よりも矛や強いこ3コγt’：’・レクーゼ◎

ヲ舌　t｝生を．ii．しt’。

　Jk上ノ話・性イe　c2単菟弘’ごみ弓il’レ「卜6ヲ⊃ン！ぐ1レターゼ」話・卜生11／　i）温痩’依存ll住

一Z・’ C22。C．で1113－tん・L“う活・卜生、カで功ト9ホレ’li，m　i｝）イフrン弓隻、二巴all・並rガ，0．OぢrM　NAa

］．；はに弱ヒ，鑛悌性阻害が溺il・t・，　iの曜依存性で，功TAセ剰・した

。3　r；　teしてはコンA“）レターぜ》舌性を示：。t　ti　t・，惇ビの瀦点で，いわSl）3c3

コン・N・　1しターゼ，碗，砺舌受け日高しZい5。
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以切編集力・5，‘3つブベルダーゼ謝聾煙煽蟻装置魂指リレー

＄，　11，乙2の限卸ζ解に群。て彪嶽陣3捌不ウ定肺め’劇ズγヲ漿

やゆ晒存在丁で1あ地山ヒCZの⊃一ホメーン・7が変イLレ，電勧・孫

も綴回しV〈t」5tのしl　Z．yM3．一方，　C4レヒ砺チ鮎備嫌レよ
リノ　：5．の話椎部仕㎡安にイピtれ’，生埋的危塩濃彦ぞfPTA　8一在国7“も充今亦

尭，ト生を．発硯しラう・しのと‡雀に也コh／うρ

　　　1）　Nagasawa，　S．＆　Stroud，　R．M．　（1977）　Proc．　Natl．　Acad．　Sei．　74，　2998．

　　　2）Nagasawa，　S．＆Stroud，　R。M．（1977）工㎜unochemistry　l4，749
　　　3）　Nagasawa，　S．，　工chihara，　C．，　＆　S・ヒroud，　R・M・　（工980）　J・　Immunol・　125’578

　　　4）　Takahashi，　K．’　Nagasawa，　S．，　＆　Koyama，　J．　（1975）　FEBS　ユett．　50，　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　330
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Fig．4　Effect　of　EDTA　on　C3　Convertase
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C4b－independent　C3　convertase　activity　of　activated　C2

Noriaki　Yamashita　t　Shigeharu　Nagasawa，　and　Jiro　Koyama

Faculty　of　Pharmaceutical　Seiences　r　Hokkaido　University

’

　　　It　was　gene：ralユy　accepted　that　C3　convertase　activity　was　gene：rated

only　when　activated　C2　and　C4b　fonred　a　rnolecular　complex，　C4，2．

　　　We　found　that　under　lew　ionic　strength　and　at　370Cf　activated　C2

alone　was　able　to　function　as　C3　convertase．

　　　The　C3　convertase　activity　of　ac’ヒivated　C2　was　characteristically

different　frorn　that　of　the　elassical　C3　convertase，　C4，2，　in　the

points　that　the　activity　of　activated　C2　was　inhibited　by　increasing

ionic　strength　and　by　addition　of　EDTA．

　　　These　results　suggest　that　the　catalytic　site　for　cleavage　of　C3

would　be　generated　in　activated　C2　rnolecule　and　becorne　stablized　by

forming　a　complex　with　C4b．

　　　Also，　a　new　method　for　deterrnination　of　C　3　convertase　activity

was　developed　by　using　a　fluorescent　thiol　reagent，　N一一（7－dimethyl＝

amino－4－methylcoumarinyl）rnaZeimide，　DACM．　’

，
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（3：3欠；損症碁煮干喪中〃）乙3禄多平岡tr一つし・て

天1汲鳶IL蕨ぺ漏仏ンアー　　北君lll｝、永木jb　fi

京β≒マ所・立彦・穴弦乏参野生　　吻向ラA二

四児島フく砂彦砂灸ケ3di　Pf　鰐1レ殖二

私船繰し記3矯獣帯。3P）（；、　a・ua・？9S・as冠祷
嘩ブあ》‘苑挑紡ず、鮪櫛《M｝一　tlF　s．　9　cas・／伽ム・あり、鰯

tl　463務血秀修1チ微量η・バう：竣ム電。（’LTrt一（40ル∠00β戸σ／〃躍，　ぐf，

醐s；2xぴ～4・／D4’　s戸u／nt）叩・A＞la、勃のρ長物
63疹勉麹「修㊧吾っ？b匂‘乙3L’ke　faeあり　（”っ、・マ薩予め棘訂左加

え、・要峰あ》データ左褥彪の2r報告す｝。

〔方th〕

　‘3P鋪ε丁鹿〆児島丸な芽3Pt．孝チi溌・見ミ眠12乙3P飾娃4タdの妹勘

2Piiし診もn2用v・T’一”。抗e3　CTヘキスト，；i’t’・のもの、漉じf　tT　E象裂4吾

のE（9いT・㍉競’03あ》い1子抗。タド参〉　乙3・やeS　A下町及あ・tEF、色縮

あ》い（σ茅野製柿単級分と読イ牢zEP7⊃A秀弘下地30ρe，30・労⑤及た・マゼ

T・・　d｝　g、乙3励いf記動激蛎柱㈱1足しT＝。ゲ レ鵬毎反蝕不、

．払0％万レス’；Vンフ・’レ酔ρ。．2・ゾ／C〃砿如令飼・％ce　rc

th・9．瑚。魚転穐姦＋己餓＋ご6－9即あ｝、x　ii；εA＋ご3D
鉱矯9！Kb　iひ（2：8露アがO一ス左鰯く「ゼ．約1蒔陶薇．瘍勉，6厩を

逃馬しTe。

膨集〕

1・03P踊墨引纏以擁物69脈εプac・ok　to　k化
　P非佛バヒ多C3P」励青左％セβo分匁握す｝L乙31房盈L笏修停癖矢亡た。

　is）EDT！今；Z…PTA血漿ty　a、63吻惟17」匝薦中の星　daし同C跨画看・庄

　　εねβド、EPTA防下i　tl　e3ρ　JEラ恥EA2／s＞〈病餌ゼ

　　Tt＃っ存，

f茜ll窟lo￡舞ノ多禦鋪瀦襲爵蹉留陶誰愉瀦

　　乙3瘍色秀握。μ屍女ま年しre　p　’すrfわろ、63云々プa　c　1∂た‘3
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　　AD｝量20万オ薇の｛多〃）しノ考えラ武存。

　ジ∠上A＝ンしヵ・ら，03ρ．i2z－iB中‘二微量二の63％’〃争し（’zJ険之ユ4～＞6の

　1旧いわゆ》悌ρμCヴ：’乙㌃霧血1二誤》ea　iO’7「fく・乙31＄2e）俗

　と！し■移多Lぢ｝舳iあ》㌻とPく判》・

2．；涜じ3のじ3／1’ke　faetOk〈の彩傳

　図ユレ示あ∫とく、腕03c守ルAH，S’『Pのじ3や覇製しあ03〃）乙3務」2し

％”覧∫鮮艇》タ、乙3ρ」瞬’C7　m乙3珈卸’チ檎し牛い）tp”￥り

　朗し存。｝のンtb’多じ3君セブacr・x（丁－乙3あ三原修と75’　7一　「f　・・

　吾aゼあ♪・と遇えら教「に。

3・th　Lka　e3L・ke　fa・t・kへ揚穿

　表づ一fフネラジヒ（、訪ン己k‘1〃’〃βJb・FOじ03ρ勿一丁宇の乙∫一を中野ρし

、MHS　4じ3％伽♪’協蓼白し・．’渤蹟、乙3ρ」鋪物亭亭
　皇L笏修25iXTQぜレ》》ヒが∂βう♪・1＝㌃・花。すケわ3・　乙3ゑまぞfactok

　（76k〃1抗履！te　9二つンとが7．　P象エ。久1ら。

4，e　ご3君μfactoiCの電気二二度

ゲ’璃痂颯生恥z乙3云雇fact・酬歓骸興言歓ち・
　図2．1っ示ぢゴヒ〈、①（23L’ke　fa　c≠o　h‘子、三二の03　C　！VH∫　m伽〃瓦

　th　t“」匝」4〃ψピや覇製乙3　a　t“12t　3dad）の位匿xり四極秀ワ1弓鼻劾工・PL

　》、◎62薇fa・t・k’圷濡ユ4〃ua（　tl、乙3P勉ラ龍腕磁と

繋覆繍鴇菰農創3乙繍護を二最誓∴鷹
　硲q≧。．⊃れウの〉ヒ｝）、乙3ゑセプ2tごtokCT．乙」卜⑦読’暦修し易斬変

　乞もつつL下瓦ρ象、ミψL存。

〔齢論）

　乙3P毎ラ青中‘二二量にf＞liレす｝　03ラ疹」巨彦惇を」Lσ吾n　tir　．乙fφ孝、の

　毛rZハゴあ》・＝ン乞が推）薬aψ㌔了。。

ref・　1．　Sa・v。　et　ac・，の蜘†is伽〆六三†1～M　24，臨・lr21

　　　　Further　Study　On　C3　Deficieney

　　　　　Hazime　Kitamura，　Kazuyoshi　Nagaki，　Hiroaki　Nishimukai　and

　　　　　Yuzi　Sano．

　　　　　The　Center　For　Adult　Diseases，　Osaka．
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ニジ・llスのC3　 1．精1裂ヒその211従6～eeワ　・M　9

意中　続，老城正佐f，’山ロ宣棄『1坂＃倭之助．島富国修

（金ラ画一舞嬢物，磁雛一一X‘t，　rc＞金ラ継犬・嬬）

油断〕補5　卜斥の遊化しの起・源t明らρ・‘くでろ島・〈・1，南乳類め緬捧成’分

とki且りしを多らプ百てる蛋首の， 「F孝1あ07勿‘〈於‘すうず｝琶5　Eβ月碓’〈’することρぐ・〉？S’タ貢

と更｝」づ1しる。　我々t’；ぞ17玉本シ’ン不’ジ’ウ　ムfく於Z　．　疲ノ宥7」亜一二…ノぐ：スの毎ラ看

4・て0ζ〆」偏論ること及がそm・t1オκ〆・南乳類めもの‘て忌忌し乙いることを

報心しκ。今回，ニジて面訴指中よワ03桐定，ldkgしtc　・）z’　，その’t1・lx’

‘くっ・・Z報猛てる。03め偽β鎖めく峠痛アミノ配多」のう犬定κよワ，一沢

麗レベルでめ嬬乳類と硬骨ゑの桶3本成痴トの：摺同’n　D￠nらかt：’」つな。

〔方法と綿噛　仇6勧mi　ニジぐス正常血靖ヒtS，ineしτ｛ザイ・毛ゲ

ンをウザギ1・免疫し8と二ろ，ニジぐス：・i！i・　i｛ヒ数本の沈降線辞多成する．言

説・碍られノく・そめ内．姦も強・弔顛域のラ麟線面して｛脇鋤看のPEAE

／分画で吸．虚しκ。　この才九釦．ヲ肴‘宴以ヂ・っチ望由ご二・ジてス63f嫁すする右のゴあ

ること・で示さ緑　①二の抗鋪φ・り調整レτ働G・聾’ニヅ’zス品物

洛嬬槻鵬しτく・②同篠‘・二のエチθ・e・ニジぐス膿戯フ・フアづ・＝

よる’ジ？・エ2Mts’俸描下新霊求丸餅邸予感しκ・⑤この坑鋤看ぼ

ニヅでス毎奨よリ面出類6、と’餌葦の分多撫μ石するタンパ7t沈殿犯

アく。④夜‘t逆べる加く、；の杭f本εもと‘こニブてスPtX＃よワ精簾Qれ斥タ

ンパ7の〃末」晦アミノ罐函己列（■．v南．多し類C3　O」それと；掴同性E示しブく，

　ニージぐス皿iラ青中に‘・；；，二め：抗血ラ肴と友プ己・一すろタンノ・071賓P“」Li重X了｝霧一レ，

｛浅’e　‘7是mタタ・・方　E　乙3一！，！ケない方を，C3－2と；bっ㌦ナtく　（そftヲ賀是璽タちξ望）◎

　6一！　C3一ユa・　　300“冠の二．ヅでス血．漿ρ、う夕～！ぐ％ρ匹θ沈澱画湿

雪碍，これ’El）eAE一ゼファロースカラムtZカ、げブく・　L．　s・＝・0・〃4ガC3一ユゆべ，　P．oζ

Z’63一／ρ、’i洛出、でyしノノku？th分画のi濃念稲φ麦，6－200，　フロ2　ト　フf一カシンク’●

‘＝より別々tZ縮製されゴ（。63あノ金出‘1すべZ坑‘3血琢f＝よるロプット殖ぴよ

っκ・c3　一一／・・η％の収季ご7伽9’乙3－2一画ρ％で・9伽が与ら鶴スラ

フ”・stDS’　一PAOεゼ測定レ1・分多量σ63イが従顔・a　9κ．β鋤4k，　c3－2・t“　at

oa／・9κ，磁7ユkゴあノ（（図！）・次いで’約女・Pt7　q　C3－／をe元アル

キル化し，Tackらの方癒‘＝徒っz∫D甜｝在千切eファローズ4・B　t’；　cP　3デ’レろ

適爾・」い，ec　Jβ鎖ε罐しK・盗出ハワーツL・6aqaのスラブ・S’DSt　一
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MGEの急看1蒙r　E図2－f二示すg　ot顧‘‡この33ノ　／3硝tll同しブフ。うごλ・ご昂再フeマ

ト後，，レメ・後．の分祈‘（用い1く・

　　ミth｝・toと～’9　ミ　幽多’乙3イ，及び勧φ，β鎖めアミ／

観組成画調バrく。lft〈ノ1Wh7三／臨配列Ect　ecのユ9白子・β1鎖の23残差

∠（つ・Z択建レK．雪面めtht5・J　E　ef乙3，C4．　Ce　mそれ・比鞍しr・湯倉，

いずれとも2〈～30％程痩のん〃・・ノ：・％カぐ認あられ’／ga一一　Sの7望残基，23・

ユ4細の吻躯‘碗価4・のタン・ぐ知でべz’・あ咄・lz働諏て・’

1〈o－Sir　，顧・冨毛・レtvfめ乙3とや・釧司綴の伽吻％跡しr・カら

乙4／Cs‘くつtlz（1σ爾’乳類での1晴報が矛是しzあっ，・％！分ソノ比窮t・t1ごきなカ、

っ汽。

橘劇ニジマズ63一／の危β白く1才痛アミノ伽白扇幻記嬬この

タンパフ〆・鰍類袖豹…θ7LgthmtazEtっことε朋確・・示し一司

瞬‘・函側中・三権動吻の彪化の雇戴血びτ俘叡れ乙nる翻伽・得葎す

るニヒL朗らρ・‘（しん．一力，tF乙3，C4，6鈎託鎖の吋京鋤都分島温
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碁性窃基‘二富んでいるρ“、ニジでス63一ノ託鎖ご｛1ユ9燐卜e’でtCρ惇”x”一つ

碗珂るのみで，この」：色いtl　，纏能との蘭連‘＝於Z繹・柔〆哲窪れπ．

　　ニジぐス‘く於1アる63の」司∫i包．‘；，　以前報毛rレ1「ヒ乙ξ』Aア序ノ王とノ含｝hゼ＝Z，　乙3と

CSa・A”　16〆硬々魚と繭乳類め・分・化より光‘・X　V’　t〈　；と芝示した。一方．ニ

ジマス乙3のく／＃i力粉アミノ否三面乞多ti汐ぐe甫多し髪自∂3．　C　4，　C　S　tO‘ドずhヒも厚tf同縫

獲め細司悔示しk季裏臨これらユフめ命化の，旬‘C　tl＆、・涛’旬塘免危が

垂、・・，ア・ことも示峻しているとLignt〈．

［Summary］　Rainbow　trout　C3　1．　Purification　and　biochemical　characterization

　　　　An　antiserum　against　rainbow　trout　C3　was　raised　by　immunization　of　a　rabbit

with　zymosan　incubated　with　rainbow　trout　serum．　”y　an　absor’垂狽奄盾氏@of　weak　con一一

taminating　antibodies　this　antiserum　was　made　monospecific　and　by　the　following

evidences　it　was　identified　as　anti－C3．　1）　An　lgG　fraction　from　this　antiserum

inhibited　the　hemolytic　activity　in　rainbow　trout　serum．　2）　lt　also　inhibited

the　phagocytosis　of　sheep　erythrocytes　sensitized　with　rainbow　trout　lgM　and　com－

plement　by　rainbow　trout　macrophages．　3）　This　antiserum　precipitated　a　single

protein　from　rainbow　trout　serum，　which　showed　the　same　subunit　structure　a’s　that

of　human　C3．　4）　The　N－terminal　amino　acid　sequence　of　the　protein　purified

from　rainbow　trout　plasma　using　this　antiserum　showed　the　homology　with　that　of

human　C3．　Upon　immunoelectrophoresis，　this　anti’serum　detected　two　types　of　C3　in

rainbow　trout　serum．　丁he　fast　moving　major　one　and　the　slow　moving　minor　one

were　designated　as　C3rl　and　C3－2，　respectively．　C3一一1　and　C3－2　were　separated

with　DEAE－Sepharose　column　chromatography　and　were　purified　with　succeeding　G・・200

gel　filtration　and　chromatofocusing．　Seventy　milligrams　C3－1　and　20　mg　C3－2　were

obtained　from　300　ml　normal　rainbow　trout　plasma．　The　molecular・weights　of　ct　and

B　subunits　were　128　K　and　74　K　f’or　C3－1，　and　128　K　and　72　K　for　C3－2，　respective－

ly．　For　amino　acid　sequence　analysis，　abo．ut　50　mg　C3－1　was　reduced　and　alkylated．

Then，　a　and　B　chains　were　separated　with　the　Sepharose　CL－4B　column　in　the　pres一一

ence　of　O．2　％　SDS．　The　N－terminal　sequences　of　both　chains　were　determined　by

dutomated　Edman　degradation．　These　amino　acid　sequences　were　compared　with　the

corresponding　ones　of　mammalian　C3，　C4　and　C5，　and　25－30　％　homologies　were　ob－

sereved　in　each　case．
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二．ジ（スのC3　　皿．ニヰ重m一アイソタイプOmオ｝荏

野中暁ca　9？一史ケ坂井俊．之助，島縞守1老

（金ラ献啄ん碑免Axmo，篭知ヵ・んゼ汐一劣化タ）

［自臼ワ］免ダ隻電気i泳重力‘こよりニジく7ス」皿．i盾→フt：認ノ）られアく二擁の63’ぼ．各・？

紀‘b5れ，その分多騰老1堰ぐ類似している二とρ砿されん（崩痩顯参職

これら二・種め63tZっ・・Z，さりに、才九ノ豫’f圭，ペフ。’チド・マ・ソじPンブ〃hレし鞍：，及

凶量伝；宇的・」撫艀行’」。κ締果両老・・”・助島一絢司性1／9　aるアイ

ソタイプであることが明らρ・f＝な。1（〃）で報老・・すb。

肪ラ翫緬果〕抗凛性a3Wしんご3イ，　c3－2εウサギ‘・免疫しz得らn

ア（坑血矯額勲、・・63一／，・イ3一ユとしIC　eニジぐス皿ラ者との免疫電気’ラ評

判・於z，・・c3一／‘；ユ一網聯泉甜多成しr・へより陽種側・fO・・e乙・一！と

の，雀門門碗・“’　C3－2との6　・）であっ，あ輸貿嬬‘・即しzスハ㌧Ee多成

し∫く（図1）o才一i　tflデ角‘＝a・乙：3一ユを用‘Llt湯Aa・‘（‘t，　スノぐ’一〃）修］きpc逆車回しt二e

勃興悔劇1象既離三三3一ん乙・一ユ翻一τ・・“th　tehZangた・プ薦
碓認　こ；　矛「し　τ（　。　　　51　τ（．，’　ti‘ε3一／　　ε　　（つ3－2　　Z”多～L！全＼　‘く．　吸」」ぞ5～L一すρ　る　　二　　と　　‘二　よ　　り　　、　　（コ3一／　tこ　学「≒｝

望的’r坑血靖（a・03一／sp．）が得られ，1・．。同様‘（，α・c3一ユsp．　tll　a・乙s一ユE

63イZ’吸収しZ碍良。三二の緒罪・乱乙3イと乙3－2とがカ・・剥，め坑原牲Eg

thls一三倉暫独鮎抗盾性E保下しZ・・る二厩ネしアく．
　ぺ・A　“でッビン　“　63一ノ，6’3・2め頚似7iPitさ縷定する1ち，　E　20乙erらの方

遂1こよワペプ9`ドてプヒ・ンプE行ノ」．1く。まず，C3一／，　C3－2E運ラ回しスラ

グSDS－RAGEε行tr・o，架翻乏，・L，β鎖のバンドめ一igPち切り出しκ・

これε7・ラミン7法で’ユ’工擦識レ，トりプシン‘・よる兇全か鰐左行’お

aC3．1
　　o”””一””’“’‘：”’

ac3．1　sp．

．．．一，，・M．．i一“

　　o

aC3－2sp．

・一一一一・一一一・・一一・

E

　　o・b・．．V”

a・C3－2
　　　o

一

　　a・C3－1
c3－io＞；Stil’60c3－2

谷　　aC3－2

腎
Fig．　1
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1二響菱，　…〆りカデノレフ◎レ’卜」tで，1方～ラ乙目・島フ壬．電気，ラ永i勤、：二・ンツζ元，且・ア

参じのぐッピング芝妊『写‘｝，　オートラジ：才グラフィーでスオごッ’右獲出、しτく

（図　ユ）。　その　｛禽旨旨，　‘t’，　β鎖募：‘ニノ　80％才今度め　亥血ス＿不◎ヅ　f・と　，　20％ノ呈ノ褒

の6：3イ，乙3一ユt：　kセ独色なスオ：’ッk〆型込出5れ，，仇肩1性の；データ　とノ疹わゼ：

　　　　　　　じ　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ド

z，二の醜σc3と日鋼権吻，あみ川底3と肋μα・hS・h．の劇季で

σ蕪く，かts　oめ相同惟も：fsすろ5’J　1聖　aタン八．7であるニヒが示峻さtz　7（。

al　Chain 13　Chain

　
　
8

誌
．
．

魏
横

。
覧

勉
。
。

　
Q

　　　　　　ee　Oo％

“

see

e

　　o・
Common　spots

　　　e
C3－1　spec　ific　spot　s

Fig．　2

　　　o
C3－2　spec　if　ic　spo　ts

　6－1　3－2‘1　インタイプである　C3一／，C3－2の肉隊‘くっ・・Z，単’の

癒笏産‘・よ。てコイされゐア・四フ・が，別勧童謡チ産‘・存勧る

マ濯ソタイプかε，親チ劇茄≠1用していゐニジぐス集団匂判・見俊孝てし

1（。小集団P・らの如匹ノ｝隼団ρ・与の5η匹mf皿指1（つl17，0で3一！spソ

a・C3一ユ∫ρ置用い・・　0“chbehZ・’》玄潮バπ蘇冷・の個f斧ゆぐ63一ん

C3－2を某‘＝靖寸3二と汐ぐ静」」ヨ月レ，　こ．めi勾箔‘1アイ　ゾタィフ●ml刻1糸‘てある二

と〆和何く。款，3把の成魚左層用いz鋤青rl・　m含そ影須促しτくヒこう，

63一！・τ！49・土64・．as／nd・63一ユ’・3クユt・69．ag／ma・“あ・1〈e

〔老7察〕ヒト・ノマウスの64・1二ヵロ之乙二…ジく～スC3‘て於Zもアイゾタイプが’発

見翫峰夷帆袖赫の衝好の矯碗徹るエで難・聖経われる・
ニジ7ス　C3一／と63一ユ（1・，抗励生の比較，パフ．チFでッげンク’の締累よリ，

非常｛く類似度．の茜い届：色であろ二とが示され・ノ比鍍的・最．筆生び1く重伍｝重

複の雇物bゑ乞られ．る．1方，平体矛、の威立一する過．程でtl，63，c4，　Cs〃）

84



修tJ‘z示く写れる老ロく，遺f乞多董争夏・ρで望整ノ」’4麦」害りE

リ，：二・シ“乏スC3－1／63一ユの麟￡苞，檎・育ヒ，両｛丘1乙

補’f奉系め分f6，・多首廠の才羊1｝Ef望角多てる手がρ・り

る．

果しτにとが示・如れでお

の更一写るじし車支寝害「「‘＝よツ，

珂号られる‘t7のと期矯乏れ

［Summary］　Rainbow　trout　C3　II．　Characterization　of　two　isotypes；　C3－1　and　C3－2

　　　　　An　immunological　relationship　between　C3－1　and　C3－2　was　analysed　using　rab－

bit　antisera　raised　against　purified　C3－1　’（anti　C3－1）　and　purified　C3－2　（anti

C3－2）．　ln　Ouchterlony　analysis，　the　precipitin　line　made　between　anti　C3－1　and

purified　C3一一1　formed　a　spur　over　the　precipitin　line　between　anti　C3－1　and　puri－

fied　C3－2．　On　the　contrary，　the　precipitin　line　between　anti　C3－2　and　C3－2

formed　a　spur　over　the　precipitin　line　between　anti　C3－2　and　C3－1．　A　C3－1　speci・一

fic　antiserum　was　obtained　by　the　perfect　absorption　of　anti　C3－1　with　C3－2，　and

a　C3－2　specific　antiserum　was　obtained　from　anti　C3－2　with　C3－1　absorption．　For

the　peptide　mapping　analysis，　ct　and　B　chains　of　C3－1　and　C3－2　were　separated　with

slab　SDS－PAGE　under　reducing　condition，　stained　and　cut　out　from　the　gel．　The

proteins　in　the　gel　were　radiolabelled　with　ユ251　and　dig．ested　perfectly　with

trypsin．　Trypsin　digests　were　applied　onto　a　Silica　gel　platei　and　electro－

phoretic　（lst　dimension）　and　thin　layer　chromatogra’phic　（2nd　dimension）　separa－

tions　were　performed．　After　autoradiography，　mapping　patterns　were　compared　bet－
ween　C3－1　and　C3－2．　rn　both　ct　and　B　chains，　about　80　％　of　common　and　about　20　Ole

of　unique　spots　were　detected．　These　results　showed．that　C3－1　and　C3－2　were　sep－

arate　components　having　high　degree　of　homology．　Genetic　analysis　showed　that

C3－1　and　C3一一2　were　not　allotypes　coded　for　at　a　single　locus，　but　isotypes　coded

for　at　separate　loci．
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可溶化過程にお1オるC5と工9Gの結合

　　　　　　　高田裕子　藤田禎三　田村　昇

　　　　　　　筑波大学　基礎医学系

〔はじめに〕

　昨年のシンポジウムに於いて，我々は精製したalternative　path－

wayの6因子によって，ilnmune　precipitatesの可溶化が起こり得る

ことを報告し，可溶化過程において，エgG分子とG3が特異的に結合する

ことを明らかにした。一方C3分子の結合反応機構が明らかになるにつれ，

工gG分子とC3分子との結合様式にも興味が持たれてきた。　Gadd＆Reid

（1）はC3・工9G複合体が，アルカリ処理，ハイドロキシルアミン処理によっ

ても分解しないので，その結合がアミド結合であろうと推測している。他

方，Pfaffenbachら（2）は，ハイドロキシルアミン処理によりG3・tエgG

複合体が分離することから，その結合がエステル結合であることを示唆し

ている。今回我々は，可溶化過程における抗体とC3の反応を解析し，C3

分子のα一65鎖が，19G分子の：Fd部にエステル結合しているという結果

を得たので報告する。

〔材料と方法〕

●immune　precipitates……ウサギ抗卵白アルブミンをアフィニィティー

カラムにより，工9G分画に精製した。．それをペプシンで分解し，F（ab’）2抗

体を得た。工gG，F（ab’）2それぞれを，クロラミンT法により1251で標識

し，抗原と最適比で反応させてimmune　precipitatesを作成した。

・可溶化のkinetics……血清中の1／4の濃度の精製alternative　pa－

thway　6成分（C5，G3b工NA，βIH，B，D，P）とi皿mune　precipi－

tat　esを3ワ。σで反応させ，時間毎に小量組み出し遠心し，その沈殿と上

清の放射活性を測定した。

・可溶化抗体のSDS－PAGEによる解析……immune　precipitatesを

alternative　pathway精製6成分で可溶化させ，遠心後上清に抗ウサ

ギエgG抗血清を加え，次いでStaphylococcus　aureusを加えて可溶

化された工gG分子を集め，それを還元して，5－15％gr’adient　ge1の

SDS－PAGEで分析した。

・2次元電気泳動による解析……G3をラクトパーオキシダーゼ法により，

131工で標識した。この標識C3を含む精製alternative　pathw’ayで
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immune　precipitatesを可溶化し，可溶化したものを上記のように集

・め，SDS－PAGEにかけた。そのゲルを切り出し，：Law＆Levine（3）の方

法に従い，ハイドロキシルアミン処理して，2次元電気泳動を行ない，C3

と工gG分子との反応を解析した。

　〔結果〕　　　　　　　　　　　　　　図ユ

　はじめに，工gG抗体で作成したim－
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　too
mune　precipitatesとF（ab’）2で作

成したi皿lnune　precipitatesの可’n
化のkineticsを比較した。図］一に示す

ように精製alterna’bive　pathway

6成分を用いた時，F（ab’）2抗体で作成

したimmune　precipitatesは可溶化

され，その程度は工9G抗体のものと同様

であった。また全血清を用いた場合には，

　eo

至
璽Ge

至
8　40

誤

　20
’f’fE．一Ztr

　　　　，gG・NHS
　　　ヲ　ぬいむむのロの　ロしち
　　　ドヨ　りげ　エコ　　ゆぬ

．／噸

。　le　2e　30　45　60　mln
　　　　Timo

IgG抗体で作成したものの可溶

化は著しく促進されたが，F（ab’）2のそれは精製6成分による可溶化とほ

とんど変わらなかった。これらのことより，im皿urle　p：recipitatesに

よるalternative　pathway活’性…化とそれに続く可溶化は，工gG，

F（ab’）2　immune　precipitatesともに同じ機構でおこり，抗体のFd

部分が関与する反応と思われる。

図2

　　　　　　　　そこで，125工で標識した抗体を含むi皿mune　precip一
　　　■■D　15。k
　　　　　　　itatesを精製6成分を用いて可溶化させ，im皿une　pr　e－
　　0　　 115k

　　　　　　　cipitates中の工gG，F（ab’）2の分子の変化をSDS－

　　　　　　　PAGEに解析した。図2に示すように，エgGではH：鎖，：L

　O　●u－e…n鎖の他に分子量15万のバンドが出現し，F（ab’）2では，

　　　　　i　Fd鎖，　L鎖の他に，11．5万のバンドが出現した。この新
⑫◎⑭●，＿
　　　　　　　たに出’現した■5万と■■．5万のバンドの性質を明らかにす
　　ヨロ　ロ　ユユユヨロロ
’醐219。P‘薗I。，　　る為に次の様な実験牽行なった。

　ユ25工で標識した工gG，：F（ab’）2両immune　precipitatesを可溶化

させ，2次元電気泳動で解析した。図3に示したように，上記の分子量15

万と11．5万のバンドは，ハイドロキシルアミン処理することにより，それ
ぞれC3α一65鎖と工gG’ g鎖，　C5α一65鎖とFd鎖に分かれた。即ち，G3と

抗体との結合がエステル結合であることが示唆される。

〔考察〕

　F（ab’）2　im皿une　pre．cipitatesでは，血清あるいはalternative
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pathwayの6成分と反応　 図3

させることにより同じよう．」165k帥di　l　　：二’i％．ei　e．　e

に可溶化が起こった。しか　　　　　　　　　　　　．　　　　　　……・！

も，それは，IgGimmune　　　．　．　　　　　　　　．　　　　　　．’
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　‘

濃li黙黙成一一一’轡　一一両
分のみによる可溶化と，同　　　・　　　r亀Fd＆L　　　　　　　　h．　L．
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　・　　　　　　　　　　　　・　　　　　　1
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ロ　　　　　　ロ　　　　　ロ　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ら

様なkinetiCS　C　U：r　V　eをF〔ab’｝2　i㎜une　p・ecipitate・　　　　IgG　immune　precipit・ヒe・

示した。その事により，可溶化がFc部を含まないFd部分関与の反応であ

ることが示唆される。

　　可溶化されたim皿une　precipitatesに結・合したC3は，C3blNAと

β1Hの作用を受けてすでにiG3bとなり，そのα一65鎖が，工9Gとは15万

の，F（ab’）2では11．5万の複合体を作っている。これらの複合体はハイド

ロキシルアミン感受性であるので，C3と工gGとの反応も，Law＆Levine

によって明らかにされた赤血球やザイモザンとの反応と同様，エスデル結

合と考えられる。

　　G3がエステル結合する受容体の1つとして，糖鎖が考えられているが，

ウサギ抗体は，hinge部に2つの糖鎖を持ち，ユつはFd部に，ユつはFc

部に所属する。今回の我々の実験から，Fd部分の駆動にG3がエステル結

合していることが考えられるが，詳細は不明である◎

〔参考文献〕
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28

（1e3）一〇一D一グルカンに結合するマウz。3の分鰍1物

　　　　　　国立がんtンター湖化学療法部　松下操，一肩縮
　　　　　　　　　　　　　　　　ウィル又春β　　岡田秀」親，

f目旬

A　Z　ca　A’」paneKf　fae・aZha　var．7・ZYX・2tn・ノ1FO　13／40の産生する彩腫合戻

540の（1吻3）一βつ一グルカン（TAK）‘ま庭働h性画し，　lin　vitV。でA・2・t・・rnat・’，e．

c。。n2Zemtne　Pathrva2e・の雌励γであろ塵餓鱒秋がゲル化t　b　S　rc　ig

目し．これを吸着体とすろAffiniり’chremat・yra2ゐ多・ぎ行なし，，マラス血病中

のlrA　Kに．吸着する、成分E検索したρそれ5の一つとtて。3の抗原・惟E宿

すろseyi（c3メと仮称）規出し粕製，単噛して．その性吠壼検討した。

　‘実験オ読〕

材料　C3Xの糟製v＝1よエCRてウス血漬ε．c3の精製は。3晒eのEDTA一

血漿左出発材料とした。　ヲ毛性劇　　ヒツジ赤血戒Eタンニン齪i心して

‘rμ鹿なC3　a吸虫さt，抗マラス。3血ヲ脅による受身盛砂反応の阻止iSi

験より。3抗凍量を測良した。用いた抗マウス。3血痛・は・全沢人学がん祝

三面研丸心よリ提礁ざれた。　c3Xの絹鰻　1‘Rてウス血瘡よリ火の3フ

のchremaih72raρaj一ε行・た。①．丁A　K　ootZtmηを三口た濯が”；ウe6　rem　a　toS　r‘whSf．

ノ1。e”，・t　／・・1・Si・th・t　BuoCfLrて・吸着さtた後，イオン強反左上げて溶凱た・

＠．C〃・AJrepE￠roseωゐ舩throvvnte　s，my，4f；20Ct　M　A　ee　taた8uYih　r，5”M　EPアA．

P”　s．oで吸着i1た後，・・45〃／s（・ecz　3て“o蓮心的熔鋭行・た・（F‘t・1・）

⑨．DEAE　’　Se　pla　e2；　」嚇〃P．んs7JZa　fe　BκJf‘r，5伽〃ED7Aρκ78　で吸着t也

〃〃諏4tて・の連続6携出ε　ff．た．碗F・2．）c3の精製。3H！tHeの
EDTA一血漿の7S－15．7。　PE㈱綴かう。Kada　＆　Okad“のか註靴て

行，た．　c3のト’1フ。シンノ分角又　℃3乞トリつ。》ン（o．2Z、％o・IM　12ん騨4血

B、‘〃・γP〃7z♪て・37’c，！∂分間反応後．／・M・tineAでタt￠・S止の，5D5－PA・C・Eへ

侠した、抗C3X血清の準製03メをウザギに免疫して抗血靖ま俘た・

こ歌は，ゲル遠忌’温風亮・によワマウス血ラ青に2才1るva”n・∫ア‘。ら砿な抗．血靖

てeあ，　た。　　　F1↑C一」虎C3メ　の調製　　抗C3X並zラ青　左　1o伽〃　！均4〃5ノ，盈2之BtCjFfi　r！，〃90

て等衝化・た．．DEAE・s。pA‘1aZ・・勧・＾に戯し諌通リ図工sGL分とこて＊：り

P17じ化反庭に爾いた◎F，7iじ化IZ　SePt〃〃42‘03。〃ra〃6〃∂kulY：er「セで行な・，．

室孤・Z崎間反た後・Jヒ〆ヒψX続28’＝よウF／　7C・抗C3X色得た・
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　〔綿罪〕

ω．3殺南切・対燥σレ・よリ甜製．単触して碍たC3メ・i　SDS・…PAaE

で．単’のIN“ンド左示した9分子量∂二二84・OKであ．た。2一メルガプトエ

タノ’ル（2・Ml…）で．虚元、するこヒし二よワ分子‘量フbκ，40k，30kの3本鎖V：分虹

た9　一，タケ．　c3　’9分三二　2！oκて“あり　．　2一」レ71三処裡1：よワσ4￡莫14－oκと・

β鎖フ・κ・＆＝分煉・c3痘。3とを，比較すうと，C3XIづρ二二Lt・’

うが’4・oKの｛K，鎖は無、が，たの（F」毎．3．）

　（ユ）．　c3Xと。．3　s　o4　th　tera　ny弦κよワ抗C3血請およ「〆抗03メ．血テ青と反、

廃Etると前者のth血ラ青に対こてtz．xn線の聞にspar左形薦’ろが．

後考ヒ反tc’芝tた時に1；三二（，脇5巳）した◎

（3）．　03＆トワフ．》ンで分解すると．SD．∫・正命E上．C3，×と同「L“’位置に

ベンドず見5tcん・

　絢．　ηκとδ3Xと＆島〃か。で二三2後．芦ノrc・抗‘3♪（でン匹理ナうと・

TA　Kがケブ光ラペlb？ltて11、；うのh“観粂ぐψレん9

　屠豪コ

　今回’夢rた系蓋』R．・芝縁’含　ゴると，　‘3Xな　e3　の　分βタノ室く撰7マ・あろこ　とがユメ7：り

こヒか5・手倉町：さ；ψε，る．。

ω．C3Xな‘3よリ捗循分子量．ω．免掻学的抗廃Lth（3）．c3のトワフ◎

シン分解’望ようSbS’・PA　8　E上』　03X類低パン・ドの出ヲ見

03×・纏蓬は。3のβ鎖を叡て・1る”・“。メ鎖の一顔左k“stて・，5・こ

のこと，a。03Xと03。との類PK性Eネ’峡している・

EPTA・一n巣・ニク・・て．酬・同様・二TAK。Aチナ幽幽蹴吻的・4y左行・た

とこう，03の抗原性ε持・た蛋白は吸増さ耽なカ・．た劉及〆ED7ハ落在

下の血靖ヤでeTAKに。3x”・　opt　1さ　ecる，などの知見亀得k・二恥5の結

昇し1ま，CろX4てウズ血ラ奮・タにおいて．　03きり・分解されて生・娠ltた，も0ヒ考・

え5れ：b・

　じ3ガ03Xになるヒ．■角kに吸盾す』みようになリ．その吸着1＊1…D7》4申で8

起乙：うことカs“孝り，た◎　こψし置ま．　「FlrG・抗C3メ　1＆用いたケイ光，抗体多広’＝よク

03X’i‘r。κ’、　alire。e’。添給すうことかう2確りら池た・この死象のsa学

by　k義にラ・・て’二二二三Ψである．

1）　声争」直．じt．4．第冴回矧体シ芳ドジ弘諭平沙下闇PP刷・5、（1991）

，）H．眺α畝儀N．o悔鵡．丁岬。丁．　EPtP、　M蔓ん・4｝3d・31。‘1瑠ワ4）
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A　cleavage　product　of　mouse　C3　adsorbable　to　（1－i3）一B－D－glucan

　丁A．K，（1一）3）一β一D－91ucan　produced　by　Aユcaエigenes　faecaエis　var．　rnyxogenes，posseses

an　antitumor　activity　and　i　s　an　activator　of　the　alternative　complement　pathway．

Fractionation　and　purification　of　mouse　serum　with　the　use　of　affinity　chromato－

graphy　on　a　TA1く　col　um．n　and　ion　exchange　chromatographies　gave　a　protein　which

was　precipitated　by　anti－mouse　C3　serum．The　molecular　weight　of　this　protein

（designated　as　C3X）　was　approximately　14，000　daltons，　and　consisted　of　B　chain

of　C3　（70，000　daltons）　and　the　other　two　chains　（40，000　and　30，000　daltons）．

The　trypsinolysis　of　C3－gave　a　band　similar　to　C3X　on　SDS－PAGE．　A　spur　was　form－

ed　between　the　precipitin　1’ines　of　C3　and．C3X　developed　against　anti－C3’　serum，

while　the　precipitins　against　anti－C3X　fused．　The　electrophoretic　mobility　of

C3X　was　faster　than　that　of　C3　on　agarose　gel．　These　results　suggest　that　C3X　i　s

a　cleavage　product　of　C3　and　structurally　similar　to　C3c．　C3X　was　not　adsorbed

to　TAK　in　ED丁A・一Plasma，but　was　adsorbed　i　n　serum　even　in　the　presence　of　EDTA．

Therefore，it　seems　that　C3X　i　s　preformed　i　n　serum　through　nonspecific　activ，ation

of　cornplement　and　that　the　preformed　C3X　has　a　capacity　to　bi　nd　to　TAK　even　i　n

the　absence　of　bivalent　cations．
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29

　　　　　　e）レ毛ツトCBの構沌じ海樹・つしIZ

一一 hi覇解いニメィサブhニフト・β鍾がらの肉撚轍一
木下　　9ロウ・ラ誓・確”秀・・井よ一　云萩　　（P浜大：・淫し・て会田函）

曲　 CB・te．・ヌ（MW60κ），β（MW・60K），　t　（MW24K）a3ペプ手ド鍾τ

濡話謡いる．Ct　et　（eS」、1ニジスレフィド茜念lzdイザブユ助陸

也拠論り，このα一trrプユニフトがβ鋒1毘肩幅（整いも（tri図）．

5擁のグレア．侍・ヒF　esの・‘！イザフ簗二7トビβ鑑≦P5ひ樋佳（z蒲
馨（，　　　≦DSを虫払1’こ復，向酋。・ラ6渉～4ヲ％の1司ll画幅ぴ凶雨域4も争1こ威

・か（　r・（s・？‘k・t　Ptdi・」醒仏・’4距範，”44　7）・こら‘㍉御∂単

舷zノ・　　，5‘Sb一・7あるし嚇昂61－7儲船（乙≦乙富盛EAet－7，βヒ刷

一一7・β仁以イ謂論えも諾劒も駐烈r・価幽紹・ag、
J：6ec，0伽ワ1御、　a“55，〃5－74．〃B1．鐘，3258）。こ舜ψ・ら叶‘3碓．

β顔‘zcsb－7との儲飴仇ウs‘局β∂fもご、結語ざあ．　r二。

　今回荻々te、　e　lveットeS　a〔メイεβΣ　5tU勉∠らの方法に＝準じz精｛心し，

爾＝醸脇4秒・Zラ鮎訟訴♪隊lr二．老め畜課、一C）レe，y乙B　t・

輪1・1ぴ，d就β魚鳥鵜訓ずこ5碑応和く齢・み知∂き冴1
凶「有をヒモ仁反張5ゼτ謡奇話ノ￠甥「る恩寵明らρ・‘・なつr二〃・ひ転巻冴る。

謎・ejVAbvトeB，　c・eイv・7’tZ・；・・ト，醐備鮎6躍既1激制r・方

法（鰯晦4鴫MX・　bman2・’‘7B2，あ脚）1こsり精禦（r・・　oく一∫と

βn精巌‘勇5deeらbX”ヒト乙Bt＝用1ゾ・方レム1こ孝ezyK7　a　・，tうtz行守・

r・・4n8の乙BE・・2％≦ρ5び37乞び命醐耀1乙αイごβ1・頒白（r・
俊・lll・・　iinV　c”　…y・　sps一　・・　ZM脚e・・　z・4衡1ヒ（r・勿》5－3・・（／．x・／弼∂

L一ゲ1レ・2臥瓦d一鞭茜1・1画卵茜1・2回同C・・nラムZ・・ゲ1レ

・劃乙心心‘・・得；・　・1・L　t・　at－rtβ‘G，お距甜縣つ〃5〃脚

ソ蕨耀楓吻・1・湖晦同仁傍疏z直謝ヒ（　T・Ah、hz・dee　ea－4・・

（・，5・一命（z5ρ5を謡い・・’骸‘・5h・M　Tri・〃α，〆ス4一ん〃珈一

／鰍徽α1・糧8透朔r・。冴K量te，　Pt　一一　f，！区％，　B，　25
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　％ひあ・rこ・

・伽洛婦撚‘1是；吟フ・1レを1Xl・7t固・EAe／一7　t　S〆1・・桝珍伽嫉

の伽必・ト・4t￥，‘・全量ρ雇涯吻一〃砂ひ37切66分夙砿・駕溶

虫津畳・可・．

・・B，u就βの勤量・廻偽二それ殊痛細0伽劇鍬．　OD、，b

四鋤時人ク咳4翅蜘撤禰るヒ縦（乙計駅r・、
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・Ct－ltpv・らの乙B向融：・e一ゾ・Pを，・（一　）h‘e・4．S～74・・／・e8／ne，　t・9‘e3．7一

之s，2　酬の躯1離罐ぜあわゼ，皇一）u　t“‘ラ磁劃z向風ごぜr；・

　・・e－r，βの勘61－7．への循倉主，1是：・e　・一　rt　BΣ石，z＆pm・he・de　（助・一叙）を用u

ガz左ラベ1レい二・魯■一Ct－t92虫一2掃鵜■2㌃ナ蔦泌βと研麻

復1配陣泌αイ晒橋巌，それぞ拐刈♂個。　Enc！一Z昂。勉μ
のEPTA・一・a〆β一解・ua　r？z　z一　37”c　’L“50i9）‘間曲勘・・飯（3，・m・r2・・，

／紛）俊姻涛烈r・抜，血痂・、急論（紡謝活梅測刻z＝．EAC／一7

殖台・i」・EAの働差ラノt・　z，乙Sb－7へ備縫貝‘二。㌦びイガユ量β

は，庫前・1加・Rnt・　z“’珍薩，1⑲しz凋物を酷！zか・ら用し、　r＝・

蘇・既βの1駈船主：ワβ喫d一♂（葬2図，△）．29列邦回
驕れぞ蝉繍記適応忽剃耀’虎豹・加え説盗写しrd　O・・rc。28，・z

，Lcs／me・）　，，（9　t＝．α一rを4．5一μ吻〃諦変劉z加え綱祷威け祓．

2B・2靭肝叡駈用・諾婦｝お調べるt，（・（一D量｛・献磁聖主
が噸ム言い。（o）。

・繭廊」る箔心当回復孝：　Ct一　ti　74．・〉・12／nc，　B，2脇塵卜しi？

醐イ総踊梅壷しσの鵜とレじ酬’…伽久吻，醗黙秘
〔ξ　βbN”／・67㌘びΣi昌ユz“あっr＝。　Ot／4㌘〃）乙z　P　t＝　l　gsp．　n　o　5曾塀のβDN’

訪れZいろ〃・ラ，測・点画襲鰍ぴ3．5艇あ・’・．

・グィ・β頒1・稀・さぜr・齢の旛似感熱潔i段脇，i）x一樹猟，

勾碑鵬ヲ，αイヒβ薯伽埴傍2槻一7故知《、幽ご按2感応
剤r・抜襯地盤，那1書β鞠，2‘・‘S　Ct一　f　eemaiう）1・鴨脚を

揺れE・れカロ九Z友痴・、ごrゼ、2諺に携匙2回茂浄しZb、ら2￥3段循Z”Rv4　e液／益さ

せ，毒血執調べr・。粥図｛詠い戒う1㍉・fL－r・βを‘司時1ψi・ん♂・

碕（・）励効勧く箔鰍r・・Of－T・P頭1・〃1マ々・齢，塘ラカ・・’壽
／ip　Z・　1’（△，ロ）応じ1溢血t，　こ4へ健片方τごけX心違1でぜt：対当一こ▲，メ）畿内｛

建艦軸∫o為岬轍じ副こ弱乙嚇㈱覧ζ
・α満Pa　EACI－7への締倉劇先：・・　lz5・一Pt　一一　t，　t2’］　．．　IB費れ紳物τ

∠∋4乙！一7　　‘；ノ灸ノ沁’く「ゼ噛乙」しム3とノ（ノとへ㍗き／合（zげb’，　r二．　　（ラギ4図！△，　x）。

繍徽1銅鵬じ、正写α一ゾ（o、のtzfz一一　P（m，』ルも1満合（t・。

耽！一7が：溶融域ペヂ㍉が幽約7％，・写鉤約鰯か儲胤帥
ご，それぞれケrdくと毛7％と9拓t・J、当意i桝工s匠i復C∫ニピ考えらkzも。

襯ヒト乙B・er・di・Y，％の務妬茜非圭を1司吻うご×一y，βの襯法乙・準じ乙・七・ン

ー：i；・7トご3　a　Ct－Yとβを・撫1τ・，　k・・しレ馳灘・回復孝〆3、εz，

乙su－7への齢活榔・以一海7zへ伽邪・・b・’㍉こ掬勿蜘4
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5－3。。びの緬断面臨く，向ゲ1レ・萢1♂・’・‘S・，），5ρ5漸3〃1・‘oa

警1乙いもあz“，憂柱び塞みδ3Y・儲果びあろピ考えられt・・

　　　この画面・ゾ・駒出動」e）レL；・［・…ト伽湯倉t二1子，d効Pの跡1二

CSb、・一7との挿倉翻加齢1気，か・っ顧蝋＾易奪の1アr」　・，　ttg　k　s・xワ

！，内方‘・4彦び・て鳥β守るρ・、あζい1嫡猜城σること1・」：・乙

坤滋属岬面こ・乙ぱ抑乙齢窃融鵡於幅ご方が
方〆」いr一い・〉㌔佑穿下あ・r←．
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　　　　　　　　　　　2Vl－Pt－ti　l2二一βの1等割1労4・倒7

q●；1『iピー。己一f＋cθ＆4β（Oo‘一t／P，ラィレ。．｝デつ

口，町巳母一βヤCみd－1「（ロ〆一丁昌％，8つイ）

A；　i2gl－pt．一tsolo　x；　‘ZSir　一・p　soto

STRUCTURE　AND　ACTI▽工TY　OF　THE　E工GHTH　COMPONENT　OF　GUINEA　P工G　COMPLEMENT；
RECONSTITUT工ON　OF　C8　MO：LECULE　FROM工TS　SEPARAT耳D　α一Y　SUBUN工T　AND　β　CHAIN

　　　　　　　　　　　　　　　　TAROH　KINOSH工TA，　KYONGSU　HONG，　and　KOZO　工NOUE

　　　　　　　　　Department　of　Bacteriology，　Osaka　University　Medical　School

　　　　［rhe　or－y　subunit　and　B　chain　were　separated　and　puriCieq．from　guinea　pig　C8

according　t6　a　method　sirnilar　to　that　of　Steckel．et　aJl．　（198P）．
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　a　short　incubation　of　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　but　　　　NeiEher　ct－y　nor　B　showed　C8　hemolyttc　act±v±ty，
both　subunits　r6stored　the　C8　activity．　The　ratio　of　the　reconstituted　activity
was　calculated　as　3．5g．　When　EACI－7　cells　were　incubated　with　either　spbuniV，
d6ntrifuged，　washed　and　then　incubated　with　apothe；　subunit，　g．little一　C8　activi－
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　added．　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　subunit　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　However，ty　appeated　on　the　cells　regardless　of　the　orqer．gg
n‘狽狽b秩@radiolabeled　subunit　cornbined　alone　significantly　with　EACI－7　cellst
while　7暑　of　l　251一α一Y　and　9号　of　125工一β　combined　with　the　intermediate　cells　when

added　in　the　rnixture　with　the　cold　counterpart　subunit．’

　　　　These　results　suggest　that　the
Csb－7　does　not　reside　independently
of　cornbinat±on　of　both　subunits．

combining　site　on
at　either　subunit

　　ロ
gu■nea
but　is

pig　C8　molecule　to
formed　as　the　resulrヒ
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グルタ6集オンによIP　C：Sb－9複合猟

のこ9サブエニヅト藺の9Kka反施

“ム繁k三一ノ川島蓼則ノ看断俊介

金ヲく孜塑途珍研覧町分多免疫学

　　繍イ本り膜傷薯∫腔複合4本（〈：tsb一　9二量体クの績造風〆下町上．こヲ底童尊な役

熱螺して・x　・6・今早早轍、勿レダ吾オン之恥．乙占博複b．t4xにこ9イふ

委ボ。腐te・とkn《志野しそし《これ勿野分5こ9A’こSb－9複創緬
　においてわ互、・にit曇　して啓、在とてい6：二と左門ケ憎悪縮東ま，得たりて弩報

皆す6。

　　象験右宏：a！sb一ム複合体ぐ・り幻・c・1（32．、　os（42、乙9（幻、o

　績製｝まとkぞtし臨に報告ζ託・くい6方玖で折・な4だ。び疎訳cgの・貯工、あ

　6、・｝よ’3’エでOM・・d・i・r。　di・a七i・n・kk　roDoG丘N　9　）f・・《析な一之（の．

理工脂箕建膜（リacゾーム）k齢した乙Sb一濃合体は・d呼16七・ン｝

　ph〃＄phatsdメ1‘hoiine左」痴いて作製したリ赤ごソ㌧ハに順次（訪一ム複齢

　・乙7，防工で2左三門ぐ七．オ＜達続＞f糖虫友勾配超遠心麹こムげく作製し

　k　（　！Z．．）　0　　5ロ≦；一ブナミリ　＝jr　グツ　クレ＝ダミ　ド　ゲノL・毅泳動池k　Webeレ（　L（つ』1）oヒバ、0右

玖ぐ脅をつ乏“

　　結黒，L）　lxゾームに緒・・鉢した慮b－8複鋤（ノノ躍♪とぢ’1一こヲでz5　一（4ソ

　左・下沼・o張麦（刻州，！州，10網）の選二型グルタゑオン雛型ぐs7・c、

　2ク分齎颪施ぐせ一生成しf＿rSb一ヲニ，量猟左不連続シ　fr糖塩皮勾配超遠jLlj5、

　ぐ分雄⊥．還元剤非Z参在一ドぐ5PS一ポりづクジル∫ミi〈’ノデル電、気旅籔えく斤

な・＼埋れた・Es　1Ak寄洲ラk、ゲルダ擁ン非雛下思雪下、
6srb一一 Aニ量体・ig　OP　．kif合の乙ヲ｝，17．ム万の乙ア単量猟り会チ量左蘇した．，’方

グルタ〃オン擁三ヂで生威し乏勘一アニ劉平ぐ｝・k・．ごヲサブエニヅト仁量

姐蜘籾秘三量体⑫御禰回忌賜繊（F’31、B－D2。
還，fz．剤Bij－Kぐ5貯絢ゴクリル了ミドゲノレ電妃樹鮒雄なうと，

　こKタりこヲ。lr　SO　mer底誕10ラfしずグルダ身オ＞Kよ6乙アol　iヨ…er約

　成ぱ乙ヲ顧のジスブイド結合・え介して超η乏と着えらkk．

一次に・Sb－9複合体敵おけhCヲ贋柄架橋瓦　齢結写しP．・cg分多数に依

烈しているオ・どうふ蜘た・’吻の，《晶一2複鋤にノ．4考初い威乃考
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の”Si工一Cア左加え．隔図グルダ6オン参ジ在下で5乾、2〃麦高間白面ぐ弛た。　es

．粥4）Cアえ加えた画面にな．（Sb一δ・1分多当づ．平嬉よ3分50乙？辮緒合し

，生威した乙ζb一デ複含掠辻紹5の沈篠桑数左糸ケ〈二Sb－9二量体でわ〃乏。

／羨s’　・／．タ，轡の乙ヲ左・菰えた蝪合1こば．cSb－8工全多一当り、乎均’クヲ　分50

こ勿二合溶起こS．生放’し炎CLSb一ア複創伽まcSb一ヲ単量孫及夙二量イ勅両

方茎含わぐいkこ糺らり乙肋一テ複含療左還拓i納非参在イで5P5一ポリ5

クリルゴミドゲル呼気寮働ヒムげ分断渉6と、乎均、鯵分勤乙9左縮合し

炎あβφ乙tSb・・一クニ一婦で比．乏りこ9サゲェニット0約参水ご9二量孤り勅ぐ

二疹二左し《Ft、一≠ヒ（：F・こゴ！iZ，t（1＿）ρ｛｛1｛i乏．　’≦P均∠？アイ分＼多一・つご9とオ＼1緒イ≧トして、、な、、．

（Sb一ア複b・fUぐ）ま．そ従紛ゲェニットリ約一sL6・乙？二量体になって、・在（

Fis　IB）o

　哲　：柴：乙訪ヂ■，分多当ツ．乎均上分5以一ドOcアむゑ結・合乙《いない、場

倉ぐb　cgEIKつ衆橋瓦庭訟蔑こIP　＝と一赤多、乙ヲ｝ま（：Sb－8複飴にclbt≦tσと．

な・・て結合捗6と這えうれ乏。＜らに，cSb－9複合・体内Kお・、℃グノレダ

6オンkよ6架播画一によP乙901；　egmerり形成迩面こit　zと塾シ、画

数の乙扮勢励4複合猟湘吻・、てお互いにXkしK2評していeと恩
f“）名し6．

　引屠文献：〔1）Y・m・m・t。・K…nd　H・G・柵…　J・lmmuno1・120：2008・1978・

（2）Yamamoto，　K． J．　Jmmunol．　125：1745，　1980．　（3）Podack，　E．R．，　W．P．　Kolb，　and

H．J．　MUlle：卜Ebe：rha：rd．　J．　Immuno1．116：263，　1976．　　〔4）Kolb，　W．P．，　and　H．J．　MUller－

Eberhard．　J．　Exp．　Med．　143：1131，　1976．　（5）Biesecker，　G．，　and　H．J．　MUIIereEberhard

J．’　Immunol．　124：1291，　1980．　（6）Fraker，　P．J，，　and　J．C．　Epeck，　Jr，．　Biochem．　Res．

Comm．　80：849，　1978，
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　　　　　　Glutathione－Catalyzed

　　　　　Disulfide－Linking　of　Cg

　　　　　　　in　the　Membrane　Attack

　　　　　　　　Complex　of　Complement

Ken－ichi　Yamamoto　，　Takanori　Kawashima，

　　　　　　　　　and　Shunsuke　Migita

Department　of　Molecular　lmrnunology

　　　　　Cancer　Research　lnstitute

　　　　　　　　Kanazawa　University

　　　　　　　　　Kanazawa，　Japan

　　　　　　　　　　　　　　SUMMARY

　　　　　The．　membrane　attack　complex　of　complement　（　the　dimeric　Csb－9
　　　　　　　一一

complex　）　is　a　multimolecular　assemblage　of　five　proteins　（　Csb，　C6，

C7，　C8，　C9　）　which　are　held　together　by　noncovalent　forces．　We　found

that　C9　molecules　in　the　complex　can　be　covalently　cross－linked　（

disulfide－linked　）　by　glutathione．　ln　this　experiment，　the

tetramolecular　Csb－8　complex　bound　to　phospholipid　vesicles　was　first

prepared　from　purified　CSb－6，　C7　and　C8．　The　vesicle－bound　CSb－8

complex　was　then　incubated　（　370c；zo　min　）　with　an　excess　of　131r－cg

in　the　presence　of　1　mM　glutathione：　an　average　of　5．3　molecules　of　Cg

per　Csbr8　were　bound　and　the　Csb－9　complex　formed　was　predominantly　a

dimeric　Csb－9　complex．　About　one－third　of　C9　in　this　Csb－9　complex

was　found　to　be　in　a　disulfide－linked　dimeric　form．　The　Csb－9　complex

having　only　an　average　of　O．9　molecules　of　C9　per　Csb－8　was　also

prepared　in　the　presence　of　glutathione　：　this　Csb－9　preparation

contained　both　monorneric　and　dimeric　Csb－9　complexes’C　and　about

one－fifth　of　the　C9　subunits　was　in　a　cross－linked　dirneric　form．　By

contrast，　C9　in　the　absence　o，f　the　CSb－8　complex　was　not　significantly

cross－linked　by　glu！athione．　These　results　indicate　that　C9　has　an

unique　property　tb　associate　with　each　other　upon　reaction　with　the

Csb－8　complex．　．
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CLEARANCE　K工NET工CS　OF　SO：LUB　I：L工ZED　工MMUNE　COMPLEXES　工N　M工CE

　　　　　Nobuyoshi　Takahashi，　Tei－zo　Fujita，　and　Noboru　Tamura．

工nstitute　of　Basic　Medical　Sciencest　The　Uni▽ersity　of　Tsukuba．

　　　　　The　role　of　complement　in　solubilizing　preformed　immune　precipitates　has

been　clearly　defined　in　vitro　（1，2，3）．　However，　in　vivo　relevance　of　this

complernent　function　is　as　yet　unclear．　For　this　reasonr　we　studied　the　in　vivo

clearance　and　processing　of　immune　complexes　which　had・been　solubilized　by

complernent　in　vitTo．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Materials　and　Methods

Ag　and　Ab：　Chicken　ovalbumin　（OA）　was　used　as　an　antigen．　　Rabbit　工gG　Ab　to　OA

was　purified　with　immunoabsorbent　techniques，　followed　by　qel　filtration　on

Sephadex　G－200．　The　effluent　containing　only　IgG　monomer　was　pooled　for　use・

The　IgG　was　iodinated　using　Enzymobeads。
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　コ1㎜une　cg幽3工mmune　precipitates　for　solubilization　was　prepared　by　mエxエng
・Awith　125・一1。b。1・dエqG　antib・dy　t。　OA・t・quiv・lence．　S。1・bl・i㎜une

co皿Plexes　were　prepared　at　6－fold　antigen　excess・

Solubilization　of　immune　reci　itates：The　immune　precipitates　containing　4　yg

of　complexed　Ab　were　added　to　500　pl　of　a　l；2　dUution　of　fresh　C57B：L／6　serum・

After　工ncubation　at　37　0C　for　60　mift，　the　reaction　mixture　was　cent：rifuged　at

5000g　for　l5　min。　90亀　of　the　radioactivity　was　found　in　the　supernatant，　which

was　used　as　solubilizdd　i㎜une　complexes．

Clearance　stud：50励皆Z如4　immune　complexesr　Aq　excess・solbuZe　immune
。。mp・exes，。r　antib。dy。・。・e　c。・t・i・i・9・．5、9（5…5・pm）・fエgG　i・av。・um・

of　200　pl　was　injected　into　the　tail　vein　of　8－　to　l2－　week－old　C57BL／6　male

mice．　From　the　contralateral　tail　vein　ユg－Vl－blood　samples　were　obtained　with　a

calibrated　micropipete　at　1，3，7，15r　and　30　min　and　l，2，4，8，　and　24　hr　following

inゴection，　and　the　radioactivity　in　the　sampユe　precipitatable　by　lOg　TCA　was

counted．　　The　：radioactivity　in　each　sampユe　fo：t　a　given　mouse　was　calcu工ated

relative　to　zero　time　vaユue　of　radioactivity，　which　was　dete：rmined　by　extrapola－

tion　of　the　loq　counts　per　3　min　at　ユ，3，　and　7　min・　The　mean　of　the　values　for

each　sampling　time　was　calculated　from　three　or　more　mice　receiving　the．same

sample．　The　size　distribution　of　complexes　in　the　inゴected　material　was

determined　by　gel　filtration　on　l。6　x　60　c皿　column　of　Sepharose　6B．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Resuits

　　　　　Fig．1shows　theσlearance　of　80励Zθimmune　comopexes　at　6－foユd　Ag　excessr

solubilized　complexes，　and　Ab　alone　from　the　circulation　of　mice．　The

disapearance　curve　of　the’soZbZe　immune　cornplexes　is　composed　of　three　phases．

The　complexes　were　removed　rapidly　in　the　first　phase，　at　an　intermediate　rate

in　the　second，　and　slowly　in　the　third．　　工n　soZubiZiaed　complexes－injected　mice，

howeverr　the　curve　was　composed　of　only　rapid　and　slow　phases，　and　had　no

interrnediate　phases．　ln　both　cases　the　first　phase　had　the　sarne　haZf－life．
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　l

With　this　half－1ife　559　0f　the　radioactivity　was　eliminated　from　’ヒhe　circUlation

98



in　soZubZe　immune　cornplexes，　and　452　in　soZuhiZized　cornplexes．　Half－iives　of

the　slow　phase　were　similar　in　both　complexes．

　　　　　When　soZbtZiaed　complexes　and　soZhZe　immune　complexes　were　applied　to　a

Sepharose　6B　column　separately，　three　rnajor　peaks　apeared　in　the　same　position．

They　are　corresponding　to　mol．　wt．　of　〉　1，000，000，　400，000r　and　150，000，

respectively．　工n　soZubiZized　complexes，　489　0f　radネoactivity　was　eluted　in　the

first　peak，　319　in　the　second　peak，　and　21暑　in　the　third　peak　（Fiq．　2）．　　工n

soZubZe　irnmune　coraplexest　15g　of　radioactivity　was　eluted　in　the　first　peak，　62g

in　second　peak，　and　23g　in　third　peak　（Fig．　3）．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Dユscuss：L．ons

　　　　　Previous　studies　（4）　have　shown　that　the　d．isappearance　curve　of　soluble

i㎜une　complexes　from，　the　circulation　was　composed　of　three　exponential

components・　　The　firs’ヒ，　second，　and　third　components　are　concluded　to　reflect　an

extravasation　of　complexes　due　to　increased　vascular　permiability，　a　removal　of

phagocytable　complexes　by　KupPfer　cells，　and　a　catabolism　of　remaininq　complexes

in　the　ci：rculation，　respectiveユy。　As　shown　in　Fig．　1，　indeed，　our　disappearance

curve　of　soZuble　immune　c6mpユexes　was　composed　of　七hree　components・　　Of　note　in

present　study　is　that　the　second　component　was　absent　in　soZubiZize（！　comp：Lexes－

inゴected　group，　suggestinq　diminished　phaqocytosis　of　soZuわiZized　complexes　by

KupPfer　cells．　This　may　be　furthe；t　supPorted　by　previous　in　vitro　st二udies　（2）

that　dernonstrate　abolished　affinity　of　solubi：Lized　complexes　for　Fc　and　C3

receptors・
　　　　　工n　addition，　we　found　an　initial　rapid　di＄apPerance　of　the　radioac七ivi’ヒy

after　inゴection　o．f　labeled　soZuZ）iZiged　complex6s　into　mice，　that　is，　459　0f　the

radiQactivity　were　cleared　within　l5　min　from　the　circulation。　We　considered　at

least　two　possible　mechanisms　responsib16　for　this　rapid　remova工　of　soZubiZiaed

complexes．　　First，　vascular　permiability　may　have　inc：reased　with　the　administra－

tion　of　soZuZ）iZized　complexes．　　Second，　substantial　portion　of　＄oluろiZiaed

co皿plexes　with　mol．　wt．　of　＞　1，000，000　may　have　sufficient　structure　to　b俘

entrapped　or　deposited　nonspecitically　within　some　organs．　The　latter　may　be

compatible　with　our　results　that　the　percentage　cleared　within　first　phase　is

very　close　to　七he　proportion　of　complexes　with　mol．　wt．　of　＞　1，000，000　in

soZubφZiged　complexes　as　shown　in　Fig。　2．　　Additiona：L　studies　on　this　aspect　a：re
　　　　　　　　　　　　　　　　ロ　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ロ　　　　　　　　　　　　　　　じ

currently　under　：Lnvest：igation。
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32
マウス椥巳マクロファージ“の箱》体B蛋白の含成・分泌

名蛸屋保健衛生穴・医・敏生物

森山　　爵｝・川本1荘子づ罪、三日召雄

　マクロファージr系畑庖で、各種補’体床’分の令成’・分；騰ザ確認さ露■Gb。

載・Rit／X・前よリ、ラ僅々の柴’）蕩Ptセ加L喪堵’後．マウス腹腔マク。フ7一ゾヵ“、

補㌧体活性化因等B’tE秒・量に分流す3・ことを明∫がにし、・免疫反立：tの蘭係

玄オ衆言寸してきた。　そこで、　B－E、合成・分臥す5糸臼月包の笏イ6のづ程度．、細胞内

’で㌧軽士’さ幽’れ‘たβの’jttイ：だなし“を1日月魂にしようtしiた。

勅“tA一法

　／、マク。フ？一ジ（Mφ）の培農　　　 ：蔑如マウス（C3H／H・N）の

腹腔．細胞乞既，報《り方法で裸：取レ、　L一番重囲養上．潅2∫一〆含楕．S”／丼陶児・血・清

加湿阻暗養レt・。1＊6e・Mφであ5図「、凹k岐び嗣糾嚇、方・大備田

先生よリ分与載いた（yの乞使吊し、各々の培養法宅増田らの記載’に逆流。

　2、　B蕩｝血活’性及．び巽西孝案ヲ舌牲のラ臭hl定，　　　　　　8のう容血ss　J　rtiE．，　ソゾチ

ー4，酋湿性ホスフ↑1ヲーセご及／び穿L鹸・脱水姦窮素箔・性鳳、　既報の方法に

より）艮・）議した。

　3、免疫沈降亙1勘　　　　　細且包培幽閑始七一・定暗々に、薙養心中に

久与α／”の’タC蛮白質加・K分解物e　h・え一定期間山農レた・細流・）

Bl‡細胞k〃一トワトン×一／00■・可溶化した告のについマ、舳肥外のBlよ、

プ巌お徽κゲ加ぺ・ナール綬衝液に9．ら一晩透析し砺収つuて測

定した。各二被検液に担体ヒして一更量のマウス血清と午血；責フE一プミン

（β5’A）立加え．た後、3則定：系、にば、一予あ最適tしセ．オ侯更，したウつ一ギ抗マウス

β：前衛を、対照系には、同様にウザ量感BS「A抗体芝加え、その沈降心中の

ノ9C一二文．身重ラ舌小生t言SL’jl定＿しr≠三．

　ダ、　SDs一ポリアクワルアミド・ゲ’ル電気封く’勧（＄C）・　S　一FA（IE）

∫P∫一PハqEは、沈降物干可溶イ。レた右のにフいて弗菰に従，て行な。た。

う永■動終了後、　2　．，．．　Rに薄‡刀しt＝ゲル乞／ル1の／％一箇。（：03／ハ／C∫（／：！）ヲ蓉液

に勉し、　37。C，12　e奇問加ラ盆イ夏、　5夜！健シン千レーシ’a二・・カウンig～でラ則定し

売。劣『卜量は＿既知標準蛋：白とよし心し沃噛した。又、β‘；v．c，tSveレ社のMA（RO

PA（ヤ丘乞甲いての分：取．精製用i。り7クワル’アミド’ブル電気泳一勧（卜4A（RO

sPs－PA（｝E）も行なつt：。
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二三結果

　／、剛細胞のB三生ヒら滅　　　　マウス衡室凹≠1“、99くのBを

名成虜記すうが、ん三三の糸・・於、・ては代謝三佐力喝るく、令成肪泌の

実堵三糸、’しし■は好ましくなN）ので、株イし呂φ’㍗あ3M「，Mkl及一て〆魑M，n一　1紬

胞のB産生能を比軟・＝検討した。t一の軸胞￡、　B蚤急念成能は指数関数的

に増加し、噛rに分化型凹瓢f細胞に於“一は、舳胞劣裂，期ヒB会、衣二期が兇全

に日掘して、、た。fa　一各軸1包の2倍数vaは、17、0時間（M「畑胞）．12、・晴

．間（Mkl細胞）及て《“！9、o時間（M”d細胞）であった。　一方．’信’衣・さ爪たβ

‘謡婚的・・分泌されt：が、その溶血・7・8　，ti！1　，j；．　M．，　1　iv胞の培養∫B臼以隣・この

瀞発視し・た。　又、このB産．生はぬZmaaの令成であ3こtが、　r蛋色噴，合廠’

阻零剤サイク。ヘキサマイド（久2〃ん♂♪・・よワ確拠してあ3e

　■、　蓬生された5の劣子量　　　　　 各畑胞が生信成しt細胞内のらな、
Sこ）Sl－PACTE　lこ　よ　｝　今ヲオ斤力、∫　、　　翁ニチ量　　／〃。，oooの岸一成・分　て“あ　3　こ　とンφ’・’わカ、

．た。しカ・し、同晴に、分子量2・，・…有近に毛’“Cの9sz一・V込みを認あた。

そこで、猷1三三の舳二二練根回にっqて毛二様の擦討tしたtこ3、ヤ
硅り劣子量ユ。，eoo二七1心とす3幅広のt｛F　C　一取り込．2＋乞確最しt。　こつ‘抗マ

ウスB抗イ本沈降・性の弓矢。肇、自乞逼ノ求！す’る為、．MACRO　SD5－Pハ6rE，を．行考：，た。

中尾広の埠C一三身1」舌’性は：小Sな今・7e）ピーターh・3：桂ピ成さ’1’（，てい‘う．こth“’わヵ、

リ、　二各々の分キ’量は、、　2．Sooo（《ゴークエ），　22，000（t：’．一ク：K），　33，000

（ヒゴークコL）層L“ひ“3」㌧θδo（ce一クV）a“ちつブヒ。

　3、β令滅・・伽英におよぱサfth回書・）の影回　　　　ノ方泌性蛋色の分

智能に影耀三二一丸3こtが知5＊i．てい3’試藻乞甲いて、Bの含成・劣激乞

樵直し’t：。M「細工ク・・レプ・マジン（・．・！認／漁）の梅在下で培叢

す3t、β言成は対照の2・〆・・、ろ巌量・SS・／に嫁少しt：。■．免疫応

答・・3；￥な旧劇Σ界在すりrt．O　99　ve　as；LPs色Smんe・　・”恥3と、回し製

IVI　M　l軸胞でBの倉歳㌧ih蝿t二二じ増加士せt：．他に、癒誘発物敷であ3

PM　Aヤ，加モジュりン・フンタコ“ニストて・あ3w。7e作用teたが、四夷

な，変．イしは・・認：あ5奴なφ’．た。

考雪、

　マウス6は∫D三一Pハ（it　Eの糸右記が5、細胞内で一本のオ・。ソペプチド鎖し

し一’〈生倉成ざれ、そのz力子量は血二三のマウスB℃鼠じであった。しかし

なが5、　抗マウスB航体シ1し隣ノ性．のうト・知二色の1存在．もag“v“’した，　このこtは、

株化細胞Miがt告放したB三色の伽〆晦、あ3いは・5D＄一PACTE

条件下に於1丁3未知蚤白の解離のqずれか1＝よ3ものし鳥わ淑3。そこ℃

卜4ACRO　∫PS－PAqEで分耳ス．精製した低彷子／里のピークェ～ピーク「▽tB

102



の分屑（

及ひrピー

卦蠕上、

現在、

九z
V”ノ’iV・r‘tLlrn

ピーク7）tt試験惰内
クエ，ヵN“ヒノー　ク「7ヒ結’含

B／分rトに対して約3

これSの物質が細胞内

　　乞してC13カ’につu

　　　で㌧宍．時蘭反疲

し膚3こtがわガ

翁子で’あ・た。

で＼　む’のようにB

て隷討中であ3。

生℃たヒこう、　ピークエ

，た．ぞσ・結令の比ill、

蛋白の力泌繊鯉焔私駅！

Biosynthesis　and　secretion　of　factor　B　by　mouse一一established

MORIYAMA，　TAKESHr　KAWAMOTO，　YASUKO　and　MIYA）ilX，　AKIO

Department　of　Mierobiology，　Fuj　ita－Gakuen　University　School

cell　line　cells．

of　Medicine，　Toyoake，　Aichi．

Ml　ce11・in。1・ding　M一，　Mkl　and㎞1　w・・e　1・b・11・d　with　14C－P・。t・ih　hydr・1y・at・．．

Total　factor　B　protein　synthesi．zed　in　short　term　culture　increased　coneomitantly

with　multiplication　of　3　typ．es　of　the　MI　cells．　However，　the　secre．tion　of　hemoly一

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ヨ

tically　active　factor　B　was　detected　after　the　first　3　days　in　the　culture　of　M凪l

ce11．s　which　were　possessing　some　characteristics　as　mature　scavenger　macrophage。

Factor　B　protein　synthesized　by　Mユ贈　and　Mkl　cells　was　detected　intracellularly　but

ロot　extracellularly　so　far　as　cell　viability　was　kept　more　than　80％　throughout

cultivation．　Analyzing　the　immunoprecipitates　oもtaiロed　from　cell　lysate　of　M1一，　Mkl

and　M皿1　by　SDS－PAGE，　2　peaks　were．　observed　at　the　positions　of　lOO，000　and　25，000

to　35．，000　dalton．s．　Slow－moving　Peak　was　the　Same　as　seen　on　extrace11ular　sample

obtained　fro血the　culture　of　peritoneal　macrophages　g　aロd　its　molecular　weight　was

iden亡ical　with　that　of　serum　factor　B．　Fas亡一moving　Peak　was　unique　for　intrace1．1ular

samples　of　MI　ce．1ユs　a皿d　also　L　cells．　We　isolated　fast・一moving　proteins　from　L　ce11

1ysate　using　Preparative　SDS－PAGE．　It　be．came　clear　that　the　fast一皿oving　Protein　of

imrnunoprecipitate　could　be　separated　亡0　4　dist：inctive　peaks，　at　the　pos．i亡ions　of

25，000，　28，000，　33，000　and　35，000，　respectively。　Possible　explanation　fo．r　these

proteins　would　be　that　1）they　are　degradation－products　of　faetor　B　and　2）they　are

antigenically　unrelated　to　but　proteins　coprecipitated　with　ξactor　B・　Details　are

under　inve．stigation，

，
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　　　・21ウス碑臓マウロフアージtl＞β因細工

保健衛宅犬．9．微生物　・η杢保b一森広国1い探ム躍雄．

　箱倦蛋白のわくb“学該食細胞系ら細胞1ミよ’）、合成・冷甥ごれ5＝tt9

よく知られていき．補体副経路の箔・肱化K不可欠rJβ因｝もそ〃｝一つで・あ

り，ヒトでt：L　Skiz．中単該域マウス，　C　lレもットで平潟てク。ファージ（

Me）がB因・1｝乞倉成，！分沸す3こヒが閑らρ・k？れマい）．

　マウス脹腔，M中1くよ3β園きめ彦ヒL・量　Pt，1帆viVbあうい’τiA　v；tγ0の歳

々e剃ラ敷1＝より村岡可5こヒ”・ら．β因r｝献免衆及府に果《可1女癖‘i　i；Pケ（

tlいヒ考わ，免浸パ多滲の場てあう碑帳のM中のB因b産生ε厭虚し《，

下垂　L＿1L立＿2｛」4～’8鹸角PtD・p2、あさいほじ3目／le・Nてウス訓臼い

た．一碑甘鯛向9κ取恥し旺n、でラ鱒後・ステ
ンレスメ》シュ」二で；IMflZε　tlぐし，単一翻肥；参疹液とし次．外翻卸昆血

矯加MEM（Fし5一劇）で荒野麦，2s’7・　L細胞堵電停雪加FC5・酬（し（x－

MEtvl）t｛疹画2・ゼ：．　1へ！2KtD7個のvafi包e　3Sr’pt．フ・ラス今・ブ7シャーレ7：”　Jl：・ilt

しP：Nr　一Yl，　c．Dz　T，ラ7・し瞬間，あ5いト繊碕間珍謝灸，非イ備ranZ　t　pz

力釈しイ橘繍ε乞Me・ロ．しω一脚で無数夜．3．マウ又曲

筆’羊赤樫減1×loi個．5仇M（la刷り内争景（LP5）を夘！望’ゐb

円雛醐。丞堕並座姻蜘3スID‘個尾榊よ・幡嬉し，4　el　Ri・　eS　Ut

細胞を縁取しk．4，荻　c（」位元亨κ13日　あ賢い’碑細掃乞堵慶直後．，

あ勧闘凶翻胞を綱灘f如一む『後鱒オく・繍伽1凶‘仙’
レvSr日間場即した．9．エ＿，。陀醐t顧。・　it一彦餉ロ水分解物τ’標鍼

しk肺・堵干与盾惇軍制後，町回1ま1・／・宿加x一事τ洛解後，キャilヤ

ーヒ【てマウ又血Z靖，｝血痢ア1レブミン風早乏／，1晩でウスb覇・俸で死吟ぞ

t，ラ四物・棚彦野釣俸シン今レーシ・γ切汐一で別惣lp…　e対
戦に抗ア1〆ブミン抗俸と7VP　」しkもeき用い，k．．　6，　B；疹」匠箔性の測定　M中

興上鞘応酬守廿加VBS嘘獅デ麦’コブラ毒1窮鯖戦隊鱗性で
測定1た。7．蜜光撚毎広1くよらβes　bの；検柔　M中をFβ51”ラ乞脅俵，プ

レ・ヲールア置レヂじドブ固定し　F工Tし杉ヒ識挽ウすギ：rs　6r抗礁ヒ’身九てρ7ス’

βウ”）’ギF（。』つzMve　21t1・・て間三法kて1按系【k。8，ゆ・・骸雇勾配，

r．よ珍画著伽Peycolレヒ，　tsle　・・　・・　ly　n”臣民廊混危し’　3…∂03

！ζ樋・潤て飯勾配と嚇（？一．約よメf。・個の日曝包野帳lz’4・・e

ル房画帆，槍颪」りρ滴ずつ分取lke凶剖で茄力伎，、ろfiee　ma胞駁

MtlZし．3・v　7・10㌻咽・繍箆之爾1のL（睦劇τ殆・円しke

塑≦⊥」一の・鱗性瞬細脇37’じ‘崎翻猿｛て碍ら
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九，5執着細肥（n中一1）1調口腔阿中K比・べ，」・

型の円形観乞で徳的K未伽巳τあ）・薇。⊃。．u

を続・ケ3と徐々K偽足ε伸11［”レ勝田f麦K’ま』

腹腔即様t〈伸ゑしA・・碑細胞ε48崎療養1。．、

（灰1易倉（M中一　￠8）t9、6イ着明月2・がコロニーε

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　℃乏形成すδこと’9S〈知られマi，　；｝〉．こe場

席，日噌一iヒ果T」り’人型の翔仔2，でfi＞　fe　pa　r・　O

Z種辣，フ手ク突塵ε働ずし，よく伸履（？．

o　M￠一1

●M中」t8『

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　，昭←暑；繍）

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　．　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Days　in　cu1七ure

細胞ヒ．～侵劇」④1く打身εbッゑ円fう絢胞ヒが回りれ1：．T．これの角細月乞4堵

慶」正筆中Klま、　B疹」’q治性が昆M？れ，彦時的r増力駅た（図り。コロ

ニー8行減腋月中認紡が夢k勧・汐腕示した．ム乏癬適齢耀
てウスを種仙抗原で鰯ヒし，4日後に碑臓馬肥ε堵食しM中一　4？　4睡

宅と調べた．㍗彪民羊赤餌軋LP5，　Yef＄了・i・柱上1施いずれの刺激，

1くh’いてシ＝彦！｛隻エ身中めBシ穆・性：4増加が見られ朦腔即ヒ1司様の話果で

あ。瓦鞭てウスの唖朔ま，釘照κく硲コ・二所懐能嫡く，嚇

曜μ・B場飢あ・k∴3　　・MらB蛋助鰍量＊th上底物適
言治性は図1かり明りかrよように弟K榊一μ8が榊一ノκvaべ尚か・《が・

β杁凍性置：矯っ1ヒ彦：白のノ分増量は遵，でチ）っk。　1かし，細肥肉依傷貸すA

ら蚤白はMe一〈・8＞目φ一1τ，配点募知産・NE及蜘kS　e）・思・われた。物合

酌量に渕1で皆納一q2　ipu”　S　？カい傾．伺訴昆られk．これは、免授剃叡と麦

げk吻・含τも，受t・t・　・1　ti正心でウλZ－tl司橘τあ承．　t・t・？・一　49　t〈フいて．

免夜の影靴調べ5t．疹独修性・1司馬・tbSY　i，繍包1巫存在励量
は増侮1なか，靖、Si・．t．i看中k昆出？れk蛋旬は，しP　5で0剃激lksJbAp，’んゾ

彌久．bero　ce　1；t｝　caゾw†縁ヒレw一稼で申隊｛次場・合，疹位修性じほ由り関係バ

彦農初期1く￡bれ？．．従・て．牌臓肺が彦TSうβ因多は，β抗電性色

有可3が何らρ・の擢肉で浩惟．を取灰IJい蛋自乙1て分ジジ2れマ・ゆ場冷択

か・砂を斥．唆1て露寒．4．β蜜縞合威細肥　牌臓卜4φは・グ（じも砺態的

1くz種敷の細胞dot’（E別2れき．　これり②細鐸乞eβ1刃凌／含画調を頭光玩任払

τ調べπ・こ3．Uず・樋細細右、弱いが綱母包4｝俸に療芝斌認みり“，ら
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瑠L挨訂窄tあ）．　F。ct。r　B　was　f。und　t。　be。ynth。。iz。d　and　secr帥。d　by　m。use。pleen　ma。r。一

phages．工㎜unization　with　various　antigens　resulted　in　enhanced　synthesis　and　secretion・of　factor　B
by　these　cells・　Besides　these　皿ature　cells，　i㎜ature　spleen　cells　like　moneblas亡　or　promonocyte

could　synthesize　factor　B．　Morphological　obseryation　revealed　that　spleen　macrophages　consisted　of
at　least　2　distinctive　eell　types，　eaeh　carrying　an　ability　to　produce　factor　B．　One　of　them　was　a

cell－type　which　could　spread　well　on　plastic　surface　with　a　few　pseudopods，　and　the　other　was　a

po．pula亡ion　co．ntainin．9　1arge　round　ce1ユs　with　ruffling　surfa．ce　and　perinucユear　granules．　Fract：iona－

tion　of　spleen　cells　indieated　also　that　there　were　at　least　2　subpopulations　separable　by　Percoll

density　gradient　centrifugation・　Qne　consisted　mainユy　of　monocyte一ユike　cells　with　．a　slow　prolife－

ration－rate，　and　they　finally　differentiated　to　mature　maerophage　during　e．ultivation．　Cells　in　the
ot：her　s．ubpopulation　proliferated　rapidly　in　early　s．tage　of　cuユture　and　formed　colonies　consisting

of　large　round　cells　wit：h　ruffling　surface　and　perinuclear　granules．　工n　many　cases，　hemolytic　act：一

ivity　of　factor　B　secreted　by　these　heterogeneous　spleen　macrophages　did　not　coincide　with　the

amount　of　factor　B　protein　in　culture　supernatant．　This　faet，　together　with　our　observation　that

irnmature　monocytic　eell　line　cells　but　not　peritoneal　macrophages　seerete　hemolytically　active

factor　B，　suggests　that　the　secretiop　of　hemolytically　active　factor　B　by　splenic　macrophages　is
closely　．re：La亡ed　to　their　differentiation　process．
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34
Cobra　venom　factorを結合したConcanavalin　Aによる細胞膜表面への補体活

性化能の導入

国立がんセンター研究所ウイルス部　田中博子、池之谷正克、岡田秀親

　タンニン酸処理をした赤血球（TE：tamed　erythrocytes）にcobra　venom　factor

（CoVF）を吸着させたTE－CoV：Fは、血清と反応させると、　alternative　comp　le－

ment　pathway（ACP）を効率良ぐ活性化し溶血反応を起こすことを知った。

しかし、タンニン酸処理は、　細胞膜表面に種々の修飾及び障害をおよぼし、

細胞膜上に補体活性化能のみを導入しようという目的には適さない。特に、

細胞膜上でACPの活性化をtriggerさせ、これに対する細胞膜側の制御反応’

を検討する実験においては、細胞膜をnativeに近い状態に保っておく必要

がある為、タンニン酸処理法は用い難いと考えられる。そこで、細胞に化

学的処理をせずにCoVFを吸着させる方法としてレクチンの細胞膜吸着性

を用いることを考案した。レクチンとしては、mannose及びglucoseに対し

て特異的結合性を持つConcanavalin　A（ConA）を用いた。mannoseやglucose

は細胞膜表面の糖蜜に存在するので、ConAを介してCoV：Fをどのような

細胞にも簡単に吸着させることができると考えた。

　実験計画としては、Sephadexの糖鎖にCon　Aを吸着させたSephadex－ConA

を作り、　これにグルタルァルデヒドを反応させ、ConAにアルデヒド基

を導入する。●ｱの際、ConAの糖結合部位はSephadexと結合している為、

グルタルアルデヒドから保護されると考えた。このようにして作成した

Sephadex－ConA（CHO）にCoVFlを作用させると、　ConA上のアルデヒド基と

CoVFのアミノ基との間でShiff－baseができ、　Sephadex－ConA－CoVFが形成

される。これを、グリシン緩衝液にて洗面し余分なアルデヒド基をブロッ

クしてからα一me　thyl　mannose等で処理すると、　Sephadex－ConA－CoV：Fより

ConA－CoVFが溶離iできると期待した。

〔実験方法及び結果〕

1）各種のSephadexに対するConAの結合性を検討した。　Sephadex　l　i，zte

　に1ng／ndのConAを等量加え、　Sephadexへの吸着率を測定した。

　Sephadex　G200，　G100等は、それぞれ92％，87％の吸着率を認めたが、

　G25は13％，　G15では2．3％と吸着率が低かった（表1）。　Sephadex　G25
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やG15では、　Sephadex粒子内にConAが入り込めない為、吸着容量が低

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　いと推察さ

（表1）ConAの各種Sephadexに対する吸着率と溶二四

Sephadex G15 G25 G50 G75 G100 G150 G200

吸　着　率 2．3（殉 12．5 55．4 72．6 87．1 84．0 91．9

α一mGによる溶解率 N．T． NT．
14．2（％） 13．1 10．2 9．3 N．T．

α一lhMによる溶解率 0．4（％） 0．7 41．5 71．8 69．1 81．9 82．4

れた。又、

脱離溶出剤

として0ユM

armethyl　glu－

cose（a－mG　）

と0．1Mα一

　methyl　mannose（α一mM）とを用いて検討したところ、α一mMでは効率良く

　溶離されるが、α一mGはその効率は良くなかった。以上の結果を踏まえ、

　Sephadex　G200を以下の実験に用いることとし、溶離剤としては0．1Mα一

　mMを用いることとした。

2）　ConAを131　1で標識し、　CoVFを1251で標識して実験に用い、その放射

　能活性により追跡を行い、ConA－C　oVF　Complexの回収率を検討した。

　Sephadex　G200に1311－ConAを吸着させ、これに：0．1％グルタルァルデ

　ヒドを等容量加えて、室温にて1時間反応させた。未反応のグルタルァ

　ルデヒドを洗魚除去し、1251－CoVF（1ng／i，ztl）を加え、室温、20分間反

　応させた後、未吸着の1251－CoV：FをConA緩衝液で帝威除去し．Nさらに

　0．1Mグリシシ溶液にて洗瀞した。このSephadex　G200一（1311）ConA一（1251）

　CoV：Fに0．1Mα一mMを加え、室温、　1時間反応後、溶出液を得た。この方

　法により回収されたConAとCoVFは（表2）に示すとk・りである。　ConA

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　の回収率に比べ、CoVF

　（表2）ConA－CoVF画分への回収率’　　　　　の回収率は極めて低ぐ、

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　0．2％程度であり、ConA

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　との回収の比率で100倍

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　前後の違いが認められた。

Exp．1 Exp．皿 Exp』1 Exp．IV

181
@1一一ConA回収率（％） 26．0 13．5 23．4 215

125
P℃。VF回収率（殉 0．1 0．19 0．36 0．23

C
o
n
A
／
C
o
V
F
比
1

260 71 65 93

3）　CoV：Fの回収率が低く、実験条件の改良が必要ではあるが、予備実験

　として、上記の方法で得たConA－CoVFに、当初目的とした細胞膜への

　ACP活性化能賦与能力が存在しているか否かを検討した。ヒツジ赤血球

　（1×108／nf）100μしに対し、　ConA－CoVF（ConA濃度として1ng／nf）を50ptL

　加え、370Cにて20分間反応後、赤血球をMg＋tEGTA－GVBで洗1條、100

　μZに浮遊させた。これにヒト血清やモルモット血清をMg廿EGTA－GVBで

　1：4に稀釈したものを等量加え、370C、1時間反応させた後、溶血度を
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あり、このことからも上記の可能性が示唆された。これを防

ConAもCoV：Fも粒子中には入れないSephadex　G25を用いた

を分散させる為に：Sephadex容量をConA量に比べ高くする

検討中である。なte、今回はConA－CoVF画分に共存する

てはいな．いが、今後は分離して検討したいと考えている。

（文部省科学研究費補助金及び成人病研究所言

　　受けた）

　　検討した。その結果、75％程度の溶血が認められたが、ConAのみを処

　　秘したヒツジ赤血球の溶血は軽微であった。従ってConA－CoVF法に：よる

　　細．胞膜へのACP活性化能賦与が期待したように可能であることが確かめ

　　られた。

〔考　　察〕

　　ConA一一・CoVFを細胞膜に反応させることにより、細胞をACPに対して感作

できることがわかった。しかし、ConA－CoVFの調製に当たり、CoVFの回

収率が極めて低く、調製法の検討が必要である’。例えば、グルタルアルデ

ヒドの反応条件、CoVFの反応条件に澄ける濃度、温度、　pH等の至的条

件の追求が残されているので、こ．れらの点について検討したいと考えてい

る。又、Sephadex粒子中で、　ConA－CoVFが形成さ．れると、分子が大きくな
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　125

る為粒子から溶離できなくなる可能性も考えられる。　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　1－CoVF　は

SephadexG200に吸着したままで溶出されないものがin　putの10％前後
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　e ぐ為には、

り、・：又、　ConA

ことが考えられ

ConAを除去し

己念財団研究助成金．の補助を

Znduction　of　complement　activating　capacity　on　cell　rnembrane　by　Concanavalin　A

conjugated　with　cobra　venorn　factor

Hiroko　Tanaka，　Tadakatsu　lkenoya　and　Hidechika　Okada

’Vit。ユ。gy　Divi・i・nt　Nati。na1　Cancer　Center　Researchエn・titute，　T。ky。104

　　We　have　reported　that　tannic　acid　treated　erythrocytes　（TE）　followed　by

conゴugation　of　cobra　venom　factor　（CoVF），　（TE－CoVF’）　react　effectively　with

the　alternative　cemplement’pathway（Okada＆Tanaka，　J．工㎜uno1．　Meth．竺」

85．　1981）．　To　limit　chernical　modi　fication　possibly　produced　on　gell　membrane．

by　tanhic　acid　treatment，　we　attemp・ヒed’to　fix　CoVF　on　cell　membrane　using

concanava　lin　A　（Con　A）　as　a　carri　er．　’
　　Con　A　absorbed　to　Sephadex　G200　was　treated　with　glutaraldehyde　and　then

incubated　with　CoVF　to　generate　Con　A－CoW　comp：Lex　conゴugated　th：rough　Shiff

base．　Con　A－CoVF　was　eluted　frorn　Sephadex　G200　with　O．1　M　ct－methylmannose

following　washing　with　O．1　M　glycine　buffer．　・The　recovery　of　i　3　iz一一Con　A　and

i2tr一一covF　in　the　eluate　were　appoximately　20g　and　O．2g　respectively・　Although

the　recovery　of　CoVF　in　Con　A－CoVF　fraction　was　poor，　thus　prepared　Con　A－CoVF

could　sensitize　sheep　erythrocytes　to　hurnan　and　guinea　pig　complement．　Studies

to　improve　the　recovery　of　Con　A－CoVF　is　under　progress．
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35
　RSV言秀発腫瘍細胞によるネ申体の活性化

甲斐如恵ヂ吉円泰泓と山内一ぜ，岡田秀親1

（1：東大医科研．2：国立ガンセンダー）

要約　　　ウズラC3（QC3）の耀と同定を平なV’．得られた抗C3血晴

を貫いてラウス肉腫ウイルス（RSV）言競腫瘍細胞がウズラ補イ本の活性イヒ

と起こすことを，確b、めた。

　ウズラi軌徽蒲（FQS）蛋白ヵ、ら分離，精製1ナこ友ト子量i84・Kの蛋’白τま

M下の性状を．有1ていた。1）184K蛋白に対する単特異的；抗体（・c－f84κ）

は丘Aciを凝集させるhS’　Elxg　l宙寄集させない。2）補体を活性化オる

と、Ct－18鰍を臨いた交差免疫電気ラ維力（ご工EP）で、沈隆線蹴からβ領

域へ1多動ずる。　3）184，’　K蛋：白1ま110　Kと73K　の2っのsubuni七5カtlら7iiSl，

り、活’性化にイ易い仰4K，140Kの蛋白に開裂．（た。　4）184K蛋白と

9ym・san（Z）との結合は・NP40処理によっては解離しなカ’）1つた・この

蛋白か汐甫乳類のC3の性状：と二三似ヒ（いることカ、らGIC3と同定1た。

　ついて・、（x一一i8午K　をF目vへ、　RSV誘起種瘍細胞バウズラのネ新本系、左活

牲化することをih　viv。，in　V；七r。両面力、ら検索iた。　1）in　vifr。では

RSV誘発腫蕩細胞株は、　v・ず編FQS処理によゲ（C3の沈着がおこ

り、また初代培養細胞において6、RSVで七mns柘rmさせると（二3沈

着陽性を示した．2）ih卿。では血ラ青rp　C　3量魁腫瘍の増大に伴いナ曽

罰し，腫瘍組織にご3の沈着が観察されナこ。♪火上納らin　vivo．　in　vi七ro

いずれる，Rsv誘発腫瘍細胞力Y補体左活性イピすると考えられた。

旦麹　　　RSVき魏ウ又ラ腫瘍の系で腫瘍免疫の機序についての研究左

進めてきイこ際に、RSVで・　transformけ（ウズラの孫田胞株がFQ　Sで

溶解すること，担癌ウx“うのCH50バ高値を示、すことbtSら、　RSV腫瘍の

免疫に補体の肉与の可能協雌察畝た。1級鳥類の補体成分に肉1て

は．これ尋で合離も同定るされてv・ないので，我々1さ補体系の中1心的役劇

左担うC3の分離，同定を試み，つv・でQC　3に対「ナる単特異杭体を作成

してRI　SV腫瘍細胞によるウズラの補体系、のう舌性6ヒについて検きrfした。

方うと結果

〔1〕ウズラC3の分離と同定．　（1）C3の候神となる蛋白の分離と

同定：　9ym。sen　COmp　lex（ZX）でウサギを免」疫tて2haラ看（Ct－Z×）
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才妾螢光三二li本ラ玄（IFA）で”易ゆ生を：示

し，　1％NP40で’2hr　処理｛て

1陽性であ・7cことからIS4　K

面白のZへの結伽蘇水系論で　な

イ♂し（ことが）確言忍され夜。

　（4・｝i84k蛋白の他の性状：

乞得た。α一ZXIさ。・Sひr。seBを用いた（：：工：EPによりr，β・領域1（くる2

つの蛋白齢忍識にいたのでそれぞれの沈降線一刀り闘ウサギZ航血
ラ看（Q（一・or，　Pt一　P）左作成けこ。この工臨ラ青1さウサギ血疎をウズラの自然i溶血・

素、神体で処理けこ丘△（ジをi：6400以上z・凝集させるが，EA718凝

集させなかったことがら，r7βの両滅亡ξ神体成分であること剃示唆され

た。FQSをZM　inulinで処理した場合r蛋臼1部頒ナ或（病菌1たの
に対｛て，β蛋白て・は4多重力1さみ・られtS　AつたことhtSら，γ蛋白をこ3と考

之び一グを指標としてF（鼠βからQC3の分離を訊みた。ぎず戸QSを

晦ユSO4でナ熱し，　d－ecと反応し，工8（ヨの混入の少好い’13－2一〇％　Nα2SO・；

の分画を得≠c。ついz“　Sephadex　G　200　coiumnでゲル麺！、び一ポと

反評する・pea　kを集めDE　52　ceilu（ose　c・lumnク、ロマトグラ74・’一で’歯γと

反応・する分子量184・Kの蛋白をC3の看戻補と〔て・分離けこ。164K蛋白の

み左含む，分画左ウサギに免疫して才融清（Ct一・184　K）を得た。　Ct－184　Kは

Of一　orと交差反応椎を6ち，　inulinで処理けこFQ＄と（二IEPを行なった

ところ勘、らβ頒域に至るi本の沈隣線を示した。E△ぴ1こ対寸る〉疑単価

i謂：328000という高い価を示1し，E△3に対1て1さ1：to以下であった。

（2）184K這出の構造：　o←184　Kを園いた免疫ラ点点玄．　SD∫一PA6Eで’

鮒尉ると，184Kの蛋白1貌旺処理によりllOKと71－75Kの2っの
蛋白に命いれずこ。また，LPSあるいはlnuiinで処理寸ると184K　c6・t71－

477K，136　・一　145　Kと1箱裂左おとし，これ．らをTv＞TTタ匹理．r（tると100　Kと

65一・70　Kに新たに』伽dをつくった。　　　，。bun、，。，，u，t。，e

（3）1t！A・K蛋白のZへの結合：　Q。。、1　　，．m。，　Cl。a．。g。

10mME6丁A＋之納図図♂≠霧在下でイ乍　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　t。「m

戯けこZ×1各’（メー184Kを用レへた向　　　　c3α1t鶏　lel．167k　c3α　伽1，

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　75k

IIIIIilllillll：　iei－i67k　ee　igok　］　c3

　bα Q一ロC3bα欝一｝・・b

l｝i＝［：1皐一ロロロ瓢｝…

　　　　　　　　　　　　　9電点iepH5，4±o，2／Z”　lnul；nで兇全に

向裂させると51±σ1に移動した。またCt－184K　l・EF・申乳類のぐ3とは反

応い守か・たヵ囎の憩とi点差反応性盗品1た．FQ＄は。7F（2．so。
uni十s／ml）ヌ9理に8って溶血；、C性飯おちぢ「がった。

〔皿〕　RS＼／宅秀発瞳…瘍桑田月包によるネ沼本のラ舌性イL．　　（つ　ウでラ縢瘍糸田月包

株7椥⇔いてFQS処理でのう諾諾索1た斌蜘胞灘除き一旛鰍
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獄かつた。1かしF（；文5を1．5時間作用？せ補そ桶性化をこ3のう艦を

指標と1回忌FAで二二けこところ，ウィルス産生の有無に狗らすR3ゾ

誘発腫瘍細胞面出全マ陽性を示1，メ4ルコラ外レン誘駆…腫瘍翻胞徐2

株1町会性て・あ・た。4たウでラ7日胚の初代画幅細目包にAi臣群トリ肉腫ウ

イ1レスノ白血病ウイ1レ又（SR－A，RAV－1）乏招4重1た雪田胞，お・Fひご非癬乗

細胞の3種類について工FAで西面の褥馳行をたところ，∫鳥A価ゴ

ギ・γm・d　cellSのみ黙黙町医・猷らの反応1和す幅階舐禍彬下

で6●陽性τあ・た。

　（2）in　vivoでの補体の図与を調べるため4～5週齢・ウでうにSR－A差1接

凝し，系頚的に腫蕩の人きさの等長左ラ則定：でると亥に，」毎病中ぐ3量奎d－

t84Kを用いたRocke十免疫電気5永勧彦、‘て♂クラ則定」た．腫瘍の幽きさと血

晴中（：3量とに相関の存在掘示唆5Vべ7c。許⊂腫瘍塊の〉夷結切片塑乍、成1

エFAで瞬刻た結果，瞳te“a織cl・t・：　C　3のう鷲1た細胞縮蘇躯偏

考察　腫瘍の形成期に腫瘤中r．9g数畷子中珠姻浸肉しつv・’でジンペ

球：の浸珀バおこること博，ウZ”うの良SV腫瘍に対する免疫同罪の誘SS　v　c

補体の活性伽僅要な役割を果たしている可能濡鼠劇てレ・る．今回の

研究で，Qこ3の轍洞定を行恥，ぎた作劇た単特異抗血清調い
一Z　RSV’腫瘍細胞粧ウでうの慌惚を活’性化す5ことを見い翁｛た。本実晶

系は，腫瘍に対黙る励蜘反応における禰体の役割と機偽’t　fansヂ。　r　rne　ll

cellのネ甫体のα（七γ久十〇r箸につい’ての角二言の々：二黒1熔モデルと考え，られる。

　　　　　　　　　　　　　SVMtV［ARY
　Isolation　and　identification　of　the　third　compfi．　t｝ent　of　quail　complement　（　QC3　）　was　performed

and　monospecific　anti－QC3　serum　was　obtained．　Sub，sequently，　activation　of　quail　complement　by　Rous

sarcoma　virus　（　RSV　）　i　nduced　transformed　cells　were　confi　rmed　using　t．his　antiserum．

　One　protein　with　molecular　weight　C　m．w．　）　of　184，000　（　184K　）　daltons　isolated　from　quail　serum

has　characteristcs　as　fol　lows．　1）　monospecific　anti　serum　（　anti－184K　）　agglutinated　！；tAICq　but　not　EIA：q，

2）　treatment　of　fresh　quail　serum　wi　th　either　inulin　or　zymosan　resulted　in　conversion　of　precipitin

line　developed　against　184K　protein　from　y　to　B　regions　in　crossed　immunoelectrophoresis，　3）　184K　’

protein　was　shown　to　consist　of　2　polypeptide　chains　of　110K　and　73K　linked　by　disulfide　bonds．

Furthermore　184K　protein　was　cleaved　to　174K　and　140K　proteins　by　activation　of　complemqnt，　and　4）

184K　protein　binding　to　zymosan　was　not　eluted　with　NP40－treatment　i　ndicating　that　the　binding　was

not　hydrophobic　one．　These　results　suggest　that一　184K　protein　’is　a　quail’s　equivalent　of　mammalian　C3．

　Activation　of　quail　complement　by　RSV－induced　transformed　cells　were　studied　in　vivo　and　in　vitro

using　anti－184K　serum．　1）　in　vitro　study；　in　all　continuous　cell　l　ines　transformed　by　RSV，　C3

deposition　on　the　cell　surfaces　was．　observed　by　treatment　with　fresh　quail　serum　（　FQS　）．　Primary

quail　embryo　cells　trasformed　by　RSV　but　not　those　infected　with　RAV－1　were　positive　for　C3　deposition

by　the　same　tredtment．　2）　in　vivo　study；　the　amount　of　C3　in　quail　sera　was　increased　in　parallel　to

the　growth　of　RSV　induced　tumor．　C3　deposition　was　observed　in　tumor　lesion．　These　results　suggest

that　RSV　trdnsformed　cells　activate　quail　complement　both　in　vivo　and　in　vitro．
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CT　ly　ceρん。麻に」7a喰吐息押渉U二藍吻トバ替経路仰剃め

相r剰にワいて

幼1」1鶴乎・u珂宮博人・岡田真浬∫・夘納議1・内海爽

愛媛六学’医学部・細菌彰教室

幽魂㌍黙認績隠蟹’ご轡鋤警隔離趨鏑紬織

が’、　そA　メ．プリニ：ヌご、ム‘コ　手τごP月　ら刀、て“tJrJし・．　一7J「、　！4　esteへら〃、グ’1レ　ープ（

卿￠砿〃ク9　9♪‘りt」・オブ鵬ン舜5碑単痢藪応ほ鹸
食）1こワいて、標的粒5・凶被貧！食住が、そρ禰γ不イて替耗1修（APて）形イ噛茎内

宮と富谷1二相馬でるニヒる謡・あ、函及応系‘：某盈に作1刊て「ろ管厚標的表面

古志あ1㌻彦．を暗示しr：．　トリフ・ランに．き影Jhて撚’凝・性の彦1いレil：ブ17一が’

その」う馬喰及1瓦・を4業tl　aろとし・う。

　あ玖ああ‘」、θPをP〈／P基t共に組込，・〈rごηオ3ワーム（命ρしρん悔1ク娩“eS）

も標的毛デ’レZレ、幽幽身6r冗舌‘ぐ」フて開硲さ必んハρこめ彦牲4ζが’4rア

ts　rt‘こ詞どう影響坤ろカ＼t：ッいて調N・．　drR　1：　」6a乙餓才‘’pild　z

AP乙仰制と〃、同〃、相応1気｝係‘こついて3周へ・よら乞試ノナr：．

＜窄1料Z方ラ去＞

　CIR‘」プー’レしト赤血・癩知り抽出、ρA　．s　一’，2βそ飢・分・画13ウ4礁

．C7一／よげ過で7しωア庭〃’κ乃詠い‘」殊分けτ・t・　M姻・・T・・ぐ・κ口入

！心外でろ斥あ、’〉ζ・・尋i：上し・て‘3－Sep’karos　eカラムを遅1過しr＝eC　Xeを便

用し丁，．c3は一fa。k　g　Pra〃s）（！476）嫡ラ去ド一言暇一三・薯1こ応t・“　n　”“

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　のdiノ・朋2脇瀬物・a’te∫epノ噺匹幽レ耗擁用いr：・BM’」β留

ら無法1孝レ’獺製レに14Aet・r　61」．ヒトF∫磁2酬ゴ爾幽β漁x

7〃，θAE－SepんideXカラA‘こ」’1、prope　rd　i｝yt　lJ　QAE一＆ア≠橘旋メカラム

‘こ」リギ柔且Fadt。　rρ“Sepんa’рE《3一クよカラム‘こ’り、’そぬそ“ S￠何袈

trく。　c3j〔〈ん4’JCo　，・d　is　2t．t’1購♪＼〔rこ。

　じ瞬中面面豚斜雑穂脇ウサ撚ρNP（1seT）て轍窟r・標
制π剖仏F緬姻訂及応ll・」O側冠しτ・諺1’込み耀U定に1・JL　．．

E一》卿BI“擁飢三色リオ・．ソーム姻いて行・r：・∫酋細別ホσ・ノーム上

て・舶P磁，性4．i（，・t」．ウサギ畝‘32　1｛いr・二次元’顧荷動免高話紋法’こ」

ゐ乙3bラ則定1こ」り評価it二。
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　　　CIR　　　　　　浩性化ρ抑制が、乙・3　conve！伽鐸　生泳’ク段陀ガ・ある

い‘Jrs　1月仁よる不・ラ孟化thで，足．進fこ」：ろρ・、1秩｛柔∫1ナて“‘あみマ
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血清中の補体第2成分（C2）蛋白量の測定と疾患時における変動

　　　　　　　　　　ホ　　上田　章，木須達郎，三三一男，岩橋徳二，草場公宏

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　＊　　　　　九州大学医学部第一内科，佐賀医科大学内科

　〔はじめに〕

　従来，補体第2回分（C2）の測定はもっぱらその溶血活性測定によっ

て行われてきたが，測定法がやS頻雑なため大量の検体の測定には不向き

である。一方，C2欠損者に全身性エリテマトーデス（SLE）その他の自

己免疫性疾患が高頻度に合併するとの報告がみられ1），このような症例を検

索する際にはC2蛋白量測定が不可欠であるが，　C　2は微量成分であるた

め，その精製や抗体作成が困難であり，SLE患者におけるC2蛋白量の検

討はほとんどなされていない。

　今回，私どもは抗ヒトC2家兎血清を作成することに成功したので，そ

の特異性について検討し，さらに，健康成人ならびにSLEその他の疾患時

における血清中のC2蛋白量の変動について報告する。

　〔材料ならびに方法〕

　SLE患者ならびにその近親，各種疾患罹患者ならびに健康成人から採取

した血清を対象とした。血清は一20℃あるいは一80℃に保存したものを用

いた。

　ヒ　トC2は長沢らの方法架準じて精製し，精製したヒトC2約100μ9を

Freundの完全アジュバントとともに家兎皮内に注射，4週後に同量のC2

を再注射し，7日後に全採血し，抗ヒトC2家兎血清を作成した。

　この抗血清を2％の濃度に含む1％アガロース平板を作成し，ロケット

免疫電気泳動法を用いて被検血清中のC2蛋白量を測定した。すなわち，

血清を5μ入れて，，20vノ働，5時間泳動し，120人の健康成人プール血清

中のC2蛋白量に対する百分比で表わした。

　血清補体価（CH50）の測定にはMayer原法の1／2．5法を用いた。　C　3お

よびC4蛋白量はHoechst社製のイムノプレートを用い，　single　radial

immunOd　i　ffus　i　on（S　R　l　D）法1こよって測定した。またfactor　B（Bf）はBoenis一

。hとAlpe，の方法架曾て精製したBfを家兎に免疫して作成した抗Bf

血清を用いて＄RID法により測定し，　C　2同様健康成人プール血清に対す

る百分比で表わした。

　〔結果ならびに考案〕

115



　1．精製C2と抗C2血清の特異性に関する検討

　精製したC2は，　SDS一ポリアクリルアミド電気泳動で単一バンドを示

し，その分子量は約112，000であった。抗C2血清はオフタロニー法およ

び免疫電気泳動法により，その特異性を確認した。今回作成した抗C2血

清はオフタロ袖川法でヒト全血清および精製C2と単一の沈降線を形成し，

その沈降線が完全に隔合することが確認された。さらに，免疫電気泳動法

でC2がβグロブリン分画に属することが示された。

　2．健康成人に赴けるC2蛋白量の分布

　133名の健康成人血清中のC2蛋白量は，平均値100．8％標準偏差±13．

2％，95％rang　e　80～130％であった（図・1）。

　3．SLEその他の疾患罹患者にたけるC2蛋白量の変動

　血清中のC2蛋白量の平均値赴よび標準偏差はそれぞれ，活動期SLE
患者65．4±20．7％（n＝50），寛解期S：LE患者94．9±22．0％（nミ67），SLE患者近

親105．8±22．0％（n・・＝　10S），他疾患罹患者104．1±24．5％（n＝147）であった（図2お

　活動期SLE患者では，寛解期患者に比べてC2蛋白量の低下をみるもの

が多かった。SLE以外の疾患罹患者では，シェーグレン症候群，悪性関節

リウマチなどの自己免疫性疾患ならびに肝疾患の一部にC2蛋白量の低下

を認めた。　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　．

　4．SLE患者血清中，のC2蛋白量と他の補体成分との間の相関（表1）

　C2蛋白量と他の補体成分との間の相関係数はそれぞれ，　Bfo．621，　CH

500．5g5，　C40．575，　C30．537であり，いずれとも相関がみられたが，

CH50との相関ではC2よりもC3の方が高い相関を示した。また，　Bf

の濃度は，活動期SLE患者で69．1±22．1％（n＝14），寛解期SLE患者で108．

4±28．7（n＝19）であり，C2同様，活動期での低下がみられた。

　〔文　献〕

1）　草場公宏，他：補体の異常と疾患．臨床と研究，58：3210，1980

2）　Nagasawa，　S．　and　S　t　roud，　R．　M．　：Cleavage　o　f　C　2　by　C　fs　into　the

　antigenically　distinct　fragrnents　C　2a　and　C　2b：　Demonstrat　ion　of　binding

　of　C　2b　to　C4b．　Proc．　Natl．　Acad．’　Sci．　U　S　A，　74：　2998，　1977．

3）　Boenisch，　T．　and　Alper，　C．　A．　：Isolation　and　properties　of　a　glycine－

　rich－P－glycoprotein・　of　human　serurn．　Biophys．　Acta，　221：s29，　1970．
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C2 factor　B C3 C4 CH50

C2

factor　B

C3

C4

CHsO

de

0．62ユ

O．537

O．575

O．595

O．621．

＊

O．528

O．．　313

O．397

O．537

O．528

＊

O．647

O．744

O．575

O．313

O．647

O．622

O．595

O．397

O．744

O．622

＊
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　　　　　Quantltation　of　serum　C2　protein　level　and．the　complement　profile

　　　　　in　systemic　lupus　erythematosus

　　　　　　　　Akira　UEI）A，　Tatsuro　KISU★’‘’Kとzuo且ACH工M工NE，　Tokuj　i　工WAHASHI

　　　　　　　　and　M，omohiro　KUSABA

　　　　　　　　First　Depart皿ent　of　工nternal　Medicine，　Faculty　of　Mbdicine，　Kyushu　University

　　　　　　　seDepartment　of　工nte　rnal　Me　dicine，　Saga　Medical　School

　　　　　Protein　levels　of　the　sec．ond　complement　eomponent　（C2）　in　sera　from　patients　with

systemic　lupus　erythematosus　（SLE），　their　relatives，　patients　with　other　various

diseases　and　healthy　adults　were　studied．

　　　　　Human　C2　protein　was　purified　by　the　method　of　Nagasawa　et　al．　Rabbits　were

im皿unized　subcutaneously　with　C2　emulsified．in　complete　Freundts　adj　uvants．　After

absorption　with　im皿unoadsorbents，　the　specificity　of　the　antiserum　was　tested　by

Ouchterlony　test　and　irrrmunoelectrophoresis．　On　immunoelectrophoresis，　purified　C2

qhoW，　ed　a　single　preeipitin　arc　in　the　B　globulin　region　when　developed　with　anti－C2．

Molecular　weight　of　C2　was　estimated　112．000，　approximately．　C2　protein　level　tn

serum　was　measured　by　electroinmunoassay　using　barbitar　buffer，　O．075　M　at　pH　8．6　and

5　vl　specimens　were　applied　to　each　hole．　Electrophoresis　was　carrted　out　at　20　v／cm

for　5　hours．　The　C2　values　were　given　in　percentage　of　the　coneentration　in　the

srandard　pooled　serum　from　120　healthy　adults．

　　　　　The　results　obtained　were　as　follows．

（1）　C2　protetn　levels　were　determined　in　133　normal，sera．　The　mean　value，　the　standard

deviatton　and　the　95　per　eent　range　were　100．8　Z，　±　13．2　”1．　and　80－130　7．，　resp．ectively．

（2）　C2　protein　levels　in　sera　from　patients　with　aetive　SLE，　inactive　SLE，　thelr

relatives　and　other’various　diseases　were　65．4　±　20．7　”A　（n＝50），　94．9　±　22．0　Z　（n＝67），

105．8　士　22．0　％　（n＝105）　and　104．1士　24．5　％　（n＝147），　respectively．

（3）　工n　SLE　serap　correlation　ceefficients　between　C2　and　each　of　C4，　C3，　factor　B　and

CH50　were　O．575，　O．537，　O．621　and　O．595，respectively．
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