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　　　　　　　　　　　　御　　　案　　　内

受　　　付

　　シンポジウム第1日（6月27日）正午より会場入口で行います。

　　　　会場費　　　　　　　3，000円

　　　　懇親会費　　　　　　　　　　4，000円

　　なお，宿泊を申しこまれた方はホテルフロントで，午後3時よりチェックイン

　の手続きをして下さい。

　　また，宿泊費，食事代などは各自御精算下さい。

演　　　説

　　発表時間は1題10分，討論5分，計15分とします。

　　プロジェクター1台を設置します。スライドは35mmサイズに限ります。

　　スライドの枚数に制限はありませんが時間を厳守して下さい。

懇　親　会

　　第2日（6月28日）午後の演題終了後午後6時より行います。

運営委員会

　　運営委員会を第2日（6月28日），昼食時に別室にて開催します。

そ　の　他

　　年会費未納の方，および新規会員になられる方は，今年度は受付にて年会費納

　入の手続きは行いませんので，当日までに，補体シンポジウム事務局宛，振り込

　んで下さい。

　　　　郵便振替（福岡5－9895）補体シンポジウム事務局

　　　　年会費　　　　　　5，000円
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交通機関

○　国鉄名古屋駅より地下鉄を御利用の方

　　地下鉄東山線・池下（イケシタ）駅下車（名古屋駅より藤ケ丘行・所要時間・

　　約12分）

○　車を御利用の方

　　東名高速名古屋1．C．より西へ約6Km（所要時間・約25分）

○　空港バスを御利用の方

　　名古屋駅（名鉄バスセンター）到着後，地下鉄御利用の場合と同様



第22回　補体シンポジウムプログラム

第1日　6月27日（木）

（13：　35　一14：　45） 座　長 酒井好古，　大井洋之

1．Membrane　Plasma　Separator使用時における補体活性について

　　　高岡哲郎，由良二郎，＊Y．N6se，　P、　S．　Malchesky

　　　（名市大・第一外科，＊Clevel．　Clin．　Found．　Artificial　Organs，　U．　S。　A．）

2．人工心肺下体外循環における血中補体の変動と，FUT－175によるその抑制の試み

　　　宮本裕治，広瀬　一．松田　暉，川島康生，＊北村　肇，＊永木和義

　　　（阪大・第一外科，＊府立成人病センター）

3．透析膜による補体の活性化

　一臨床C3a動態のin　vitro実験による裏付け一

　　酒井良忠，国友哲之輔，＊菅野恒博，＊＊鈴木好夫，

　　　＊＊二瓶　宏，＊＊三村信英

　　　（東レ，＊東レリサーチセンター，＊＊虎の門病院・腎センター）

4．CAPD貯液中の補体系蛋白（第2報）

　　一特にbactericidal　activityについて一

　　　中西　功，椿原美治，河島利広，友渕　基，横川明子，飯田喜俊

　　　（大阪府立病院，腎疾患専門診療科）

（14：　45－16：　40） 座　長 米増國雄，　永木和義

5．各種動物のAC且50値測定法について

　　　田中　忍，北村ふじ子，鈴木貴和。嶋田孝吉，西岡久壽弥

　　　（東京都臨床研・免疫）

6．補体第一成分（C1）を除いた血清（RC1）を用いるC1溶血活性の測定法

　　　永木和義，坪井睦美，松本美佐子，北村　肇

　　　（府立成人病センター）

7．レーザーネフェロメーターによるClqの定量法の開発

　　　＊新井加余子，佐々木隆子，米増國雄，樫葉周三

　　　（＊阪大・中検，奈良医大，細菌）

　　　　　　　　　　　　　　　一Coffee　Break一

　　　　　　　　　　　　　　　　　　一1一



8．Clq　solid　phase　ELISAによる免疫複合体測定法の問題点

　　　＊福田和雄，木下康通，須藤克彦，堀籠郁夫，清野　仁，　古山　隆

　　　（＊山形済生館病院・内科，東北大。第二内科）

9．補体の活性化によって出現する補体成分複合体のELISAによる検出

　　田村　昇，伊藤清子，藤田禎三

　　　（筑波大・医・免疫血清）

10．ELISAによる新しいC3　NeF測定法

　　　清野　仁，＊福田和雄，木下康通，須藤克彦，堀籠郁夫，古山　隆

　　　（東北大・第二内科，＊山形済生館病院・内科）

（16：　40一　17：　50） 座　長 天野哲基，　行山　康

11．全身性エリテマトーデス患者血清中の抗補体活性について（第二報）

　　　心心　康，吉田健三，宮本昭正

　　　（東大・医・物療内科）

12．C3　NeFとは異なる補体活性因子を認めた持続性低補体膜性増殖性

　　糸球体腎炎患者の再検討

　　　大井洋之，波多野道信，＊D．K．　Peters

　　　（日大・医・第二内科，＊Royal　Post　Grad．　Med．，　Hammersmith　Hospital）

13．膠原病における免疫複合体可溶化現象の検討

　　　友岡和久，延永　正，＊酒井好古

　　　（九大・生医研・内科，＊国立福岡中央病院・第二内科）

14．実験的免疫複合体腎炎における免疫複合体の可溶化能の検討

　　　天野哲基，馬越由仲，桑島紀夫，山村昌弘，太田善介

　　　（岡山大・第三内科）

第2日　6月28日（金）

（　9　：　OO・一10　：　25） 座　長 長沢滋治，　藤田禎三

15．1H－NMRによる補体系第三成分の高次構造についての研究

　　　武藤　裕，＊福元裕二，荒田洋治

　　　（東大・理，＊帝人・生医研）

一2一



16．C4b分子中のC2・C4bp結合部位の解析

　　　長沢滋治，＊市原千嘉子，小山次郎

　　　（北大・薬，＊応用生化学研究所）

17．液相中におけるclassical　pathwayを介するC3非依存性C5活性化について

　　　北村　肇，坪井睦美，永木和義

　　　（府立成人病センター）

18．EAC　142とC56の反応について

　　　坪井睦美，北村　肇，永木和義

　　　（府立成人病センター）

19．C4　nephritic　factorで安定化されたclassical　complement　pathwayのC3分解酵素に対

　　するC4－binding　Protein及びfactor　Iの作用

　　　伊藤清子，藤田禎三，田村　昇

　　　（筑波大・医・免疫血清）

一Coffee　Break一

（10　：　40・一11　：　50） 座　長 岡田秀親．　稲田進一

20．担癌生体における血清補体価と補体系インヒビターの動態

　　　谷川　徹，加藤治樹，上田正博，谷川真理，宮川晴雄，金

　　　近藤元治

　　　（京都府立医大・第一内科）

竜起，吉川敏一，杉野　成，

21．癌性腹水に対するOK－432（ピシバニール）の効果，作用機序に関する補体面からの検討

　　　加藤治樹，垣見依子，吉田憲正，山村義治，竹村俊樹，谷川真理，金　竜起，吉川敏一v

　　　杉野　成，近藤元治，＊鳥巣要道

　　　（京都府立医大・第一内科，＊九大・医・第一外科）

22．リウマチ因子による変性IgGの補体活性化作用抑制

　　　神宮政男，轟木　峻，友岡和久，延永　正

　　　（九大・二二研・内科）

23．心筋細胞のミクロゾーム二分によるモルモット赤血球の溶血反応

　　　深山昭雄，川本保子，藤沢有紀，雪竹　潤

　　　（藤田学園・医・微生物）

一3一



一昼 食一

（13：00’一14＝00）運営委員会

（14：00～15：10）　　　　　　　　　　　　　　　座　長　　　飯田恭子，　奥田智子

24．培養単球CR　2の性状

　　　稲田進一，鳥飼勝隆

　　　（藤田学園・医・内科）

25．モノクロナール抗CR　2によるリンパ球増殖反応の増強

　　飯田恭子，藤田禎三，田村　昇．＊成内秀雄

　　（筑波大・医・免疫，＊東大医科研・アレルギー）

26．モノクロナール抗体を用いた補体B因子の生物学的役割における解析

　　＊田中恵津子，洪　卿秀，小園晴生，高田裕子，竹田潤二，木下タロウ，井上公蔵

　　（＊大阪医大・微生物，阪大・医・細菌）

27．単クローン抗体によるコブラ毒因子の機能の解析

　　　藤沢有紀，川本保子，深山昭雄

　　　（藤田学園・医・微生物）

　　　　　　　　　　　　　　　　一Coffee　Break一

（15：25～16：35）　　　　　　　座長　坂井俊之助，徳永勝士

28．日本人におけるC4の遺伝的多型とコンプロタイプ，　HLA一補体ハプロタイプについて

　　　徳永勝士，尾本恵市，＊十字猛夫

　　　（東大・理・人類学，＊東女医大・輸血部，＊東大病院・輸血部）

29．ウサギC3　cDNAの塩基配列の解析

　　　草野真夫，崔　南虎，富田基郎，＊山本健一，＊右田俊介，＊＊関谷剛男，

　　　＊＊西村　遅

　　　（昭和大，＊金沢大・がん研，＊＊国立がんセンター・生物）

30．マウスSlpの全一次構造解析

　　　野中　勝，中山耕造，柳　大烈，高橋守信

　　　（金沢大・がん研・免疫生物）

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　一4一



31．マウス補体制御因子CR－1構造遺伝子座とH因子構造遺伝子座の連関

　　　坂井俊之助，＊佐藤　博，海藤敏雄，高橋守信

　　　（金沢大・がん研・免疫生物，＊ウイルス）

（18：00～20：00）一懇親会一

第3日　6月29日（土）

（9　：　OO－10：15） 座　長 北村　肇，　稲井真弥

32．献血者集団より発見されたC5，　C6欠損とC9欠損の家系調査について

　　　福森泰雄，吉村敬次，大忌子郎，山口英夫，大久保康人，＊赤垣洋二，＊稲井真弥

　　　（大阪府赤十字血液センターt＊大阪医大・病態検査）

33．SLEに合併したC7欠損症の1例

　　小嶋和英，巽　典之，＊丹羽　充，＊＊北村　肇　＊＊永木和義，＊＊＊多田正義

　　（大阪市大。医・臨床検査医学，＊大阪市大・医・細菌学，＊＊府立成人病センター，

　　＊＊＊大阪府立病院，HLA研究室）

34．C9欠損とシェーグレン症候群の合併症例

　　　鈴木好夫，内田順子，二瓶　宏，三村信英，＊杉本正毅，＊西海正彦，＊佐藤昭雄

　　　（虎の門病院・腎センター，＊国立東京第二病院・内科）

35．髄膜炎菌感染を契機に発見された遺伝性C7欠損症の一例

　　　小林正夫，岡田道子，相原克昭，松浦良二，臼井明己，＊赤垣洋二，＊稲井真弥

　　　（広島大・医・小児科，＊大阪医大・病態検査）

36．髄膜炎または髄膜炎を疑わせる症状を反復したC7欠損症の一症例について

　　　伊藤節子、楠　隆，真弓光文，三河春樹，＊赤垣洋二，＊稲井真弥

　　　（京大・医・小児科，＊大阪医大・病態検査）

37．髄膜炎菌感染症を反復したC6欠損症例

　　　松井　光，＊越智繁樹，＊大津京子，＊稲田弥生，＊＊赤垣洋二，＊＊稲井真弥

　　　（今治病院。小児科，＊今治病院・検査，＊＊大阪医大・病態検査）

一Coffee　Break一
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（10：30～11：40）　　　　　　　座長　 白石聡

38．紫外線紅斑発現への補体の関与について

　　　酉抜和喜夫，田上八郎

　　　（東北大・医・皮膚科）

39．乾癬患者鱗屑中の補体アナフィラトキシンの動態について

　　　大河内享子，竹松英明，田上八郎

　　　（東北大・医・皮膚科）

40．遺伝性血管神経性浮腫家系のアナフィラトキシン活性

　　　佐山浩二，白石　聡，三木吉治

　　　（愛媛大・医・皮膚科）

41．SLEにおけるS－Proteinの動態に関する研究

　　　中嶋憲章，韓　啓司，杉崎徹三

　　　（昭和大・医・第一内科）
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1　M∋mbrane　Plasma　Separator使用時におげる補体活性について

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　高岡　哲郎，由良　二郎

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　名古屋市立大学第一外科

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Y，No’s　e　P・S・Ma　lchesky

Cleveland　Clinic：Fo皿dation　Depa　rt　ment　of　Artificial　Organs，U．　S．　A．

〔目　的〕

　人工透析などの体外循環中におきる一過性白血球減少は，1960年に水戸ら，

1968年にKaplowらによって報告され，また1977年にCraddockらによりこの現

象は透析膜と血液の接触による補体活性が一・因をなしていると指摘されて以来，体

外循環時における補体系の変動はBioc・mpatibilityの面からも重要な問題となっ

ている。よって今回我々は，membrane　plasma　separat・r使用時における補体系

の変動について，白血球との関係をも含め詳細に検討を行ったので報告する。

〔方　法〕

　Primary　sclerosi㎎cholangitisを基礎疾患とする38才，男性において・1回

2，500～3，200m1のmembrane　plasma　separatorによるplasma　exchange（IRep－

lacementとして5％　albumin）を施行し，経時的IC・mOdule前（inlet　blood），

module後（outlet　blood），discard　plasma（outlet　plasma）より採血し，

白血球数，CH50，C3，C5，C3a，C5aを測定した。抗凝固剤としてはHepSr　in

5，000uをplasma　exchange開始5分前にone　sh・t静注し以後3，400u／hr持続注

入した。C且50はMayer法，　C　3，C5はnephelometry法，　C3a，Csaはradioi－

rrmunoassay法にて測定した。　m㎝brane　plasma　separatorは，　p・1ymethy■met：h－

acry　late　（　P　MM　A　），　po　lyethylene　（　PE　），　po　lyvinyl　alcohol　（　P　V　A　），

cellulose　di－acetate（CA）の4種のmoduleを使用した。

〔結　果〕

　（1）Inlet　Blood：白血球数は4種のmoduleすべてにおいてPE開始後15分～

30分（earlyphase　of　perfusion）をmaxim㎜とする減少傾向を認めた。又，こ

の白血球減少は特に好中球の減少によった。C且50，C3，C5はすべてのmodule

において経時的に減少傾向を示した。C3aはすべてのmoduleにおいて白血球数変

動と同じくearly　phase　VC・Maximumとなる増加傾向を示し，特にC．Amoduleにそ

の傾向は著明であった。しかし，C5aにおいては著明な変化は認められなかった。

以上Inlet　Bloodにおいては，白血球数とC3aとの間に逆の間係が認められた。

（2）Inlet　BloodとOutlet　Bloodとの差：白血球数は両者間においてすべての
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moduleに有意差は認められなかった。　C3，C5はearly　phaseにおいてPMMA，

PVAでは26～34％，PE，　CAでは8～16％と：PMMA，PVAにおいて有意に

減少が認められた。C3a，CsaはPVA，　PE，CAにおいてearly　phaseでは有

意に増加を示したがPMMAでは著明な増加を示さなかった。（3）Inlet　Blood　と

Out・1et　plasmaとの差：C3a，C5a共にoutlet　bloodよりもoutlet　plasmaにお

いて著明な増加が認められた。

〔結　論〕

　（1）membrane　plasma　separatorによる補体活性化は膜と血液との接触によりearly

phaseに生じ，その活性化の程度はmoduleの素材により差異が認められた。

（2）PMMAにおいてperfusi・n　5分後において，m・dule内にては活性化補体は増加

を示さないにもかかわらず，全身的活性化補体の増加が認められた事より，補体活

性化は膜と血液の接触（局所的活性化）のみならず全身的活性化が示唆された。

（3）白血球数の変動は全身的変化であり皿odu　l　e内で生ずる局所的変化ではない。

（4）補体系蛋白のdep・sitionがm・dule内に生じている場合がある（：PMMA）。

（5）補体活性化は白血球数変動のtriggerとなっている可能性が大である。
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2 人工心肺下体外循環における血中補体の変動と，

FUT－175によるその抑制の試み

宮本裕治，広瀬　一，松田　暉，川島康生，北村　肇ず永木和義＊

大阪大学第一外科，大阪府立成人病センター研究所＊

　　　　　　　　　　　　　　　　《目　　的》

　心臓手術で用いる人工心肺下体外循環（cardi・pulm・nary　bypass：CPB）において

血中補体が活性化され，その時出現するアナフィラトキシンが術後の肺，腎等の合

併症の誘因となると言われている。腎不全における血液透析では血中補体はalter－

native　pa　thwayを介して活性化されることが知られている。CPBにおいてはその活

性化のメカニズムは明らかでなくclassical　pathwayあるいはalternative　pathway

がいかに関与しているかについても不明である。CPB中の補体活性化を抑制し，ひ

いては術後の合併症を予防するためには先ずそのメカニズムを明らかにすることが

必要である。そこで我々は，実験的にCPBのモデル回路において補体活性プロフィ

ールを調べ，補体活性化阻害剤FUT－175（natamstat　mesilate）の効果を検討した。

さらに臨床的にCPB中の補体活性プロフィールを調べ，ステロイド（methylp・edni－

sol・ne）の影響を検討した。

　　　　　　　　　　　　　　《対象及び方法》

実験的検討　ヒト新鮮凍結血漿より分離した血清500・mLを用い，ローラーポンプと気

泡型人工肺のみの閉鎖回路で2時間の循環を行なった。ヘパリンは用いず，温度は

37℃で一定とした。循環前と一時間後，2時間後にsamplingを行なった。実験は，

血清のみの循環を2回と，血清＋FUT（3ms／500mL）での循環2回とを，それぞれ施

行した。また37℃で2時間放置した血清をコントロールとした。

臨床的検討　CPB使用下に開心術を施行した19例を対象とした。平均年令は55．5±

8．5で，CPB時間は59～219分（平均136），最低血液温は19～32℃であった。8例

においてmethylprednis・1・ne（30・mg，／kg）をCPB開始直前に投与した。回路充填には

CPD血（400　mL）と1600～2000・mしの乳酸リンゲル液を用いた。ヘパリンは3001U／kg

を初期量としてCPB前に投与した。　samplingはCPB前と，　CPB後10，30，60分に

施行した。

補体測定　CH　50はMayer変法を用いて測定し，各補体成分（C4，C2，C3，C5）は

その溶血活性を測定した。結果は前値に対する百分率（％）で求めそれぞれを比較し

た。臨床例では希釈による影響をヘマトクリット値を用いて補正した。実験的検討
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ではそれぞれ2回の平均値で比較し，臨床的検討での多群間の比較はNewm・n

K：eulsテスト及びDunnettテストを用いた。

　　　　　　　　　　　　　　　《結　　果》

実験的検討　C且50の変化を図1に示す。FUT（一）群ではCH　50は経時的に減少し1

時間値で56％，2時間値で47％であったが，FUT（＋）群では1時間値99％，2時間

値91％であった。補体活性プロフィールを図2に示す。FUT（一）群では各補体成分

は経時的に減少し，C4，C2はC3，C5よりも強く減少した。　FUT（＋）群では各補体

成分は明らかに維持されており，C4，C2は2時間後でもそれぞれ95％，98％であっ
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た。しかし，C3，　C5は2時間後でそれぞれ90％，79％まで低下した。

臨床的検討　C且50の変化を図3に示す。CPB後10分で有意に（P＜0．01）低下した

が，以後は特に変化しなかった。皿ethylprednis・lone（MPS）の投与に関しては，

MPS（＋）群でMPS（一）群に比しCH：50は高値に保たれる傾向にあったが，統計学的に

有意差は認められなかった。（0．05〈p〈0．1）　CPB中の補体活性プロフィールを図4

に示す。MPS（一）群では各sampling　p・intにおいて，　C4，　C2はC3，　C5よりも低下

傾向は強かったが，これらの間に統計学的な有意差は見られなかった。Mps（＋）群

ではC4，　C2はC3，　C5に比し有意に強く抵下していた。（p〈0．Ol）次に各補体成分

に対するMPSの効果を検討すると，C4，C2に関しては有意差は見られなかったが，
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C3においてMPS（＋）群が有意に高値であった。（p〈0．Ol　unpaired　T　tesの　C5に

おいてもMps（＋）群で高値の傾向を示した。

　　　　　　　　　　　　　　　《考　　案》

　C：P：Bにおける補体活性化に関する従来の報告は全て臨床例における検討であるが，

臨床のCPBは低温でヘパリンを用いて行なっている。ところが低温では一般に補体

活性化は起こりにくく，またヘパリンは強力な補体活性化抑制作用があることが知

られている。また　CPBに投与されるステロイドも抗補体作用があると言われている。

そこで我々はこれらの要因を除外し人工肺と回路のみによる補体活性化のメカニズ

ムを知ろうとして今回の実験を行なった。本実験では血清を使用することによりヘ

パリン等の薬剤を全く投与せず，また温度は37℃で一定にしており，補体活性化の

最も起こりやすい条件下でCPB回路のみによる補体活性化を見ることができた：。実

験のFUT（一）群では両pathwayの活性化が見られたがC4，C2の方がC3，　C5に比し

活性化が強かった。つまりCPBにおいては本質的に両pathwayの活性化が起こるが

cla・s・s・ic・al　pathw　ayの方が優位であると考えられる。

　臨床のCPBにおいても両pathwayの活性化がおこりclassical　pathwayの方が優

位であると考えられた。またMPSはalternative　pathwayを介する補体活性化を抑

制していた。

　FUT・一　175は新しく合成された蛋白分解酵素阻害剤であるが，抗凝固作用および

抗補体作用の強いことが知られている。その生体内での半減期は8分で，投与を中

止すると肝臓で代謝され，すみやかに血中から消失する。本実験においてもFUT

は補体活性化を強く抑制した。特にC4，C2はほぼ完全に抑制することができた。

以上の結果より，cla・s・sic・al　pathwayを強く抑制するFUTは臨床のCPBにおける

補体活性化を抑制するのに有用であろうと考えられる。
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3 透析膜による補体の活性化

一臨床C3a動態のinvitro実験：による裏付け一

酒井良忠，国友哲之輔，菅野　恒博＊

鈴木　好夫瞥二瓶三野三村　信英＊＊

東レ㈱，＊東レリサーチセンター㈱
＊＊

ﾕの門病院腎センター

〔はじめに〕

　各種透析膜および再使用処理ダイアライザーを同一患者群で使用した時のC3aの推移に

ついて，われわれは昨年の本シンポジウムなどで報告してきた。そして，（1）セルロース，

（Cell．）中空糸膜とポリメチルメタクリレート（PMMA）中空糸膜との間で有意な（P＜

0．025）差異を認め，セルロース膜ではダイアライザー入口側（A）でのC3a”s一一過性に上

昇するとともにA側に比べて出口側（V）でC3aが著しく増加すること（図1），（2）セルロ

ース膜ではホルマリン処理にてダイアライザーを再使用した時に補体の活性化が著しく抑制

されること（図2），が示された。また，膜やダイアライザー充馬匹と血清をin　vitro系

で反応させた時の補体の挙動について，免疫電気泳動法やintermedia　te　ce11による

溶血活性をみる方法などでのデータが報告されてきた。

　このようなデータをより確実なもの，定量的なものとし，そのメカニズムの一端を明らか

にする目的で，これらに対応するin　vitro実験を行い，交叉反応性の低い1251ラベル化
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C3a，C5a分析キットを用いて分析した。またその際に，補体活性化を検討する上で必

要となるいくつかの基礎実験も行ったので合わせて報告する。

〔方　法〕

　血液：健常者血液を用い，主として血清を用いた。滅菌済みガラス遠心管へ採血して，

速やかに遠心を開始し，フィブリンの析出が見られなくなるまで3～4回4℃下で繰り返し

た。全血実験ではヘパリン（終濃度5U／㎡）を加えた。

　鯉ヒ：セルロース膜としては，市販ダイアライザー（蒸気滅菌品）から取り出した

中空糸S5tsよびシート膜（Cuprophane　PT－150，等厚20μ，含水率40％，　Enka）を，　PM

MA膜としては，市販ダイアライザー（γ線滅菌，東レ）から取り出した中空糸澄よび自製の

シート膜（膜厚約190μ，含水率約70％）を用いた。中空糸は1伽長に，シート膜は1・cm

角に切った。両素材膜とも一晩以上50倍希釈ホルマリン水にて滅菌処理後，O．O　2M－PBS

（pH　7．4）にて5回洗浄した。

　インキュベーション：膜に血清（血液）を加え37C下でゆるく振塑しつつ60分間インキ

ュベートし，終了後直ちに氷冷し，EDTA－2Na（終濃度0．01M）を加えた。

　魎：C3a，　C5aはUpjohn社の125　1ラベル化キットを使用し，　duplicateで同キッ

ト説明書に則って分析した。ガンマーカウンターはアロカ四三JDC－751を用いた。

（結果）

（1）基礎条件検討

　0．01M－EDTA－2Na添加，一80℃での保管では，　C　3　aは3ケ月間まで20％以下の変

化であり，一貫した上昇や低下は認められなかった。第2系路のみを反応させる実験で通常

用いられるEGTA＋Mg　2＋添加例（終濃度各10mM，1mM）と無添加例（代りに同容量のP

BS添加）をセルロース品充填液の濃縮液をサンプルとして比較したと～二ろ，　C　3aは無添加

例で15000，添加例で2400ng／冠（コントロール560ng／thnte）となり，この添加条件で

は第2系路が充分活性化されない可能性が示された。そこで以下の実験は無添加系で実施し

た。

　インキュベーション前の膜サンプル洗浄液の好ましい組成を知るために，蒸留水，生食，

PBS各100pa2へ血清100pt2を加えて反応させたところ，　C3aはそれぞれ13000，

3500，1100ng／nt（コントロール240ng／nt）となり，蒸留水や生食の混入で補体がかな

り活性化されることが判明し，洗浄液としては活性化傾向の最も少ないPBSを用いることに

した。in　vitro実験では試験管内膜サンプル量が限定されるので，インキュベーシ

ョン用容器自体の補体活性化の程度や違いを検討したが，ガラス，ポリスチレン（栄研3号），

ポリプロピレン（ファルコン2053）の試験管では，著しいC3aの差を認めなかった。

　補体のin　vitro実験では血清を用いることが多く，臨床の場ではヘパリン化全血が対

象となる。1㎝角のセルロース膜（表裏で2．2）に対して，血清1㎡またはヘパリン化全血

一14一



1．S　meを加えて比較したところ・C3a，　C　5　aは血清で4200，30，全血で2100，20ng／

ntとなb，全血での反応性が低くなった。

（2）膜／血清系での補体活性化

　血清1　meと膜を反応させた時のC3a，C5aを図3，図4に示す。中空糸（HF）であれシ

ート膜（Sheet）であれ，セルロース膜とPMMA膜との補体活性化状況に明瞭な差がi　ni

vitro実験系でも確認された。また，接触面積（中空糸では外表面積，シート膜では表裏

面積）が大きくなるにつれて，セルロース膜では補体活性化が著しく増大するのに対し，P

MMA膜ではやや低下（C3a）あるいは不変（C5a）との結果がえられた。従来のin　vitro

系での報告では1　Oe7fi／1　nLe以上の膜／血清混合比であったのに対し，本分析法の感度が高

いために，それ以下でも測定を行え，膜の重なりが少なくてすむなど，より精度の高い

実験が可能となった。　　　　　Table．　C。mplement　activation　in　in　vitr・studies

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　simulating　dialyzer　reuse．　（ng／ml）
　ダイアライザーの再使用

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　New　Formalin－treated＊　ReTnark対応実験では，表に示した

ように臨床データの傾向を

ある程度裏付けるものの，

図2の結果とはかなりの相

違がみられた。
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〔考察〕

　C3a，　C4a，　C5aが直接分析できるようになり，従来の免疫電気泳動法やinter－

mediate℃e11により溶血活性をみる方法などに比べて高感度で定量的な議論ができるよ

うになった。透析二種により補体の活性化に違いがあることは臨床的にかな9検討されてい

るが，血中の補体動態への生体側の寄与が大きいことが考えられ，メカニズム解析や定量：的

議論が複雑となる。そこで今回in　vitro手法でどこまで臨床に対応するデータが得られる

かを検討した。

　二種間差はin　vitro実験に論いても裏付けられたが，臨床系との対応性では血清と全

血とで補体活性化に差がみられ，また，ダイアライザー再使用対応実験でもかなり異なる結

果が得られた。前者の問題は，白血球の補体リセプターの関与，フィブリノーゲンの関与，

臨床例に比べれば約10倍のヘパリン量，などが原因と考えられる。白血球の関与について

は，白血球にC3aリセブターがあるという報告はない。ヘパリンについては，健常者血清

へ10Uノ劔まで加えた場合にはC3aレベルに変化を認めなかった。後者の問題については，

（1）60分のin　vitro系での血液i接触では，血小板，白血球，血漿蛋白の膜面付着が臨床

例より少なくなる，（2）in　vitro系では洗浄が充分行えて付着成分がほとんど除去されて

しまう，などが原因であろう。

　血清系では血球のりセプターが共存しないので，C3aとC5aの絶対量や量比は補体反応

だけで議論できるはずである。セルロース膜を用いた臨床系ではC3aは一過性に大幅に増

加するが，C5aはほとんど変化しないというのが一般的であb，図4に示したin　vitro

デーータと異なるが，この差異は白血球のC5aリセプターの寄与を示すものであろう。

　膜形態として中空糸とシート膜を同時に検討したが，中空糸の外表面積とシート膜の表裏

面積を同一にして比較するとかなり一一致した結果が得られた（図3，4）ので，補体活性化

に対して膜の化学構造による差異が決定的な役割りをはたし，表面構造の違いの寄与は少な

いものと思われる。EGTA＋Mg　2＋添加により第2系路が充分活性化されないとの結果は，

添加量の至適化などの再検討が必要であることを示している。

〔結論〕

　in　vitro実験検体を1251ラベル化キットで分析し，透析患者での補体活性化状況が裏

付けられ，さらに過去のin　vitro実験データに比べて高感度かつ定量的データが得られ

た。よb詳細な定量的議論を行うには条件検討を含めて，さらに検討が必要である。

　文　　献

1）鈴木好夫ら，補体シンポジウム抄録集，第18回，4（1981），第20回，73（1983），

　　第21回，4（1984）．

2）赤垣洋二ら，医学のあゆみ，」ユー2〆3），144（1980）・

3）　D．E．　Chenoweth，　Artifieial　Organs，　8（3），　281　（1983）．
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4 　　　CAPD貯液中の補体系蛋白（第2報）

一特にba・tericidal　activityについて一

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　中西　功，椿原　美治，河島利広，

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　友渕基，横川　明子，飯田喜俊

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　大阪府立病院・腎疾患専門診療科

〔目的〕

　我々は第21回補体シンポジウムにおいて，CAP：D（oon・tinu・ou・s　a皿bu・1at・ry　peritoneal　dialysis：

連続的外来腹膜透析法）施行中の患者の腹膜透析液（ダイアニール）中に，免疫グロブリンと共に溶血

活性を持ったG1～C9までの補体各成分が出現してくることを報告した。今回，透析液中の補体が細

菌感染に対する腹腔内の防御機構の一員としての役割を演じているかどうかを明らかにする目的で，細

菌による透析液中の補体の活性化の有無およびbactericidal　acti▼ity（免疫殺菌活性）の有無につき

E．・oliを用いて検討した。

〔方法〕

1）検体：3ヵ月以上CAPD施行中の患者3名に1．5％ダイアニール（浸透圧：347mOsm／4）1．5e

を腹腔内に注入し，6時間貯留した後の透析液をsampleとした。なおACH50活性およびbset・・ici－

dal　8・tivityの測定には，ウルトラフィルター（UK－10）にて50倍濃縮した透析液を使用した。

2）補体溶血活性：cH50は。血e　p・int法，　AcH50はウサギ赤血球溶血法，　c1～c9活性は

intermediat・eellとreag・ntsを用いて測定した。

3）菌株と抗血清：E．・・li　B／SMを使用し，抗E．　c・1i抗体（lys・zy皿・一f・ree）は大阪大学医学部

細菌学教室より供与されたものを使用した。

4）補体の消費：t　rip．ti・ss・e　s・y　br・thで一晩培養した菌を，　TBS＋1’（5皿M：Tris　一Hce　pH　7．3，

0．85％NsCe，0．15皿M　C　aC62，10皿皿皿gC62）で3回洗浄後，1×108または1×109／ntに調整

し．，透析液または血清に再浮遊させ，37℃60分反応後4000回転15分遠心し，上清のCH50，C4，

C3活性を測定した。

5）bacteri・idal　acti▼ity：井上らの方法にて測定した。，すなわち，濃縮後の透析液または患者血清

をmi・tr・titer　plat・上で2～128倍希釈し，　TBS’H’または抗E．・・li抗体を1滴加え，これに1×

104／m“c調整したE．・oliを1滴加え，37℃で一晩培養後，菌の増殖の有無を肉眼的に判定し，増

殖阻止を示す希釈倍数をもってsampl・のbacterieidal　acti▼ityとした。

〔結果〕

1）透析液中の補体活性およびly8・zy皿・値（表1）

　NH8にくらべ低値ながら，　C　l～C9溶血活性に加えAC皿50活性を持つことが確認された。また透

析液中には1ys・zyme蛋白も高濃度に存在することがわかった。なお透析液中のCH50，　ACH　50は
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56℃30分加熱処理することにより消失した。

2）菌による補体の消費

　才量に応じ透析液中のCH50，C4，C3活性の低下がみられ，　C　3よりもC4の低下が著しいことより

・1assi・al　pa　thwsyを介して補体活性化がおこるものと思われた（図1）6なお透析液にEDTA

（final　lomM）を加え，これにE．・・liを37℃60分反応させても。4，c3活性の低下はみられな

かった。次に抗体による影響をみるため，抗E．・・li抗体を加えた透析液をE．・・li（1×109／ml）と

反応したところ，透析下中の補体が増強されることがわかった（図2）。

　透析液のかわりに患者血清をE．・・li（1×109／鵬のに反応させたが，　c　4よりも。3の低下が強く，

透析液とは異なり血清では主としてalternative　psthwayを介して補体が消費されるものと思われた。

また反応系に抗E。c・li抗体を加えることにより，透析液の場合と同様に補体の消費が増強された（図

3）0

3）bsotericidal　aetivity（表2）

　50倍濃縮後の透析液は血清の1／4～1／2のbactericida，1活性を示した・またこの活性はE…　li抗

体を加えることにより増強し，56℃30分，加熱処理にて消失した。

〔考察〕

　CAPI）は患者自身が1日3～4回透析液（ダイアニール）の交換を行なうが，操作テクニックの改

善にもかかわらず腹膜炎が合併することが知られている。そこでCAPD患者の腹腔内のh・st　defance

meeh・an・ismについても種々の検討がなされつつある。　CAPD患者の透析液中に凹い出されるmaor・一

phageは末梢血中のm・n・cyt　eと同様に食作用をもつことが明らかにされており，また透析液中の

・ps・nic活性の低いもの程腹膜炎に対するriskが高いという報告もなされている。

　我々は補体系蛋白に注目し，溶血活性を持ったC1～C9までの補体各成分がCAPD透析液中に出現

してくることを報告した。今回その意義をより明らかにする目的で，baetericidal　ac伽itylこついて

検討した。血清に較べ低値ではあるが透析液はE。・・liに対してbact・rieidal　sctivityを持つことが

明らかになった。しかも56℃30分加熱処理によりこの活性が消失することより，ba・t・er　i・ida1

8・ti▼ityは透析液中の補体によるものと考えられた。また透析液とE．e・liとの反応により。3が活

性化されることが確認されたことより，透析液中の補体はオプソニンとしての作用を示す可能性も考

えられた。

　なおCAP：D患者の腹膜炎の起炎菌としては，　E．・・liなどのグラム陰性菌よりもむしろ

8．epidermidis，　S。　aureusなどのグラム陽性菌の頻度がはるかに高いことが知られており，現在グ

ラム陽性菌についても検討中である。

〔文献〕

　1）　K．　Inoue，　et　al．　：　Biken　J．，　17　；　135　，　1974　．

　2）　S．　1．　Vas　：　Kidney　lnternational，　23　；　83，　1983．

　3）　W．　A．　Keane，et　al．　：　Kidney　lnternat　ional，　25　；　539，　1984・
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4）　C．S．　Goldstein，　et　sl．　：Kidney　lnternstionsl，　26　；　733，　1984．

表1

Cemplement　levels　in　dialysate　effluents
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5各種動物のACH50値測定法について。

田中忍、北村ふじ子、鈴木貴和、嶋田孝吉、

西岡久壽弥

財団法人東京都臨床医学総合研究所　免疫

（目的）

　補体のalternative　pathway（ACP＞の活性測定法としてはウサ

ギ赤血球（RaE）をtarget　ceIlとする溶血法が一般に用いられているが、

本研究に示すとうり、RaEを用いた場合には一部の動物のACP活性は低下でしか与え

られない。ところで、ヒトの場合、自然抗休がACP活性化のfii進を行うことが知られて

おりこのことはRaEに対する自然抗休の血中含量の少ない動物ではACP活性化が十分

発揮されない可能性を示唆する。換言すれば、自然抗休が多く含まれる動物種の赤血球を

選択することにより、上述の動物のACP活性を効率良く測定し得るものと考えられる。

　そこで本実験では14種の動物の赤血球を用い、種々の動物のACH50値を測定する

ことにより、これらの動物のACP活性を測定するには、どのような動物の赤血球を用い

ればよいかについて検討した。これと同時に、各種動物血清中に含まれるそれぞれの赤血

球に対する自然二二の力価を測定し、ACP活性と自然抗体の相関について調べた。なお、

我々が先にマウスを例として報告した抗体感作RaE（RaE・Ab）をtarget

cellとする方法（第14回　日本免疫学会総会）により、各種動物の　CH50及び

ACH50値を測定した結果についてもふれる。

（材料と方法）

1．動物の赤血球と血清　　　ハムスター（7W，　M，5匹）、マウス（ddY，7W，

M，20匹）の血液を心臓より採取した。スンクス（6W，　M，5丁目、アカゲザルおよ

びカニクイザル（M，各3－10匹）、ビーグル犬（M，10匹）、モルモット（500

9，M，20匹）ラット（7W，　M，15匹）の血液は実験動物中央研究所　斉藤宗男、

鈴木修三各先生より供与された。

2．補体測定法　　　CH50値の測定はMayerの方法に従った。但し、　CH50値

測定の反応温度はラット　20ec、モルモットとヒト　30“C、ウサギ、マウス　35。C

で、またACH50値測定はモルモット　250C、ウサギ、ラット　30◎C、その他は3

7ecで行った。

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　8
3．赤血球凝集（HA＞反応　　　25、ulずつ2倍連続希釈した血清に　1．5x10

　cells／mlの赤血球浮遊液を加え、1晩放置後、二二盗し、凝集の有無を肉眼的

に判定した。bufferは0．01M　EDTA－GVBを用いた。
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（結果）

1．各種動物のACH50値について。

　　種々の動物のACH50値を測定する場合、どのような動物の赤血球を用いたら効果

的であるかを検討するため、14種の動物の赤血球を用い、各種動物のACH50値を測

定した。表1に示すごとく、ウシ、ブタ、ヒツジ、ウサギのACH50値の測定にはモル

モット赤血球用いた場合に、またカニクイザル、スンクスのそれに対してはウサギ赤血球

が最も有効であった。ヒト、アカゲザル、ビーグル犬に対しては、夫々、マウス、ウマ、

ブタの赤血球が最も高い値を値を示した。しかし、ラット、モルモット、マウス、ハムス

ター、ウマの場合、いずれの赤血球を用いても、十分なACH50値を得ることができな

かった。　そこで、次の実験として、マウスのACH50値の測定に効果的であったRa

E・Abをtarget　cellとして用いる方法（第14回日本免疫学会総会）が、

これらの動物のACH50値測定に応用し得るか否かを検討した。その結果、ウシ、ヒト、

アカゲザル、御田クイザル、ビーグル犬以外の動物では感作する抗体の量に依存して、A

CH50値の増加が認められ、特に先の実験で、いずれの赤血球に対しても低いACH5

0値を示していたハムスター、ラット、マウス、ウマでは著しい上昇が認められた。本実

験の結果より、各種動物のACH50値の測定にあたって最も適切と思われるtarge

t　cellを表2に示した。

2．自然抗体とACH50値との相関

　　14種の動物の赤血球を用いて各種動物のACH50値を測定した前項の実験の際に、

同時に、これらの赤血球に対するHA価（表1の0内の値）を測定し、　ACP活性と自

然抗体との相関性について検討した。これは、各種動物間に認められるACH50値の差

異が、自然抗体の量に由来することを確認する為の実験である。

　得られた成績を赤血球毎に（表1の縦の系列）スピアマン順位相関に基いて統計処理す

るとウサギ、ハムスター、ラット以外の赤血球の系列で両者の有意な相関が認められた

（p＜0．05）。（ただし、ウサギ赤血球の系列の場合は、自然抗体が低い割りに、高

いACH50値を示すスンクスの値を無視すると両者の間に有意な相関が存在した（p〈

0．01）。）なお、ウシの赤血球の場合、すべての動物血清中のHA価もACH50値

もほとんど検出限界以下であったため、統計対象から除外した。従って、両者の間に有意

な相関が認められたのは、13例中10例であった。

　一方、動物の血清毎に（表1の横の系列）HA価とACH50値を比較した場合、有意

な相関を示したのはウサギ、アカゲザル、ビーグル犬の血清のみであった（P＜0．05）

。なお、ラット、ハムスター、モルモット、マウスの場合、種々の動物の赤血球に対する

抗体活性や溶血活性が共に検出限界以下の物が多いため、統計対象より除外した。従って

両者の相関が認められたのは10例中4例であった。このように、赤血球ごとの相関例に
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比べ血清ごとの相関例が低い理由については、ACPを介した溶血作用に対する抵抗性が

赤血球種によって、異なっているためであり、従って、この点を考慮する必要があると考

えられる。

　注目すべきことに、マウス赤血球とアカゲザル血清、ハムスター赤血球とスンクス血清

の組合せに認められる如く、、HA価が低くとも高いACH50値を示す例や、この逆に

ブタ赤血球と力ニクイザル血清、ウサギ赤血球とウマ血清の組合せの如く、高いHA価に

も拘らず、低いACH50値を示す例などがあった。前者は自然抗体の元進作用に依存せ

ず、十分にACPの活性化が進行すること、また後者は、　ACP：市進作用を持たない自然

抗体が存在することを示唆している。

4．各種動物のACH50値測定法について。

　　以上は種々の動物のACH50値についての実験であるが、本項では各種動物のCH

50値測定法について報告する。我々は既に抗体感作ウサギ赤血球（RaE・Ab）を用

いてマウスのACH50値ばかりでなく、　CH50値のも効果的に測定し得ることを示し

た（第14回　日本免疫学会総会〉。そこで本実験では各種動物のCH50値をRaE・

Abを用いて測定し、従来のEAをtarget　cellとするMayer法と比較し

た。ヒトのCHsOは両方のtarget　cellとも同じ値を示し、また、RaE・

Abを用いて測定したビーグル犬とモルモットのACH50値はEAを用いて得た値の夫

々1／2と2／3であった。しかし、その他の動物では、EAで得られた値よりもRaE

で得られた値の方が高く、特にEAでは非常に低いCH50値しか示さなかったカニクイ

ザル、ウシ、ヒツジ、ウマ、マウスのそれは、RaE・Abを用いることにより著しい上

昇が認められた。興味深いことにRaE・AbはウサギのCH50値測定にも有効であっ

た。

　以上の結果、カニクイザル、ウマ、マウスを除く全ての動物がヒトのCH50値を上ま

る値を持つことが分かった。

表2．各種動物のACH50値測定に用いるtarget　cel畳．

Species Human　Mac．rh　Mac．fas　Bovine　Swi　ne　Sheep　Horse

Target　cel　l　Mouse　E　Ho　rse　E　la　E・Ab　GP　E　GP　E　GP　E　Ra　E・Ab

ACH50　（units／ml）　21　56　21　100　56　38　12
Species Beagle　tabbit　GP kat　Hamster　Mouse（BALB／c）

Target　cel　l　Swine　E　GP　E　ibE・Ab　faE・Ab　kaE・Ab　kaE・Ab

ACH50　（units／ml）　20　16　35　45　24　23
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6　補体第一成分（c1）を除いた血清
　　（RC1）を用いるC1溶血活性の　　　測定法

永木和義，坪井睦美，松本美佐子，北村肇
大阪府立成人病センター研究所　第6部

《はじめに》

　C1の溶血活性はこれまでEAC14　cellとC1を反応後，過剰のC2を反応させ最後に
EDTA稀釈血清（C－EDTA）を加える方法が用いられてきた．しかしこの方法では
intermediate　cellや精製補体成分を必要とするため一般的な方法とは云えない．
もっと容易な補体成分定量法としてC2の定量にヒトC2欠損血清（C2D）1，，C4の定量に

モルモットC4欠損血清（C4D）11・を用いる方法があるが，　C1欠損血清（Clq，r，s同時欠

損）は存在しない．そこで人工的にC1を除いた血清を作るためにSiegel等3，は
Medicus等qのC1精製の方法を利用した．すなわちヒト血清をp－nitropheny1－

guanidinobenzoateの存在下でIgG－Sepharoseカラムに添加するとC1のみがカラ
ムに吸着され，非吸着野分をRCIとして用いることができる．しかしこの方法で
もカラム操作が必要であり，ヒト血清中のC1の溶血活性も5xlo発ff．鵬ol．ノmlで
E＾撃戟F1頴鶏響聖ン矯蠣留と1変艦縞灘認鼓させ．

RC1を作る方法を報告している．しかしRCIの必要量，感作ヒツジ赤血球（EA）
との反応時間，RC1中のC1以外の補体成分の溶血活性，実際のC1溶血活性の測定方

法などについてはまったく触れていない．我々はPEG沈殿法によるRCIの作り
方について若干の検討を行ない，C1溶血活性測定の簡単な方法を開発したので報告
する．

《材料と方法》

　PEG4，000およびPEG6，000は和光純薬のものを使用した．　PEGの35～
40％（W／V）のstock　solutionはPEGを0．14M　NaC1，0．OIM　phosphate　buffer，

pH7．9を用いて作製した．最終pHは7．7であった．
　ヒト血清は約40人の健康人の血清をプールし，一80’Cに保存してあったものを用
いた．

　C1からC9までの補体成分の溶血活性は従来のintermediate　cellを用いる方法
で測定したが，C4はC4D血清とEAで測定した．またC－EDTAはモルモット血清に代

え再ll鰹1謝懸響の議”で糊した．

　抗Clq，抗Clrおよび抗Cls血清はMiles社のものを使用した．

　補体成分および補体系蛋白の蛋白量はradial　immunodiffusion法で測定した．

　PEGによるヒト血清中のC1の沈殿法：ヒト血清を0。C～20Cに冷却し，かく
はんしながら所要量のPEGstock　solutionをゆっくり滴下（1　mlのPEG溶液
を3分位で）した．0。C，30分かくはん後に低温で18，000g，　30分遠心してその上

清をRC1とした．　Oxidationを行う時はRC1を一旦室温まで加温したのち，等量
の1mM　hin　K18，を加えて室温で10分放置し，その後100容のveronal　buffered

saline，pH7．4で40　C，6時間透析後分注して一8De　Cに保存した．

　RC1を用いたC1溶血活性の測定法：緩衝液はgelatin　glucose　veronal　buffer
（GGVB）を使用した．被検血清の稀釈液0．2mlに適宜稀釈したRC10．2ml，EA（1．5x
lO　8／　m1）0．2ta　1を加え37。　Cで反応させた．　EAとRC1，RC1とbuffer，EAとbllffer

のcontrolを同時にincuba　teした．反応終了後，各試験管に冷却した生食水2．4
mlを加えてかくはん後下心して上清の吸光度を波長415nmで測定した．
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《結果》

1．　PEGの終濃度をPEG4，000の場合は4％と5％，PEG6，000では3．5
　　％，3．8％（Neoh等の方法），4％と5％で種々のRCIを作ってその補体成分
　　溶血活性，蛋白量を測定した（Table　1）．　C1の溶血活性はPEG4，eOO，4％

　　で上清に9u／mlと微量残るが他の濃度ではすべて0．5u／ml以下であった．
　　　C2，C9，BおよびCIINHは殆んどすべて上清に残り，　C4，C3，C6，C7および

　C8も50％ないしそれ以上が上清に残っていた．しかしC5はPEG4，000，4％
　　では75％上清に残るが，5％では26％，PEG6，000でも2～30％と上清へ
　　の残存率は非常に低値であった．

　　　蛋白量の測定でもほぼ同様の結果が得られた．

　　　RC1はanti－Clq，anti－Clr，anti－Clsに対してオクタロ凹目法で沈降線を
　　作らなかった．

2．Reconstitutuion：RC1にC1を添加して補体価が回復するかを検討した．　Fig．1

　　に示すようにRC1にC1を加えても補体価の上昇は全くみられなかった．しかし
　　pro－Clを添加すると10，009　u／mlRC1で補体価は24　u／mlまで回復した．
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さらにC5をRCIに100，009　u！ml添加することにより補体価は36u／mlとな
った．また精製したClq（100μgん1），pro－Cls（30μgん1）をそれぞれ単独或い

は同時に加えてもRCIの補体活性は回復しなかった．

3．Oxidation：RC1についてoxidationの効果を検討したところ，　oxy化により
　　ヒト血清80，000倍稀釈液申のC1の溶血活性は約2倍に増強されたので以下の実

　　験ではすべてoxyRC1を用いた．

4．OxyRCIの必要量をきめるために稀釈したoxyRCIを用いて80，000倍稀釈した
　　ヒ5血清中のC1の溶血活性を測定した．　Fig．2に示すようにoxyRCIの稀釈が

　　2D倍ないし40倍のところで最高の溶血活性が得られたが，その値は各RCIに
　　よりかなりの差がみられた．

　　　そこでC5が原血清の2％しか残っていないPEG6，000，5％RC1とC1が微量
　　に残っているためEAとRCIとでかなりの溶血を示すPEG4，000，4％RC1を除
　　いた4種類のoxyRCIを用いて実際にヒト血清中のC1を測定した．
　　　まず溶血に必要な時間をPEG6，000，3．5％Rc1を用いて検討したが，　Fig．

　3に示すように37。Cで5時間反応させてもなお溶血は進行するので便宜上反応
　時間は370C，3時間とした．またこのFig．に示すようにdose－response　curve
　　は横軸に凸の曲線でこれはEAC4　ce11を用いてヒト血清中のC1を測定した時
　　のdose－response　curveと同じである．

　　Fig．4はoxyRCIの稀釈を変えてヒト血清中のC1を測定したもので，　oxy－RC1
　　の5倍稀釈ではdose－response　curveは両対数図表上で直線であった．しかし
　　10倍および20倍稀釈ではC1の溶血活性は上昇するがdose－response　curveは
　　Z＝1．5を越えたところで直線からはずれた．

5．RC1を用いてヒト血清中のC1および精製したpro－C1の溶血活性は測定できた
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　　ロが，C1の溶血活性は測定できなかった．この現象を解明するためにpro－C1を

RC1とOo　C，30分反応させたのちpro－RC1の溶血活性をEAC4　cellで測定
すると対照（73，　eOO　u　／ml）とほぼ同じ値（84，000u／ml）を示した．しかしC1

をRCIとOo　C，30分反応させると対照の58，000u／mlから3，000u／m1にま

で活性が低下した．これはC1がRC1中に存在するCIINHにより不活化された
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　コためで，従ってPEG沈殿法によるRC1を用いてC1の溶血活性は測定できない．

《まとめ》

1．PEG沈殿法により血清からC1を除いたRC1が作製できた．
2．RC1を作るための最適のPEG濃度はPEG6，000の3．5％～4．O％であった．
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ロ3．RC1はpro－Clの溶血活性の測定に使用できるがClの溶血活性は測定できない．

1）Ngan，　B．　et　al．，　J・エmmun・1・’l18・736’1977・
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　1974．　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　，　l13：574，　2）　Gaither，　T．A．　et　al．，　J．lmmunol．

雛畿壱6，R長∵きtaきi二，J5怪獣i二，’1瑞1；l　l；ll二

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　1981．　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　，　16：152，　5）　Neoh，　S．H．　et　al．，　工nvest・　Radiol・
6）Ne。h，　S．H．　et　al．，　J．　lmmun・1・Meth。ds’69・277’1984・

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　1976．7）Gigli，エ．　et　al．r　Bi・chem・J・’157・541’
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　1971．8）Polley，　M．」．，」．工㎜unol．，107＝1493，
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7 レーザーネフェロメーターによるClqの定量法の開発

新井　加余子1　佐々木　隆子2

米増　國雄2　　樫葉　周三2

1阪大・中検　　2奈良医大．・細菌

【目的】

　これまで、Clqの定量法としては、主として単純放射免疫拡散法

（SRID）が用いられてきた。　最近では、酵素免疫測定法（ELI

SA）でも行なわれるようになってきている。　SRIDでは拡散に

時間がかかること、また、ELISAでは操作が複雑であることが欠

点であると考えられる。　そこで、今回、短時間に簡単に行おうと、

臨床検査で広く利用されるようになったレーザーネフェロメーターを

用いてClqの定量を試み、SRIDとの比較検討を行った。

【方法】

1．装置

　ベーリング・レーザーネフェロメーター全自動化システムを用

　いた。　このシステムは、モジュール1（レーザーネフェロメー

　ター）、モジュールII（キュベットおよびトランスポーター）、モ

　ジュールIII（自動希釈装置および分注装置）とビューレット・パ

　ッカード社のマイクロコンピューター　YHP　9825Aから
成っている。　まず、試料は、モジュールIIIにより自動希釈・自

動分注がなされる。　次ぎにキュベットカセットをセットし、カ

　セットのセンサーにより測定項目、試料の番号が識別され、希釈

血清ならびに抗血清が分注されミキサーにより混合されて反応が

行なわれる。　設定した反応時間後、キュベットカセットは自動

　的にモジュールII，1へと送られて、測定される。　測定された

散乱光度は、コンピューターにより処理されて濃度値として表示

　される。

2．試料

　　被検血清は、健康成人20例と阪大病院に来院した患者128

　例の血清を用いた。また、標準血清は、健康成人のプール血清を

　用いた。　測定は、血清分離後、その日のうちに行った。

3．抗血清
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　　純化ヒトClqでラビットを免疫して得た抗ヒトClq抗血清を

　用いた。

4．単純放射免疫拡散法（SRID）

　　自家製の抗血清を用いて、プレートを作製した。　　各we11に

　10μ1ずつ添加後、湿潤箱の中に入れ、2－3日室温に放置後、

　沈降輪の直径を読み、標準曲線よりClq量を算出した。

5．Immune　Complex（IC）の定量

　　Clqを定量する際に、血清中に存在するICが、影響するか

否かを知るために、抗熱凝集ヒト19G抗体を用いレーザーネフェ

　ロメーターによりICを定量した。

【結果】

　1．測定条件の設定

　　　階段希釈した被検血清に、種々の濃度の抗血清（1／5，1／

　　10，1／25，1／50，1／100）を加え、各々について
　　反応時間（30－120分）を変えて測定した。　その結果をひと

　　つにまとめると複雑でわかりにくくなるので、ここでは、反応時

　　間が30分の時の抗血清の濃度による影響（図1）と、25倍希釈

　　した抗血清を用いた時の時間の経過に伴う変化（図2）を示した。

　　図1に示すように、抗血清が低濃度の場合、血清濃度の高いとこ

　　ろでは抗原過剰となり、実際より低い値しか得られない。
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また、図2からわかるように時間の経過による変化は、ほとんど

みられなかった。

（V）8

5

1／t641／i61ノ色　　　　　1／Z

　　　　　　血清濃度

1／2

図2　経時変化

。－0　　30分

●＿●　　60分

Ar”’一，6　90分

H　120分

以上の結果より測定条件を下記のように決定した。

　試料　　　200μ1（血清を10倍に希釈したもの）

　抗血清　　　50μ1（抗血清を25倍に希釈したもの）

　希釈液　　　50μ1
を混合、30分間室温で反応後測定した。　希釈液は、1mM

EDTAを含む生理食塩水を用いた。

2．標準曲線

　　標準血清により作製した標準曲線を図3に示した。　この方法

では、50－800μ1／mlの範囲が測定可能である。

3　SRIDとの相関（図4）
　　yをSRIDにより得られた値、xをレーザーネフェロメーター

　により得られた値とすると、y－0．71x＋77という関係が得

　られ、相関係数は、0．82であった。

4．ICの影響
　　IC量とレーザーネフェロメーターならびにSRIDにより定

　量されたClq値との間には相関関係は見られず、　この測定条件

　下では血清中に存在しているICは、　Clq定量の際に影響しな

　いと考えられた。
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【考察】

　Clqの定量に関して、　レーザーネフェロメーターによる方法とS

RID法との相関関係は、これまで種々の血清蛋白質（IgG，　IgA，

IgM，　C　3c，　C　4　etc．）についての報告に比べて低い。　この原因

として、今までに報告された蛋白質と異なり、Clqは、血清中に約

150μg／ml存在している微量成分であるため、　被検血清の状態に

より影響を受けやすいことが考えられる。　現在、試料の保存方法な

らびに保存時間による影響について検索中である。

　以上のことから、まだ若干の測定条件等の検討は必要と考えられる

が、自動化に伴う処理能力の増大ならびに検査の省力化により、レー

ザーネフェロメーターによるClqの定量は、　臨床検査に利用される

ようになるであろう。
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8　clq　solid　phase　ELIsAによる免疫複合体測定法の問題点

　　　　　　　　　福田和雄＊，木下康通弩須藤克彦＊，堀籠郁芙＊，清野　仁発古山　薩＊

　　　　　　　　　　　　　　　　　ホ　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　＊＊　　　　　　　　　山形済生館病院内科，東北大学第二内科

〔はじめに〕

　血中免疫複合体（CIC）の測定法としてClq　solid　phase　ELISA（Clq固相法）は，

信頼性の高い測定法のひとつとして広く用いられている。しかし，庶糖密度勾配法やゲル

濾過法による分析で，測定されるCICが7S，又は，　IgG分画に存在することがあり，

Clq固相法におけるCICが真のCICを表わしているかどうかが問題になっている。今

回，我々は熱処理し非働化したClqもClq固相法に使用し，　Clq固相法によるCIC様物

質の多くが非二化Clqにも結合し，真のCICとは考えられなかったので報告する。

〔対象・方法〕

　対象はSLE，及び，慢性糸球体腎炎患者で，　Clq固相法でCIC高値を示した患者血

清を使用した。

　ウサギ，及び，ヒトClqはそれぞれウサギ，及び，ヒト血清よりVolanakisの方法によ

り精製し，さらにACA　22のゲル濾過により精製した。

　Clq固相法：ウサギ，及び，ヒトClqをPBSで10μg／irieの濃度とし，0℃，38℃，

45℃，50℃，53℃，56℃，60℃の各温度で15分間処理後，マイクロタイタープレートの各

ウェルに100μ￡毎加え，0℃over　night静置し固相に付着させた。この固相のClqに12

倍希釈の被検血清，及び，Aggregated　human　gamma－globulin（AHG）の希釈系列

をIOOPte毎加え，37℃，1時間反応後洗浄し，更にHRPO標識抗IgG抗体（F（ab・）2）を

100認毎加え，37℃，1時間反応させる。再び洗浄後，O　一　phenylenedimnineの発色

（OD　492nm）によりHRPO活性を測定し，抗IgG結合量（CIC値）とした。

　又，CIC高値の検体をSephadex　G－200を用いゲル濾過し，各分画のCIC値を測定

した。

　さらに，CIC高値の検体からDEAE　Sepharose（O．　01Mリン酸緩衝液，2mM　EI：yrA，

pH　8．　0）を用いIgG分画を得，一部をペプシン処理しF（ab・）2　フラグメントとして非働

化Clqとの結合性を調べた。

〔結　果〕

　ウサギClqを各温度で15分間処理すると，ウサギClqは53℃以上の加熱で失活し，AHG，

及び，HRPO一抗HRPO複合体（6倍抗体過剰）との結合性を失う（図1－a）。これに対

して，検体中のCIC様物質は53℃以上の加熱で非訟化したClqにも結合するものが多く，

真のCICとは考えられなかった（図1－b）。
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　検体をゲル濾過にて分画すると，いわゆるCICは高分子分画とIgG分画にピークがみ

られる。高分子分画のCICは非働化Clqに結合しないのに対し，　IgG分画のCICは非

働化Clqにも結合した（図2）。すなわち，高分子分画のCICは真のCICと思われたが，

IgG分画のCICは真のCICではないと思われた。

　又，この非働化ウサギClqに反応するCIC様物質は，ウサギIgGと反応するリューマ

チ様因子ではなかった（図3）。

　Clq固相法にヒトClqを使用しても，ウサギClqの場合と同様に，非働化ヒトClqに結

合するCIC様物質の干渉がみられた。

　図4は，ヒトCIqを使用したClq固相法でCIC陽性である40検体について，非働化ヒ

トClqへの反応性をみたものである。活性のあるClqへの結合量と非二化Clqへの結合量

の差を真のCICと考えると，通常のClq固相法で陽性である40検体中26例（約2／3）

がCIC陰性となり，14例（約1／3）のみがCIC陽性であった。

　検体のIgG分画，及び，　F（ab・）2分画の非働事Clqへの結合性をみると，　IgG分画は非

働化Clgに結合するのに対し，F（ab’）2分画の非議化Clqへの結合性は極あて弱い（図5）。

〔考　察〕

　Clq固相法で高値を示した検体の中で，ゲル濾過で分画すると，そのCIC値のピーク

がIgG分画に位置するものがあり，更に，そのIgG分画にあるCIC様物質は非働化Clq

とも結合した。このことより，このCIC様物質は液層のendogenous　Clqとは結合して

おらず固相のClq，非働化Clqなどの変性Clqと結合する，変性Clqに対する自己抗体の

可能性が示唆された。

　又，フィブロネクチンは液層のClqとは結合せず，固相，又は，凝集Clqと結合し，

CICとも結合する。このことよりフィブロネクチンの干渉の可能性も考えたが，この

CIC様物質は固相のゼラチンとは反応せず，又，　CIC様物質と固相のClqとの結合は

ゼラチンで阻止されなかったこと，更にはCIC様物質が固相のブイブロネクチンとも反

応しなかったことより，フィブロネクチンの干渉ではないと思われた。

　又，リューマチ様因子の干渉でもなかった。

　このCIC様物質をペプシン処理すると非働化Clqに対する結合が著明に減少すること

は，この結合が抗原抗体反応でない可応性も考えられる。

　この点に関しては現在更に検討中であるが，いずれにせよ，Clq固相法においては，

Clq活性を介さずClqに結合するCIC様物質が存在するので，測定の際には非働化Clq

をブランクとして使用する必要があると思われた。
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9補体の活性化によって出現する補体成分複合体のELISAによる検出

田村昇、伊藤清子、藤田禎三

筑波大学基礎医学系免疫血清

〔はじめに〕

　補体関係の検査として通常行なわれている血清補体価の測定、C3やC4などの補体成分の

タンパク量の測定からは、その正常値に幅があるため、それらの値に大きな変化があった

時のみ、生体内で補体が反応しているといえるに過ぎたい。しかし、もし補体が活性化し

たときに出現する変化のみを捕らえそれを測定することが可能であれば、補体の反応活性

化がごく少なくても、それを検出することが出来るであろう。補体の活性化にともなって

出現する補体成分のフラグメントのみを測定する方法はその一方法であるが、Mayesら

（J．Clin．　Invest．73：160一且70，1984）によって提唱されたC3b，Bb，PあるいはC3b，P複合体

を測定する方法は臨床的にも有用であろう。我々はこの方法の妥当性を確かめるとともに、

classical　pathutayでの補体活性化にともなって出現するC4bとC4一結合蛋白（C4－bp）との複

合体に着目し、その検出法について検討した。

〔材料と方法〕

　1．抗血清

　補体成分に対する抗血清はアフィニティークロマトグラフィーで精製したものを、マウ

スの単クローン性抗体ほlgGとして精製したものを、用いた。

　2．C3b，Bb，PあるいはC3b，P複合体のELISAによる検出法

　Mayesらの方法に準じて行った。5μ8／mlの抗P100μ1をエリザ用プレートS（住友ベーク

ライト）に加え温室で一品放置。1％BSA－PBSで2回洗灘後、同液を加え37℃で1時間加温。

10mM－PBS－O．05％Tweenにて洗灘した後、10mMEDTA　一一PBSで希釈した検体を加え37℃で2時間

反応させた。3回洗潅後、過沃素酸ナトリウムでh。rseradish　peroxidaseを標識した抗C3

を加えて37℃で1時間反応させ、洗灘後基質2，2－azino－di〔3ethylbenzthiazoline

sulph。nic　acid〕を加えて室温で通常30分発色させ、波長405nmで測定した。結果はOD405

またはC3標準曲線に基づいてC3量で表した。　C3標準曲線は、5μg／mlの抗C3をコートした

プレート穴に既知濃度のC3次に標識抗C3と基質を加えて作製した。
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　3．C4b，C4－bp複合体のELISAによる検出法

　C3b，P複合体の検出法にほぼ準じた。一次抗体としては抗C4を20μg／mlで用い、二次抗

体としては2種類の単クローン性抗C4　一bp（TKIとTK5）を混合したものを用い、このあとさら

にh。rseradish　perox董daseを標識したウサギ抗マウスlgG（CapPe1）を反応させた。

〔結果〕

　1．正常ヒト血清とzymosanあるいはウサギ』血球との反応によるC3b，P複合体の形成。

　正常ヒト血清に等量のzymosan　2．5mg／m1、ウサギ血球1×10s／mlあるいは緩衝液を加え、

37℃で加温、経時的にサンプルを取り出し10mM　EDTA－PBSで5倍に希釈し、形成されたC3b，

P複合体をELISAにより測定した。図1に示すように、正常ヒト血清とzymosanあるいはウサ

ギ血球との反応によってできるC3b，P複合体は、約10分でピークに達したあと徐々に滅少。

C3b，P複合体の形成は、ヒト血清そのものを加温した時にもみられた。これらのC3b，P複合

体の形成は、2．5mM　Mg2＋一　10mM　EGTAの存在下でも同様に起きたが、10mM　EDTA存在下では

起きず、またヒト血清の代りにプロパージン、B因子あるいはD因子を除いたRP，　RBあるい

はRD血清を用いた時にも起きなかった。したがって、この方法により検出されるものは、

alternative　pathwayの活性化によりできるC3b，PあるいはC3b，Bb，P複合体である。

　2．正常ヒト血清と会合lgGあるいは感作ヒツジ赤血球との反応によるC4b，C4－bp複合体

の形成。

　図2はヒト血清と会合lgGとの反応により形成されるC4b，C4－bp複合体の推移を示したも

のである。ヒト血清の原液、1／10希釈液あるいは1／100希釈液に5mg／ml、0．5mg／ml、0．05

mg／mlの会合lgGをそれぞれ等量加えて37℃で反応させ、経時的に取り出したサンプルをヒ

ト血清濃度で最終400倍になるように希釈してC4b，C4－bp複合体を測定した。図3はヒト血

清と感作ヒツジ赤血球（EA＞との反応によるC4b，　C4　・一bp複合体の形成を示したものである。

同じように、原液、1／10希釈、1／100希釈ヒト血清に10g　，／ml、108／ml、107！mlのEAを等量

加えて反応させ、ヒト血清濃度で最終400倍になるように希釈して測定した。図2と3にみ

られるように、C4b，C4－bp複合体の形成はヒト血清濃度が薄い程著明であり、かっ一度形

成された複合体はC3b，P複合体の場合と異なり速やかに消失していった。

〔考察〕

　C3b，PあるいはC3b，Bb，P複合体が、プロパージンのもつ安定化作用のため比較的安定な

複合体として血清中に存続し得ることは、予期の通りである。elassical　pathwayの活性
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化により形成されるC4b，C4－bp複合体が、血清濃度の薄い程著明であり、かっ一度形成さ

れたものが速やかに消失されていくのは、血清中の1因子の作用によるものであろう。こ

のことは同時に、プロパージンに相当する因子はclassical　pathwayには存在しないこと

を示すものであろうか。

　　なお現在、腎疾患患者などの血清中にこの二種類の複合体がどの程度に検出できるか、

測定中である。
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10 ELISAによる新しいC3NeF測定法

　　　　清野　仁1）福田和雄？）木下康通？須藤克彦P堀籠郁夫P古山　隆1）

　　　　　1）東北大学　第二内科，　2）山形市立済生館病院　内科

〔はじあに〕　持続性低補体血症を呈する膜性増殖性糸球体腎炎（以下MPGN）におい

ては，C3　nephritic　factor（以下C3　NeF）の存在が病因との関連で注目されている。

C3：NeFは補体alternative　pathwayのC3　convertase（C3b，　Bb）に対する自己抗

体で，IgGであり，　C3b，　Bbを安定化する機能をもつことが知られている。

　これまで，これらの性質を利用したいくつかのC3NeF測定法が報告されているが，今

回われわれは酵素抗体法（EL　I　SA）を用いた新しいC3　NeF測定法として，　C3－Bf－

IgG（C3　NeF）複合体を測定する方法を考案し，既存の方法とも合致する結果を得たので

報告する。

〔対象および方法〕

a）症例はTable　Iに示す如く，東北大学第二内科または関連病院において腎生検を施行

し光顕または電顕においてMPGNと診断し，さらに低CH　50，低C3値および正常C4値

を示す7例を選んだ。電顕上，caseAはMPGN　type皿（dense　deposit　disease）を

示し，1例を除く他の5例はtype　Iまたはtype皿であった。

b）C3　NeF測定に用いる検体は採血後1時間室温放置，1時間氷冷後遠心して得られた

血清または，患者血清よりDEAE　Sephadex　A50にて精製したIgGを用いた。

c）CH50はMayerの方法，　AH　50は家兎赤血球を用いる方法，　C　3，　C4は一次元免疫抗

散法にそれぞれ測定した。

d）C3　conversion能の測定は検体と正常ヒト血清を5mM　Mg－10mM　EGTAまたは，

20mM　EDTA存在下で37℃15分間反応させ，二次元免疫電気泳動法にて行なった。

e）C3b，　Bb　安定化能は患者血清よりDEAE　Sephadex　A50にて分画したIgGを

EAC　4b3bBbに加えて37℃で反応させ，経時的に溶血活性を測定して得た。

f）EL　I　SAによるC3　NeF測定法（Fig．1）

　検体と正常ヒト血清の各200Pt2を5mM　Mg－10mM　EGTAまたは20mM　EDTAの

存在下で37℃，15分間反応させた後，リューマチ因子，free　C3，　free　Bfなどの干渉を

除くたあ，5％PEGの沈殿を得，1　meのPBS－Tween　一　EDTA－BSA緩衝液に溶

解したものをELISAにて測定した。　ELISAは一次抗体としてアフィニティークロマ

トグラフィーで精製した抗ヒトC3抗体または抗ヒトBf抗体を用い，二次抗体としては，

ペルオキシダーゼ標識F（ab’）2一抗ヒトIgG抗体，　F（ab’）2一抗ヒトC3抗体を用いて，

それぞれC3－IgG，Bf－C3，　Bf　一IgG複合体を測定した。各複合体とも高値である場合，
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C3－Bf－IgG複合体が形成されたと判定した。

〔結　果〕

a）既存の方法によるC3　NeFの確認

　Fig．2は7人の症例の中でも特に著明な低補体血症を示したcase　AおよびBについて，

二次元免疫電気泳動法にてC3　conv％on能をみたものである。　case　AではMg－EGTA

存在下で著明なconversionが認められたが，　Bでは軽度に過ぎなかった。　EDTA存在

下では両者ともconversionは認められていない。　case　C～GもBと同様の結果であった。

　次にFig．3はEAC4b　3b　Bb　に対する患者検体（lgG）の安定化能をみたものである

が，C3　conversion能と同様にcase　Aが著明な安定化能を示したのに対して，　case　B

～Gは，やはり，軽度ないし，中等度の安定化能を示すに過ぎなかった。これらの結果は，

case　Aに多量のC3　NeF　が存在し，また同様に低補体血症を呈する他の症例においては，

少量のC3NeFまたは，　C3　NeF様因子が存在することを示唆するものと考えられた。

b）EL　I　SAによるC3NeF測定法の検討

　Fig．4に患者血清のC3一　Bf　一　lgG複合体の形成能を示した。患者検体の2倍希釈系列と

正常血清をMg　EGTA存在下で反応させることにより，　case　Aではdose　dependent

にBf－C3，　C3－IgG，　Bf－IgGの各複合体が形成された。又，図には示していないが，

case　Aより得られたIgGも同様にMg一　EGTA存在下で各複合体形成能を示した。一

方case　B，Gは極く軽度の複合体形成能が認あられるに過ぎなかった。　case　C～Fも図に

は示していないが，B，　Gと同様の結果であった。検体と正常血清をEDTA存在下で反

応させた場合は，複合体の形成は全く認められなかった。また対照として用いた著明な低

補体血症を呈したSLEより得られた検体および正常ヒト血清より精製したIgGも各複合

体形成能は陰性であった。これらの結果は，補体alternative　pathwayのみが作動する

Mg－EGTA存在下で患者検体中のC3NeF（IgG）と正常ヒト血清中のC3b，　BbがC3

－Bf－IgG複合体を形成することを示すものと考えられた。

〔考　案〕

　caseAより得られた血清は著明なC3　conversion能，　C3b，　Bb安定化能とともに，

dose　dependentにC3一　Bf　一　lgG複合体形成能を示し，C3－Bf－IgG複合体の測定が新

しいC3　NeF測定法であることを示したが，　C3NeF（IgG）がC3b，　Bbに対する自己抗体

であること，またEDTA存在下では形成されず，　alternative　pathway　のみが作動す

るMg　EGTA存在下においてはじあて複合体が形成されること，さらに患者血清のIgG

分画に同様の活性があることなどから信頼できるC3NeF測定法であると考えられる。は

じめ，われわれは，患者血中に既にC3－Bf－IgG複合体が存在するものと考え，直接，

検体をEL　I　SAにて測定したが，　Bf－C3，　C3－IgG，　Bf－IgGのいずれの複合体も認め

られなかった。これは，患者血清中のC3が著明な低値であるため複合体が存在しても微量
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であるか，あるいは形成された複合体は処理されるか組織に沈着する為ではないかと考え

られた。

　case　B～GはAと同様に低補体血症を呈するMPGN　であるが，複合体形成能だけで

なく，C3　conversion能，C3b，　Bb安定化能も低値であった。これまで，　C3NeFは

MPGNの各typeで認あられるという報告があるが，　case　A（type　ll）でみられた活性

が真のC3NeFで，B～G（type　I　or皿）ではC3NeF様因子あるいは他の補体活性化機

序の存在が考えられた。

Table　1．被検症例のプロフィール

Case Sex Age Onset CH50 AH50 C3 C4 EM

（30－45） （6－12） （50－100） （15－40）

A F 16 7 14．4 2．3 6 40 II

B M 25 24 10．7 2．7 9 28 III ？

C M 16 9 13．2 4．2 6 15 1

D F 13 11 17．8 6．4 24 15 1

E F 12 11 15．1 2．7 13 15 ND

F M 15 11 17．3 4．1 13 17 1

G F 22 18 16．6 3．5 14 13 1

1）　Pretreatment

Sample

NHS

　
t

I
1
1
7
P
l
l
l
1
1
7

　
P

200・1
р堰EMg　EGTA　GVB

200μ1
　　　　　　　　0r　EDTA　GVB

　　む　37　C，　15　min

　add　5％　PEG　3　m1

x2　wash

dissolved　in　1　ml　PBS－Tween－EDTA－BSA

2）　ELISA　（　Sandwitch　assay　）

　Ist　antibody　IInd　antibody

a）　anti－C3　”　Pox－anti－lgG　（C3－lgG）

b）　anti－Bf　．　Pox－anti－C3　（Bf－C3）

c）　anti－Bf　N　Pox－anti－lgG　（Bf－lgG）

　　Fig　l・　ELISAによるC3－Bf－IgG複合体測定法
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F：92　二次元免疫電気泳動によるC3　NeFの測定

　　　　上段はcase　A，下段はcase　B。左はEDTAl右はMg－

　　　　EGTA存在下で反応させたのちに電気泳動を行なった。

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　OD4e2

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　4ee
（望）

　1．eK　30u

Bf－C3

e．s

　
0

　
0

　
　
1

＾
＾
＾

一”．一一一鰯．の・・一騨一．．．・’の

D
E
B
C
F

NHS

3

03一196

1t”）

　　．．一．ゆ＿，．．＿．ゆ一・・一…6一・…・一一騨’一瓢’”。

●・一鱈．・“

B督一lg6

O 10 2e 　30
m雷n．

F193　EAC　4b3bBbの安定fヒ能によるC3　NeFの測定
lee

●，．一一，一一一4一一一一騨

ih2　i／ie　i／s

．一ゆ，＿．．＿．．・e・・一一・…4・の’一’一一一・

1ノ亀　　1／2

Serum　dil，

1

F194　ELISAによるBf－C3　C3一　lgG，　Bf－IgG各複合体形成

　　　　能の測定

　　　　●case　A，OcaseB，口caseG，△SLE

　　　　実線はMg　EGTA存在下，被線はEDTA存在下で反応

　　　　させた。
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11　全身性エリテマトーデス患者血清中の抗補体活性について

　　　　　　　　　　　　（　　第二報　　）

　　　　　　　　　　下山　康、吉田　健三、宮本　昭正

　　　　　　　　　　東京大学医学部物療内科

　　　［はじめに］

　　全身性エリテマトーデス（以下SLE）患者の血清中には各種の自

己抗体特に細胞核成分にたいする抗体が検出される、循環免疫複合体が

検出される、補体が低下する、といった免疫学的異常に関連した特徴が

ある。我々はSLE患者血清中には抗補体活性があり、それは必ずしも

免疫複合体に由来するものではないことを報告してきた。すなわち活動

期SLE患者血清をSephadex　G－200期分画すると、　void　volurneに出

現する19S分画を中心とした部分のほかにアルブミン分画付近にも抗

補体活性が存在し、前者は正常者コントロールでも認められるのに対し、

後者はSLEの血清にしか認められなかった。今回、我々はSLE血清

をPolyethylen　glyco1（PEG）にて分画し抗補体活性を検討すること

により興味ある結果をえたので以下に報告する。

［材料及び方法］

東大病院物療内科に通院または入院の活動期SLE患者17名、各種疾

患コントロール12名、正常者：コントロール10名の血清を検討材料と

した。

PEG（S　i　grna．mean　mo1．w．4000）は燐酸白塗化食塩水（PBS，pH　7，5

）に25％（W／V）に溶解した。

PEGによる分画は血清150μ1、0．IM　EDTA　50μ1、25％PEG　25

μ1　を4℃、60分反応後、2500rpm　10分遠心し、沈さと
上清に分離した。沈さは冷やした2．8％PEG－PBSで2回洗浄後、　PBS　pH

7．2に溶解し、PEG　Iとした。上清の200μ1に25％PEG　200μ
1を加え4℃60分後遠心、沈さを14．O鑑PEG－PBSで2回洗浄しPBS　pH

7，2の1．O　mlに溶解し、　PEG　11とした。この時生じた上清をPEG　11．

1とした。以上より検体血清はPEG　によって

　1、2．8％以下の沈降蛋白

　11、2．8－14．0％の沈降蛋白
　111、14．0％以上の上清蛋白
に分画され、これらについて抗補体活性を検討した：。PEG　11とPEG　111

はあらかじめ56℃30分の処理をして実験にもちいた。

抗補体活性の測定はヒトまたはモルモット血清を補体源としてゼラチン
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加ベロナール緩衡化食塩水（GVB；0．15　mM　Ca，0．5　mM　Mg，pH　7．5）

を緩平押とした。マイクロタイターのひとつのwe11あたりGVB　25

μ1、検体希釈液25μ1、1．8CH50　uの補体25μ1を加えて
37℃30分、騒士、加温し感作ヒツジ赤血球（EA）1x108／ml

を50μ1加えさらに37℃60分反応させた。遠心後、コロナMTP
12マイクロタイター分光光度計にて0．D．405mμを測定、蒸留
水で溶血させたものより機械溶血を引いたものを100％として％溶血

を計算した。抗補体活性は検体を加えない補体のみの溶血％に対する阻

止率％であらわした。

　［結果］

　PEG　l（く2．8％）による沈降物の抗補体活性は正常者群　20．0土4．9

（mean土S．E、以下同じ）、SLE群　54．5t6．1、疾患コントロール群

　39．7土6．7でSLE群が高く、次に疾患コントロール群、正常者群の順

序であった。正常者上限より高い活性を示した者はSLE群で55．5％、

疾患コントロール群で16．7％であった。疾患コントロール群で正常者上

限より高い活性を示したものはRA及びHANEのそれぞれ1例ずつで
あった（　　図　1　）。次に2．8％PEGによる沈降物の量：を変えて活

性変化をみると、量を増加させるにしたがって活性は増した（　図

2　）。原血清からの希釈で比較すると、SLE群、疾患コントーロル

群、正常者群の順に抗補体活性の高低が認められこの傾向はすべての希

釈においてかわらなかった。

　PEG　11（2．8－14．O％）分画ではSLE群、疾患コントーロル群、正

常者群のいずれも抗補体活性を示さなかった（　　図　3　）。

　PEG　111（14％＜）分画ではSLE群、疾患コントーロル群、正常

者群の順に活性が高かった（　　図　4　）。PEG川の量を変えて活

性変化をみると図5のごとくなり検体の高濃度では三群に差がなくなり、

また低濃度でも急勾配で差がなくなった。すなわち、検体濃度のせまい

範囲SLE群に特異的な抗補体活性をみとめた。

　SLE患者の一例についてPEG　111分画をSephadex　G－200でゲル

ろ過して抗補体活性を検討した（　　図　6　）。おもにAlbumin　よ

り前に溶出されるものとあとに溶出されるものの二つにわかれ、この結

果は前回PEG　によって分画しないで血清をゲルろ過した結果に一致し
た。

［考察及び結論］

　一般に自己免疫疾患の液性免疫の異常として、自己抗体の出現、免疫

複合体の検出等が問題とされることが多い。これらの変化は多クローン
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性Bリンパ球の活性化、サプレッサーTリンパ球の機能低下、マクロフ

ァージ機能の異常等、細胞性免疫の異常によってもたらされると考えら

れる。SLEや一部の自己免疫疾患にみられる補体異常は、一応、液性

免疫の変化に由来すると考えるとその変化に相応する物質が循環血に出

現する可能性がある。この観点からSLE患者血清をSephadex　G。200で

ゲルろ過し、補体に影響を与える分画を検索したところvoid　volumeに

あらわれる高分子分画とalbumin分画付近に活性を認め、このことを咋

年の本シンポジウムで報告した。

　今回、我々はpolyethylen　91yco1（PEG）によって多数例の患者血清

を分画してそれらの補体活性に与える影響を検討した。PEG　I分画では

凝集したlgGとか免疫複合体が沈降するとされているがこの分画の沈降

物に確かに強い抗補体活性を認めた。SLEで特に強い活性を認めるこ

とからこの分画にみられる抗補体活性はおもに免疫複合体であると考え

られる。免疫電気泳動では抗ヒト全血清にたいし4－5本の沈降線を認

め昌gG，lgM，lgA　などが同定された（図省略）。　PEG　11分画では抗補

体活性を認めなかった。この分画にはほとんどのグロブリンがふくまれ

るが特に検体を56℃30分処理しても活性はわずかであった。

PEG　111分前では検体の高濃度では抗補体活性に差がなく非特異的と

考えられた。検体を希釈してゆくとSLEに特異的な抗補体活性を認め

Sephadex　G－200ゲルろ過の結果と考えあわせると分子量3万前後の単

量体及び重合体がこの抗補体活性に関与しているとおもわれた。この物

質のSLE患者血清での増加がいかなる意味をもつのか、正常人に微量

に存在するものが増加してきているのか、免疫異常にともなった現象な

のか、例えばリンパ系組織に感染しているウィルスのゲノムより新taに

翻訳される蛋白なのか、等については今のところ推測の域をでない。今

後、SDS－PAGE，二次元電気泳動、抗体の作製、等を通じてさら

に検索をすすめる予定である。
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12C3NeFとは異なる補体活性因子を認めた持続性低補体

　　膜性増殖性雲譲体腎炎患者の再検討

大井洋之，波多野道信，D．　K．　Peters．

　　日本大学医学部　　第2内科

　　Royal　Post　Graduate　M　edical

　　school，　Hammersmith　Hospital

〔はじめに〕

　我々は第20回補体シンポジウムにおいてC33％C55％と異常低回を呈したMPG

N患者（Type　I）血清中にC3NeFとは異なるalternative　pathway　activat　ing　factor

を見出し報告した。この因子はC3NeFと異なり液相中でC5convertaseを形成する

IgGを含む18～19Sのものである。今回従来使用していた方法とは異なるモルモットR3

を使用した方法でC3NeFの有無を再検討したところ，IgG　fraction中にC3NeF活

性を検出することが出来た。そこでこのC3　NeFは他症例のC3NeFと性質を異にす

るのか，又C3NeFとともにやはり19　Sの補体活性因子が存在するかどうかを明らかに

する目的で検討を加えた。

〔方法〕

　C3NeFIgGはDEAE　ion　exChange　chromatographyとCM　celluloseにより純
　　　　　　　　　　　　　　　　ロ化した。C3　activatorの測定は：SampleとNHSを37℃30分反応後Two　dimentio－

nal　I　FによりC3の　conversionの面積を全体に対する％で表わした。補体成分の純

化B．D．　C　2．　C　3．　H．1．及びgp　C　I　C　2はP．　J．Lachmannの方法により純化し

た。従来のC3NeF　assayで使用したEAC4b3bはgpClgpC2　EDTANHS

とhuman　C3により作製した。今回使用したEAC4bgp　3b　huはLachmannの方

法に順じgpR3とEAを37℃5分反応しEAC　14b2aを作製しhum　an　C　3’を37℃15

分反応させ後EDTA中でdecayさせ1％のcellとした。C3はChloramin　T　method

により1125をラベルした。ラベルしたC3はマーカーとしてNHSを加えC3のcon－

versionを行いC3とC3cの部位を切り出しCountし．　C　31125が失活化していないこ

とを確かめた。

〔結果〕

　従来の方法により作製したEAC4b　3bを使用したC3NeFassayでは陰性であった

が，gpR3を使用したassayではC3Ne：Fを検出することが出来たことよりlimited

numberのC3bBbでは安定化出来ずhigher　numberのC3b　B　b　litic　siteがある

と検出することが出来る可能性を考えた。そこでgpR　3より作製したEAC　4b　3b　を
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使用しC3：NeFのone　step　assayとtwo　step　assayを行ってみた。　one　step　ass－

ayはEAC　4b　3bとB．D．Mg．　Sampleと同時に反応させその後EDTAを加え反応後

C－EDTAを加えて60分後1ysisをみた。　Two　step　assayはEAC4b　3b．　B．　D．

Mgと反応させ5分後EDTAとともにsampleを加え反応後C－EDTAを加えて反応

させlysisの程度をみた。

C3NeFではone　step　assay及びtwo　step　assayで差を認めなかったが，　MG（患者）

・IgGでは明らかなC3b　Bb安定化能に差を認めた。（Table　1．）Two　step　assay

でfactor　Bをdilutionしてみると高濃度のfactor・BではC3Ne：F．　M　GIgG

はともに100％lysisを示すがMGIgGは1／16ですでにlysisの低下を示した。（FigI）

患者IgGfraction中にはC3NeFとともに18～19sの補体活性因子が存在することを

確かめる為にIgG　fractionが液相中でC3を活性化する能力とce11上のC3bBbの安定

化能が一致するかどうかを検討した。MGIgGのC3bBb安定化能及びC3conversion

の値を1として他のC3NeFIgGの値を出しそれぞれのRatio値をと1るとC3：NeFはそ

れぞれ約2倍となり，MGIgG中にはやはりC3NeF以外に他の活性因子の存在が考えら

れた。（Table　2）．

C3NeFIgGはC3の存在なしにB．D．Mg・と37℃5分反応し後純化したC3とEDTAを同

時に加えてもC3のconversionはおこらないがMGIgGはC3の存在なしでもC3とEDT

Aを加えた後反応するとC3のcQnversionを認めた。（Table　3）　G200で患者　IgG，

fractionを各fractionに分けたものについて検討してみると7s　peakにC3bBb安定

化能を認めた。又exclusion　peakにおいてTable　3と同様B．　D．Mgと反応後C3

とEDTAを加え反応するとC3のconversionを認めた。（Table　4）．　C　31125はB．

D．Mg　MGIgGと反応後saclose　density　gradientで検討するとcontrolに比較し

明らかなshiftを認めた。（Fig　2）

〔まとめ〕

　C3とC5の異常低吟を示したMPGN患者血清中にはC3NeFとIgGを含む18～19s

の因子が存在することがわかった。従来のassayでC3NeFを検出することが出来なか

ったのはone　step　assayでは明らかに安定化するがtwo　step　assapでは弱いことや

Bの濃度を上げることより明らかに検出出来ることよりこの患者C3NeFは他のC3

NeFと比較しC3b　Bbに対するaffinityやavidityが異なっている可能性が考えられた。

他の実験成績より患者IgG　fraction中にはC3NeFとともに18～19sの補体活性因子

が存在すると思われた。
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Taよ）le．1

Sample

C3bBb　Stabilization　：　Lysis　after　60　mins　decay

One　step　assay Two　step　assay

C3　conversion

Sample　＋　EGTA　Mg　NHS
37e　x　30　mins

C3　NeF　lgG

M6　lgG

NHS　lgG

951

S5暑

2S＄

100呈

21Z

11＄

100審

95亀

　O審

Table．2

Samp置e

　　　　　　　　　Relative　Potency　（MG　＝　1）

a）　C3bBb　stabilization　b）　C3conversion

Ratio
‘a／b⊃

MG　lgG

C3　NeFl

C3　NeF2

1

3．9

8．　9

1

2．26

5．28

1

1．72

1．68

Taユ）le．3

Reaction　Mixture
　　　　　（370C　5　min）

C3　conversion

B，．Mg“’ 堰@MG　IgG

B，D，Mg“’D　MG　lgG

　　　　　　　　十十
　　　　　　　　　　．H，1，　MG　lgGB，D，Mg

　　　　　　十十
　　　　　　　　　　C3　NeF　lgGB，　Mg

　　　　　　　　十十

B，D，Mg　　　　　　　　　　　　C3　NeF　lgG

add
C3　EDTA
370　x　30　mins

10暑

60－SO篭

10暑

5号

5号

Table．4

Fractions　from　G　200　fractionation　（mol．　weight）

Assay
　＞250，　OOO

exclusion　peak
200－250，　OOO

1　35一・200，　OOO

　　　　　　　　　　　90－135，000
7S　peak

C3bBb　stabilization

C3　conversion
in　NHS

formation　os　C　3

convertase　with　B，
D　in　absence　of　C3：

C3　conversion

35｝

25亀

20審

O審

十

60篭

Ol

O審

O亀
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13膠原病における免疫複合体
　　可溶化現象の検討

　　　　　　　　　　　　九州大学生体防御医学研究所　　内科

　　　　　　　　　　　　　　　　　友岡　和久，延永　正

　　　　　　　　　　　　国立福岡中央病院　　第二内科

　　　　　　　　　　　　　　　　　酒井　好古
【はじめに】

　沈降性免疫複合体（沈降性IC）の血清による可溶化現象（complex－

release　activity：CRA）は，MillerおよびN　ussenzuweig，高橋らに

よって補体のもつ新しい生物活性として注目されている．今回，慢性

関節リウマチ（RA），悪性関節リウマチ（MRA）および全身性エリテ

マトーデス（SLE）におけるCRAについて検討したので報告する．
【対象】

　対象は当科入院あるいは外来通院中のRA28例，MRA22例お

よびSLE16例出会った．
【方法】

　CRA測定に際して使用した沈降性ICの抗原は牛血清アルブミン
（BSA：カッペル社）で，これにchloraminT法により　1251を使用し

た．同じく抗体は抗BSA抗体（カッペル社）を使用した．上記沈降性

ICはN　ussenzuweigら，Baatrupらの方法に準じ作成し，CRAを測
定した．

　補体溶血活性は，Mayerら，Kentらの方法を，またAlternative　pat

hwayはPlass－Mills＆Ishizakaの変法によって測定した．　C　4およ

びC3血中濃度は一次元免疫拡散法（MBL社，ハイランド社）によっ

て測定した．血中免疫複合体（CIC）の測定は，Clq一一固相法によっ

て測定し，リウマチ因子（RF）の測定はLFT（ヘキスト社）をレーザ

ー・ lフェロメトリーにて測定した．

【結果】

1）　疾患におけるCRA

　Fig．1に示すごとく，正常人血清cRAは93．7±2．1％であった．

RAにおいては89．0±4．9％，MRAにおいては46．8±22．5％，SLE

においては61．5±30．2％で，3疾患とも正常コントロールに比し有意

の低値を示した．
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2）　疾患におけるCRAと血清補体成分ならびに活性との相関性

　各疾患の血清補体成分および活性は，RAにおいてはCH50（191．
2±57．8　U／ml），AH5　O　（39．4±6．2　U／ml），C4　（47．3±20．8　mg／ml），

C3（115．1±34．1　mg／m1），　MRAにおいてはCH50（139．6±72．O
U／ml），AH　5　O　（27．2±8．2　U／ml），C　4　（30．6±16．5　mg／ml），C　3　（10

0．2±34．9mg／m1），　SLEにおいてはCH50（93．7±46．6　U／ml），A
H　5　0　（18．　2±　9．　9　U／m　1），　C　4　（17．　2±　10．　7mg／m　1）　，　C　3　（59．　6±　13．　5mg

／m1）であった（Table　l）．

　CRAとの相関性では，RAにおいてCH50，C4，C3，との間に
それぞれP〈0．05と有意の相関性を認めたが，AH50には相関がなか

　つた．MRAにおいてはCH50，AH50との間に，それぞれp＜0．
01，またC4，C3との間に，それぞれp＜0．05，p＜0．01の有意の相関性

を示した．SLEにおいてはCH50，AH50との間に，それぞれP
＜0．05，P〈0．01，またC4，C3との間に，それぞれP＜0．05の有意の相

関性を認めた（Table　2）．

3）　疾患におけるCRAとCICとの相関性
　各疾患のCICは，RAにおいて2．4±2．7μg／m1，MRAにおいて

11．5±14．6μg／m1，SLEにおいて3．9±3．9μg／mlであった．CRAと

各CICの相関性は，RAにおいてp＜0．05，MRAにおいてp＜0．01，

sLEにおいてp＜o．05の有意の相関性が認められた（Fig．2）．

4）　RAおよびMRAにおけるCRAに対するRFの影響
　RAおよびMRA症例を以下のごとく分類した．．

A群：

B群：

C群：

D群：

LFT　ll；　5　O　O　1　U／ml，CH5　O　Ili　1　5　O　U／ml

LFT〈5001U／ml，CHsO〈150U／ml
LFT　；li　5001U／ml，CHsO〈150U／ml

LFT〈5001U／ml，CHsO〈150U／ml
　その結果，A群におけるCRA67．9±23．7％（n＝10）、B群におけるC

RA87．9±6．8％（n＝25），C群におけるCRA28．6±18．7％（n＝8），D

群におけるCRA52．2±30．8％（n＝7）であった．

【結語】

今回我々は，RA，MRA，SLEにおけるCRAを検索し，補体活性

および成分との関係を検討した．またCRAとCICならびにLFT
との関係についても検討した．
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Table　1　Cornplernent　activity　and

　　　　　cornponents　in　RA，MRA・，．and　SLE

　　　　　　　　R　　A

　　　　　　　　　（28）

CH50（U／ml）　191．2±57．8

ご4（mq／m1）4つ．3士20．8

C3（㎡hg／ml）　115●1＝士35．1

AH50（U／ml）　39．4±6．2

　M　RA
　　（22）

139．6±72．0

30．6±16．5

100．2t34．9

27．2±22．8

S工」E

　（16）

93．7±46．6

17．2±10．7

59●6士13．5

18．2士9．9

一54一



（t）

100

50

　　
・…ii・1 の1きiぎ甚．　’K

　　．　　　　　　　o●賜　　　　　　　　　　　．

　　噛
　　　　　　　：e
　　　　　　　　　　　　　．　　　　　　　翫
　　　　　　　．

　
　
　
　
　
●
σ

●
●
・
o
曳
の
●

●

●
・
3
●

Mean
S．D．

　Cont　RA　MRA　SLE
　（11）　（28）　（22）　（16）

　93．7　89．0　46．B　61．5

　　2．1　4．9　22．5　30．2

　　　　　（赫：：P＜0．05・　讐妻；p＜0・01），

Complex－release　activity

in’RA，MRA　and　SLE

CH50

　C4

　C3

AH50

Table　2　Relation　between　CRA

　　　　　　　and　compler”ent　activity

　　　　　　inRAtMRA　and　S工、E

Fig．　1

R　　A　M　RA

　（28）　（22）

0●601費★　0・756★曹

O．411t　O．704tt

Oの277　　　0璽517★

O．171　O．547t

　　　　　　　｛t：p〈o．05

S　Z，　E

　（16）

O．367

0．607t

O．517t

O．571tt

　tt：p〈O．Ol）

（1）

100

C
R
A

o

1

RtA

r＝一〇．439

p〈O．05

傷）

100

　c

　R

　A

o，

C　I　C

●

「
G
・
．
騨
。
嘩

M　RA

　r＝一〇．s4s

　pく0，01

　　　t

．

　一一

　　．．

｛亀）

．

100

C
R
A

o

O

●

　
●
●

1
一
●

．

．

　．

●
●

　40
（　ptglrn1）

　S　五　E

r＝一〇．493

P〈O．05

c　：　c
　40
（“g／ml）

Fig．　2

　　Relation　between
　CRA　and　CrC　i，in　RA，

　MRA　and　SLE．

C　：　C　40
　　　　　　　｛”cr．1in1）

一一 T5一



14 実験的免疫複合体腎炎における免疫

複合体の可溶化能の検討

天野哲基，馬越由仲，桑島紀夫

山村昌弘，太田善介

岡山大学第三内科

〔目　的〕

　補体による免疫複合体（IC）の可溶化はin　vitroの現象として発見されたものであり

in　vivoにおける意義は不明である。しかし，日常，全身性エリテマトーデス（SLE）の

腎病変を観察していると，ICの可溶化能が早期に回復する症例においては，予想以上に

腎糸球体のICが消失している事が認められる為，我々はICの補体による可溶化現象が

in　vivoでも起っている可能性があると報告してきた。今回，この点を更に明らかにする

為に実験的IC病変であるacute　serum　sic㎞ess（ASS）及びchronic　serum　sic㎞ess

（CSS）を作成した後に一群はCVFにより補体によるICの可溶化能を低下させ，他群

はTurpentine　oi1で可溶化能を上昇させ，経時的に腎生検を施行して，腎局所における

ICの消長を観察した。

〔方　法〕

　ASSは図1の如くウサギに一4dayにBSA3㎎とFCAで免疫後，　OdayにBSA

500　n9／如を静注し，血中からBSAが消失し，抗BSA抗体が出現する10day前後に腎

生検を施行し，Ag（BSA），　Ab（ウサギIgG），　C　3（ウサギC3）を蛍光抗体法で染色し

た。糸球体にICを証明しえたウサギの内，一群にはCVF（Cordis）500unit／rabbit／

w，i．p．，他群にはTurpentine　o　il　2ndra　bbi　t／w；i．　m．を注射し，1週間毎に腎生検を続

けた。Ag，　Ab，　C　3の沈着の程度は蛍光顕微鏡下で陰性，±，＋，卦と判定し，それぞれ

をO，　1，2，3と表示した。ウサギの補体価はEA1×108の50％溶血法で求め，二値（一4day）

の百回忌で表した。ウサギのICの可溶化能（CRA）はヒトの場合よりかなり低値の為，

我々のPO活性を利用する方法では血清による阻害を受ける為，3HをラベルしたPO－IC

を利用して測定し，補体価同様，前値の百分率で表した。

　CSSは図2の如くAriszの方法でFisher雌ラットにBSAを免疫しつづけると腎炎

が作成されたものは80day前後で蛋白尿が出現してくる。この時期に腎生検を施行すると

糸球体に均一にAg（BSA），　Ab（ラットIgG），　C3（ラットC3）が証明される。腎炎が出来た

後，BSA静注を止め，1週間放置後，　CVF50unit／rat／w，　i．　p．を続ける群と無処置

群を分け，3週間後より，毎週6週間後迄，腎生検を施行した。　（腎生検と採血の為，大

部分は死亡する為，同一ラットの腎生検は施行していない。）
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〔結　果〕

　L　ASS　rabbit

　BSA　500㎎／kgを投与したウサギ19羽の内，　Ag，　Ab，　C3のいずれかが証明されたも

のは13羽，陰性2羽，死亡4羽であった。陽性例の内訳は（Ag＋Ab＋C3）が9羽，（Ag＋

C3）が1羽，　C　3のみが3羽であり，　Ag陽性の計10羽をIC陽性と判定し，　Agの沈着

か同程度となるよう5羽づっ2群に分けた。

　　1）ASS　rabbitのCH50とCRA

　ASS　rabbitのCH50はASSの形成と共に低下し，第1回目の腎生検後，　Turpenti－

ne　oil注射群では急速に即値以上に回復した。　CVF群はTurpentine　oil群より低下す

る傾向は認められるが有意な低下は21dayのみであり，28　dayではCVFの効果は認めら

れなかった。（図3）無処理で腎生検のみを行った場合もTurpent　ine　o　i　l群と同様の補体

価の回復が認められるが，これは腎生検及びその後の炎症によるものと考えられた。CRA

もCH50と同様の傾向を示したが，　CH50の場合と異りCVF群では14dayと21　dayで明

らかな低下が認められ，28dayでは上昇した。

　　2）ASS　rabbitのICの消長

　ASS　rabbitのTurpentine　oi1群とCVF群の腎糸球体上のAg，　Ab，　C　3の消長を

scoreの平均値で表すと図4の如くなる。即ち，第1回目の腎生検ではTurpentine　oil

群のAg　1．8，　Ab　1．6，　C　32．2に対し，　C　V　F群のAg　2．0，　Ab　1．6，　C　32．0とほぼ同様で

あるがTurpentine　oil群のAg，　Abはその後，それぞれ3週間後，1週間後には消失す

る。しかしCVF群ではAgは3週間後も1．0であり，　Abは2週間後で0．8であった。又，

C3は共に3週間後も陽性であるがTurpentine　oil群1．0に比してCVF群は2．3と高値

であった。

　ll．　C　S　S　rat

　図2の如く，CSS　ratのCH50はCVF投与により2週間後では低下するがその後は

CVFの効果は認あられなかった。　CSS　ratの腎糸球体上のICは無処理群ではAgが

3週間以後では殆んど陰性となり，C3は（±），　Abは仕）～（＋）と消失傾向であるのに比し，

CVF群ではAg，　Ab，　C3共（＋）～（＋）で持続した。尚，正常ラットにCVFを投与した場合

は腎糸球へのAb，　C　3の沈着は認められなかった。

〔考　察〕

　ASS　rabbitはBSAの投与量を従来の方法の倍量である500㎎／吻で作成したが，そ

れでも生検腎へのBSAの沈着は少量でありIgの消長の判定はやや困難であったが，

CVF投与によりCH50やCRAが低下した群ではICの沈着が持続している傾向が認めら

れた。ASS　rabbitに比してCSS　ratのICの沈着は明瞭で観察には適しているが，腎

生検等で大部分が死亡するので，同一個体におけるICの消長を観察する事が出来ないと
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いう難点がある。しかし，CSS　ratはASS　rabbit程個体差がないと考えられるので，

CSSにおいてもASS同様にCVF群のICの沈着が持続する傾向があるといえる。今

回の検討ではICの消長を主として抗原であるBSAを対象として行6たが，これは

CVFの補体系以外への影響により抗体や補体が局所に沈着する可能性を除外する為であ

り，血中に抗原であるBSAが消失した時点でCVFを投与して，　BSAの沈着の持続を

認めた事はCVF投与後に新たにBSAが沈着してきたものでないと考えられる。　CVF

は生体内では補体系以外に，網内山機能や凝固，線溶系等にも関与するので明らかな結論

を出すのは尚早であるが，今回の結果はCVFが補体系を低下させ，その結果局所に沈着

したICの除去が遅延したと理解される。しかし，これら実験的腎炎におけるICの沈着

部位が直接，補体系が働きうる腎糸球体の内皮側でなく，上皮側であるという所見は，こ

の研究の発端となったSLE症例におけるICの消失が主として内皮側であるという所見

と矛盾する訳であり，もし，これらのICが補体系により可溶化されるとすればどの様な

機序で行われるかも含めて今後検討する必要がある。
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15tH一一NMRによる補体系第三成分の高次構造についての研究

武藤　裕，＊福元裕二，荒田洋治

東大　理，＊帝人　生医研

［はじめに］

補体系は、生体内で、異物の排除に重要な役割を果たしている、液性免疫系であ

り、補体系第3成分であるC3は、その中でも中心的な役割を果たしている。　C　3

は、分子量約18万の血清糖たんぱく質で、分子量11万6千のα鎖と分子量7万

のβ鎖から構成されている。C3の活性化では、まずC3転換酵素によりα鎖のN

末端から77残基で構成されるC3a部分が、限定加水分解を受ける．これにより

（1）残りのC3b部分に高次構造の変化が起こり、分子内に存在するチオールエ

ステル結合が、反応性の高い状態に移行し、（2）エステル交換反応により、異物

と共有結合で結合する。C3をメチルアミンなどの求核試薬で処理することにより、

チオールエステル結合を切断しても、C3分子は、　C　3　a部分を残したまま同じよ

うな構造変化を起こすことが知られている。しかし、この場合の構造変化は、きわ

めてゆっくりしたものである（50mMメチルアミン存在下、37●Cで構造変化

の半減期＝520min）　［11．このような事実から、c3a部分の。3分子中
における高次構造上の位置づけを行うことは、興昧深い問題である。

　また、C3a自身もアナフィラトキシン活性を持ちその水溶液中での構造と生理

活性の相関に興味が持たれている。我々は、このような問題に対し、1H－NMRカt

有効な手段になるものと考え、ヒトC3及び、ヒトC3aのC末端のArg77を
欠いたC3a　des－Argについて種々の測定を行った。今回は特にC3aとC3bの接

続部分について議論したい．

　［方法］

　ヒトC3の精製は、　P　l　a　s　m　aを材料とし、　Heparin－Sepharoseを用いる長沢

らの方法［2］に準じて行った．精製中のC3とC5の分離は、溶血活性の測定に

より確認し、精製したC3については免疫電気泳動及び、　SDS－PAGEにより

純度の確認を行った。ヒトC3は、　Toyo－ultrafilterを用いて、限外ろ過を繰り返

すことで不純物を除く。このあと、Toyo－microultrafilterを用いて、適当なイオ

ン強度を持つ重水のリン酸緩衝液により重水置換を行った。ヒト　C3a　des－Argは、

H：Ugliらの方法［3］に準じて精製したものを用い、凍結乾燥により重水置換

を行った。IH－NMR測定は、250　Cで行い、Bruker社製400MHz
，H：一NMRの装置を用いた。また、　pH値は、23●Cで測定した。

　　［結果］

＜1＞アミノ酸76残基からなるC3ades－Argのスペクトルには、　Fig．1に示

すように分離したシグナルが、いくつも見られる。これらのシグナルのアミノ酸残

基ごとのグループ分けを行うため（1）pH：滴定　，（2）decoupling
，（3）過酸化水素によるMetの酸化を試みた。　（1），（2）より2個の

His，2個のTyr，4個のAla，3個のThrに由来する特徴あるシグナル
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を、（3）により3個のMet　一一sメチルのシグナルを確認できた・

＜2＞　次に、これらのグループ分けをもとにシグナルの帰属を行ったが、今回は

特にC3aとC3bの接続部分についての情報を得るため、　C3a　des一Argにカルポ

キシペプチダーゼYを作用させ、そのスペクトルの経時変化を追跡した・試料の

C3a　des－Argに重量比にして1／2000のカルボキシペプチダーゼYを加え、．

pH6．5，25・Cの条件で反応を行った。この実験の解釈のためF　’ig・2に

は、ヒトC3aの一次配列を示す【4］。
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と36分後、Dは360分後と90分後の差スペクトルである。これらの差スペク

トルから、BではAla－76，：Leu－75、CではGly－74、Dでは
：Leu－73が切断されているのがわかる．同時にこの結果から、Ala－76，

Gly－74，Leu－75，73に由来するシグナルについて帰属をつけること
ができた．

　ヒ．F　C3ades一一Argには2個のHis（H：is－72，67）があるが、そのC2

一一vロトンはカルボキシペプチダ一穂Yの反応が進行するにつれ、Fig．4のよ

うな経時変化を示した．これによるとpeakaは、　GIy－74（1～3φ変化），

：Leu－73（3～5の変化）が切断されるごとにpeak　A，peak　A’へとシフトして

最後にアミノ酸のH：isとして切りだされているのがわかる（peakA”）．これに

対し、peak　bは5の段階まで、その化学シフトに変化が表れなかった．このことか

らpeakaがHis－72に、　peakbがHis－67に由来することがわかった。

　次にAlaのβメチルプロトンシグナルの変化をFig．5に差スペクトルで示

した。（b）は、Ala－76，：Leu－75が切断されていくところで、先程示

したように、Ala－76がアミノ酸として切りだされている。この時、同時に

Ala－bがAla－Bにシフトしているのがわかる．　（c）はGly－74、
（d）はLeu－73が切断されるところに対応しているが、これによりAla－

cがAla－Cに、Ala－BがAla－B’にシフトしている。これに対し、

Ala－d（pH　6．5ではAla－bと重なっている）は、Ala－76，
70が切断され、Ala－68がC末端に露出するまで反応が進んでもシフトを起

こさなかった．このことからAla－dは、Ala－48であることがわかる。
　カルボキシペプチダーゼYによる分解は、以上述べたシグナルの帰属のほかに、

このC末端部分の水溶液中での構造についていくつかの知見をあたえる。Leu－

75やGly一一74の切断により4，5残基も離れたAla－70，68にシフト
が生じるのは、このGly－74からAla－68の部分に規則的な構造があるこ

とを示唆している。また、HuberらのX練結晶解析［3］の実験からC3aに

は、Tyr－15からTyr－59までで構成されるrigidなcoreの存在が確かめ
られている．Leu－73までの切断では一次構造上つながった数残基先のアミノ

酸のNMRシグナルにしか影響が表れないことから、このAla－76からLeu
－73の部分はcoreから突きでた位置にあるものと考えられる。

＜3＞ヒトC3のH－NMRスペクトル
　ヒトC3のH一一一NMRスペクトルの芳香環プロトン領域をFig．6に示す。こ

こで示されるように2個のHis　C2プロトン由来のシグナルが観察できる。

　600mM　NaC1存在下で重量比にして1／100のtrypsinを加えるこ
の2個のシグナルに代わって、2個の鋭いシグナルを観察することができる　　（

Fig．6）。これはC3a部分にあるHis－72とHis－67に由来するシ
グナルであり、このことからC3で観察されるHisのシグナルは、C3a部分に

存在する且isのものであると考えられる。

　4　O　O・mMNaC1存在下でpH滴定を行ったところpeak　1のみがpH5．5から

8．5の間で観察でき、peak　2は、　p　H　6．0から7．0の間では広幅化のため観
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察できなかった。このpH滴定の結果を、C3ades－ArgのHisのpH滴定曲練と

あわせてFig．7に示す．peak1のHis（以下、　His一（1）と略）は、　P：Ka

＝6．52で1imiting　shift＝　8．60，7．66ppmであった．これは、
IgG1分子中のヒンジ領域に存在するHisのものとほほ一致する。このことは

His一（1）が、溶媒中に露出し、そのイミダゾール環が比較的自由に運動できるこ

とを示している．また、trypsinによる切断実験によってH：is一（1）は、

C3a中のHis－72に対応すると考えられるが、この場合切断前後で化学シフ

トに変化がないこと及び、両者のpH滴定曲練が、一・致することからこのHis－

72の存在する領域は、C3中でも同じ環境にあるものと考えられる。
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［まとめ］

　C3a　des－ArgについてカルボキシペブチダーゼYを用いることにより、C末端数

残基の帰属を確定した。また、C3ades－ArgのC末端部分（Ala－76から

：Leu－73までの部分）が、水溶液中でもcoreと呼ばれる部分から突き出て、あ

る規則的な構造をとっていることがわかった。C3で観察された2個のH：isの

pH滴定曲線は、　C3a　des－Argの対応するものとほほ一致しているので、　C　3中で

もこの部分は、C3a　des－Arg中と同じ状態にあると考えられる。また、この2個の

：H：isのある部分は、C3中で溶媒に露出し、特にHis－72のイミダゾール環

は、比較的自由に運動できる状態にあると考えられる．
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16c4年分子中の。2・c4bp結合部位の解析

長沢滋治、市原千嘉≠≧小山次郎

北大　薬学部、OJ芯用生化学研究所

　［目的］　古典的経路のC3　conver七ase（C3ase）はC4とC2から活性化

されるが、この反応はDc4→c4a＋c4b、ii）c4b＋c2→c4b，2、iii）

（114b，2→C4b．2a＋C2bの3段階からなる。　Dの反応でC4α鎖がClsによ

り切断されると、C4b分子上に異物結合性の不安定結合部位のほかに、　C2

とC4bpに対する結合部位も形成される。このうち、不安定結合部位は、チ

オエステル結合をした活性型グルタミン酸残基であることが証明されてい

るが、C2およびC4bp結合部位の位置、構造、相互関係等については明らか

でない。また、　C2a結合部位とC2結合部位の異同についても分かっていな

い。

　今回、我々はC4b分子上のC2およびC4bp結合部位に関する知見を得るこ

とを目的に、種々のC4bフラグメントとC2、　C2a、　C2b、　C4bpおよび単ク

ローン性抗（〕4b抗体との反応性を検討したので報告する。

　［材料と方法］　補体成分はヒト血漿から既報の方法により精製したも

のを用いた。C4b’（C4bの分解反応中間体）、　C4c、　1＝4dはC4bと1／C4bpの

反応液をdisc　PAGEにかけることにより分離した（図1参照）。　c4bのα

一β四体は、C4bを変性剤非存在下でDTTで部分還元したのちdisc　PAGE

にかけることにより分離した。

　（：4bフラグメントとC2、　C2b、　C4bpの反応性はdisc　PAGEにより、　C2a

との反応性はTSK　G3000SWを用いたHPしCにより解析した。また、　C4bと

C2、　C4bpの反応性に対する単クローン抗体の影響はEAC4bを用いて解析し

た。

　［結果と考察］

　1）　単クローン性抗C4b抗体、

aseの活性化を阻害するほかに、

Ab242とAb463の特異性　　　へb242はく＝3

C3aseの解離失活化を促進した。一方、
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Ab463はC3ase：を安定化（半減期約30分に延長）した。興味深いことに、

へb242はC4b、　C4b’、　C4c、α一β鎖と複合体を形成するが、　native　C4

や還元したα、β、γ鎖とは反応しない（図2）。これは、　Ab242が。4

→C4b変換に伴う高次構造変化により形成されるネオ抗原を認識すること

を示唆している。一方、　Ab463は還元したβ鎖とも反応することからβ鎖

上の特定の一次構造を認識する抗体と考えられる。

　2）C4bフラグメントとC2・C4bとの反応性　　（114b’はC4bと同様にC2と複

合体を形成するが、　C4c、　qdは複合体を形成しない。また、　C4b’をC2、

Clsと反応後、　HPLCにかけると、　C3aseのピークが検出されるが、　C4cや

C4dではC2aとの複合体に相当する新たなピークは検出されなかった。こ

れは、C4bのα鎖は工／C4bpにより2ヶ所で切断をうけるが、第1の切断

（C4b’の生成）が起こってもC2やC2aとの結合部位は保持されているが、

第2の切断（C4cとC4dの生成）が起こるとC2／C2a結合部位が消失すること

を意味している。

　一・方、α一β鎖体は（12と複合体を形成するところがら、C2結合部位はα

一β鎖上に位置していることが分かる。しかし、α一β鎖体をぐ2、　ci　sと

反応後HPLCにかけた場合、α一β一C2aに相当する新たなヒータは検出さ

れなかった。これは、r鎖はC2結合部位には直接関与していないが、　C2a

結合部位の形成には関与している可能性を示唆する。しかし、部分還元に

よるC4bのコンフォメーション変化により、　C2a結合部位が失活した可能

性も否定しえない。

　C4bpはC4b、　C4b’、α一β鎖と複合体を形成するが、　C4cやC4dとは複

合体を形成しない。この結果は、C2のC4bフラグメントに対する結合性と

良く符合した。

　3）C4bとC2・C4bpの結合反応に対する単クローン性抗C4b抗体の影響

　へb242はC4bとC2およびC4bpの結合反応を阻害したが（図3）、C4b，C2

複合体（EAC4b，2）からC2を解離させる活性は示さなかった。一方、　Ab463

はC4bとC2およびC4bpの結合反応には影響を示さなかった。　C2はC2bドメ

インを介してC4bと結合すると考えられているが、　C2bはAb242とC4bの
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結合反応やC4bpとC4bの結合反応を阻害した。これらの結果は、　Ab242に

対するエピトーブはC2（C2b）結合部位およびC4bp結合部位と一部重複して

いること、さらに両結合部位も同一か一部重複している可能性を示唆して

いる。

　Ab463がC4bβ鎖に結合するとC3aseが安定化されるという今回の知見

は、　C3aseの不安定性が従来考えられているように単にC2a分子中のC4b

結合部位の短寿命性によるばかりでなく、　C4b分子上に制御部位（へb463

に対するエピトーブで、　Ab463が結合することにより抑制）が存在し、C3

aseの解離失活現象を速めている可能性を示唆している。また、　Ab463は

C4bpによるC3aseの解離失活化を抑制する活性も示した。このβ鎖上のAb

463に対するエビトープの性質についてさらに検討を進める予定である。

最後に、上記の結果を表1にまとめた。

　Ta：ble　工．　工nteraction　of　C4　derivatives　with　C2　t　C4bp，　and

　rn6noclonal，anti　c4b　antibodies

C2　（C2b）　C2a C4bp　Ab　242　’Ab　463

C4

C4b
e4b，

C4c

C4d
α一デ

鰺

十
十 十

十
十
　
十

十
十
十
十
　
十
十

茸農：i罫野
ciila］　　　　　〔±＝コ．
　　　c4b　trscnv　C4　b’trgs，o（vl
　　　　　　　　　　C3paactor

　　　　　　『穿［ZIUコ田。iiF　Fig．・．　Cユeavaqe。f　C4b　by

　　　　　　竃＝ヨ　　　C3b－C4bp
　　　　　　　　　Ctc　tre9，000J
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and　Ab　242・E，　C4　and　ab　463　（b）A，奴一yl　c。mplex・B，　Ab　242，

c，　Ab　463；　D，　CX　一ys　complex　and　Ab　242；　E，C＞c一一Yg　compZex　and　Ab　463
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17液相中におけるclassical　pathway
　　を介するC3非依存性C5活性化
　　eこつb、て

北村肇，坪井睦美，’永木和義

大阪府立成人病センター研究所第6部

《はじめに》

　私達は昨年の補体シンポジウムで，モルモット赤血球（Egp）の精製した9種の

ヒト補体成分，すなわちC丁蕊，C4，C2，C3，C5，C6，C7，C8およびC9
（C19－C9），による溶血反応について検討した結果，そのメカニズムはC：騰～C6の

反応液中に形成されるC56によるreactive　lysisであることを報告した．今回は
同様の現象がC3非存在下でも起り得ることを示すデータを得たので報告する．

《方法》

　補体はすべて精製したヒト補体成分を用いた．C56もヒト血清から精製した．
抗C3はCappe1社製の抗ヒトC3のF（ab’）2成分あるいは抗モルモットC3の

IgG分画を用いた．抗C4はDAKO社製の抗ヒトC4のIgG分画を，抗C5
および抗C6はCappe1社製の抗ヒトC5および抗ヒトC6を用いた．溶血系は原則
として，oxyC　2（1200eff』ol．／cell），C4（600），C5（800），C6（4
00），およびC7（45）を含む0．2　mlのGGVBに抗C3　0．1　ml，Egp（7．5
×10　7／ml）0．1m1およびCT9（1000）0．1　mlを加え，300C15分間
反応させた後，C8（400）およびC9（1000）を含む0．5鵬1のEDTA・
GGVBを加え，37060分間反応させ，溶血を測定した．
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　EgpはCE－C9exC3によって溶血した．　E　gpを抗ヒトC3あるいは抗モルモッ

トC3で前処理し，抗ヒトC3存在下で反応させた場合も溶血率は低下しなか
った（図1）．

2．Mg＋＋およびCls－CgexC3各成分の必要性

　　　EgpのC石一Cge翼C3による溶血は，　Mg・EGTA・GGVB中では起るが
　　EDTA・GGVB中では起らなかった．また，溶血にはCls－CgexC3の8種の
　成分すべてが必要であった．このことは，用いた反応系にC3bBbやC56

が混在していないことを示す．

3．C5変量による影響
　　　C5以外の成分の量を一定に
　　し，C5を変量すると，溶血は
　　C5に応じて増加し，　dose－

　　response　curve（Z対C5量）
　　は原点を通る直線が得られた

　　（図2）．また，3200
　eff．mo1．／cellのC5を加えて
　　もプラトーに達しなかった．

4．C42変量による影響
　　　C4およびC2以外の成分の
　　量を一定にし，C4とC2を
　　　変量すると，溶血はC4と
　　　C2の量に応じて増加した
　　　（図3）．

5．C3添加の影響
　　上記の反応系において抗C3
　　の代りに精製ヒトC3を変量し
　　て加えると，C3量に応じて溶
　　血は増加した．dose－response

　　curve（Z対C3量）は用いた
　　C5量にかかわらず直線になつ
　　たが，C5量を増すとy軸切片
　　だけでなく直線の傾きも増加し
　　た．

6．CT9，C4．C2，C5および
　　C6反応脳中における溶血活性
　物質の形成
　　　Cτ言，C4，C2，C5および
　　C6を反応させた後，　Egpと

　　C7～C9を加えると溶血した
　　が，Cls，C4，C2，C5，C6
　　およびC7をEgpを加える前に
　　反応させると溶血率は著しく低

　　下した（表1）．このことは

　　C56によるreactive　lysisの
　　反応に類似していた．
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7．溶血活性物質のEgpへの結合段階
　　　Cτヨ，C4，C2，C5，C6とEgpを反応させた後洗灘し，　C　7～C9を加
　　えても溶血しなかったが，Cτ§，　C　4，C2，C5，C6，C7とEgpを反応させ

　　た後洗回し，C8とC9を加えると溶血した（表2）．この点においても
　　C56によるreactive　lysisに類似していた．

8．抗C4，抗C5，および抗C6の影響’
　　　Cls，C4，C2，C5およびC6の反応液に抗C4を反応させた後Egpと
　　C7～C9を加えると溶血したが，抗C4の代りに抗C5あるいは抗C6を用
　　いると溶血しなかった（表3）．以上よりCls，C4，C2，C5およびC6の
　　反応液中にC56が形成されることが示唆された．

《結論および考察》

　以上の実験結果より，EgpはC3非存在下でclassical　pa　thwayを介して溶血し，

そのメカニズムは，Cls，C4，C2，C5およびC6によって形成されたC56が
C7と共にEgpに結合し，　C　8とC9によって溶血する，すなわちC56による
reactive　lysisであると考えられた．このことは，液相中でC3の関与なしに
classical　pa　thwayを介してC5が活性化され得ることを示す．また，私達は第1

9回補体シンポジウム以来C3非依存性免疫溶血反応について報告してきたが，今
回のデータは　そのC5活性化のメカニズムは，　C　42が直接C5に働いて活性化
することをさらに示すものと考えられる．

Ta　b　l　e　1　Generatson　ot　a　iytic　tactor　in　tbe　reaction　nixture

　　　　　　　ot　Cli，　C4，　C2，　C5　and　C6．

haeno　lysis
　（z）

　　　　　　　　　　　ロ　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　
C2・C亀・C5・C6・砺・取P　1塁；・！C7・EIMI1▲！；乙・ノC8・cg　1認・

　　　　　　　　　　C2・C勾・C5・C6・砺弓乙・！取P・C7，咄1iζ・！C8・C9！ま乙・

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　のC2・C4・C5・C6・C7・砺ノ1乙・！EgP・IM・r＾！至；・ノC8・cg　1器・

O．703

o．699

O．191

c面取P・c7・1・DTA　1惣ノ。8・c9！誌

　　　　　　　コ　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　cis；6，ilg・・田▲！蓋；・ノ・7磁・！c8・c9！器・

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　c－s・c7・1・D・・A　1？4・！取・！妻ζ・！c8・cg　1器・

0．岬5

Oe494

o．020
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Table　2 Binding　step　ot　a　IYtic　ractor　generated　in　Cls，

and　C6　to　Kgp．

C4，　C2，　C5

baemolysis
　　（z）

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ロ　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　
C2・C亀，C5・C縮・BgP弓乙・1冒！C6・C71？1・1C8・cg　1ま乙・

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　

C2・C身，C5，C6・clrE・㎏・ノ；乙・！W／　C7！呈；・1C8・cg　1ま乙・

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　

C2凡C5，C6・C7・C恥9Pノ∋乙・ノV／　C8・cg　1諺乙・

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　の　　　　　　　　　　　　
C粥・EgP　1妻；・！V！C71董‘・1C8・cgノ器・

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　

c邸・c7・EgPノ量多1u1c8・c9！ま乙・

o．ooo

O．OIO

e．No

O．012

0．356

Table　3 Bffect　ot　anti－Cn，　anti－C5　or　anti－e6　on　the　generated

lyt　ic　rac　tor　Sn　the　reac　t　ion　mixtur，e　or　Crt，　C4，　C2，

C5　and　C6．

haemolyBis
　　（z）

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　C・・C4・C5・・6・cT百1塁乙・

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　
C2・C亀・C5・C6・訟！鋸・

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　
C2・C4・C5・C6・cT9！≧乙・

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　
C2・C亀・C5・C6・三C51鋸。

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　C・，C亀，C5，C6・cr・／1乙・

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　C2・C亀，C5・C6・三C61量；・

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　
C2・C4・C5・C6・砺！；乙・

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　
11：9P，C7，C8，cg！諺乙・

　　　　　　　　　　
！cii！考乙・

　　　　　　　　　　！三。馬1量；。

　　　　　　　　　　

！薦弓3
　　　　　　　　　　
！5・5！塁；・

　　　　　　　　　　
1cfi　1考乙・

　　　　　　　　　　
1ic6！董‘・

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　
！露9P，C7，C8，cg　1ま乙・

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　！B9・，C7，・8．・g1諺乙・

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　
1E9・，C7，C8，cg　1老乙・

　　　　　　　　　　　　　　　　　　ロ
！BgP，C7．C8，C91老乙・

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　
！EgP，C7，C8，cg　1ま乙、

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　
1BgP，C7，C8，cg　1器・

O．710

0．078

0．403

0．005

0．003

0．003

0．004
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18EAC■42と。’ぢ百の反応について

坪井睦美，北村肇，永木和義

大阪府立成人病センター研究所　第6部

《はじめに》

　私達は第19回及び第20回の補体シンポジウムでC3非依存性の免疫溶血反応
について報告した．その後C3非存在下におけるC5活性化機能及び膜侵襲複合体
形成の機構について解析してきたが，今回，C5－B’　’e　EA　C142の反応に関して

興味あるデータを得たので報告する．

《材料と方法》

　C1～C9の補体成分及びC56は正常ヒト血清（NHS）より精製し，　C6一一
9はモルモット血清より作製した．EAC142はEAとNHSよりTTHA法で
作製したEAC14とoxy化した精製C2を反応させて作製した．微量混在して
いるC3の影響を除くため抗C3としてCappel社の抗ヒトC3のF（a　b’）2成分を
用いた．緩衝液は通常のGVB，GGVBの他に低イオン強度（μ＝0．030）のGG
VBを用いた．

《結果》

1．EAC142へのC5，C6，C7の結合
　　抗C3で前処理したEAC142はC5・uC9によって溶血するが，この時
　　C5を反応させた後洗撒するとC6～C9を加えても溶血しないが，　C　5とC
　　6を加え反応させた後洗灘し，C7～C9を加えると溶血した（図1）．
　一方，EAC1423の場合は，　C5を反応させ洗灘し，　C6～C9を加える
　　と溶血した．以上より，EAC142はEAC1423と異りC5と結合しな
　　いが，C56と結合する可能性が考えられた．

Fi　g．1

an七i－C3　troated

　E鵡1身2

Henolyeis　（Z）　ot

MC　1423 zzC43

O．O　O．5　1．0　O．O　O．5　1．0　O．O　O．5　1．0

C5gC6，C7／C8gcg

C5／v／C6，C7／C8，C9

C5，C6／v／C7／C8，C9

C5，C6，C7／v／C8，C9
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2，EAC142とC56の反応
　　　EACl142あるいはEと精製C56との反応をみたところ，　C56はC7
　　が共存しないとEへ結合しないが，EAC142へはC56だけで結合するこ
　　とが判明した．

3．各種ce11へのC56の結合
　　　E，EA，EAC1，EAC4，EAC14，EAC142および抗C3処理E
　　AC142に一定量のC56を加え反応させた後，洗撫しC7～C9を加え
　溶血をみた（図2）．C56はE，EA，EAC1，EAC4，EAC14には
　結合しないが，EAC142及び抗C3処理EAC142には結合すること
　　が明らかになった．以上よりce11上のC2はC3と同様にC56の
　accceptorであると考えられた．

4．EAC142のC56の結合における条件
　　　EAC142へのC56の結合反応における緩衝液のイオン強度，温度及び
　反応時間について検討した．C56とce11との結合は　EAC142と
　　C56を抗C3存在下で反応させた後洗濱し，　C6－9を加えて測定した．

a）緩衝液のイオン強度：種々のイオン強度のGGVB（μ・0．030～0．150）申に

　　おける反応をみたところ，C56のEAC142への結合は緩衝液のイオン
　　強度‘こよって大きく変わり，イオン強度0．030～0．150の範囲では低
　　イオン強度の方がよく結合した（図3）．

b）温度：40C～37。Cの範囲で反応をみたところ，
　　的であった．

21。C～30。Cが効果

。）時間：EAC142とC9すを混合してから，洗撫までの時間を0分～12
　　0分に変えて反応をみたところ図4に示すように20分～30分でピークを
　示し，30分以上になると溶血は減少した．このことはC56はEAC14
　　2に結合した後decayすると考えられた．

以上より以下の実験ではEAC142とC56との反応は低イオン強度GGV
Bを用い，300C20分とした．
　　　　　　　　　　　　　　　ceZIB，Ci5；6　／vash／　C7　／　C8，Cg

Fig・　2

　　　　　　　　　　　　　　　　　　He1nolysis　（Z）
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5．C56変量による溶血への影響
　　上記の実験条件下でC56を変量すると図5に示すようにC56量に応じて
　溶血は増加し，原点を通る直線（Z対C56量）が得られた．

6。C2変量による溶血への影響
　　　C56をexcessとし，　E　A　C　142上のC2量を変量して溶血をみると，図
　　6に示すようにC2に応じて溶血は増加し，原点を通る直線（Z対C2量）が
　得られた．
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《結論及び考察》

　以上よりC写下はEAC142上のC2に結合し，　C7～C9を加えることによ
って溶血することが判明した．但しC56のce11上のC2への結合力は既に明
らかにされているce11上のC3bに比較すると弱いようである．また以上のこ
ことからC3非依存性の免疫溶血反応，即ちEAC142cellのC5～C9に
よる溶血のメカニズムはce11上のC42がC5をactivateし，液相申で形成さ
れたC56がce11上のC2に結合することによってEAC14256を形成し，
C7～C9によって溶血するものと考えられた．

Fi　g・5
2．0

1．5

（z） leO

O．5

o．o

1　　2 4 8

relative　concentration　of　cis；5

Fig・6

（z）

1．0

O．5

o．o

10 20 30 40 50 60

C2　‘effectl▼e■elecule／ce11⊃
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1g　c4　nephritic　factorで安定化されたclassical　complement　pathway

　　のC3分解酵素に対するC4－binding　Protein及びfactor　Iの作用

伊藤清子、藤田禎三、田村　昇

筑波大学基礎医学系

〔はじめに〕

　Classical　c。mplement　pathwayを制御する因子として、　C4　binding　protein（C4－bp）と

factor　I（1）の2っの蛋白が知られている。これらの蛋白は、　classiea1のC3分解酵素、

C4b，2a複合体に作用して、　C4b，2aからのC2aの解離失活を促進したり、C4b，2aのC4bを分解

したりして、C4か日2a複合体のC3分解由性能を（一）の方向に制御していることが明らかとなっ

ている。

　近年、これらの制御因子とは反対に、C4b，2a複合体の活性を（＋）の方向に制御する因子

が腎炎やSLEの患者血清中に見い出だされ、　F－42あるいはalternative　pathwayのC3　nephr

itio　faetor（C3NeF）に対して、　classical　pathwayのC4　nephritie　faetor（C4NeF）と呼ば

れている（Daha　et　al．1980年、　Halwachs　et　al．1980年、伊藤ら、1981年）。

　これらの因子はいずれもC4b，2a複合体に結合して、そのC3分解活性能を安定化する作用

を示し、C4b，2a複合体に対する自己抗体と考えられている。しかし、これらの因子によっ

て安定化されたC4b，2a複合体、　C4b，2a（NeF）、に対する1やC4－bpの作用に関しては、必ず

しも同一の結果が得られているわけではない。我々が低C3値を示す慢性腎炎患者血清に副

い出だしたC4NeFも、この点では、すでに報告されているものとは異なることが明らかと

なうたので、これらの点について報告する。

〔材料と方法〕

1．C4NeFの精製　慢性腎炎の患者血清中より、QAE－sephadex　A－50、　protein　A－sepharose

4B及びA／FC　一sepharose　4Bカラムを用いて精製した（第18回補体シンポジウム抄録参照）。

得られたC4NeFは、　SDS－PAGEにより分子量が60KのH鎖と25Kのし鎖からなるIgGでしかも、

Ochterlony法等によ「）、H鎖の分子量の大きいlgGのsubclass　IgG　3であっk。さらに、こ

のC4NeFは、　EAC142上及び液相のC3分解酵素に結合して、　C4NeFの量に応じてC4b，2aからの

C2aの解離失活をおさえ、　C4b，2aのC3分解活性能を安定化した。
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2．C4NeF活性の測定　100コのC2　siteをもつEAC142と同量の倍々希釈したC4NeFを含む

sampleを37℃、30分間反応させてから、　C－EDTAを加え、その溶血活性を測定した。溶血活

性はsampleの量に応じて増加したので、　Z＝1を示す希釈倍数をC4NeF活性の1単位として表

した。

〔結果〕

1．EAC1，4b，2a（NeF）に対するC4－bpの影響　C4NeFで安定化したC3分解酵素、　EAC1，4b，2a

（NeF）、に対するC4－bpのC2a解離促進効果を次のように検討した。2コのC2　siteを持つ

EAC1，4b，2a（NeF）を30℃にあたためておいたC4－bpあるいはEDTA－GVB中に加えたあと、経時

的にsampleをとりだして、　C－EDTAを加えて37℃、60分反応させて残うているC4b，2a　site

を測定しk。対照として、EACI，4b，2a（NeF）のかわりにEAC1，4b，2aを用いて、同様にC4－bp

による解離促進効果を検討した。その結果は図1に示すように、C4NeFで安定化されてない

EAC1，4b，2aはC4－bp（8μ8／mDで瞬時にC2aが解離失活されてしまうのに対して、　C4NeFで安

定化したEACI，4b，2aはC4－bp量を320μ9／mlと増やしても、　C2aの解離失活は全くみられな

かった。

2．EACI，4b，2a（NeF）へのC4－bpの結合　C4NeFは、　EACI，4b，2aに作用して、　C4－bpによる

C2aの解離促；進効果を妨げることが明らかとなったので、次はEACI，4b，2a（NeF）にC4－bpが

結合するかどうかを検討した。EAC1，4bにexcessのC2とC4NeFを反応させて、　EACI，4b，2a

（NeF）を作り、このce11を1’25を標識したC4　一bpと37℃、30分反応させて、洗浄後に結合放

射活性を測定した。対照として、EAC1，4b，2a及びEACI，4b，　EAを用いて、同様にI12jC4－bp

と反応させて結合放射活性を測定した。その結果は図2に示すように、EAC1，4b，2a（NeF）、

EACI，4b，2a及びEACI，4bのv・ずれに対しても1125－C4－bpはce11の量に応じて同じように結

合して、Ii25。C4－bpの結合量にはほとんど差は見られなかった。故に、　C4NeFにより安定化

された．EACI，4b，2aに対してC4　一bpによる解離促進効果がみられないのは、　C4－bpが結合しな

いためではないことが明らかとなった。

3．factor　IによるEAC1，4b，2a（NeF）のC4bの分解　C4　一bpはEACI，4b，2aと同様に、　EACI，4b，

2a（NeF）に対しても結合することが明らかとなうたので、　C4bが分解されるかどうかを検討

した。112sを標識したC4を用いてEACl，4bを作製した。このEACI，4bにC2とNeF及びC2のみ

を反応させてEAC1，4b，2a（NeF）とEAC1，4b，2aを作製した。このEACI，4b，2a（NeF）とEAC1，4b，

2aを1単独であるいは1とC4－bpで37℃60分処理した．後、遠心して得られる上清と洗浄した
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cellについてそれぞれ放射活性を測定し、上清に遊離してきた1125－C4bの割合を計算した。

同時にこのce11を2％SDS，6M　Urea，10％91ycero1，10％2MEで可溶化し、この可溶化物

と上清についてSDS－PAGEを行い、　RadioautographyによってC4bの分解の程度を調べた。そ

の結果は表1に示すように、EAC1，4b，2a（NeF）及びEAC1，4b，2aから1単独または1とC4－bpの

作用により同程度の112三C4bが遊離された。　　SDS　一PAGEによる解析でもEAC1，4b，2a（NeF）

及びEAC1，4b，2a上のC4bは1単独または1とC4－bpでC4c（α3，α4，βとγ）とC4d（a2）まで

同程度に分解された。この実験に用いたEACI，4b，2a（NeF）は多数のC4b　siteをもつEAC1，4b

にexcessのC2とC4NeFを作用させて作製したものであるが、このEAC1，4b，2a（NeF）上にはC4

NeFと反応してないC4b　siteあるいはC4b，2a　siteがあり、それが1の作用で分解されて、

このような結果が得られたという可能性は否定しきれない。それ故に次の実験を行っta。

4．EAC1，4blimit，oxy2a（NeF）のC4－bpと1による不活化　約0．8コのC4b，2a　siteを持つ

EAC1，4b，2aを1imitのC4とexeessのoxyC2をEAC1に順次反応させて作製した。このEAC1，4b

！imit，oxy2aに50unitのC4NeFを作用させてEACI，4blimit，oxy2a（NeF）を作製した。この

cellをC4－bp単独、1単独あるいはC4－bpと1とで37℃，30分処理し、洗浄後C－EDTAを加えて

37℃，60分反応させてその溶血活性を測定した。対照として、EAC1，4blimit，oxy2aを用い

て同様に処理してから溶血活性を測定した。その結果は表2に示した。EACI，4blimit，oxy2a

（NeF）はC4－bp単独では全く影響をうけないが、1とC4－bp及び1単独でC3－C9との歯噛性が阻

害された。対照として用いたEAC1，4blimit，oxy2aはC4－bp単独でもその反応性が阻害され

た。

〔考察〕

　我々が慢性腎炎の患者より得たC4NeFはC4b，2a複合体と結合してその解離失活を阻止す

るばかりでなく、C4－bpによる解離失活促進作用からもC4b，2a複合体を守ることが明らか

となった。この点はDahaら及びGigliらが報告したC4NeFの作用と同じである。ところが、

C4NeFで安定化されたC4b，2a複合体、　C4b，2a（NeF）、に対するC4－bpや1の作用は表3にまと

みたように異なっていた。これはおそらく我々のC4NeFがC4b，2aの複合体を認識する部位

がこれまで報告されてきたC4NeFのそれらと異なるためか、あるいはアフニティーの違い

によるものと考えられる。

〔参考文献〕

1．　M．R．　Daha　and　L．A．van　Es，　J．　lmmunology　125：2051，　1980

2．　1．Gigli　et　al．　J．　Exp．　Med．　154：1，　1981
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＋工 35．9
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20担癌生体における血清補体価と補体系インヒビターの動態

　　　　　　　　　　　　　　　　谷川　徹，加藤治樹，上田正博，谷川真理，

　　　　　　　　　　　　　　　　宮川晴雄，金竜起，吉川敏一，杉野成，

　　　　　　　　　　　　　　　　近藤元治

　　　　　　　　　　　　　　　　京都府立医科大学，第1内科

1．はじめに

　生体の免疫機構の中で，補体系は重要な働きを演じており，腫瘍免疫においても

いろいろな機序で働いていると考えられている。担癌生体においては，癌の進行と

ともに血清補体価が上昇し，末期癌では低下する場合が多い。胃癌ではBorrmann

分類の1型からll型，皿型，　W型にいたるにつれてCH50が上昇することが知ら

れており，肺癌においてもやはりStageが進むにつれてCH50の上昇がみられて
いる一モ窒ｱれは，腫瘍細胞による補体の活性化と，それに伴う補体消費に対するover

responseであるという解釈もある。一方では，癌患者免疫能の6期分類にみられ

るように，癌の進展に伴う血清補体価の上昇は，やはり担癌生体でみられる細胞性

免疫能の低下を補うものであるとする考え方もある。まrc担癌生体の補体成分をみ

てみると，C4，　C　2，　C　3，　C　8，　C9などの増加がみられ，補体系インヒビターで

はCIINH　の増加することも知られている。このように補体の有効成分が増加し，

インヒビターの中でも増加しているものもあり，高補体価を呈する担癌生体の補体

がin　vivoではkして十分働いているのかどうかという疑問が生じてくる。そこ

で今回，担癌生体の血清補体価と補体成分，既知の補体系インヒビターとの関係に

ついて検討してみアこ。

2．対象および方法

（1）患者

　　京都府立医科大学附属病院および関連病院入院申の癌患者を対象としft。消

　　　化器癌，肺癌，線維肉腫，悪性リンパ腫の各Stageを含んでいる。

（2）血清補体価および補体成分，補体系インヒビターの蛋白量測定

　　　血清補体価はMayer法変法によって測定した。補体系の蛋白量はC1

　　　からC9までとProperdin，：Factor　B，インヒビターはCIIN：H，C4Bp

　　　C3bINAおよびβ1Hを，それぞれに対する抗血清を用いて一元免疫拡散

　　法で測定し％で表示し1。抗ヒトC4Bp血清は，筑波大学免疫血清学教室

　　　藤田禎三先生より供与されfC。
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3．結　果

　（1｝　CH50と癌のstageとの関係

　諸種の癌のstage別にCH50の値をみてみると，胃癌や肺癌ですでに示されて

いるように，stageの進行に伴いCH50の上昇がみられfl（Fig．1）。

　（2）　CH50と補体成分との関係

　CH50と補体成分との間にはC3，C4，C8およびC9との間にそれぞれ正の

相関がみられた。他の補体成分との間には相関は認めなかった。

　（3）CH50と補体系インヒビターとの関係

　CH50と補体系インヒビターとの間には，　CII：NH，C3bINAおよびβ1H

との間にそれぞれ相関がみられた：が，C4Bpとの間には相関はみられなかった

（Fig．　2．　3．　4）．

4．考　案

　CHsOの上星はC4，C3　などの補体成分の増加によると考えられるが，同時

にインヒビターも増加しているため，担癌生体内では，これらの増加した補体が利

用されにくい状態になっていることが想像される。さらに補体成分の増加そのもの

も，インヒビターの増加による補体のturn　over　低下による可能性も考えられる。

補体成分および補体系インヒビターの蛋白量の増減だけから補体活性を論じるには

多少の危険性があるかも知れないが，通常試験管内で補体価を測定する際には血清

はかなり希釈されて用いられる。インヒビターの方も当然希釈されるわけで，この

ときのインヒビターの量がインヒビターとしての活性を十分に発揮できないのでは

ないかと考えると，in　vitroで測定される補体価は高く出てくることになる。

　いずれにしても，担癌生体中で高補体価を呈する場合に・高補体価であるにもか

かわらず補体系がインヒビターにより動きにくい状態にあることがあり，生体防衛

上マイナスの状態にあるのではないかと考えられる。しかし，担癌生体においてな

ぜ補体成分や補体系インヒビターが増加するのかは，補体の産生，代謝の調節など

にもかかわることで詳細は不明であるが，これらの問題を考えることは今後に残さ

れTl重要な課題のひとつと考えられた。
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Fig．　1
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21癌性腹水に対するOK－432（ピシバニール）の効果，

　　　　　　　　作用機序に関する補体面からの検討

加藤治樹，垣見依子，

竹村俊樹，谷川真理，

杉野　成，近藤元治

鳥巣要道（九州大学，

吉田憲正，山村義治，

金龍起，吉川敏一，

（京都府立医科大学，

　第1内科）

医学部，第1外科）

〈はじめに〉

　癌性腹水に対するOK－432の腹腔内投与の効果に，腹水中に遊出してくる好中球を主

とする細胞の持つ抗腫瘍性が鳥巣らによって示された。この好中球遊出機序に関しては，補

体系由来のchemotactic　factorの関与が考えられている。一方，演者らはすでにOK－

432がin　vitroで補体系を活性化し，またin　vivoにおいては血中補体化を上昇させる

ことを報告してきたが，今回OK－432腹腔内投与に際して，その作用増強を目的として

OK－432と正常ヒト血清を同時に腹腔内へ投与し，　OK－432単独腹腔内投与との比較

検討を基礎的ならびに臨床的に行った。

〈材料および方法＞

　a）血清およびOK－432処理

　正常人より採血，分離したプール血清は使用時まで一70℃で保存し，融解後ただちに

OK－432　1　KE／m1と37℃60分間incubateしてマウスの腹腔内に投与した。ヒトには，

採血，分離直後の同じ血液型の血清100mlとOK－43220KEをやはり37℃60分間

incubateして腹腔内に投与した。

　b）動物および腫瘍

　CDF、（BALB／C×DBA／2）雄マウス（8週令）に，　Meth　A　4×105個／匹を腹

腔内に移植した。

　c）CH　50および補体系蛋白量の測定

　CH　50は長木らの方法で測定した。補体系蛋白量は一元免疫拡散法で測定した。

　d）C4a，　C　3a，　C　5aの定量

　C4a，　C　3　aおよびC5aは，ラジオイムノアッセイ法による定量用キット（Upjohn

社製）を用いて定量した。

〈結　果＞

　a）OK－432とヒト血清腹腔内投与による実験的抗腫瘍効果の検討

　Meth　A　4×105個／匹を移植した日より，　OK－432とincubateしたヒト血清1ml／
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匹を隔日に，12回にわたり腹腔内投与した。コントロールとしては，OK－4321KE1

匹のみ，ヒト血清1ml！匹のみ，生食1ml／匹のみをおいた。

　Fig．1に示すように生存日数でみると，　OK－432と血清を同時に入れた群が一番延命

率が良かったが，OK－432単独投与群との間に有意差はなかった。これら両群は明らか

に血清のみあるいは生食のみ投与された群よりは，生存日数が延長していたが，腹水が消

失したものはなかった。腫瘍を腹腔内に移植して約1週間後より，明らかな腹水の貯留が

みられる。この頃より4日毎に少量の腹水を採取して塗抹標本を作製し，腹腔内への遊出

細胞を観察した。生食あるいは血清投与群では，好中球をはじめ遊出細胞はほとんどなか

ったが，OK－432単独あるいはOK－432と血清同時投与群では好中球の遊出がみられ

たが，両群間に明らかな細胞数の差はみられなかった。

　b）OK－432と新鮮ヒト血清腹腔内投与による癌性腹水の治療

　症例は52才の男性で，昭和59年5月に胃癌を指摘され，胃亜全摘術を受けた。手術時に

すでにダグラス窩への転移が認められており，その後化学療法を受けていたが，今年2月

腹水の貯留をきたしたため再入院となった。腹水中に多数の癌細胞を認めたため，OK－

432とヒト新鮮血清を同時に腹腔内へ投与し，癌細胞の消長，腹水中への遊出細胞を経時

的に観察した。　Fig．2に示すように，腹水中の好中球はOK－432と血清投与6時間後

より著明に増加し，癌細胞周囲へのロゼット様の付着がみられた。癌細胞数は減少しはじ

め，日を追って癌細胞塊の内部への好中球の侵食もみられ，変性した細胞数が増加してい

った。好中球の増加した状態は10日以上持続した。腹水は次第に減少し，投与10日後には

穿刺できないほどにまで減少した。Table　1に示すように，投与された血清中のCH　50は

incubationによって低下し，逆にC4a，　C　3　a，　C　5　aは著明に増加している。しかし，

投与量が100m1であったためか，投与後の腹水中のそれらは多少増加したにとどまった。

Fig．3に示すように，血清CH　50は投与後やや増加し，腹水中のそれも漸増した。

　約1ケ月後，再び腹水の貯留を認めたため，今度はOK－432単独を腹腔内に投与した。

投与6時間後より好中球を中心とした遊出細胞の著増をみたが，2日後には減少傾向にな

り，1週後には元に復した。癌細胞数については同じような減少傾向がみられた。

〈考　察＞

　C5a，　C　3　aなどのフラグメントはchemotactic　factorとして，好中球の遊走を助長

することが知られている。OK－432腹腔内投与により腹水中の補体が活性化されて，

chemotactic　factorが産生され，これが腹水中への好中球の遊出をうながすものと考え

られるが，これらの好中球が腫瘍細胞を攻撃するに至る詳細なmechanismについては不

明の点が多い。OK－432とヒト新鮮血清を同時に投与することで，腹水中のchemotactic

factorの増加が期待され，また多少の増加がみられたが，遊出した好中球数は数の上で

OK－432単独の場合と差がなかった。ただ好中球数の増加している期間が著明に延長し，
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この間好中球による腫瘍細胞の破壊が持続したと考えられる。今後はこの好中球の遊出か

ら腫瘍細胞を攻撃するに至る過程への補体系の関与につきさらに検討を加えたい。

Fig．　1

Effects　of　OK－432　with　or　without　Hu－serum　on　l　ntreperitoneel
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Table　1．
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23心筋細胞のミクロゾーム画分による
　　　　モルモット赤血球の溶血反応

深山昭雄、川本　保子、藤沢　有紀、雪竹　潤

　　　　　　　　　（藤田学園・医・微生物）

【はじめに】

Cy　to　to　xi　c　T　Ce11による細胞膜障害は、補体C5b－9により形成されるmembrane

lesionと極めてよく類似することが、　Dourmashkinら、　Henkartsらの電顕所見に

より明らかにされ、その後、Podackらは、膜障害のeffector　functionを担う活

性物質はNK細胞に存在する高比重穎粒の膜に局在し、標的細胞との膜融合の結果、

活性物質が標的膜内に注入されチャンネルを形成するというモデルを提唱している。

また、NK細胞の穎粒による膜障害の電顕像はPoly鵬erized　C9によって作られた

ものと類似するが、大きさには2種類存在することを示し、その各々を形成する野

鳥上の活性物質をPerforin　1、　Perforin　2と命名している。

　私達は、細胞膜に存在する補体成分およびその関連成分の解析の過程で、心筋の

細胞分画中に、未感作モルモット赤血球を溶血する因子を持つ細胞穎粒の存在する

ことを見出したので報告すると共に、既にPodackらにより報告された，　Perforin

と本物質を比較しながら考察を加えた。

【材料と方法】

1）心筋細胞および肝細胞の細胞分画。病理解剖体から得た新鮮な心臓と肝臓の各

臓器片を用いた。約10グラムの臓器を細片にしたのち、血液成分を除去する為に生

理食塩水中で浸漬・洗浄を繰り返した。冷却した0．25M蕨糖溶液あるいはPIPES

緩衝液（10mM　PIPES，100　mM　KCI，3．5　mM　MgC　12，1．25　mM　EGTA）中で0．5鵬朧に細

切したのち、ポッターの細胞破砕器でホモジナイズした。ついで、通常の細胞分画

法に従って穎粒成分を得た。すなわち、核成分を除去したのち、S，　OOO×g，10分

の遠沈上清を24，000×g，10分遠心して得た沈渣をミトコンドリア徳分とし、さ

らに、その上清を54，000×g，60分遠心した沈渣をミクロゾームとした。

ミクロゾーム画分は、更に39％Percoll　Gradient　Centrifugationにて穎粒の精

製を試みた。

2）溶血活性の測定には、モルモット赤血球を0．01M　EDTA　一一GVBで1×109／m1に

調整したものを用いた。その100μ1と試料の100μ1を37℃で90分間反応させたの

ち、3m1の冷却した生理食塩水を加えて溶血度を測定した。
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3）ミクロゾーム画分の蛋白量の決定、SDS－PAGEによる分析は、通常の方法

に従った。ヒトB抗血清は自家製を、ヒトC3，　C　5，　C　9，　IgGの抗血清（ヤギ）は市販

のものを用いた。

【結果】

1）肝細胞から得た穎粒画分のいつれにも溶血活性は認められなかった。一方、心

筋細胞より分離した穎粒画分のうち、ミクロゾームには強い溶血活性が存在してい

た。実験によっては、ミトコンドリアに低い溶血活性を認めることがあったが、これ

はミクロゾームの混入によると思われた。核成分や5，000×g沈渣、可溶性四分に

は溶血活性は全く認められなかった。

2）ミクロゾーム野分をPerco　l　l密度勾配遠心法で分画したところ、比重～1．035

～1．037～の領域に溶血活性が見られ、活性のピークは比重1．035の層にあった。

この層を画分1とし、比重1．037の層を画分2とした（図1）。画分1の溶血活

性は、病理解剖材料（5体）の個々について異なり、Z＞3．0を示す値は、最も高い

もので12μg、低いもので95μgであった。

3）下働1と2をSDS一・PAGEで分析した結果を図2に示した。分子量70ノ　OOO

の位置に明瞭なバンドが認められ、その他にも数本の不明瞭なバンドが出現した。

現在、溶血反応に関わる蛋白の同定を個々のバンドについて検討中である。

4）血清補体成分に対する抗体による溶血の阻害実験。四分1（950μg／mDと等量

の抗血清（PBSで10倍希釈）を混和し、4℃、90分間反応させ、超遠心にて穎粒を2回

洗浄した。超音波処理で均一な浮遊液としたのち、その95μgを用いて溶血活性を

測定した。抗C5、抗lgGで前処理した穎粒の溶血活性には、著しい低下は認められ

なかったのに対し、C9抗血清で処理した穎粒の活性は著しく低下した（図3）。又、

抗B，抗C3抗血清ともに穎粒の溶血活性には全く影響しなかった。

【考察】

ミクロゾーム画分によるモルモット赤血球の溶血反応には、C9抗原性物質の関与

が考えられた。この物質が、細胞内の穎粒上に正常に存在しているのか、あるいは

細胞の破壊・分画申にartefactとして血中C9が膜成分の中に挿入されたのかに

ついては、今のところ明らかではない。他の穎粒成分や肝細胞には同様の活性がな

いことから、artefactではないとする可能性が示唆される。一・方、心筋材料により

溶血活性に著しい差があることは、後者の可能性を否定しえないものである。また、

Podackらは、　N　K細胞のPerforinによるmembrane　lesionの形成はCaイオン

依存性であると報告している。ここで示したように、ミクロゾーム依存性の溶血は

Caイオンを必要としない。この点で活性因子がPerforinと異なるのか、あるいは
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Perforinを穎粒より放出するメカニズムに差があるのか、などが考えられる。

　　現在、モルモット赤血球の溶血の反応至適条件、血球膜の電子顕微鏡像などにつ

いて検討中である。

Figure　1
Separation　ot　subcellular　fractions
by　Percell－gradient　eentrifugation

（p）
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Figure　2

Figure　3

　　Micr。s。皿e－dependent　lysis。f　g血ea　pig　red　cells
　　is　associatea　with　C9－antigenic　substance
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25　モノクロナール抗CR2によるリンパ球増殖反応の増強

飯田恭子、藤田禎三、田村　昇

筑波大学基礎医学系・免疫

成内秀雄

東京大学医科研・アレルギー

〔はじめに〕

　補体第三成分の3種類のレセプターのうちのユっ、C3dレセプター（c。mpJement　receptor

type　2、　CR2）は、分子量140Kの1本鎖の糖タンパクでありB細胞上にのみその存在が認め

られている（lida，　et　al．，　J．　Exp．　Med．1983，158）aまた最近CR2がEBウイルスのレセ

プターとなっていることも明らかにされ（Fin8eroth，　et　al．，　Proc．　Natl．　Acad．　Sci．

U．S．A．1984，81）、　B細胞活性化のシグナルを与えるレセプターとしての可能性が注目を

集めている。我々は、CR2に対するモノク回ナール抗体を数種類作製しそのうちレセプタ

ーのリガンド結合部位を認識していると思われるものを用いて、マイトゲンによるヒト末

梢リンパ球増殖反応における、この抗体の効果について検討した。

〔材料と方法〕

1）モノクロナール抗体

　B　iJンパ芽球細胞Raji　cellの細胞膜より、Sepharose　一C3によるアフィニティクロマトグ

ラフィーで約70％純度のCR2を部分精製し、これをBALB／Cマウスに免疫した。この免疫マ

ウス脾細胞を用いてハイブリドーマを作製し、抗CR2産生クローンを得た。今回用いた抗

CR2（35C）はlgM，　Kアイソタイプであった。1251表面標識Raji　ceH細胞膜を用いたimmune

precipitationで、分子量140Kの分子を認識しており、また、　Raji　cellと指示細胞EAC3d

によるロゼット形成を阻害する（表1）ことより、35Cは、　CR2のリガンド結合部位あるいは

その近傍を認識するモノクロナール抗体であると考えられた。コントロールとしてはモノ

クロナール抗体19（抗C4，　IgM，　Kタイプ）を用いたQ実験には、精製lgMおよびペプシン分

解によるF（ab’）2フラグメントを用いた。
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2）リンパ球増殖反応

　ヒト末梢血液より、Ficoll－Conray重層法で．単核球を分離し（PBL）、一部の実験では、こ

れをさらにT細胞と、non－T細胞に分画した。　T細胞は、ニェーラミニダーゼ処理羊赤血球

とのロゼット形成細胞を、Leu　M3（抗モノサイト）とウサギ補体で処理したものを、　norT

細胞は、Eロゼット陰性細胞をOKT3（抗T細胞）とウサギ補体で処理したものを用いた。リン

パ球増殖二二は、マイクロウエル中で、105個の細胞を10％二二化AB型血清を含むRPMI1640

培養液200　＃　1中で、マイトゲン、抗体の存在下で3日間培養後、0．5μCi3H一チミジンを与

え12時間のとりこみを測定した。

〔結果〕

　微量のPHA（phyt。hemagglutinin，1：12，000）刺激によるPBL増殖反応の系に35Cを投入す

ると、抗体量30μ9／mlで、158％、1QQμ9／mlでは211％と各々増強が観察されk。曲ole

IgMの代わりに、35CのF（ab’）2を用いた時にも30μ8／mlで125％、100μ8！田1では161％と増

強されている（表2）。マイトゲンとして、PWM（pokeueed　mito8en，1ng／ml）を用いた時にも、

同様の傾向が見られた。マイトゲンを加えない系では、抗体を増量しても有意な増殖反応

は見られなかった。

　次に35Cが、どの細胞分画に作用しているのかを知るために、　PBLを、　T細胞とnon　T細胞

の2っに分画したものを用いて実験を行った。T細胞、　non　T細胞を各々、35CF（ab’）2フラ

グメント50μ9／m1で37℃、1時間反応し、よく洗浄した後、2分画を等量ずつ混合して、マ

イトゲンを加え増殖反応を行った。結果は表3に示すごとく、non－T細胞を35Cで処理した

グループに、増殖反応の増強効果が見られた。

〔結論と考察〕

　35C抗体は、　non－T細胞、おそらくB細胞上のCR2に結合することによって、マイトゲン刺

激に対する免疫応答を増強していると考えられる。マイトゲンを与えないと、35C単独で

は、リンパ球増殖反応をひき起こすことはできなかった。このことから、CR2がT3抗原や

Fcレセプターのように細胞膜上で修飾をうけた時に、それが細胞活性化のシグナルとなる

ようなものではなく、すでに抗原刺激をうけて活性化したB細胞に、C3dを担う免疫複合体

が認識された時に、さらに増殖を促すシグナルを与えるという形で、免疫応答機構に関与

している可能性が考えられる。
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Table　1 Inhibitton　of　EAC3d－rosette　formation　by　a　monoclonal　antibody　against　CR2（　35C　）

ムntibOdy

　　　　　　　　ug！皿1

roset・te　formatton

　Z．　　　　（　血h：tbit　iou，．Z　）

35C　200
　　　　　　　　　　　60

　　　　　　　　　　　30

皿ediu皿　contro1

6e9

2899

3407

4208

（　84X

（　33Z

（　19Z

）
）
）

Table　2 Effect　of　anti－CR2㎝the　PHA－induced　pτ01iferatlon　of　h隻皿an　P肌。き

Anttbodtes

ugノ皿1

　　　　　3
　　　　　　H－TdR　incorporated
　　　　　　　　－3
　　　　　　　　　　　　　　　　　　（Z　of　control　）cp皿x1．0

35C　lgM

35C　F（ab’）2

19　rgM

，100

　30

　10

100

　30

100

　30

medium　eontro1

3304　十　702
　　　　　“

24e9＋　4e3
　　　　　－

17．2　十　lol
　　　　　－

2595　＋　4e4
　　　　　．一．

1908　＋　302
　　　　　．

19el　十　lol
　　　　　－

16－5　十　20’7

　　　　　－

15e8　＋　lo2
　　　　　髄

（　211Z　）

（　158Z　）

（　109Z　）

（　161Z　）

（　12SZ　）

（　121Z　〉

（　104Z　）

＊　The　final　eoncentration　of　PHA　was　1　：　12，000．

Table　3 Effeet　of　pre－treatment　of　T　eelis　and／or　non－T　eells　ntth　F（ab’）
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　2

monoelonal　anti－CR2　on　the　PHA－induced　proliferat　ion．

fragrnent　of　35C

Treat皿euし
　　　　3

　　　　　H－TdR

　　　　　　　　－3

cp回X10

tneorporated

　　　　（Z　of　control　）

T
、
T
T

T

　　／／　＋

Ab
nσローT

十　non－T

十　non－T

十　non－T

bA

十

／／

Ab

14．07　＋　1“3

　　　　　．

23el　十　Oe8
　　　　　－

2306　十　302
　　　　　－

14．4　＋　O．3
　　　　　一

（　102Z　）

（　160Z　）

（　164Z　）

＊　TAb／／　Or　nOn－TAb／／　indtcates　that　T　cells　or　non－T　eells　were　incubated　with　50ug／ml　of

　　for　lh　at　37。C　and　washed　twiee　before　c皿ture●

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　1

35C　F（ab’）2
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26 モノクロナーノレ抗体を用いた補体B因子の生物学的

役割におげる解析

田中恵津子1）洪嘉島～）小園晴生ξ）高田裕子、2）竹田潤二3）木下タロウ、2）

井上公蔵2）

1）大阪医科大学微生物学教室

2）大阪大学医学部細菌学教室

〔目的〕

　B因子は、分子量93，000の1本鎖の糖蛋白で、Mgイオン存在下で、　C3bと複合体をつく

り、これにD因子が作用してB因子内のArgrLys・結合を切断し、　B　bはC3bと結合した

ままで、C3転換酵素の構i成因子となり、Baは遊離iする。　BaはB因子のN末端側で、

分子量は33，000、BbはC末端側で分子量は60，000、エステラーゼ活性をもつ。このB因子

についてさらに詳しく解析するために、これに対するモノクロナール抗体を3つ作製した。

この抗体の1つについて調べてみたところ、大変興味ある結果を得たので報告する。

〔方法〕

1．モノクロナール抗体の作製　　　精製したヒト因子をBalb／Cマウスに免疫し、脾細

胞と骨髄腫細胞P3UIをPEGで細胞融合させ、B因子に対する抗体を産生するクロー

ンを3つ得た。抗体産生クローンの検出には、ELISA法を行なった。抗体産生細胞を

マウス腹腔で増殖させ、腹水を採取して得られた抗体を50％硫安沈澱したのち、DEA

E－52カラムで精製し、SDS－PAGEで確認した。

2．　Immune　Blot法による抗原の検索　　Western　Blotting法に従って行なった。

3．補体成分の精製　　　ヒト補体成分C1は中性の低イオン強度で、沈澱して得、　C　3、

B因子、Properdinは、従来報告されてきた方法で精製した。ヒトC2、C4は、化血研

で製造されたものを使った。ヒトD因子除去血清（RD）は、　Sephadex　G－75　を用い

てゲル源過を2回繰返して作製した。

4．EAC4b，3bcellsの作製　　　精製補体成分を用いてEACl－3bcellsを

作製し、EDTA処理してC1を除き、37℃2～3時間incubateしてC2を除いて作製

した。

5．B因子の標識　　　Iodogenを用いてB因子を1251で標識した。

6．モノクロナール抗体の生物学的活性の検索　　　10〃zMのMg－EGTA－GVBの

存在下で、EAC4b，3bcellsに精製した因子を抗体と同時に加え、37℃10分反

応後、1回洗浄したのち、ラットのC－EDTA血清を用いて溶血を測定した。また、

B因子の解離は、EAC4b，3bcellsに一定のB因子と抗体、又は対照としてB因子
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だけを用いて37℃10分反応後、1回洗条した後のcellsを用いて30℃にincubate

し、時間的にくみ出し、ラットのC－EDTA血清の存在下で行なった。B因子の結合と

解離の実験は、　1251標識B因子・EAC4b・3bcellsとモノクロナール抗体を加

えた系、加えない系と、対照としてEAとの反応を行なった。結合は、37℃10分の反

応で、解離は、その後30℃30分incubateして遠心し、その時の沈渣のradioactivity

を測定した。

7．Autoradiography　　　l251で標識したB因子と、抗体とEAC4b，3bcellsを

37℃で10分間反応させたのち、RDを加えて37℃60分反応させ、100，000　rpm

30分間超遠心して、上清と沈渣に分けて、それぞれをSDS処理してSDS－PAGE

を行ない、そのautoradiographyをとった。

〔結果〕

　Immune　Blot法により、この抗体（以下B20－1と略す。）は、　epitopeがBa，

Bbのどちらにあるのかを調べたところ、　Ba部分に対するものであることがわかった。

　生物学的活性を調べ

たところ、B20－1

とB因子を同時に加え

て反応させた時、（

Fig．1）　B　20－1の

濃度に依存して溶血活

性が上昇し、しだいに

plateau値に達した。

このplateau値は、　B

因子の濃度に依存した。

しかし、EAC4b，

3bcellsとB因子と

を反応させ、洗浄した

あとB20－1を加え

Fig．　t　Dose－response　of　B20－1
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て反応させた時は、溶血活性の上昇はおこらなかった。

　また、B因子のEAC4b，3bcellsからの解離について解析してみると（Fig．2）、

B20－1を加えた時は、　B因子の解離は促進された。特に、最初の20分では激しく、

その後はB因子の解離は、ややゆるやかな2相性を示した。B20－1を加えない時は、

図のようにほとんどB因子の解離はおこらなかった。

　1251で標識したB因子を使って、実際のB因子の結合と解離をみてみると、確かに、

B20－1を加えない時と比べると、B因子のEAC4b，3bcells上のC3bへの結
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合は上昇し、解離も多いことがわ

かった。

　次に、properdinをこの反応系

に加えると、溶血活性はさらに上

昇し、properdinの濃度に依存し

た。B因子の解離をみてみると、

properdinを加えると2相性は変

わらないが、B因子の解離は抑制

され、安定化された。

　D因子除去血清（RD）で反応

させると、（Fig。3）B20－1

を加えない対照では、ほとんど溶

血がおこらず、Bは分解されない

ままであり、用いたRDは充分R

Dとして機能していた。それにも

Fig．2　Decay　of　C3　convertase
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かかわらず、B20－1を加えた系では、抗体の量に依存して、溶血活性が発現し、

antoradio91aphyの結果から・B20－1を加えて100％溶血がおこったものでは・B因

子はBaとBbとに分解されていた。

Fig．　3
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〔考察〕

　B20－1は、　C3転換酵素の構成因子ではないBaに対するものであるにもかかわら

ず、溶血活性、B因子の作用を高めたことは大変興味深い。この溶血活性の充進の機序と

しては、1251標識B因子を使った結合と解離の実験および、RDによる実験とauto－

rad　i　ographyにより、（1）B20－1が結合することによって、　B因子に何か構造変化がおこり、

EAC4b，3bcells上の3bへの結合が促進されること、および（2）D因子に対する

B因子の感受性をこの抗体が増大することが考えられる。B20－1の結合によるB因子

の変化について、さらに探求していこうと考えている。
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27 単ク ローン抗体によるコブラ毒因子
　　　　　　　　　　　　　　　の機能の解析

藤沢有紀，川本保子，深山昭雄

藤田学園保健衛生大学・医学部・微生物学教室

　目的

　コブラ零因子（CVF）は、補体第2経路の強力な活性化物質として知られてい

るが、その作用機序はMgイオン存在下で補体B因子と結合し、　D因子と反応して

C3／C5転換酵素活性を持つ安定なCVF－Bbを形成することにある。このよう

にCVFは、脊椎動物のC3bに似た働きをするが、C3bBb複合体が極めて不

安定なのに対し、CVF－Bbが非常に安定である理由については未だ明らかでは

ない。Classical　C　3　C　onvertaseの成分であるC4bは3本鎖構造でCVFと

似た構造であり、またコブラC3はCVFと共通抗原性をもつことなどから、これ

ら補体分子の系統発生上興味が持たれている。今回、CVFとBbの結合様式を通

してCVFによるBbの安定化の機構を明らかにする目的で、単クローン抗体を用

いてCVFの解析を試みた。

　方法

　1）CVFの精製。　　　S　igma社のインドコブラ毒よりBallowらの方法に準じ

て行なった。

　2）単クローン抗体の作製。　　精製CVF（10μg）を完全アジュバントと

共にBalb／cマウスに腹腔接種し、20日後同様に追加免疫を行なった。最終

免疫より3日後に、マウスの脾細胞と免疫グロブリン非分泌マウスミエローマ細胞

P3－X63－Ag8－U1（P3U1）をポリエチレングリコール（PEG4000）で融

合した。　HAT選択培地によりHybridomaを得、限界希釈法によるクローニング

によりCVFに対する単クローン抗体を産生するクローンを得た。抗体のスクリー

ニングは酵棄抗体法（ELISA）で行なった。　得られたクローンはプリスタン

で前処理しhv　B　alb／cマウスの腹腔に接種し、その腹水を採取した。抗体は腹水を

硫安塩析後、Protein　A－S　epharose　affinitychrematographyにより精製した。

　3）CVF、CVF－Bb活性の測定。　　　非感作モルモット赤血球の溶血活性

で測定した。
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　4）1　mmunoblotting。　　還元CVFあるいは、非還元CVFをSDSポリア

クリルアミドゲル電気泳動て“分離したのち、ニトロセルロース膜に電気泳動によ

り転写し、一次抗体、ペルオキシダーゼ結合抗マウスIgG抗血清を順次反応させ、

0－dianisidineを基質として結合バンドを検出した。

　結果

　1）得られた一連のクローンより、ELISAでCVFと反応することが確認さ

れた4種類の抗体につき検討した。抗体のサブクラスはすべてIgG1であった。

　2）CVF及びCVF－Bbに対する溶血活性阻害。4種類の抗体　（20，1D

11，8B2，1H1）　の溶血活性阻害を調べるとFig．1に示すように、20と

1D11はCVF及びCVF－Bb共に溶血活性を阻害した。　8B2，1H1は溶
血活性をほとんど阻害しなかった。

　3）1　mmllnoblotting法による結合バンドの検出。　C　V　Fは還元状態ではα（M

W61000）、β（MW43000）、γ（MW25000）の3本鎖に分れる。
CVFのそれぞれの鎖と抗体の結合について調べてみると20は非還元CVFなら

びに還元CVFのβ鎖に結合した。1D11は還元CVF、非還元CVFのいずれ

にも結合しなかったがSDSを含まないPAGEで電気泳動したCVFに対しては

結合した。8B2は、還元CVFのどの鎖にも結合しなかったが、非還元CVFに

は結合した。1H1は還元CVFのev鎖に結合し非還元CVFにも結合した。（Ta－

ble．1）　なお、　anti－CVFポリクローナル抗体は還元CVFのα鎖とβ鎖にのみ

結合した。

　考案

　抗体のCVFへの結合部位より、1D11はCVF分子の高次構造を認識してい

る抗体であろうと考えられた。20と1D11の、CVF及びCVF－Bbの溶血

活性阻害よりCVFにB因子が結合して溶血活性を発現するには、CVFの高次構

造が重要な働きをしていると考えられ、その立体構造は主にβ鎖を中心に形づくら

れていると考えられた。CVFのみでなくCVF－Bbの溶血活性も阻害されるの

は、抗体が結合する事によりCVFに結合しているBb分子が追い出されるのか、

あるいはCVFに結合したBbとC5の反応性が低下するなどの可能性が考えられ

る。現在これらの可能性についてくわしく検討中である。
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Fig．1
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Table．1

Monoclonal　antibody 20 ID　11 8B2 IHI

Binding　to　CVF

ELZSA

SDS－PAGE：none　reduced

　　　　　　　　：reduced

Conventional　PAGE

十
十
β
十

十

十

十
十
　
十

＋
＋
α
＋

工nhibition　of　hemolytic
　　　　　　　　　　　　　　　　　　
　　　　　　　act■V斗　ty

CVF

CVF－Bb

十
十

十
十
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28日本人における。4の遺伝的多型と
　　コンブ回タイプ、肌A一曲体協プロ
　　タイプについて

徳永勝士1）、尾本恵市1）、十字猛夫2）3）

1）東京大・理・人類学教室

2）東女医大・輸血部

3）東大病院・輸血部

［目的］

　ヒト補体第4成分（C4）の多型は、近接する2つの遺伝子座C4Aおよび

C4Bによって支配される．これらは、　C2およびB因子を支配する座ととも

に、第6染色体短腕上の主要組織適合性複合体（MHC）領域に位置する。近

年の技術上の進歩に伴って、C4多型に関して、　HLA抗原系にも匹敵する高

度の変異性や、入座に高頻度の欠損遺伝子（QO）が存在することなどが確認

されてきた。このことから、C4はMHCハプロタイプの特徴づけや、　MHC

と疾患との関連の機序を探るための重要なマーカーとなっている。我々は日本

人家族試料を用いてC4の多型を調査し、対立遺伝子、ハブ回タイプの頻度を

求めるとともに、他のMHC内遺伝子座との間の連鎖不平衡や、　BF－C2一一

C4ハプロタイプ（complotype）、HLA一補体ハブ回タイプ（extended　hap

lotype）についても分析した。

［方法ユ

家族試料：第8回日本HLAワークショップ（1982）で集められた家族試料か

ら、83家族を選択して調査した。各家族には少なくとも3人の子供がいて、

ほとんどの個体は健康である。

HLA型判定：HLA－A、一B、一C、一DR型判定は、上記ワークショッ

プにて各々の参加研究室が行った．

C4型判定：ノイラミニターゼで前処理したEDTA血漿を試料とし、トリス

／グリシン／バルビタール緩衝液系を用いたアガロースゲル電気泳動によって

分離したのち、immunofixationおよび特異的溶血帯検出法を行った。

統計分析：各々のM：HCハプロタイプは、各家族構成員の型判定結果より決定

した。確定できた両親のハプロタイブのみを分析に用いた。対立遣伝子および

ハプロタイプ頻度は直接カウントで求めた。2因子間の関連の有意性は、x2

法またt2　Fisherの直接確率計算法を用いて検定した。連鎖不平衡のパラメータ
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であるデルタ値（D）および相対デルタ値（Dr）は標準法に従って求めた。

［結果］

C4対立遺伝子およびハプ晶晶イプ頻度：C4A座では4種の頻度の高い対立

遺伝子（A3、　A4、　A2、　AQO）と、数種の稀な型が観察された6うち1

種はreferenCe　laboratoriesの1つ（Dr．Dawkins、　Perth）によってA5と同

定された。C4B座では4種の頻度の高い対立遺伝子（B1、B2、　B　5、　B

QO）が観察された。　B　5は上記reference　lab．にようて同定された．各対立

遺伝子頻度をTable1に示したが、　B　5の頻度が高いことが注目される。　Table

2には、各C4ハプ富豪イプの頻度を示した。　A4B2、　A2BQO、および

A3B5の頻度が高いことが特徴的である。

C4座と他のMHC座の間の連鎖不平衡：Table3　ecは、　C　4ハプロタイプと、

HLA－A、一B、一C、一DR、　BF、またはC2対立遺伝子間に観察され

た有意な正の関連を示した．A座との間に4種、　B座との間に7種、　C座との

間に5種、DR座との間に4種の関連が観察された（有意水準：P＜0．001）。

A2BQOとA24、　Bw52、　Cblank、DR2の間、　A3B5とBw54、

Bw59、　Cw1、DR4の間、またA4B2とBw46の間に強い関連が認
められた。BF座、　C2座との間にも1種ずつの関連が観察された（有意水準

：　p〈o．oo2s）　．

コンプロタイプ頻度：BF－C2－C4A－C4Bハプ温品イブの頻度をTable

4に示した（実際にはBFとC2の遺伝子の配列順は逆）。最も多いSC31

が41％を占め、このほか10種のコンブ回タイプが1％以上の頻度で観察さ

れた。C4A4B2を持つハプロタイプのうち約8割がSC42であり、残り

がSB42となる。　C4A2BQOおよびA3B5は例外なくBFS一一一C2C

を伴った。多くのBFFはFC31を形成するが、　C2ATやC2BHもまた

BFF－C4A3B1を伴う。
HLA一補体ハブ回タイプ：Table5には、日本人に特徴的なHLA－A、一

C、一B、C4、　BF、　C2、　HLA一一一DRハプロタイプを示した。8種のハ

プロタイプが2％以上の頻度で観察された。代表的なハプロタイプA24－C

blank一一一・Bw　52－C4A2BQO一一BFS－C2C－DR2は11％の頻度

で観察され、8種の合計頻度は37．5％に達した。

［考察］

　最近報告のあるC4A座またはB座の重複例については、今回の調査では確

認されなかった。また今回B5と分類したアロタイプについては、その名称に

関して異論があり、名称統一が今後の課題の一つとなろう。
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　日本人におけるC4の対立遺伝子、ハブ回タイプ頻度は、白人集団における

値と異なるものが多い。この傾向は、コンプロタイプやHLA一補体ハプロタ

イプも考慮に加えることで一層明瞭となる。このような知見を集積することに

より日本人の遺伝的特徽の理解や、疾患とMHCの関連においてprimaryな要

因の解明にも重要な情報が得られるであろう．“extended　haplotype”の形成

とその生物的意味に関するいくつかの仮説の検討にも役立つと考えられる．

Table　1． C4　allele　frequencies
　（341　alleies）

C4A畳3

C4A曇4

C4A畳2
C4A誉QO
C4A－Rares

C4B畳l

C4B誉2
C4B管5
C4B管QO

O．686
0．i32

0．106
0．067
0．009

0．587
0．167
0．088
0．158

Tabユe　2． C4　haplotype　frequencies
　（341　haplotypes）

C4A畳3　B菩l

C4A管4　B曇2

C4A畳2　B菅QO
C4A砦：5　B畳5

C4A管QOB管1
C4A菅3　B幹QO
C4A曇コ5　B管2

C4A管4　B畳l

　Rares

O．51］

O．114
0．106
0．088
0．059
0．047
0．OJ8
0．015
0．021

Table　4．

BF

S－C一　A3　一　Bl

S－C一　A4　一　B2

S－C一　A2　一BQO
S　一一　C一　A3　一　Bs

F－C－Aj5　一　Bl
s　一。　一AQo一　Bl

S－C　一・　AJ　一BQO

S－C一　A3　一　B2

S－B一　A4　一　B2

F　一AT一　A3　一一　Bl

F　一一BH一　A］　一　Bl

　　Rares

Complotype　frequencies
　　　　（N＝」22）

C2　C4A　C4B　Freq．

O．410
0．099
0．096
0．090
0．078
0．059
0．OJ7
0．034
0．022
0．016
0．012
0．047

Table　5． HLA－complement　haplotype　frequencies
　　　　　　（N＝307）

　A　C　　B　C4　BF　C2　DR

　24一一一52－A2BQO一　S　一　C　一　2

11／24－1－54　一一　AJB5　一　S　一　C　一　4

　24－7一一　7一　A5Bl　一S－C－1
　33一一一44一　AJBi　一F　一C　一13
　11－4－62一一　A3Bl　一　S　一　C　・一　4

　　2　一1－46一　A4B2　一S－C－8
　26－」一61一　A3Bl　一　S　一　C　一　9

2／24－i－59一　AJB5　一　S　一　C　一　4

Freq．

O．Ill
O．059
0．042
0．叫2
0．036
0．OJ3
0．029
0．023

Total　O．37S
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Table　」．　Positive　linkage　disequilibrium　between
　　　　　　　　　C4　and　the　other　MHC　loci

　　　C4／HLA－A（N＝341）　HF　D　P　Dr
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　－J

　　　A4B2　－　A2　O．050　O．024　〈10　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　0．46

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　－3

　　　A3B2　－　A2　O．024　O．a15　〈IO　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　O．51

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　－IO

　　　A2BQO一・　A24　O．097　O．056　〈10　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　0．86

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　－3

　　　AJBI　－　A26　O．085　O．O］1　〈10　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　0．60

　　　C4／HLA－B（N＝3」8）

　　A3B1　一　B7　o．053　o．02s　〈lo’4　o．sg

　　A3B2　一　B13　O．012　O．Oll　〈10’一4　O．s6

　　A4B2　．＿　Bw46　　　　0．0：53　　0．028　　く10－8　　0．76

　　A＝5Bl　－　B51　　　　0．065　　0．026　　く：LO一：5　　0．69

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　－」8
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　0．97　　A2BQO一　Bw52　O．104　O．090　〈IO
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　－25

　　A3．B5　一一　Bw54　O．056　O．048　〈10　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　0．60

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　－12
　　A3B5　－　Bw59　　　　0．027　　0。02」　　く10　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　0．61

　　C4／HLA・一C（N＝1］SJ8）

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　一J
　　A4B2　－　Cwl　　　　　O．047　　0．024　　く10　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　0．25

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　－23
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　0．92　　A3B5　－　Cwl　O．08」　O．06S　〈10
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　－3

　　A3B2　一　Cw3　O．027　O．O17　〈10　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　0．58

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　－3

　　A5Bl　一　Cv“4　O．047　O．020　〈IO　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　O．77

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　－13
　　A2BQO－　Cbユank　　O．101　　0。06＝5　　〈10　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　0．91

　　C4／HLA－DR（N＝507）
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　一5
　　A3B1　－　DRI　　　　　O。068　　0．031　　く10　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　0．91

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　－28
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　0．96　　A2BQO一　DR2　O．IOI　O．084　〈IO
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　－11
　　A3B5　一　DR4　O．072　O．049　〈IO　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　O．72

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　－3

　　AQOBI一　DRwll　O．013　O．Oll　〈10　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　0．27

　　C4／BF（N＝」25）

　　A3Bl　一　BFF　O．099　O．036　〈lo一］S　o．‘6」

　　C4／C2（N＝331）

　　A4B2　一　C2B　O．012　O．OIO　〈O．0025　O．62
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29　ウサギ。3cDNAの塩基配列の解析
草野　白話崔　南虎i富田　基郎1山本健2右田　俊ft2

関谷　剛男3西村　遅5

　昭和大学1　金沢大学がん研2　国立がんセンター生物部5

　【はじめに】

　　補体第二経路（APCと略す）における、異物認識機構については、いまだ不明の点が

多い。細胞膜では、特殊構造領域の存在；シアル酸含量，グリコホリン，補体レセプター

（CR－1），及びDAFの関与が知られている。しかしながらヒトAPCがウサギ赤血球

を溶血し，逆にウサギAPCがヒト赤血球を溶血させることから．自己細胞膜上の因子のみ

ではなく，補体側の因子も何んらかの識別を行なっていることが示唆される。

　先のシンポジウムにおいて，ウサギ・ヒトの各APC因子について検討した結果，　C3，

Hにのみ溶血活性に種特異性がみられることを報告した。しかし，Hは膜上の因子等の識別

を行なっているとは考えにくく，C3が，自己・非自己の赤血球識別の主役と結論された。

よってヒトとウサギC3の構造と識別特異性の比較は，興味ある課題と思われた。　C3のタ

ンパク質レベルでの一次構造の解析はその分子量の大きさを考えると，mRNAの塩基配列

より行なう方が有利である。そこでウサギ肝臓のmRNAよりcDNAを作製し，その塩基

配列からウサギC3の部分アミノ酸配列を決定した。また最近発表された，　Feyらによる

ヒトC3，及びTackらによるマウスC3の全アミノ酸配列との比較も報告する。

　【方法】

　ウサギ肝mRNAは，グアニジン・チオシアネート法により調製し，オリゴ（dT）セル

ロースカラムでPoly－A－rich　RNAを分離した。

　cDNAは，　Okayama－Berg法の変法により行ない，ライブラリーを作製した。

スクリーニングは野中　勝博士らが調製したマウスC3cDNAプローブを用いて行ない，

コロニーハイプリダイゼーションによりウサギC3cDNAを含むクローンを得た。

　cDNA塩基配列の解析は，　M　13－Phageジデオキシヌクレオチド法によりした。

　【結果・考察】

　挿入されたcDNAの長さは，約2．4KbPであった。得られたcDNAク［1一ンの制

限酵素地図を図1に示す。

　cDNAの塩基配列を図2に示す。

　塩基配列より推定されたアミノ酸配列を対応するヒト・マウスC3のアミノ酸と比較した

（図3＞。
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　cDNAのcoding　regionは，2182bp（TGAを含む）で，対応するアミノ酸数は．

C末から726アミノ酸であり，その決定配列中にチオエステル部分を含んでいる。

ヒトーウサギ間でのアミノ酸レベルでの相同性は79％，同様にしてマウスーウサギ間では

79％，ヒトーマウス閤では79％であった。よって3種で相同性に特に有意差はないよう

である。

　次に高次構造を比較するために，ハイドロパシー（span＝7）分析を行なったが，ウサギ・

ヒト・マウスで非常に似たパターンが得られた。

　分子内ジスルフィド結合についてもCys残基が3種間で保存されているので，高次構造も

かなり似ていると推定される。

　図3において，3種閤にわたって相同性のない部位がクラスターを形成している。そのク

ラスター部位のアミノ酸配列（196－205，229－243，246－280，396－380，427－459，511－530）にかけ

て各種のハイドロパシーに対応させると，369－380以外の部分においては，すべて親水性を

示しており，これらの部分がC3分子の外側に存在することが示唆された。よってこれらの

部分がC3の種特異的識別反応に関与するのかもしれない。

　なお，チオエステル構造領域は，3種間で極めて高い相同性を示めす。

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　o　Amino　Acid　Number　726

R・abbit　C3　Protein

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　COOHH．　N

　（

Rabbit　C3　mRNA

　si

B ct

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Base　Pair
　　　　　　　　　　　　　　1．2Kbp

　　　　　Hincll　Srn．at　　　　SaFl　“t’　Hincll　Hin－clS　1，

　　　　　　　　　3’

211細

Restrict〟f　iote　Enzyme　pv’u　ii　V．

　　　　　　　　　　　　　Pst！　　　　5’

　　　　3畳　　　　　　　　　　　　　P5し1

PvuTl　Kpnl　Pvull Pvu11

　3’

←一
Pvuli

Gel@Reading　1一一一”一一”’［“i；

　　　　　　Mincll Hincll

　　　　　　　　　　5’

Pvur．1　Pvull

図1Strategy　used　for　sequencing　Rabbit　C3　cDNA
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　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　100

AATGAACAAAAerctGGCCerrCGAACCerGGACCCAGAGAACCTTGGCCAAGGG（GCGTCCAGAAAGAGGAAATCCCcrctGeG6ATATCAerGACCAA

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　20e

（］TCCCAGGGACCGAGTCCGAGACCAAAATCCTCerGCAAGGGACCCCCGT’GGCCCAGATGAC6GAGGATGCCATCGACGGCGAGCGGCTGAAGCACCTCA

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　300

TCGTGACCGGCTCCGGCTGCGGGt7．AGCAGAACATGArCGCCATGACGCACACGGTCArCGCCGTGCAcrACctGGACCACACCGAGCAGTGGGACAAerT

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　400

CTCCCTGGAGAAGAGGCAGGAGGCAcrGGAGcrCATCAAGAAAGGcrACACCCAGCAGC‘rGGCCTTCAAGCAACCCAACTCGGCcrATGCAGCcrTCcr6

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　soe

AACAGGGCACCCAGCACcrGGCTGACCGCcrATGTGGTCAAGGTCTTctCTCTGGCCGTCAACCTCATCGCCATCGACTCCCAGcrCcrGlrctGGGGCCG

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　600

TGAAGTGGCTGATCATGGAGAAGCAGAAGCCGGATGGTGrCTTCCAGGAGGACGCACCTGTGATACACCAAGAAATGArCGGTGGCCAGCGGAACTcrGT

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　700

CGAGAAGGAACGGGCCCTCACCGCCTTCGTTCTCArCGCCcrGCAG6AGGerAGAGAGATTT6CGAGGAGCAAGTCAACAocerGGCAGCCAGCATCAAC

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　800

AAATCAAGGGAcrTCerTGCAGCCAATTACATGAATerGCAGAGACCCTACAGT6TGGCCATCGcrGCGTATGCCT6G6CCCAGCAGGACAAGCTACGGG

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　geo

GAGCATTCcrAAACAAATTCct6AGCAAAGCCAAAGAAAAGAACCGCTGGGAGGAGCCGGGTCAGA6GererACAACGI’GGA6GCCAGT’TCerACG（CCT

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　量000

CCTGGCCCTGCTGCI’GerCAGAGACT”rTGATTCGG’rGCerCCGG‘rTctGCGC’rGGCTGAACGAGCAGAGATAcrATGGCGGTGGCTACGGC’T’CGACCCAG

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　1100

GCCACCTTCATGGGTTrCCAGGCrerGGCCCAATACCAAACCGATG’VGCerGACCACAAGGAerTGAACATGGrGGT6TCCArCCAGerGCCCAGCCGCA

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　1200

GCTCCCCGGTCAAGCACCGCArTGTerGGGArTCCGCCAGCcrCCTGCGGTCAGAAGAGACCAAGGAAAATCAG（6TTrCAGCctAACAGCTCAAGGGAA

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　1300

AGGCCAAGGCACcrTArCGctGGrGACAACcrACTTCGCCAAGGTCAAAGGCAAAGTCACerGCAAGAAGTTrGACcrCAGGGTCAACATTAA6ACAGCC

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　夏400

CCTGAGACAGTGAAGAAGCCGCAG6ATGCrAAGAGCACAArGATCerGGGACAerGTACCAG6TACCTG（6A6ACGA（msATGCCACCATGTctATCCrCG

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　且500

ATATATCCATGATGACCGGC‘rrCerCCCTGACACAGATGACCTCAACCTGerGAGCAerGGTG’T：GGACAGATACATcrCCAAGTATGAAcrGGACAAAGC

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　I600

CTTerCCAACAAGAACACCerCArCATcrACerGGACAAGArerCACACTCCCGGGAAGAATGCCTTGCerTCAAAGrCCACCAGrACTTCAACGTGGGG

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　量700

CTTATCCAGCCGGGAGcrGTCAAGG’rCTACTCcrAcrACAACCTGGAGGAAACerGCACCCAGrTerACCACCC6GAGAAAGAGGAC6GGATGCTGAGCA

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　lSOO

AGcrGTctCACAAGGAGATorGCCGCTerGCCGAGGAGAAcrGerTCATscAGCAGCrGGArGAGAAGATCACCerGAAC6ACCGGct6GACAAGGerTG

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　1900

CGAGCCAGGcrTGGACTATGTGTACAAGACCAAGcrGorCCAG6TGGAGCGGGCAGATGAcrTCGArGAGTArCTAATGGTCGTGGAGAACACCATCAAG

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　2000

TCAGGCTCCGACGAGGTGCAGocCGGGCAGCCAGCGCCerTCATCAGCCACATCAAGTGCAGAGACGCGCTGAAGCTGAAGGACGCsc　AAGCAerACcrCA

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　2tOO

TGTGGGGGCI‘CTCCTCCGACCcrGTGGG（GAGAAACCCAACACCAGerACATCATCGGCAAGGACACcr6GGTGGAGTTTTGGCCCGAGAAGGAAGAATG

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　2200

CCAAGATGAGGAGAACCAGAAACAcrGTGAGGP　CcrTGGAGCcrTCGCCGAGAGCATGGTCGTcrTTGGGTGCCCCAACTGA

図2　Nucleotide　sequence　of　rabbit　C3cDNA
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図3Compari　son　of　amino　acid　sequence　of　human　and　mouse　C3

with　the　amino　acid　sequence　of　rabbit　C3
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30 マウスSlpの全一次構造解析

　野中　勝，中山　耕造，柳　大烈，高橋　守信

　金沢大，がん研，免疫生物部

［はじめにユ

　マウスの補体第4成分は．C4とSlp（テストステロンに誘導される為Sex－1imite

dproteinと呼ばれる）の2つのアイソタイプから成りたち，それらの遺伝子はヒトと

同様にMH：C内部に重複して存在している。部分的な配列決定により，これらの2つの

アイソタイプ間に高い相同性が認められているが，溶血活性を持つのはC4のみで，　S

lpは溶血活性を持たず，またClsによって分解されないと考えられている。

　Cψの遺伝子型を示すマウスとC42のそれを示すマウスの間には．　C　4の血中濃度に

おいて10～20倍の差があることが知られている。一方SlPではテストステロンに

誘導されるSlp免constitutiveに発現されるSlpw7，全く発現されないSlpOの3

つの対立遺伝子型が知られており，H一一2のS領域内にC4及びSlpの構造遺伝子の

みならず，それらの遺伝子の発現調節部位をも含まれていると考えられている。

　以上よりマウスC4とSlpのcDNA及び遺伝子の解析はタンパク質における構造

と機能の関係．進化の問題のみならず，現在研究が始められたばかりである遺伝子発現

の調節機構，特にステロイドホルモンによる調節機構を理解するうえで重要である。我

々はこれらの観点から既にpro－C4の全構造を決定し発表した（1．2）。引き続

きpro－Slpの全機構を決定したので報告する。

［方法］

　cDNAライブラリーは岡山・バーグ法により，　FM系マウス肝mRNAの＞28S

分画を用いて作成した。すでに得られていたマウスのcDNA（3）をプローブとして

，130万の独立したクローンを含む’ライブラリーのスクリーニングをおこなった。

　遺伝子ライブラリーは，FM系マウス肝DNAを用い，　Charon　28をベクターとして

作成した。マウスC4及びSlpcDNAをプローブとして100万の独立したクロー

ンを含むライブラリーのスクリーニングを行なった。塩基配列はM13ベクターを用い
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て，サンガーのジデオキシ法により決定した。

　［結果と考察］

　得られたSlpcDNAクローンのうち最長のものは5．2kbのインサートを有し

　pro－SlpのN末端から80アミノ酸に相当する部分を欠如していた（図1）．

この欠如している部分の情報を得るため，5’側をプローブとして遺伝子クローン（図

2）のサザンプロッティングをおこない，その後既に決定したマウスC4とのホモロジ

ーを用いてエクソン及びイントロンの同定を行なった。cDNAの5’末端は3番目の

エクソン申にあった。これらよりpro－SlPの全アミノ酸をコードする塩基配列を

決定した。

　この塩基配列と，我々が既に報告したマウスC4（1．2）のそれとを比較したとこ

ろ，Pro一・SlPは1716アミノ酸（5148ヌクレオチド）からなり，a鎖に3

アミノ酸からなるdeletionが認められた。しかしそれ以外のdeletion及びinsertionは

認められず，アミノ酸で94％，ヌクレオチドで96％の高い相同性が認められた

（表1）a

　　　　　　　　　　　　a　，　ct　，　r　　　Pro　C4
Thioトester

　　　　b

pFC・415．4」L一一」一rT⊥⊥一

pFS篭P’52

．一SL c

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　會

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　1Kb
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　“　1：Avat　“：Pvul　r：BatnHl　t：Pst　l　S：Acct　t：Htnd　M

図1　得られたマウスC4及びSlpcDNAの制限酵素地図

　　禽

Slp－3．22

51P．コ5

S亀P順3．14

　Slp－2A
　stp－2．S

Slρ．1』る

S瞳P－2．5

S量P．3．20

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　10　Kb
t：BamHl　1；EcoRl　“：Hind　M

　　図2　得られたSlP遺伝子クローンとその制限酵素地図

一117一



Xtomolo
CarrtOこ門i　san Nuciee電：id巳 At”ino　acid

H電皿こ認cca胃．　bOuse　C4

Ht颯anC4Av5．　s1P

“iot：se　C4　vs．　Sl　p

9
8
一
◎

7
σ
7
朝
げ

6
｝
4
4

7
「
7
σ
O
」

　　　　表1　マウスC4・SIP及びヒトC4A間のホモロジーの比較

　　　システィン残基の位置および数はマウスC4のそれと完全に一致していた。また

，β一a及びa－rjunction，チオールエステル部位もマウスC4と同じアミノ酸配列

であった。マウスC4の場合N一グリコシド結合が可能な部位はβ鎖に1ケ所，　a鎖に

3ケ所であるが，Slpにおいてα鎖にさらに2ケ所認められた。SlPはClsによ

り切断されないと言われているが図3に矢印で示した切断部位のArgはSlpにも保

存されていた。しかしながらその下流では．負電荷を持つ3アミノ酸の欠損を含む著し

い相異が認められ，このことが立体構造に変化を与えCls抵抗性になっている可能性

が示唆された。C4dの切断部位（図4矢印）はマウスC4では，Arg－Thrであ

るのに対し，SlPではGln－Metとなっており，C4dと相同なフラグメントは

SIpからは生じないことが示された。

　　　c4：二手さε播蹴諮会油漉譜1睾食麟3蹴ε1寵融翻き

　　　s1噛；灘灘高富含勉1厩山霧会誌幽幽継驚艦欝1
　　　　　　　　　↓

：1轟轟灘欝呂難醗灘

1鷹1灘灘藩灘濫叢講華
　　　　　　　　　　図3　Clsによる切断部位の配列

　　　　　　　　　　　　　　　　↓
　　C4＝Leu　Asp　Pr。　Leu　Asn　Asn　Le凹Gly　Ar　Thr　Leu　Glu　rle　Pro　Gly　Ser　Ser　Asp　Pro　Asn

　　　CτC　GAC　CCC　CτA　AA了　AAC　CτG　GGτ　　　　　　　　　　　　　　　CG　　ACTτ’「G　6AG　Aτ「　CCT　GGC　AGC　TCA　GA1’CCC　AAC
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　

　　SlP：C了C　GAC　CCC　C了A　AAτAAC　CτA　GGτCAG　AτGτT6　GAG　ATA　CCτGGC　A6C了C66AT　CCC　AAC

　　　しe題Asp　Pmし已凹Asn　A5翻しe凹Gly　G1　凹et　Le凹G1ロ　11e　Pro　Gly　Ser　Ser　Aspρro　A5縮

　　　　　　　　　　図4　　C4d切断部位の配列
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　BeItらが報告したヒトC4Aと比較したところ，マウスC4とSlPではそれぞ

れアミノ酸で76％，74％またヌクレオチドで79％，78％とほぼ等しい相同性が

認められた（表1）。前述のようにマウスC4とSlPとの相同性はこの価よりはるか

に高いことから，ヒトとマウスのC4遺伝子の重複は両種の分化以後に独立に起こった

か，分化以前に起った重複が協調進化をしているのかのいずれかであると考えられる。

　既に発表されているH：一2》7マウスのC4及びSlpの部分配列と比較したところ，

SlPでは600b中僅か1ヌクレオチドのみにしか相異が見られず，C4より保存の

程度が高いことがわかうた。この結果はSlPは．活性を持たないとされており，　Sele

ctive　pressure　から解放されていると考えられることに反していると思われる。
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31 マウス補体制御因子CR－1構造遺伝子座と

H因子構造遺伝子座の連関

　　　　　　　　　　　坂井俊之助1）、佐藤　博2）、海藤敏雄1）、高橋守信1）

　　　　　　　　　　　金沢大、がん研、免疫生物1）、ウイルス2）

〔目　的〕マウス補体制御系蛋白H因子の構造遺伝子座は、マウス第2染色体上のHc遺

伝子座（C5産生調節遺伝子座）から約16センチモルガン単位動原体とは逆位置に存在し、

Hc遺伝子座と、β2M遺伝子座（β2ミクログロブリン遺伝子座）の中間に位置する。　H因

子（分子量約160K）は液相でC3bに結合し、1因子によるC3bの分解過程でco－factorと

して作用する。またC3bレセプター（CR－1）は、細胞膜上に存在し、分子量は約200Kで、

H因子同様一本鎖蛋白でその作用機構はH因子に類似する。補体系蛋白の遺伝的特徴の1

つは、類似した作用特性を有する構成成分が各々遺伝子集合体を形成して存在することで、

MHCに連関するC2、　C4、　B因子の構造遺伝子座の存在様式は1つの典型的例である。本

研究は、1）C3コンベルターゼの構成成分の成立とその制御系蛋白の成立が遺伝的、進化

上類似した様式で成立した可能性を明らかにすることを目的とした。

〔方法と結果〕

　1〕H因子の構造遺伝子座の同定と、染色体上の位置：マウスH因子のアロタイプを3

つの異なった方法で証明した。多数の近交系マウスのH因子の電気泳動法は、近交系STR、

およびMoAのそれに比べ陽極寄りに早く泳動され、両アロタイプのFiでは、両親のいず

れのH因子とも発現される。また両アロタイプが一次構造上の相違に基づくことは、二次

元微量ペプチドマッピング法により、両アロタイプ間に2～3個のペプチドの相違がある

こと、また精製したH因子を抗原とし、H因子アロタイプが異なるBAL、B／cとSTRで相互

免疫することによって、アロ抗H因子血清が作製出来たことから証明された（図1）。H因

子構造遺伝子座の位置を決定するため、BA：LB／c（H・1）とMoA（H・2）で交配実験を行

い、既知の14の遺伝的マーカーとH因子アロタイプとの連関をしらべた結果第2染色体上

のHcから16センチモルガン単位動原体とは逆位置にH因子遺伝子座が存在した。以後の

補体系制御蛋白群の遺伝的研究のため、H・2アロタイプに関するBALIB／cマウスを遺伝的

背景にもつcongenicマウスBALB－H・2を作出した。

　2〕H因子とCR－1構造遺伝子座の連関

　作用機構、分子量、および分子構造の類似性からH遺伝子座とCR－1遺伝子座が近接し

て存在すると想定し、BALB／cマウスおよびBAI、B－H・2マウスの脾細胞よりCR－1を精製

した。精製BALB／cマウスC3よりC3bを作製し、　Sepharose　CL－4Bゲルを用いてアフィニ

ティカラムを作製した。アフィニティカラムに、脾細胞の可溶化透析液（10mMリン酸緩
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衝液、50mM　EACA、10mM　EDTA、1mMエラスターゼインヒビター、1mM　PMSF、0．5％

NP－40を含む液中で可溶化）をapplyし、　NP－40を含まない上記PBSでカラムを良く洗っ

た後に、10mMリン酸緩衝液（100mM　NaCl）でCR－1を含む分画をえた。精製CR－1で

腹腔マクロファージを前処理すると、腹腔マクロファージのEACロゼット形成阻害作用が

CR－1単独で認められ、　CR－1と1因子の代用として血清を混合して用いると、より効果的

にロゼット形成阻害が認められた（図2）。また精製CR－1の分子量は195Kであった。精

製CR－1を用いてウサギ抗マウスCR－1特異抗血清を作製し、　IgG抗体をえた。得られた

抗血清が特異的であることは、IgG抗体およびそのFab抗体は、　EACロゼット形成を阻害

すること、BAI．B／cおよびBALB－H・2の脾細胞可溶化液中の分子量195Kの蛋白とのみ反

応すること、胸腺、赤血球、BALB／cマウス形質細胞腫MOPC　31Cの細胞可溶化液には反

応する蛋白が含まれなかったことから明らかである。次にCR－1のアロタイプの検出を多

数例の近交系マウスで行った。マウス脾細胞をIactoperoxidase法で1251で標識後、可溶化

し、等電点電気泳動を行った。O．5％濃度のアガロース液にLKB社アンフオラインPH

3．5－9．0を3％で、NP－40を0．05％濃度で混合し、4℃条件下で泳動した。図3に示す様

にBALB／cなどの多数の近交系のCR－1のP・1値は、7．6－7．9であったが、　BALB－H・2お

よびSTRのそれはP・1値7．8－8．1に泳動された。　BALB／cとBA：LB－H・2の：F　1仔では両

親のCR－1アロタイプが共に発現された。以上の結果は、　CR－1アロタイプをコードする

遺伝子の遺伝子座は、H遺伝子座近傍に存在することを示す。この結果はFI仔をBALB／c

に戻し交配した仔25匹中CR－1・1（BA：LB／c型）が11例で全例H・1型で、14匹はCR－1・1／2

型で全例H・1／2型で、CR－1遺伝子座とH遺伝子座間に染色体交叉例が存在しなかったこ

とより確実である。

　次にCR－1アロタイプの相違が一次構造上の変化に基づくかを検討するため、　BALB／cマ

ウスにBA：LB－H・2より精製したCR－1（CR－1・2）を免疫し、　CR－1・2に対するモノク

ローナル抗体の作出を試みた。単クローン抗体の検出は、CR－1・2を用いたELISA法で

行い、陽性クローンをBALB／c　nu／nuの腹腔に移植し、腹水から単クローン抗体の精製を

行った。得られた単クローン抗体のうちMCR・2と命名したクローンは、　BALB－H・2の

腹腔マクロファージのEACロゼット形成を阻害しなかったが、　MCR・7と命名したクロー

ンは効果的にEACロゼット形成を阻害した（図4）。しかし三二クローン抗体ともBALB－

H・2の脾細胞中の195Kの蛋白と反応した（図5）。

〔結　論〕マウスCR－1の構造遺伝子座はH因子構造遺伝子座に近接して存在し、　CR－1

アロタイプ間には少なくとも2ケ所に抗原決定基の異なる部位が、アロ単クローン抗体の

作製によって証明された。ヒトではH遺伝子座、C4bp遺伝子座、　CR－1遺伝子座が遺伝子

集合体を形成して存在することが、ごく最近発見され、本研究は、C3コンベルターゼの構

成成分と同様、制御系蛋白群の遺伝子座もヒトとマウスで極めて類似した遺伝子配列をと
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3 り、これら制御系蛋白が遺伝子重複によって生じた可能性を示すものである。
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32
　　　献血者集団より発見された
C5、C6欠損とC9欠損の家系
調査についで　　　　　　　　　　　　　　　R

　　　　　　　　　　福森　泰雄，書村　敬次，大壁　子郎，山ロ　英夫，大久保　康人

　　　　　　　　　　　　　　　　大防び奇1赤一十字血液センター

　　　　　　　　　　赤垣　洋ニニ、稲井　真弥

　　　　　　　　　　　　　　　　大阪医科大学　病態検査学教室

　（ほじめに）

　わ虞われば、逗去3獲、の二上シンポジウムにおいて、大阪地区の献血者翠雲を秦1集に搭

蓼欠損スクリーニングを行い、その成果を報告してきたeその概要は、献三血…愚瀬て1万人を

SGVB心血法を用いて調査し、（＝5欠損（疑い）　2名、　C6欠績　2名、　C7欠1員

5名、C8α一γ久裂　2名、1〔二9欠損　工OG名を見い出したことである。・’ti　一一，は、∴

回からのまとめとして、苗「報告したC5欠藁鷹（疑い）2名について家系調査による確認

を行い、またC6欠覧者（π晶系講査にま宝いて一・一・」L家系内より発端者⑳妹に（＝6欠損が発．えさ

恵、たので報Lτする．さらに、C3欠損者の頚度の高い2家系の家系評査を行ったので報恩

する、

　ぐ麟欝二とノ冥去）

　　、盲書　“、」、婁欠損スクリーニング及びその精査には、採五午後24時間怪過した血液を用い

た。そして最終約な補体欠孤の確認には，本人より直接採血した孟L警を用いたaまたその保

　．r，ま一7（）　ecで行った。

　∠Zikii献三二渚の中から補体欠損症を発見する方法は、まず第一段階として、バッファー

としてSGVBを月いるとC9欠損者の血清械体乞が著しく低績を示すという北村らによ

って報告された葺実を利用し、マイクロタィタープレートを用いて行った。すなわち、U

型プレートの各ウエルに被検出．清10p｝、　SGVB50pl，　SGVB浮遊EA（5x

　lG8／mD25♪11　を加えて混合、37。C、20分間静置後、遠心して溶血の有

無を調べた、この方法で不溶血を示した血清について、第二段階として、C3、　C4、　C

　9の各補体のタンパク量をSRID法で測定し、さらに．ウサギ血球溶血試験及びCH

　50極、C4活性（C4欠損モルモット血清を用いる方法）の測定を行い、これらの検査

結果からC。遁瓢i蝋i。nによる不溶血血清を除外し、　C　9欠損及びその他の補体成分欠

損症．を疑う検体を選び出し、各補体成分の活性とタンパクの定量を行い、補体成分欠損症

の仮判定を行ったe以上の検体に対しては、本人の再来を依頼し挽血直後の血清を用いて

上記と同搬の検査を行い、補体成分欠損症の確認を行った、また冒時に家系調査を行う襟

・努￡た、，

　（結果）

　　Cδノ7穏丁．1．（女39歳主婦）本例の血清補体価は9，8、C5タンパク検

出不能、・C5活性は430SFU／ml（0．1％　of　NHS）で補体価が比較的高く

、従来の報告と比較して、C5欠損症であることに疑いがもたれていた。今臥発端者の

’両親と兄弟を調査することができ、図1に示す結果を得た。すなわち、両親及び兄弟の一一一・・一

人はC5のタンパク量、活挫ともに正常血清の約半円で、ヘテロ接合体と考えられた6こ
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のことからT．1．は遺伝性のC5欠損症であると結論された。

　N．K．（男　32歳教師）は補体価19．8、　C5タンパク検出不能、　C5活性

正20GOSFU／ml（2．7％　of　NHS）であった。その家族は小家族であり、しか

も発端者の兄のみしか調査できなかった。兄は、C5活性　51．6％　タンパク量　45％と

、正常の半量のヘテロ接合体らしく、本門も遺伝性のC5欠損症である可能性が強い。さ

らに、：N．：K．は、その後行った、補体欠損スクリーニングの中で、再び不溶血血清とし

て捉えられており、先天性のC5欠損症であることはまちがいないであろう。さらに確認

を行うにはその

子供の調査を待た

ねばならない。以

上のように、前回　　　　　　　く50；qg，　　　　　　　《79s76》

報告した2例のC

5欠損（疑い）者

はいずれも家系調

査の結果から遺伝

性のC5欠損症で

あると考えられる。

（71，88）

NT

Jett・t

（O，1JND） （63」7q） （88；70）

C5　（acttvttyiprotetn，　Z　of　NHS）　ND，　Not　Detected　NT，　Not　Tested

　　　図1．T。1．　（C　5欠損》の家系図。

⊆旦避退前回報告したC6欠損者　M．　N．（男　31歳　会社員）、Y．　N（女

36歳主婦）はいずれも、家系調査を行っており、その結果より遺伝性のC6欠損症で

あると判定された。今回、Y．　N．家系についてより広範な調査を実施することができた

のでその結果を示す（図2）。これより両親はヘテロ接合体、発端者の妹はC6完全欠損

（59，56） （60」　47）

（98；88） （81s86）

卜IT NT NT NT

，‘2ff”

（く0，1JND）

NT

（〈O，1，ND）

（lq“J　121）（9“J　93）（12b129）　（qS，53）　（49iq8）

　　　　　　　C6　（actlvtty；protetn，　Z　of　NHS）　ND，　Not　Detected　NT，　Not　Tested

　　　　　　　図2．Y．　N．　（C6欠損）の家系図。

であることが見出された。そしてこの妹も姉剛影健康であり、特筆すべき既往歴はない。

また二二及びその子供は正常であった。より詳細な検討のため、さらにC6の多型性を調
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i干した。方法は、徳永らによって報告されて

’いるアガロース等電点電：気泳動（ph　5－8）

とニトロセルロース膜；を用いたウエスタン、

プロッティング法によった。図3にその泳動

像を示す。Y．　N．の両親はいずれもC6の

プェノタイプはC6Bであった。それを基に

各人のゲノタイプを決めると（但し欠損選伝

子をQOと記す）、両親は（C6B、　QO）

、長兄は（C6B，　C6B）、発端者及びそ

の妹は（QO、　QO）、発端者の子供は二人

とも（C6B、　QO）であると判定された。

父恐塞欝露1長イ
　　　　人一二二層驚

　　　　　　夢墨
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　

　灘：…籔　￥　難　一系犠＿。

￠惑フ鵬ノタイプの泳勤嫁轟』

　　　　　　　　　襯鞭

⊆旦欠退　C9欠損家系については第19回、第20回の補体シンポジウムでも報告し

ているが、今回、比較的大きな家族構成でかっC9欠損者の頻度の高い家系を調査したの

で報告する。

K．U．家系。　発端者は4年前より十二指腸かいようで服薬中であるが、それ以外に既

往歴はない。また両親に血縁i関係はない。その結果を図4Aに示す。発端者の兄、妹いず

れもC9欠損であったが2名とも健康であり特記すべき既往歴はなかった。長兄及び妹の

了供がすべてヘテロ接含体であったので、長兄及び妹の配偶者は、未調査であるが、どち

らも正常と考えられた。

NT 十

！

（O，4；　ND）

NT

（〈O，1，ND） （12b110）

NT

（〈O，bND）

NT

（35，35）　（17」16｝　（57，52）　（43，38）　（64J47）　（42）25）　（51J50）　（33，36）

C9　（acttvlty．・proteln，　Z　of　NHS）　ND，　Not　Detected　NT，　Not　Tested

　　図4A．　K．　U。　（C9欠損）の家系図。

　：K．：K．家系。高知県の山村出身、過去においてその親族内で比較的高い頻度で血族結

i婚が行われたと聞いている。但し、K．　K．の両親はいとこ婚ではなく、血縁関係はある

らしいが、はっきりしない。その家系図を図4Bに示す。発端者の兄弟は二女を除いてす

べて調査しており、8人兄弟中5入がC9完全欠損であり残り2人がヘテロ接合体であっ

た。その結果から、発端者の両親は、長兄夫妻と同様なC9欠損のホモとヘテロ同志の結
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婚であると考えられる。なお発端者を含めC9欠損の5名は全員健康であった。とにかく

、K．　K．家系の結果から、同一地域内での血族婚の繰り返しがこのように高い頻度のC

9欠損者を生んだと考えられる。そして、この2家系のC9欠損の遺伝形式は従来の報告

どおり常染色体性の共優性遺伝に合致している。

十 NT

（く0，1，ND） （69」62）　（41i53）

NT

／

（54J52｝　（く0，1∫ND）

NT

（〈O，bND）＜＜O，IJND）　（9，2）ND｝

NT

（39」向O）

NT　）　（　NT

（〈O，1JND） （18J23）

図4B．　K．　K．　（C9欠損）の家系図。

　（まとめ）

　われわれは、過去3年間の補体シンポジウムで大阪の献血者約1G万人の中から、　C5欠

損（疑い）2名、C6欠損2名、　C　7欠損5名、　C8α一一y欠損2名、　C9欠損100名を

見出したことを報告した。今回、前回報告したC5欠損（疑い）2名の家系調査を行い、

それらが遺伝性のC5欠損であることに確信を持った。このことより、従来の報告とは異

なる比較的、補体価やC5活性の高いC5欠損症のあることが明らかになった。また、　C

6欠損者の一家系において発端者の妹にC6完全欠損を見出したことは、このC6欠損症

の遺伝性がよりはつきりしたといえる。さらにこの家族の構成員が正常かヘテロ接合体か

の判定をより確実にするためウエスタン、プロッティング法によるC6多型の調査を試み

た。しかし、Y．　N．家系では両親のプェノタイプが同一であったため、活性及びタンパ

ク量の値によりホモ接合型かヘテロ接合型かを判定した。またこの調査結果より、C6欠

損者は正常なC6タンパクと坑原性を同じにする他のタンパクは産生していないことがわ

かった。最後に、C9欠損者頻度の高い2家系の発見は我が国のC9欠損者頻度の高さを

裏づけるものであった。
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33 SLEに合併したC7欠損症の1例

　　　　　　　　小嶋　和英？巽　典之？丹羽　充㍗北村　肇3）

　　　　　　　　　永木　和義3）多田　正義4）

　　　　　　　　　大阪市立大学医学部，臨床検査医学教室1）

　　　　　　　　　大阪市立大学医学部，細菌学教室2）

　　　　　　　　　大阪府立成人病センター，研究所第6部3）

　　　　　　　　　大阪府立病院，且LA研究室4）

　〔はじめに〕

　C7単独欠損症は諸外国で約10例報告され、わが国では献血者集団より発見された5症

例と、流行性脳脊髄膜炎に罹患した1例の合計6例が報告されている。今回、われわれは

SLECSYSTEMIC　LUPUS　ERYTHMATOSUS）の診断を受けた症’
例においてC7単独欠損症を経験し、遺伝学的、免疫学的、細菌学的に若干の検討を行な

ったので報告する。

　〔症例〕

　症例は40才女性。主訴：両手指関節痛、両下腿腫張、熱発、顔面浮腫。既往歴；特記す

べきことなし。家族歴；姉が強皮症の診断を受け他施設にて加療中、両親は血族結婚（4

親等）である。現病歴；昭和58年6．月21日より38℃台の熱発、顔面浮腫、両手指関節痛が

出現し、近医受診し消炎鎮痛剤の投与を受け症状改善。同年10月28日より同様症状出i現し

当院入院となる。入院時書両手指弓張、顔面浮腫、ほほの発赤、下腿腫張、体温37．5℃、

左右顎下、左ソ径部にリンパ節腫張を認ある。入院時検査成績；末梢血液において、白血

数3300／面、リンパ球1350／㎡と軽度低下、LE細胞陽性。白血球分類、出血凝固検査に

は異常を認めなかった。他の生化学諸検査においても異常はなかった。

　〔免疫学的検査〕

　抗甲状腺抗体罵25600倍、抗マイクロゾーム抗体；1638400倍、抗核抗体弓640倍、抗

RNP抗体：256倍、　R：NAsE感受性；1638400倍、　R：NAsE抵抗性；　40倍、　DsIgG

；2u／mL、　SsIgG；19u／mt、　RAHA11280倍、　CH50；2．5u／皿似下であっ

た。上述の所見および検査成績より患者をSLEと診断した。またCH50が2．5・u／mしで

あったため補体各成分の活性、蛋白量の測定を行ない表1に示した。C7は活性、蛋白質

ともに検出不能であり、C7完全欠損症と診断した。

　〔遺伝学的検索〕

　患者の両親、姉妹、甥、姪のC7活性と蛋白量の測定ならびにHLA系の検査を行った。

（表2と図1）C7活性と蛋白量が正常の約半分であるヘテロ接合体の者が、両親、すべての
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Table　1．　Complement　profile　of　the　Pt．

Hemolytic　Activities Protein　Concentrations

PT　S＊　（％　NHS） NHS＠ Pt． Normal　Range

Total　Complement

1
4
2
3
5
6
7
8
9

C
C
C
C
C
C
C
C
C

（CH50） 　　　0

145，500　（100．3）

　57，600　（130．9）

　1，147　（125．8）

　57，000　（131．9）

258，000　（107．9）

　15，200　（　90．5）

not　detected

　33，000　（　73．3）

　34，800　（145　）

42．　7

145，000

44，000

　　912

43，200

239，000

1　6，800

15，600

45，000

24，000

C　lq　（90）　100

C4　（ng／dL）　30．6

C3　（ng／dL）　73．5

C5　（pm　108．8

C　1一　1　NA　（％）　104．4

B　（％）　77v5

28．6

60

op　NH　S　＝＝　nQrmal　human　ser　um． ＊　PTS＝　Patient serum

Figure　L Family　pedigree　of　the　C　7　D　Patient．

　　　　　　　　　　　　1　rts　2

a／b

3
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　　　　ff／e　bV／f　a’／g　Zi7Th

，　　　normal　C　7，　●，圃；heterozygous　for　C　7　D

；　homozygous　for　C　7　D　＝＝　Patient

Haplotype

　　　　　Cw，　DR－

　　　　　　　C－DRw3

（A2　or　A一）　T　S　i　Cw3　DRwg

　　　　　　Cw3　DR－

　　　　　　　C－DR一

b
d
f
h
・
J

　
　
噛
1

14

黹
ﾕ

7
凶
一
a

Aw24　BwM　C－DR　4

A2　Bwsi　C－DRs

A26　Bwsi　C－DR－

Aw24　Bwss　Cw　i　DRs

Aw24　Bwss　Cwl　DR2

15

d／j
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姉妹、甥1人、姪1人の計8名に発見され、遺伝形式は常染色体共性優性遺伝と考えられ

た。図1に示す様にH：LAの検索も行なったが、　HLA座と遺伝性C7欠損症との間には

何ら関連性は認められなかった。

Table　2．　Complement　profil　of　the　family

αamilies）
CH50 C7

高盾撃凾狽堰@c　actMty

C7　protein

@　ConCentratiOn

No　1 37．8885％ 7，730　4a6％ 41．2（％）

2 36．3850％ 5，400　34．6％ 30．0

3 35．3827％ 6，560　42．1％ 25．0

4 3448α6％ 6，060　38．8％ 33．8

5 31，172．8％ 5，880　37．7％ 32．5

7 31，874．5％ 6，100　39．1％ 33．8

8 31，874．5％ 14，000　89．7％ 67．5

9 33，177．5％ 14，000　89．7％ 91．3

10 35．3827％ 11，400　7a1％ 85．0

11 4α394．4％ 18，900　1192％ 140．0

12 34，681．0％ 7，600　48．7％ 61．3

13 32．0749％ 13，100　84．0％ 825

14 34，681．0％ 8，080　51．8％ 33．8

15 32，175．2％ 7，070　4a8％ 32．5

N．且．S 42．7 15，600　100％ 100

　〔細菌学的検査〕

　患者血清を用いEndoto）dn不活化作用ならびにEcoliに対する殺菌作用を検索した。

Endoto）dn不活化作用に関しては、30分間のインキュベーションタイムの後に測定した結

果正常人血清に対し有意の差は見られなかった。Ecoliに対する殺菌作用は血清添加前の

菌体数に対し30分間インキュベーション後の十体数の％で比較すると、正常人O．180％に比

して患者では54．9％と有意の差が見られた。この実験により患者血清はEcoliに対する殺

菌作用の低下が認あられた。

　〔C7添加実験〕

　C7添加による容血を確認するために、　EA（5×108／mの＋GVB2．　6　mt＋患者血清

にC7添加し37℃60分間インキュベーションの後吸光度（OD）により比較実験を行なった。

Controlとして、　E　A＋Serum＋GVBを用い、比較のためにC6，C8，C9の添加実

験も施行した。結果、ControlのOD＝O．005，Control＋C6＝O，005，Control＋C7＝O．113，
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Control＋C8－O．　008，　Control＋C9＝0．005で，　C　7添加時のみ容血が認あられた。

　〔結論〕

　SLEの診断を受けた患者においてC7完全欠損症が発見された。家族調査において、

遺伝形式は常染色体性共性優位遺伝であることが判明したが、HLA座との関連は認めら

れなかった。細菌学的にE　co　liに対する殺菌作用の低下が認められたが、患者の既応に易

感染性を示すところはなく非常に興味深いと思われる。
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34 C9欠損とシェーグレン症候群の合併症例

鈴木好夫・内田順子・二瓶宏・三村信英

杉本正毅（※）・西海正彦（※）・佐藤昭雄（※）

虎の門病院腎センター　　　　国立東京第二病院内科（※）

〔はじめに〕

　C9欠損症は稲井らによって第15回本シンポジウム（1978）
において世界第1例が発表され、その後の報告とあわせて本邦に比較

的多い補体因子欠損症として知られる。C9欠損症は一一一般に健常な生

活をおくっいるとされるが、今回我々は、微熱とSicぐ蕊　sy－

ndrome　を呈する低補体価の症例が（’9欠損症であることが判
明したので報告する。

〔症例〕

　発端者はS．S．。　昭和9年ll月23日生まれ。やせた小柄な
女性。主婦。

〈主訴〉　微熱、体重減少、関節痛、口・口の乾燥症：状

く既応歴〉　日光過敏症、脱毛

く現病歴〉

　昭和58年2月3日、心窩部痛にて国立東京第二病院初診。上部消

化管レントゲン造影にて特変なく胃炎の診断にて通院・加療していた

が、37．4℃～38℃の微熱あり。体重も1年に10kgの減少し、
その精査のため同年4月8日入院した。

〈入院後の経過〉

　入院時よりの微熱はその後も続いており体重も41Mくsよ1，j：増えな

い。消化器系検査にて、胃潰瘍、軽度の膵機能異常あり。易再発性面

懸炎あり。唾液、涙σ）出にくさを指摘された。

　検査結果：

　入院時より頸部リンパ節、鼠頸部

の結果とも悪性の所見は得られず　國

と組織診断された。

1ンパ節の腫大あ転1、2回の生検
【灘職1〕ζ｝E．｝a　t，卜iicl．y蹴ρhり翻ξ「iも｛3

　WBC　3，600（好中球一ζ墨7％・，り）’バ球47％．単三1；i：2％、

好酸球3％、好塩基球1％、異常緬胞なし）

　RBC　35◎万　、ヘモグロビン　1◎．7e／a！、ヘマトゥ
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リット　31．6　％、AL－P　5．7、GOT　29、GPT
53、LDH　32．6、LAP　202、γ一GTP　19、総
ビリルビン　0．2（直ビ　0．1）、BUN　13．1、クレアチ

ニン　0．6、総蛋白　6．8g／dl（alb．　66。7％、ア
ルフフ1　2．7％、アルファ27．2％、ベータ9．2％、ガ

ンマ　14．2％）　IgG　1307mg／dl、IgA　248、
IgM　246．CH50　5－v18u／ml．C3　72mg／d
1、C4　47mg／d1、CRP（一）、　血沈　10～30mm
（1時間）、尿蛋白　時に（＋）、沈査RBC　（一）、沈査　WB

C　10－37／HPF、経静脈的腎孟造影　異常なし、　LE細胞、

DNA抗体　とも1回のみ陽性。その他　ウィルス抗体、自己抗体、

骨髄穿刺検査等に異常を認めない。

血中免疫複合体（I

C）　陰性　Sh　i　rme

rtest　陽性、　Rose

－benga1試験（3＋）

、蛍光試験（3＋）、

ガム試験　11　ec
／10分。耳下腺造影

　正常、口唇腺生検

　正常、唾液腺シン

チグラム　正常

　補体学的検索；

　発端者S．S．の

CH50　15は正
常値の38％、血漿

CH50も低値であ
り、C9欠損症が先

ず見当つけられた。

表1はS．S．の補
体プロフィールを溶

血活性と蛋白：量にわ

けて記した。蛋白定

量溶血活性ともC

Comptement　profiles　of　patient　SS

hernotytic　assay

CH　50

CIINH

Cl

C4

C2

C3

Cs

Cg

C3T

ptote　i　ns

　　CIINH

　　cn
　　C4
　　C3
　　Cs
　　Cg

　　B
　　P

15（38。ゐN）　　　u’m1

4224　（150％N）　SFU，ml
の

2q，000　（36％N）　SFU，m1

7ZOOO（64％N）　SFU’m1

500（7g　o／ON）　　SFU’m1

31ρ00（131『ノ●N）　SFU’m1

35ρOO（107％N）　SFU’ml

O　　　　　　　　　SFU’ml

O　　　　　　　　　SFU’mt

n．t

1020ノ・N

17　（　77　Ole　N）

70　“osot．N）

920ゐN

oel．N

11　（　69ele　N　）

n．t

表1

ng　lmt

mglmt

mglml

mglmt

n．t　：net　tested

・ノ。N：。’oNHS

一133一



9は検出できなかっ

た。C9蛋白定量は

ヘキスト社のC1～

C9を用い、　C9溶
血活性については、

EAC1－7十C8
huとS．S．血清
の希釈から測定した

oC3T　（C3　tota
lactiviby）も検出

できなかった。

　ファミリースタデ

ィは以下の如くであ
る。

　S．Y．　24才
、長男。6才時リウ

マチ熱でステロイド

を服用した。風邪を

ひき易い。

　S．1．　22才
、次男。

　T．　1．　34ir
、発端者の弟。扁等

腺炎をくり返す。

図＝②

”””’

P

SS　TI

SY　SI

p　：　proband

le　：　bornorygous　C9　det　ic　iency

凹　　　　：h￠t￠rozygous　C9　d￠fたi￠ncy

Z　（Z）　；　not　investigated

Pedigree　ct　C9　deticient　family　S

国！

　図1に家系図を示した。発端者S．S．の弟T．1．もC9溶血活
性、蛋白定量ともに検出できなずC3Tも測定できなかっだ。長男S．

Y．次男S．1．のC9溶血活性、蛋自定量はそれぞれ正常の約半量
であった。

　C9再構成テストを行なったところ、　S．　S．検体に乾燥C9粉末

を加えC9溶血活性の回復を見だ。　C　9を100単位加え：たところC

H50はほぼ正常に回復した。

〔考案およびまとめ〕

　C9欠損症は既に多くの報告がなされ、文献レビューもされ（稲井

真弥、C9欠損症、臨床免疫、14：281－287，1982）、
本邦に3万～5万人のC9欠損症がいると推定されている。したがっ

一　134　一一



てC9欠損症自体は稀有な症例とはいい難いが、今回我々は　Sicca

synd　rome　の合併をみたC9欠損症とその家族例を報告した。　C　9欠

損者は他の補体因子欠損症と異なり、一般に健常な生活を送っている

とされるが、第16回本シンポジウム（1979）において行山によ

って発熱をくりかえすC9欠損症が報告され、天野によって（内科学

会誌　70：1072，昭和56）、慢性関節リウマチを合併した補

体第9成分欠損症、菰田によって（日腎誌　23：1627，198
1）、補体第9成分欠損症を伴った糸球体腎炎の1例が報告されてい

る。C9欠損症は真に健常ではなく、他の因子欠損症と同様Comprom

ised　hostとなりうると考えられる。

　発端者S．S．及びその弟T．1．は完全欠損であり、長男、次男

は部分欠損で遺伝形式は不明であった。
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35　髄膜炎菌感染を契機に発見された遺伝性。7欠損症の＿例

　　　小林正夫1，岡田道子1，相原克昭1，松浦良二1，臼井明己1，赤垣洋二2，稲井真弥2

　　　1広島大学医学部小児科　　2大阪医大，病態検査

補体欠損症にNeisseria属感染を合併することはよく知られている。今回，我々は髄膜炎菌感染を契

機に発見された遺伝性C7欠損症を経験したので報告する。

　1　症　例

　症例は7歳男児。主訴は発熱，痙攣，意識障害。既往歴では易感染性は認められず，予防接種歴

にも異常なく，その他特記すべきことはなかった。家族歴にも特記すべきことはなかった。現病歴

：昭和59年5月1日早朝より発熱，前頭部痛，P区吐あり，近医受診中に全身の強直性痙攣を認め，

次第に意識混濁となり当科緊急入院となる。入院時意識レベルは300（3一一3－9度方式）。頻脈，多呼

吸，血圧低下，全身皮膚の多数の点状出血斑を認あた。軽度の項部硬直とケルニッヒ徴候も陽性で

あった。入院時検査成績：白血球数3，900／mm3で好中球の左方移動あり，血小板数56，000／mm3

と減少していた。血液凝固系では，出血時間は4分であったが，プロトロンビン時間270／o，活性化

部分トロンボプラスチン時間57．1秒と著明に延長，ヘパプラスチンテスト35％と低下，血中FDP

80，μg／d1と高値を示した。　CRPは5（十），GOT，　GPT，　LDH，　CPK，　BUN，クレアチニンはすべ

て高値であった。血糖，アンモニア，免疫グロブリンは正常であった。脳脊髄液では，細胞数2813，

蛋白5mg／dl，糖67mg／d1，塗沫，培養では菌を検出することは出来なかった。以上より，敗血症，

DIC，肝不全を疑いICUで呼吸・循環管理のもとに強力な抗生物質療法と交換輸血を施行した。第

4病日には第1病日の血液培養よりNeisseria　meningitidisが分離されたため，髄膜炎菌による敗

血症にDICを合併したものと考えられた。以後，約1ケ月間の抗生物質の投与とリハビリテーショ

ンにより，知能，運動とも後遺症なく軽快した。

　皿　補体検索

　交換輸血前のCH　50は2．5U／ml以下であり補体各成分の活性・蛋白の測定を行った。表1に示す

ように，C7は活性・蛋白ともに検出不能であったが，その他の補体成分は正常であった。患者血

清に種々の濃度のヒト精製C7を添加したところ，　CH　50は濃度依存性に上昇した（図1）。この

ことより患者血清にはC7に対する阻害因子は存在しないと考えられ，　C　7欠損症と診断した。

　可能な範囲での家族の補体検査より，兄・両親・父方伯父・母方叔母・母方従兄の6名が，C7

活性・蛋白が正常の約500％であるヘテロ接合体と判明した（図2）。遺伝型式は従来の報告どう

り，常染色体性共優性遺伝と考えられた。

　皿　免疫学的検索

　患者好中球機能検査では，NBT還元能試験，　chemiluminesoence（化学発光），走化能はすべて正
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常であった。患者血清のオプソニン活性をZymosanを用いたchemiluminescenceで検討したが，

正常コントロールとの間に差は認められなかった。オプソニンに補体のlate　componentは必要な

いものと考えられた。患者血清の走化因子産生能をAgarose　plate法による正常好中球のchemo－

taxisで検討した。血清とZymosamを37℃でincubationし経時的に，走化因子活性をみたところ，

患者血清では明らかな走化因子産生能低下が認あられた（図3）。患者血清に正常血清を種々の濃

度で添加すると．低下した走化因子活性が正常に復することより，この走化因子産生能の低下が

C7に依存している可能性が示唆された。

　補体由来の走化因子には，C5a，　C3a，　C567が知られているが，前二者が主である。　C567の走化

因子活性については，C6欠損血清で正常な走化因子産生がみられることより疑問視されているが，

今回の我々のデータより，C7の走化因子活性への関与が推測される。今後精製C　7を用いた詳細

な検討が必要と考えられる。

　患者リンパ球の表面マーカーではSRFC，　SmIg，　OKT3，4，8はすべて正常であっ，たがNK活性を示

すLeu　11の著明な低値を認めた。リンパ球のPHA，　ConA，　PWMによる芽球化反応，　PWMによ

る免疫グロブリン産生能は正常であった。K562を標的細胞としたリンパ球のNK活性を図4に示す。

患者ではNK活性の著明な低下がみられ，ヘテロ接合体である母親は正常と患者の中間値を示した。

Leu　11陽性細胞の減少と合わせ，患者のリンパ球のNK活性の障害が示唆されるが，　C　7欠損との

因果関係は明らかでなく，今後の課題と思われる。

Tab　e　1

Complement　profile　of　a　patient　with　C7D　（S．K．）

Hemolytic　activities Protein　concentrations

s．K．（z　of　lgHs） NHS S．K． NHS

CH5　O　（U／ni）

c1（s］団【J1】匡江）

C4

C2

C3
cs

C6

C7

C8
C9

　　く2。5
　　　　　　　禽86，400（108．0）

32，800　（71．3）

　1，350（117．4）

64，000（121．2）

364，800　（96．6）

17，200　（95．6）

not　detected
16，400　（8S．4）

86，400（14S．9）

　　35．S
80，000

46，000

　1，150

S2，800

377，600

18，000

10，500

19，200

59，200

C4（皿g／d1）　　23

C3（mg／d1）　　67

C5（Z）　79
C6（Z）　100
C7　not
C8（Z）　100
C9（Z）　136
H（Z）　125
B（mg／ul）　20

P（Z）　84
Z（Z）　94

deteeted

17－34

SO－80

＊　Numbers　in　parentheses　are　Z　of　NHS．

　NHS；　normal　human　serum．
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Fige1
ヒト精製C7添加の患者血清補体活性への影響
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Fig・3 Generation　of　Chemotactic　Activity　from　Sera
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36髄膜炎または髄膜炎を疑わせる症状を反復した。7欠損症の一症例について

伊藤節子1，楠　　隆1，真弓光文1，三河春樹1，赤垣洋二2，稲井真弥2

1京都大学医学諏』、児科，　2大阪医科大学病態検査

　今回，われわれは髄膜炎または髄膜炎を疑わせる症状を反復したC7欠損症の1症例を経験した

ので報告する。

　1　症例：

　本例は紫斑を主訴として入院したh才女児で家族歴では易感染性を示すものはない。妊娠中およ

び分娩時に異常はなく，発育歴にも特記すべきことはない。既往歴として4才時に水痘，5才時に

流行性耳下腺炎に罹患したがその経過には異常はなかった。各種ワクチンの接種時にも特記すべき

ことはなかった。昨年12月15日（入院49日前），410Cの発熱と悪心，ロ区吐のため，近医を受診し，

抗生剤と解熱剤の投与をうけたが，翌日，頸部，前胸部，背部，上肢に紫斑が出現した。この時，

著明な白血球数増多を伴い，炎症反応も強陽性を示していた。12月25日（入院39日前）にも前回と

同様の発熱，悪心，啄吐，紫斑などの症状が出現した。本年1月29日て入院4日前），夕方より39℃

の発熱を伴った悪心，嘔吐が出現し，近医にて解熱剤と合成ペニシリンの投与を受けた。翌日も悪

心，ロ区吐が続き，頭痛と前胸部，腹部，背部に出血斑が出現したため，2月1日に本院小児科へ紹

介され，緊急入院した。

　入院時所見；入院時には悪心，∬区吐および頭痛はすでになく，機嫌もよかった。体温は36．7℃

で体格は大，栄養は普通であった。咽頭に発赤を認め，また両側顎下リンパ節に直径1　emの腫脹を

各1ケづっ触知し，圧痛（十）であった。心，肺に異常を認めなかった。腹部および背部の皮膚に

直径2～4・mmの出血斑を多数認めた。腹部では肝，脾とも触知しなかった。神経学的所見として項

部硬直（一），Kernig徴候（一），皮膚描記症（一），腹壁反射（十），深部腱反射充進（左右差なし）

足間代（一），膝蓋間代（一），Babinski反射（一），　Hoffman反射（十），左腋窩～側背部に

Paresthesia（十）であった。

　入院時の検査所見；表1に示したごとく，赤沈の著明な三三，CRP強陽性，α2グロブリンの増

加，後骨髄球の出現，左方移動を伴った好中球増多症がみられた。血小板数は16．4万lmriであり，

凝固系ではFibrinogenの増加がみられた。生化学的検査では，　BUNがやや高値を示した以外には

異常が認められず，CPK値も正常であった。免疫グロブリン値，　C　3，　C　4の蛋白量は正常範囲内

であったが，CH　50は，2、5U／ml以下であった。尿所見にも異常はみられなかった。

　入院後の経過：入院後発熱はみられず，項部硬直，Kernig徴候も陰性であったが，血液検査所見

により重篤な細菌感染症が示唆され，翌日になってもparesthesiaが続いたため，髄液検査を行った。

細胞数1790／3で，多核球優位で蛋白が増加していたが，糖は，51mg／dlであった。以上の結果から
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化膿性髄膜炎を疑い，CMZ　1500mg，　ABPC　1500mgの8時間毎の静注を開始した。その後の髄液

所見の経過を表2に示した。CRP　2．O　mg／dl，　ESR（1。ノ2。）46／86，2月6日には，白血球数

5，400／mm3　（N．　Band　6，　N．　Seg　41，　Lym　40，　Mo　10，　Eo　2），CRP　O．6mg／d1，　ESR（1。ノ2。）

24／60，2月8日には，白血球数5，700（N．Band　3，　N．　Seg　53，　Lym　30，　Mo　12，　Eo　2），　CRP

陰性となり，その後も，血液検査および髄液所見に悪化がみられず，14日に退院となった，CH　50

の低値と，髄膜炎の存在より，C7欠損症を疑い，補体系の検査をすすめた。

　ll　補体系検査

　補体系検査の結果を表3に示す。補体価は2．5単位以下，補体各成分ではC7活性，蛋白とも測

定不能であった以外，他の補体成分や蛋白に異常はなかった。

　皿　家系調査（図1）

　家系調査の結果，C7活性，蛋白が正常血清の約半分でヘテロ接合体と考えられる者が発端者の

両親，母方伯父，母方叔父にみられ，その遺伝形式は従来の報告の通り常染色体性共優性遺伝と考

えられた。

　IV　C7添加による血清補体の再構i成（図2）

　発端者の血清にC7を変量して加えた結果，3600単位のC7添加により補体価は約37単位まで回

復した。

　結　論

　本症例は初回発症時，重篤な感染症あるいは髄膜炎を疑わせる症状があり，抗生剤投与により一

時軽快したがその直後に再発している。さらに1ケ月後に同様の症状を反復し，諸症状と各種検査

の結果，化膿性髄膜炎と診断された。本症例は3回目の発症時に補体系の異常に気付き精査の結果，

C7欠損症であることがわかった。

　C7欠損症では髄膜炎に反復罹患し，また発症するとその治癒が遷延し，抗生剤による治療が不

十分な場合，再発しやすいことが示唆された。
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Tab．1
Laboratory　findings　on　adntssion

RBC　4gg　x　lo4／nm3
Hb　　　　　　　　　　　　　　13．6　g／d1

監t　　皇1：2塁、。4　lm，n3

WBC　　　　　　　　　　39，400　／mm3

　　　N．rne　tamyel．　1　Z

　　　N．band．　16　％
　　　N．seg．　69　Z
　　　lylo．　5　Z
　　　Lym．　9　Z
PT　　　　　　　　　　　　　　　　12．ユ．　sec

APTT　36．5　sec
Fib．　606　mg／dl
MP　125　ng／nl
ESR（1’）　72　mm
　　　（2’）　110　mm

CRP　24．7　mgldl

GOT
GPT
LDH
ALP
BUN
GIu
CPK
T・Pe
　　　a　Lb．

　
　
　
髪　　　　　一glob．

　　　　　一glob．

　　　　　glob．

　　　r一一　glob　．

rgG
工gM

1gA
C3
C4

CHsO

　　　30　IU／1

　　　19　IU／1

　　407エU！1

　　　91　rU／1

　　　23　mg／dl

　　　70　mg／dl

　　19　TU／1

　　　　8．0　g／dl

　　　52．2　Z

　　　　6．0　Z

　　　14．6　Z

　　　10．4　Z

　　　16　．8　Z

1，092e9　mg／dl
　　271．3　mg／dl

　　174．2　mg／dl

　　　65．0　mgldl

　　　42．5　mg／dl

　　く2．5U！m1

Tab．2
CSF　findings

Feb．2 3 6 13

Cell　number
Glucose（mg／d1）

Protein（mg／dl）

1，790／3

　　　51

　　　92

448／3

so

116

4413
44
65

13／3

57
63

工ab．3

Complement　profile　of　C7D　（Mel．）

Hemolytic　activtt±es Protein　eoncentrations

M．r． NHS M．r． NHS

CH50（UZul）

cl（Slrulul）

C4
C2

C3
Cs

C6

C7
C8

C9

　　　　く2．5

118，400　（96．1）

110，000（137．5）

　　1，260（121．2）

　66，400（123．0）

300，soo　（g4．g）

　15，600（130．0）

not　detected
　22，400　（98．2）

28，800（13S．8）

123，200

80，000
　　1，040

54，000

316，000

12，000

11，800

22，800

21，200

c4（皿91d1）　　　45．5　　　17－34

C3（mg／dl）　78．0　50－80

C5（Z）　87．O
C6（7．）　114．O

C7　not　detected
C8（Z）　84．O
C9（Z）　103．O
H（Z）　121．O
B（mg／rnl）　18．5

P（Z）　90．0
工（％）　　　　　　　134。0
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Fig．1

Family　tree　of　a　pattent　with　C7D（M．r．）
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37 髄膜炎菌感染症を反復したC6欠損症例

松井　光1，越智繁樹2，大津京子2，稲田弥生2，赤垣洋二3，稲井真弥3

1済生会今治病院小児科，2済生会今治病院検査科，3大阪医大、病態検査

　先天性補体欠損症が，髄膜炎菌感染症に罹患しやすいことはよく知られており，すでに諸外国で

は同菌による髄膜炎などを繰り返した症例が多数報告されている。しかし本邦では，このような症

例の報告はまだ少なく，特にC6欠損症は，福森らが献血者集団から2名発見したのみで，髄膜炎

菌感染症を伴なった症例の報告はない。今回われわれは，短期間に髄膜炎感染症を2度発症したC

6欠損症を経験したので，遺伝学的検索と合わせて報告する。

　1　症例

　発端者（S．Y．）は現在13才の男児。家族歴：家系に近親婚はなく，易感染性も見られない。既往

歴：9才時，解熱剤で薬疹がみられた以外に特記すべきことはない。

　現病歴：第1回入院（12才11ケ月）

　昭和59年11月27日早朝から発熱，頭痛，コーヒー残渣様割出吐，躯幹，四肢の出血斑，左肩関節痛

が出現したため，同日入院した。入院時，全身状態は不良で，体温は39．5。C，躯幹，四肢，咽頭，

左眼球結膜に出血斑を認めた。左肩関節は軽度腫脹し，圧痛，運動制限が見られた。頭痛を強く訴

えたが，意識は正常で，髄膜刺激症状もなく，腱反射も正常であった。入院時検査成績を表1に示

す。血液培養よりY群髄膜炎菌が検出されたが，髄液検査は正常で，培養も陰性であった。以上よ

り髄膜炎菌性敗血症と診断した。治療はABPC，　AMKで開始し，後にCTMに変更した。第7凶日

より解熱，他の症状も軽快し，第18病日に退院した。第10病日および，第27病日（抗生剤中止5日

後）の血液培養は陰性であった。

　第2回目入院（13才2ケ月）；

　敗血症治癒後は発熱もなく，元気に通学していたが，約3ケ月後の昭和60年3月1日午後から発

熱し，同夜より頭痛，ロ区画を伴うようになった。嘔吐は頻回で，後に古物はコーヒー残渣様となっ

た。翌朝，不穏状態となり，約5分間の全身性強直性痙攣が出現したため入院した。入院時，体温

は38．5℃，せん妄状態で，項部強直を認め，ケルニッヒ徴候も陽性であった。躯幹，四肢近位部に

出血斑を認めた。入院時検査成績を表2に示す。髄液検査で，細胞数増多，蛋白増加，糖減少を認

め，髄液培養にてY群髄膜炎菌が検出された。血液培養は陰性であった。以上より，髄膜炎菌性髄

膜炎と診断した。治療は，ABPC，　AMKで開始し，菌同定後はAMKを中止した。第6病日より解

熱，第7病日には意識状態も正常化し，第51病日に退院した。

　皿　免疫学的検査

　第15病日にCH　50を測定したところ，ユ単位以下であったため，補体各成分の測定を行った。
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その結果，表3に示すようにC6活性が0．1％以下，　C　6蛋白は測定不能であったが他の補体成分

や蛋白に異常は認められなかった。その他，免疫グロブリン値，末梢リンパ球亜分画およびPHA，

ConA，　PWMを用いたりンパ球幼若化試験に異常を認めなかった。

　皿　家系調査（図1，表4）

　家系調査の結果，発端者の弟（T．Y．）はホモ接合体と考えられ，表3に示す通りC6活性がO．．　1

％以下，C6蛋白が測定不能であった。また他にヘテロ接合体と考えられるものが発端者の両親を

含め計7人発見され，その遺伝形式は従来の報告の通り常染色体性共優性遺伝と考えられた。

　IV　C6添加による血清補体の再構成（図2）

　発端者（S．Y．）および発端者の弟（T．Y．）の血清にC6を変量して加えた結果，2800単位のC6

の添加により両者の補体価は約31単位まで回復した。

　結　論

　約3ケ月の間にY群髄膜炎菌による敗血症，髄膜炎菌感染症を繰り返した13才の男児について補

体各成分を測定した結果，C6欠損症であることがわかった。また，患児の家族調査を行ったとこ

ろ，患児の弟もC6欠損症と診断された。患児については，今後も髄膜炎菌感染症を反復すること

が懸念され，厳重な注意が必要であると思われる。また，弟は現在まで無症状であるが，今後，髄

膜炎菌感染症に罹患する危険性があり，注意が必要であると考えられる。

表1。第1回入院時検査i磁誕
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Tab．3
Complement　component　profiles　of　C6－deficient　individuals
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Tab．4

Fig．2

Serum　levels　of　eomplement　and　functional　and
i皿nunochemical　C61evels　in　the　family皿e血bers
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38 紫外線紅斑発現への補体の関与について

酉抜　和喜夫，田上　八朗

東北大学医学部，皮膚科教室

〔はじめに〕

　紫外線紅斑発現のメディエーターについては種々の報告がある。ヒスタミン，プラスミ

ン，プロスタグランディン，ブラディキニンなどである。さて，補体由来のアナフィラト

キシンも血管拡張・血管透過性充進作用を有しており，紫外線紅斑の発現へも関与してい

る可能性が考えられる。我々は，昨年の本シンポジウムで，ポルフィリン症の急性期光毒

性反応に，活性化された補体アナフィラトキシンが関与することを報告した。

　今回は，紫外線紅斑における補体系の役割について，Cobra　Venom　Factor処置のモル

モットを用いて，皮膚表面の紅斑反応を経時的に観察した。さらに，経時的に皮膚生検を

行ない，真皮上層の浸潤細胞を計算した。これらのデータを，cyclophosphamide処理によ

りleukopenicにしたモルモット，および生食処理群と比較検討した。また，モルモット血

清へ紫外線を照射し，in　vitroでの補体活性化についても検討を加えた。

〔材料と方法〕

1．光源　　紫外線（特に中波長紫外線；UV－Bと略す）の光源として，デルマレイ1

型装着の健康線ランプ（FL20SE30）を使用した。照射率は25　cmの距離で2．OmW／罐。

2。動物　　体重300～400　9の白モルモットを使用した。　照射4日前に背部皮膚を抜毛

し，皮膚表面を露出させた。Decomplementationは，　UV－B照射16時間前にCobra　Venom

Factor（Cordis　Lab．以下CVF）300　U／kgを腹腔注して作成した。第2群のモルモットに

は，　cyclophosphamide（Aldrick　Chemica1　Co．以下CY）　300　Mg／kgをUV－B照射4日前

に腹腔注して，leukopenicな状態にした。第3群（対照群）には生理的食塩水を注入した。

3．経時的紅斑反応観察　　UV－B照射終了後，次の各時間に上記3群の臨床的紅斑変化

を観察した；照射直後，2，6，8，12，24，48，72時間目。照射エネルギーはL8

Joule／罐，3．6　Joule／罐で行なった。皮膚変化は次のようにスコアした　（J．　lnvest。

Dermatol　72；　59－63，　1979）：　O＝no　reaction，　O．25＝　barely　perceptible　erythema，

O．　5　＝＝easily　perceptible　erythema　with　ill一　defined　borders，　1．0　＝＝distinct　erythema

with　sharp　borders，　1．5　＝　erythema　more　intense　than　a　1．Oresponse　but　not　maximal

and　with　slight　edema，2，0＝maximal　erythema　with　edema．凹凹における統計的処理

はWilcoxon，s　rank－sum　testによった。

4．真皮細胞浸潤　　UV－B照射前および照射後4・8・16・24時間目に各群の皮膚を

4㎜パンチ生検し，真皮上層（200μ肌×200μ伽）の浸潤細胞を400倍率でカウントした。
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統計的処理はStudent’s　t－testにより行なった。

5．In　vitro照射　　モルモット腹大動脈より採血し分離した血清に，　in　vitroでUV－B

を氷冷下に照射した。照射血清のCH50をMayer法により測定した。　さらに，照射血清

の好中球遊走活性をBoyden変法により測定した。モルモット腹腔滲出液より採取した好中

球をHanks液に浮遊させ（1×106／㎡），blind　well　chamberとフィルター（3μ肌）を使用

し，5％　CO　2　45分（370C）incubate後，フィルター下面に到達した細胞数を数えた。

〔結　果〕

1．UV－B紅斑のlntensityとdu　ration　　まず正常モルモットのUV－Bに対する最少紅斑

量（MED）を測定した。8匹のモルモットを使用してMEDを測定したところ，平均540

肌Joule／㎡であった。　CVF処理後の血清中のC3蛋白量をSRID法で測定してみると，

今回の実験時間内では著明にC3蛋白量が低下しており（平均8％），decomplementation

の状態であった（図1）。モルモット各群にUV－Bを1．8　Joule／㎡照射したところ，CVF

処理群は対照群と比較して照射後12－48時間において弱い紅斑抑制がみられた。CY処理

群は照射後早期から強い紅斑抑制がみられた（図2）。3．6Joule／罐照射においては，対

照群とCVF処理群とにおいて紅斑反応に有意差はみられなかった。

2。真皮細胞浸潤　　1．8Joule／罐照射前後において，各3群における真皮浸潤細胞

（Leukocytes）をカウントした（図3）。対照群とCVF処理群では細胞数において経時

的にみても差は生じなかった。しかし，CY処理群では明らかに有意に細胞数が低回を示

した。

3．in　vitro照射　　正常モルモット血清にin　vitroでUV－Bを照射して，照射前後での

CH50の変動・好中球遊走活性の変化をみたが，いずれも変化みられず，　in　vitroでの補

体活性化は生じていないと思われた（図4，表1）。

〔考　察〕

　上記のin　vivoの結果より．補体由来mediatorはUV－B紅斑のmain　mediatorとは考

え難く，むしろlate　stageにおけるenhancerとして役割をなしていると考えられる。　また，

in　vitroでchemotactic　anaphylatoxim生成がないにもかかわらずCVF処理群でleukocytes浸

潤がみられることから，この1eukOCyteS浸潤は補体由来走化性因子によるものではないと

推測される。CY処理群（leukopenic　animals）の強抑制の結果を加味すると，　UV－B

紅斑の1つのkey　roleとしてleukocyteがあると思われる。

（参考下肥）

Phototmunology　（Edited　by　J．A．Parrish　et　al．）　pp77－94，　Pienum

Medi　cal　Book　Company　1983．
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39 乾癬患者鱗屑中の補体アナフィラトキシンの動態について

　　　　　　　　　　　　　　　　　大河内亨子、竹松　英明，田上　八朗

　　　　　　　　　　　　　　　　　．東北大学医学部皮膚科

【目　的】

　乾癬および無菌性膿i堅甲疾患においては，病変部の角層抽出液から，共通して分子量12，000

dal　ton前後の強い白血球走化性因子が認められ，これには補体由来のアナフィラトキシン

であるC5aが存在していることが知られている。私達は，昨年の本シンポジウムで，乾癬

患者血清ではC3aおよびC4a両者の上昇が認められることを報告したが，今回，さらに症

例数をふやし，これら疾患の鱗屑中のC5a，　C3a，　C4aの動態を調べ，その補体活性化機

構について検討したので報告する。

【方　法】

1．材料

　尋常性乾癬14例，紅皮症性乾癬4例，膿庖性乾癬12例，掌蹟膿庖症8例，対照7例（腓

砥腫3例，鶏眼2例，魚鱗癬1例，正常皮膚1例）の各病巣皮膚より鱗屑を採取し，使用

まで一70℃で冷凍保存したものを材料として用いた。

2．角層抽出液の作製

　鱗屑をPBS－SMで洗浄し乾燥させたのち，乾燥重量の20倍のstreptomycin（100μ9／

ml）を含むPBS（pH　7．4）中で性脳，ホモジェナイズし，　n，ooo　gで15分遠心して得た

上清を角層抽出液とした。

3．　radioimmunoassay

　C3a，　C3a　des　arginine，　C4a，　C4a　des　arginine　，　C5a，　C5a　des　arginine（以

下それぞれC3a，　C　4　a，　C　5　aと略す）についてHugli＆Chenowethの方法により実施した。

測定用キットはUpjohn　Diagnosticsから入手した。

【結　果】

1．　Csa　（Fig．　1）

　対照とした非炎症性皮膚においても若干のC5a（9．26±1。70　ng／ml）が測定されたが，

乾癬をはじめとする炎症性膿庖性疾患では，明らかな上昇が認められた。すなわち，尋常

性乾癬58．78±10．06，膿庖性乾i癬99．58±40．69，掌蹟膿庖症33．26±5．20とこれらは対照と

比べ統計学的に有意（P〈0．001）にC5aの上昇が認められた。しかし，紅皮症乾癬（28．96±

11．16）では有意差は認められなかった。

2．　C3a　（Fig．　2）

　対照に比べ，尋常性乾癬i（P〈0．005），膿庖性乾癬（P＜0．001），掌蹟膿庖症（P＜0．001）

一152一



では有意にC3aの上昇が認められた。

3．　C4a（Fig．　3）

　C3aと同様に上記三疾患において有意の上昇が認められた。

4．　C3a，　C4a，　C　5　aの相関（Fig．4，5，6）

　C3aとC4a（rs＝0．9465，　p〈0．001）（Fig．4），　C3aとC5a（rs＝0．8805，　P〈0．001）

（Fig．5），　C4aとC5a（rs－0．8746，　P〈O．OO1）（Fig。6）のいずれの間にも，正の相関関

係が認められた。

【考　察】

　乾癬および類縁炎症性皮膚疾患では，対照と比べ有意に，角層中のアナフィラトキシン

C3a，　C4a，　C5aの濃度が上昇していた。また，これらアナフィラトキシンの濃度は，い

ずれも相互に正の相関を示していた。これらの結果から，乾癬をはじめ無菌性膿庖性疾患

では，病変部角層で補体が活性化されており，その機序はClassical　pathwayを介するこ

とが示唆される。
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40遺伝性血管神経性浮腫家系のアナフィ
ラトキシン活性

佐山浩二，白石聡，三木吉治

愛媛大学医学部皮膚科学教室

　〔はじめに〕

　遺伝性血管神経性浮腫（HANE）はCl　inhibit。r　（Cl　INH）の欠損により，

四肢の浮腫，呼吸困難，腹痛などを発作性に生ずる常染色体優性遺伝を示す疾患

で，まれに全身性エリテマトーデス（SLE）様症状を呈するものもある。本疾患

の発生機序は補体の古典的経路の活性化で生ずる補体フラグメントもしくはキニ

ン様物質によると推定されているが，その詳細なメカニズムは明らかでない。

　そこで，我々はHANE家系の補体成分とアナフィラトキシン（C4a，C3a，C5a）

活性の測定を行い，興味ある知見を得たので報告する。

　〔材料と方法〕

　SLE様症状を呈するCI　INH欠損症を含む1家系8例の血漿補体の測定を行い，

この家系と関係のない正常人20例の値と比較した。

　下肢に発作性浮腫を有する1例については浮腫期と非浮腫期の差，SLE様症状

を有する例についてはダナゾール治療前後の経時的変動について検討した。

　補体成分の蛋白濃度は，single　radial　immunodiffusion法を用いた。

　溶血活性のうち，CH50はMayer法，　C3，　C5の溶血活性はintermediate　cellを

用い，C4溶血活性はC4D　guinea　pig　serumを用いて測定した。

　C4a，　C3a，　C5aはUpjohn社のdes　Arg　radioimmunoassay　kitを用いた。

　〔結果〕

　CI　INHの低下している5例（Sub．No　1，2，3，5，6）ではC4の蛋白濃度はいずれ

も低下し，C4aの明らかな増加を認めたが，　C5aの異常は認められなかった（

表1）。

　SLE様症状を呈する患者（表1，　Sub．No　1）および下肢の浮腫発作中の患者（

表1，Sub．No　5）では，　C4a，　C3aとも増加していた（表1，2）。　また，ダナ

ゾール投与によりSLE様症状や腹痛発作の消失と共にC4a，　C3aは減少した（表

3）　o
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表1
Complement　Profile　in　Pedigree　of　the　Family

Anaphytatoxin

Subject
　No．

CI　ZNH＋C4＋　C　3＋　C　5＋　C　4a　C　3a　C　sa
　（％）　（X）　（％）　（％）　（ng／mO　（nltimt）　（nglml）

1
2
3
4
5
6
7
8

propositus

half－sister

daughter
of　No．　2

sister

daughter

daughter
of　No．　5

sen
of　No．　5

husband
of　No．　5

NHP－poo1

5
5

＜
＜

3
3
2
5
2
4
0

1
0
1
2
2
9
0

　
1
　
　
　
　
　
　
1
　
　
　1

5
5
5
3
5
7
0
0
0

＜
＜
＜
7
＜
2
5
7
0

　
　
　
1
　
　
　
　
　
　
　
1
　
　
　
　
1

119

150

126

150

115

116

119

60

100

8
5
8
5
5
8
8
2
0

0
0
1
0
9
0
0
8
0

1
　
1
　
1
　
1
　
　
　
1
　1
　
　
　
1

345

400

370

　78

276

350

　88

　26

　80

2
2
3
3
5
3
2
5
9

7
5
4
6
5
5
5
8
5

1 〈5．0

〈5．0

〈5．0

〈5．0

〈　5．0

〈5．0

〈5．0

〈5．0

〈5．0

mean±SP． 一　　　106土80　79±3113．4土5．6

＋Percent　of　NHP－pool，　calculated　as　100％．

表2

Complement　Profile　of　Angioedema　Attack　and　Attack－free　Periods
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（Subject　No．　5）

Hemolytic　activity Anaphylatoxin

Period CI　INH＋　C　4’　C　3’　C　5’　CH　50　C　4　C　3　C　5　C　4a　C　3a　C　sa
　（％）　　　（％）　　　　（％）　　　（％）　　　（unit）　　（SFU／mO　　（SFUlm1，　（SFU／ml）　｝（nglrnl》　　（ng！ml）　（ng／ml）

Attack

Attack－free

NHP－poo1

5
2

＜
－

OO1

〈5　106

〈5　115

100　100

111

95

100

6．4

1　9．7

35．6

　　80

　1100

63400

14000

14700

14600

91700

113800

110000

328

276

　36

708

　55

　57

〈　5．0

〈5．0

〈5．0

＋Percent　of　NHP－pooL　calculated　as　100％．
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表3
Complement　Profile　Before

and　After　Danazol　Treatment
　　　　　（Subject　No．　1）

Anaphylatoxin

Period CI　INH＋　C　4＋　C　3＋　C　5＋　C4a　C　3a　C　sa
　（e／o）　（％）　（％）　（O／o）　（nglml）　（ng／rnl）　（ng！ml）

Before　danazol
treatment

After　60　days　of

danazol　treatment

NHP－pool

〈5　〈5　119　108　410　172　〈5．0

28　〈5　111　100　330　84　〈5．0

100　100　100　100　59　80　〈5．0

＋Percent　of　NHP－pool，　calcutated　as　100％．

　〔考案〕

　補体由来のペプチドC4a，　C3a，　C5aはアナフィラトキシンとも呼ばれ，肥満細

胞からのヒスタミンの遊離，血管透過性の充進，平滑筋の収縮など種々の生物活

性を持ち，多くの免疫反応で重要な役割を果たしていると考えられている。

　本研究ではH州E家系においてCI　INHの低下例でC4aが増加し，かつ，浮腫期

にはC3aの増加とともにC4aも増加していたが，　C5aには変化がないことがわか

った。　また，ダナゾール投与によりCI　INH，　C4，　CH50が増加し，それに伴い

C4a，　C3aが減少し，臨床症状も消失したことから，　HANEではCI　INHの先天的

な低下ないし欠損により補体の古典的経路が活性化され，生じたC4a，　C3aによ

り浮腫やSLE様症状や腹痛発作が起こるものと推察される。
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41 SLE一にお1アる，S・一　Pv－bte　inの働・熊、Lr：関する判形乞

　　　　　　　　　　　　中暢露章、朝：啓司、彩崎轍三

　　　　　　　　　　　　昭知メ学、函学『師、第一内；科

〔鄙カノ

　補体の聡医孝的研究ク泪的はき些細に1．ル、てその樺F緬体が関与する可劒生乏

追究することである。S．L　Eは補俸の関与が・】酸もロ擁ぢ表遙と考之らオ℃ており、ごH．5TO、

C3、C4値が臨赤症状と相関する代表的福二て・ある。

　SLEの癸添調車云にぱimm．ane《）om回②xが’隣し、これにより2補体bX’　MSされ、

形成さ1れる補棒の生物学的看陛物質‘＝より難及び組織の厭壊Lを来にすと秀え）小Nて

Uる．

　煮々はすでにβLEにおけ．る補体の動態についてC／ass　i‘α’pa’t／iいr6ツ・a　1　’ten　at’ve

凶W秘灘制御因孔ついて検索レX9してきた・

　麹L図AC（inembhone　cd†ack　（二emple　pa）sLnh、　b“i†Oleとしてβ一Ph㎡Clハ（IES「p）

の幽幽が▼注目されてきr＝、、＄｝Pはご5b－7が膜リ押イドヒぞ結心す’多のをSCSb｝7を

形成ずること1＝より勇巨益すると：されてレ」る。し蒼が’プて補体力Ψ活’柱さげい形1成さ歌るト4Aご

が周囲組織を破壊il「る〃）を5－Pが狙止．していると考之られている、β一Pが臨心理学

的1で萸卑写’な教をもフ可溶ξ柱があるにもかかPうずiblsaと・ころS－Pの臨X，　　出域績の

鯖IJ：極あてゆ、　rsいρ

　／）7X19：我々1まSL1…患看にフいて補14歯止卜及び｛判御詠子とS－Pの痴態、について検

柔レ、補俸；台柱及びそρ制御あ福よ’ル倹索し捧の㍗報告する。

〔対：象及び方彦）

　iiE！ZlrロKMge第一内斜で鏑「さ亡し1・ヒノ4RAの基準をヲ病件すβしE　22つ列のEI）丁A々。血L

乗を爾いr＝。β一Pの測定は誼β一P血活（ヘキスト）を25借に希釈し4i1（A，sioハ

協eh硬に2倍にする・じ語誌血瀟1‘Cに対レ5q　mp　je量1砺乏を加

之2醐幽し・　LaSer　Nephei・PteTe－f（L・N・　；　H／1・・塗藩論ll足峨

。線‘繍繍晶￡1膿工淫磐毯’藤趨禦慰儲旧

いr：。　CRI）の狽ll定」‘こ1？；　L．N．用CRPキvトを用【いし、N．でラ則定↓丁ヒ．

倫果〕

　SL　E三患盾蝶中の，＄一Pと（ン4・C3・βiC　onty、《JC工、C8、　cq．　P．1・H’CRPとの

粕関を歯し仁ヒこう．C5とは：鼠の用関と示し、C．4とは’正EAJrR関をΣ示しT…＝vまr工

とコま正の唱関を示し、Hとは最もrS　L　i正の相閲を示しT一一。（荻）
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〔考寡笈び結論〕

　β一Pはこ5「』一71が塾腫のり1；06ドと紛す’る‘7Sを。5b－7i＝鶴・して、締す5ことに・よ

’JA助二すみ。回して補俸が冶柱」激捧場合・」kL，中に鴨り訟：さ血るト4A　C（：よ・て組

、織ρ唱撮傷ゴ“る。を．耽干す多綴能を．tlr＝すと考えら血てしDる・し葎がフてS－Pの

4f…用ヒして、①（：ンおb一ワ1二稀極鞠～アに、i評し・OSb一一　7が膜1＝禽倉す3　aをノ但」写する

齢と②CSb－7が膜にま興せず潮懸引。存葎ず多選’これに煮聡しで物希

ノ陛を象わぜる齢が汚え5N’Xる・

　iSしE野老．血．中で・ばノS－P　lま（方と重q才B関を示：しr＝。

艇がす一こ報乱仁域維ではβLEI＝おいZl詞吻野獣子τある工凡骨

鮎陰山鱒論壇怨藻髭細細を細蟹1総篠紹
閉を示す型置としてChMのbi不活1ヒ」こよる消勧＝対して代畢生の合成増大t＝よるモ〉の

と推測しkoS－Pの齢bC四一ワの増ブ（」＝対レその稀4ヒov↑ψ～‘＝着を空恥るS－P

伊予1⊇おいで歯平等さ潜る可能柱がある勧と隠わぬる。

　C’『が、βLE　rおいて高値：を示すのは’αcqtephase　ren　cta　nt憎して肝あ冷・

成ヵ～・噌大す5と考えら玖ている〃らで’5－Pと04が’正〃涼且閾を示1「Oslaそa為と恩り

爪る、

S－PとH献南・二二を示レ非エヒも正あ粗関を示しβ外ンことσエが’乙3ム

のみ獄らず℃ぢbg不薦1⊃も関与す多こtに関塵すう〃12・ぽぽいかと推ヲ還しT＝。

　工σ常に叫号の03b苞不黒化，レイの聞伍を怠乞て0丁目が二形成さ小貸船令

にじ夕以下〃1；補｛2F、《鵜イしが疲立丁目．ざ今F工1丁園粗の乙うわ1ら不垢・6しずう

こ2がで・きCうと工は正ON；相野乞示す。：：ih1；　ve’し，0／エ朋は乙15グ4．

o隅隅，化レ〃粥す∂δ碗7齢しずδ，β一Pσ栂らく，01エm胴徹

に圃郵二四冷ト・せず泌附しているCSb一クを税化するらが・主下る働まz・・あ3うヒ推

測された。

S－PとH野州二9．・sTB関跡床こヒぽ響く勧特命蝉吟篠が壷皿して

いるこ乞を．平刮させ3ととも1こ豪洞角梅｝も雄関し1三ものz’あううと推測vr＝・
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