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第39回補体シンポジウム・第13回日本生体防御学会

同時開催学術集会

講演集

会期：2002年7月11日（木）・12日（金）・13日（土）

会場：日大会館

　　　　東京都千代田区九段下4－8－24

十173－8610
東京都板橋区大谷口上町30－1

日本大学医学部内科学講座内科2

補体シンポジウム集会長　大井　洋之

TEL　03　一一　3972－8111

FAX　03　一一一　3972－1098

十113－8657
東京都文京区弥生1－1－1

東京大学農学部応用免疫学教室

日本生体防御学会学術集会長　小野寺　節

IEL　03－5841－3090

FAX　03－5841－8020





会場案内

日本大学会館東京都千代田区九段南四丁目8番24号

　　　　　　　　　　　　電話03（5275）8112番

日本大学会館交通要因

JR市ヶ谷駅下車　徒歩3分
営団有楽町線、南北線、都営地下鉄市ケ谷駅下車　徒歩3分
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第39回補体シンポジウム・第13回日本生体防御学会

　　　　　　　　同時開催学術集会

　　　　日　程　表（会場：　日大会館）

11日（木）

同
表
用

生体防御学会補体シンポジウム

11：00一受付開始

12：00－13：00
@生体防御理事会

13：00－13：10
J会の辞　　（B会場）

13：00－13：10
J会の辞　　（A会場）

13：10－15：00
ｨ閥演題　（B会場）

13：10－15：00
I演題　　（A会場）

15：00－15：20　　コーヒーブレイク

15：20－17：00
黶ｨ閥演題　（B会場）

15：20＿15：50
u般演題　　（A会場）

　　15：50－17：00
ｶ体防御シンポジウム（A会場）

17：00一一

竭ﾌ運営委員会

7月12日（金）

9：00－10：20
黶u般演題　（A会場） 10：00－12：00

齡ﾊ演1題　（B会場）10：20－10：40　コーヒーブレイク

10：40－12：00
u般演i題　　（A会場）

12：00－13：00　補体ランチョンセミナー（A会場）

13：00－13：30
竭ﾌ総会　　（A会場）

13：30－14：00
ｶ体防御総会　（B会場）

　　14：00－15：40
ﾕ床補体シンポジウム　（A会場）

14：00－16：15
悼苑閨@　（B会場）

16：30－18：00　生体防御特別講演（A会場）
18：30一　　　　　　懇親会（アルカディア市ヶ谷）

一2一



7月13日（土）

9：00一一12：30

補体教育講演：補体学への招待 （A会場）

13：30一一15：30

生体防御学会市民講座 （A会場）

一3一
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第39回補体シンポジウム
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補体シンポジウム参加案内

受付 第1日　7月11日（木）午前11：00より

講演会場　日本大学会館　　（受付は2階です）

参加費　　一般　5，㎜円

　　　　　学生　3，000円

　　　　教育講演のみ参加　1，㎜円

　　　　懇親会費　1，㎜円

年会費 年会費を未納の方および新たに入会される方は、当日受付にてご納

入ください。

発表方法 全て口頭発表で行います。一般演題、臨床シンポジウムは討論を含

めて約15分を予定しています。進行は座長の指示に従ってくださ

い。スライドプロジェクターは35mmスライド用を一台設置いたし

ます。スライド枚数制限はありませんが、発表時間内に終了するよ

うに準備し、発表30分以上前にスライド受付にお渡しください。

運営委員会　　第1日　7月11日（木）　17：00～

総会　　　　　第2日　7月12日（金）　13：00　～　13：30

ランチョンセミナー第2日7月12日（金）12：00～13：00

懇親会　　　　第2日　7月12日（金）　18：30　～　20：30

　　　　　　　　　　　アルカディア市ヶ谷　　（生体防御学会と合同）

一7一



第39回補体シンポジウム・プログラム

第1日7月11．日
一般演題　　（セッションA）　13：10　～　15：00

座長　　野中　勝、瀬谷　司

1　　尾索動物マポや補体制御因子候補遺伝子の単離

　　　　宮沢清太、野中勝
　　　　（東京大学大学院理学系研究科・生物科学専攻）

2

3

4

5

6

カタユウレイポや補体系遺伝子のゲノム構造の解析

　吉崎史子、野中　勝
　（東京大学大学院理学系研究科・生物科学専攻）

Xenopus　ficolinのcDNAクローニングとタンパクの精製
　柿沼雄二、遠藤雄一、高橋　実、松下　操、藤田禎三

　（福島県立医大・医・二生化）

ヤツメウナギ血清中のClq様レクチン
　松下　操、野澤亜紀子、遠藤雄一、中田宗宏1）2）、小島直也1）2）、水落次男1）2）、

　藤田禎三
　（福島県立医大・医・二生化，1》東海大・工・生命化学，2》糖鎖工学研究施設）

コイB因子／C2アイソタイプ遺伝子の連鎖解析および機能的多様性

　中尾実樹、中原マキ子、原田あゆみ、無恥呂淳一、加藤陽子、矢野友紀

　（九州大学大学院・農学研究院・水族生化学研究室）

MASP　1／3遺伝子の起源と分子進化

　遠藤雄一1）、野澤亜紀子1）、柿沼雄二1）、高橋　実1）、松下　操1）、野中　勝2）、

　藤田禎三1）

　（1）福島県立医大・医・二生化、2）東京大学大学院・理・生物科学）

一般演題　　（セッションB）　15：20　～　17：00

座長　　松下　操、松本　美佐子

7　　ニワトリのRCA遺伝子座の解析
　　　　押海裕之1）、信田京子1）、加藤順2）、大場慎也2）、玉木雄一郎2）、服部崇史2）、

　　　　山田のぞみ2）、水野重樹2）、山田和彦3）、松田洋一3）、井上徳光1）、

　　　　松本美佐子1）、瀬谷　司1）

　　　　（1）大阪府立成人病センタ■…一研究所免疫学部門、2）日本大学生物資源科学部農芸化学科酵素科学

　　　　研究室、3）北海道大学先端科学技術共同研究センター動物染色体研究室）

8　　マウスC4b－binding　proteinの精巣上体における発現様式

　　　　野中真弓1）、菱川善隆2）、森山信男3）、小路武彦2）、野中　勝1）

　　　　（1》東大。院理・生物、3）同・医・血液浄化、2）長崎大・医・解剖）

9　　補体レクチン経路におけるMASP－1およびMASP－3の役割

　　　　高橋　実、松下　操、遠藤雄一、藤田禎三

　　　　（福島県立医科大学・医学部・生化学第二）

一一 W一



10　SOLUBLE　PErmDOGLYCAN　CAN　AerlVATE　THE　LECTIN
　　　COMPLEMENT　PATHWAY
　　　　Ma　Young　Girli）．　Zhaong　Rongi），　Ji一一Won　Parki）．　Misao　Matsushita2），

　　　　Teizo　FqJ’ita2）　and　Bok　Luel　Leei）

　　　　（i）Coilege　of　Pharmacy，　Pusan　National　University，　2）Department　of　Biochemistry，

　　　　Fukushima　Medical　University　Schoo1　of　Medicine）

11　PNHクローンの拡大に関わる遺伝子変異およびそのモデルマウス作成への試み
　　　　泉井朋久1）、桑山真輝1）・2）、村上良子1）、西村純一1）・2）、待井隆志2）、金倉　譲2）、

　　　　木下平門ウ1）、井上徳光3）

　　　　（1）大阪大学微生物病研究所免疫不全、2）大阪大学大学院医学系研究科血液・腫瘍内科、3）大阪

　　　　府立成人病センター研究所免疫学部門）

第2日7月12日
一般演題　　（セッションC）　9二〇〇　～　10：20

座長　　山本　哲郎、岡田　則子

12　ヒトC5aRに対するペプチド抗体の作成
　　　　土肥名月、金子葉子1）、岡田則子、岡田秀親

　　　　（名古屋市立大学大学院医学研究科・生体防御学　　1）藤田保健衛生大学医学部・第一生理学＞

13　S19リボソーム蛋白2量体分子上のC5aレセプターに対するアゴニスト・アン

　　　タゴニスト変換部位の同定

　　　　山本哲郎、アージュン・シュレスタ、渋谷陽子、塩川　徳、西野憲和
　　　　（熊zli大学医学研究科、同医学部、九州工業大学工学部＞

1　4　Complement　C　sa　receptor　mediated　signalling　may　be　involved　in

　　　neurodegeneration　in　AIZheimer’s　disease
　　　　Farkas　1．　i）．　Fukuda　A．　2）　．　Yarriamoto　N．　3）　．　Tateyama　H．　“）　．　Okada　N．　i）．

　　　　Okada　H．　i）

　　　　（1）Depa血：nent　of　Mdecular　Biology，　Nagoya　City　University　Sch∞10f　Medicine，

　　　　Nagoya，　Japan．　2）　Department　of　Physiology，　Hamarnatsu　University　Schoo1　of

　　　　Medicine，　Hamamatsu，　Japan．　3）　Department　of　Bioregulation　Research，　Nagoya　City

　　　　University　Schoo1　of　Medicine，　Nagoya，　Japan．　4）　Department　of　Pathology，　Nagoya　City

　　　　University　School　of　Medicine，　Nagoya，　Japan）

15　Hrv－1感染細胞に反応するIgM抗体の補体活性化能とアミノ酸配列との関連性

　　　　朝井鈴佳、土肥名月、サ　淑Pt　1）、岡田則子、岡田秀親

　　　　（名古屋市立大学大学院医学研究科・生体防御学、1）Dept　of　Pathology，　Wayne　Stated

　　　　University　Schoo1　of　Medicine）

16　補体蛋白D因子の新しい溶血活性測定法

　　　　内堀恵美、西垣雅子、北野悦子、村上能庸、岩田博夫、北村　肇

　　　　（大阪府立看護大学医療技術短期大学部，京都大学再生医科学研究所）
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一般演題　　（セッションD）　10：40　～　12：00

座長　　松尾　清一、阿部　正義

17　異種移植応用に向けた可溶化補体レセプター（sCR1）の機能解析及び結晶化

　　　　加藤久宗1）・2）、石井則行2）、村上能庸3）、瀬谷司4）、王碧昭5）

　　　　（1）筑波大・バイオシステム、2）産総研・生物情報、3）京都大・再生医科研、4）大阪府立成人病

　　　　センター・免疫、5）筑波大・応用生物）

18　ウイルス由来補体制御因子HSV－gC　1のブターヒト異種移植への応用

　　　　松浪勝義1・2）、宮川周士1）、福田大輔1・3）、白倉良太1）

　　　　（1）大阪大学大学院医学系研究科・組織再生医学講座・臓器置換、2）日本動物工学研究所（AERI）、

　　　　3）ニプロ株式会社）

19　Barrett粘膜における特殊円柱上皮の分子マーカー

　　　　平岡佐規子、水野元夫、那須淳一郎、岡咲博昭、水野将克、堀伸一郎、

　　　　横殿知穂、豊川達也、竹中龍太、武　進、高岡伸行、冨田淳子、岡田裕之、

　　　　寺田　亮、山本和秀、藤田禎三1）、白鳥康史

　　　　（岡山大学大学院医歯学総合研究科　消化器・肝臓・感染症内科学、1）福島県立医大・生化学）

20　透析患者における赤血球CR1のポリモルフィズムの検討

　　　　玉野まり子、大井洋之、福家吉伸、日高睦子、里村厚司、大澤　勲、遠藤守人、

　　　　藤田宜是、須藤祐正1）

　　　　（日本大学医学部内科学講座内科2部門、1）春日部嬉泉病院）

21　糖尿病性腎症における血管中膜平滑筋障害　一糖酸化反応と補体の活性化との関

　　　連について一

　　　　上杉憲子1）、阿部正義2）、坂田則行1）

　　　　（1）福岡大学医学部病理、2）同薬理）

ランチョンセミナー一　　12：00　～　13：00

　　　司会：　長澤　滋治

　　潰瘍性大腸炎やクローン病の発症と穎粒球　　一正しい治療に向けて一

　　　　安保徹（新潟大学大学院・免疫学・医動物学）

臨床補体シンポジウム　14：00　～　15：40

座長　　北村　肇、大井　洋之

1　　腎移植後の拒絶反応におけるC4dの検討
　　　　阿部正浩1）、澤田登起彦1）、堀田　茂2）、中島一朗1）、渕之上昌平1）、

　　　　田辺一成3）、東珊珊3）、山口裕4）、寺岡慧1）
　　　　（1）東京女子医科大学腎臓病総合医療センター外科、2）病理検査部、3）泌尿器科、4）東京慈恵医

　　　　科大学芋病院病理科）

2　　症例からみた遣伝性血管神経性浮腫（HANE）の問題点

　　　　大澤　勲

　　　　（日本大学医学部内科学講座内科2部門）
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3

4

5

補体欠損症とSLE
　塚本　浩、堀内孝彦、永江祥之介1）、北村　肇2）、北野悦子2）、原田実根

　（九州大学大学院病態修復内科学（第一内科）、1）九州大学大学院皮膚科学、2｝大阪府立看護大学

　医療技術短期大学部臨床検査学科）

消化器疾患における補体制御因子発現異常とその臨床的意義

　水野元夫、那須淳一郎、岡咲博昭、水野将克、堀伸一郎、平岡佐規子、

　棋聖知穂、豊川達也、竹中龍太、武　進、高岡伸行、冨田淳子、岡田裕之、

　山本和秀、藤田禎三1）、白鳥康史

　（岡山大学大学院医歯学総合研究科　消化器・肝臓・感染症内科学、1）福島県立医大・生化学）

発作性夜間血色素尿症の発症メカニズム

　井上徳光
　（大阪府立成人病センター研究所）

第3日7月13日
教育講演：補体学への招待

長
座
1

2

3

4

5

6

7

　　　　　　　　　　　9：00　一一　12：30

　岡田　秀親

生体防御における補体系のオリエンテーション

　岡田秀親

　（名古屋市立大学分子医学研究所　生体高分子部門）

3つの補体経路：補体活性化因子と初期反応

　藤田禎三

　（福島県一汁科大学生化学第二講座）

臨床からみた補体活性

　遠藤守人

　（日本大学医学部内科学講座内科2）

補体の後期反応

　岡田則子
　（名古屋市立大学大学院医学研究科生体防御学）

補体制御因子とその生体機構

　瀬谷　司
　（大阪府立成人病センター研究所）

補体系よりみた治療の可能性

　南学正臣

　（東京大学医学部附属病院腎臓内分泌内科）

遺伝子からみた補体系の成り立ち

　野中　勝
　（東京大学大学院理学系研究科生物界学漫攻）
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一般一1

尾索動物マポや補体制御因子候補遺伝子の単離

　　　　　宮沢清太、野中勝

東京大学大学院理学系研究科・生物科学専攻

Cloning　ofregulators　of　complement　activation　（RCA）　from　a　solitary　ascidian，　Halocynthia　roretzi

　　　　　　　　　　　　　Seha　Miyazawa　Masaru　Nonaka

　　Depa血nent　of　Biological　Sciences，　Graduate　School　of　Science，　the　Uhiversity　of　Tokyo

［目的］

　補体系は新口動物の進化の過程で、最も強力か

つ洗練された自然免疫系のひとつとして確立され

てきたと考えられる。哺乳類の補体系においては、

その強力な潜在的攻撃力が誤った活性化によって

自己組織の損傷へ向かうことを防ぐため、さまざ

まな補体制御因子が存在し、厳密かつ適正な活性

化の制御に働いている。

　このような「安全装置」が、いつ、どのような

形で獲得されたかという問題は、補体系の進化を

考える上で興味深い。我々はこれまでに、尾索動

物のマポヤよりC31）、factor’　B、　MASP　2）を単離

し、レクチン経路と第2経路からなる原始的な補

体系が高等無脊椎動物に存在することを示した。

また、マポや血球表面に補体レセプターを同定し、

原始補体系が異物の食食促進に機能していること

を示した3）。今回、この原始補体系に補体系の活

性化を制御するシステムが備わっているか否かを

検証するため、マボや補体制御因子の候補遺伝子

の探索を行った。

［方法］

　哺乳類補体制御因子群に共通に見られる特徴的

な構造であるSCR（Short　C　onsensus　Rq）eat）を指標

として、（1）異なる補体制御因子間、あるいは多種

動物の補体制御因子間で比較的よく保存された部

分配列をもとに縮退プライマーを設計し、RT・PCR

を用いてマボや各組織mRNAからの目的配列の増

幅を試みた。（2）マポや受精卵のESTデータベー

ス　（MAGESTデータベース）に対してBLAST

検索を行い、SCR様配列を持つクローンの探索を

行った。

［結果］

SCR配列を持つ4つの新規遺伝子を同定し、翻

訳領域の塩基配列のほぼ全長を決定した。うち1

種は推定アミノ酸配列のN末端側にレクチン様領

域を持ち、セレクチンファミリーに属すると考え

られた。残り3種（HrSCR・・1，一2，・・3）はそれぞれ5個、

9個、1個のSCRを持ち、　HISCR－1にはC末端側

に膜貫通領域と、約380アミノ酸からなる細胞内

領域が存在した。また、HrSCR・2はCタイプレク

チン様領域を、HrSCR－3はSCRを挟む2つのEGF

様配列とC末の膜貫通領域を持っていた。RT・

PCRを用いた発現解析により、　HrSCR－1はすべて

の組織で発現が確認されたが、HrSCR・3は鯉嚢、

消化腺、生殖線でのみ発現していた。HrSCR・・2は

肝膵臓、生殖腺に弱い発現が見られた。
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一般一1

［考察］

HrSCR－1は、哺乳類のDAF、　MCPや近年同定さ

れたニワトリの補体制御因子であるC㎜p4）など

との構造上の類似性、およびすべての組織で発現

が見られる膜タンパク質であることなどから、マ

ポや各組織の細胞表面で補体活性化の制御を担っ

ている可能性が高いものと考えられる。今後の生

化学的、機能的な解析により、これら補体制御因

子候補が原始補体系においてどのような機能を持

つものであるかが明らかになると期待される。

［文献］

1　）　Nonaka，M．et　al．，　J．　lmmunoL　，162：　387　（1999）

2）　Ji，Xet　al．，　Proc　Natl．　Acad　Sct．　au，　94：　6340

　（1997）

3）　Miyazaweq　S．　et　al．，　J．lmmunoL，166：　1710　（2001）

4）　inoue，　N．　et　al．，　」．lmmunoL，　166：　424　（2001）
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一般一2

カタユウレイボや補体系遺伝子のゲノム構造の解析

　　　　吉崎史子、野中勝

事京大学大学院理学系研究科生物科学専攻

Isolation　and　Genomic　Structural　Analyses　of　Complement　Genes　ofan　Ascidian　，　Ciona　intestinalis

　　　　　　　　　　　　Fumiko　Yoshizaki，　Masaru　Nonaka

　　　Depa血nent　ofBiological　Sciences，　Graduate　School　of　Science，　University　ofTbkyo

　〈はじめに〉

　近年の研究により補体系は後口動物の系統で

獲得され、その後脊椎動物の系統で遺伝子重複

などにより発展を遂げたことが示唆されている

1）。演者らは昨年の本大会で、尾索動物カタnウ

レイボヤから2つのC3幽。伽手助，　MASP，セリ

ンプロテアーゼドメインを持たないMASPrelated

ρπ鹿功で1膿P♪cDNAを単離し、分子系統樹によ

る解析からいずれの遺伝子においても脊椎動物

における遺伝子重複に先駆けた分岐が示唆され

ることを報告した。本研究ではさらに補体成分

を探索するとともに、ヒトおよびゼノパスで主

要組織適合性抗原複合体（MHC）class　Ill領域

に連鎖して存在するσ4，C2、およびBf）3）につい

てその連鎖の成立時期を知るために、カタユウ

レイボヤをもちいてC2！BfとC31C4／C5の共通祖

先遺伝子の間の連鎖の有無をHuorescence　in・situ

hybridization（FISH）を用いて検討した。

〈方法〉

　補体系遺伝子の探索は、京都大学佐藤研究室

を中心に行われているESTプロジェクトのデー

タベースの検索によって行った。

　分子系統樹による解析から脊椎動物の

C31C41C5、及びC2／Bfそれぞれの共通祖先から

直接分岐したと考えられたCic3－1、　Cic3－24）と

CiBf－1（昨年の本大会で報告）について、　cDNA

配列を用いてBACのゲノムライブラリ（京都大

学　小林博士）をスクリーニングした。得られ

たBACクローンについてサザンハイブリダイ翻

心ションを行った。染色体標本はカタユウレイ

ボや成体の精巣からカルノア固定により作製し

た。BACクローンをDIGまたはbio血で標識し

たブロー・ブを用いて染色体標本に対して

Huo跡escen㏄伽伽hybddizadon（HSH）を行った。

シグナルはローダミン標識抗DIG抗体および

HTC標識アビジンを用いて検出し、蛍光顕微鏡、

CCDカメラで観察、記録した。

〈結果と考察〉

　京都大学のESTデータベー・スよりマボやBfに

高い相同性を示すESTクローンを見出し、その

クローンの全塩基配列を決定し、CiBf－2とした。

CiBf・・2はアミノ酸配列でマボやBfに対して34％、

CiBf－1に対して43％の相同性を示した。分子系

統樹による解析から、CiBf－2はCiBf－1とクラス

ターをなし、脊椎動物の系統でのBfic2の遺伝

子重複とは独立にカタユウレイボヤの系統で起

こった遺伝子重複によって分岐したことが示唆

された。カタユウレイボヤのC3についても同様

な樹形になることが示されており4）、補体系が

カタユウレイボヤにおいて独自に成分を増やし

進化を遂げたことを示唆している。

　またBACクロー・ンのサザンハイブリダイゼー

ションの結果から、CiBf－1遺伝子とCiBf－2遺伝

子はゲノム上でタンデムに並んで存在している

ことが示された。
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一般一2

FIH　　こよ　’

　現在までに、C3のうち主に発現している

α（73・1と、CiBfの間の連鎖の有無をHSHによ

って検討した。間期核での結果であるので限定

的ではあるものの、Cic3－1、　CiBfのシグナルは

異なる位置で検出された。至近での連鎖があれ

ば、両者のシグナルは重なり合い、オレンジ色

のスポットとして検出されるので、この結果は

Cic3－1とCiBfの間に緊密な連鎖はないというこ

とを意味する。このことからヒト、ゼノパスで

見られるようなC2！BfとC4あるいはその共通祖

先の間の連鎖は脊椎動物の系統で成立したと考

えられる。この結果は、これら遺伝子間の連鎖

の成立が獲得免疫の出現時期と一致し、古典経

路の確立に進化上なんらかの役割を果たした可

能性を示唆する。

　また、本研究でもちいたFISH法は、改善の

余地は多々あるものの、遺伝学的な解析が困難

な動物種において遺伝子の物理的位置関係を知

る方法として非常に有効であると思われる。

＜総括》

カタユウレイボヤからCiBf－2を単離し、ホヤの

系統で独自の遺伝子重複が起こっていることを

示した。HSH法により、αC3・1と、　CiBf－1！CiBf－

2の間にはヒトMHCクラスIn領域の。4，c2，Bf

間に見られる緊密な連鎖は存在しないことを示

した。

＜文献＞

1）　Nonaka，　M．　Curr　Opin　lmmuno1　1　3：69　（2001）

2）　The　rVfflC　sequencing　consonium　Nature

　401：921　（1999）

3）　Nonaka，　M．　Proc　Natl　Acad　Sci　U．S．A．　94：5789

　　（1997）

4）　Marino，　R．　Immunogenetics　53：1055（2002）
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Xenoρus　ficolinのcDNAクローニングとタンパクの精製

柿沼雄二、遠藤雄一、高橋　実、松下　操、藤田禎三

　　　　　　福島県立医大・医・二生化

　　　　　　　　　　（DNA・clo血9　of　Xenopas　fico血s・

Yuji　Kakinurna，　Yuichi　Endo，　Minoru　Takahashi，Misao　Matsushita　and　Teizo　Fuj　ita

　Depa血ient　of　BioC血emistry，　Fukushima　Medical　University　Schoo1　of　Medicine

〈はじめに＞

　ficolinは、ブタ子宮細胞膜上のTGF一β1結合蛋白

として発見されたが、その後、ヒトやマウスにお

いては血中に存在し、レクチン活性をもつことが

明らかになった。ficolinは、コラーゲン様ドメイン

とフィブリノーゲン様ドメインからなっている。

ヒトでは3種類が知られており、そのうち、レ

ficolin／P35とH－ficolinZHakata抗原は、レクチン経路

の認識分子として働いていることが明らかにされ

た1）2）。無脊椎動物尾索類であるマポヤのficolinに

ついても報告した3）．今回は、両生類である

Xenoρusのficolinに関し、　d）NAクローニングとタン

パクの精製を試みた。

〈方法＞

1）既に報告されているficolin　Cl）NAの配列をもとに

degrnerated　primerを作成し、　Xenopus肝臓d）NAを鋳

型としてPCRを行い、4種のXenopus　ficolin　cDNA

の一部を得た。さらに5雪RACEおよび3璽RACEを行い、

全長のfico血d）NAを得た。　t

2）Xenopusの6種の組織（心、肺、肝、脾、筋、

末梢白血球）からRNAを抽出し、1）で得られた

Xenopus　ficolin　cDNAをプローブとしてNonhern　blot

を行った。

3）タンパクとしての機能を解析するため、Xenopus

の血液から血清を抽出し、GluNAc　affinity　Cltro臆意。－

gnphyによる精製を試みた。

　〈結果）

1）d）NAクローニングの結果、4種のXenopus

ficolinのd）NAが得られた。これらは、各々、309、

319、280、319のアミノ酸をコードしており、すで

に報告されているヒトの3種のficolinとは、54～59

％の相同性を示した。4種のXenopus　ficolin間の相

同性は66～83％であった。

2）Northem　blotの結果、　Xenopus　ficolin　1は、主に

肝と脾臓で発現しており、ficolin　2と4は、主に肺

と末梢白血球に発現していた。前者は、マウス

ficolin・Aの発現パターンに近く、後者は、ヒトM－

ficolinに類似していた。

3）GluNAc　columm後のSDS－PAGEでは、37kDaと

40kDaに2画面メインバンドが認められ、非還元下

の泳動では単一バンドであった。N末端のアミノ酸

配列を決定した結果、ficolin　1であることがわかっ

た。

〈考察〉

　今回得られた4種のXenopus　ficolinと他のficolin

familyについて、分子系統樹を作成し解析した結果、

Xenopusの4種のficolinは、　Xenopusという種の中で

分岐したと考えられた。また、Northern・blotと

タンパク解析の結果より、4種のうち、Xenopus

ficolin　1は、ヒトL・ficolin／P35やマウスficolin　Aと同

様、血液中に存在して生体防御に重要な役割を果

たしていることが示唆された。

〈文献＞

1）　Matsushita　M　et　al．，　J．　lnmiunol．，　164：　2281　（2000）

2）　Matsushita　M　et　al．，　J．　immunol．，　168：3502　（2002）

3）　Kenjo　A　et　al．，J．　Biol．　Chem．，　276：19959　（2001）
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一般一4

ヤツメウナギ血清中のClq様レクチン

松下　操、野澤亜紀子、遠藤雄一、中田宗宏1）2）、小島直也1）2）、水落次男艮）2）、藤田禎三

　　福島県立医大・医・二生化，D東海大・工・生命化学，2，糖鎖工学研究施設

　　　　　　　　　　　　　Clq’l　ike　lectin　in　lamprey　serun

　　　　　　Misao　Matsushita，　Akiko　Nozawa，　Yuichi　Endo，　Munehiro　Nakata，

　　　　　　　　　Naoya　Koj　ima，　Tsuguo　Mizuochi　and　Teizo　Fuj　ita

　　Department　of　Biochemistry，　Fukushima　Medical　University　School　of　Medicine

i）　Department　of　Applied　Biochemistry　and　2’　Institute　of　Glycotechnology，　Tokai　University

〈はじめに〉

獲得免疫がない脊椎動物円口類のヤツメウナ

ギや無脊椎動物ではレクチンが自然免疫の担

い手として重要であると推定される。ヒトで

明らかになったように、血清中にはMアセ

チルグルコサミン（GlcNAc）を認識するレク

チンとしてMBLとフィコリンがあり、いずれ

も補体レクチン経路を活性化することにより

自然免疫に関与している1）。今回我々はヤツ

メウナギ血清よりGlcNAc結合レクチンを単

離して解析したところ、これが哺乳類のClq

様の構造をしていることを比い出した。

〈方法＞

1）GlcNAcカラムとMono　Qを用いて、ヤツ

メウナギ血清よりGlcNAc結合レクチンを精

製した。

2）ヤツメウナギGlcNAc結合レクチンの部分

アミノ酸配列をもとに作製したプライマーと

肝臓cDNAを鋳型としてPCRを行い、全一次

構造を決定した。

3）BIAcoreを用いて、Mannose－BSA，

Glucose－BSA，　Galactose－BSA，　GlcNAc－BSA，

Ga1NAc－BSAへのヤツメウナギGlcNAc結合レ

クチンの結合性を検討した。

のサブユニットから成るオリゴマー。

2）ヤツメウナギGlcNAc結合レクチンは

BIAcoreの解析で検討したne。glycopr。tein

の内、GlcNAc－BSAにのみ結合性を示した。

3）ヤツメウナギGlcNAc結合レクチンはシグ

ナルペプチドを含め239アミノ酸から成り、

N末側には28個のGly－X－Yの繰り返しのコ

ラーゲン様構造があり、全体として哺乳類の

Clq様の構造をとる。哺乳類のClqのC止血

の特徴的な構造（Clqドメイン）は多くの蛋

白にあることが報告されている2）。これらの

Clqドメインの系統樹を描かせると、ヤツメ

ウナギGlcNAc結合レクチンは哺乳類のClq

のグループに含まれることがわかった。

〈考察〉

抗体の出現前、ヤツメウナギにおいて既にClq

様の蛋白が存在する。このClq様蛋白は

GlcNAc結合レクチンとして自然免疫に働い

ていると推定される。

〈文献＞

1）Fujita　T　Nature　Rev．　lrmunol．　2：　346：

　（2002）

2）Kishore　U．　et　al．

　159　（2000）

Irmunopharmacol　49：

〈結果＞

1）ヤツメウナギGlcNAc結合レクチンは26kDa
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一般一5

コイB因子／C2アイソタイプ遺伝子の

　　連鎖解析および機能的多様性

中尾実樹、中原マキ子、原田あゆみ、無津呂淳一・、加藤陽子、矢野友紀

　　　九州大学大学院・農学研究院・水族生化学研究室

Genetic　linkage　analysis　and　functionai　divergence　of　factor　B／C2　isotypes　of　the　common　carp　（Cyprinus　ccv’pio）

　　　Miki　Nakao，　Makiko　Nakahara，　Ayumi　Harada　Junichi　Mutsuro，　Yoko　Kato　and　Tornoki　Yano

　　　　　　　　　　　　　　　Laboratory　of　Marine　Biochemistry，

　　　　　　Graduate　School　of　Bioresource　and　B　ioenvironmenta1　Sciences，　Kyushu　University

〈はじめに〉

　補体B因子／C2は、それぞれ第2経路および古

典経路のC3転換酵素を形成するセリンプロテアー

ゼであり、共通の祖先から分岐したと考えられる

が、’ｻの分岐の時期は明らかではない。硬骨魚類

では、ニジマス1）、ゼブラフィッシュ2）、メダカ3）、

およびコイ4）からB／C2様のcDNAが単離されてい

るが、それらは哺乳類のBとC2に同程度の類似性

を示す。また、ゼブラフィッシュ、ニジマスおよ

びコイではB／C2遺伝子が複数存在する。我々はコ

イから4種のB／C2アイソタイプ（B／C2－A1，

B／C2－A2，　B／C2－A3およびB／C2－B）をクローニン

グしている4’5）。本研究では、これらコイB／C2アイ

ソタイプの多様性の生物学的意味を推定するため

に、それらの遺伝子重複機構や機能的な差異につ

いて解析した。

〈方　法＞

1．連鎖解析

　11対のコイ雌雄から得た受精卵を実験室内で艀

化させ、体長約3㎝の稚魚まで飼育した後、実験

に用いた。親魚のゲノムDNAから各B／C2アイソ

タイプ遺伝子の第7および第17イントロンをPCR増

幅し、それらの多型性をPAGEあるいはダイレク

トシーケンスによって解析した。

2．組換えB／C2アイソタイプの発現と精製

B／C2－A1、　B／C2－A3およびB／C2－Bをコードす

るプラスミドから、それぞれのオープンリーディ

ングフレームをPCR増幅した。その際、6×Hisを

コードする配列を付加した3●プライマーを用いた。

増幅産物を一旦pGEM－Tベクターにサブクローニ

ングして塩基配列を確認後、インサートを

pVL1392ベクターに移し、　BaculoGoldウイルス

DNAを共に、　Sf9細胞に導入した。プラークアッ

セイによって純化した組換えウイルスを2回増幅

後、Sf9細胞に感染させ、　SF900－II無血清培地中で

27℃で72時間培養した。培養上清を回収し、

NrrA一アガロースカラムを用いたキレートアフィニ

ティークロマトグラフィーによって各組換えタン

パク質を精製した。

3．コイC3アイソフォームの精製

　既報6）の方法に従い、コイ血清からC3－H1（触媒

性His残基をもつC3）とC3－S（触媒性HisがSerに

置換されたC3）を精製した。

4．C3転換酵素形成試験

　rB／C2－A1、　rB／C2一一A3およびrB／C2－Bを、コ

イ血清から単離したC3－H1およびC3－Sアイソタイ

プと混合し、コイD因子およびMg2＋の存在下また

は非存在下で25℃、30minインキュベート後、

SDS－PAGEおよび抗His－tag抗体を用いたウエゥ

タンブロッティングで分析し、C3とB／C2－Bの断

片化の有無を解析した。

〈結果＞

1．連鎖解析

　B／C2一一A1、　B／C2－A2およびB／C2－Bの第17イ

ントロン、およびB／C2－A3の第7イントロンの多

型性を利用して各遺伝子をダイビングした。2ペ

アのコイ親魚と各ペアから得られた48尾の稚魚の

一一@18一
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ダイビング結果から、B／C2－A1とB／C2－A3遺伝

子間に連鎖が認められた。

2．B／C2－A1およびB／C2－A3とC3アイソフオー

ムによるC3転換酵素形成

　rB／C2－A1は、　C3－H　1またはC3－Sのいずれと組

み合わせた場合も、D因子とMg2＋依存性にC3bお

よびBb断片が出現した。一方、　rB／C2－A3とC3－

H1を組み合わせた場合、　D因子とMg2＋依存性に

C3bとBb断片を生じたが、　rB／C2－A3とC3－Sを組

み合わせた場合には、D因子が存在しなくてもC3－

SがC3bに断片化した。この時、　B／C2－A3はBbに

は断片化しなかった。したがって、B／C2－A3は

C3－Sと結合すると、　D因子によって限定分解され

なくても、C3－Sを分解するセリンプロテア・・・…ゼ活

性を発現すると考えられる。

　rB／C2－Bは、　D因子とMg2＋の存在下にいずれの

C3アイソフォームと組み合わせてもC3転換酵素を

形成しなかったし、D因子による限定水解を受けな

かった。

〈考　察〉

　連鎖解析の結果と分子系統樹から、B／C2－A1と

B／C2－A3は、コイとゼブラフィッシュが種分化す

る前に、直列的な遺伝子重複によって生じたと考

えられる。その後、コイの4倍体化によって

B／C2－A1とB／C2－A2が生じたと考えられる。一

方、その4倍体化によってB／C2－A3遺伝子も倍加

したはずであるが、現在のコイのB／C2－A3遺伝子

憶シングルコピーであるので、倍加した片方は消

失したか偽遺伝子化したと推定される（Fig．1）。

　rB／C2－A3がC3－SとD因子非依存的にC3転換酵

素を形成した現象は、近年報告されたマウスB因子

とコブラ毒因子（CVF）との反応に類似している7｝。

このようなD因子非依存的な第2経路活性化機構が

コイの生体内で果たす役割は不明であるが、

B／C2－A3のmRNAが急性期応答因子様の発現パタ

ーンを示す5⊃ことから、感染時に第2経路の活性化

をft進させる防御反応の一つであるかもしれな

い。

〈文　献＞

1）　Sunyer，　J．O．　et　ak，　J．　lmmunol．，　161：4106　（1998）．

2）　Seeger，　A．　et　al．，　Mol．　lmmunol．，　33：　511　（1996）．

3）　Kurada，　N．　et　al．，　lmmunogenetics，　44：　459　（1996）．

4）　Nakao，　M．　et　al．，　J．　lmmunol．，　161：　4811　（1998）．

5）　Nakao，　M．　et　al．，　Dev．　Comp．　lmmunol．，　26：　533

　（2002）．

6）　Nakao，　M．　et　al．，　Eur．　J．　lmmunol．，　30：　858　（2000）．

7）　Xu，　Y．，　et　al．，　Proc．　Natl．　Acad．　Sci．　USA，　98：　14577
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一般一6

MASP113遺伝子の起源と分子進化

遠藤雄一1、野澤亜紀子1、柿沼雄二1、高橋　実1、松下　操1、野中　勝2、藤田禎三1

　　　　　・福島県立医大・医・二生化、2東京大学大学院・理・生物科学

　　AnCient。蜘f㎜。s曲血g　1ectin－ass。eiated　serine　protease　（MASP）113　gene

Y．　Endoi，　A　Noza：㎜㍉Y】陶㎞皿al，　M　Talcahashi’，　M．　M蜘shita塞，　M　Nona㎞2　and　T珂iml

　　　iDepa血ient　of　BieChe血st1y，　FUIaishima　Medical　University　S　dhool　of　Medidinq

　　2Depa血ent　of　Biologica1　Seiences，　Gradnate　School　of　SCience，　University　of’Tokyo

〈はじめに〉

　ヒト補体レクチン経路では、MBL（マンノー・ス結

合レクチン）やフィコリンが認識分子として働き、

これに結合しているセリンプロテアーゼMASPが補

体系を活性化する。哺乳類やXenopuseeはMASP－1、

MASP－2およびMASP・3の3種類のMASPが存在す

る1－3）。ヒトやXenOPUSのMASPIβPt伝子は二つの

プロテアーゼドメインコード領域をもっており、

splid㎎の違いによってMASP・1とMASP・3を産生す

る2・3｝。今回、我々はヤツメウナギおよびナメク

ジウオから4種類の新規MASPcDNAをクローニン

グした。

〈方法＞

1）」拓に報告されているMASPIC　Ir1ClsのcDNA配列

をもとeedegenerated　primerを作成し、　Lсcメウナ

ギの肝臓cDNAおよびナメクジウオの脊索cDNAを

鋳型としてPCRを行い、ヤツメウナギから2種類

aaMASP－1およびlaMASP－like）、ナメクジウオか

ら2種類（alhMASP・1とamMASP・3）の新規cDNA

をクローニングした。

2）amMASP1／3遺伝子についてはPCR法を用いて

遺伝子構造を解析した。

〈結果＞

1）2種類のヤツメウナギのd）NA配列のうちの1

つ（1aMASP－1）は哺乳類やXenopusのMASP・1のホモ

ログであった。この配列は以前報告したTCNタイ

プnに属し、その特徴をよく保存していた。他の

1つはAGYタイプで、以前報告した1aMASP　1）に

近い配列と考えられた。

2）ナメクジウオの2つの配列は、H・chainをコード

する配列が同一でL－chainをコードする配列が異な

っていた。それぞれのプロテアーゼドメインは、．

活性中心セリンがともにAGCでコードされ、両者

ともヒスチジンループをもっていた。PCR法によ

る遺伝子構造の解析の結果、片方のプロテアーゼ

ドメインは単一エクソンで他方は分断エクソンで

コードされており、ヒトやXenopusのMASPIβ遺伝

子の構造に類似していた。また、下流に位置する

分断エクソンでコードされるプロテアーゼドメイ

ンでは、そのイントロンの挿入位置がヒトMASP－1

と4ケ所相同であった。このことから、ナメクジ

ウオの2つのcDNA配列は、ヒトやXenopusの

MASP．1およびMASP・3の相同配列と考えられた。

〈考察〉

　今回、脊椎動物円口類のヤツメウナギでMASP。1

の配列が得られ、また原索動物頭索類のナメクジ

ウオでMASP・1とMASP・3相同配列が得られたこと

によって、原索動物尾索類のマボヤからヒトに至

るMASPIClr！Clsファミリーの分子進化がほぼ解明

された。MASPはマボヤとナメクジウオの間の段階

で、レトロポジションまたは部分的遺伝子重複に

よりMASP．1／3遺伝子が作られ、この時点でTCNと

AGYタイプの2系統に分岐して進化してきたと考

えられる。

〈文献＞

1）　Endo　Y．　et　al．，　J．　Imrnunol．，　161：　4ce4　（1998）

2）　Dahl　M　R　et　al．，1mmuni　ty，　15：127　（coO　l）

3）柿沼雄二ら、本シンポジウム抄録集b15（2002）
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ニワトリのRCA遺伝子座の解析

　　　押海裕之1信田京子1加藤順2大場慎也2玉木雄一郎2服部崇史2

山田のぞみ2水野重樹2山田和彦3松田洋一3井上徳光1、松本美佐子t、瀬谷司t

　　　　　　　　　t大阪府立成人病センター研究所免疫学部門

　　　　　　　2日本大学生物資源科学部農芸化学科酵素科学研究室

　　　　　3北海道大学先端科学技術共同研究センター動物染色体研究室
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〈はじめに〉

　ヒトの補体制御因子（CR1，CR2，　DAF，　MCP，

c4回忌》は第一番染色体の1q32の約1Mbpの

領域のRCA（regulator　of　oomplement

aCtivation）遺伝子座にクラスターを形成して

いる1）。補体制御因子は、Short　Consensus

Repeat（SCR》ドメインの繰り返しからなる

共通した構造をもつため、一・つの祖先型遺伝

子の遺伝子重複により、クラスターが生じた

と考えられている。そのため、クラスターの

形成過程の解明は、補体の制御機構の進化の

解明につながり、非常に興味深い。このクラ

スターは哺乳類では存在するが、その他の脊

椎動物では報告がない。そこで、我々は、鳥

類のRCA遺伝子座を明らかにし、ヒトのRCA

遺伝子座と比較検討を試みた。

〈方法〉

エクソントラッピング：cremp遺伝子を含む

BAC（BaCteriat　Adificial　Chromosomo）に対し、

pSPL3B由来のエクソントラッピング用のベ

クターを用い、エクソントラッピングを行っ

た。RACE反応：ニワトリのDT40細胞より、

mRNAを回収し、　Marathon　kit　（クロンテ

ック）を用い31　RACEと5’RACEを行った。

〈結果〉

　ニワトリ補体制御因子をコ・一t一ドするcremp

遺伝子はマイクロクロモソームの一つに遺伝

子座がある。鳥類にクラスターが存在するか

どうかを調べるため、我々が単離したニワト

リの補体制御因子のcremp　2｝を含む約150

kbpのBACクロー・ンを単離し、エクソント

ラッピング法で、BAC上のエクソンを調べ

た。結果、興味深いことに、SCRドメイン

をコ・・・…ドするエクソンを多数単離することが

できた。これらのエクソンを含む遺伝子が発

現しているかどうかをRT」PCRで調べたと

ころ、幾つかは、B細胞由来のDT40細胞株

や、マクロファージ由来のHDII細胞株で発

現してた。そこで、RACE法によりcDNAの

全長の単離を試みたところ、2つの遺伝子の
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ほぼ全長が単離でき、chCRLI，　chCRL2

（chicken　Comptement　R㏄eptor　Like　p耐ein）

と名付けた。

　chCRL1はSCRドメインを10個コード

していたが、膜貫通領域は持たず細胞外で可

溶型の蛋白質で存在すると推測された。相同

性検索の結果は、興味深いことに、N末側の

SCRドメインはヒトのCRIやDAFと似て

いたが、C末端側はCR2と相同性が高かっ

た。chCRL2は、　SCRドメインを7個持ち、

膜貫通領域が無かったが、GPIアンカー予測

部位が存在することから、DAFのように、

GPIアンカ・一…型の細胞膜に結合した分子であ

ると予測された。相同性検索の結果は、N末

端側はCRIに似ているが、中央部分はDAF

と相同性が高く、C末端がCR　2と最も似て

いた。今回単離したエクソンの中には、

chCRL1とchCRL2のどちらにも含まれない

ものが存在したことから、これら以外にも補

体制御因子が存在すると考えられる。

　以上のことから、ニワトリ補体制御因子

crempの近傍の約150　kbpの領域に、　cremp

を含め、ヒト補体制御因子と相同性が高い

chCRLI、　chCRし2、未同定の遺伝子、の少

なくとも4つが存在し、ヒトと同様に、クラ

スターを形成していることがわかった。

〈考察〉

　クラスターがニワトリにおいて存在したこ

とから、祖先型遺伝子が遺伝子重複を起こし、

複数の補体制御因子を獲得したのは、ヒトと

鳥類分岐以前であると考えられる。また、今

回単離されたニワトリの補体制御因子は、そ

れぞれの領域がヒトの異なる補体制御因子と

高い相同性を示した。CrempもN末側が、　DAF

に似ているが、C末側がMCPに似ており、

ニワトリの系統か、ヒトの系統、あるいはそ

の両方で、クラスター内の遺伝子間での組み

換えによる遺伝子混成が複数回起きたと推測

される。哺乳類においても、マウスのCr　1

は、ヒトCRIとCR2が混成を起こしたと考

えられる遺伝子であることから3》、補体制御

因子は進化の過程で、クラスター一一内での遺伝

子混成を繰り返している可能性が考えられる。

＜総括＞

　RCA遺伝子座のクラスターは哺乳類以外

にも存在し、ヒトと鳥類分岐以前に既に存在

していたことが明らかとなった。

＜参考文献＞

1）　Carroll，　M．C．，　et　al．，　J．　Exp．　Med．　167　：

127t　（1988）

2）　lnoue　N．　et　at．，　J．　lmmunot．，　166：424

（2001）

3）　Kurtz　C．B．，　et　al．，　J．　lmmunol．　144：3581

（1990）
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マウスC4b－binding　Proteinの精巣上体における発現様式

　　　　　　　野中真弓1、菱川善隆2、森山信男3、小路武彦2、野中　勝l

　　　　　　　l東大・院理・生物、3同・医・血液浄化、2長崎大・医・解剖

　　　　　Expression　of　the　murine　complement　C4b－binding　protein　gene　in　epididymis

　　Mayumi　Nonakai，　Yoshitaka　Hishikawa2，　Nobuo　Moriyama3，　Takehiko　Koji2，　Masaru　Nonakai

lDepa血ient　of　Biologica1　Sciences　and　3Department　ef　HernodialySis＆Apheresis，　University　of　Tokyo，

　　　　2Depa血nent　of　HiStology＆Cell　Biology，　Nagasaki　University　School　of　Medicine

〈はじめに〉演者らはこれまで、体液性補体制御

因子の一つであるC4b－binding　protein（C4BP）のα鎖

mRNAが、モルモットおよびマウスの精巣上体に

おいてアンドロジェン依存的に強く発現している

こと、モルモットにおける肝臓および精巣上体

C4BPαの発現には、同一遺伝子上に存在する複数

のプロモーターが組織特異的に用いられているこ

となどを明らかにしてきた1）。今回、マウスを用

いてC4BPの精巣上体における発現様式の解析を行

ったので報告する。

＜方法＞

1．RT・PCR，5’RACE，および3’RACEにより、マウ

　ス精巣上体C4BPαのd⊃NAを単離し、塩基配列

　を決定した。

2．ゲノムライブラリーからのクローンの単離およ

◎びゲノミックサザンなどにより、マウスC4BPα

　遺伝子の解析を行った。またRNA　protection　assay

　により転写開始点を決定した。

3．ウサギ抗マウスC4BP抗血清2）を用いた免疫組

　織染色により、マウス精巣上体におけるC4BPの

　発現の様子を調べた。また同抗血清を用いて精

　巣上体抽出液のウエスタンプロッティングを行

　い、精巣上体C4BPαの分子量を決定した。

4．ヒト精巣上体におけるC4BPの発現の有無を、

　ノザンプロツテイングおよび市販のヒツジ抗ヒ

　トC4BP抗体を用いた免疫組織染色により検討し

　た。

〈結果〉マウス肝臓C4BPαと精巣上体C4BPαの

mRNAは、ノザンプロツテイングにおいてそのサ

イズががわずかに異なっていたため、精巣上体

C4BPαのcDNAを単離し、解析を行ったところ、

タンパクをコードしている領域および3’UT領域は

肝臓C4BPαcDNAと同一であったが、5’UT領域の

長さが異なっていた。ゲノム解析の結果、マウス

C4BPα遺伝子は1コピーであり、肝臓および精巣

上体の各々に特異的な複数の転写開始点を有する

ことが明らかになった。

　マウスC4BPの精巣上体における発現はタンパク

レベルでも確認された。精巣上体抽出液を用いた

ウエスタンプロッティングでは、非還元・SDS存

在下で約70kDaのバンドが検出され、血漿C4BPα

とほぼ同一の分子量を示した。さらに、免疫組織

染色により発現部位を検討したところ、精巣上体

管の頭部近位ではC4BPの発現は全く見られず、頭

部遠位から体部にかけての上皮細胞内のゴルジ装

置および先端部分の不動毛（stereocilia）、および同
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領域の管腔内液に強い局在が認められた。また、

管腔内に存在する精子表面にも染色が認められた。

　一方、ヒト精巣上体においては、C4BPαmRNA

の発現は見られず、免疫組織染色においても血管

内腔以外ほとんど染色されないことから、C4BPの

特異的な産生・分泌は行われていないと考えられ、

精巣上体におけるC4BPの発現は種により異なるこ

とが明らかになった。

〈考察〉精巣上体は雄性生殖器官の一つであり、

精巣を出た精子は、精巣輸出管を経てこの管内に

入り、頭部から体部へとゆっくり移行する間に様々

な形態学的・生化学的変化をとげ、運動能や受精

能を有する成熟精子となり、その尾部に貯えられ

る。マウスC4BPはこのような生殖器官の、主に頭

部遠位から体部にかけての上皮細胞で作られ、管

腔内に分泌されていることが明らかになった。

　現在知られているC4BPの機能は、言うまでもな

く補体活性化の抑制にあるが、元来、精巣上体管

内には血清成分は存在せず、一般には補体の活性

化は起こらないため、C4BPがこの器官において補

体制御を行っている可能性は極めて低い。また雌

性生殖器官内においては、血清および卵胞液由来

のC4BPが常に存在すると考えられるため、精巣上

体においてC4BPを精子表面に付着させる必要性は

ないと思われる。従って、精巣上体C4BPは補体系

よりも生殖系で機能している可能性が高い。

　一一方、精巣上体では、各部分でそれぞれ異なる、

種々の糖タンパクが分泌されており、それらが精

子の成熟に重要な役割を果たしているものと考え

られていることから、マウス精巣上体C4BPもこの

ような精巣上体タンパクの一つとして、精子成熟

に関与しているものと推測される。

　近年、いろいろな動物種より種々の補体制御因

子がクローニングされ、種間ホモロジーが非常に

低いこと、種により異なるアイソフォームを有す

ること、種によりその組織分布が異なることなど、

種間の相違が大きいことが明らかになってきてい

るが、今回、C4BPの解析により、機能的にも多様

化していることが示唆された。補体制御因子と生

殖系との関連性については、MCPに関して、マウ

ス、ラット、モルモットなどではその発現が精子

に限られているほか、ヒトでも卵＿精子認識反応

に関与している可能性が示されている。さらに、

DAFもマウスでは精子が主要な発現部位となって

いる。また最近、C4BPに構造的に類似したタンパ

クであるsp561AM67がマウスおよびモルモットの

精子先体内に存在することが報告されている。こ

れらのことから、SCRタンパクが生殖系と密接に

関わりながら多様化してきた可能性も考えられる。

＜文献＞

1）Nonaka．　MI．，　Wang，　G。，　Mori，　T、，　Okada，　Hりand

　Nonaka，　M（2001）Novel　androgen－dependent

　　　　　　　　　　ノ　promoters　direct　expression　of　the　C　4b－binding

　protein　a－chain　gene　in　epididymisJ　ImmHno孟166．

　4570－4577

2）Ogata，　R．T．，　Mathias，　P．，　Bradt，　B．M，　and　Cooper，

　NR．（1993♪　Murine　C4b－binding　protein．　MapPing　of

　the　ligand　binding　site　and　the　N－terminus　of　the　pre－

　protein．　J．　InrmuaoL　150，2273－2280
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補体レクチン経路におけるMASP－1およびMASP－3の役割

高橋　実、松下　操、遠藤雄一、藤田禎三

（福島県立医科大学・医学部・生化学第二）

Role　of　MASP－1　and／or　MASP－3　in　activation　of　the　lectin　pathway

【はじめに】

　我々は本シンポジウムで報告したようにMasp－

1を欠損したマウス（MasplKO）を作出した。Masp1－1一

は同腹の正常マウスMaspl＋／・・、　M爾ρ1＋！＋に比べて

有意に小さく、成長に影響している可能性も考えら

れた。さらに特定のインフルエンザウイルスによる

感染によって死にやすいことも報告した。MASPに

はMASP－1，　MASP－2およびMASP－3が知られ、さ

らにMASP－2のN末端の二つのドメイン（CUB1と

EGF様）のみからなるsMAPもその複合体に含まれ

ることがわかっている1）。MASPは補体古典経路の

C1中のClr，ノClsに構造が似ているが、その活性化

機構に関してはClr／Clsに比べてほとんど明らかに

なっていない。ヒトにおいてはMASP・2がC4、　C2

を活性化すること2》、MASP－1に関しては直接C3

を活性化すること3）が報告されている。MASP－3は

MASP－1と共通のH：鎖をもつが、セリンプロテアー

ゼドメインはMASP－1とは異なり、その基質に関

しては未知である。Masp1一ノーにおいてMasp－1と共

にMasp－3も欠損していることを確認した。このマ

ウスの血清を用いた解析から、レクチン経路の活性

化メカニズムに考察を加えたので報告する。

　【方法】

1）マウス血清を用いたMB：L・MASP複合体による

C4の活性化。一昼夜、マンナンでコートしたEUSA

プレートを準備し、BSAでブロック後、マウス血

清をTBS緩衝液（Tris－HC1，　pH8．0，　150　mM　NaCl，5mM

Caα2）で300倍に希釈したもの100　plを室温で0・45

分反応させた．TBS緩衝液で洗浄後、ヒト精製C4

を氷中にて30分間反応させた。プレート上に沈着

したC4はHRP標識抗ヒトC4とTMB試薬で発色

．させ、OD450で検出した。

2）マウスMasp－2の活性化に関する検討。マウス

血清20iA，iをTBS緩衝液で0．5　mlにした溶液をマン

ナンアガロース（25μ1）と室温で反応させた。ビーズ

をTBSで洗浄後、1XSDS－PAGEサンプルバッフ

ァー（含2ME）で溶出し、　SDS。PAGEで展開後、　PVDF

膜に転写した。Masp－2のH鎖に対するポリクロー

ナル抗体でMasp－2およびsmapのバンドを検出し

た。

3＞マウスMb1－aおよびMb1－cの血清中における濃

度の検討。一昼夜、マンナンでコー・トしたELISA

プレートを準備し、BSAでブロック後、マウス血

清をTBS緩衝液で適宜に希釈したもの100　plを室

温で10分反応させた。マンナンプレート上のMbl－

aおよびMbl－cはそれぞれラットモノクローナル抗

体（8G6，17E2、共にSteffen　Thiel博士（デンマー

ク）より供与）で1）同様、発色検出を行った。

【結剰

1）マウス血清を用いたMbl－Masp複合体によるC4

の活性化。Masp123←！＋およびMasp1β，／一各々、5匹
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のマウスを用いた解析から、20分までの早い時期．・

まではM卸1β≠はMasplts！＋に比べて有意にC4

の沈着が低いことがわかった。しかし、反応時間が

30分を超えるとMasp123！一もMaspus＋ノ＋と同程度

にC4が沈着していることが示された。（図参照）

2）マウスMasp－2の活性化に関する検討。ウェス

タンプロットでマンナンアガロースに結合した

Mbl－Masp複合体に含まれるMasp－2を調べたところ、

Masp123←！＋では10分の反応時間で活性型Masp2が

認められたが、Masp1Z3・！一では活性型Masp－2は全く

存在せず、未活性型のままだった。しかし、30分

以上反応を行うと漁卵1β・みでもMaspl）B＋／＋と同程

度に活性型Masp－2のバンドが確認された。

3）マウスMb1－aおよびMbl－cの血清中における濃

度の検討。マンナンアガロースに結合したMb1－aお

よびMb1－cをそれぞれを特異的に認識するモノクロ

ーナル抗体で検出したところ、M碑1β，／一において

Mbl－a、　Mb1－c共にMasp123←1＋に比べて低声を示し

た。特にMbl－aに関しては正常マウスの平均値の

20；60％の値であった。さらにMasp123＋，／一でも5匹

中3匹のマウスでMasp12B，／一と同様に低値を示した。

【考察】

　　今回の実験において、Masp－1とMasp－3を欠損

したマウス血清では早期のレクチン経路によるC4

活性化能が低いことが示された。この結果はMb1－

Masp複合体中のMasp－2の活性化に強く相関してお

り、Masp－1あるいはMasp－3がMasp－2の活性化に

影響することを強く示唆した。同時に30分以上反

応を行うとMasp。2が自己活性化し、補体を活性化

する可能性が考えられた。またM碑1β，みではMbl－

a、Mbl－c濃度も低いことが示された。このことは

Masp－1またはMasp－3が血清中でMb1の安定化にも

関与していると推定された。

1）　Takahashi　M．　et　al．，　lnt．　lmmunol．，　11：　ss　9　（1999）

2）　’lhiel　S．　et　al．，　Nature，　386：　506　（1997）

3）　Matsus．hita　M．　et　al．，　lmmunobiol．，　194：　443　（1995）
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SOLUB：LE　PEPT皿）OGLYCAN　CAN　ACTIVATE　THE　LECTI　N　COMPLEMENT

PATHWAY

Ma　Young　dirl　1，　Zhaong　Rong1，　Ji」Won　P　ark1，　Mi　sao　Matsushita2，　Teizo珂ita2　and

Bok　Luel　Lee’

’College　ofPhamacy，　Pusan　Nati　onal　University，　Busan，　609－735，　Korea

2D　epartment　of　Biochemistry，　Fukushima　Medi　cal　University　S　chool　of　Medicine，

Fukushim4　Japan

Because　peptidoglycan（PGN）is　an

essential　cell　wall　component　bf　all

bacteria，　it　is　a血excellent　target　fbr

recognition　by　the　human　imate　immune

sy　stem．　Al　so，　it　i　s　known　that　PGN　can

activate　monocytes，　macrophages　and　B

lymphocytes　in　mammals．　PGN　is　linear

glycan　chains　interlinked　with　short

peptide　bridge．　The　glycan　chains　are

composed　of　altemating　units　ofハr－

acetylglucosamine（GlcNAc）and　N－

acetylmuramic　aci　d（MurNAc）．　However，

the　bi　ological　fUnctions　of　PGN

　　　　　コ　　　　
recognitlon　proteins　in　human　serum

were　poorly　understood　except　CD　14　and

PGN　recognition　proteins．　The

rel　ati　onship　b　etWeen　complement

components　and　PGN　was　also　not

determined　at　the　mol　ecul　ar　level．

To　characterize　PGN－recogniti　on

proteins　in　human　sen皿，　we　purified

PGN　recognition　proteins　by　using

sqlub　l　e　PGN－attached　S　epharose　column．

When　we　eluted　the　ab　sorb　ed　proteins　of

PGN－column　with　O．3　M－mannose　and

O．3　M－GlcNAc，　marLnose　binding　lectin

（MB：L）andレfi　colin1P35　were　obtained，

respectively．　Western　blotting　analysis

showed　that　the　purified　MB：L　andレ

ficolinZP35　were　as　soci　ated　with　MBレ

associated　serine　protease　（MASP）一1　and

－2．

MBL－MASP　and　L－ficolin／P35　complex

were　deposited　on　the一　soluble　PGN－

coated　microplate．　C4　activati　on　by

MBL－MASP　and　L－fi　colin／P35－MASP

bound　to　soluble　PGN　was　observed．

When　we　compared　the　C4　activati　on

ability　by　MBL・・MASP　and　L－

ficolinZP35－MASP　bound　tQ　soluble　PGN，

MBL－MASP　complex　more　effectively

activated　C4　than　L－fi　colin　IP35－MASP　f

complex．　These　results　suggest　that　MBL

and　L－ficolin／P35　recognize　soluble　PGN

and　then　activate　the　l　ectin　complement

pa血way．
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PNHクローンの拡大に関わる遺伝子変異および

　　　　　そのモデルマウス作成への試み

泉井朋久v、桑山真輝1・M、村上良子”、西村純一一1・M、待井隆志x、金倉　譲x、木下タロウ1）、井上徳光3）

　　　　　　！）大阪大学微生物病研究所免疫不全、Pt大阪大学大学院医学系研究科血液・腫瘍内科

　　　　　　　　　　　　　　St大阪府立成人病センター研究所免疫学部門

Production　of　transgenic　mice　which　carry　a　candidate　gene

　　　　　responsible　for　clonal　expansion　of　PNH　cells　’

　　　　Tomohisa　izuii），　Maki　Kuwayamai・m，　Yoshiko　Murakamii），　Jun－ichi　Nishimurai・x，

　　　　Takashi　Machiim，　Yuzuru　Kanakurax，　Taroh　Kinoshitan，　and　Norirnitsu　Inoueso．

i）Department　of　lmmunoregulation　，　Research　lnstitute　for　Microbial　Diseases，　Osaka　University

　　　　XDepartment　of　Hematology　and　Oncology，　Osaka　University　Medical　Schodl

SDepartment　of　Molecular　Genetics　Osaka　Medical　Center　for　Cancer　and　Cardiovascular　Disease

【背景と目的】

発作性夜間血色素尿症（PNH）は補体制御因子である

DAFやCD59の欠損のため、・自己補体による溶血発

作を起こす後天性疾患である。これらの補体制御因

子はグリコシルボスファチジルイノシトール（GPI）と

呼ばれる糖脂質を介して細胞膜に発現している。

PNH患者の血球細胞においてはGPIアンカー一型蛋白

が全般に欠損しており、GPIの生合成に関わる遺伝

子であるPIGrAが原因遺伝子として同定されている。

PNH患者ではPIG－Aの突然変異およびそれによる

GPIアンカー型蛋白の欠損を示す血球細胞が全系統

とも骨髄・末梢血中でクローン性に優位となること

が知られている。

　　しかしながら当研究室および他の研究グループ

によるマウスホモログPig－aノックアウトマウスの

解析では異常造血幹細胞のクローン性優位は導かれ

なかったことから、PIG－A以外の第2の異常がGPI

アンカー型蛋白欠損細胞（PNH細胞）のクローナルな

拡大に関与していると考えられている1・2。

　PNHクp一一ンの拡大｝ζついては、　PNH細胞が自

己免疫システムの攻撃から逃れうることによるとす

る選択説と、PNH細胞そのものが正常細胞をしの

ぐ増殖能力を獲得するとする良性腫瘍説の2つの仮

説が提唱されている。

　当研究室で数年にわたって経過を追っている

PNH患者ではPIG－Aの変異に加えて12番染色体の

異常をもつ血球細胞が優位となっている3。興味深

いことにs骨髄においてPIG－Aの変異を持つ細胞と、

上記の染色体異常を持つ細胞は例外なく一致してい

る。PIG－Aの変異と染色体異常が同一の造血幹細胞

一28一
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に起こっていることは、前述の良性腫瘍説を支持す

るものである。PNHクローンの拡大に染色体異常

をきたしている部位に存在する遺伝子の関与が示唆

されることから、その遺伝子の同定を目標とした。

【方法と結果】

⊥，syz‘gE，swfi：t匠　昨年度の本シンポジウムで、

本症例の染色体異常が単純な相互転座ではなく、一

方の12番染色体のq13－q15領域が欠失（deletion）し、

この9．3Mbps程度が他方の12番染色体のq15領域に

挿入（insertion）されていることを報告した。本年度

は、挿入された染色体断片を解析したところ、さら

なる異常が認められたのでこれを報告する。12番

染色体のq15領域にある挿入部位のテ門門ア側にお

いて15Kbpsの野焼があり、加えてそこにq13領域

の2．7Kbpsが逆位（inversion）で挿入されているこ

とが判明した6

2　MGA2　i　　　こ　　PNHモ”　マ　　　　の

三と　挿入が起こっている部位には既知の遺伝子

HMGA2（high－mobmaty　group　protein　A2）が存在

し、挿入によって遺伝子が3LUTRで分断されてい

た。HMGA2はAT－hookと呼ばれるDNA　bindirlg

domainをもつ転写因子であり、ヒトの脂肪腫や子

宮筋腫などの良性腫瘍細胞において高レベルで発現

もしくは染色体転座によって組換えが起こったキメ

ラ蛋白とレて発現していることが知られている4・5・6。

前述のハイブリドー・マにおいて良性腫瘍の症例と同

様に、HMGA2の異常なmRNAを検出した：。我々は、

HMGA2遺伝子の異常がPNH細胞のクロs…一一ナルな

拡大に関与している可能性があると考え、これを証

明するためにHMGA2トランスジ土ニッタ・マウス

を作成した。このマウスは、良性腫瘍症例および本

研究で検出された異常なmRNAに共通する構造、

すなわち5つのエクソンのうちC末端側のエクソン

1－3のみを発現している。現在、このマウスの造血

幹細胞を用いて、HMGA2を発現する幹細胞が野生

型のそれに比べて優勢に拡大するか否かについてin

vivo、　in　vitroで解析を進めている。

【参考文献】

1．Murakarni　Y．　et　al．，　Blood，　94：2963（1999）

2．Tremm1　G．　et　al．，　Blood，　94：2945（1999）

3．Nishimura　J．　et　al，，

　Am　J　Hematol．，　62：175（1999）

4．　Schoenmakers　EF．　et．　al．，

　Nat　Genet．，　10：436（1995）

5．Ashar　H．　R．　et　al．，Cell，　82：57（1995）

6．Goodwin　G．，

　Int　J　Biochem　Cell　Biol．　；30：761（1998）
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一般一・　12

ヒトC5aRに対するペプチド抗体の作成

土肥名月　金子葉子1岡田則子　岡田秀親

名古屋市立大学大学院医学研究科・生体防御学

　　1藤田保健衛生大学医学部・第一生理学

　　　　　　　　　　　　Anti　一human　CsaR　peptide　antibodyes

　　　　　Natsuki　Dohi，　Yoko　Kanekoi，　Noriko　Okada，　and　Hidechika　Okada

Department　of　Biodefense，　Nagoya　City　University　Graduated　School　of　Medical　Science

　　　　i　Department　of　Physiology，　FuJita　Health　University　Schoo1　of　Medicine

［はじめに］

　補体第5成分フラグメントC5aは強力なアナフ

ィラトキシン活性を持ち、毛細血管の透過性充進、

肥満細胞や好塩基球からのヒスタミンやセロトニ

ンなどのケミカルメディエーターの放出、好中球・

マクロファージ・血管内皮細胞の活性化などによ

り炎症反応を誘導する。

　C5aの受容体C5aR（CD88）はG蛋白結合7回膜

貫通型のレセプターで1991年にGerard　N．Pらと

Boulay　F．らによりクローニングされqDNA配列が

報告されている。1・2）我々はこの配列をもとにC5aR

の結合部位であるN末端領域と、中心領域、C末

端領域にあたる3種のMAPペプチドを合成し、こ

れらを免疫源としてヒトC5aRの各領域特異的モ

ノクローナル抗体の作成を試みた。得られたモノ

クロー・ナル抗体を用いてヒトC5aRを発現してい

る細胞との反応性の検討を行った。

［方法］

　報告されているアミノ酸配列よりC5aR（CD88）

の10－27，101－116，227－243部分のペプチドを

MAPレジンを用いて合成しHPLCで精製した。合

成ペプチドの配列はProtein　Sequencerにて確認

した。

　モノクローナル抗体の作成は常法に従い、

BALB／cマウスに合成した各ペプチドを免疫し、

P3×63Ag．8．653とFusionし抗体産生ハイブリド

ーマを得た。

［結果と考察］

　3種類のペプチドそれぞれに対して得られたモ

ノクローナル抗体はいずれもアイソタイプκ，μの

IgM抗体であった。

　この抗体を用いてヒト単球系細胞株U937，ヒト

神経芽腫細胞株TGW，　C　5aRトランスフェクタン

ト等を用いてフローサイトメトリー・・・…法により細胞

表面のC5aR発現の検討を行ったが、いずれの抗

体を用いても弱い反応性しか示さなかった。これ

に対し細胞をパラフォルムアルデヒドで固定後染

色し、細胞内タンパク質を検出するといずれの抗

体でも強い反応性を示した。C5aR（CD88）は通常

より細胞内に蛋白分子として存在し炎症時に迅速

に膜提示されるとこにより、急性期反応として細

胞内にシグナルを伝達する機構をもっているのの

ではないかと推測される。

［引用文献］

1）　Gerard　N．P．　et　a1．，　Nature，　349：614（1991）

2）　Boulay　F．　et　al．，　Biochemistry，　30：2993（1991）
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S19リボソーム蛋白2量体分子上のC5aレセプターに

対するアゴニスト・アンタゴニスト変換部位の同定

山本哲郎、アージュン・シュレスタ、渋谷陽子、塩川　徳、西野憲和

　　　熊本大学医学研究科、同医学部、九州工業大学工学部

　　　　　　　　　Identification　of　moiety　of　S　19　ribosomal　protein　dimer

　　　　　　　　　converdng　from　agonist　to　antagonist　for　Csa　receptor

Tetsuro　Yamamoto，　Arjun　Shrestha，　Yoko　Shibuya，　Megumi　Shiokawa　and　Norikazu　Nishino

Graduate　Schoo1　of　Medical　Sciences　and　Schoo1　of　Medicine，　Kummoto　University，

　　　　　　　　　　　　　and　Kyushu　Institute　of　Technology

＜はじめに＞

　S19リボソーム蛋白（RPS19）は、リボンt…一ム小

サブユニットの構成成分で145アミノ酸残基から

なるが、アポトーシスの過程でトランスプルタミ

ナ・一一一ゼにより二量体化されて細胞外に遊離され、

単球／マクロファージを走化させて、アポトーシ

ス細胞の食食処理を促進する1》。この際、RPS19

二量体は単球のC5aリセプターにアゴニストとし

て結合する。この結合は、C5aの結合の場合と同

様に、2段階の過程を踏むが、RPS19二量体分子

上のそれぞれの結合部位が、一Lys41－His42－

Lys43一および一Leu131－ASp132－Arg133一である

ことをすでに報告した2）。

　ところが「方で、RPS19二量体は、多核球のC5a

リセプターにはアンタゴニストとして作用する3）。

今回、このアゴニストをアンタゴニストへ変換す

るRPS19二量体分子上の部位を同定した。

〈方法〉

　野生型および変異型RPS19を大腸菌の発現系

を用いて調製した。RPS19の部分アナログペプチ

ドおよびC5aとのキメラペプチドを固層法により

合成した。単球および多核球を健常人の末梢血か

ら分離し、それぞれに対する走化活性を、チャン

バー一法を用いて測定した。

〈結果〉

）1

）2

）3

）4

C5aリセプター一への第2結合部位を含むカル

ボキシル（C）末端18残基から成るRPS19

アナログペプチドは、単球のC5aリセプター

にはアゴニストとして、逆に多核球のそれに

はアンタゴニストとして作用した。一方、C5a

のC末端10残基から成るアナログペプチド

は、単球および多核球にアゴニストとして作

用した。

C5aペプチドのC末端にRPS19のC末端12

残基を連結したところ、このキメラペプチド

は、多核球のC5aリセプターに対してアンタ

ゴニストに変貌した。

キメラペプチドのC末端から順次アミノ酸残

基を欠失させていくと、2残基失った時にア

ンタゴニスト性も消失した。

C末端4残基を欠失させた変異RPS19二量

体は、単球のみならず、多核球にもアゴニス
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トとして作用した。また、野生型の場合と異

なり、この変異型二量体は、モルモット皮内

注射において、単球および多核球の双方を浸

潤させた。

〈考察〉

　上記の結果から、Rp　s19分子の。末端Hisを

除くC末端部11残基が、多核球のC5aリセプタ

ーに対する作用をアンタゴニストに変換している

と結論できる。この部位が結合することにより負

のシグナルが多核球内に伝達されることになるが、

多核球側の結合分子の同定が今後の課題である。

C5aリセプター自身は単一遺伝子の産物と考えら

れており、スプライスバリアントの報告も無いの

で、多核球側の未知の結合分子はC5aリセプター

の近傍に補助因子として存在し、シグナルを負に

換えている可能性が高い。

＜結論＞

　RPS19二量体の作用を、多核球のC5aリセプ

ターに対しアンタゴニスト作用に変換する部位が、

RPS19のC末端部の11アミノ酸残基中にあるこ

とを明らかにした。

＜文献＞

1）　Horino　K．　et　al．，　Lab．　lnvest．，　78：603　（1998）

2）　Shibuya　Y．　et　al．，　Am．　J．　Pathol．，　159：2293

　　（2001）

3）　Nishiura　H．　et　al．，　Lab，　lnvest．，　78：1615

　　（1998）
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CompRement　Csa　receptor　mediated　signalling　may　be　invollved　in

　　　　　　　　　neurodegeneration　in　Aizheimer’s　disease

　　　　　　iFarkas　1．，　2Fukuda　A．，　3Yamamoto　N．，　4Tatcyama　H．，　iOkada　N．，　iOkada　H．

　iDepartment　ofMolecular　Biology，　Nageya　City　University　Schoo1　of　Medicine，　Nagoya　Japan

　　2Depa血1ent　of　Physiology，　Hamamatsu　University　SchooI　ofMedicine，　HamamaSu，　Japan

3Dept耐ment　of　Bioregulation　Rosearch，：Nagoya　City　University　Schoo1　of　Medicine，　NagoyaJapan

　　　4Department　ofPathology，　Nagoya　City　University　Schoo1　ofMedicine，　Nagoyeg　Japan

　　　　　In　our　earlier　results　we　demonstrated　that　cells　including　TGW　neuroblastoma　cells　and

fibroblast　cells　expressing　the　complement　Csa　receptor　（CsaR），　are　vulnerable　and　that　abnormal

activation　of　CsaR　caused　apoptosis　of　these　cells．　We　also　described　that　pyramidal　cells　of　the

human　hippocampus　and　cortex　and　granular　cells　of　the　hippocampus　expressed　CsaR．　In　additiopt

while　this　staining　was　also　positive　for　vascular　dementia　it　disappeared　in　the　Altheimer’s

disease（AD）brain．　In　this　present　study　we　repo1t　that　administration　of　abnorma　1丘agments　of　the

Csa　and　CsaR　resulted　in　elevation　of　the　intracellular　calcium　content　of　TGW　neuroblastoma

cells．　The　calcium　imaging　expe血ents　reve組ed磁血e　re叩onses　were騨i∬c釦r血e　amino一㏄id

sequences　of　these　fragment　peptides　and　mediated　via　a　CsaR－associated　pathway．　The

meas鵬ments　showed　that　cells　of　a　neuron－rich　p伽y　culture　and　pyramidal　cells　of　the

hipPocampal　slices　of　the　rat　brain　also　responded　to　such　an　activation　wi血an　increase　hr血e

inmacellular　calcium　level，　suggesting伽t　calcium　metabOli－affected　in　thes6　cells．㎜レ

staining　demo血st㈱d　that　C5aR・medi姻ゆpto曲ould　be　induced　both　in　cells　of血e　pdm呵

culture　and　in　the　pyramidal　neurons　of　cortical　slices　of　the　rat　brain，　as　well．　Since　inflammation

and　comsequent　activation　of　the　entire　complement　cascade　including　production　of　Csa　are　known

phenomema　in　the　AD　brain，　・our　present　results　provide　further　support　that　Csa　and／or　CsaR　may

be　involved　in　neurodegeneration．

　　　　　Ms　research　was　condueted　with　the　support　of　the　fellowship　program　of　the　Japanese

Society　for　the　Promotion　of　Science　（JSPS）．
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HIV－1感染細胞に反応するIgM抗体の補体活性化能とアミノ酸配列との関連性

　　　　朝井鈴佳　土肥名月　タ淑薄1岡田則子　岡田秀親

　　　　　名古屋市立大学大学院医学研究科・生体防御学

i　Dept　of　Pathology，　Wayne　Stated　University　School　of　Medicine

Relevance　of　the　complement　activation　to　the　amino　acid　sequences　of　the　lgM　Abs

　　　　　　　　　　　　　against　to　HIV－1　infected　cells

　　Suzuka　Asai，　Natsuki　Dohi，　Shuping　Yini，　Nlnko　Okada，　and　Hidechlka　Okada

Department　of　BIodefense，　Nagoya　City　University　Graduated　School　of　Medica1　Sclence

　　　　　　’　Dept　of＋Pathology，　Wayne　Stated　University　School　of　Medicine

［目的］

　HIV感染者において、血清中にIgM抗体が存在

するとAIDS発症を長期にわたり防ぐことがわか

っている1）。これはIgM抗体が感染細胞上の抗原

に結合して、感染細胞に対し補体依存性の細胞傷

害性を持つためと考えられる2）3）。

　我々はHrv¶B感染細胞でTCマウス（キリンビ

ール社）を免疫し、ヒトIgM抗体（9F11抗体および

2G9抗体）を産生する細胞株を樹立した。9F11抗

体は強い補体活性化能を持ち、H】V皿B感染細胞に

補体による細胞傷害を誘導した。一方2G9抗体は

HIV皿B感染細胞にアポトーシスを誘導するものの、

補体活性化能はなかった。これまでに19M抗体に

おいてはμ　一chain　constant　region（C　region）の、

特にCμ3ドメイン内におけるアミノ酸が補体活性

化に関与するという報告がある45）6）。そこで9F11

抗体および2G9抗体のcD：NAの塩基配列を調べ、

補体活性化能の違いがアミノ酸配列の違いによる

ものかどうかを検討した。

［方法］

　9F11細胞および2G9細胞よりmR：NAを単離し

た。これをテンプレートとしてdsDNAを作製し、

IgM抗体の全領域をPCRにより増幅した。

　μ一chainについては全長が約1．9kbであるため

N側（μN）とC側（μC）とに分けた。N側はμ　一chain、

κ一chainいずれもvariable　region（V　region）であ

り、この部位に相補的な配列のプライマーが作製

できないので5’RACE法を用いた。μCはこれま

でに報告のあるヒト型IgM抗体の塩基配列をもと

にプライマーを設計した。

　PCRにより増幅したcDNAはクローニングを行

い、これを用いてsequence解析を行った。

［結果］

　μNは9F11抗体について4つ、2G9抗体につ

いて7つ、またμCは9F11抗体について4つ、2G9

抗体について5つのクローンのcDNA配列を決定

し、その配列から推定されるアミノ酸配列を各ク

ローン間で比較解析した。9F11抗体および2G9

抗体のどちらにも、クローン間でいくつかのアミ

ノ酸の置換があった。しかしながら、いずれの置

換もDNA配列の1塩基変異によるものであり、ま

たクローン間で同位置での置換はなかった。一方

κ一chainについても同様の結果が得られた。これ

らの結果より、9F11抗体と2G9抗体との間には

μ一ch証nおよびκ一chainのCregion全域におい

て、補体活性化能の違いを引き起こすようなアミ

酸配列の相違はないことがわかった。

［考察］

　これまでに、IgM抗体についてはCμ3ドメイン

におけるアミノ酸配列と補体活性化能との関連性

が報告されている。しかしながら、9F11抗体と2G9

抗体のアミノ酸配列の比較解析からは、そのよう

な関連性は認められなかった。したがって、これ

ら2つのIgM抗体の補体活性化能の違いは、　IgM

抗体の五量体や六量体形成に関与するJ－chainの
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発現の違い、あるいは認識しているHIV皿B感染

細胞上の抗原の性状の違いに起因する可能性も考

慮される。これらの可能性については目下検討中

であり、近く解明できると期待している。

［引用文献］

1）　Wu　X．　et　al．　Int．Immunol．，　8：　153－8（1996）．

2）　Okada　H．　et　al．　lnt．Immunol．，　10：　91－5（1998）．

3）　Wu　X．　et　al．　J．lmmunoL，　162：　533－9（1999）．

4）　Putnam　F．　et　al．　Science，　182：　287－91（1973）．

5）　Wright　F．　et　al．　J．Biol．Chem．，　263：11221－6

　（1988）．

6）　Arya　S．　et　al．　J．Immunol．，　152：　1206－12

　（1994），
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補体蛋白D因子の新しい溶血活性測定法

内堀恵美，西垣雅子，北野悦子，村上能庸，岩田博夫，北村　肇

大阪府立看護大学医療技術短期大学部，京都大学再生医科学研究所

　　　　　　　　　　　　A　NOVEL　ASSAY　FOR　FACTOR　D　ACTIVITY

Etsuko　Kitano，　Masako　Nishigaki，　Emi　Kobayashi，　Yoshinobu　Murakami“，　Hiroo　lwata“　＆　Hajime　Kitamura，

Department　of　Clinical　LaboratDry　Science，　Osaka　Prefecture　College　of　Health　Sciences，　“institue　for　Frontier

　　　　　　　　　　　　　　　Medical　Sciences，　Kyoto　University

　【はじめに　】

　補体蛋白D因子は，低分子量（24，000），血清中低

濃度（1～2μg！1n1）を特徴とする第二経路の蛋白で

血清中では活性型として存在していると考えられている。

．これまでのD因子活性測定法は，①EAC43Bb法，②

BioRex－70によるD欠損血清（RD）法，③OVF－B法

の3種があるカ㍉いずれも，低感度，低再現性，試薬が

入手困難，手技が煩雑，精製成分が必要，などの欠点を

持ち，簡単で信頼に足る測定法の開発が必要となってい

る。今回，新しい方法で選択的にD因子を除去したRD

を作成し，それを利用して新しいD因子活性測定法の開

発を試みた。

【材料及び方法】

1．材料

1）ヒ’　・一X’：ポリスチレンヒ㌔ズにスルフォン酸基を有する高分子電

解質Pb蚊（2伽mde　2－methylpr（me

sdiomate），　Pely　（aerylic　add），　POly

（methecrylic　add）をそれぞれグラフトしたPAMPS－

beads7），　PArbeads，　PM七eadsの計3種を用いた。

2）血清：ボランティア健常人14人より血清を採取し混合し，

RD作成用血清とした。ボラ万イア健常人50人より血清を

採取し混合後分注し，健常人ヒトプ）…ル血清（NHS）とし

た。また，精製D因子㈲グマ社より購入した。

2．方法

1）beads処理血清の作成：血清に種々の濃度のビーズ

を加え30℃で30分反応させた後，3000　rpm，20分

間遠心しb紬を除いた上清を採取した。

2）補体溶血活性測定：マイクロプレート法でCH50値はEA

を，ACH50値はウサギ赤血球（Erab．）を用い測定した。

【結果】

1．RDの作成

1）RD作成用のヒ㌔ズの選択

　3種のヒ’一X’を種々の濃度でヒト血清と反応させ，比較

した。ビーズと反応後のヒト血清について，①CH50値が

低下せず②ACH50値がO　u／m1まで低下し，③精

製D因子添加でACH50値が100％回復する，の3点

を検討した結果，PM畑dsではACH50値の低下が

不十分で，PS－bEatsでは20㎎加えてやっと低下し
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た。PrmbeadSは最も低濃度（1．25μg／ml以上）

で効果があった。このことよりD欠損血清作成には

PAMrSbeadlSを用いることとした。

2）ヒト血清とヒ㌧ズとの反応条件

　emAの有無や反応温度などについて検討したところ，

30℃で反応させるとCH50値がやや低下し，4℃で反応

させるとACH50値の低下が不十分であった。　EDrrAを

加えて血清中の補体成分の消費を抑えた状態にすると温

度に関係なくCH50値が低下せず，　ACH50値が0に

なった蹴（一）コントロールのACH50値が低い値を示した。

そこで測定時にMぱ＋を加えると（一）コントロールのACH50

値は元の値となり，各ヒ㌔ズと反応させた血清では0の

ままだった。よってビーズとの反応条件は10mM　EDTA

存在下で30℃30分間とした。EDIA存在下で反応させ

るのが最も良かったので，以後，RD作成のためのヒト血

清はEDTA　plasmaとした。

3）検体測定時のRD濃度

PAMPS“beadS　2．5　mg／血晦㎜及びPA－beads

20㎎／mi　plasrnaで作成した2種のH）をそれぞれ

1．5倍から4倍，及び4倍に希釈し，D因子とNHSの

測定に適する濃度を検討した。PA－beadsは4倍では感

度が低く，2倍では凝集を起こして測定できなかった。

PAMPSbeadsでは1．5倍希釈では（一）コントロールの値が高

く，4倍希釈以上では感度が落ちるので，2倍希釈を用

いることとした。

2．新しいD因子活性測定法

1）原理

　Erab　にRDとD因子を加えると，第二経路を介し

　て溶血することを原理とする。

2）手技

　96we皿のマイ夘フ．レートを用い，連続希釈したsample，

　M9←を添加したRDとEral）を25μ1ずつ加え，37℃，

　60分反応後，bufferを加えて遠心し，上清の溶血度

　を没掟した。

3）D因子活性浸掟値の表現法

　精製D因子を検体とし潰掟：し，横軸に検体濃度，縦軸

に溶血率をとってプロットすると，S字状の曲線になり，

補体価と同じように溶血率（y）より算出したy／1一一y

値を横軸に，検体量を縦軸に1㎎一㎏グラフにプロットする

と直線に乗った。血清を検体としても同様の結果が得ら

れた。以上よりD因子活性値を50％溶血CH50単位

（u／ml）で表すことができた。

4）新方法によるD活性測定結果

　NHSを被検体として用いてD因子活性を演掟：した結

果，同時再現性は，測定値平均＝160．86CH50　u／ml，

SD＝17．43　u／mi，　CV＝10．83％　（n　＝20）であっ

た。　また，7人の健常人の血清及び血漿を被検体とし

D因子活性を測定した。血清及び血漿中のD因子活性値

に有意差はなく，どちらでも測定可能であることがわか

った。

【考察と結論】

今回用いた3種類のピース’のうち，RD作成には

PAM匿beadsが最も適しており，またPAMPS－mxis

で作成したRDを使ってD活性を簡単に浸掟できること

が判明した。この方法により，D因子活性はこれまで報

告されたどの方法よりも簡単に測定できると考えられる。
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異種移植応用に向けた可溶化補体レセプター一くsCR　I）の

　　　　　　　　　機能解析及び結晶化

　　　　　　　　　　加藤禅宗12，石井則行2，村上能庸3，瀬谷司4，王碧昭5

　　　　　　　　1筑波大・バイオシステム，2産総研・生物情報，3京都大・再生医科研

　　　　　　　　　　　　4大阪府立成人病センター・免疫，s筑波大・応用生物

　　　　　　　An姻s釦dαy血n　o舳e　i皿㎜lo酬聯p醐n　sCR1危r肋覇pp㎞㎝bX￡n㎎藺

　　　　　　　　Hisarm鵬K：Im楕Nd坤』d間ろYib面n6bu　M㎜㎞mi～畑S邸、P聾・a　ao　W自mg　s

　　　　！Master　prog1ani　afBiosbrstrm，　Utriversity　of’nmbiha，　ma　lnst　afAdvamed　Industrial　SciorK，e　andTecimology，

『血伽R㎝br　M醐Sda鵬Kソ060　U㎞α晦『D印a血n瓠of］㎞mmdo邸0凹㎞M醐G醜r丘ぼC㎜G而㎞as㎝㎞Db㈹

　　　　　　　　　　　　　　　　「1IistAppl．　BiOctu叫Uhh【e謡ly　o㎝曲

旧的1

最近臓器移植の新しい試みとして、動物の臓器が注目を

集めている。しかしながら、異種間移植では、生体の免

疫防御系である補体系（CQmplernent）による超急性拒

絶反応が問題となる。最近、可溶化補体レセプター

lSCR1＝　so1Uble　Complen）ent　Receptor　type1）が、補

体系の活性化を抑制する物質の一つとして注目されてい

る。しかしながらsCR1の立体構造やその作用機序につ

いての情報は未だ不十分である。本研究ではsCR1の三

次元構造解析を目指し、大量試料精製法を開発した。更

にsCR1の活性の確認及び結晶化条件の検討を行った。

防法】

一壷製法…sCRI生産細胞としてCHO細胞

a）UXBll株）を用い、生産プロセスを二段階に分けるこ

とで、精製に適したSC・Rl含有培地を得た。精製はsCRI

含有培地をHeparin－Sepharoseカラム、限外濾過膜による

濃縮等を行い、最終的にH肌Cゲル濾過カラムによって

高純度なsCR1を得た。また、一一…一般に糖蛋白質の結晶化

は、難しいとされているため、生合成から糖鎖を含まな

いsCR1（Aglyco・sCR1）が得られる細胞培養法を試行し、

TUnicamycin浸潤期を置くことにより、これを達成した。

精製法はnativeなsCR1と同様な方法で行った。

2＞．．19Sluaima　　機能面近…得られた蛋白質は四種

類の抗体を用いたウェスタンプロッティング法により確

認した。またsCR1の機能解析としては、1）co－factor活性

2）（：H50及びACH50による潰掟を行った。

戯ヒ友法…精製したsCR1を単分散させるために、

界面活性剤を共存させているので、シッティングドロッ

プ蒸気拡散法を選択した。結晶化は、sCR1（12mg／1n1）と

沈殿剤を1：1で混合し、23℃で平衡化させた。定期的に

実体顕微鏡を使って、経過観察を行った。

【結果及び考察】

1sCRI　　　　cosCR　1の　　…細胞培養を二段階に分

け、迅速な二段階カラム精製法を採用した結果、高濃度・
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高純度のsCR1が得られた。一方Aglyco・sCR1に関して

は、TuniCamycin浸潤期（添加膿度が68μg〆mi）をおくこ

とで、糖鎖が除去されたsCR1を得ることができた。

Z）＿liuzugmal！i…ウェスタンによりsCR1に対して

は、四種類の抗体が特異的に結合することが確認された

が、Aglyco・sCRIでは一種類の抗体でのみ標識された。

それゆえ、鋤螂側では、TtniCamycinにより糖鎖が

ほぼ完全に除去されたと推察される。HP㏄ゲル濾過に

・よって得られるsCR1ではモノマーとして、また、

Aglyco・sCR1ではオリゴマーとして存在していることが、

電子顕微鏡法による観察から示唆された。機能解析では、

共にco“faCtnr活性は認められたものの、補体価の測定で

は両者間で有為な差が見られた。

遮晶化…スクリーニングにより、sCR1の沈殿剤の種

類、pHなどに対する感受性の傾向がわかってきた。

Aglyco・sCRIについては現在検討中である。引き続き、

両者において結晶成長を促すような条件を検討する予定

である。
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ウイルス由来補体制御因子HSV－gC1の

　　　ブターヒト異種移植への応用

　　松浪勝義1・2）、宮川周士1）、福田大輔1β）、白倉良太1）

1）大阪大学大学院医学系研究科・組織再生医学講座・臓器置換、

　　　2）日本動物工学研究所（AERI）、3）ニプロ株式会社

　　　　　　　Herpes　simplex　virus　glycoprotein　C　（HSV－gCl）　regulates　the

　　　　　　　　　　complement　activation　on　swine　endotheliat　cell．

　　Katsuyoshi　Matsunamii・2），　Shuji　Miyagawal），　Daisuke　Fukuta！　・3），　and　Ryota　Shlrakura）

i）Division　of　Organ　Transplantation　（E9），　Department　of　Regenerative　Medicinq　Osaka

University　Graduate　Schoo1　of　Medicinq　2）Animal　Engineering　Research　lnstitute　（AERI），

　　　　　　　3）　Research　＆　Development　Laboratory，　NIPRO　corporation

〈目的〉

　異種移植において補体反応は超急性拒絶反応お

よび細胞性免疫による急性拒絶反応に大きく関与

している。これまでにDAFなどの補体制御因子を

遺伝子導入したtransgenic　pigがいくつかのグル

ープから報告されているが完全に補体反応を制御

するまでには至っていない。この問題を解決する方

法としては制御時期および作用機序の異なる複数

の補体制御因子を発現させて相加あるいは相乗的

に抑制することが重要である1）。

　ウイルスは宿主内に持続感染するためにさまざ

まな免疫防御戦略を獲得していることが知られて

いる。とくにDNAウイルスは長い年月にわたる進

化の過程で免疫関連遺伝子を宿主細胞から獲得し、

宿主の免疫反応により選択をうけた結果、宿主免疫

系の回避に適した遺伝子配列を有するにいたって

いる。我々はウイルス由来の免疫抑制因子の利用は

ブターヒト間の異種移植に新しいアプローチを提

供できると考え、比較的よく解析されている

Herpes　simplex　virus　type　I（HSV－D由来の糖蛋

白HSV－gC　1に着目し、ブタ細胞における補体抑制

機能を検討した2）。

＜方法＞

　HSV－1のgenome　DNAを鋳型にしてPCR法で

HSV－gC　1遺伝子配列をクローニングした。遺伝子

配列をシーケンサーにて確認した後、発現ベクター

pCAGGSに構築し、エレクトロポレーション法お

よびリポフェクション法でchinese　hamsterovary

tumor（CHO）ce11およびブタ血管内皮細胞（SEC）

に遺伝子導入した。G418薬剤選択によって安定形

質発現株をクローニングし、細胞表面での発現を

FACSで解析した。得られたクローンについて補体

抑制効果をLDHアッセイにより検討した。その際
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補体および抗体の供給源として6人の健常人から

調製したヒト血清を使用した。CHO　ce11について

はウサギ免疫血清を補体のアクチベーターとして

添加した。また比較のためにDAFの遺伝子導入株

も同様に解析した。個々のヒト血清中に存在する抗

HSV－gC1抗体の存在はウェスタンプロット法にて

解析をおこなった。

＜結果＞

　HSV一一gC1は、ウエスタンプロットおよびFACS

解析の結果、予想されたサイズでSECおよびCHO

㏄皿の細胞表面上に発現することが示された。また、

LDHアッセイの結果から、　SECに発現させた場合

HSV－gClの細胞傷害抑制効果は20－50％で、80－

95％のDAFに比べて低いが有意に補体抑制効果を

示すことが明らかになった。CHO㏄llでの結果は

SECの場合と若干異なり、いくつかの血清でむし

ろ補体反応を活性化する傾向が見られた。これらの

ヒト血清をウェスタンプロットにて解析したとこ

ろHSV－gC1に対する抗体反応が陽性であること

が示された。

＜考察＞

　HSV－gC　1　は　　alternative　pathway　C3

convertase（C3bBb）の解離活性を有しており、そ

れ以外にC3とC5の結合やC3　convertaseの安定

化因子properd　inの結合を阻害する独特の機能が

報告されている3）。今回の結果にあるようにDAF

に比べて補体制御効果が小さいのはHSV－gC　1が

classical　pathway　C3　convertase　C4b2aには作用

しないためと考えられる。また、HSV－gC1は高度

に糖鎖付加を受けた分子であり、糖鎖構造の違いに

より機能に差が生じることが報告されている4）。

SECとCHO㏄nで個々の血清による反応性に違い

が見られたのは、この種差による糖鎖付加様式の違

いが関係している可能性があると考えられる。

　これまでにVaocmia　virus由来の分泌型補体制

御因子VCP、　Poxvirus由来のapoptosis　inhibitor

CrmAなど、ウイルス性免疫制御因子を異種移植に

応用した報告がいくつかなされている5・6）。これら

は膜結合型のHSV－gC　1とは発現様式が異なるも

ののHSV－gC1のCHO　ceUにおける結果は、これ

らウイルス性免疫制御因子を異種移植に応用する

にはさらに詳細な解析が必要であることを示唆し

ているのかもしれない。

〈総括〉

今回の報告によりHSV－gC1周置タ細胞をヒト補

体系から防御する新しい方法になりうることが示

唆された。ウイルス性補体制御因子HSV－gC　1はブ

ターヒト間の異種移植に有効である。

＜文献＞

1）　Miyagawa　S．　et　al．，　J　Card．　Surg．，　16：　429

（2001）

2）　Mat　sunami　K．　et　al．，　J．　Biochem．，　131：745

（2002）

3）　Lubinski　J．　et　al．，　J．　Exp．　Med．，　190：　1637

（1999）

4）　Smiley　M．L．　et　al．，　J．　Virol．，　55：　857　（1985）

5）　Al－Mohanna　E　et　al．，　Transplantation，　71：

796　（2001）

6）　FuJ’ino　M．　et　al．，　Xenotransplantation，　8：　115

（2001）
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Barrett粘膜における特殊円柱上皮の分子マーカー

　平岡佐規子、水野元夫、那須淳一郎、岡咲博昭、水野将克、堀伸一郎、棋殿知穂、豊川達也、

竹中龍太、武進、高岡伸行、冨田淳子、岡田裕之、寺田　亮、山本和秀、藤田禎三1）、白竜康史

　　岡山大学大学院医歯学総合研究科　消化器・肝臓・感染症内科学、1）福島県立医大・生化学

　　　Decay－accelerating　factor　as　a　molecular　maker　of　the　sp　ecialized　columnar　epithelium

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　in　Barretes　mucosa

Sak【ko］田raoka，　Motowo　M加no，　Jyunic1血ou　Nasu，且iroaki　O：kazaki，　Masakatsu　Mizuno，　Shmichirou

且oh，　Ch止。　Makidono，　Tatsuya　Tbyokawa，　Ryuta　Ta：kenaka，　Susumu　Take，　Nobuyuki　Ta：kao：ka，　Jyunko

　Tbmita，　Hiroyuki　Okada，　Ryo　Terada，　Kazuhide　Yamamoto，　Teizou　Fuj　ita，　and　Yasushi　Shiratori

Dep　a　rtment　of　Medicine　and　Me（lical　Science，　Okayama　University　Graduate　School　of　Medicine　and

　　　　　　　　Dentistry，　i）Dep　artment　of　Biochemistry，　Fukushima　Medical　College

＜目的＞

　Barrett食道は食道腺癌の発生母地となり、特に

腸上皮化生型の粘膜（いわゆるspecialized　columnar

epithelium；SC：E）が悪性化の危険因子とされてい

る。一・方胃の分化型腺癌は、腺腫、腸上庚化生粘膜

が発生母地とされているが、これらの粘膜で補体制

御因子であるDecay一　accelerating　factOr（DAF、

CD55）が強発現することを以前報告した1）。そこで、

今回我々はBarrett粘膜における補体制御因子であ

るDAF、　Homologous　restriction　factOr　20（HRF20、

CD59）．　Membrane　cofactor　protein（MCP．　CD46）

の発現の変化について検討し、発癌リスクの高い

SC：Eに特異的な分子マーカーの同定を試みたので報

告する。

〈対象＞

　Barrett食道3例、　Barrett粘膜33例より得られ

た内視鏡下生検組織を用いた。

ここでBa皿ett食道は内視鏡的に見られる食道柵状

血管網の下端を食道胃境界部とし、これを越えて上

昇している円柱上皮が全周性に3cm以上のものと

し、3cm未満のものをBarrett粘膜とした。

〈方法〉

①SCEの同定：Hematoxylin・eosin染色、　Alcian

blue（pH　2．5）染色施行し、　Ncian　blue染色陽性の

杯細胞を認める粘膜をSCE、それ以外をnon　SCE

とした。

②補体制御因子の検討：SC：E、　non　SCE部に関し

てDA：F（1C6）、　H：RF20（名古屋市立大学、岡田

秀親教授より供与）、MCPに対するマウスモノク

ロナール抗体を使用し、酵素抗体間接法により免疫

組織学的に補体制御因子の発現と局在を検討した。

③DAF　mRNAの検討：新鮮凍結切片を8μmに薄

切したものをエタノール固定した後、：HE染色施行

し、Laser　capture　microdissectionを用いSCE、

non　SCE部をそれぞれ500細胞以上転写した。続

いてRNAを抽出し、　RT・PCRを施行した。

〈結果〉

①SC：Eの同定：27標本中7標本でSCEを認めた。

②補体制御因子の検討：DAFはSCE陰陛のBarrett

上皮細胞ではほとんど発現を認めなかったが、SCE
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では、7標本すべてで、上皮の管腔側面に強い発現

の増強を認めた（p＜0．0001）（表）。またH：R：F20は’

SCE陰性の円柱上皮の管腔側面にわずかに発現が

認められ、SCEでは若干発現の増強を認めた。　MCP

は、SCE陰性の円柱上皮、　SC：Eとも細胞の側底面

に発現し、両者で発現の差は認めなかった。

③DAF　mRNAの検討：SCEでは検討した6例で、

全例DAF　mRNAを検出した。　non　SCE　11例では

7例がDA：F　mRNA陽性、4例が陰性であった。

＜考察＞

　Bar　rett粘膜に発生するSCEで、　DAFタンパク

質、mRNAとも発現の増加を認めた。　DAFは、　SCE

の管腔側面に強発現することから、内視鏡下のSCE

imagingの標的分子など、　SCEに特異的な分子マ

ーカーとして有用と考えられた。

＜文献＞

1）　Kiso　T　et　al，　Histopathology，　40，　339－47　（2002）

表Barrett粘膜における補体制御因子の発現

DAF HRF20 MCP

十 2＋ 十 2＋ 十 2＋

　SCE　O
Non　SCE　17

0
／
0

ワ
’
0

0
圃
ノ

5
1
5

2
1

0
0

2
／
0

5
1
7一：染色を認めないもの，もしくはわずかに染色を認めるもの

＋：半数以下の上皮細胞に染色をみとめるもの

2＋：半数以上の上皮に染色を認めるもの
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透析患者における赤血球CR1のポリモルフィズムの検討

玉野まり子，大井洋之，福家吉伸，日高睦子，里村厚司，大澤　勲，遠藤守人，藤田宜是，須藤祐正＊

　　　　　　　　　日本大学医学部内科学講座内科2部門，＊春日部嬉泉病院

　　　　　　　CRI　numerica1　po且胆。叩hism　on　e】【’ythroCytes　of　h●modialysis　patients

Mariko　T’ama　lo，　H：iroyuki　Ohi，　Yoshin6bu　FUke，　M耐suko　Hida］㎞，　Atsushi　Satomura，　Isao　Ohsawa，　Mofito：Endo・

　　　　　　　　　　　　　　　Takayuki　Fojita，　Suk’emasa　Sudo“

　　Department　of　lnternal　Medicine　II，　Nthon　University　School　of　Medicine，　“Kasukabe－Kisen　Hospital

［目的　］　補体制御因子の一一員である

ComPlement　receptor　type　1（CR1）は補体活性

化の制御を行うとともに、免疫複合体の肝臓／脾

臓への輸送を行ったりClq，㎜nan－binding

lectinのレセプターとしても発見されるなど、

primitiveな生体防御の観点からも重要な分子で

ある［1］。我々は透析患者において赤血球上の

CR1の発現が低い一群（Low－CR1）を見いだして

おり、この群はCR1高値発現群（High－CR1）と比

べて易感染性であり5年生存率も有意に低いこと

’を報告している。本研究では透析患者のCR1の

遺伝性多型に着目し、赤血球CR1の低下との関

連について検討を行った。

［方法］　Hi　h－cRI　Low－cR1の　　1一二

之グ：透析患者195名についてEDTA採血を行

い、赤血球上のCR1をフローサイトメトリーに

より測定した。赤血球上のCR1結合量（antibody

binding　capacity，　AB　C）として表示した。本研

究ではABC　1280以上をHigh－CR1　，621以下を

：Low－CRIと定義し、スクリーニングを行った。

　遺」云」生避L　The　Hind　H：I　RFLP：

High－CRI（n昌29），　Low－CR1（n＝30）について

genomic　DNAを抽出後intron　27について

Hindm　による．PCR－RFLPを行った［2］。

Hind　mフラグメントはHalleleでは1800　bp，　L

alleleでは1300，500bpを示した。またexon

22（A3650G），　exon　33（C5507G）のpolymorphic

siteをPCRにより増幅しシーケンスを行った［3］。

　透門遽躍饗透析膜の影響を調べるため・

補体活性膜（Cellulose　membrane，　AMSD　18M）

を使用して透析．を行っていたLow－CRI（H，

alleles，　n＝7；HH　alleles，　n＝8）患者を、非補体

活性膜（polyacrylonitrile（PAN）membrane，

PAN　17DX）に交換し3ヶ月後に再びCR1の測

定を行った。

正結果］195名の患者のうちHigh－cR1，30名
　　　　　　　　　　ノノ
（CR1，1506　±　126　ABC）、：Lk）w－CR1，29名（CR1，

’508±87ABC）をスクリーニングした。　High－CR1

では87％がHH　alleleを持ち、13％がHL　alleleで

あった。Low－CR1では24％がしL，45％がHL，

31％がHH　alleleであった。　Lρw　CR1グループ

に対して行ったシーケンスアナライシスの結果を

図1に示す。3650G（予想アミノ酸　アルギニン），

5507G（アルギニン）は：L－alleleとリンクし、

3650A（ヒスチジン），5507C（プロリン）はH－

alleleとリンクしていた。1例のみHH　alleleに

もかかわらず3650Gのalleleを持つものを認め

た。
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　Low－CR1のうちhom（）zygousなalleleを持

つ患者（U，n＝7，HHn＝8）について透析膜の影響

を検討した。透析膜をcellulose　membraneから

PAN　membraneへ変更後3ヶ月でCR1の発現

は有意に上昇した（p＜0．02）。特にHH　alleleを

持つ3名は著しい増加をみせ、半年後もその上昇

を維持していた。

［考察］　Xia㎎らは白人において：L　alleleで

は1208、1827番目のアミノ酸が両方ともアルギ

ニン（Halleleではヒスチジン、プロリン）に置

換していることを報告しているが、このアミノ酸

の置換により赤血球上のCR1はagingや循環中に

trypSin　likeなプロテアーゼによるproteolysiSを受

けやすいと考えられる［3］。今回の我々の結果も同

様のものであった。HH　alleleをもっているにも

かかわらずLow　CR1を示す患者について、アミ

ノ酸置換があるのではないかと考えていたが、1

例を除いて置換は認められなかった。そこでCR1

の減少の原因として透析膜の影響を検討した。透

析膜のCellulose膜は白血球の活性化、補体の活

性化などによりエラスターゼやサイトカインなど

さまざまな活性物質を放出する。ある種の患者の

CR1はこれらのproteaseに感受性が高いのでは

ないかと考えた。透析膜をより生体適合性の高い

PAN膜に変えると、3ヶ月後にはCR1のレベル

は有意に上昇した。これは特にHH　alleleを持つ

ものに有効であった。

［結論］透析患者のLow－CR1症例にはHind

■1のrestriction　siteにより、　HH、　HL、　Lしの

polymorphismが認められた。また後天的なCR1

の低下の一因にHD膜によるproteolysisの可能

性が示唆された。

［文献］

1

2．

3．

KrychrGoldberg　M，　Atkinson　IP：Stmctu爬・

function　relatiomships　of　complement　receptor

type　1．　Immunological　Reviews　2001，　180：112－

m
Comi11et　P，　Philbert　F，　Kazatchkine　mo，　Cohen

JHM：　Genomic　determination　of　the　CRI（CD35）

demsity　polymorphism　on　erythrocytes　using

polymerase　chain　reaction．・amplMcation　and

Hind　III　restriction　enzyme　digestion．　Jollrnal

of　lmmunological　Methods，棚，136：193－197

Xiang　L，　Rundles　JR，　Hamilton　DR．　Wilson　JG：

Quantitative　alleles　of　CRI：　Coding　sequence

analysis　and　comparison　of　haplotypes　in　two

et㎞ic　gmups．　The　Joumal　of㎞m皿010gy，

1999，163：49394945
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　　糖尿病性腎症における血管中膜平滑筋障害

“一一_化反応と補体の活性化との関連について一

上杉憲子1）、阿部正義2》、坂田則行1）

　1）福岡大学医学部病理、2》同薬理

Possible　mechanism　for　smooth　muscle　cell　iniury　in　human　DM

due　to　fOcal　complement　activation　mediated　by　glycoxidation

　　Noriko　Uesugi　i）　，　Masayoshi　Abe　2）　，　Noriyuki　Sakata　i）

　Dep．　of　Pathologyi）　and　Pharmacology2），　Fukuoka　Unive　rsity，

　〈はじめに〉

　　糖尿病患者の腎内血管線には、membrane

　attack　complex（MAC）の沈着があることが知られ

　ている1）。MACはそのsublytic　effectを介し、

　局所の酸化反応を促進、動脈硬化の促進に関与す

　るのではないかとされる2）・3）。一方、糖尿病で過剰

　に産生されるadvanced　glycation　end　products

　（AGEs）、特にその生成過程に酸化反応を伴う糖

　酸化物は、糖尿病腎症における糸球体硬化と動脈

　硬化を促進すると考えられているの。我々は、糖

　尿病性腎症の腎内血管中膜では、平滑筋の消失と

　MACやAGEの沈着が相関していることを報告し

　た5｝。今回、我々は糖尿病ではAGEが、補体の活

　性化に関与し、その結果、中膜平滑筋の障害を引

　き起こし、糸球体硬化症にも関与すると仮説し、

　これを証明するために、以下の検討をおこなった。

＜対照＞

　　49例の剖検例の腎組織：糖尿病26例（平均年

　令64±9才）、高血圧12例（HT）（67±13才）、

　コントローール11例（63±13才）。糖尿病症例は、

　その糸球体障害度により1）KW結節を持つ進行

　した糸球体硬化症8例（KW）、2）中程度の硬化

　7例（DS）3）軽症の硬化3例　（Mild）4）腎障

　害を持たない11例（NI）に分類した。

〈方法＞

1．免疫化学法：凍結あるいはカルノア固定パラ

　フィン切片を持い、Envision法にて、酸化的

　糖酸化物carboxymethyllysine（CML），　MAC，

　smooth　muscle　actin（SMA）の免疫化学染色を

　おこなった。

2．画像解析：NIH　imageを用い、中膜における

　MACとCMLの％陽性面積（％MAC、％CML）

　とSMAの％消失面積を算出した。

3．平滑筋とCMLやMACの共存を、免疫二重染

　色を用いて確認した。

4．In　vitroでの補体の活性化：正常血清を各濃度

　のAGEで、各時間刺激し、補体のfragments

　　（c4d，　Bb，　ic3b，MAc）の生成を検討した。

＜結果＞

1．CMLとMACは平滑筋消失部位に存在した。

2．％MACと％CMLは有意にKW（30　±　17％，

　11士10％）がDS（22士16％，5士5％），　Mild（8±

　17％，　2±3％）　，NI　（8　±　13％，2±　7％），　HT　（11±

　10％，1土2％）とcontrol（7全7，％，0．3士1．2％）

　に比較して高かった。

3．％SMC消失面積は、　KW（56±18％）ではDS，

　Mild，　NI，　HTとcontrolに比較し有意に大きか

　つた（43　t12％，30士9％，28士14％，　34　±16％，28

　±12％）e
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　4．平滑筋消失部位におけるCMLの陽性率は有

　　意にKWとDS（26士18％，20±15％）で、　HT

　　とcontrols（5士16％，5士8％）より高かった。

　5．どの濃度のAGEもin　vitroでの補体の活性

　　化を示さなかった。

　〈結論〉

　　糖尿病における腎内血管中膜平滑筋の障害は、

　糖酸化反応により促進され、さらに糖尿病糸球体

　硬化にも関与する。糖酸化物による平滑筋細胞の

　細胞膜上での補体の活性化がその機序の一つであ

　ることが示唆された。

　＜文献＞

1）　Hinglais　N，et　al．，　Kidney　int．，　30：　399
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3）　Acosta　J，　et　al　Proc　Natl　Acad　Sci　U　S　A．

　97　：5450　（2000　）

4）　Uesugi．N　et　al．，　Am　J　Kidney　Dis．　38：1016

　（2001）

5）　Uesugi．N　et　al．，　J　Am　Soc　Nephrol，　12：

　920A　（2001）　，　abstract
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潰瘍性大腸炎やクローン病の発症と穎粒球

　　　　一正しい治療に向けて一

　　　　安保徹

新潟大学大学院・免疫学・医動物学

Onset　ofulcerative　colhis　and　Crohn’s　disease　and　the　asseciaion　ofgrranulocytes

　　　　　　　　　－Prpposal　ofimproved　treatments　一

　　　　　　　　　　　　　Toru　Abo

　　　　Department　oflmmunology，　Niigata　University　School　ofMedicine

〈はじめに〉

　潰癌性大腸炎やクローン病の炎症性腸疾患に

「白血球の自律神経支配」の考えをとり入れない

と病態の正しい把握ができない。また正しい治療

も見えてこない。白血球は穎粒球とリンパ球の二

大細胞から成り、それぞれ交感神経と副交感神経

の支配を受けている（図＿D。活動的な体調では穎

粒球が増加し、細菌処理を速やかに行う防御体制

を敷く。逆に、休息や食物摂取の時の体調ではリ

ンパ球が増加し、微小抗原処理を行う防御体制を

敷く。

　このような白血球の変化は生体にとって合目

的な反応であるが、自律神経がどちらかに偏り過

ぎると生体は破綻をきたし、炎症性腸疾患を始め

とした病気を引き起こす。潰癌性大腸炎もクロー

ン病も激しいストレスを引き金にして発症する。

ストレス→交感神経緊張→血流障害と穎粒球増

多→炎症性腸疾患の発症、である。

　下痢、腹痛、炎症などは、上記したストレス

から開放される時起こる治癒反応と見る必要が

ある（図9。つまり、副交感神経反射である。い

くら患者にとって不快な症状と言っても、これを

完全に止めようとする治療は間違いであろう。

　炎症性腸疾患の治療に日常的に使用されてい

るサラゾピリンやペンタサはいずれも腸溶性の

アミノサリチル酸である。つまり、消炎鎮痛剤（痛

み止め）である。消炎鎮痛剤の長期投与で粘膜破

壊が起こることはよく知られている（胃の障害な

ど）。

　大腸もこの例外ではないのである。次の図式

を考える必要がある。消炎鎮痛剤の使用→プロス

タグランジン産生の抑制→豪感神経緊張→穎粒

球増多→胃、大腸、小腸などの粘膜破壊、である。

プロスタグランジンはカテコールアミンと拮抗

系を構成しているので、この産生抑制は交感神経

緊張をもたらす。

　もちろんCOX．2阻害剤に変えても大腸や小腸

に炎症を引き起こすことに変わりはない。

　このように消炎鎮痛剤の長期使用は、下痢や

炎症反応（治癒反応）を止め、逆に穎粒球を活性化

し炎症性疾患を悪化させてゆくのである。ステロ

イドも同様にリンパ球の働きを止め穎粒球を活

性化する力を持っている。このような間違った治

療が、今日の爆発的な潰瘍性大腸炎患者の増加を
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もたらしたものと考えられる（図』。

　炎症性腸疾患の治療として次の項目を実践し、

ほぼ全例を治癒に導くことができた。

1

2

3

サラゾピリン、ペンタサ、ステロイドを使

わない。急にこれらの薬を止めると下痢や

腹痛などの治癒反応が強く出てくる。それ

乗り越えて、その後に症状が治まってゆく

ことをよく患者に説明して薬を止める。

精神的ストレスやその他のストレスが病気

の発症の背景にあるので、この面のサポー

トを行う。

副交感神経優位の体調にする（運動、入浴、

笑い、鍼、よい食事など）。

AdrR

マクロファージ

chR

／
論
ど
畿
”

　
　
呂
《
乳
艦
・

　
　
旧

　
　
舶

囎

×
geAchR・

リンパ球

　図1　白血球の進化と自律潔白支配

AdrR：アドレナリン受容体，　AdhR：アセ

チルコリン受容体．
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腎移植後の拒絶反応におけるC4dの検討

阿部正浩1、澤田登起彦1、堀田茂2、中島一朗1、渕之上昌平1、田辺一成3、東半平3、

　　　　　　　　　　　　　　山口裕4、寺岡慧1

　東京女子医科大学　腎臓病総合医療センター外科1、病理検査部2、泌尿器科3、

　　　　　　　　　　　東京慈恵医科大学　柏病院　病理科4

　　　　Peritubular　capillary　deposition　of　C4d　fragment　in　allograft　rejection

　　　　　　　　　　　　　　after　renal　transplantation

　　Masahiro　Abei，　Tokihiko　Sawadai，　Shigeru　Horita2，　Ichiro　Nakajimai，　Shouhei

Fuchlnoue　i，　Kazuriari　Tanabe3，　Hiroshi　Toma3，　Yutaka　Yamaguchi4，　Satoshi　Teraokai

　　Department　of　Surgeryi，　Pathology　Unit2　and　Department　of　Urology3，　Kidney

　　　　　　　　　　　　　　　　　　Center，

　　　　　　　　　　　　Tokyo　Women’s　Medical　University

　Department　of　Pathology‘，　Kashiwa　hospital，　Tokyo　Jikei　Medical　College

〈はじめに〉

　腎移植の成績は免疫抑制法の進歩により早期の生

着率は、飛躍的に向上したものの急性拒絶反応から

移植臓器不全にいたる症例をみとめ十分満足するも

のではない。また晩期にみられる慢性拒絶反応は、

病態および治療法も確立しておらず10年生着率は60

～70％にとどまっている。近年、傍尿細管毛細血管

（PrC）上のComplement（C）4dの沈着と拒絶反応と

の関係が報告されている1－3）。今回我々はprc上の

C4dの沈着が、提供者（ドナー）に対する抗体の有

無とともに移植後早期の病態の変化を反映するかを

比較検討するとともに、晩期における移植腎機能と

の関係を検討した。

〈方法〉

　対象症例：当施設で1991年から2000年までに施

行した成人の生体腎移植620症例中、1）早期の症例；

移植後急性拒絶反応から乏尿に至りその治療として

血漿交換を要した40症例である。症例は4群に分

けられ、血液型適合で機能不全（c－ABO　GL；n＝6）；血

液型適合で機能不全から回復（c－ABO　RE；n＝10）；血

液型不適合で機能不全（in－ABO　GL；n・9）；および血

液型不適合で機能不全から回復（in－ABO　RE；n＝15）

である。2）晩期の症例；移植後6ヶ月以上経過し、

その経過および組織学的所見から慢性拒絶反応と診

断された46症例である。

　C4dの移植腎組織における評価：移植腎組織の凍

結切片でmonoclonal抗体を使用し間接蛍光抗体法

により行った。発色強度は一から＋＋＋までで、一はprc

上の発色を認めず、＋＋＋はほとんどのprc上に強

度に発色を認めるまでの4段階で評価した。40症例

中39症例がその経過中に2回以上の生検を行って

いる。

　血中の抗HIA抗体および抗血液型抗体の評価：

抗HLA抗体はflow　pamel　reactive　assayで、抗血
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液型抗体は生食法および間接クームス法により評価

した。

＜結果＞

　1）早期症例：4群の患者背景に急性拒絶反応の治

療法を含め差を認めなかった。初回の生検で血液型

適合16症例中6症例に、また血液型不適合24症例

中23症例にC4d（＋＋＋）の沈着を認め、その頻度に

有意差を認めた（p＜0．05）。また初回と最後の生検で

のC4d沈着の程度の推移は、　c－ABO　Gしでは6症

例中4症例で増強し、一方crABO　REでは10症例

中8症例で減弱した。またin－ABO　Gしでは8症例

中7症例で増強あるいは＋＋＋で変化なく、一・方。－

ABO　REでは15症例中6症例で減弱した。初回と

最後の生検時での抗HLA抗体では。－ABO　Gしで最

後の生検時には全例に陽性、c－ABO　RE初回陽性の

7症例中3症例に陰性に変化し、血液型適合症例で

病態を反映した。また、抗血液型抗体価の変化では、

間接クームス法でin－ABO　Gしで9症例中7症例に

増加をin－ABO　REで15症例中8症例に減少を認め、

病態を反映した。2）46症例中23症例に陽性を認め

た。陽性症例と陰性症例のクレアチニン値に有意差

を認めなかった。

〈考察〉

　今回の検討で、移植後の強い急性拒絶反応の病態

の推移を把握するうえでprc上のC4dを検討する

ことは、特に血液型適合移植では有用であることが

示された。また、血液型適合移植では抗HLA抗体

価の推移はC4dの推移とも関連していることが示さ

れた。抗HLA抗体価および血液型不適合移植での

抗血液型抗体価の推移を把握することは重要である

と考えられる。また、tこのような機能不全にいたる

急性拒絶反応症例に対し病態の本質が血管内皮に対

する抗原抗体反応と考え、また慢性拒絶反応症例で

抗体陽性症例では抗体除去を目的に血漿交換などの

治療を行っている。

　今後さらにC4dの存在が本当に血管内皮上での抗

原抗体反応を反映しているのかを、MAC等の染色で

検討する必要があると考えられる。また今回、早期

の機能不全から改善した症例としない症例のあいだ

に、補体が関与することが示されたので、今後は補

体制御因子等を検討する必要があると考える。

＜総括＞

　prc上のC4dの推移を検討することは、腎移植後

の特に急性期の病態を把握するうえで有用である。

ドナーに対する抗体および補体を管理することによ

り、新たな拒絶反応の治療法が期待できる。

＜文献＞
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2）　Crespo　M，，　et　al．，　Transplantation．，　652　（20e　l）
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症例からみた遺伝性血管神経性浮腫（HANE）

　　　　　　　　　　　の問題点

　　　　　　大澤　勲

日本大学医学部内科学講座内科2部門

Clinical　problems　in　the　treatment　of　hereditary　angioedema

　　　　　　　　　　　Isao　Ohsawa

lnternal　Medicine　II，　Nihon　University　School　of　Medicice

【はじめに】

　遺伝性血管神経性浮腫（HANE）は、若年期よ

り出現消退を繰り返す浮腫と低補体血症を呈するこ

とから特徴的な所見を備えた疾患である。　しかし、

我々がこれまでに経験した数例の経過から、臨床医

の間では必ずしも疾患認知度が高くないことを痛感

している。　そのうちの一例の経過を提示し、併せ

て本疾患の強い発作時に搬送されると思われる本邦

の救命救急センタt…一一に依頼したアンケ・・・…ト調査の結

果から、臨床の場におけるHANEの問題点を浮き

彫りにしたい。

【症例】

　60歳、女性。　＜現病歴・既往歴＞10歳代より、

喉頭浮腫による呼吸困難・時として腸管浮腫による

と考えられる激烈な腹痛・そのほか全身各所に浮腫

の出現消退を繰り返していた。　54歳の時、急性

腹症を発症し当院外科へ入院した。急性膵炎による

多臓器不全と診断され、膵仮性嚢胞に対し待機的に

手術を行った。その後の外来通院中も身体各部の軽

度の浮腫は繰り返し、呼吸困難・腹痛の強いときに

は入院加療をしていた。

　平成11年秋頃より、生じた限局性の浮腫が、徐々

に全身へ波及し、翌年1月（60歳）に同外科へ入

院。喉頭および口腔内の浮腫により気道閉塞を生じ

たため、経鼻挿管された。　この時、ネフローゼ症

候群を来していたため、我々の腎臓内科へ依頼があ

った。　〈家族歴〉母親が同様の浮腫を繰り返して

いたがすでに他界。

　〈経過〉病歴よりHANEを疑い、腎疾患の鑑別も

かねて補体《C3，　C4，　CH50）、　C　1－inhibitor（C1－

INH）活性を含む検査をオーダーした。同時に

C1－IN：Hの定量を行い（SRID）、臨床的にHANE

の確定診断を得た（表1）。　インフォームド・コ

ンセントの上にヒト血漿分画製剤ベリナートP⑪

（C1・一INH製剤）を投与し、徐々に呼吸困難は消

失し抜管に成功した。以後数日間は多尿となり全身

の浮腫も消失した。　入院中、腎生検を施行し糸球

体には管内管外増殖性変化を認め、細動脈に閉塞性

病変を認めた。

　その後も、外来通院中は、週に2－3回の割合で

軽度の発作が起きていたが、自宅安静で軽快してい

た。その後約2年半の間にHANEの発作により10

回以上の入退院を繰り返している。

　これまでに生命を脅かす気道閉塞とともに全身の

浮腫が出現し入院したことが2回ある。15㎏以上

の体重増加を呈し、C1－INH製剤の効果が低く、
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長期の気管挿管を強いられた。　HANEの発作に

効果があると思われるnafamostat　mesnate（フサ

ン⑪）投与も試してみた。最終的にはC1－INH製剤

の大量投与で発作を離脱できたと考えている。　本

患者では、このような強い発作の際、採血管がごく

短時間で凝固してしまうほどの著しい過凝固状態と

なる。

　C1－INHの肝合成能fi進を期待し、　da㎜leを

投与してみたが、副作用としての肝機能障害・血糖

上昇・多毛出現があり中止した。

　平成14年に入り、徐々に腎機能が増悪しており、

将来的に人工透析などの血液浄化法が必要である。

しかし、度重なる発作や点滴療法のため、内シャン

ト造設に適した血管のみならず中心静脈の確保すら

難しい。

【アンケート調査】

　日本全国の救命救急センター142施設の責任者に

対し、HANEの概略を明記し簡単なアンケート調

査を行った。　81施設（57％）より回答があった。

HANEを知っていたと答えたものは36施設（44％）

でそのうち経験したことがあるのは4施設のみで

あった。しかし、知らなかったと答えた45施設の

内、14施設で過去にHANEと思われる症例を経験

し、その患者の延べ人数は30例以上であった。

【考察】

　HANEはその病態において未だ不明な点が多い

が、臨床の場では生命に関わる発作を起こす可能性

があり、鑑別診断に挙がることが第一に重要である。

現在日本にどれだけの症例が存在するか不明である

が、今回のアンケートを通して、臨床医が本疾患に

遭遇する機会が少なからずあることは明らかである。

また一方で、診断後も医療経済的に莫大な費用がか

かることも事実である。　今回の報告から臨床にお

ける問題点を列挙すると

①HANEの認知度が低い。

②迅速なC1－INHの検査ができない。

③C1－INH製剤は高価である（約12万円／1via1）。

　非発作時の予防投与は保険上認められていない。

　また、C1－INH製剤の投与量・投与間隔の目安

　がない。

④度重なる莫大な医療費。

⑤発作時における他の薬物治療の可能性。

⑥非発作時における発作予防の可能性。

⑦線溶凝固系の動きについて一定の見解が得られ

　ていず、補助療法としての薬物選択が困難。

⑧体外循環用のblood　access作成が難しい。

⑨体外循環時にHANEの発作を誘発する危険。

などがある。

【結語】

　以上より、われわれは基礎的・臨床的な報告を通

して本疾患を広くアピールして行かなければならな

いのではないか。

表1診断時の補体測定値

H，12年1月15日 測定値 正常値

C3（mg／dD 103
6
0
－
1
4
0
1

C4（mg／d1） 3 10｝40

CH50（U／ml） 13 30－45

CI」INH定量（％）

b1－INH活性（％）

18

モQ5

　100

W0－125
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補体欠損症とSLE

塚本　浩、堀内孝彦、永江祥之介1、北村　肇2、北野悦子2、原田実根

九州大学大学院病態修復内科学（第一内科）、1九州大学大学院皮膚科学

　　　　2大阪府立看護大学医療技術短期大学三三床検査学科

　　　　　　　　　　　　　　Complement　deficiency　and　SLE

　　　　　　　　Hiroshi　Tsukamoto，　Takahiko　Horiuchi，　Shonosuke　Nagad　，

　　　　　　　　　　　Hajime　Kitamurcl，　Etsuko　Kitano2，　Mine　Harada

　Medicine　and　Biosystemic　Science，　Kyushu　University　Graduate　School　of　Medical　Sciences，

iDermatology，　KYushu　University　Graduate　Schoo1　of　Medlcal　Sciences，　2　Department　of　Medical

　　　　　　　　　Technology，　Osaka　Prefectural　College　of　Health　Sciences

全身性エリテマトーデス（S：LE）は代表的な全身性

自己免疫疾患で自己抗体の産生、免疫複合体の組

織への沈着と引き続き起こる補体の活性化が病

態の中心と考えられている。一方、前期補体成分

の欠損症において高頻度にSLEを合併すること

が知られてきた。近年、SLEの疾患感受性遺伝子

の探索が精力的に行われ、複数の遺伝子が同定さ

れているが、その中で補体成分の遺伝子はS：LE

の発症に関連の深い遺伝子として再注目されて

いる。

1．古典経路

Clq欠損マウスでは自己抗体の出現や腎炎の発

症等ループス様症状を呈し、免疫複合体の除去力

の低下が原因であると報告されている。C4欠損

マウスでもClq欠損マウスよりは程度が軽いも

のの免疫複合体除去力の低下があり、ループス様

症状を呈すると報告されている。ヒトではClq

欠損症で94％、ClrとCls欠損症で55％、C4（完

全）欠損症で75％、　C2欠損症で35％にSLEを合

併すると報告されている。C4にはC4AとC4B

の二つの遺伝子があり、いずれかの欠損症（部分

欠損症、特にC4A）がSLEと関連しているとする

報告が多い．

2．レクチン経路

マンノース結合レクチン（MBL）は54番目あるい

は57番目のアミノ酸変異により完全欠損症とな

る事が知られており、全ての人種に5－10％存在

する。欧米ではSLEにおいてMBL欠損症の頻度

が高いことが知られている。本邦でも両者の関連

を認めたとの報告もあるが、我々の検討では両者

の関連を認めなかった1。

3．第二経路

特にSLEとの関連は報告されていない。

4．　C3

C3欠損マウスはループス様症状を呈さない。ヒ

トC3欠損症は、膜性増殖性糸球体腎炎、　IgA腎症、

紅斑等が報告されている。SLEまたはSLE様症状

は欧米では少ないが、本邦では自験例を含め5例（3

家系）中4例（3家系）がSLEまたはSLE様症状を呈

している。日本人はC3欠損症により、　SLE

を発症しやすい遺伝的背景を有している可能性

がある。自験例は、26歳男性、22歳時日光過敏

症、蝶形紅斑、白血球減少、抗核抗体陽性等より

SLEと診断。両親はいとこ婚。補体系検査ではC3

は蛋白濃度、溶血活性いずれも著明低値であった。

本例ではイントロン38の3’スプライス部位の
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AG－GG置換によるエクソン39のスキッピングが

原因でC3の分泌が障害されていた2。

5．後期成分

S】：Eとの関連は指摘されていないが、SLEの合併

例は散見される。

6，補体制御因子

特にSLEζの関連は報告されていない。

［文献］

1）Ho血。雌工et蝕，　Genes　IMmun　1：464，2000

2）塚本　浩他，第38回補体シンポジウム講演集．

　pb－3（2001）
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臨床補体一4

消化器疾患における補体制御因子発現異常とその臨床的意義

水野元夫、那須淳一郎、岡咲博昭、水野将克、堀伸一郎、平岡佐規子、棋心知穂、豊川達也、

　竹中龍太、武　進、高岡伸行、冨田淳子、岡田裕之、山本和秀、藤田禎三1）、白鳥康史

岡山大学大学院医歯学総合研究科　消化器・肝臓・感染症内科学、1）福島県立医大・生化学

　　　　　A睡ered　eXpression　of　complement　regulatory　p耐ei　ns　i　n　gastrointestinal　diseases

Motowo　Mizuno，　Jyunichirou　Nasu，　Hiroyuki　Okada，　H　iroaki　Okazaki，　Masakatsu　Mtzuno，　Shinichirou　Hori，

Sakiko　H　iraoka，　Chiho　Makidono，　Tatsuya　Toyokawa，　Ryuta　Takenaka，　Susumu　Take，　Nobuyuki　Takaoka，

　　　　　　Jyunko　Tomita，　Kazuhide　Yamamoto，　Tetzou　Fujha　1），　and　Yasushi　Shiratori

　Department　of　Medicine　and　Medica1　Science，　Okayama　U　niversity　Graduate　Schoo1　of　Medictne　and

　　　　　　　Dentistry、　1》Depa市nent　of　Biochem　istry、　Fukushima　Medical　College

〈はじめに〉

　消化管内腔には常に食物成分や腸内細菌など外来

性の異物が存在するが、消化管は粘液による物理的

バリヤーや粘膜免疫機構により病原性細菌の進入を

防御している。粘膜免疫における初期反応として自

然免疫の果たす役割は大きく、消化管内取に放出さ

れる補体は重要なエフェクターのひとつであり、活

性化補体の消化管粘膜での沈着も観察される1）。消

化管粘膜上皮細胞は、活性化補体からの傷害を制御

するためdecay・aeceterating　factor（DAF）、

membrane　cofactor　protein（MCP）．　homologous

restriction　tactor　20など種々の膜性補体制御因子を

発現する。我々はこれまで様々な消化器疾患におけ

るこれら補体制御因子の発現について検討してきた

ので、DAFの発現の変化を中心にその概略と臨床

的意義について解説する。

1．大腸疾患

1）大腸癌

　大腸癌は便潜血検査によるスクリーニングが一

般的であるが、便潜血は大腸癌に特異的なマーカ

ーではなく、また進行癌でも便潜血陰性癌がみら

れる。したがって、便潜血とは独立した大腸癌ス

クリーニング法の開発は重要な課題である。大腸

癌ではDAFの強い発現冗進を観察され2’3）、大腸癌

患者忙中で発現の増強したDAFが検出できる4’　5，。

便中DAFは、便潜血陰性例でも検出され、便潜血

とは独立したマー・カ■・…一として、大腸癌スクリーニ

ングに有用性の高い検査法と考えられる6）。

　細胞増殖因子EGFはMAPキナv・…ゼカスケード

を介したシグナル伝達経路により培養大腸上皮細胞

のDAF発現を誘導し7》、大腸癌におけるDAFの発

現増強の機序の一つと考えられる。また、大腸癌患

者の便中に検出される大部分のDAFは、癌細胞表

面のDAFがGPIアンカー・部分で切断され放出され

ているものと思われる8》。

2）潰瘍性大腸炎

　大腸の慢性炎症性疾患である潰瘍性大腸炎の治療

の方針決定、効果判定には腸炎の病勢判定は不可欠

であり、非侵襲的かつ簡便な活動性のマーカーの研

究が積極的になされている。潰瘍性大腸炎粘膜でも、

腸炎の活動性に関連してDAFの発現の充進9｝、便

中DAFの増加が認められ、便中DAF量は大腸炎の

病勢をよく反映し、潰瘍性大腸炎の非侵襲的かつ簡
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便な活動性マーカーとして有用と考えられる1。）。

　潰瘍性大腸炎病変局所では種々のサイトカインの

増減が示され、培養大腸上皮細胞を用いた検討では、

lL－4とIL－1βなどのサイトカインがDAFの発現と

放出に関与している可能性が示唆される1t｝。

3）大腸癌と、潰瘍性大腸炎患者便中DAFの違い

　大腸癌、潰瘍性大腸炎粘膜ともDAFの発現が充

摩し、いずれの疾患の患者便中に高値のDAFが検

出される。潰瘍性大腸炎は、大腸癌発症の高危険群

であり、大腸癌と潰瘍性大腸炎で検出されるDAF

の判別は重要な課題である。組織および便中に検出

されるDAF分子の構造上の差異にっきレクチンを

用いて解析し、糖鎖構造上の違いを認めた。

2．胃癌における補体制御因子の発現12）

　分化型胃癌および、その前癌病変と考えられる胃

腺腫、腸上皮化生粘膜では、DAFの発現充進がみ

られる。各種補体制御因子の発現パターンでは、分

化型胃癌では、腸上皮化成細胞に類似の、一方未分

化型胃癌では、胃底腺細胞に類似の発現パターンを

示し、分化型胃癌と未分化型胃癌の発生母地の相異

を示唆する所見と考えられる。

3．食道疾患における補体制御因子の発現変化

1》食道癌

　扁平上皮細胞で構成される食道組織では、食道癌

で正常食道粘膜の基底細胞層に類似の膜性補体制御

因子の発現パターンを示し、食道癌の発生母地を基

底層細胞とする考えと合致する所見と考えられる。

2》バッレト食道

　近年増加傾向にある逆流性食道炎に発生するパレ

ット粘膜は食道腺癌の発生母地となり、特に腸上皮

化生型の粘膜（いわゆる特殊円柱上皮細胞）が悪性

化の危険因子とされている。パレット粘膜の特殊円

柱上皮細胞では、胃の腸上皮化生と同様にDAFタ

ンパク質、mRNAとも発現の増加を認めた。　DAF

は、特殊円柱上皮細胞の管腔側面に強発現すること

から，内視鏡下の特殊円柱上皮の同定、イメージン

グの標的分子など，特殊円柱上皮に特異的な分子マ

ーカーとして有用と考えられる。

＜文献＞
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（19su）
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16：1M　（200t）

4）　Mizuno　M．　et　al．，　Gastroenterology，　110：A559

（1996）

5）　Mizuno　M．　et　al．，　Gastroenterology，　109：826
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6）　lwagaki　N．　et　aS．，　J　lmmunoassay　lmmunochem，
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発作性夜間血色素尿症の発症メカニズム

　　　　　井上徳光

大阪府立成人病センター研究所

MolecUlar　Mechanism　for　Paroxysmal　Noctuma田emoglobinuria

　　　　　　　　　Norimitsu　lnoue

Osaka　Medical　Center　for　Cancer　and　Cardiovascular　Diseases

　発作性夜間血色素尿症（PNH）は、補体制御因子

DAF、　CD59の欠損により、溶血性貧血を起こす

後天性の疾患として知られている。DAF、　CD59

は、Glycosylphosphatidylinositol（GPI）アンカー一

型蛋白で、PNHでは、　GPIアンカー合成に関わる

酵素複合体の1構成要素であるPIG－Aの異常によ

りGPIアンカーが合成されず、発現できない。こ

のPI（］｝rAの異常は造血幹細胞でおこり、その細胞

は、何らかの機序によりクローナルに拡大し、すべ

ての血球系においてGPIアンカー欠損細胞が認め

られるようになる。現在までに、約150の症例が

解析され、すべてにおいてPIG一一A遺伝子に変異が

同定された。しかし、PIGrAのマウスホモログPig－a

を破壊したマウスではGPIアンカー欠損細胞のク

ローナルな拡大は見られないこと1・2＞、正常者にも

微量なGPIアンカー欠損細胞が高頻度に見つかる

にも関わらず、それらは拡大しないことより、何ら

かの第2の異常がPNH発症に関わっていることが

示唆されている。

　以前より、PNHは、免疫学的機序の関与が示唆

されている再生不良性貧血と高頻度にオ■・…一バーラッ

プして発症することが知られている。最近、PNH

とHLA7DR2との関連も指摘され3）、クローナル

な拡大に免疫学的な機序が関わる選択説が提案され

ている。しかし、ほぼ100％の細胞がGPIアンカー

欠損細胞でしめられる症例が存在することや、1症

例の中に存在するクロー・・“ンのすべてが拡大したりし

ないことなどから、免疫学的な機序以外の因子が関

与している可能性も考えられるzl）。

　我々は、最近、PNH症例に、通常はあまり認め

られない染色体異常を伴う症例を経験した5）。この

症例では、染色体異常は、GPIアンカー欠損細胞の

みに認められた。つまり、この染色体異常が、GPI

アンカー欠損造血幹細胞のクローナルな拡大に関与

しているのではないかと考えられる。

　今回、我々がこの症例の染色体異常より同定した

間群系良性腫瘍の発症に深く関与するHMGI－C

（HMGA2）遺伝子6）に注目し、　PNH発症のメカニズ

ムを考察したい。

＜文献＞
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教育講演：補体学への招待

1．生体防御における補体系のオリエンテーション

　　　岡田秀親

　　　名古屋市立大学分子医学研究所　生体高分子部門

　　　Hidechika　Okada

　　　Department　of　Molecular　Biology，　Nagoya　City　University　School　of

　　　Medicine

　生体内への病原微生物の侵入に対しては、皮膚や粘膜等の体表面を覆う上皮組織

が物理的障壁を形成するとともに、脂肪酸や抗菌ペプチドなどの殺菌性因子によっ

て、第一次の防御線を形作っている。そこを突破されて、上皮内あるいは上皮下に

侵入した微生物に対しては、その侵入を直ちに感知して能動的に生体防御反応を始

動しなければならない。しかし、それに先立ち、多くの場合は咬傷などによる上皮

等の組織損傷が起こっていることが多い。そのような場合時は、上皮下の組織が、

破壊された組織の毛細血管等から漏出して血液にさらされることになる。上皮直下

の組織は補体第2経路を活性化する作用を持つので、咬傷局所や刺傷局所で補体活

性化反応が起こることは生体防御反応における補体系の最初の役割であろうと考え

ている。

　補体は生体内の体液にくまなく存在し、異物反応性のレクチンや自然抗体の反応

に従って、直ちに補体反応が開始されるだけでなく、補体第2経路は自動活性化を

継続しており、補体制御膜因子を持たない進入異物は補体活性化の場を提供し補体

活性を始動することになる。補体活性化はアナフィラトキシンなども生成し、血管

内皮の活性化や好中球の誘引活性化を起こし炎症巣を形成して生体防御反応を固め

る。Innate　lmmunityにおける種々のシステムの中でも補体は特異的に標的と反

応する分子を介さずにも自己と異物とを識別することが出来、排除すべき異物の識

別を極めて効率的に行えるので極めて重要なキャスチングボードを握っていること

になる。　例えば、自己細胞に対する自然抗体があっても、補体制御膜因子が補体

反応を防いでしまうので、異物に対するような補体反応に引き続く免疫応答が引き

起きにくい仕組みとしても働いている。最近、Toll　like　receptors（TLRs）なども

注目されているが、補体反応が細菌などを食食細胞に持ちこんでからTLRsは異物

処理システムと生体防御の組織的活性化システムとして働くと理解することも出来

るだろう。
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2．　3つの補体経路：補体活性化因子と初期反応

　　　藤田　禎三

　　　福島県立医科大学生化学第二講座

　　　Teizo　Fujita

　　　Department　of　Biochemistry，　Fukushima　Medical　University　School　of

　　　Medicine

〈はじめに〉

　免疫系の機能を簡潔に言い表すと異物（非自己）を識別する認識能力とそれを排

除する能力である。高等動物における免疫系は、初期感染防御において重要な働き

をする自然免疫または先天性免疫（innate　immunity）と、特異的な認識機構とそ

の記憶に特徴を持つ獲得免疫（acquired　or　adaptive　immunity）に分けることが

できる。自然免疫は本来生体に備わっており、生体に侵入した病原微生物にただち

に働くという特徴を持つ。そして、引き続き起こる獲得免疫の反応を確実なものと

する。自然免疫は、原始的であるため、獲得免疫を持たない無脊椎動物においても

普遍的に生体防御に機能している1》。そして、自然免疫は、食食作用を中心とした

異物排除システムで非特異的に働くと考えられていたが、近年、この自然免疫が注

目される大きな理由は、獲得免疫とは異なった認識機構と異物排除機構が明らかに

なったためと考えられる。特に、自然免疫において生体に侵入した病原体を非自己

と認識する機構は、パターン認識と呼ばれ、微生物上に保存されている

pathogeh一一associated　molecular　patterns（PAMPs）に対する認識機構であると考

え，られている。このパターーン認識分子は、胚細胞（germ　line）にコードされ、獲得

免疫の認識分子（抗体とT細胞レセプター）が遺伝子の再構成によって多様性を得

ていることときわだった違いを示している。このようなパターン認識分子として補

体系蛋白のマンノース結合レクチン（mannose－binding　Iectin；MBL）と最近明らか

にされたフィコリン（ficolin）が存在する。

〈免疫系における補体の役割〉

　補体系は、抗体を認識分子として機能する古典的経路が先に発見されたため、抗

体を補うという意味で補体と名付けられた。補体系が活性化されるとその第3成分

（C3）が、侵入した病原微生物上に結合し、オプソニンとして機能し、食細胞に微生

物を食食させる。さらに、ある種の細菌を溶かすことができる（溶菌作用）。更に
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補体系は、アジュバントとして機能し、獲得免疫における抗体産生を増強すること

やアポトーシス細胞の排除に働くなどの新たな機能が明らかとなった2）。これらの

結果は、補体欠損マウス（Clq，C3，C4，補体レセプター一CR2欠損マウス）によって得

られ、特に、C3フラグメント（C3d）の結合した抗原が補体レセプターと反応するこ

とが抗体産生には重要であるということを示している。

　免疫の初期反応における補体系の活性化は、次の示す3経路で起こると考えられ

ている。（1）自然抗体としてのIgM抗体が古典的経路を活性化する。（2）最近明

らかにされたレクチン経路が微生物上の糖鎖を認識して活性化される。（3）C3の

沈着により、認識分子が関与しない第二経路が活性化される。この経路は、2つの

経路の活性化に伴い、増幅経路としても機能する。

〈補体活性化の認識分子〉

　古典的経路は、抗体が抗原を認識し、その結果構造的変化を起こしたIgMとIgG

分子のFc部分に、　C1の亜成分Clqが結合する。レクチン経路に関与するMBLと

最近レクチン経路を活性化することが判明したフィコリン6）は、いずれも古典的経

路のClqと同様にコラーゲン様構造を持つ特徴がある。また、構造的にも機能的

にも、ともにレクチンとして異物を多価認識するという点ではIgMにも類似して

いる。MBL（マンナン結合蛋白質MBPとも呼ばれる）は糖鎖結合にカルシウムを

必要とし、マンノースやN一アセチルグルコサミン（GlcNAc）などに結合特異性を示

す。分子量32kDのサブユニットのからなり、主としてコラーゲン様ドメインと

糖鎖認識ドメイン（CRD）から構成される。一方、フィコリンはコラーゲン様ドメイ

ンとフィブリノーゲン様ドメインを持つ蛋白質のファミリーで、ヒト血清には二種

類のフィコリン（ficolin／P35と博多抗原）がある。フィコリンの糖鎖結合部位は

フィブリノー・一一一ゲン様ドメインにある。Clq、　MBL、フィコリンとも三つのサブユニ

ットがジスルフィド結合で架橋して一つのユニットとなり、さらにユニット間の架

橋でオリゴマーを形成する。

〈認識分子に結合するセリンプロテアーゼ〉

　古典的経路のC1分子は、　Clqのコラーゲン様ドメインにセリンプロテアーゼの

ClrとClsが結合した複合体である。レクチン経路では、　MBLとフィコリンに

MASP（MBL－associated　serine　protease）と呼ばれるClr／Cls類似のセリンプロ

テアーゼが結合している。今まで3種類のMASP－1、2、3が同定され10・11）、　Clr、

Clsとともに一つのセリンプロテアーゼのファミリーを形成している。これらのセ

リンプロテアーゼは、血清中で一本鎖ポリペプチドの未活性型で存在しており、認

識分子が異物などに結合すると、二本のポリペプチド（H鎖とL鎖）の活性型に転換
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する。古典的経路では抗体にClqが結合することにより、まずC1中のClrの自

己活性化が誘発され、引き続きClsを活性化する。活性型ClsはC4とC2を限定

分解し、C4b2aから成るC3転換酵素ができる。レクチン経路の活性化機構はいま

だ不明の点が多いが、Clsに類似したMASP－2にC4、　C2分解活性がある。一方、

MASP－1には直接C3を分解し、引きつづき第二経路（増幅経路）を活性化すると

いう特徴がある。

〈補体系の起源とその役割〉

　抗体やリンパ球や主要組織適合性遺伝子複合体（MHC）などの獲得免疫の基本

形と補体古典的経路は、サメやエイに代表される軟骨魚類で完成したと考えられて

いる。最も原始的な脊椎動物の円口類（ヤツメウナギなど）と多くの無脊椎動物に

は、獲得免疫は存在せず、生体防御レクチンがパターン認識分子として機能し、自

己と非自己を識別し、自然免疫に機能していると考えられる。一般的に生体防御レ

クチンは、自己の糖鎖と結合することはなく、侵入異物の糖鎖を認識すると考えら

れている。一方、補体C3は、棘皮動物のウニと原索動物のマポヤにおいて発見さ

れ、オプソニンとして機能していることが判明している。上述のように、原索動物

のマポヤとにおいてはレクチンを認識分子として機能するレクチン経路の原型の存

在が確認されている。この原型をもとに、遺伝子重複などを重ね、哺乳類の存在す

るレクチン経路に進化したと考えられる。また、レクチン経路を原型と1して、古典

的経路が進化したものと思われる。このことは，抗体と補体古典的経路が出現する

まで、補体レクチン経路が生体防御の中心的役割を果たしてきたことを意味し、無

脊椎動物の自然免疫を高等動物の獲得免疫に橋渡しをしているということができる。

文献
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　　1999．　Phylogenetic　perspectives　in　innate　immunity．　Science　284，　1313．
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3．　臨床からみた補体活性

　　　遠藤　守人

　　　日本大学医学部内科学講座内科2

　　　Morito　Endo

　　　Department　of　lnternal　Medicine　II，　Nihon　University　School　of

　　　Medicine

　補体系は異物の排除という点から生体防御機構として重要な役割を担っており、

その活性化の欠如は様々な感染症あるいは免疫複合体病といった疾患と関連するこ

とが知られている。しかしながら一方では、過度に補体活性化が生じた場合には自

己の組織をも傷害し、これもまたある種の疾患を惹起することとなる。現在、補体

による組織障害が考えられる代表的な疾患として、糸球体腎炎、自己免疫疾患およ

び虚血・再導流傷害などを挙げることができ、実際、臨床の場においては血清補体

価、補体成分の測定が行われており、さらに組織での補体成分の沈着の有無が検討

されている。Classical　pathway、　Alternative　pathwayあるいはLectin　pathway

が引き金となって補体活性化は開始され、その結果として細胞と補体分子との間に

新たな生体反応が生じて組織・細胞の傷害すなわち疾患へと繋がるわけであるが、

今回、主に糸球体腎炎について補体活性化メカニズムの面から、疾患の病因・病態

への補体系の関与を考察する。
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4．　補体の後期反応

　　　岡田則子

　　　名古屋市立大学大学院医学研究科生体防御学

　　　Noriko　Okada

　　　Department　of　Molecular　Biology，　Nagaya　City　University　School　of

　　　Medicine

　補体の溶解活性は最も最初に明らかにされた機能である。5種類の血漿中糖蛋白

C5，　C6，　C7，　C8，　C9が関与し、いずれも親水性であるが、複合体形成により疎水

的な構造が顕れて両親媒性となる。この複合体は分子量1～2x103kDの膜貫

通性のチャネルを形成し、細胞膜機能を破壊するので膜侵襲複合体（membrane

attack　complex：MAC）と呼ばれる。細菌細胞壁や赤血球膜上でのMAC形成は膜

破壊を引き起こすが、有核細胞においてはMAC結合部位の細胞内取り込みや細胞

外放出などの細胞機能が作動するので細胞溶解は起こりにくい。さらに、同種細胞

膜上にはCD59／HRF20などの種特異的MAC形成阻止蛋白が存在しておりMAC形

晟を制御している。しかし、継続的な補体活性化による不完全なMAC形成は細胞

を活性化し病態形成に関与する。また、アナフィラトキシンC5aの生成も炎症シ

ョック病態のファクタ■…一であり、その制御機構の解明も重要である。
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5．補体制御因子とその生体機構

　　　瀬谷　司

　　　大阪府立成人病センター研究所

　　　Tukasa　Seya

　　　Department　of　lmmupology，　Osaka　Medical　Center　for　Cancer　and

　　　Cardiovascular　Diseases

　C3ステップの補体制御因子regulator　of　complement　activation（RCA）

proteinsとも呼ばれ、　H因子（facotr　H，　fH），　C4b－binding　protein（C4bp），

complement　receptor　type　1　（CRI），　complement　receptor　type　2　（CRI），

decay－accelerating　factor（DAF，　CD55），　membrane　cofactor　protein（MCP）の

順に機能蛋白質として同定された。

　これら制御因子がgene　cluster　（RCA　cluster）を形成することが間もなく示

され〔1984－5〕、ヒトではchromosome　lq32にマップされることが判明した。1

次構造解析からこれらは全てshort　consensus　repeat（SCR）と呼ぶアミノ酸60

個余りのタンデムリピートを基本構造とすることが示された。CRI，　CR2はC3b，

C3dg　multimer　（またはそれらの標識異物）とそれぞれ強く結合し、結合レセプ

ターとして機能する。この2つとDAF，　MCPは膜蛋白質であるが、全てに可溶型

も存在する。一方、fHとC4bpは可溶型制御因子であるが、　fHには六型分子が

報告されている。

　RCA蛋白質の機能的共通性は補体制御活性、ウィルスレセプタ’一一　N細菌レセプ

ター、受精・生殖関連因子として指摘されてきた。補体制御はC3b又はC4bのC3

コンベルターゼ形成を阻害し、C3b／C4bの増幅的活性化を抑えることである。2

つのモードが知られており、

C3b／C4bからBb／C2aの解離を促進し、　C3コンベル井田ゼの安定寿命を縮める

（decay－accelerating　activity），又はC3b／C4bを1因子（factor　I）　のコフ

ァクターとして不活性型に限定分解する（cofactor　activity），ことで後続補体経路

の活性化を抑える。前者は阻害が可逆的（C3b／C4bは機能的に復活しうる）であ

るのに対し後者は不可逆的である。CR2以外の全てのRCA蛋白質がC3b，　C4bに

解離促進かコファクター一活性を発揮する。液担のfH，　C4bpの生理機能はC3b／C4b

の機能を抑えることで補体の消耗を防ぐことである。一方、MCP，　DAFは同一膜

上のC3b／C4bを機能阻害して補体から自己細胞を守るように働く。
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　RCA蛋白質の微生物レセプター機能はTable　1にまとめた。それぞれが特有な

取込み（細胞骨格系の再構成）とシグナル伝達を誘起する。これらは現在も推進中

の研究テーマである。DAF，　MCPとCD59が精子・胎盤に高発現し特有な構造を

示すことが報じられてきた。胎盤はfeto－mutanal　junctionなので補体のallo－

activationを防ぐために高発現すると考えられている。精子のMCPはO型糖鎖

修飾を欠き、高発現するがinneracrosomeに限局するなどDAFと分布は異なる。

その意義は未だ不明である。RCA蛋白質のgene　clusterはヒト、マウス、ニワ

トリで証明されている。サカナでは未だ見出されていない。本稿ではヒトの制御因

子を主に解説する。

Tx山1e　1．　R、CA　pmteins　and血eh鵬ceptor血nCtion　for　miorrobia1　i㎡fection

Receptors Vlruses Bacteria Mseases

㎝
血
㎜
㎜

HIV；ePSOl血reeeptOr

mv
EnteroV，　CoxsackieV，　EchoV

Measles　V，　HHV6

opsonin　receptor　1．C　diseases

　　　　　　　　　Burkitt’s　ly即ho皿

E．　coli　Pretcin－losing　enteropathy？

Neisseria，　Streptocoecus　SSPE？

1．C，　immune　complex；　SSPE，　subacute　sclerosing　panencephalitis

一66一



教育一・6

6．　補体系よりみた治療の可能性

　　　南学　正臣

　　　東京大学医学部附属病院　腎臓内分泌内科

　　　Masaomi　Nangaku

　　　Division　of　Nephrology　and　Endocrinology，　University　of　Tokyo　School

　　　of　Medicine

　補体の不適切な活性化の役割は、糸球体腎炎を含む種々の免疫疾患から、虚血再

環流障害、移植に至る幅広い疾患における重要性が再認識されている。このような

ことに注目して、補体系を対象とした治療が開発され、徐々に臨床応用されつつあ

る。現在注目されているのは可溶型CR1を中心とした遺伝子組替え補体調節蛋白

を用いる方法と、ヒト型にした抗補体成分モノクロV・・一ナル抗体を利用した方法であ

る。また、これとは別に、transgenic　animalの手法を用いて補体調節蛋白を高発

現させた動物の臓器を、異種移植に用いる、という試みもなされている。この他に

も、低分子化合物を用いた補体系へのアプローチ、補体調節蛋白をmimicする抗

イディオタイプ抗体を用いた癌のワクチン療法なども開発されており、今後の展開

と発展が期待される。
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7．　遺伝子からみた補体系の成り立ち

　　　野中　勝

　　　東京大学大学院理学系研究科生物科学専攻

　　　Masaru　Nonaka

　　　Department　of　Biological　Sciences，　Graduate　School　of　Scie，nce，

　　　University　of　Tokyo

　補体系は多数の成分からなる高度に組織化された生体反応系であるが、各成分の

遺伝子には多様な起源のものが混在しており、その成立過程は進化学的に極めて興

味深い。ここでは近年の多彩な生物種におけるゲノムサイエンスの進展により明ら

かになりつつある、補体系遺伝子の起源と進化についてまとめてみたい。先ず、補

体系の中心成分であるC3はα2－macroglubulin（α2M）と呼ばれるプロテアーゼイ

ンヒビターから遺伝子重複により生じたと考えられるが、C3遺伝子はウニ、ホヤ、

ナメクジウオなどの無脊椎後口動物から見つかっている。一方、ゲノムプロジェク

トが一応の完結を見ている前口動物の線虫、ショウジョウバエなどのゲノム中には、

α2M様遺伝子は認められるものの、　C3様遺伝子は認められず、補体系は後口動物

の出現初期に成立したことが示唆される。また、哺乳類の他の補体成分に認められ

る各ドメインが、進化上何時出現したかを調べてみると、ほとんどのドメインはヒ

ト、ショウジョウバエ、線虫には存在するもののシロイヌナズナ、酵母には存在せ

ず、多細胞動物に固有のものであることが分かる。以上の結果は、補体系は後口動

物が出現したころα2Mから遺伝子重複によりC3が生じたことをきっかけに確立さ

れ．その後当時すでに存在していた様々なドメインのリクルートと遺伝子重複によ

り成分を増やし、今日哺乳類に見られるような高度に組織化された生体反応系へと

進化したと思われる。
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補体研究会（補体シンポジウム）会則

1総則
（1）本会は補体研究会（The　Japanese　Association　for　Complement　Research）という。

（2）本会は補体研究会ならびにこれに関連する分野の進歩発展を図ることを目的とする。

（3）本会は前条の目的を達成するため、次に定める事業を行う。

　　1）年1回以上にわたる総会ならびに学術集会（補体シンポジウム）の開催。

　　2）内外の関連学術団体との連絡及び協力。

　　3）その他の必要な事業

皿　会員

（4）本会は、補体研究ならびにこれに関連する分野の学問の研究を志す人々、及びそれに賛同する賛

　　助会員を以て組織される。

（5）本会に会員として入会を希望する者は、所定の申込書に必要事項を記入し、会費を添えて本会事

　　務局に提出するものとする。

（6）本会の会費については細則で定める。

（7）会員は学術集会に於て、その実績を発表できると共に、その抄録集の配布を受ける。

（8）会員で故なくして2年間会費を滞納したものは退会とみなす。

（9）本会の名誉を著しく駿損した会員は、運営委員会の議を経て除名することが出来る。

（10）本会に特に功労のあった方で、細則に定める規定により推薦された方を名誉会員とする。

皿　役員

（11）本会に次の役員をおく。

　　　　　会長　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　1名

　　　　　運営委員　　　　　　　　　　　　　　　　　　　若干名

　　　　　監事　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　2名

　　　　　補体シンポジウム当期および次期集会長　　　　　　2名

（12）会長は、本会を代表し、運営委員会を召集する。会長の選出は運営委員会が行い、総会での承認

　　　を得て決定する。任期は4年とし、2期を限度とする。ただし再任後の任期は2年とする。

（13）運営委員は会員から選挙により選出し、任期は4年とし連続の再任は認めない。細則で定めると

　　　ころの選挙規定に従って2年毎に選挙を行い、半数ずつ交代するものとする。

（14）監事は、運営委員経験者の中から運営委員会が選出し、総会での承認を得て決定する。

（15）監事は会計および選挙等を監査する。監事の任期は4年とし、連続の再任は認めない。任期中監

　　　事を辞退するものが生じた際には、所定の手続きを経て速やかに後任を補充するものとし、その

　　　際の任期は前任者の残留期間とする。

（16）運営委員会の構成員は運営委員、補体シンポジウム集会長（当期および次期）および会長とする。

（17）運営委員会は、構成員の過半数の出席を要する。

（18）運営委員会は、会務の審議、本会の運営に当たる。

（19）補体シンポジウムの集会長は、運営委員会が選出決定する。
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（20）補体シンポジウム集会長は、補体シンポジウムを主宰する。

（21）補体シンポジウム集会長の任期は、前期補体シンポジウム開催時に始まり、主宰補体シンポジウ

　　ム終了時に終る。

IV　学術集会・総会

（22）年次集会（補体シンポジウム）を行う。時宜に応じて必要な集会を開催することが出来る。

（23）運営委員会は、補体シンポジウム開催中または必要に応じて会長がこれを召集する。

（24）総会は年1回、補体シンポジウム開催中に当期集会長が召集し、運営委員会決定事項の報告と必

　　　要な討議を行い、承認を求める。

V　会計

（25）経理会計は事務局において行うほか、必要に応じてシンポジウム集会長もこれにたずさわる。

（26）本会の経費は、会費・寄付金・その他の収入および利子をもってこれにあてる。

（27）補体シンポジウムにおいては、出席会員から参加費を徴収することが出来る。

（28）本会の会計年度は1月1日に始まり、12月31日に終わり、総会において会計報告を行う。

（29）監事は会計の監査を行い、その結果を総会において報告する。

VI会則変更

（30）本会の会則を変更する場合は、総会出席会員の3分の2以上の賛成を必要とする。

付則

この会則は昭和60年3月1日より施行する。

　　平成2年8月7日　　一部改訂

　　平成4年7月23日　一部改訂

　　平成5年7月21日　一部改訂
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細　則

1会費

（1）本会の年会費は当分の間年額5，000円とする。但し学生会員（学部学生および大学院生）は3，

　　　000円とする。学生会員は、学生証の写し等を毎年事務局へ提出し、確認を受けるものとする。

　　賛助会員の会費は年間1口30，000円とする。

皿　選挙規定

　運営委員の選出は当分の間次の規定に従って行う。

（2）運営委員の定数は6名を原則とする。

（3）選挙事務は事務局において行う。

（4）運営委員の選挙にあたり、運営委員候補者名簿を作成する。

（5）運営委員候補者として、任期満了の運営委員は3名、運営委員経験者は1名を推薦するこζが出

　　来る。

（6）事務局は、運営委員候補者名簿および投票用紙を、会員に総会開催2ヶ月前までに郵送し、会員

　　　はそれにもとづき、所定の日時までに3名連記で投票を行う。ただし、候補者以外のものに投票

　　　しても差し支えない。

（7）開票には、少なくとも監事1名の立会いを必要とする。監事は、開票結果にもとづいて、得票数

　　　の上位3名の運営委員と次点1名を定め、運営委員会および総会に報告する。

（8）次点者は運営委員に欠損が生じた場合に、その任に当たる。

m　事務局

（9）本会の事務局は会長の指名する事務局長のもとに置く。

IV　名誉会員

（10）名誉会員の候補者の推薦は、運営委員2名以上の推薦によって成立する。名誉会員候補者は運営

　　委員会において選考され、総会の承認を得て名誉会員に決定される。

付則

細則（1）は昭和62年度より、賛助会員については平成5年度より施行する。

　　平成2年8月7日　　一部改訂

　　平成4年7月23日　一部改訂

　　平成5年7月21日　一部改訂
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第13回日本生体防御学会





生体防御学会参加案内

受付

年会費

発表方法

第1日

講演会場

参加費

7月11日（木）午前11：00より

日本大学会館　　（受付は2階です）

一般　5，000円

学生3，000円

教育講i演のみ参加　1，000円

懇親会費　1，000円

年会費を未納の方および新たに入会される方は、当日受付にて

ご納入ください。

全て口頭で発表を行います。一一般演題は討論を含めて約1

5分を予定しています。進行は座長の指示に従ってくださ

い。スライドプロジェクターは35mmスライド用を一台設

置いたします。スライド枚数制限はありませんが、発表時

間内に終了するように準備し、発表30分以上前にスライ

ドを受付にお渡しください。

生体防御学会理事会　　第1日　　7月11日（木）　12：00～13：00

生体防御学会総会

懇親会

第2日　7月12日（木）　13：30～14：00

第2日　7月12日（金）　1’8：30～20：30
　アルカディア市ヶ谷（補体シンポジウムと合同）
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プログラム

第1日　7月11日（木）午後

、索動物及び魚類の免疫学

座長：中西　照幸　13：10～13：40

a－1．マボや血球におけるContact　Reaction阻害抗体を用いたアロ認識

　　機構の解明

　　小川　明子、松本　緑、星　元紀（慶二大・理工学）

a－2．フグのToll－Like　Re　ceptor（TLR）遺伝子群

　　押海　裕之1）、信田　京子1）、辻田　忠志1）、池尾　一穂2）、

　　松本　美佐子1）、瀬谷　司1）（1）大阪府立成人病センター、2）国

　　立遺伝学研究所）

團座長：岡田　則子　13：40～13：55

a－3．Human　C19受容体の再検討
　　赤津　裕康1）2）、Eamon　P．　McGrea13）、呼野　信直4）、

　　B．　Paul　Morgan　3）　，　Philippe　Gasque　3）

　　（1）福祉村病院、2）名古屋市立大学：医、3）ウェールズ医大、

　　　4）九州保健福祉大）

菌感染とサイトカイン

座長：鈴木　和男　13：55～14：25

a－4．リステリア由来cytolysinのサイトカイン誘導能におけるN末

　　端配列の重要性

　　木本　てるみ、河村伊久雄、幸田　力、光山　正雄（京大院・医）

a－5．Us　teria　mon　ocytogenes感染に対する防御免疫誘導におけるIL－

　　18の役割
　　野村　堅甲、河村　伊久雄、土屋　晃介、光山　正雄（京大院・

　　医）

座長：桂　義元　14：25～14：55

a－6．IL－12／IL－23及びIL－18に依存しない結核感染防御機構の解析

　　金城　雄樹1）、川上　和義1）、上江洲　香織1）、宮城　一也1）、

　　屋良　さとみ1）、高口　善信1）、竹田　潔2）、審良　静男2）、

　　岩倉　洋一郎3）、斉藤　厚1）

　　（1）琉球大・一内、2）阪大微研、3）東大医科研）
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a－7．結核感染防御におけるIL－18の役割：トランスジェニックマウス

　　を用いた解析

　　宮城　一也1）、川上　和義1）、金城　雄樹1）、上江洲　香織1）、

　　星野　友昭2）、岡元　昌樹2）、川瀬　裕介3）、吉野　公一郎3）、

　　斉藤　厚1）

　　（1）琉球大・一一内、2）久留米大・一内、3）日本オルガノン）

コーヒーブレイク　15：00～15：20

サイトカインとシグナル伝’

座長：岩倉　洋一郎　15：20～15：50

a－8．エリスマイシン（EM）生体内代謝産物EM201のIL－2レセプター

　　シグナル伝達への影響
　　大澤　瑞穂1）’2）、砂塚　敏明3）、澤井　哲夫2）、大村　智3）、

　　赤川　清子1）

　　（1）国立感染所、2）東京理科大院・薬学、3）北里研）

a－9．インターフェロンγによるシトクロムb558大鎖遺伝子発現機構の

　　解析
　　熊取　厚志、Yang　Dan，鈴木　章一、中村　三千男（長崎大・熱

　　帯医研）

第2日　7月12日（金）午前

リンパ球と生体防御

座長：関根　輝彬　10：00～10：45

a－10．低用量MMC処理によるAFP産生胃癌細胞の活性化リンパ球に対
　　　する感受性の増強

　　　三浦　裕1）、浅井　清文1）、岡田　則子2）、岡田　秀親2）

　　（1）名市大・医・分子神経生物、2）同生体防御）

a－11．ケモカインCCL19およびCCL21を欠損するリンパ節環境では活

　　　性化かれたCD4－丁細胞の多くがmemory細胞になる

　　　安田　曽和、中野　英樹、垣内　史堂（東邦大、医）

a－12．クリプトコツカス感染防御とγδT細胞

　　　上江洲　香織、川上　和義、金城　雄樹、宮城　一・也、斉藤　厚

　　（琉球大・一内）
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ウイルス感染と生体防御

座長：甲斐　知恵子　10：45～11：15

a－13．インフルエンザウイルス防災モデルにおけるニトログアニン生成

　　　とニトロ化ストレス
　　　田村　文雄1）、赤池　孝章1）、岡本　真一郎1）　村上　恵理2）、

　　　宮崎公徳2）、佐々木一美2）、前田　浩1）

　　　（1）熊本大・医、2）同仁）

a一一一・14．マウス感染系を用いたオーエスキー病ウイルス粘膜免疫の試み

　　　松本　安喜、高島　康弘、大塚　治城

　　　（東大院・農学生命科学、）

カルボキンペプチダーゼ

座長：瀬谷　司　11：15～12：00

a－15．カルボキシペプチダーゼRのSandwich　ELISA方の再検討
　　　赤津　裕康1）’2）、石川　泰成1）、William　Campbell　i）、

　　　谷　さゆり1）、岡田　則子2）、岡田　秀親2）

　　　（1）福祉村病院、2）名市大・医）

a－16．好中球から放出されたエラスターゼによるカルボキシペプチダー

　　　ゼRの活性化
　　　河村　剛至、岡田　則子、岡田　秀親

　　　（名市大・医）

a－17．実験動物におけるカルボキシペプチダーゼRの熱安定性
　　　逸楽　英文1）’2）、下村　泰代2）、勝屋　弘忠1）、岡田　則子2）、

　　　岡田　秀親2）

　　（1）名市大・医・麻酔・蘇生学、同・分子医学）

第2日　7月12日（金）午後

リンパ球による治療

座長：海老名　卓三郎　14：00～14：15

a－18．胞状軟部肉腫肺転移症例に対する自己活性化リンパ球療法

　　　石黒　雅江1）、赤津　裕康1）、瀬戸　正史2）、内田　淳正2）、

　　　山本　孝之1）、岡田　秀親3）

　　　（1）福祉村病院、2）三重大・医、3）名市大・医）
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オートプロテクション及び自然免疫

座長：岡田　秀親　14：15～14：45

a－19．オートプロテクション機構を介した四塩化炭素肝障害抵抗性の誘

　　　導

　　　平良　全栄、矢部　一憲、三宅　清加、入江　理恵、乾　由佳、

　　　橋田　真衣、山田　神嗣、上田　ゆかり（徳島文理大・薬学）

a－20．SPFブタ血清中に存在するナチュラル抗ウサギ細胞IgM抗体につ

　　　いて

　　　林　砂緒、大塚　治城（東大院・農学生命科学）

原虫と生体防御

座長：渡辺　直煕　14：45～15；15

a－21．ウシヘルペスウイルス1型ベクターを用いたCi　yzp　tosporidi　um

　　　parvum　P23抗原の発現
　　　高島　康弘1）、玄学　南2）、木俣　勲3）、井関　基弘4）、児玉

　　　義勝6）、長澤秀行2）、松本安喜1）、見上彪5）、大塚治
　　　城1）

　　（1）東大院・農学生命科学、2）帯広畜産大・原虫病研、3）大阪市立

　　　大・医、4）金沢大・医、5）日本大、6）ゲン・コーポレーション）

a－22．Tbxoplasma　gon　d　ffに非感染の動物血清中に存在するナチュラル

　　　IgM抗体による補体依存性Toxoplasma　gon　d　ii中和作用

　　　金子　陽輔1）、高島　康弘1）、塗壁　南2）、長澤　秀行2）、見上

　　　彪2）、大塚治城1）

　　（1）東大院・農学生命科学、2）帯広畜産大・原虫白血）

座長：松本　芳嗣　15：15～15：45

a－23．マラリア原虫感染マウスへの脾臓におけるCD4＋T細胞の移動と

　　　ケモカイン
　　　早野　真史1）、米山　博之2）、斉藤　三郎3）、松島　綱治2）、渡

　　　辺　直煕1）

　　（1）東京慈恵医大・熱帯医学、2）東大院・医、3）東京慈恵医大・

　　　DNA研）

a－24．熱帯熱マラリア原虫Plasmodium　fa　lciparum感染リスザルに見

　　　られた重症マラリア病態

　　　片貝　裕子1）、新垣　奈々1）、Sukumawati　Baski　1）、服部　正策

　　　2）、甲斐　知恵子2）、小野寺　節1）、松本　芳嗣1）

　　（1）東大院・農学生命科学、2）東大・医科研）
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プリオンおよび自己抗原

座長：金ヶ嵜　史朗　15：45～16：15

a－25．ウイルス感染細胞におけるプリオン蛋白質の機能関与

　　　中村　優子、金子　智美、佐伯　圭一、松本　芳嗣、小野寺　節

　　（東大院・農学生命科学）

a－26．1型糖尿病自己抗原IA－2の各組織における発現およびその利用

　　　竹山　夏実、坂本　毅治、佐伯　圭一、松本　芳嗣、小野寺　節

　　（東大院・農学生命科学）

　　　　　　　　　　『シンポジウム』

座長：吉開　泰信

「植物ワクチン」　15：50～17：00

新川　武

（琉球大・遺伝子実験センター）

「プリオン蛋白遺伝子の機能について」

佐伯　圭一一

（東大院・農学生命科学）

　　　　　　　　　　　　『特別講座』

座長：佐藤　譲

「糖尿病自己免疫の進歩」　16：30～18：00

Abner　Louis　Notkins（米国、　NIH）

　　　　　　　　　　　　『市民講座』

座長：小野寺　節

「プリオン、牛海綿状脳症、変異型クロイツフェルト・ヤコブ病」

13　：　30一一15　：　30

金子　清俊
（国立精神・神経センタ・・一・・一L神経研究所　疾患研究第七部）

追加発言：

「日本のBSEに対する政府の対策」

　小野寺　節
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a－1

マボや血球におけるContact　Reaction阻害抗体を用いたアロ認識機構の解明

　　　　　　　　　小川明子、松本緑、星元紀

（慶慮義塾大学大学院理工学研究科基礎理工学専攻発生生殖生物学教室）

［9的】2個体のマボヤの血球を接触させると崩壌

する現象が観察され、この現象はContact　Reaction

と名付けられた1）。Contact　Reacti　onの観察からマ

ボヤの血球表面には自己と非自己を認識している

仕組みが存在すると予想される。ホヤは脊椎動物

に最も近いが無脊椎動物であるため、特異性や記

憶といった免疫システムはないものの、この

Contact　R」eactionを観察していると脊椎動物の細胞

性免疫システムの原型が備わっていると考えられ

る。そこで、本研究室で作製されたマボヤの血球

膜に対するモノクローナル抗体でContact　Reaction

を阻害するku・4－962）を用いて、自己と非自己の認

識に関わる分子の同定を行うべく、以下の実験を

進めた。

1材料】マボヤ（HalOCIynthia　roreta＞一青森県青森市浅

虫で養殖されたC型個体。

【方法lku，4－96を結合させた異個体の血球どうしを

接触させた場合、血球から放出されるフェノール

オキシダーゼを定量し3）、コントロールと比較し

た。またこのときの顕微鏡観察を行った。つぎに

ku・4－96を用いた間接蛍光抗体法を行い、この抗体

が認識する分子を発現している血球種を同定した。

さらに血球膜をO．2％コール酸と0．4％デオキシコ

ール酸の混合液で可溶化し、アフィニティーカラ

ムを用いてku4－96が認識する分子を精製した。

1結果1フェノールオキシダーゼの活性が十分認め

られた2個体の組み合わせで、それらに対しku・4－

96を結合させた後に接触させたところ、Contact

Reactionに特徴的な細胞の崩壊は観察されず、異

個体の血球が存在しない場合とほとんど変化はな

かった。一方コントロールでは細胞どうしが凝

集・崩壊していた。間接蛍光抗体法により、ku4－

96が認識する血球種は、vacuolated　cellsとfusogenic

phag㏄ytosで、ほかの種に対しては認識しないこ

とがわかった。ウェスタンプロット法ではku4－96

が認識する分子の大きさは約190kDa、175　kDaお

よび145　Maであることがわかった。

1考察】以上の結果から、ku・4－96が認識する分子

を発現している細胞は2種類あり、特に全血球の

半数以上を占めるvacuolated　cellsは積極的に

Contact：Reactionに参加している様子が観察できる

ため、この血球種が主に自己と非自己の認識を担

っていることが示唆された。また、過よう素酸酸

化を行った血球膜分子に対してウェスタンプロッ

ト法を行うと、ku－4－96が認識する分子は検出され

ず、このことから即4・96？＝『ピトープは糖鎖で

あることが示唆された。マボヤのContact　Reaction

は脊椎動物の初期の免疫応答と類似している。そ

して脊椎動物の自己と非自己の認識に関わる分子

と関連を調べるべく、ku496が認識する分子の一

次配列の決定を現在行っている。

1引用文献］1）MF櫨。，（1980）“contact　Reaction”

between　xenogenic　or　allogenic　coelomic　cells　of

solitary　ascidians．　Biol　Bu11　158：　304　一一　315

2）熊野真弥（1999）＝マボや血球のアロ認識機構

東京工業大学　修士論文

3）　N．　Akita　and　M．　Hoshi，　Heamocytcs　release

phenolowydase　upon　contuct　reaction，　allogenic

interaction，　in　the　ascidian　Halocynthia　roreta’．　Cell

Strc．　Func．　20：　81－87

一一 W3一一



a－2

　　　　　　フグのTo皿一Like　R．ecePtOr（TLR）遺伝子群

押海裕之1）信田京子1）辻田忠志り池尾一穂2）松本美佐子1）瀬谷司1）

　　　　　　’1》大阪府立成人病センター研究所免疫学部門

　　　　　　　　2）国立遺伝学研究所遺伝情報分析研究室

〈はじめに〉

　自然免疫系での微生物構成成分の認識には、T。画一tik・e

receptor（TLR）分子が必須である。哺乳類ではTLRはs約

10種類存在するが、それぞれの分子は異なる成分を認

識する。このような認識機構がどのように進化してきた

かを明らかにする目的で、公開されているフグゲノムの

ドラフト配列t）を用い、魚類とヒトの皿R遺伝子群の比

較を行った。

〈方法〉

相同性検索：ヒトの皿R勇子のアミノ酸配列を用い、フ

グゲノムに対しBLASTで検索した。遺伝子予測：

GeneMark，　GeneScanの予測ソフトを用いイントロン／エ

クソン構造を予測し、ヒトTLR遺伝子の配列と比較し修

正を行い決定した。系統樹作成：近隣結合法または、最

尤法（ProtML）を用い作成した。

〈結果〉

　相同性検索の結果、フグゲノムには10種類の皿R分

子が存在し、この中には、TLR　t，2，3，5，7，8，9に対応す

るホモログ遺伝子が存在し、これの遺伝子はヒトとフグ

分岐以前に既に存在していたことが明らかとなった。し

かし、TLR4，6，10に相当するものは発見できず、反対に．

ヒトのゲノムやESTデータベース上にホモログが存在し

ないフグ特異的なTLR21，22遺伝子が存在した。ヒトと

は異なり、ゼブラフィッシュではFu8u皿R21と相同性を

示すESI’配列が存在することから、　TLR21は、魚類にの

み存在するTLR分子であると推測される。

　輿味深いことに、フグでは、旧型のTLR5遺伝子とは

別に、細胞内領域を持たず可溶型と推測される皿Rss

（rLR5　soluble）遺伝子が存在した。我々は最近ニジマスか

らも可溶型の皿Rss遺伝子を単離しており3｝、このこと

は、魚類全般で可溶型のTLRss遺伝子が存在し、機能し

ていることを示峻する。

　近隣結合法を用い作成した系統樹では、興味深いこと

にフグ皿Rlの枝はヒトのTLR1，6，10が分岐する以前の

枝から分岐していた。これは、TLR　1，6，10はヒトが魚類

から分岐した後に形成されたことを意味する。そこで、

我々は、TLR6。10がいつ現われたかを明らかにする目的

で、他門からTLRの単離を試みたところ、ニワトリから

TLR　1遺伝子の約200　bpの部分配列を縮重プライマーを

用い単離できた。この配列を用いた系統樹から、鳥類と

牙凹した後に、皿R6，10が現われたことを示回する予備

的結果を得ており、現在、遺伝子の全長の単離を試みて

いる。

〈考察〉

フグにTLR　1，2，3，5，7，　8，9が存在したことから、リボ蛋

白、ベプチドグリカン、ウイルス由来の二重鎖R：NA、フ

ラジェリン蛋白質、バクテリアゲノム上のCPG　DNA等

を認識する機構の起源は、従来考えられた年代2》よりも

より古く、ヒトが魚類から分岐する以前に既に存在して

いたと考えられる。系統樹からは、TLR4，21，22は、他

のTLRと古い年代で分岐していると考えられることから、

ヒトとフグの共通祖先では、皿R1，2，3，4，5，7，8，9，21，22

の10種類存在し、ヒトでは、TLR21，22を、フグではTLR4

を進化の過程で失った可能性が考えられる。また、魚類

に可溶型TLRss、哺乳類でTLR6，10が特異的に存在する

ことから、それぞれの分岐後も、各系統で遺伝子重複が

起き、新たな固有の認識機構を獲得していると考えられ

る。

＜参考文献＞

1　）　hmp　：trcugu．hgmp．mrc　．　ac　．uWAnalysis1

2）　Xiu　Du，　et　al．，　Evr．　qytokine　Nevvv，11：　362　（2000）

3）　Tsukada，　et．al．，　submitzed．　（2002）
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a－3

　　　　　　　　　　　　　　　Human　C　lq受容体の再検討

　　　　赤津裕康1、2、Eamon・P．　McGireal　3、池脇信直4、　B．Pan1　Mergan　3、　Philippe　Gasque　3

1．福祉村病院・長寿研、2．名市大・医・生体高分子、3ウェールズ医大・医・医化学、4九州保健福祉大・

　　　　　　　　　　　　　　　　　　保健・作業療法学

【目的】

　ヒトClq受容体（ClqRp）は補体Clqの受容体と

考えられていたが、これまで直接的なinteracti。n

を示す報告はなされていない。そのrodentの

hpm。1。gでるAA　4抗原はマウスでは胎児幹細胞

のマ・一・・iカーとしてクローニングされておりその構

造はC－type　lectin　domeinとEGF様domeinを有

し接着因子を思わせる構造である。このため我々

はヒトClqRpに対するm。n。c1。岨1抗体（mAb）

を作製し、ClqをcoatしてのClqとのbinding　assay

および組織分布を検討した。

1方法1

　ヒトClqRp　cD：NAをTHP－1細胞よりRT－PCR

にて作製しCHO細胞に発現させるとともに、ヒ

トClqRp　cD：NAにヒト㎏GI　Fc部分を含むキメラ

分子のcD：NAを作製しCHO細胞にtrUteCtし培

養上清からprctedn　AにてC嶋Rp一㎎tcston蛋白を

精製し、mAbの抗原とした。これによりBIIG－3

とBIIG－4の2つのmAb産生ハイブリドーマクロ

ーンを得た。

　またこれまでに報告されていた抗CD93抗体、

mNI－11抗体も用いた。

【結果1

　ClqRp－igはplate　coatされたClqとの反応にお

いて特異的結合を検出する事はできなかった。

human　ClqRp抗原はこれまでに報告されてる抗原

未知の抗CD93抗体と細胞接着を誘導する未知抗

原からクローニングされたmNI－11抗体で認識さ

れる事が判明した。さらに組織分布の検討におい

てClqRpは血管内皮細胞に広く発現しておりマ

クロファー・一ジでは検出できなかった。

1考察1

　これまでClqRpとされていた抗原はヒトにお

いてはClqとのinteractionは検出できなかった。

またその組織分布も血管内皮細胞特異的で、clq

により活性化されるマクロファージ等での発現は

検出できなかった。これまでにClqの受容体とし

て他にcRllcD35の報告もあり、　c　l　qRpとして認

識されていた抗原はCD93とすべきでその主な生

理活性は接着因子と．しての機能を持つようである。

1文献】

1．　E．　P．　McGreal，N．　lkewaki，　H．　Akatsu，　B　P．

Morgan　P．　Gasque．　Human　ClqRp　is　identical　with

CD93　and　the　mNI－11　antigen　but　does　not　bind　Clq．　J

Immunol．　2002；in　press．

2．　　　Y．D．　Dea叫　EP．　McGreal，　H．　A㎞tsu，

P．　Gasque．　Molecular　and　cellular　properties　of　the　rat

AA4　antigen，　a　C－type　lectin－liko　receptor　with

structural　homology　to　thrombomodulin．　J　Biol　（them

2000；275：34382－92．
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a－4

　　リステリア由来cytolysinのサイトカイン誘導能における

　　　　　　　　　　　　N末端配列の重要性

　　　　　　○木本てるみ、河村伊久雄、幸田力、光山正雄

　　　　　　　　　　　京大院・医・微生物感染症学

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　酸をLLO型に置換したキメラタンパク
【目的】

　　我々1よLtsltmz　inonocytogems（Lm）由

来のlisteriClySin　O（1⊥ρ）がサイトカイン誘導

能を有し、その活性には第1－3ドメインが重

要であることを報告してきた（1、2）一方、

同じリステリア属のしか㎜配（Li）由来の

ivanClysin　O（ILO）はLLOとアミノ酸相同

性力塙いものの、サイトカイン誘導能は低い

こと力瑚らかになった。そこでLLOのサイ

トカイン誘導能に必須な領域を特定するため、

LLOとILOのアミノ酸配列を比較したとこ

ろ、N末端の13アミノ酸配列の相同性が特

に低いことが分かった。今回このN末端領

域がLLOのサイトカイン誘導能に必須であ

るか否かを明らかにするため、その部位のア

ミノ酸を置換したキメラタンパクを作製し、

そのサイトカイン誘導能を解析した。

【方法】

　　Lmonoqtogenes　｝iKl｝D株のhly遺伝子お

よびL・tVanOVi’i　A：IrCC　19119株のdO遺伝子を

r℃R法にて増幅し、PCR産物をpQE31発現

ベクターに組み込ん彪このプラスミドをE

coliに導入してリコンビナントタンパクを作

製した。リコンビナントタンパクはNi－MA

アガロースカラムで精製し、DetOXi　gO1カラ

ムで1．PSを除去した後、実験に用いた。同

様に、LLOの第4ドメインを皿P型に置換

したキメラタンパク（LLQI－3，皿D4）、　II．0の

第4ドメインをLLO型に置換したキメ：ラタ

ンパクσLD1・3皿D4）、　LLOのN末端より13

アミノ酸をILO型に置換したキメラタンパ

ク（iloBILLO）、皿ρのN末端より13アミノ

ao13Aro）を作製した。

　　精製したリコンビナントタンパクを各種

濃度（O．01・nM～25　nM）に調製し、等量の1％

ヒツジ赤血球浮遊液を加えて37℃で1時間

反応させた後、それぞれのタンパクの溶血活

性を調べた。また、リコンビナントタンパク

の膜傷害活性を阻害するためコレステロール

で処理をした後、M4．1細胞を24時eH肺mu

し、その培養上清中のIL6の産生量をEUSA

法にて測定した。

【結果・考察】

　　rl⊥0は強い溶血活性を示したが、　riLO

の溶血活性はさらに強く、皿Dの約8～10

倍比活性力揮いことがわかった。また作製し

たいずれのキメラタンパクも強い溶血舌性を

示した。

　　∫7フ4．1細胞からのM6産生はLLOで刺

激した場合には認められたが、皿K）刺激では

低値であった。・一方LLO1一一3nt　DO4刺激では

強い皿16産生が誘導されたが、皿Pl－3an　4

にはその活性が認められなかった。ilo13！LLD

にも1し6産生が誘導能力聰められなかった

ことから、LLOのN末端から13アミノ酸配

列がサイトカイン産生誘導能に重要であるこ

とが示唆された。

蹴1）㎞地C甑，InfecX　Imm肌70：脳，：㎜．

2）　Nomura　T．　et　al，　Infen　Immun　70．　1049，　20Q2．
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a－5

Listeria　monocytogenes感染対する防御免疫誘導におけるIL，一18の役割

○野村卓正、河村伊久雄、土屋晃介、光山正雄

　　　　（京大・院医・微生物感染症学）

【目的】Listeria　monocytogenes（：LM）感

染に対する初期防御および特異的防御免

疫の誘導には宿主内因性IFN一γが重要な

役割を果たしている。また、このIFN一γ

産生にはIL－12及びIL－18が関与するこ

とが知られている。一方、：LM感染実験

から特異的防御免疫誘導におけるIL－12

の重要性は明らかにされているが、IL－18

の役割については明確ではない。そこで

今回、LM感染防御における1：L－18の役

割を明らかにするため、IL－18欠損マウ

スに：LMを感染させ、臓器内置数の変化

および各種サイトカイン産生を調べた。

【材料と方法】C57B：L16野生型及びIL－18

欠損マウスにL．monocytogenes　EGD株1

×104～1×106CFUを腹腔内接種し、感

染後の生存率を調べた。また5×103CFU

（0．1LD50）を腹腔内接種し、脾臓及び肝

臓における菌数の変化と各種サイトカイ

ン産生をE：LISA法で測定した。さらに、

1×io3　CFUを腹腔内接種して免疫した

マウスの脾細胞をLM加熱死菌で再刺激

し、抗原特異的IFN一γ産生細胞数を

E：LISPOT法で、　IFN一γ産生量をE：LISA法

で測定した。

【結果】C57B：L！6野生型および皿，一18欠

損マウスにおける：LMの：LD50は、それ

それ1×105CFU、および5×104　CFUで

あった。LM感染後の一一18欠損マウス

の脾内生菌数は野生型マウスと同様、感

染3日目をピークとして減少したが、菌

の排除は野生型より遅れる傾向にあった。

脾臓中のIFN一γ量は、野生型マウスのそ

れと比較して低質ではあったが感染5日

後まで産生が持続していた。野生型マウ

ス脾細胞のIFN一γ産生は、抗皿．12抗体

あるいは抗IL－18抗体により抑制された。

免疫マウスにLMを再感染させた場合の

生存率、臓器内菌数および抗原特異的な

IFN一γ産生応答は、両マウス間で大きな

差違はなかった。

【考察】これらの結果より、：LM感染に

対する初期防御においてIL－18は、】FN一

γ産生を誘導することで食細胞を活性化

し、菌の排除を元進ずると考えられた。

一方、LM特異的TH1細胞の誘導に皿．一18

は必須ではなく、さらに誘導された：LM

特異的TH：1細胞は、抗原刺激に対し皿．一

18非依存的に十分な量のIFN一γを産生で

きると考えられた。

【結論】皿，一18は、Listeria感染に対する

初期防御においてはIFN一γ産生を介して

宿主の感染抵抗性に寄与しているが、特

異的防御免疫の誘導およびその発現には
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必ずしも必要ではないと考えられた。

【引用文献】

TNF一αを介したNO産生への関与につい

ては現在検討中である。

て

これはIL－12に独特な経路である。

一方、皿．18Rは皿，一IRfamilyにっ属し、

これらが共通して活性化すると考えられ

ているNF－kBの活性化を介して、　IFN一γ

遺伝子やiNos遺伝子の転写を増強する。

【考察】

IL－18は、　IL－12と協調して作用するこ

とでNK細胞のみならず未分化なT細

胞（THO）にもIFN一γ産生を誘導すること

ができることが報告されている。

しかしながら、一旦誘導された：LM特異

的TH1細胞は、再感染の際に抗原刺激

のみで十分なIFN一γを産生することがで

き、もはやIL－18の助けを必要としない。

だから、特異的防御免疫の発現フェイズ

（Effecter　phase）には皿，一18を欠損してい

てもIFN一γ産生応答に影響がでない。

抗原特異的T細胞の分化誘導には、一・

般には抗原提示細胞が産生する皿，一12が

Typelへの分化を方向づけ（polarization）、

自身が産生するIL－2およびIFN一γが増殖

を促進すると考えられている。

IL－18は、未分化なT細胞にM－12と共

に作用してIFN一γ産生を誘導させうるが、

TH1への分化には、　IL－12があれば十分

なのだと考えられる。

それは、両者のレセプター下流のシグナ

ル伝達経路の特異性を考慮すれば説明で

きる。すなわち、IL－12R下流のシグナ

ル経路は、STAT4、　Tbetの活性化を介し

BALB／c系で観察されたIL－18の重要

性とのeonflictについて

一般にC57B：L！6系マウスにはTH1に偏

向性があり、BA：LBlc系マウスたはTH2

偏向性があるといわれている。（これは、

IL－12下流の応答性の強弱によって説明

されうる？）

しかしながら、BA：LB1c系マウスであっ

ても、L．　monocytogenesで免疫すれば、

強い細胞性免疫が誘導される。

刺激に対する】：L－12の産生量は、これら

のマウスの間に大きな差がないことから、

この現象は、IL－12下流の応答性の強弱

によって説明されうる？

BA：LBlc系マウスでは、　IFN一γ産生誘導の

ためのIL－12のシグナルが不十分である

ため、皿，一18による増強作用の有効性の

比重がC57B：L16系マウスと比較してよ

り大きくなると考えれば矛盾しない。
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IL－12／IL－23及びIL－18に依存しない結核感染防御機構の解析

◎金城雄樹1，川上和義1，上江洲香織1，宮城一也1，屋良さとみ1，高口善信1，竹田　潔2，

　　　　　　　　　　　　　審良静男2，岩倉洋一郎3，斎藤　厚1

　　　　　（1琉球大・一内，2阪大微研・癌抑制遺伝子，3東大医科研・ヒト疾患）

［目的］

　結核感染防御においてIFN一γは重要なサイトカ

インである。IFN一γ誘導性サイトカイン

であるIL－12及びH．一18の結核感染防御にお

ける役割は，それぞれの遺伝子欠損マウス

（KOマウス）を用いた報告があるが，未だ

十分には理解されていない。これまでに我々

は，皿；一12，皿r18及びE－23を共に欠損

した状態においても，IFN一γを欠損した状態

との比較で結核菌に対する感染防御能を有す

ることを見出し報告してきた。本研究は，

IL－12／IL－23及びM－18に依存しない感染

防御能についてその機序を明らかにすること

を目的に実施した。

［方法］

　8～14週齢の皿r12p40／IL－18doubleKO

①KO）マウス，　GKOマウス及びC57B1／6マ

ウスを用いた。これらのマウスに経静脈的に

ヒト型結核菌H37Rv（約1～3×105　CFU）

を接種し，生存日数，臓器内記数及びサイト

カインの産生量を測定した。次に肺，肝及び

脾臓の病理組織像を検討した。感染2週後に

脾細胞を精製しin　vitroでPPD刺激を行い，

培養上清中のサイトカインの産生を比較した。

感染後の脾臓内におけるiNos及びIFN一γ

mRNAの発現をRT－PCRで調べ，比較した。

またDKOマウスに抗IFN一γ抗体または抗

TNF一α抗体を投与し，生存率への影響を調

べた。

血清中のIFN一γはGKO，　DKO共に検出さ

れなかった。病理組織像ではGKOで中心部

壊死を伴う肉芽腫性病変を多数認め，多数の

結核菌が観察されたが，DKOでは肉芽腫性

病変の数及び結核菌の数も少なかった。

GKOでは野生型と比較して，　PPD刺激に

対する感染脾細胞からのIL－10及びM－13

の産生が増強していた。DKOでは，これら

のサイトカインの産生増強は認められなかっ

た。感染後の脾臓内におけるiNOS　mRNA

の発現は，感染7日目に野生型のみで認めら

れたが，感染21日目にはDKOにおいても

強く発現していた。GKOでは21日目に軽

度の発現が認められる程度で，DKOと

GKOの間にはiNOS　mRNAの発現に明ら

かな差が認められた。またDKOにおいても

IFN一γmRNAり発現が認められた・DKO

に抗IFN一γ抗体を投与してコントロール

IgG投与群と生存率を比較したところ，生存

日数の短縮が認められた。

［考察］

　以上の結果より，DKOとGKOの間には

結核感染防御に明らかな違いが認められた。

DKOでは皿r12，皿r18，　rL－23（皿r12

p40／p19）といった現在知られている3っ

の耳FN一品導性サイトカインが存在しない

にも関わらず，わずかながら正N一γが産生

され，感染防御に寄与していることが示唆

された。そのIFN一二生に関して解析を進め

ているところである。

［結果］

　GKOでは生存日数がDKOと比較して有

意に短く，臓器内二二が多く認められた。
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結核感染防御におけるIL－18の役割：トランスジェニックマウスを用いた解析

◎宮城一也1，川上和義1，金城雄樹1，上江洲香織1s星野友昭2，岡元昌樹2，

　吉野公一郎3，斎藤　厚1

（1琉球大第一内科，2久留米大・一心，3日本オルガノン）

川瀬裕介3，

［目的］

結核感染防御においてIFN－yは重要なサイ

トカインである。IFN－Y誘導性サイトカイン

であるIL－12及びIL－18の結核感染防御にお

ける役割も，それぞれの遺伝子欠損マウス

（KOマウス）を用いた報告がある。我々は

今までにIL－18の遺伝子を欠損した（IL－18

KO）マウスでは，野生型と比較して結核感

染防御が減弱していることを確認した

（Y．　Kinjo　et　al．　J．　lmmunQl．　in　press，

2002）。今回結核感染防御におけるIL－18

の役割をさらに解析するために，IL－18ト

ランスジェニック（IL－18Tg）マウスを用い

て検討を行った。

［方法］

　8～12週齢のIL－18Tg及びリッターメイ

トコントロールマウス（C57B1／6バックグ

ラウンド）を用いた。これらのマウスに経

静脈的にヒト型結核菌H37Rv　1～3×105

CFU／匹を接種し，感染2週後及び5週後

の肺，肝臓及び脾臓内菌数及びサイトカイ

ンの産生量を測定した。また特異的Th1

反応の誘導を調べるために，感染2週後

に脾細胞を精製しin　vitroでPPD刺激を

行い，培養上清中のサイトカインの産生を

比較した。

［結果］

感染2週後ではIL－18Tgにおいてコン

トロールと比較して，脾臓内生菌数の減少

を認めた。また感染5週後ではし－18Tg

においてコントロールと比較して，脾臓及

び肺内心心の減少を認めた。血清IFN一γ

の値は1：L－18Tgで結核感染前から検出さ

れたが，感染後著明な産生増強が認められ，

コントロールと比較して有意に高かった。

またIL－18Tgでは血清IL－4及びIL－13共に

感染前から検出されたが，感染後は野生型と

比較して有意な差は認められなかった。脾細

胞からのPPD刺激によるIFN－y産生は，

IL－18Tgでは野生型と比較して有意に増強し

ていた。またIL－13の産生増強も認められた

が，IL－4は検出されなかった。

［考察］

　IL－18TgマウスはspontaneousにTh1及

びTh2サイトカイン産生が共に元進し，　IgE

及びlgG1産生が高まっていることが報告さ

れている’（T．　Hoshino　et　al．　J．　Immunol．

166：　7014－7018，　2001）．

　今回の我々の結果から，IL－18Tgマウスで

は結核感染によりTh　1－Th2サイトカインバ

ランスがTh1側にシフトし，感染防御能が

充進していた。我々は今までにIL－18KOマ

ウスを用いた解析から，IL－18が結核感染防

御に寄与しているという結果を得ていたが，

今回の結果はそのことを指示するものであっ

た。

　今後は、結核感染によって如何にしてTh　1

側にポラライズするのか、その詳細なメカニ

ズムについて解析していく必要があると考え

られる。
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エリスロマイシン（EM）生体内代謝産物EM201のIL－2レセプターーシグナル伝達への影響

大澤瑞穂1）・2）、砂塚敏明3）、澤井哲夫2）、大村智3）、赤川清子1）

1）国立感染症研究所・免疫部

3）北里研究所

2）東京理科大学院薬学研究科　微生物薬品化学研究室

【目的】

14員環マクロライド抗生物質のEMは抗菌作用

の他、リンパ球や好中球の増加抑制や炎症性サイ

トカイン産生抑制など抗炎症作用を示すことが知

られている。EMのT細胞増殖抑制機構の一つと

して、IL－2依存性活性化T細胞の抑制が知られ

ているが、その分子機構は未だ明らかにされてい

ない1）。EM201は、　EM由来の生体内代謝産物で

抗菌活性を持たないが、EMよりも強くIL－2依存

性活性化T細胞の増殖を抑制する2）。そこで本研

究では、EM201によるIL－2依存性活性化T細胞

増殖抑制機構を解明するため、IL－2レセプター

（R）の発現及びIL－2Rの下流のシグナル伝達と

して知られているERK112の活性化に対する

EM201の影響を検討することにした。

【方法】

ヒト末梢血単核球から磁気細胞分離システム

（MACS）にてCD4可細胞を回収し、　PHA（1／100）

刺激後、IL－2（50U！ml）を加え37℃、5％CO2に

て培養してIL－2応答性の活性化T細胞を得た。

この活性化T細胞を、数時間IL－2非存在下で培

養し、再度IL－2で刺激した状態で、薬剤による

影響を検討した。薬剤はIL。2で刺激する1時間

前に添加した。皿，2Rの発現はCD25抗体を用い

FACSにて解析した。　IL－2の刺激によるERK　I　12

の活性化は、そのリン酸化を認識する抗体を用

いWestern　Blotで調べた。

【結果】

1．皿．一2依存性増殖への影響：EM、　EM201は濃

度依存的に増殖を抑制したが、EM202は高濃度

においてのみわずかに増殖抑制が見られた。

2．IL－2R発現への影響：EM、　EM201、　EM202

どの薬剤も、活性化T細胞のCD25発現を抑制

しなかった。

3．IL－2シグナル伝達への影響：EM201はERK　I／2

のリン酸化を抑制した。EMも同様の結果を得た

がEM201よりリン酸化の抑制が弱かった。EM202

はほとんど抑制しなかった。

【結論・考察】

EM201は、活性化T細胞上に既に発現している

IL－2Rの発現には影響しなかったが、皿．一2刺激に

よるERK1！2のリン酸化を抑制した。また、　EM

はEM201よりも作用が弱いがIL－2刺激による

：ERK　l！2のリン酸化を抑制した。　H12依存性の増

殖抑制を認めなかった：EM202はERKI／2のリン

酸化も抑制しなかった。これらの結果より、

EM201は活性化T細胞のIL－2Rのシグナル伝達

を抑制することで、T細胞の増殖を抑制するこ

とが明らかになった。他のIL－2R下流のシグナ

ルSTAT5、　p38については、現在検討中である。

【引用文献】

1）　Naoto　Keicho，　Shoji　KudOh，　Hideki　Yotsumoto，

　　and　Kyoko　S．　Alcagawa，　et　al．　：Andlymphocytic

　　activity　of　erythrornycin　distinct　fro皿　that　of

　　FK506　0r　cydospo血　A．　J．　Antibiotiics　46　：

　　1406－1413，　1993

2）稲澤浩子、赤川清子、大堀雅子、砂塚敏明、

　　乙黒一彦、大村智：ヒト末梢血由来の免疫

　　担当細胞に対するマクロライド系抗生物質

　　の作用．マクロライド新作用研究会一2000

　　年一．Jpn．．　J．　Antibiotics　54　suppl．　A：139・一142

一91一



a－9

インタ・一フェロンーγによるシトクロムb558大鎖遺伝子発現誘導機構の解析

熊取厚志、Yang　Dan、鈴木章一、中村三千男

（長崎大学熱帯医学研究所炎症細胞機構分野）

【目的】

　シトクロムb558重鎖（CYBB）は、食細胞内殺

菌に重要な活性酸素を産生するNADPHオキシダ

ーゼの必須構成成分である。1986年にCYBBの
cDNAが単離されて1）以来、本遺伝子の発現調節機

構の研究が進み、転写因子PU．1（骨髄系細胞及び

Bリンパ球での遺伝子発現に重要な転写因子）及び

HAF－1（造血器細胞に普遍的に発現し未だ構成成

分が明確にされていない転写因子）による遺伝子上

流一53塩基に存在する結合部位（一53PU．1／HAF－1）

を介した調節機構2）等の基本的発現に関わる転写

調節機構が見い出されてきた。同時にCYBB遺伝
子発現が、インターフェロンーγ（IFN一γ）によって

著しく誘導される事も明らかされてきた3）。この

IFN一γによる誘導の分子機構としてHAF－1によ

る一53PU．1／HAF－1を介した転写促進機構が示唆

されているのものの、十分には明らかにされていな

い。私たちは、本誘導にかかわる新たな機構を見出

すため、以下の実験を行った。

【材料および方法】

　ヒト単球系細胞株U937を用い本機構の解析を

行った。IFN一γによる内在性CYBB　mRNAの発
現誘導解析は、ノーザンプロット法により行った。

プロモーター活性は、CYBBプロモータ領域を上
流に挿入したルシフェラーゼレポ…一・・ター・…一・プラスミド

を電気穿孔法により導入したU937をIFN一γ
（100U／ml）で5時間処理した後に溶解し、ルシ

フェラーゼ活性を測定することにより行った。DNA

結合蛋白質の解析は、核抽出液及び各種DNA結合
蛋白質に対する特異抗体を用いて、ゲルシフトアッ

セイ法にて行った。細胞内蛋白質発現の解析は、ウ

エスタンプロット法により行った。

【結果】

　U937においてCYBB　mRNA量はIFN一γ処理
後1時間から5時間まで急激に、その後48時間ま

で徐々に増大する事が確認された。CYBB遺伝子
の＋12から一487塩基をもつレポv・一・・タープラスミ

ドを用いIFN一γの効果を調べたところ約8倍プロ

モーター活性が増大される事が示された。上流側よ

り連続的にプロモーーター領域を欠伸させその影響を

解析したところ、一115から一96塩基の領域の欠失

によりIFN一γによるプロモーター活性の増大がほ

とんど無くなる事が示された。本領域内の一100塩

基にはγ一activated　sequence（一100GAS）が存在す

る事から、CYBB遺伝子の＋12から一115塩基を

持つレポータ…一・プラスミド（p－115／＋12）を用い一

100GAS破壊の影響を調べたところ、一100GAS破
壊によりIFN一γによるプロモ■・一一・・ター活性の増大が

ほとんど無くなる事が示された。ゲルシフトアッセ

イ法により一100GASに結合する転写因子を解析し

たところ、㎝AT－1αがIFN一γ処理後15分以内に

本シスエレメントに結合する事が示された。一88塩

基にIFN－stimulated　response　element←
881SRE）が存在することが示されていた5）ので、　p－

115／＋12を用い一881SRE破壊の影響を調べたとこ

ろ、IFN一γによる誘導が著しく阻害される事が示

された。ゲルシフトアッセイ法並びにウエスタンプ

ロット法により解析を行った結果、一881SREには

IFN一γ処理後に新たに合成されるIRF一一1が結合す

る事が示された。

【考察および結論】

　以上の結果よりIFN一・　7によるCYBB遺伝子発現

誘導には、一100GASが極めて重要であると考えら

れた。また、量販実験で一881SREは含むが一100GAS

は含まないp－95／＋12では、IFN一γ誘導がほとん

ど認められなかったが、破壊実験で両者を含むp－

115／十12の一881SRE破壊によりIFN一γ誘導が著

しく阻害された事から、一881SREはそれのみでは

不十分であるが、一100GASと協調することにより

IFN一γによるCYBB遺伝子発現誘導に関与すると

考えられた。また、一100GASにはSTAT－1αが、

一881SREには1］ミr？一1がIFN一γ処理後に結合する

事から、STAT一一αとIRF－1が協調してCYBB遺伝

子転写を促進すると考えられた。

【引用文献】

1）Royer－Pokora，　B．，　Kunkel，　L．　M．，

　　Monaco，　A．　P．，　（！loff，　S．　C．，　Newburger，　P．

　　E．，　Baehner，　R．　L．，　Cole，　F．　S．，　Curnutte，　J．

　　T．，　and　Orkin，　S．　H．，　Nature　322，　32，1986

2）　Suzuki，　S．，　Kumatori，　A．，　Haagen，　1．　A．，　Fuiii，

　　Y．，　Sadat，　M．　A．，　Jun，　H．　L．，　Tsuji，　Y．，　Roos，

　　D．，　and　Nakamura，　M．，　Rroc　Nati　Acad　Sci

　　USA95，　6085，　1998

3）　Newburger，　P．　E．，　Ezekowitz，　R．　A．，

　　Whitney，　C．，　Wright，　J．，　and　Orkin，　S．　H．，

　　Ptrroc　Nati　Acad　Sci　U　S　A　85，　5215，　1988

4）　Eklund，　E．　A．，　and　Kakar，　R．，　J　immunol

　　163，　6095，　1999

5　）　Luo，　W．，　and　Skalnik，　D．　G．　JBiol　Chem　271，

　　23445，　1996
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低用量MMC処理によるAFP産生胃癌細胞の活性化リンパ球に対する感受性の増強

　　　　　　　　三浦　裕ユ、浅井清文1、岡田則子2、岡田秀親2

　　　（1名古屋市立大学大学院医学研究科分子神経生物学、2同生体防御学）

【目的】AFP産生胃癌は胃癌の1－15％を占め、臨床的に

は通常の胃癌と比較して肝転移が頻発して外科的療法が

困難である特徴を持ち、極めて予後不良であることが知

られているD2）。　AFP産生胃癌の臨床的特徴の背景には転

写因子の変異3）、AFPによる免疫抑制効果4）などが考え

られている。AFP産生胃癌細胞の特異的な性質によって、

たとえ原発巣が小さい症例でも外科的治療効果が少ない

ために全身的治療法を確立する意味がきわめて大きい。

胃腺癌は化学療法に対する感受性が低いので活性化自家

リンパ球療法を患者の了解のもとに実施した。低用量の

化学療法剤は癌細胞の免疫反応感受性を高める可能性が

あるとする我々の仮説のもとに化学療法剤と活性化リン

パ球の患者培養癌細胞に対する相乗作用について検討し

た。

【材料および方法】55歳男性の胃癌原発巣から内視鏡的

に得られた生検材料をcollagen　coated　fiask（Sumilon・Cell－

ti　9ht，　Sumitomo　Bakelite　Cd　Lit）に播種しRPMI1640に

20％msを加えて初代培養を開始した。培養開始時点で

はfibroblastが多く混在して、それを正常細胞の内部対照

として用いた。170日間継代培養をすることに成功し、

最終的には多角形の癌細胞由来の純粋細胞株として樹立

することができた。抗癌剤はFluorouracil（5－FUTM，　Kyowa

Hakko　Col　Lt（1，0．5・・50p　g／ml），　Cisplatin（CDDP，　RandaTM

Nippon　Kayaku　Co．　Ltd．　O．025・一2．5pgtmi）．　Mitomycin－

C（MMq　Kyowa　Hakko，0．6－100pg／ml）を培養液へ加えて24

時間作用させて検討した。LAL（lymphokine－activated

lymphocytes）は患者の抹消血20mlから分離した単核球を

抗CD3モノクロナール抗体で3日間刺激後、50　u／mlの

1レ2で増殖させ、2週間後には活性化リンパ球の約80％

がCD8＋であった。1000倍に増殖した活性化リンパ球を

実験に用いた。

【結果】胃癌細胞の臨床検体を培養開始してから108日

目の培養状態は、80％はfibroblastであり、癌細胞は島状

となって増殖する様相を呈していた。その時点での化学

療法剤の効果は5一則50μg／ml，　CDDP　2．5pglmlを単独で

用いた場合ほとんど影響が認められなかったが、

MMC（10～　100μ　g／ml）投与で著しい細胞障害が出た。ただし、

MMCを10μg／m1以上投与した場合には胃癌細胞のみな

らず正常fibroblastまでも著しく細胞障害した。活性化自

家リンパ球と培養細胞の濃度比を1：1で作用させた場合

には、活性化自家リンパ球による細胞障害性は著明では

なかった。しかし活性化自家リンパ球の濃度比を16＝1ま

で上げた条件では、著しい抗腫瘍効果を呈し、付着して

いる培養細胞のapoptosisの誘導が観察された。培養140

日目の細胞を用いた実験で、低用量MMC（O．6μglml）の

前処理をした培養細胞に対して活性化自家リンパ球を1：1

の濃度比で加えて処理した場合には、胃癌細胞特異的な

著しい細胞障害性が出ることが判明した。この相乗的細

胞障害効果は5一則やCDDPでの前処置によっては認め

られなかった。

【考察および結論】，．低用量MMC（O．6pg／ml）単独投与ま

たは活性化自家リンパ球の単独投与では、AFP産生胃癌

細胞への抗腫瘍効果は見出せなかったが、低用量MMC

と癌細胞と1：1比の活性化自家リンパ球を併用すること

によって正常fibroblastへの障害なしにAFP産生胃癌細

胞への特異的抗癌効果を高めることができた．

【引用文献】

1）　Y．　C．　Chan＆　N．　Nagasue，　H　Kohno　et　al，　Am．　J．

Gastroenterol．　85，　1480－5　（1990）

2）　M．　MorL　K　Anibe，　Y．　Adachi　et　al，　Cancer　6Z　53400

（1988）

3）　H．　Kataoka，　Y．　Miura　T．　Jeh　et　al，　Oncogene　20，　869－873

（2co1）

4）　T．　Yarriashita，　N．　KasaL　1．　Miyoshi　et　al，　Biochem．

Btophys．　Res．　Commun．　191，　715－20　（1993）

5）工Se㎞e，　H　Sh㎞wa，　T　Y㎝観調幽1，　B厩比

Pharmacother．　47，　7EY8　（1993）
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ケモカインCCL19およびCCMIを欠損するリンパ節環境では

　　活性化されたCD4＋T細胞の多くがmemory細胞になる

　　　　　　　　　安田琢和、中野英樹、垣内史堂

　　　　　　　　　　（東邦大学医学部免疫学教室）

【目的】memory細胞は2度目の抗原刺激に対して

速やかな2次免疫応答を引き起こせる点で生体防

御に重要であるが、その細胞数の適切な制御も欠

かせない。抗原により活性化されたT細胞は一一旦

増殖し、effector機能を発揮した後、多くはアポト

ー・… Vスを誘導され、mem㎝y細胞となる細胞は少数

であると考えられている1）。我々は、T細胞や樹状

細胞の遊走を誘導するCCL19およびCCL21を2
次リンパ組織に欠損するpltマウスで、免疫後に所

属リンパ節のT細胞反応性が長期間増加したまま

であることを既に発表している2）。本研究では、こ

の現象を、pltマウスのリンパ節内において、活性

化されたCD4＋T細胞にアポトーシスが誘導されず、

memcrry細胞が多数生存しているためではないかと

考え、その可能性について検討を行った。

【材料および方法】：BA：LB／cおよびBAI．Blc－pltiplt

（plt）マウスのfootPadヘニワトリ卵白アルブミン

（OVA）を抗原とし、　Complete　Freuind’s　Adjuvant

（（■7A）と乳化し、免疫した。免疫後9日から20日

の所属リンパ節中のCD4＋T細胞の数および細胞表

面マーカーについて解析した。アポトーシス細胞

は、AnneXin・Vで染色し、　flowcytometerで解析した。

所属リンパ節細胞の反応性は、in　vitroでOVAとと

もに培養しT細胞増殖反応を［3町rhymidineの取り

込みで測定した。

【結果】①OVA／CFAの免疫により、BA：LB／cでは、

所属リンパ節の（エn＋T細胞数が、免疫後16日目

までは増加し、以後は急激に減少した。一方pltで

は、CD4＋T細胞数は、免疫により12日目まで増

加し、以降、20日目にも減少せず増加したままで

あった。T細胞抗原レセプター（TCR）を構成するVβ

鎖のうち、OVA特異的とされるVβ8およびVβ14

を発現するCD4＋T細胞も同様な経過をとり、これ

らは抗原OVAに反応した（D4＋T細胞の経過を示

しているものと考えられた。

　②免疫後20日目で、CD44eq　CD45RBi。w、

CD62LlowのMenlorY　CD4＋T細胞数をリンパ節当た

りでみると、pltでBAIB／cでよりも多くなってい

た。また、免疫後20日目の所属リンパ節細胞をin

vitroで抗原刺激したときのT細胞増殖反応が、

BALBlcでは低下し、　pltでは高い反応性を保って

いた。さらに、その培養上清中のIFN一γおよびIL－4

の産生量もpltでBAH∋ノ。でよりも多かった。免疫

後20日目の所属リンパ節では、pltでBALB／cでよ

りもmem（rry　T細胞が多くなっていると考えられた。

　③免疫後の所属リンパ節で、アポトーシス細胞

の割合の変化を調べた。BALB／cでは、18日目を
ピ■・一一・クとしてアポトー…一・シスCD4　T細胞の割合の

増加が見られた。しかし、pltでアポトーシスを誘

導されたCD4＋T細胞の割合は、免疫前に比べ、減

少していた。免疫後18日目に、TCR－Vβ8および

Vβ14を発現したアポト・・一一・シスCD4÷T細胞の比率

をみてもBALB／cの方がpltよりも高値であった。

しかし、in　vitroでアポト・・・…シスを誘導すると、　plt

のT細胞もBAH∋ノ。のそれと同程度に誘導された。

【考察】in　vitroでは、　pltのT細胞にもBALB／cの

と同様にアポトーシスが誘導された。また、CCLI9、

CCL21には細胞に対しアポトーシス誘導能よりも

活性化能が知られているので、plt所属リンパ節の

CD4＋T細胞に見られたアポトーーシスの低下は、　T

細胞自身の欠陥や、CCL19、　CCL21の直接作用の

欠如によることではないと思われる。免疫後の所

属リンパ節の（D4＋T細胞におけるアポトーシス誘

導は抗原提示細胞による刺激の繰り返しによると

されている3）。CCL　19、　CCL21を欠損するpltでは、

所属リンパ節へ遊走するT細胞と抗原提示細胞で

ある樹状細胞の数や局在に異常があることから2・4）、

抗原提示における頻度や相互作用の強さにBALB／c

でと違いがあり、そのことがpltでのアポト・…一・シス

低下の原因ではないかと考えている。

【引用文献】1）Kawabe，　Y　and・A．　Ochi．　NatUre　349，

1644　（1991）

2）Mori．　S．．　H．　Nakano，　K　Adto血，　C．R．　Wang，　M．D．

Gimn，　and　T．　Kaltiuchi．　J．　Exp．　Med．　I　g3，　2Cr7　（2001）

3）　Russel，　J．　H．　Curr．　Opin．　Immunol．　7，　382　（1995）

4）Gu皿MD．，　S．　Ky皿wa，　C．　Tam，　T　K田duchi，　A．

Matsuzawa，　L．T．　Williams，　and　H．　Nakano．　J．　Erp．　Med．

189，　451　（1999）
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　　　クリプトコッカス感染防御とyδT細胞

◎上江洲香織川上和義，金城雄樹宮城一也，斎藤　厚
　　　　　　　　　（琉球大第一内科）

［目的］

　クリプトコッカス感染防御において抗原特

異的Th1細胞の誘導が極めて重要である。最

近我々は，自然免疫細胞のNKT細胞が初期感

染防御のみならず、獲得免疫の質にまで影響

を与え，クリプトコッカス感染防御に重要な

役割を担うことを明らかにした（KKawaka血

e田．J．　Immunol．167：6525－6532，2001）。しか

し，感染初期防御におけるNK及びyδT細胞

といったその他の自然免疫細胞の役割は十分

には理解されていない。

　今回我々は，クリプトコッカス感染防御に

おけるγδT細胞の役割についてマウスモデル

を用いて解析した。

［方法］

　8－12週令のC57Bl！6マウスにCr　yLptococcus

neofonnans　1×106を経気道的に感染させ，経

時的に二二白血球を精製し，yδTCR℃D3＋細胞

（yδT細胞）の割合をフローサイトメトリで解析

した。次に，感染後経時的に三内のVy　1，　Vγ6

及びVδ　1，Vδ6　mRNAの発現を調べた。また

y6T細胞の遊走にMCP一・1が関与するかどうか

調べるため，MCP－1KOマウスにC．　neofonnans

を感染させ，感染後経時的に町内のyδT細胞

の割合を調べた。最後にマウスに抗yδTCR抗

体またはコントロールIgGを投与してγδr細

胞を除去し，C．　neoformansを感染させ，感染

7日及び21日後の二二回数を比較した。

［結果］

　感染3日後にはγδT細胞の割合が増加し，

感染6日後にピークに達した後，感染10日後

には減少した。このようなγδT細胞の割合の

変化は，NKT細胞やNK細胞の場合と同様で

あった。感染後肺内にVδ1，Vδ6mRNAの発

現増強が認められた。しかし，Vγ1，Vγ6mRNA

の発現増強は認められなかった。また，MCP－

lKOマウスの二二ではC．　neoformans感染後の

NK及びNKT細胞の集積が障害されたが，

yδT細胞の集積には影響が認められなかった。

一方，抗yδTCR抗体投与群における三内菌数

はコントロールIgG投与群と比較して増加す

ることはなく，むしろ減少傾向が認められたe

［考察］

　以上の結果から，クリプトコッカス感染に

よりyδT細胞，特にVδ1またはVδ6＋γδT

細胞が感染局所に集積することが明らかと

なり，菌排除への影響と考え併せ，この細胞

が感染防御に何らかの役割を担っている可能

性が示唆された。現在，yδT細胞の機能的役

割についてさらに解析を進めているところで

ある。
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インフルエンザウイルス肺炎モデルにおけるニトログアニン生成とニトロ化ストレス

田村文re　i，赤池孝章1，岡本真一郎1，村上恵理2，宮崎公徳2，佐々本一美2，前田　浩1

　　　　　　　　　　（1熊本大・医・微生物，2同仁化学研究所）

【目的】我々はこれまで、ウイルス感染病態

のおいて過剰に産生される活性酸素・酸素ラ

ジカルが病原因子として作用することを報告

してきた1＞5）。例えば、マウスのインフルエン

ザウイルス感染に対する感染防御反応のひと

つとして，誘導型NO合成酵素（iNos）が誘

導され、局所に過剰なNOが産生されるが、　NO

はパーオキシナイトライトなどの活性酸化窒

素種生成を介して、生体内で様々な生体分子

をニトロ化し、その機能を損なうことにより

感染病態の増悪の要因となる。我々は、この

様なNOによる生物効果をニトロ化ストレス

と呼んでいる。今回我々は、NOによりニトロ

化ストレスの発現メカニズムを解明するため、

核酸塩基の一つであるグアニンの活性酸化窒

素種によるニトロ化産物である8一ニトログア

ニンの抗体を作製し、インフルエンザウイル

ス感染モデルにおける8一ニトログアニン生成

を検討した。

【方法】8・プロモグアノシンと亜硝酸ナトリウ

ムより、8一ニトログアノシンを合成し、HPLC

にて精製した。さらに、8一ニトログアノシンと

ウシ血清アルブミンのコンジュゲートを作製

し、これを抗原としてウサギを免疫し、得ら

れたウサギ抗血清から特異的抗8一ニトログア

ニン（抗8一ニトログアノシン）抗体を精製し

た。また、抗体の特異性はELISA法にて確認

した。8一ニトログアニン（8一ニトログアノシン）

の生体内生成を証明するため、既報に準じて

マウスインフルエンザウイルス肺炎モデルを

作製し2）、マウスの肺組織について、本抗体に

よる免疫染色を行った。

【結果】抗8一ニトログアニン抗体による免疫

染色により、インフルエンザウイルス感染モ

デルマウスの肺組織において、iNosの発現に

ともなって、気管支・細気管支上皮細胞と一

部の滲出マクロファージに濃染像が認められ

た。一方、正常マウス肺では、染色像は確認

出来なかった。また、本抗体による染色像は、

合成した8一ニトログアノシンにより強く抑制

され、iNos欠損マウスでは、ウイルス感染後

の強い8一ニトログアニン染色は認められなか

った。

【考察および結論】以上より、ウイルス感染

病巣において過剰に産生されるパv・一・・オキシナ

イトライトをはじめとする活性酸化窒素種が、

宿主細胞の塩基核酸損傷をもたらし、生体内

でニトロ化ストレスを発揮していることが示

唆された。最近、感染・炎症においてほぼ普

遍的に発現誘導されるiNosは、　NOさらには、

パーオキシナイトライトの過剰生成を介して、

細胞の分化・増殖の異常や遣伝子損傷をもた

らし、がん発生のメカニズムにおいて重要な

役割を演じることがわかってきた。実際我々

は、パーオキシナイトライトがその強力な変

異原性効果を介して、ウイルスゲノムの褒異

を促進することを明らかにしている4）5）。今後

さらに、NOによるニトロ化ストレスの分子メ

カニズムを解明することにより、発がん予防

法の開発に貢献できるだけでなく、病原体の

分子進化のしくみの一端を解き明かすことが

できるかもしれない。

【引用文献】1）0⑫鳴A㎞㎏Td：al：SCience　244：974

0nq　1989．

2）tu　T．　ct　al：J．　diz　tw，　ss：739745，1990．

3）t㎏　T．　et；証：乃㏄1倣1掘＆裏こ1阻93：2448i2453，

1996．

4）tu　T．　ctal．：　FASEZIJ，　14：　1447－1454，　2000．

5）A㎞kちT：勲ル観嗣，11：97・101，2001．
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マウス感染系を用いたオーエスキー病ウイルス粘膜免疫の試み

　　　　　　　　　松本　安喜，高島康弘，大塚治城

（東京大学大学院農学生命科学研究科農学国際専攻国際動物資源科学研究室）

【目的1オーエスキー病1）は，アルファ

ヘルペス亜科に属するオーエスキー病ウイ

ルス（Pr鳩の感染により発症するブタの感

染症であり，日本においても1981年に発

症が認められて以来常在化している．本疾

患は，幼齢豚ではしばしば致死性であり，

成豚では，一過性症状を示した後回復する

が，そのほとんどは，ウイルスキャリアー

となり汚染源となる．また，妊娠豚では死

産・流産となる．オーエスキー病に対する

経口免疫法の確立を目的とし，PfV感染細

胞の経胃投与による免疫効果を検討した．

【材料と方法】PNウイルスは，マウスに

致死性感染するPNインディアナ株を用い

た．マウスは，C3H1HeN雌7，8週のも

のを用いた，免疫抗原としては，フォルマ

リンによりウイルス不活化処理をしたPN

感染CPK細胞を用い，胃カテーテルによ

り6回経胃投与した．抗原最終免疫の7日

後に20xLD50のPNを経鼻接種し，粘膜免

疫による感染防御効果を検討した．血清中

の抗PrV抗体価をELISA法により測定し

た．また，フォルマリン処理PN50μ1をマ

ウス足臆に接種し，DTH反応を行った．

免疫抗原にコレラトキシン（CTi　lOpg／head）

およびコレラトキシンBサブユニット

（CTB；80pg／head）を添加した際のアジュバ

ント効果についても検討した2）．

【結果】PN感染細胞を免疫したほとんど

のマウスにおいてPN特異的量9Gおよび

19Aが検出されたが，　PN感染細胞のみを

投与したマウスに比べ，CTまたはCTBを

添加したマウスにおいて，19G，　lgA抗体

価が上昇していた．PNの経鼻接種により，

PN感染細胞のみを投与した群は，陣頭死

亡したが，CTおよびCTBを添加した群

では，6割程度生存した．PV経鼻接種に

より生存したマウスでは，19G2a／lgGl比

の上昇が認められた3）．CTおよびCTBを

添加した群では，殆どのマウスにおいて

DTH反応が認められたが，　PrV感染細胞の

みを投与したマウスでは認められなかった．

【考察および結論】抗原蛋白の経口免疫に

より，PN感染に対する防御免疫の誘導が

可能であることが示唆された．また，コレ

ラトキシンなどのアジュ．バントの有用性も

示された．近年，免疫抗原とCTBを融合

させることによりアジュバント効果が得ら

れることが示されている4）’5）・6）．今後，

PrVの1抗原分子をCTBと融合させその

感染防御免疫誘導能を検討したい．

【引用文献】

1）　S．　Chinsakchai　and　T．　W．　Molitor，　Vet．　lmmiozoL

　Immunopathol．，　43，　107－116　（1994）

2）　C．　O．　Elson　and　W．　Ealding，　J．　lmmtmoL，　132，

　27362741，　1984
3）　L．　V．　Rizzo，　R．　H．　DeKruyfir，　D．　T．　Urnetsu，　and　R．

　R．　Caspi，　Eio，．　J．　lmmtozol．　25，　708－716　（1995）

4）　C．　Rask　M．　Fredriksson，　M．　Lindblad，　and　C．

　　Czerkinsky，　J．　Holmgren，　A．　R　M．　L　S．，　108，　178・一

　　186　（2000）

5）　S．　J．　McKonzie　and　J．　E　Halsey，　J．　lmmunoL，　133，

　　1818一　（1984）

6）　C．　Czerkinsky，　M　W．　Russe11，　N．　Lycke，　M．

　　Lindblad，　and工Holmgren，　Infect　Immim．，57，

　　1072一　（1989）

一一 X7一



a－15

　　　　カルポキシペブチダーゼ：RのSandwic血ELISA法の再検討

赤津裕康1、2、石川泰成1、William　Campb　ell　1、谷さゆり1、岡田則子2、岡田秀親2

　　　　　　　　L福祉村病院・長寿研、2．名市大・医・生体高分子

1目的1

　カルボキシベプチダーゼR（CPR）はアナフィ

ラトキシン、キニン等のC末端アミノ酸を切除す

る酵素である。この働きにより、炎症時に活性化

されたケミカルメティ四四・一夕一は不活性型になり

過度の生体反応を制御する働きがあるものと考え

られる。またCPRは昨今Thrombin　Activatable

FibrinolySis　lnhibitor（TAFI）として線溶を抑え血栓

を存続させる作用のある物質として注目されてい

る。これまでにも我々はCPRの活性測定の開発、

SandowiCh　ELISA法の開発とその疾患別の臨床的

な意義について報告してきた。

　今回我々は1999年に報告したELISA法を再検

討しそれがimctivate　CPRを認識せず、生理的に

意味のあるpro体を主に認識する事を発見したの

で報告する。

1方法］

　ヒト新鮮クエン酸血漿（pro　CPR血漿）で、従

来のSanctwich　EUSA法のプロトコールを用いた。

カルシウム、Thrombin／Thrombomodulin（T／TM）

を添加し25℃10分処理したものをactive　CPR

血漿、37℃2時間処理したものをinactive　CPR

血難とした。Sandwich　EuSAで用いているモノ

クローナル抗体2A16、10G1（deteCter）は2A16を

plate　co頭cat山ef）とし、10G1をHRPラベルし

detecterとした。これを従来のOPD基質で発色さ

せOD・490・rmで定量した。

さ5に2A16と10G1の各種血漿との反応性を検

討するため

1）2A16　plateにpro　CPR血漿を反応させ、各種

　　処理血漿と10G1をpreincub　a直onしたものを

　　加えた系

2）2A16　Plateに各種処理血漿を反応させ、10G　1

　　をpr。　CPR血漿で吸収しておいたものを加え

　　た系

で検討した。

1結果】

　2A16をpalteにcoatして各種plasmaを従来の

ELISA法で検出するとT／TM処理を行なったいず

れの血漿もHRP標識10G　1の結合が抑えられOD

値は極度に低下した。このためこの系はpro　CPR

を主に認識する事が示唆された。

　2A16　Plateにpr。　CPR血漿を反応させ、各種処

理血漿と10G1をPreincObationしたものを加える

といずれもHRP標識10G　1によるOD値は低下し

たので10G1はt。tal　CPRを認識する事が示唆され

た。逆に2A　16　plateに各種処理血漿を反応させた

後10G　1をpso　CPR血漿とpreincub　ationを行なっ

たものを加えるとinactive　CPR血漿でのOD値は

全く低下しなかったので2A16はinactive　CPRを

全く認識しない事が示唆された。

【考察1

　我々が開発したCPR　ELISAシステムの再検討

を行なった結果、生理的に意味のあるpro　CPRを

特異的にdeteCtできる系である事が確認できた。

Acti・ve　CPRを検出できるか否かについては完全な
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結論にいたっていないが、active　CPR自体が非常

に不安定なものでありかつ活性化反応状態では

pro　CPRとactive　CPRが混在する可能性が高くか

つELISA反応中にもactive　CPRが分解されてし

まう可能性も考えられる。このためpro　CPRと

active　CPRを厳密に区別して検出する事は極めて

難しい問題である。

これまでのCPRの検出は活性を聞接的に測定す

るか：ELISAでもpolycloma1抗体での検出で不活性

化されたものまで検出してしまう系しか存在しな

かった。今後この系を用いて生理的に意義のある

pro　CPRの定量をすすめて各種病態とpro　cmと

の関連性を検討していきたい。

1文献】

1．　Guo　X，　Okada　N，　Okada　H．　CPR－Total

（TAFI　and　activated　TAFD　levels　in

plasma　lserum　　of　llemqp1血iacs．　Microbiol

Immunol　2000　44　T－8．

2．　Tsuboi　Y，　Takahashi　M，　lshikawa　Y，

Okada　H，・Yamada　T．　Elevated　bradykinin　and

de（xeased　（urboxypeptidase　R　as　a　cause　of

hypotension　during　tryptophan　column

㎞㎜油糧㎝therapy．　Ther　Apher

19982：2！」7－9．

3．　　　Wata加be　R，　Wada　H，　Watanabe　Y，

Sakakura　M，　Nakasaki　T，　Mori　Y，　Nishikawa　M，

Gahazza　EC，　Nobod　T，　Shiku　H．　Activity　and

antigen　levds　of　血rumim－activatable

fibrinolysis血hibitor血plasma　of　patients　wi血

disseminated　inmavascular　coagulation　lhromb

Res　2001；104：　1－6．

4．　Wu　KK，　Matijevic一一Aleksic　N．

Thrombcmabulin’　a　1inker　of　coagulation　and

fibrinolysis　and　predictor　of　risk　of　arterial

血r㎝mbOSis．　Ann　Med　2000β2　Suppl　1：73－7．
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好中球から放出されたエラスターゼによるプロカルボキシベプチダーゼRの活性化

　　　　　　　　　　　河村剛至、岡田則子、岡田秀親

　　　　　　（名古屋市立大学医学部分子医学研究所生体高分子部門）

【目的】　カルボキシペプチダーゼR（CPR）は、

トロンビンやプラスミン等のトリプシン様酵素に

よって前駆体のプロカルボキシペプチダーゼR

（proCPR）から生成される新鮮血清で見つかった

不安定な酵素であり1）、アナフィラトキシン等の炎

症ペプチドのC末端の塩基性アミノ酸を除去して

不活性化する2）。pmCPRは実験動物にLPSを投与

すると消費と発現の増強が観察されるので、炎症

反応期に産生される酵素もpmCPR活性化に関わる

可能性があると考えられる。そこで、炎症部位に

集積活性化される好中球から放出される酵素も

proCPRをCPRに活性化する作用を持ち、過剰な炎

症反応を制御するネガティブフィードバックシス

テムとして働くことを想定した。

［材料および方法】pmCPR山分の調製はヒト血漿

から硫安33％飽和上清に続き、67％沈殿操作
を行い、透析後DEA：Eカラムクロマトグラフィー一

を用いて分画した。ProCPR．の検出はトリプシン処

理によってhippuryl－L－argmine加水分解活性が現れ

ることを指標とした。ProCPR濃度はEHSAで測定

した。好中球単離と刺激はFico面一Metrizoate混合溶

液を用いて好中球と単核白血球を分画採取し、混

入した赤血球を溶解し、Hanks’buffered・sUlt・solution

で各々2xlOフ！m1に浮遊懸濁した。サイトカラシン

Bを添加した後、EMLPを作用させて活性化した。

PmCPRからCPRへの変換はPmCPR画分と検体と

を混合し、室温で20分反応させる。CPR生成活
性の測定は検体と基質hippury1一：L－argi1血eと酵素反

応を行い、生成した馬尿酸を塩化シアヌルと混合

し、405皿の吸光度を測定した。エラスタ・一…ゼ活

性の測定は好中球培養上清と合成基質suc－Ala－Ala－

Ala－NAを混合して37℃，1hr反応させた後、CO5　nm

の吸光度を測定した。

［結果】　ヒト血液より単離した好中球と単核白血

球にサイトカラシンBを添加した後、FMLPで刺

激した。刺激、1，2，4時間後の好中球培養上

清にCPR生成活性（CPR生成活性化能）が検出さ

れた。刺激なしの上清にはその活性はなかった。

単核白血球刺激後の上清におけるCPR生成活性は

低かった。種々の酵素阻害剤を好中球刺激後上清

に加えたところ、エラスターゼ特異的阻害剤

MSAAPVCKがCPR生成活性を完全に阻害した。

さらに、精製したエラスターゼを用いてCPR生成

活性を測定したところ、CPR生成活性はエラスタ

ーゼ濃度依存的であり、MSAAPVCKにより完全に

阻害された。カテプシンGにはCPR生成活性はみ

られず、エラスターゼによる活性と協調的に働く

こともなかった。トロンビン特異的阻害剤pNP－

pAPMSを好中球刺激後の上清に加えたところ、1

6％の阻害がかかったため、好中球刺激後の上清

におけるCPR生成活性にトロンビン、トロンボモ

ジュリンも若干関与していると考えられた。しか

し、トロンボモジュリン添加はトロンビンによる

CPR生成活性を高めるが、　proCPR分画へのトロン

ボモジュリン添加によるCPR活性はなかったので

proCPRにトロンビンが混入している可能性は除外

できた。また、好中球刺激後の上清によるCPR生

成活性もトロンボモジュリン添加で上昇しなかっ

た。

【結論および考察】微生物の侵入時に活性化した

補体は、好中球の局所集積や活性化を司るアナフ

ィラトキシンC5aを生成する。カルボキシペプチ

ダーゼR（CPR）は、トロンビンやプラスミン等の

トリプシン様酵素によって前駆体のプロカルボキ

シペプチダーゼR（proCPR）から生成され、アナ

フィラトキシン等の炎症ペプチドのC末端の塩基

性アミノ酸を除去して不活性化する。今回、サイ

トカラシンBの添加後にFMLPで好中球を刺激す

ると、その培養上清中にproCPRを活性化する酵素

を見い出した。その活性化酵素として、微生物排

除機構やエンドトキシンショックと深く関わりを

もつエラスタ・・一’・・ゼ3）が同定された。炎症部位の活性

化好中球は、放出するエラスターゼの働きにより

proCPRを活性化し過剰な炎症反応の抑制に働くと

思われる。この機序の異常は多臓器不全等での深

刻な過剰炎症を誘導する可能性もある。

【引用文献］

1）　Campbell，　W．，　and　Okada，　H．　1989．　Biochem　Biophys

Res　Commun．　162：　933－939．

2）　Ctmpbell，　W．，　Lazoura，　E．，　Okada，　N．，　and　Okada，　H．

2002．　Microbiol．㎞皿01．“（2）：131－134

3）　Tkalcevic，　J．，　Noveva，　M，　Phylactides，　M．，　lredale，

J．P．，　Segal，　A．W．，　and　Roes，　J．　2000．　Immunity．　12：　201－
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実験動物におけるカルボキシベプチダーゼRの熱安定性

二村英文1・2，下村泰代2，勝屋弘忠1，岡田則子2，岡田秀親2

　　　1名古屋市立大学医学部　麻酔・蘇生学教室

2名古屋市立大学医学部　分子医学研究所　生体高分子部門

目的：K：血肝や，C3a，　C5aといったanaphylatoxin

等のC末端にAtginineやlysineを持った生理活性

peptideはcarb　orypeptidase　N（CPN）やcarb　oxypeptidase

R（CPR）により不活化される。　CP：Nは血漿中に活性

化状態で存在するが，CPRは血漿中には前駆体

（proCPR）として存在し，凝固の際や，炎症反応によ

り活性化する。ProCPRはcarbOirypept　idase　Uの前駆

体（proCPU），血漿carbox　vpeptidase　B（plas皿aCPB），

トロンビン活性化性線溶阻害因子（TAFI）と同一物質

である。またCPRはfib血のC末端のtysineを切

断し線溶を抑制する。生体内におけるこの複雑な

CPRの機能を解明するためには，実験動物モテル

を確立することが必要である。しかし動物モデルに

おけるCPRの報告は限られている。このため，我々

はモルモット，ラット，ウサギCPRの熱安定性を

検討した。

方法：血液はヒト健常ボランティア，モルモット，

ラット，ウサギから採血し，それぞれ血清と，3．8％

クエン酸化血漿を調製し使用した。クエン酸化血漿

中のcarboxypeptidase活性（CP活性），血清中のCP

活性，クエン酸化血漿のproCPRをトロンビンート

ロンボモテユリン複合体（T－TM）で活性化させたも

ののCP活性を測定した。　CP活性の測定には塩化

シアヌルを用いた比色法を使用した。クエン酸化血

漿中のCP活性をCP：N活性，血清中のCP活性から

CPN活性を減じたものを血清CPR．活性（seru皿CPR），

T－TMにより活性化させた試料のCP活性からCPN

活性を減じたものをT－TM・CPR活性とした。

結果：T－TM（PRを作成するためのT－TMの至適比

率はすべての実験動物でヒトと同じであった。しか

し，トロンボモデュリンのみでも実験動物ではやや

活性化された。またモルモットではトロンビンのみ

でも活性化が見られた。また使用したT－TMの濃度

はproCPRを活性化させるのに十分量であった。CPN

活性は調べたすべての実験動物でヒトと同程度の値

であった。s削m　CPR活性はヒトと比較して，実験

動物で高値であった。特にモルモットのserum　CPR

活性はヒトの6倍程度高値であった。T－TM　CPR活

性はモルモット以外ではヒトと同程度であった。

37℃と25℃における熱安定性を検討した。CPN活

性はすべての実験動物でヒトと同様に37℃におい

ても25℃においても失活しなかった。seru皿CPR

活性とT－TM　CPR活性の半減期はヒトでは37℃で

それぞれ6．3分と9．1分，25℃ではT。TM　CPRは139

分であったが，serum　CPR．は60分では失活を認め

なかった。モルモットのserum　CPRとT－TM　CPR

活性の半減期は37℃でそれぞれ11分と8．3分，25℃

では53分と29分であった。ラットでは37℃で16

分と13分，25℃では36分と27分であった。ウサ

ギでは37℃で18分と10分，25℃ではT－TM（PR

の半減期は47分であった。

考察：炎症反応時の補体の活性化の際，C3　aはCPN

が優位に不活化するが，C5aはCPR．により優位に

不活化される。ま1たpr。CPR．はTAFIとも呼ばれ．t

線溶を抑制する。このようにCPRの機能は複雑で

あり，多臓器不全や播種気血管内凝固などを引き起

こす炎症と血栓といった生体反応時におけるCPR

の役割を理解するためには実験動物による解析が必

要である。今回の実験でヒトと同様の測定方法が使

用できることが判明した。ラットとウサギのproCPR．

はヒトと同様の傾向であったが，モルモットは他と

比較してserc”n　CPR活性が高かった。これは血中

のトロンビン濃度が高値の可能性が示唆された。モ

ルモットでは，pr。CPRの濃度も他と比較して高値

と思われた。Serum　CPR．とT－TM（PRの比率は動

物種で違いが見られたが，これは凝固の際のpr。CPR

の活性化の違いが考えられた。半減期はsemm　CPR

の方がT・・TM　CPRより短かったが，　sunlM　CPRでは

阻害薬を用いてないことにより新たな活性化が進行

している可能性が示唆された。25℃ではヒトと比較

して実験動物では半減期が短いため，その取り扱い

に注意が必要である。
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　　　　胞状軟部肉腫肺転移症例に対する自己活性化リンパ球療法

　　　　石黒雅江1赤津裕康1瀬戸正史2　内田三二2　山本孝之1岡田秀親3

（福祉村病院長寿医学研究所1　三重大学医学部整形外科2　名古屋市立大学医学部生体高分子3）

［目的］現在、悪性腫瘍に対して行われている、手

術・放射線治療・化学療法は、外的に取り除く治療

であり、これに対して免疫療法は、生体の持つ治癒

力を利用して治療を行うものである。今までの免疫

療法が悪性腫瘍の中心的な治療法の一つになってこ

なかった理由は、費用、労力のかかる割に有効な症

例が少なかったということである。一方、副作用の

強い化学療法の限界も明らかになりつつあり、高い

QOLを保ちつつ行うことができる免疫療法が注目

されている。我々は、腫瘍広範囲切除術施行後も、

多発性肺転移のmass，　numberとも増大していた、

胞状軟部肉腫肺転移症例に対し、術後2ヶ月より、

自己活性化リンパ球療法を施行した患者の経過、及び

投与時リンパ球表面蛋白抗原の解析結果を報告する。

［材料・方法］活性化Tリンパ球は、患者末梢血40ml

より、リンホセパールー1を用いて、リンパ球を分離

し、患者と同型FFP　lOo／oおよびlL．2900JRUlm置を

含むRPMI－1640＋9培養液に浮遊させ、　CD3抗体

を底面に吸着（固層化）させたフラスコ内で培養開始、

7日目にgas－permeable　I　L　bagに移し、　FFP　1％お

よび、lL－2　t75　JRU／mlを含む養子免疫リンパ球培養

培地で培養した。培養14日目に8bagまで活性化

大量培養したうち、4bagを回収、点滴投与し、残

りを継代培養した。週2回、合計4回投与を1ク

ールとし、1ク「ル総リンパ球、約3．5×1　oiO個を投

与した。投与前日に、エンドトキシンアッセイ、及

び羊血液寒天培地による無菌試験を行い、安全確認

をした。

3クール目より、隔回、活性化リンパ球投与前日に

MMC2㎎を患者に投与した。点滴投与リンパ球表面

蛋白抗原は、FACScanにて解析した。

　［結果］臨床経過は、8クール投与、1年後の現在、

時々、胸部の痛み、精神不安を生じるものの、肺に

転移している腫瘍の増殖や、他臓器への転移もなく、
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高いQOLを維持している。

　図1．FACS測定結果の1例（7ク・・一一・ル目）

［考察］加藤らは、胞状軟部肉腫肺転移症例に対し

て、切除後3年目より、3年半投与を行い、転移性

肺腫瘍の最大腫瘍径の増大を認めたが、高いQOL

で本疾患による症状、この治療による副作用はなく、

転移性肺腫瘍発症患者の平均生存より長い延命を報

告1）している。岡田らは、低容量化学療法の併用

での免疫療法の効果を示唆している2）。Liebmanは、

胞状軟部肉腫切除後転移肺腫瘍は、20歳以上の症

例では、予後は極めて不良であると、報告3）して

いるが、増殖の遅い難治腫瘍である本症例に対し、

活性化自己リンパ球療法は、QOLが高く、副作用も

ほとんどなく、なんらかの併用療法により長期延命、

治癒を期待できるのではないかと思われる。また、

FACScan解析の結果も、我々が経験した予後の良

い症例と同様な傾向を示しており、今後のより良い

経過を期待している。

［引用文献］’1）YKato，　TSekine，　M．Fujii　Biotherapy

t2（5）：685687　May　1998

2）H．Okada，　H．Miura　The　5　th　Annual　Meeting　of　the

Society　of　Biotherapeutic　Approaches

3）Lieberman，P．H，　Cancer　63：1－13，1989
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オートプロテクション機構を介した四塩化炭素肝障害抵抗性の誘導
　平良全栄、矢部一憲、三宅清介、入江理恵、乾　由佳、橋田真衣、山田紳嗣、上田ゆかり

　　　　　　　　　　　（徳島文理大学薬学部臨床薬学科薬剤学教室）

【目的】四塩化炭素の肝障害モデル動物は肝機能の

研究や肝臓病の医薬品の効果を評価するために、古

くから使用されている。しかし、最近、四塩化炭素

やチオアセトアミドによって誘導されるオートプロ

テクション（自家毒抵抗性）が関心を持たれている。

オートプロテクションとは、ある医薬品や毒物の致

死量を投与した場合でも、その24時間前に少量の

医薬品や毒物を前投与しておくと、それらに致死し

ないという現象、あるいは、その作用をいう。この

現象は、生体の防御機能の1つと見なすことができ

る。あるいは、医薬品の脱感作や適応現象の1つで

ある可能性もあるが、脱感作には、医薬品の受容体

の感受性の変化が関与するが、三一・トプロテクショ

ンは細胞分裂機構の関与が指摘されており、両者は

異なる機構により起こっていると考えられている

n。また、生物は外界からの光や酸素、毒物など、

さまざまのストレスからの防御機構として、グルタ

チオンやSOD、メタロチオネインなどを介した系

があるが、オートプロテクションと酸化ストレスの

関係も明白でない。本研究では四塩化炭素肝障害に

対するラットのオートプロテクション機構を検討し

た。
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【実験方法】8週令のDonryti系雄性ラット（ca．250

g）に四塩化炭素0．2mL’kgを1回のみ、又は毎

日腹腔内投与した後、血液及び肝臓サン

プルを用いて、次の解析を行った。

1）血清ALT値、2）遊離肝細胞を調製し、
Fura2－AMによる肝細胞内Ca2＋濃度、

3）肝全RNAのRT－PCRによるカルモジュリ
ンなどカルシウム結合性タンパク質の発現量、

【結果】四塩化炭素の低毒性の量である0．2mL／k

gを腹腔内から1回投与したとき、血清ALT値（白

丸）は図1のように、1日後にピーク値となり、3

日後には正常値まで回復し、その後も正常値で推移

した。一方、四塩化炭素0．2mL／kgを腹腔内から

毎日規則的に投与した場合（黒丸）でも、1日後に

ピーク値になり、3日後には正常値まで回復するが、

毎日投与を続けると、血清ALT値は再び上昇して、

6日目にはピークになり、8日後には正常値レベル

まで回復した。このことは、四塩化炭素肝毒性に対

するラットの感受性には、肝障害を起こす感応期と

肝障害を起こさない不感期が存在することを示して

いる。すなわち、0、4、5日は感応期で、1、2、

3、6、7日は不感期である。不感期は、オートプ

ロテクション機構を介して肝毒性が回避されている

時期である。そこで、オートプロテクションに関わ

る細胞内情報系を検討する目的で、四塩化炭素0．2

mL’kgを腹腔内から1回投与した後の肝細胞内

Ca2＋濃度を測定したところ、1時問と3日にピ

ークを持つ図2が得られた。二相的に変化する肝細

胞内Ca2＋濃度の規則性を明らかにするため、関

連の実験を行った。また、この肝細胞内Ca2＋に

結合するタンパク質をRT－PCRにより探索する

目的で、s100A4などのカルシウム結合性タンパ

ク質を検討した。

【考察および結論】1）四塩化炭素毎日投与では、

肝障害のマーカーである血清ALT値に応答する時

期と、応答しない時期、すなわち、感応期と不感期

が周期的に繰り返される。2）四塩化炭素の1回投

与で、その3日後に細胞内Ca2＋濃度がピークに

なることがセットされ、2～4回投与まで固定され

ている。4回投与後にピーク位置がリセットされる。

3）この細胞内Ca2＋を調節するカルシウム結合

タンパクはs100A4である可能性が示唆された。

【引用文献】1）E・J・Calabrese，　H　M　Mehendale（1996），

Food（　hem．　Toxicol；　34（3）：　301－11
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　SPFブタ血清中に存在するナチュラル抗ウサギ細胞lgM抗体について

　　　　　　　　　　　　林砂緒、大塚治城

（東京大学大学院農学生命科学研究科農学国際専攻国際動物資源科学教室）

【背景と目的】我々は以前に、ウサギ由来

の細胞をSPFブタ血清にさらすと、ウサ

ギ細胞は損傷を受けるが、56℃30分間聯

動化したブタ血清ではこの細胞損傷効果が

失われることを報告した1）。これはブタ血

清中の補体が非自己であるウサギ細胞を認

識して排除する機構によるものと考えられ

る。補体系には抗体により活性化される古

典経路、抗体を介さない第二経路、及び酵

母菌などの特殊な抗原により活性化される

MBLectin経路が報告されている2）。　EGTA

存在下において同様の実験を行い、古典経

路のみを阻害すると、ウサギ細胞はブタ血

清によって損傷を受けない。このことから、

ブタ血清中の何らかの因子が古典経路を活

性化することが推測される。本研究ではブ

タ血清中に存在する古典経路を活性化する

因子について調べた。

【材料と方法・結果】ウサギ腎由来RKI3

細胞はブタ血清により損傷を受けるが、

EGTA存在下では損傷を受けないことをト

リパンブルー染色法により確認した。また

ブタ血清に予め抗Clq抗体を加えて古典

経路を阻害すると、RKI3細胞は損傷を受

けなかった。ブタ血清をゲル濾過して得ら

れた各フラクションにおいて、RK13細胞

に損傷を与える分画の主成分はlgMであ

った。確認のためにブタ血清に予め抗ブタ

lgM抗体を加えておくと、　RK13細胞は損

傷を受けなかった。生後数週間の子ブタ血

清はRK　13細胞に損傷を与えないが、古典

経路を活性化できる量の補体は存在した。

予めRKI3細胞と4℃でインキュベートし

たブタ血清では、RKI3細胞に対する損傷

効果が消失した。しかし、異種の細胞（本

来ブタ血清により損傷を受けるイヌ腎由来

MDCK細胞）に対する損傷効果は失われな

かった。またブタ血清を56℃30分間熱す

ると、RKI3細胞に対する一連の損傷効果

はなくなった。

【考察と結論】ブタ血清中では、生育過程

においてナチュラル抗ウサギ細胞lgM抗体

が形成され、このlgMが補体分子Clを介

して、補体系古典経路を活性化させること

が示唆された。またこのlgM抗体は熱不安

定性であり、種特異性を持つということが

分かった。

【引用文献】1）K．Maeda，　S．　Hayashi，　Y

Tanioka，　Y．　Matsumoto　and　H．　Otsuka，

varus　Res．　84，79－87　（2002）

2）　K．　Ikeda，　T．　Sannoh，　N．　Kawasaki，　T．

Nawasaki　and　1．　Yamashina，　J．　BioL　Chem．

262，　7451－7454　（1987）
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ウシヘルペスウイルス1型ベクターを用いたCryptosporidium　parvton　p23抗原の発現

高島康弘1、玄野南2、木俣勲3、井関基弘4、

　　　　　　　　　　　　　　　児玉義勝6、長澤秀行2、松本安喜1、見上彪5、大塚治城1

（1．東京大学大学院農学生命科学研究科国際動物資源科学研究室、2帯広畜産大学原虫病研究センター、

3．大阪市立大学医学部医動物、4．金沢大学医学部寄生虫、5．日本大学　6．ゲン・コーポレーション免疫

免役研究所）

　【目的】C7　yptosporidium　parvu〃7　はさまざま

な種の哺乳類に感染し下痢の原因となる原虫

で獣医学領域では子牛の下痢が主な問題とな

っている。有効なワクチンは開発されていな

いが本原虫のスポロゾイト表面抗原であるp23

に対する抗体が原虫の感染性を低下させるこ

とが知られている。またこの抗原で母ウシを免

疫し、移行抗体によって子牛のクリプトスポ

リジウム感染症を防ぐ試みもなされており、

部分的な成功をおさめている1）2）3）。本研究

では子牛の感染防御のために母ウシに接種す

るワクチンの候補として、P23抗原を発現する

ウシヘルペスウイルス1型（BHV－1）組換え

体を作製し、その免疫原性などを検討した。

BHV－1はウシ伝染性気管支炎の原因となるが、

すでに弱毒生ワクチンが実用化されている4）。

【材料および方法】p23タンパクを発現する組

換えウイルスはBHV－1，TF7－6株を親株として相

同組換えによって作製した5）。組換え体のセレ

クションを容易にするためp23遺伝子とともに

Green　Fluorescent　Protein（GFP）遺伝子も同時に組

み込み、蛍光を発するプラークをクローニング

した。得られたクローンによるp23の発現はウ

エスタンブット法により確認した。またこの組

換え体（GFP、　p23ともに発現する組換え体）、

およびGFPのみを発現するコントロールの組換

え体をウサギに腹腔接種し抗p23抗体価の上昇

をEHSAによって確認した。10％の感染血清で

サスペンドしたオーシストをHCT－8細胞に感

染させ24時間後に細胞内に侵入した原虫の数

を数えることで、抗血清の原虫中和力価を測定

した。

【結果】得られた組換え体がp23を発現するこ

と、この組換え体を接種したウサギにおいて接

種後1週間後から抗p23抗体の抗体価上昇がみ

られることが確認された。また得られた血清が、

本原虫の感染を40％以上抑制することを確認し

た。

【考察および結論】今回作製した組換えBHV－1

が誘導する抗体が原虫中和活性を有することが

明らかになった。さらにウシを用いた実験が必

要である。

【引用文献】1）Fayer，　R．，　Andrews，　C．，　Unger，　B．L．，

and　Blagbum，　Joumal　of　parasitology　75：393－

397（1989）

2）　Riggs，　M．W．，　Stone，　A．L．，　Yount，　P．A．，　Langer，

R．C．，　Arrowood，　M．J．，　and　Bently，　D．L　Joumal　of

lmmunology　158：　1787・一1795　（　199”

3）　Riggs，　M．W．，　Schaefer，　D．A．，　Kapil，　S．J．，　Barley－

Maloney，　L．，　and　Perryman，　L．E．　Antmicrobial

Agents　and　Chemotherapy　46：275－282　（2002）

4）Kit，　S．，　Qavi，　H．，　Gaines，　J．D．，　Bi皿ingsley，　P．，　and

McConnell，　S．　Archives　of　Virology　86：63－83　（1985）

5）Otsuka，　H．，and　Xuan，　X．　Archives　of　Virology

141，　57－71　（1996）
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Toxoρlasma　gondiiに非感染の動物血清中に存在するナチュラルlgM抗体による補体依存性7bxoρ1asma

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　gohdii中和作用

　　　　　　金子陽輔t、高島康弘1、玄学南2、長沢秀行2、見上彪2、大塚治城t

（1、東京大学大学院農学生命科学研究科農学国際専攻国際動物資源科学研究室　　2、帯広畜産大学

　　　　　　　　　　　　　　　　原虫病研究センター）

［目的］Toxoρlasma　gondii（7：gondii）はネコ

およびネコ科の動物を終宿主とし、ほとんど全

ての温血動物が中間宿主となる原虫である。血

清中に存在する宿主の防御機構である補体系は、

その主要な機構として微生物膜上に膜侵襲複合

体を形成し細胞溶解を引き起こす。補体の活性

化経路には第二経路、古典経路、MBレクチン経

路が知られている。7：gondiiは非感染のヒト血

清による補体攻撃により中和されないことが知

られているが1’2）、その広い宿主域にもかかわら

ず他の宿主の補体との関係は知られていない。

本研究においては数種の宿主の血清を用いて、

補体による7：gondii中和作用について調べた。

また、中和作用を示したものに関しては、その

中和メカニズムを解析した。

［材料と方法］原虫はRH株にGFPを発現させ

たものを用いた。原虫はVero細胞を用いて継代

した。補体源としての血清は、7：gondi7に非感

染の動物から得られた血清を用いた。血清の中

和作用を判断するための実験では、精製した原

虫を血清とともにインキュベートした後に、増

殖能力のある原虫の数を、蛍光プラーク法によ

りカウントした。

［結果］7：gondiiに非感染のネコ、マウス血清

は原虫に対する中和作用を示さなかった。用い

たネコ血清に抗体源として感染血清を加えると、

中和作用を示した。マウス血清においては、同

様して感染血清を加えても中和作用を示さなか

った。一方、非感染のウサギ、ブタ血清は7：gondii

を中和した。これらの血清においては、56℃で30

分処理する非働化処理、また、EDrrA、　EGTAを

加えることにより、中和作用は見られなくなっ

た。また、これらの血清に抗19M抗体を加える

と、中和作用を示さなくなった。

［考察および結論］ネコ、マウス血清は7：gondii

を中和せず、ウサギ、ブタ血清は中和したこと

から、宿主により血清の7：gondii中和作用に差

があることが明らかになった。また、中和作用

を示したウサギ、ブタ血清においては、ナチュ

ラルIgMが古典経路を活性化し、原虫を攻撃し

ていることが示唆された。非感染動物血清によ

るナチュラルlgMを介した補体依存性7：gondii

中和作用は、宿主の感染初期における防御機構

において重要な知見をもたらすものであろう。

［引用文献］1）Fuhrman　SA，　Joiner　KA．　，　in　J

lmmunol　1989　Feb　1；142（3）：94e－7

2）　Schreiber　RD，　Feldman　HA．，　in　J　lntect　Dis

1　980　Mar；　141　（3）：366－9
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　　　　　マラリア原虫感染マウスの脾臓におけるCD4＋T細胞の移動とケモカイン

　　　　　　　　早野真史1、米山博之2、斎藤三郎3、松島綱治2、渡辺直煕1

（1東京慈恵会医科大学熱帯医学、2東京大学大学院分子予防医学、3東京慈恵会医科大学DNA研）

【目的】マラリア原虫感染マウスにおいてCD4＋T細

胞が防御に重要な役割をはたす事は、抗体による細胞

の特異的除去や、遺伝子改変マウスでの実験により良

く知られている。自然治癒するマウスの系統では、感

染赤血球が急激に減少する数日前に脾臓においてIFN一

γの発現が認められ、CD4＋T細胞によるとされる1）。

マラリア感染赤血球の排除にはCD4＋T細胞によるマ

クロファージ活性化が重要とされるが、脾臓のどの場

所でそれがおこなわれ、それらの細胞がどのような分

子機序によって適切な位置に移動するのかといったこ

との詳しい検索はなされていない。最近、ケモカイン・

ケモカインレセプターが細胞の移動の制御に重要な役

割を示すことが明らかになってきた。IFN一γを分泌す

るCD4＋T細胞（T　h　1細胞）はCXCR3やCCR5と

いったケモカインレセプターを選択的に発現し、IP－

10／CXCL10　・Mig／CXCL9や、　MIP－1αノCCL3・MiP－1

βノCCL4・RANTES／CCL5といったケモカインに向か

って遊走することがわかってきた2》。今回、マラリア

原虫感染マウスの脾臓でのCD4＋T細胞の動態を経時

的に調べ、その移動におけるケモカイン・ケモカイン

レセプターの関与について明らかにすることを目的と

した。

【方法11×104個のマウスマラリア原虫（Plasmodium

chabaudi　AS）感染赤血球を6－8週令のC57BU6マウ

ス♀に経静脈的に感染させた。毎日尾静脈より採血し、

血液薄層幽幽標本を作製しギムザ染色の後、原虫密度

を測定した。また経時的に脾臓を摘出し、IFN一γ、

CXCR3、　CCR5、　IP－10／CXCL1　O、Mig／CXCL9、　MIP－1

α　ICCL3、　M　IP－1βノCCL4、　RANTES／CCL5の発現を

RT－PCRにより調べた。さらに、　CD4＋T細胞、　Mac－

t＋細胞の局在やIP－10／cxcLlo、MiglcxcL9タンパ

クの局在を免疫組織染色法により調べた。

【結果1マラリア原虫は感染後4日目より末梢血中に

みとめられるようになり、5日目より急激に原虫密度

は増大し、9日目には最大となり約50％となった。そ

の後急速に原虫密度は低下し、13日目には5％となり、

その後再度上昇し、15日目には約30％となり、また

減少して21日目には末梢血中にはみとめられなくな

った。CD4＋T細胞は感染後3日目まで白脾髄のT細

胞領城に限局していたが、5日目より赤脾髄にもみら

れるようになり、マラリア原虫感染赤血球が急激に減

少する直前の感染後7日目にはかなりの数のCD4＋T

細胞が赤脾髄にみられるようになった。また、その時

期に脾臓でIFN一γの発現がみられ、　Th1細胞に選択的

に発現するCXCR3やCCR5といったケモカインレセ

プターの発現の増強がみられた。CXCR3のリガンド

である1　P－1　O／CXCL1　O・Mig／CXCL9は同時期に発現

の増強がみられた。しかし、CCR5のリガンドである

MIP－1α1CCL3・MIP－1β1CCL4・RANTESICCL5の発

現は恒常的でその時期に発現は増強しなかった。感染

後7日目の脾臓で、IP－10／cxcLl　o、MiglcxcL9は

赤脾髄の髄索の血管内皮と思われる位置にタンパクの

局在が認められた。．．二重染色により感染後7日目の赤

脾髄でCD4＋T細胞とMac－1＋細胞が近接している像

がみられた。

【考察および結論】赤脾髄に発現したIP－

101cxcLI　o・MiglcxcL9がcxcR3を発現するTh1

細胞を赤脾髄に遊走させ、Th1細胞から分泌された

IFN一γにより赤鼠髄のマクロファージが活性化し、マ

ラリア原虫感染赤血球が排除されると考えられる。

【引用文献］

1）Meding　SJ．　et　aL，　lnfeet　lmmun　58：　3671（1990）

2）Lanzavecchia　A．　and　Sallusto　F．，　Science，

290：92（2001　）
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熱帯熱マラリア原虫Plasmodium　foiciparum感染リスザルに見られた重症マラリア病態

片貝祐子1、新垣奈々1、Su㎞mawah　Baski　1、服部正策2、甲斐知恵子2、小野寺節1、松本三門1

　　　　　　　　　1東大・院・農・応用免疫、2東大・医科研・実験動物

【目的】熱帯熱マラリアは脳性マラリア等重篤な合

併症を併発することが知られており、脳症状を呈し

た場合は適切な処置がなされなければ致死的である。

脳性マラリアで死亡した患者の脳では、四隅型マラ

リア原虫感染赤血球（PRBC）による毛細血管の栓

塞像（sequestration）及び輪状出血斑（ring

hemorrhage）がしばしば見られることが知られて

いるト4）が、熱帯熱マラリアの病態形成機構につ

いては未だ不明な点が多い。熱帯熱マラリア原虫は

宿主特異性が強く、チンパンジー・一・一・・など高等類人猿を

除くとりスザルSヨf㎞血fεcfureus及びヨザルAotus

飼囎a加sの2種の新世界ザルで実験感染が成立

するにすぎず、適切な重症病態モデルは知られてい

ない。本研究では、リスザルを用いた熱帯熱マラリ

ア原虫感染による重症マラリアの病態の再現に初め

て成功した。

【材料及び方法】原虫は熱帯熱マラリア原虫

Plasmodium　falciparum　Indochina－1／CDC株、

動物はボリビア由来リスザルSa1㎞壇’sciureus

boliviensisを用いた。感染リスザルより採取した

血液から血漿および白血球を除去し、PRBC数とし

て1x109個を非感染リスザルに静脈内接種した。

この方法で感染させたりスザル6頭について、臨床

症状を観察し、赤血球感染率の変動をモニターした。

感染8～12日目に全身20臓器組織を採取し、光

学顕微鏡により病理組織学的に検索し、一部は透過

陽電子顕微鏡による超微形態的検索を行った。

【結果】接種されたりスザルでは、赤血球感染率は

接種8～9日目に22～51％に達し、熱帯熱マラリ

アに典型的な48時間周期の体温変動、血色素尿の

排出、沈修・痙攣・意識障害・嗜眠等の神経症副読

重篤な症状が引き起こされ、同様の方法で感染させ

た6頭のうち3頭が死亡した（他の3頭は瀕死と判

定し麻酔死させ剖検に供した）。何れのサルにおい

ても著明な貧血、脾腫、及び肺の混濁化等が認めら

れ、脳の割面には点状出血が観察された。病理組織

学的検索では、開頭の脳組織において㎡ng

hem㎝血ageが多数確認された。透過型電子顕微鏡に

よる観察を行ったところ、血管内皮細胞の細胞質が

薄くなり、基底膜が一～四層になり波状を呈した像

がしばしば認められた。なお、このような出血像は

他の臓器組織では認められなかった。一方、観察し

た全ての組織においてsequcsmationが確認され、特

に心筋、骨格筋、腎の傍皮質、皮下織等の微少血管

において高率に観察された。脳の毛細血管でも

sequeshationが見られたが、その程度は心筋などに

比べ低頻度であった。

【考察及び結論】以上の結果より、リスザルに熱帯

熱マラリア原虫感染リスザルの血液を接種すること

により、昏睡を来す重篤なマラリアを発症させるこ

とができ、ヒトと同様の病理組織学的変化を再現で

きることが示された。また神経症状を現わしたりス

ザルの脳組織の解析から、sequesmationよりもむし

ろ血ghemorrliageが脳性マラリアの発症に深く関

わることが示唆された。以上、熱帯熱マラリア原虫

感染リスザルモデルが重症ヒト熱帯熱マラリアの実

験動物モデルとなることが初めて示された。

【引用文献】1）Riganti，　M．　，　Pongponratn，　E．，　Tegoshi，

　　T．．　Looareesuwan，　S．，　Punpoowong，　P．，　Aikawa，　M

　　㎞皿01．Lett．，25：199－206，　1990

2）　Sein，K．K．，　Maeno，Y．，　Thuc，H．V．，　Anh，T．K．，　Aikawa，

　　M　Am．　J．　Trop．　Med　Hyg．，　48（4）：　504－511，　1993

3）　Maneerat，　Y，　Pongponratn，　E，　Vtriy　avej　alru1，　P．

　　Punpoowong．　B，　Loeareesuwan，　S，　Udomsangpetch，

　　RSoutheaSt　Asian．工Trop．　Med．　Public　Health，

　　30（4）：643－9，　1999

4）　White，　V．A，　Lewallen，　S，　Beare，　N，　Kayira，　K，　Carr，

　　R．A，　Taylor，　T．E．　Trans．　R．　Soc．　Trop．　Med．　Hyg．

　　95（6）：618－21，　2001
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　　　ウィルス感染細胞におけるプリオン蛋白質の機能関与

　　　中村優子、金子智美、佐伯圭一、松本芳嗣、小野寺節

（東京大学大学院農学生命科学研究科応用動物科学専攻応用免疫学教室）

【目的】ピコルナウィルス科エンテロウィルス属に属す

るコクサッキーウイルスB群（CoxsackieVirus　B：CVB）

は、髄膜脳炎1）、急性膵臓炎2）、　乳児期、幼児期にお

ける糖尿病3・　4、あるいは心筋炎5）の主な原因ウイルス

であるとされる。我々は第12回生体防御学会にて、プ

リオンノックアウトマウス胎児の海馬より分離、不死化

された細胞株がCVB感染に対し高感受性を示すことを

報告し、本細胞株がCVB分離に非常に有用な細胞株で

あることを示した。また、我々はこの細胞株を用い、正

常型プリオン蛋白質（cellUlar　isoform　of　Prion　Protein：

Prpc）の神経細胞におけるアポトーシスへの関与を示唆

する結果を既に発表している6）。CVBは感染細胞にア

ポトーシスを誘導することが示唆されており、本実験に

てCVB感染時にPrpcの機能が関与するかどうか検討を

行ない、Prpc機能の探索を目的とした。

【材料および方法】まず、プリオン遺伝子（prion　protein

gene：Pmp）欠損細胞株HpL3－4を用いて」Rrnp再導入

株を樹立し、in　v：itroのPrpc機能解析系の確立を試みた。

Pmp　ORFを組み込んだベクターをリポフェクション法

にてHpL3－4にトランスフェクションし、薬剤選択によ

りPmp安定発現細胞株をクローニングした。さらにこ

れらPrnp欠損、再導入株でのCVB3感染実験を試みた。

各細胞株でのウィルス増殖は抗CVB3抗体を用いた間接

蛍光抗体法および細胞上清・細胞のウィルス力価により

評価した。また、CVB3感染初期の丁立pe　I　Interferon

（IFN）産生をmRNAの転写レベルおよびvesicular

stromatitis　virusに対する増殖阻害活性にて比較検討し

た。さらに、感染細胞のエチジウムブロマイド、アクリ

ジンオレンジ染色による形態学的観察、抽出DNAの電

気泳動を用いた生化学的解析によるDNA断片化の検出、

ローダミン染色によるミトコンドリア内膜電位の測定を

行なった。

【結果】樹立された．Prnp再導入株は、神経細胞で報告

されたと同様、PrP．の細胞表面における産生局在および

糖鎖付加パターンを示すことを確認した。また、．prnp欠

損、再導入株は共に神経細胞様の性質を保持していると

考えられた。両細胞株にCVB感染を試みたところ、感

染は両細胞株とも成立したが、再導入細胞株においては

CVB増殖の抑制および細胞変性効果の軽減が確認された。

また、CVB感染初期において、　Type　I　IFNはmRNAへ

の転写およびその活性ともに再導入株において高い傾向

が認められた。さらに、感染細胞の形態学的観察におい

て、欠損細胞株でのみ凝集、断片化した核が観察され、

これらの抽出DNAは電気泳動像において典型的なラダ

ーを示した。また、欠損細胞株ではCVB感染時にミト

コンドリア内膜電位の低下が顕著に検出された。

【考察および結論】Prpcは種間において高度に保存され

ていることが判明しており、重要な役割を担っているこ

とが予想される。また、神経細胞や免疫系細胞などに産

生が認められることから、神経系におけるシグナル伝達

や免疫システムにおける機能が予想される。その正常機

能については十分な解明がなされていないが、本研究に

おいて、：Prpc存在下ではCVB増殖抑制、およびミトコ

ンドリア膜電位の低下を伴うアポトーシスシグナル伝達

が抑制されることが示唆された。PrPがType　I　IFN産生

やミトコンドリアを経由するアポトーシスシグナル伝達

にどのようなカスケードを経て関与するか現段階では明

らかではないが、ウィルス感染時におけるPrpcの機能

関与を示唆する新たな知見を得たと考えられる。

【引用文献】1）工L．Melnick，　in　Virolog　y，　B．　N．　Fields，

D．　M．　Knipe，　P．　M．　Howley，　Eds．　（Lippincott－Raven，

Philadelphia，　1996），　vol．　2，　pp．　655一一712．

2）　C．　W．　lmr1e，　J．　C．　Ferguson，　R．　G．　Sommervine，　Gu　t

18，53　（1977）

3）　J．　W．　Yoon，　M．　Austin，　T．　Onodera，　A　L．　Notkms，　N．

Eng1．　J．　Med．　300，　1173　（1979）

4）　G．　B．　Clements，　D．　N．　Galbraith，　K　W．　Taylor，

Lai7cet　346，　221　（1995）

5）　N．　R．　Grist　and　D．　Reld，　in　Viral　lnfections　of　the

Heart，　J．　Banatvala，　Ed．　（Arnold，　London，　1993），　pp．

23－31

6）　C．　Kuwahara，　T．　Onodera　et　al，　Na　tuire　6741，　225

（1999）
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1型糖尿病自己抗原IA－2の各組織における発現およびその利用

　　　　　竹山夏実1坂本毅治1佐伯圭一　松本面面1小野寺節1

　　　　　　　　　　　　　（1：東大　院農　応用免疫）

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　マウス組織におけるIA。2　mRNAが、中枢神経系（大

【背景】インスリン依存性糖尿病（1型糖尿病）

は、膵島ランゲルハンス島β細胞の破壊によって引

き起こされる自己免疫疾患の一種と考えられている。

1型糖尿病の自己抗原となる分子は、これまでにも

インスリンやGAD65分子などが主に挙げられてき

たが、近年新たにインスリン分泌穎白膜に存在する

prpファミリーに属するIA－2が発見された1）。　IA－2

は種間相同性が高く、そのマウスゲノムは23個の

エクソンより構成されている2）。IA・2のmRNA発

現は脳の神経細胞、膵島の細胞で既に発現が確かめ

られているが、IA－2の生体内における機能につい

ては未知のままである3）。IA－2ノックアウトマウス

を用いた研究により、インスリン分泌に異常を持つ

ことが示唆されている4）。

【目的】IA－2の機能を解明することは、糖尿病発

症におけるIA－2の関与を明らかにしていく手がか

りとなると期待できる。そこで、①マウスにおける

IA－2　mRN：A局在を検証し、この蛋白の組織別発現

を解析すると共に②IA－2とEGFP（Eniianced　type　of

伊een　fluorescent　protein）の融合蛋白を作製し、細胞

内におけるIA－2分子の分布、動向を解析すること

を目的とした。

【方法】①C57BL／dlマウスより各組織を摘出し、

total　RNAからのR｝PCR法およびパラフィン切片

を用いたin　situ　hybridization法により、　IA－2　mRNA

の細胞内、組織内局在を確認した。②IA－2とEG旺・

の融合蛋白を、マウス膵島3細胞株MIN6で発現さ

せ細胞内局在について調べた。

【結果】①Rr－PCR，　in　sirn　hybridization法により、

脳・小脳・延髄・脊髄）、内分泌系（下垂体・甲状

腺・副腎・膵臓）、消化器系（胃・小腸・直腸）の

各組織において発現していることが確認された。②

MIN6においてIA－2－EG】WO融合蛋白は細胞内の分泌

穎粒に局在することが示唆された。

【考察】①IA－2　mRNAは、神経内分泌系の組織

に局在して発現していることが明らかとなり、th－

2がホルモンや神経伝達物質の分泌に関与する蛋白

であることが示唆された。②IA－2－EGFP融合蛋白

はホルモン分泌底面の可視化に利用できると考えら

れた。

【文献】1）Not㎞，　AL，㎞，　M　S．，　Leslie，　D．　G．
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シンポジウムー1

　　　植物ワクチン

　　　　　新川武

（琉球大学遺伝子実験センター）

　植物ワクチンとは組換え技術により植物に外来遺伝子としてのワクチン遺伝子を導入し、その植物

体にワクチン抗原を産生させたものである。1980年代中ごろから米国を中心に研究が進められてきて

おり、現在、日本では機能性タンパク質の植物による産生という意味で「分子農業（plant　molecular

faming）」の一部として研究開発が進められている。植物ワクチンはヒトや家畜動物、野生動物を対象

としており、従来のワクチンよりも低価格化が期待できるところに最大の魅力があると考えられてい

る。組換え植物によるワクチンの生産は大きく分けて2つに分類できる。ひとつは、植物をワクチン

抗原の「生産工場」として利用し、そこから抽出・精製するワクチンを接種する方法である。二つ目

の方法は、植物をワクチン工場として利用するだけでなく、その植物を食べることで経口免疫する「食

べるワクチン」の開発である。しかし、食べるワクチンの場合、幾つかの報告を除いては、単にワク

チン蛋白質を含む植物を食べるだけでは免疫原性が低いことが分かっていため、我々は腸管毒素のひ

とつであるコレラ毒素のB鎖（CTB）をワクチンの運搬体として利用することを試みた。まず、ジャ

ガイモやタバコはCTB本来の5量体を形成し、レセプター（GM1ガンダリオシド）に対する親和性

を保った状態で産生されることが分かった1）。また、最近では酵母も同様にB鎖遺伝子を高発現し、

その培養上清や酵母の経口投与でsystemic　lgG抗体の産生を誘導できることが分かった（未発表）。

　次に、CTBタンパク質のワクチン抗原の運搬機能を調べるため、　CTBとインスリン遺伝子やロタウ

イルス由来遺伝子との融合遺伝子を構築し、ジャガイモを形質転換した結果、融合タンパク質は5量

体を形成し、レセプターに対する親和性を保っていた。また、そのジャガイモの経口投与によってイ

ンスリン特異的lgG（特に19G1）が誘導されていることを確認した2’3）。以上のような結果に基づき、

我々は現在、引換えタンパク質特異的な液性免疫の誘導により感染防御が可能な病原体に対する家畜

動物やヒト向けの食べるワクチンの開発に関する基礎研究を行っている。しかし、植物ワクチンの大

きな課題は、経口免疫寛容をいかに回避し、感染防御効果を得るかであると思われる。考えられるひ

とつの方法は、粘膜を介して誘導されるsystemicな抗体のみで効くワクチン抗原を選択することであ

ると考える。もうひとつは、組換え植物の経口投与によって細胞性免疫を効率よく誘導できる方法を

見出すことであるが、現時点ではこれは極めて困難でると考えている。今回、これまでの植物ワクチ

ン研究の紹介と、第一番目の方法に関して、マラリア伝搬阻止ワクチンの免疫実験を例に、粘膜を介

して進入しない病原体に対する粘膜ワクチンの可能性を紹介したい。
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シンポジウムー2

　　　　　　　　　　プリオン蛋白遺伝子の機能について

　　　　　　　　　　　　　　　佐伯圭一

　　　　（東京大学・大学院農学生命科学研究科・応用免疫学研究室）

スクレイピー病原体についてはスローウ

イルス、非通常ウイルスと様々な仮説が

これまでに提唱されてきた。1970年

後半から1980年に入ると感染脳から

感染価のきわめて高いスクレイピー病原

体画分が精製された。この分画はDNA

やRNAなどの遺伝物質を破壊する操作

には感染力を失わず、蛋白分解および修

飾操作によって感染力を消出した。19

82年、プルシナー博士によってプリオ

ン（蛋白質性病原因子）仮説が提唱され

たが当初疑問視されていた。（1）

［プリオン蛋白質】

精製病原体画分の主要な蛋白質が同定さ

れプリオン仮説にちなんでプリオン蛋白

質と命名された。1985年半ばヒト、

ハムスター、マウスと次々にプリオン蛋

白質cDNAが報告されるが、一方でプ

リオン蛋白質は正常個体の遺伝子上に存

在することも明かとなった。この後、感

染個体からのみ精製される蛋白分解酵素

抵抗性のプリオン蛋白質をスクレイピ旧

型プリオン蛋白質（唐Pも、正常個体が持

っている蛋白分解酵素感受性のプリオン

蛋白質を正常細胞型プリオン蛋白質

（RP『》と呼ぶようになった。

［Ptp遺伝子ノックアウトマウス］

1992年Buelerらによってftp遺伝
子ノックアウトマウスが作製されNatUre

に発表されて以来、これまでに世界で6

系統のノックアウトマウスが作製され報

告されている。（2）我々も理研の糸原

博士らが作製したRi㎞型PピP遺伝子ノ

ックアウトマウスを維持し研究に用いて

いる。Phpcを持たないマウスは共通して

病原体プリオンの接種に対してプリオン

病を発症せず抵抗性である。このことか

らプリオンの複製にはPtpcが必要であ

ることが証明され、こんにちではプリオ

ン仮説が病原体および病原体の複製機構

を説明する上で支持されよく用いられて

いる。

［プリオン蛋白質の機能1

唐P遺伝子ノックアウトマウスが作製さ

れ解析が進んではいるが、哺乳動物が本

来持っているPtpcの生理機能について

は決着がついていない。我々は1999

年NatureにPtpcがアポトーシス抑制に

関与していることを報告した。　（3）ま

た、Ptpcは2価の金属特に銅イオンと結

合しすることが報告されている。Ptpcと

酸化ストレスとの関係を研究していくこ

とによって、本疾患に特徴的な神経細胞

死発現機構が明らかになっていくのかも

しない。今回、我々が行なってきたPhP

遺伝子およびPtpcの機能解析について

紹介したい。
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特別講座

Autoantibodies　as　Predictors　of　Disease

Abner　Louis　Notkins，　M．D．

National　lnstitutes　of　Health，　Bethesda，　MD，　USA

　　　　Serum　autoantibodies　have　been　used　for　the　last　100　years　to

diagnose　recent　and　past　bacterial　and　viral　infections．　Serum

autoantibodies　also　have　been　used　to　diagnose　autoimmune　diseases，

but　now　it　is　becoming　clear　that　the　presence　of　certain　autoantibodies

can　be　used　to　predict　the　development　of　clinical　disease　in　otherwise

asymptomatic　individuals．　1　will　discuss　this　concept　in　the　context　of　type

1　diabetes　and　the　autoantigen　IA－2．

　　　　Based　on　sequence　analysis　the　autoantigen　IA－2　is　a　member　of　the

protein　tyrosine　phosphatase　family．　lt　is　a　transmembrance　protein

located　in　secretory　granules　and　expressed　in　neuroendocrine　cells，

particularly　in　pancreatic　islets　and　the　brain．　Because　of　two　critical

amino　acid　substitutions　in　its　catalytic　domain，　IA－2　is　enzymatically

inactive．　IA－2　belongs　to　ancient　gene　family．　lt　is　expressed　in　most

mammalian　species　and　homologs　have　been　found　in　zebra　fish，

Drosophila　and　C．　elegans．　The　function　of　this　protein　is・not　known，　but

recent　knock　out　experiments　suggest　that　it　plays　a　role　in　insulin

secretion．

　　　　By　use　of　a　sensitive　radioimmune　assay，　autoantibodies　to　IA－2

have　been　found　in　the　sera　of　nearly　700／o　of　newly　diagnosed　patients

with　type　1　diabetes．　These　autoantibodies　react　exclusively　with　the

intracellular　domain　of　the　molecule　and　recognize　primarily
conformational　epitopes．　Approximately　the　same　percentage　of　patients

with　type　1　diabetes，　but　not　always　the　same　individual，　also　have

autoantibodies　to　a　second　major　autoantigen，　glutamic　acid
decarboxylase　（GAD　65）．　Taken　together，　nearly　900／o　of　newly　diagnosed

patients　have　autoantibodies　to　one　or　the　other　or　both　autoantigens．

Thus，　autoantibodies　to　these　two　proteins　have　become　diagnostic

markers　to　identifY　indMduals　with　autoimmune　type　1　diabetes．
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　　　　　Perhaps　even　more　important，　these　autoantibodies　appear　years

before　the　development　of　clinical　disease　and　have　become　predictive

markers　for　identifying　individuals　at　high　risk　of　developing　type　1

diabetes．　Base　on　studies　from　a　number　of　laboratories　it　is　now

estimated　that　the　presence　of　autoantibodies　to　both　IA－2　and　GAD

carries　nearly　a　500／o　risk　of　developing　type　1　diabetes　within　5　years　and

an　even　higher　risk　within　10　years．　As　a　result，　populations　are　now　being

screened　for　autoantibodies　to　IA－2　and　GAD　to　identify　high－risk　subjects

for　entry　into　therapeutic　intervention　trials．

　　　　　Autoantibodies　also　have　provided　new　insight　into　patients

classified　as　having　type　2　diabetes．　Approximately　50／o　to　100／o　of　these

patients　have　antibodies　to　IA－2　and／or　GAD．　Thus，　either　a　number　of

patients　originally　classified　as　having　type　2　diabetes　have　been

misclassified　and　really　have　type　1　diabetes　or　some　of　these　individuals

have　a　combination　of　type　1　and　type　2　diabetes．　Although　these

numbers　seem　small，　since　about　16　million　people　in　the　United　States

have　type　2　diabetes，　if　only　50／o　of　these　have　been　misclassified，　the

number　of　patients　with　type　1　diabetes　would　be　almost　doubled．

　　　　Finally，　what　we　have　learned　from　the　studies　on　IA－2　and　GAD　in

regard　to　autoantibodies　as　predictors　of　disease　might　be　applicable　to

many　of　the　other　chronic　autoimmune　diseases．　ln　fact，　in　some　of

these　diseases，　it　already　is　known　that　autoantibodies　appear　years

before　clinical　symptoms．　lf，　in　the　future，　prospective　studies　validate

the　predictive　value　Q．　f　these　autoantibodies，　high　throughput　procedures

for　measuring　these　autoantibodies　and　identifYing　individuals　at　high

disease　risk　will　almost　certainly　become　an　integral　part　of　the　routine

medical　examination．
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市民講座

　　　「プリオン、牛海綿状脳症、変異型クロイツフェルト・ヤコブ病」

　　　　　　　　　　金子清俊

（国立精神・神経センター神経研究所 疾病研究第七部）

1はじめに】

平成13年9月10日に千葉県で日本第一頭
目のいわゆる狂牛病、正式名称牛海綿状脳

症（以下BSE）に罹患した牛が発見された。

さらにその後も、BSE罹患牛の発見が相次

ぎ、日本中にプリオン病に対する懸念が広

がっている。その一因は、英国における変

異型CrutzfeldWakob　disease（variant　CJD）

と呼称されるヒトのプリオン病が、BSEに

由来すると考えられているからである（1）。

プリオン病は、ヒト及び動物における神経

変性疾患の一群の呼称であり、プリオン蛋

白がその病因に関与することが明らかにさ
れている（2，　3）。

［プリオンとは1

プリオンは”protei　naceous　infectious

particles”（感染性を持つ蛋白質粒子）から作

られた造語である（4）。その命名者であるス

タンレイ＝プルシナー博士（1997年度ノー

ベル医学生理学賞受賞）は，それまで猿等を

用い年余の単位でしか判定が不可能であっ

たプリオン感染性の評価に、ねずみなどの

小動物を用いると同時に潜伏期間と感染力

価とを相関させることで、本疾患の解析の

能率を一挙に月の単位にまで飛躍的に向上

させることに成功した。その結果、彼は感

染力価がプロテアーゼ抵抗性の蛋白質と相

関し核酸画分とは関連がないこと、感染性

は蛋白質不活化条件により消失するが、核

酸不活化条件下では変化しないことなどよ

り、本疾患の原因として蛋白質のみが関与

するという前例のない疾患概念を提唱した。

当初、この概念は生物学のセントラルドグ

マに反するものとして疑問視され、1985年、

正常個体にもプリオン蛋白が存在すること
（正常プリオン蛋白（Prpc））、及び病的

感染性プリオン（前述のごとくPrpSc）とは

アミノ酸の一次構造上相同であることが判

明するにいたって頂点に達した（5）。しかし

その後、　（1）PrpScは宿主ゲノムにコード

されているPrpcのアイソフォーム型蛋白で

あり、両者にアミノ酸一次構造上の差異は

認められないが、タンパク質分解酵素に対

する部分抵抗性、界面活性剤への不溶性及

び感染性の有無により両者は区別されるこ

と、　（2）Prpcの　シート型構造が3％以下

であるのに対しPrpScでは40％以上と著増

しており、蛋白高次構造の変化がその背景

にあると考えられること、などが明らかに

なり、PrpScが鋳型となったPrpcの高次構

造変換がPrpSc複製機構そのものである、

との概念は現在では広く受け入れられてい
る（2，3）。実際、Prpcをノックアウトした

マウスにはPrpScは伝幡しないことや（6）、

アミノ酸変異を持つPrpcを発現するトラン

スジェニックマウスが伝幡性プリオン病を

自然発症する事実（7）は、この概念を支持す

る。

1変異型CJDの診断】

BSEに由来するとされるヒト変異型CJDは、

従来から見られる古典的な二面性CJDとは

その臨床像にかなりの隔たりが認められる。

図一1に変異型CJDと孤発性CJDの臨床症

状の比較、図一2に変異型CJDの診断基準を

示す（8）。詳しい理由は不明であるが、変異

型CJDは平均発症年齢が20歳代と若年層

にみられるのが特徴であり、さらに平均罹

病期間の延長が認められる6検査所見とし

ては、PSDなどの脳波異常も認められない

が、いわゆるpuMnar　signと称される頭部

MRI所見が非常に有効である。また、扁桃

腺生検が有効な場合がある。変異型CJDの

診断は、基本的には除外診断であるが、こ

れらの詳細は別項に譲る。

ここで一番注目すべきは、初発症状の違い

である。従来の孤発性CJDとは大きく異な

り、変異型CJDは、10代から20代におい
て様々な精神症状と異常感覚から初発する

場合が多いという点である。これらの症状

を認めた場合、まず精神科を初診するケー

スが多いと予想される。つまり、第一線の

精神科医こそが、変異型CJDの患者さんを

初診する可能性が最も高いのである。では、

本邦における変異型CJD発症の可能性はど

うか？二一3に今までのBSE罹患牛頭数の年

度別推移を示す。英国に始まったBSEが、

いわゆる肉骨粉の輸出に数年遅れてヨーロ

ッパ諸国、さらには日本を含めた国々に拡

散していく様子が見てとれる。また、例え

ば香港の変異型CJDの患者さんのように、

英国在住歴の長い日本人が数年から数十年
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と予想される潜伏期間を経た後、帰国後に

発症される可能性も否定できない。今後の

日本において、とりわけ精神科の先生方に

は若年層の精神疾患の鑑別診断のひとつと

して、変異型CJDを疑う目を持っていただ

くことも必要ではないかと考える次第であ
る。

【プリオン病の治療に向けて1

現在のプリオン病治療・予防法開発の試

みは、大きく2つのアプローチに分けら

れる。一つは、基礎実験の積み重ねから

理論的に導かれてきたアプローチ、もう

一つは、理論はともかく現在医薬品とし

て承認されている薬を幅広く調べること

で、プリオン病に効果のある薬を見つけ

出そうというアプローチである。

前者のアプローチとしては、（1）PrpScの鋳

型となるPrpcを分解してしまう方法（標的

1）、（2）前述のドミナントネガティブ効果

を持つ防御型プリオン蛋白を利用する方法

（標的2）、（3）抗プリオン抗体を用いる方

法（標的3）などがある。第一の方法に関し

ては、PrpScの材料となるPrpcを分解しても

異常が現れないことは、PrPノックアウトマ

ウスの実験が既に知られている（9）。しかし、

この実験結果は、人間で副作用が表れない

事を保証しない。ねずみでは異常が現れな

くとも、ヒトがヒトである所以の、ヒト脳

の繊細な知能、感覚などに異常が出る可能

性が無いとは断言できない。第二の防御型

プリオン蛋白質による、自らのみならず共

存する変異を持たない野生型Prpcにも防御

効果が発揮される現象は、ドミナントネガ

ティブ効果と呼称されている（10）。実際に、

この防御型プリオン蛋白を発現させた

transgenic　miceによる実験では、プリオン

病の発症予防が可能であることが既に確認

されている。今後の問題はこれらの防御型

プリオン蛋白を、いかにして体細胞レベル、

すなわち小児や成人の成熟脳に大量に発現

させるかといった点である。第三の方法は、

Prpcを認識する抗プリオン抗体を先にPrpc

と反応させることで、Prps。とPrpcとの反応

を阻害し、結果的にPrpScの増殖を抑制しよ

うとするアプローチである（11）。実際に培

養細胞を用いた実験では、抗プリオン抗体
によってPrpScの増殖が押さえられ、最終的

にはPrps。が消滅してしまうことが確認され

た。またin　vivoにおいても、既に抗プリオ

ン抗体を発現するリンパ球を増殖させる事

での感染予防効果が確認されている。

別のアプローチとして、作用機序や薬の効

く仕組みはともかく、今ある医薬品の中か

らとにかく有効な薬物を見つけようという

観点から同定されてきた薬物としては1抗

マラリア薬、抗精神病薬、泌尿器系の薬剤、

クロロフィル誘導体、といった薬物が既に

同定されている（12，13）。これらの中の複数

の薬剤に関しては、カリフォルニア大学サ

ンフランシスコ校、九州大学や福岡大学等

で、近々臨床治験が予定されている。これ

らは、既に医薬品として認可を受けている

ため、倫理問題等がクリアされ、実際に効

果が確認されれば、そのまま治療にすぐ使

える可能性がある一方で、まだ患者さんの

数が少なく効果を確認するのが難しいとい

う問題がある。平成13年夏、変異型CJDの

患者さんにマラリアの薬が試され、その患

者さんが歩けるようになり、ご親族と会話

が交わせるようになったと言うセンセーシ

ョナルな話題が世界を駆け巡ったが、本当

にこれらの薬剤がCJDに有効と言えるのか

という問いに対しては、結論を出すには時

期早尚といわざるを得ない。今後の慎重な

検討結果に期待したい。
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1　　　　　　　　　　　　　　　　生体防御学会設立の趣旨　　　　　　　　　　　　　　　　　l

l　生物は外来性の異物や自己成分の一部を適切に処理して、個体の独立性、恒常性を維持する生l

l体防御機構を備えている。この防御機構を生命体の種を超えて把握するため、生体防御学会を設l

l卜する。　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　平成2年2月3日　i

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　研究対象

　　本学会では研究対象として下等生物からヒトに至る生体防御系を広く取り上げる。・また防御因

子としては、凝集素群、殺菌性・殺ウイルス性などの活性因子、原始的ならびに分化の進んだ食

細胞系細胞、原始的免疫現象などが主な研究対象となる。リンパ球による抗原特異的免疫現象は

脊椎動物防御系の一つの因子としてこれに含む。

　　　　　　　　　　　　　予想される効果とその成果の活用

　進化の段階での種々の生命体について各防御因子の研究が進み、その役割と位置が明らかにな

ると共に、それぞれの要素が発展していく様相を把握できる。また生命体個体における防御因子

の受け渡しの時間的経過と進化によって獲得した要素の関係が体系的に理解できる。寄生体や体

内外異物の処理機構とその限界が明らかになる。

　これらの成果によりヒトの疾患の治療、予防、健康の維持について新しい局面が開かれること

が期待される。またバイオインダストリーを含む畜産学、水産学などの高い生産性の維持に多大

の影響があるものと予測される。

研究領域

　　　　　　　　　【個体レベルでの研究】

　系統発生の各段階における響動物種に見られる生体防御系の特性

各防御因子の役割とその重要性の度合、各防御因子の時間的受け渡し

　　　個体発生における防御系の発達、その系統発生との関係

　　　　　　　　　　外来性異物（寄生体、化学物質など）の処理機構

　　　　　自己成分（老廃成分、損傷細胞、不要活性物質、変態前組織など）の処理機構

外的環境（放射線、光、温度、酸素などの物理化学的要因、ストレスなど）による自己変性とその修復

　　　　　　　　　　　　寄生体などのエスケープ機序

【器官レベルでの研究】

・生体防御系のネットワーク（単核食細胞、リンパ系、未発達のも

の）の解析、その相互作用および調節（情報伝達、増幅、制御）

系統発生・個体発生における発達の様相

・環境とネットワーク

【集団レベルでの研究】

・疾患の予防、健康維持　集団での

健全さの維持

・生体防御機構異常の遺伝学的把握

その制御

LT IT
【細胞レベルでの研究】

・防御系細胞の異物・変性自己成分の識別

・受容体、情報伝達、応答、異物排除機構、各細胞間の相

互作用

・メデイエーターとその受容体、情報伝達応答、体液性防

御因子との関わり

・これらの個体発生、系統発生、寄生体のエスケープ機序

【生態学的レベルの研究】

・動物種間の相互関係（共存と排除）

・環境変化と生体防御

・生体防御の比較生物学

IT
【分子レベルでの解析】

・細胞レベルでの問題の無細胞系での解析（例えば、防御に関

する受容体、情報伝達、応答、損傷とその修復など）

・遺伝子レベルでの解析、人工生産
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日本生体防御学会会則

第1章　総

山1条

第2条

第3条

1
2
3
4

則

本学会は日本生体防御学会（Japanese　S・ciety伽Bio4）efence・Research；JSBDR）と称す

る。

本学会は生体防御学会およびその関連分野の進歩発展を図ることを目的とする。

本学会の目的を達成するために、次の事業を行う。

学術集会ならびに総会の定期的開催

シンポジウムやセミナーの開催

国内外の諸学術団体との連絡および協力活動

その他必要な事業

第2章．会　員

第4条　　本学会は正会員および賛助会員をもって組織する。

　　　　正会員は、生体防御研究に関連する領域の研究者またはこれに学問的関心を有す

　　　　　るもの、賛助会員は本会の目的に賛同し、その事業を援助しようとする個人また

　　　　は団体を、その資格要件とする。

第5条　　正会員および賛助会員になろうとする者は、入会金ならびに当該年度の会費を添

　　　　　えて事務局に申し込むものとする。

第6条　　入会金、正会員会費、賛助会員会費の額は別途定める。年会費は毎年12月末日

　　　　までに翌年度分を納入することとする。

第3章　役　員

　第7条　　本学会に次の役員をおく。

第8条

第9条

会長

理事

運営委員

監事

1名

運営委員数の概ね2割

正会員の1割以内

2名

会長は、理事会により推薦された候補者のうちから正会員の投票により選出す

る。理事および監事は、運営委員のうちから運営委員の投票により選出する。投

票により選出された理事のほかに、理事会が必要と認める者若干名を理事に指名

することができる。運営委員は正会員の投票により選出するものとし、選出方法

は執行細目により別に定める。理事、運営委員の定数は改選毎に理事会で定める。

何れの役員も任期は3年とする。

会長は本学会を代表して会務を総括するとともに、理事会ならびに運営委員会を

招集しその議長を務める。理事は会長とともに理事会を構成し、本学会の重要事

項を審議々決し会務を執行する。監事は本学会の会計業務を監査する。運営委員
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　　　　は理事、監事の選挙権を持ち、会長の委嘱に応じて各種委員会に参加することが

　　　　できる。

第10条　理事会は本学会活動の必要に応じた委員会を設置することができる。委員は運営

　　　　委員の中から理事会が選出する。

第4章

第11条

第12条

第13条

第14条

総会、学術集会

総会ならびに学術集会は年1回開　催する。

本学会の事業、予算・決算、役員、会則の変更、その他理事会において必要と認

めた事項は総会において承認を得るものとする。

年次総会、学術集会に総会長をおく。総会長は理事会の推薦により会長が委嘱す

る。

理事会の議決を経て、必要に応じたシンポジウム、セミナーを適宜開催すること

ができる。

第5章　会則の改訂

　第15条　本学会会則を改正するには、理事会の議決を経た後、総会の承認を得るものとす

　　　　　る。

附　則

　本会則は平成6年7月12日からこれを施行する。

役員選出施行細則

第1条

第2条

第3条

役員の選出は、会則第8条に規定するものを除き本細則によって施行する。

役員選出における管理運営は理事会が設置する選挙管理委員会が行う。

運営委員の選出においては、改選毎に理事会で定める定数以上の候補者名簿を理

事会が作成する。正会員2名以上の推薦を受けた正会員が候補者となることがで

き、このなかから正会員の直接無記名投票により得票上位のものから選出する。

会費ならびに事務局に関する規定

第1条

第2条

第3条

第4条

新入会の際の入会金は1千日遅する。

正会員の年会費は3千円とする。

賛助会員の年会費は1口3万円とする。

本学会は事務局を名古屋市瑞穂区瑞穂町川澄1

分子医学研究所生体高分子部門内におく。

名古屋市立大学医学部

附　則

本規定は平成6年7月12日からこれを実施する。
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日本生体防御学会役員

（平成12年～14年）

（会長）　岡田　秀親（名古屋市立大学）

（理事）　赤川　清子（国立感染症研究所）

　　　　安保　徹（新潟大学）

　　　　小野寺　節（東京大学）

　　　　桂義元（日本大学）

　　　　木下　タロウ（大阪大学）

　　　　中村　三千男（長崎大学）

　　　　藤田　禎三（福島県立医科大学）

　　　　光山　正雄（京都大学）

　　　　吉開　泰信（九州大学）

　　　　和合　治久（埼玉医科大学）

　　　　道家　紀志（名古屋大学）

　　　　川畑　俊一郎（九州大学）

（監事）　成内　秀雄（緒方医学化学研究所）

　　　　森　勝義（東北大学）
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運営委員

赤池孝章

赤川清子

安保徹

上出利光

内山竹彦

海老名卓三郎

奥田研爾

小野寺節

甲斐智恵子

垣内史堂

笠原忠

正義元

神谷久男

川上和義

川畑俊一郎

北　潔

木下タロウ

熊沢義雄

小林邦彦

島村忠勝

鈴木和男

多田隈卓史

田中邦男

道家紀志

熊本大・医

国立感染研

新潟大・医

北大・遺伝子病制御研

東女医大

宮城県がん研

横浜市大・医

東京大・農

東大・医科研

東邦大・医

共立薬科大

日大・医

北里大・水産

立大・医

九大・理

東京大・医

阪大・微研

北里大・理

北大・医

昭和大・医

国立感染研

防衛医科大

日大・医

名大・農

内藤眞

中西照幸

中根明夫

中村三千男

名倉宏

成内秀雄

能勢真人

藤田禎三

古田恵美子

前田浩

松崎吾朗

光山正雄

森勝義

山崎正利

山下昭

山下優毅

横沢英良

吉開泰信

吉田真一

米原伸

和合治久

渡辺直煕

渡部久実
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新潟大・医

日大・生物資源

弘前大・医

長崎大・熱帯研

東北大・医

緒方医学化学研究所

愛媛大・医

福島医大

猫協医大

熊本大・医

心大・遺伝子実験センター

京大・医

東北大・農

帝京大・薬

浜松医大

産業医大

北大・薬

九大・生心研

九大・医

京大・ウィルス研

埼玉医大短大

慈恵医大

新潟大・医



賛助会員（五倍順）

味の素株式会社中央研究所

　川崎市川崎区鈴木町1・1

東レ株式会社医薬事業部

　東京都中央区日本橋室町2－2・1

エーザイ株式会社医薬事業部

　東京都文京区小石川5・5・5

中外製薬株式会社臨床業務部

　東京都中央区京橋2・1・9

株式会社エスアールエル

　人王子ラボラトリー

　東京都八王子泣虫宮町51

日水製薬株式会社診断三二画開発部

東京都豊島区巣鴨2－11－1

鐘紡株式会社漢方ヘルスケア研究所

　高岡市鐘紡町3－1

福祉村病院長寿医学研究所

　愛知県豊橋市野依町字山中19・14

呉羽化学工業株式会社医薬品部　　　　　藤沢薬品工業株式会社研究推進部

　東京都中央区日本橋堀留町1・9・11　　　大阪市淀川区加島2・1・6

クロレラ工業株式会社

　福岡県筑後市久富1343

富士レビオ株式会社商品開発部

　東京都八王子市小宮町51

ゼリア新薬工業株式会社

　東京都中央区日本橋小舟町10・11

明治製菓株式会社薬品総合研究所

　横浜市港北区師岡町760

第一化学薬品株式会社試薬統括部

　東京都中央区東日本橋2・8・3

株式会社ヤクルト本社中央研究所

　東京都国立市谷保1796

武田薬品工業株式会社福岡支店

　福岡市博多区下川端町9・12

和光純薬工業株式会社試薬本部

　大阪市中央区道修町3・1・2
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