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第40回補体シンポジウム

講演抄録集
Abstracts

会期：2003年8月22日（金）・23日（土）
会場：ニュースカイホテル
　　　　　　熊本市東阿弥陀寺町2番地　TEL：096－354－2111

集会長：熊本大学大学院医学薬学研究部分子病理学分野

　　　　　　　山　本　　哲　郎

　　　　　　　〒860－0811熊本市本荘2－2－1

　　　　　　　TEL　：　096－373－5307　FAX　：　096－373－5308





受 付

参加費

年会費

発表方法

運営委員会

懇親会

総　　会

第40回補体シンポジウム参加案内

第1日　　　　8．月22日（金）　午前8：00より

講演会場　　　ニュースカイホテル（1階　若草の間）

一般　　3，000円
学生　　2，000円
合同シンポジウムのみ参加　　1，000円

懇親会費　　　　　　3，000円

年会費を未納の方、および新たに入会される方は、当日、

年会費受付にてご納入下さい。

全て口頭発表。一般演題は討論も含めて約15分を予定しています。

35mmスライド用プロジェクター、もしくは液晶プロジェクターの

いずれか1台を御使用になれます。

発表30分以上前までに、スライド受付を済ませてください。

第1日　　8月22日（金）16：30～17：30（25階　特別室）

第1日　　8．月22日（金）18：00～20：30（25階　レオド・一tV）

第2日　　8月23日（土）13：00～13：30（1階　若草の間）
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〔会場案内〕

ニュースカイホテル　熊本市東阿弥陀寺町2番地

TEL：096－354－2111又は　0120－354－211

FAX　：　096－354－8973

http　：　／／www．　aiianet　．　or．j　p／anahotels／

会場への交通手段

●JR熊本駅から車で3分

●熊本空港よりリムジンバスで45分（ニュースカイホテル前下車）

●熊本交通センターより市バス（⑲，⑳番）で7分

　　　　　　　　　　　　　　　　　（砥輪橋バス停下車　徒歩1分）

●市電砥園橋電停下車徒歩2分
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〔宿　泊〕

ニュースカイホテル：シンポジム参加者特別価格：6，000円（朝食込；消費税別）

　各自、電話またはFAX（返信先をご明記）でご予約下さい。

　ご予約時には、『第40回補体シンポジウム参加者　である旨、ご明示下さい。

（尚、ホテルでは客室からのパーソナルコンピューターによる通信が可能です。）
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第40回補体シンポジウム　日程表

8月22日（金）　若草の間

9：00～9：10　開会の辞

9　：　10・v　IO　：　30

　　　　セッションA（レクチン関連）

　　　　　　　　　　座　長　松下　操

　　　　　　　　　　　　　　今村隆寿

10：30～10：50　コーヒーブレイク

10　：　50－v　12　：　10

　　　　セッションB（制御因子関連）

　　　　　　　　　　座長　　遠藤守人

　　　　　　　　　　　　　松本美佐子

12：10～13：40昼食

13　：　40・v　14　：　40

　　　　　教育講演　演者

　　　　　　　　　　座長

　後藤祐児

木下タロウ

14：40～15：00　コーヒーブレイク

15　：　OO・v　16　：　20

　セッションC（系統発生・遺伝子関連）

　　　　　　　　　　座長　　野中　勝

　　　　　　　　　　　　　　西浦弘志

16　：　30・v17　：　30 運営委員会

　　　（25階特別室）

18＝00～20：30懇親会（25階瞬ドゆ）

8月23日（土）　若草の間

9：00－h－10：40

　セッションD（C5a、免疫・防御関連）

　　　　　　　　　　　座長　阿部正義

　　　　　　　　　　　　　　岡田則子

10：40～11：00　コーヒーブレイク

11：00・一一12：00

　　　特別講演　演者　Peter　N．　Monk

　　　　　　　　　　　座長　岡田秀親

12：00～13：00昼食

13：00～13：30総会

13　：　30・v　16　：　30

　　合同シンポジウム「膠原病と補体」

　　　　　　　　　　　座長　堀内孝彦

　　　　　　　　　　　　　菅　油壷

16：30～16：40　閉会の辞
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第40回補体シンポジウム・学術プログラム

第1日　8月22日（金）

セッションA（レクチン関連）　　　　　　　　　　　　　9：10　～　10：30

座長　松下操、今村隆寿

A1：L－ficolin1P35のアポトーシス細胞へ結合による補体レクチン経路の活性化

　　　　藏屋幹夫1、Zhenping　Ming2、　Xianzhou：Liu3、松下繰4、藤田禎三1

　　　　　（1福島県立医科大学生化学第二講座、2武漢医科大学寄生虫学講座、3武漢医科大学微生物

　　　　　講座、4東海大学工学部生命化学科）

A2　MBLと種々のIgAおよび免疫グロブリンとの結合性

　　　　寺井格1、小林邦彦2、J－P　Vaerman3、真船直樹4
　　　　　（1北海道医療大学医療科学センター、2北海道大学小児科、3Dept．　EXp．　Med．　Univ．　Louvain、

　　　　　4酪農学園大学酪農学部）

A3　Expression　of　Ficolin　A　and　Ficolin　B　in　Adult　Mouse　and　Developing　Embryo

　　　　YU：Liu1，　Y虹chi　Endo1，　Shun．saku　Homma2，　Kazuko　Kanno1，且iroyuki

　　　　Yaginuma2，　Teizo　Fujitai

　　　　　（’Dep　artment　of　Biochemistry　and　2Dep　artment　ofAnatomy，　Fukushima　Medical

　　　　　University）

A4　ヤツメウナギ　MB：しのタンパク精製と構造の決定

　　　　高橋百恵1、松下操2、松下亜紀子1、遠藤雄一1、藤田禎三1

　　　　　（1福島県立医科大学医学部生化学第二講座、2東海大学工学部生命化学科）

A5　インチレクチンファミリーに属するヤツメウナギ血清レクチン

　　　　松下亜紀子、遠藤雄一、中田宗宏1）2）、松下操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）

セッションB（制御因子関連）

座長　遠藤守人、松本美佐子

10：50　・v　12：10

Bl　PIG－W　is　critical　for　inositol　acylation　but　not　for　flipping　of　glycosylphosphatidy－

　　linositol－anchor．

　　　Uamporn　Sirip　anyaphinyo，　Yoshiko　Murakami，　Ji　Young　Kang，　Sonoko
　　　Ishihara’，　Hideki　Nakakumai，　Yusuke　Maeda　and　Taroh　Kinoshita

　　　　（Dep舳ent　of　Immunoregulation，　Research　Institute　for　Microbial　Diseases，　Osaka

　　　　University，　iThe　Second　Dep　artment　of　Medicine，　Kumamoto　University　School　of

　　　　Medicine）
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B2　DAFによるNK細胞依存性細胞傷害の抑制について
　　　　久保　朋子1）・2）、宮川周士1）、日馬多美子1）、福田大輔1）、松浪勝義1）・2）、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）　）

B3　ヒト肺組織と非小細胞肺癌における新しいDAF　variants

　　　　大須賀文彦1）、遠藤雄一2）、樋口光徳1）、管野隆三1）、寺島雅典1）、藤田禎三2）、

　　　　後藤満一1）

　　　　　（1）福島県立医科大学第一外科学講座、2）福島県立医科大学第二生化学講座）

B4　Peanut　Agglutinin（PNA）認識糖蛋白としてのDecay－Accelerating：Factor（DA：F）の

　　同定と非小細胞肺癌における発現

　　　　樋口光徳1）、遠藤雄一2）、鈴木弘行1）、大須賀文彦1）、塩豊1）、藤生浩一1）、

　　　　管野隆三1）、寺島雅典1）、藤田禎三2）、後藤満一1）

　　　　　（福島県立医大・医・1）第1外科，2）第2生化）

B5　ニワトリのRCA（re　gulator　of　complement　activation）遺伝子産物の構造・機能解析

　　　　信田京子、押海裕之、石井一夫、松本美佐子、瀬谷司、

　　　　　（大阪府立成人病センター研究所　免疫学部門）

教
座

育　講　演

長　　　木下タロウ

蛋白質のフォールディングー　その正常と異常

　　後藤　祐児　　（大阪大学蛋白質研究所）

13：40　・v　14：40

セッションC　（系統発生・遺伝子関連）　　　　　　　　　　15：00　～　16：20

座長　野中勝、西浦弘志

C1尾索動物カタユウレイボヤゲノムからの補体系遺伝子探索

　　　　吉崎　史子1、Isidore　Rigoutsos2、野中　勝1

　　　　　（1東京大学大学院理学系研究科生物科学専攻、21BM　Thomas　J．　Watson　Research，Center）

C2　ドチザメC31C41C5　cDNAのクローニング

　　　　竹本忠司、寺戸勅雄、野中真弓1、木村博、野中勝1

　　　　　（滋賀医科大学・放射線基礎医学講座、1東京大学大学院理学系研究科・生物科学専攻）

C3　コイ補体におけるC3dフラグメントの生成およびC3dレセプターの検出

　　　　中尾実樹、三浦知歌子、井藤俊亮、中原マキ子、奥村啓子、矢野友紀

　　　　　（九州大学大学院農学研究院）
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C4　発作性夜間血色素尿症（PN且）における異常クローン拡大に関わる候補遺伝子

　　　　泉井朋久1）、桑山真輝2）、西村純一）、待井隆志4）、金倉　1譲2）、木下タロウ1）、

　　　　井上徳光5）

　　　　　（1）大阪大学年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・腫瘍内科学、

　　　　　3）デューク大学医学部血液学、4）那智勝浦町立温泉病院内科、s大阪府立成人病センター

　　　　　研究所分子遺伝学部門）

C5　ヒト補体成分CIR遺伝子のエクソンーイントロン構造と遺伝子多様性の解析

　　　　中川真由美、湯浅勲
　　　　　（鳥取大学医学部病態検査学界座、同医学部法医学分野）

第2日　8月23日（土）

セッションD（C5a、免疫・防御関連） g：oo　ev　lo：40

座長　阿部正義、岡田則子

D1　補体C5aによるi摂食促進機構

　　　　大日向耕作、高木恭仁子、美谷島杏子、浅川明弘1、乾

　　　　　（京都大学大学院農学研究科、1神戸大学大学院医学系研究科）

明夫1、吉川正明

D2　アナフィラトキシンC5aの活性阻害相補性ペプチドの解析

　　　　藤田恵美子、：Farkas　lmre、岡田秀親、岡田則子

　　　　　（名古屋市立大学大学院医学研究科・生体防御学）

D3　C5a走化性リセプターに対する細菌由来のリガンド、　Skp

　　　　施　嘉、アージュン・シュレスタ、棚瀬純男、西野憲和＊、山本哲郎

　　　　　（熊本大学大学院医学薬学研究部、＊九州工業大学大学院生命科学システム工学研究科）

D4麻疹ウィルス株による樹状細胞の応答性の差異一CD46依存性の株のみが
　　interferon－inducible　genesを発現誘導する一

　　　　谷口光恵、田辺真佐子、Nasim　Ara　Begum、新開大使、松本美佐子、瀬谷司

　　　　　（大阪府立成人病センター研究所免疫学部門）

Ds　HIV・1感染細胞に細胞死を誘導するヒトIgMモノクローナル抗体の解析

　　　　金原紀章　土肥名月　朝井鈴佳　サ淑蓉1　岡田秀親　岡田則子
　　　　　（名古屋市立大学大学院医学研究科・生体防御学、1Dept　of　Pathology；Wayne　Stated

　　　　　University　School　of　Medicine）

D6　家族性アミロイドポリニュロパチー（EAP）における免疫療法

　　　　寺崎久泰、安東由喜雄1、原岡克己、佐々木裕
　　　　　（熊本大学大学院医学薬学研究部消化器内科学、1生態情報機能解析学）
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特
座

別　講　演

長 岡田　秀親

11：00　・一v　12：00

Complement　Fragment　Receptors：　lnside　and　Outside　the　lmmune　System

　　Peter　N．　Monk，　PhD

　　　（Academic　Neurology　U　nit，　U　niversity　of　SheMeld，　U　K．）

合同シンポジウム（補体研究会・熊本膠原病研究会）　　　　13：30　～16：30

「膠原病と補体　」

オルガナイザー・座長　　　堀内孝彦、菅　守隆

S1　補体欠損症と膠原病

　　　　堀内孝彦、塚本浩、宮川弘、姫路大輔、永江祥之介1、北野悦子2、北村肇2、

　　　　林健志3、原田実根

（九州大学大学院病態修復内科品分野（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、3九州大学生体防御医学研究所）

S2　膠原病におけるRP　105陰性B細砲の役割

　　　　小荒田秀一一、菊池裕治2）、春田善男、牛山理、多田芳史、堀内孝彦2）、

　　　　大田明英3）、長澤浩平

　　　　　（佐賀医科大学内科、3）同看護学科、2）九州大学医学部第一内科）

S3　補体C3b1CD46によるregulatory　Tの誘導と自己免疫疾患

　　　　瀬谷　司
　　　　　（大阪府立成人病センター研究所，JST，　CREST（免疫難病））

S4　ループス腎炎と補体

　　　　関根英治
　　　　　（福島県立医科大学医学部第二内科、米国サウスカロライナ医科大学）

S5　膠原病と補体　一　補体制御による膠原病の治療戦略

　　　　松尾清一、森田良樹、志水英明、丸山彰一、1水野正司

　　　　　（名古屋大学大学院病態内科学、1ウエールズ大学医学部生化学）
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特別講演

　　Complement　Fragme　nt　Receptors　：

Inside　and　Outside　the　lmmune　System

　　　　　　　　　　　　　　　　Peter　N　Monk

Academic　Neurology　Unit，　University　of　Sheffield，　UK．

The　chemoattractant　receptor　subfamily．　The

well－known　receptors　for　complement
fragments　Csa　（CsaR，　CD88）　and　C3a　（C3aR）

are　members　of　the　G　protein　coupled　receptor

superfamily．　ln　the　same　subfamily　are　CsL2

（GPR77），　ChemR23　（Dez，　chemokine　receptor

like－1）　and　the　orphan　receptor　GPRI．　A

characteristic　feature　of　these　receptors　is　the

number　of　glutamate，　aspartate　and　tyrosine

residues　in　the　extracellular　N－terminus　（except

for　C3aR，　where　the　second　extracellular

contains血is　acidic　region）．　hl　the　case　of　C5aR

and　C　3　aR，　these　residues　have　been　implicated

in　ligand　binding．

Comp7emen　t　fragmen　t　receptor　ligands．　C　saR

binds　both　Csa　and　its　metabolite，　C　sa　des－

Arg7‘　but　C　3aR　binds　only　C　3a．　As　the　des－

arginated　derivatives　of　the　complement

fragments　are　the　major　forms　found　in　the

circulation，　this　indicates　that　C　saR　is　likely　to

be　involved　in　both　local　and　syste　mic

re　sponses　to　comp　lement　activation　but　C　3aR

is　involved　only血local　responses．　C　5aR　is　also

reported　to　bind　cross－1inked　homodimers　of

ribosomal　p　rotein　S　19，　a　protein　that　has　little

sequence　similarity　with　sequence　to　C　sa．

CsL2　has　recently　been　show　to　bind　C　sa　and

Csa　des－Arg7‘　with　high　adinity　and，

remarkably，　also　has　a　measurable　affinity　for

C3a　and　C　3a　des－Arg77，　prob　ably　at　a　sep　arate

site　to　Csa．　Peptide　analogues　of　the　C－

terminal　sequences　of　Csa　and　C　3a　are　full

agonists　at　C　saR　and　C　3aR，　re　sp　ectively，　and

this　has　led　to　the　develop　ment　of　potent

peptidic　agonists　and　antagonists，　p　articularly

of　C　saR．　One　such　antagonist，　PMX－53　（F一

［OPdChaWR］）　from　Promics　Pty，　is　effective　in

animal　models　of　several　inflammatory

diseases，　for　example，　antigen－induced

arthritis　in　the　rat．　Several　new　non－peptidic

antagonists　have　recently　been　announced，

although　data　concerning　their　effects　on

in且ammation加va’vo　is　not　yet　in　the　public

domain．

ligand　binding　residues　in　eomplement

fragment　receρtors．　A　de丘nitive　model　of

ligand　b血ding　to　C5aR　does　not　yet　exist，　but

the　evidence　suggests　separate　ligand　binding

and　receptor　activation　sites．　The　receptor　N－

terminus　has　a　number　of　acidic　and
potentially　sulphated　tytosine　re　sidues　that

interact　with　basic　residue　s　in　the　core

domain　of　C　sa，　but　inhibiting　this　interaction

us血g　antibodies　or　by　deletion　of　the　N・

terminus　of　C　saR　does　not　prevent　receptor

activation　by　synthetic　p　eptide　analogue　s　of

the　C－terminus　of　C　sa．　The　C－terminus　of　C　sa

binds　to　a　receptor　activation　site　located　in

the　extracellular　half　of　the　transmembrane

helical　bundle　of　CsaR．　Some　of　the　residues

that　form　this　activation　site　have　been

identi丘ed　by　collventional　mutagellesis

studies：　Arg206　on　helix　V，　which　may　interact

with　the　C－terminal　carboxylate　moiety　of

agonist　peptide　s　and　Asp　282　on　helix　VII，

which　interacts　with　the　side－chain　of　Arg7‘．

Arg’75　（helix　V）　and　Glui99　in　the　second

extracellular　loop　are　also　involved　in　ligand

bindmg．　A　powerfu1　yeast－based　random

mutagenesis　system　has　been　recently
exploited　　to　de丘ne　re　sidues　involved　　in

interactions　with　agonist　and　antagonist
pep　tides．　lle’i6　in　helix　III　and　Va1286　in　helix

VII　were　postulated　to　form　part　of　an

aetivation　switch　that　is　bloeked　by

antagonist　peptide．　A　proposed　ligand－binding

一11一



特別講演

model　used　interactions　with　lle　ii6　and　Arg206　to

dock　an　antagonistic　hexapeptide　with　a　known

solution　structure　into　CsaR　modelled　on

rhodop　sin．　This　placed　the　sidechain　of　the　C－

terminal　Arg　residue　adjacent　to　a　cluster　of

aromatic　residues　in　the　transmembrane
bundle．　However，　this　model　does　not　fit　with

previous　observations　on　the　role　of　Asp282　in

ligand　binding，　and　our　recent　work　using　the

cyclic　peptide　antagonist　PMX－53　indicates

that　lle　ii6　is　not　an　essential　residue　for　either

agonist　or　antagonist　activity　at　C　saR．　The

ligand　binding　mechanism　of　C3aR　is　very

similar　to　C　saR，　except　that　the　enlarged

second　extracellular　loop　of　C　3aR　contains

acidic　and　　p　otentia皿y　　sulphate　d　　tyrosine

re　sidues　that　bind　to　the　core　domain　of　C　3a．

The　activation　sites　on　C　3aR　and　C　saR　are

very　similar，　and　several　agonist　peptides

derived　from　the　Csa　C－terminus　also　activate

C3aR．　Much　le　ss　is　known　about　the　ligand

binding　sites　on　CsL2；　however，　many　of　the

key　residues　in　CsaR　are　conserved　in　both　the

N－terminus　and　the　transmembrane　helices　of

CsL2，　suggesting　that　the　mechanism　of　ligand

binding　has　some　resemblance　to　CsaR．　Recent

work　with　peptide　analogues　has　provided

some　clues　about　the　complex　ligand　binding

activity　of　C　sL2．

Signa17ing　by　eomp7ement　fragment　reeeptors．

CsaR　and　C3aR　usually　couple　to　pertussis

toxin－sensitive　G　proteins　（Giz，　Gi3）　in　myeloid

and　non－myeloid　cells　although　C　saR　has　also

been　shown　to　couple　to　the　toxin－insensitive

Gi6．　ln　contrast，　human　CsL2　does　not　appear

to　be　able　to　activate　G　proteins，　and　lacks　the

critical　Arg　re　sidue　in　the　highly　conserved

‘Asp－Arg一’IYr’　motif　found　at　the　N－terminal

end　of　the　second　intracellular　loop　in　many　G

protein　coupled　receptors．　CsL2　homologues

from　rat，　mouse　and　chimp　anzee　also　lack　this

Arg　residue，　suggesting　that　signa皿ing　through

this　receptor　is　likely　to　be　non－G　protein－

dependent　or　perhaps　completely　absent．

7unetions　of　eomplement　fragment　receptors．

CsaR　and　C3aR　have　well－documented　roles　in

myeloid　cells　and　can　stimulate　chemotaxis，

degranulation　and　cytokine　production．　More

recently，　the　expression　of　these　receptors　has

been　shown　to　be　widespread，　ineluding　non－

myeloid　cells　such　as　endothelial　and

epithelial　cells，　articular　chondrocytes，

hepatocytes，　oligodendrocytes　and　neurons．

C3aR　is　expressed　on　many　of　the　same　ceil

types　and　also　on　astrocytes　and　haemopoietic

stem　cells．　CsL2　is　expressed　at　low　levels　on

polymorphs，　but　not　on　monocytes　or

lymp　hocytes；　in　fact　the　highest　levels　of

CsL2　expression　seems　to　be　on　adipose　tissue．

The　role　of　complement　fragments　in　the

immune　system　is　clear，　and　so　the　expression

of　their　receptors　on　immune，　p　anicularly

myeloid，　cells　is　fully　explicable　in　these

terms．　Expression　of　receptors　on　non－myeloid

cells　may　also　have　an　immune　function，　for

instance　in　re　gulating　cytokine　levels　in

organs　distal　to　the　complement　activation

site　as　a　p　art　of　a　systemic　protective　response

during　infiammation．　However，　comp　lement

丘agments　and　their　receptors　may　also　have

functions　unrelated　to　complement－mediated

immunity．　Many　complement　components　are

synthesised　locally，　for　instance　in　the　brain

or　in　adipose　tissue，　leading　to　the　suggestion

that　Csa　and　C3a　could　be　generated　as　a　part

of　a　juxtacrine　signa皿ing　system．　This

hypothesis　has　received　strong　support　from

studies　on　adipocytes，　where　C3a　and　C　3a

des－Arg77　are　known　to　stimulate　triglyceride

synthe　sis，　possibly　through　CsL2．　The

components　for　the　generation　of　these

fragments　are　made　by　the　adipocytes，　and　so

this　is　may　be　a　function　of　complement　that

is　entirely　sep　arate　from　the　innate　immune

response．　Recent　data丘om　studies　on　rat

pituitary　fUnction　in　四’vo　and血　v1σ加also

supports　the　view　that　complement　fragment

receptors　may　have　functions　outside　of　the

immune　system．
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蛋白質のフォールディング その正常と異常

　　後藤祐児

大阪大学蛋白質研究所

Protein　folding　and　misfolding　in　physiological　and　pathological　processes

　　　　　　　　　　　　　　　　Yuji　Goto

　　　　　　Institute　fer　Protein　Research，　Osaka　University

〈はじめに〉

　蛋白質はアミノ酸のつながった“ひも”であり、

ひもは折りたたまれて機能を果たす（1）。蛋白質の

折りたたみには折り紙と似たイメージがある。折り

紙が英語でペーパー・フォールディング（paper

folding）であるのに対して、蛋白質の折りたたみは、

プロテイン・フォールディング（protein　folding）

と呼ばれる。共に広がった状態がコンパクトになっ

て、機能的なネイティブ構造（native　structure）が

できあがる。大きな違いは、折り紙では同じ一枚の

紙からいろいろな形を折ることができるが、蛋白質

の折り紙では、それぞれの蛋白質のアミノ酸の配列

（一次構造）は異なり、ネイティブ構造も異なる。

そして、一次構造が決まれば立体構造も決まると考

えられてきた。このような概念は、それを提唱した

研究者の名前にちなみ、“アンフィンゼン

（Anfinsen）のドグマ”と呼ばれる。このドグマに従

うと、遺伝子配列が決まれば蛋白質の一次構造は決

まり、立体構造も一義的に決まる。ところが近年、

アンフィンゼンのドグマに従わない蛋白質の存在す

ることが明らかになっている（2・3）。アンフィンゼ

ンのドグマに従う蛋白質の昼の世界と、それに従わ

ない夜の世界を紹介する。

1．蛋白質の百花練乱

　蛋白質の折りたたみ反応をフォールディングとい

うのに対して、折りたたまれた後の形やトポロジー

はフォールドと呼び、区別する。蛋白質には約1000

種類程度のフォールドがある。特にさまざまな蛋白

質で頻繁に出現するものはスーパーフォールドとよ

ばれる。スーパーフォールドに示されるような蛋白

質の立体構造を見ていると、“百花三面”というこ

とばが思い浮かぶ。

2．ミスフォールディング

　近年、蛋白質のネイティブ構造が変性したり、

まちがってフォールディング（ミスフォールディ

ング）した構造をとることが原因で病気が引き起

こされる例が多く見つかり、フォールディング病

（folding　disease）として注目されている。これ

らの中には蛋白質が幅10nmで枝分かれのない線

維構造をつくって体内に沈着している例が多くあ

る。これをアミロイド線維と呼び、アミロイド線

維の沈着する疾患をアミロイドーシスという。約

20種類のタンパク質とそれの関わる疾患が知られ

ている。これらには、アルツハイマー病や、日本

でも見つかり大きな社会問題となっている落角病

などのプリオン病も含まれる。

3．透析アミロイドーシス

　具体的な例として著者たちが研究を行っている

β2ミクログロブリンを例にとって、アミロイド

線維を紹介しよう（3）。人工血液透析は重い腎疾患

の患者に対して、本来腎臓が行っている血液透析

機能を人工的に行う医療である。ところが10年

以上の長期透析患者の多くに手根管症候群と呼ば

れる肩や手首の痛みや運動障害を伴う症状があら

われる。原因はβ2ミクログロブリンが形成する

アミロイド線維の沈着である。β2ミクログロブ

リンは、一旦変性した後、形を変えてアミロイド

線維を形成していると考えられている。試験管の

中では、患者から精製したアミロイド線維をシー

ドとして、酸変性させたβ2ミクログロブリンを

加えると、アミロイド線維を形成することができ
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る。しかし、生体内で線維ができる詳細なしくみは

わかっていない。

　β2ミクログロブリンのアミロイド線維は幅が15

nm、長さが1－2　ymの針状構造をしている。やわら

かさの強調されることの多い蛋白質がこのように鋭

い、しかも幅のそろった棒状構造をつくることは驚

きである。筆者たちは核磁気共鳴を用いた構造研究

から、天然構造が一旦ほどけた後、広範囲にわたる

水素結合ネットワークが形成されて、極めて剛直で

安定なアミロイド線維構造ができあがっていること

を提案した（4・．5）。

　アミロイド線維の一般的な特徴は均質な針状構

造であるが、詳細は各アミロイド線維によって異な

る。さまざまなアミロイド線維を並べてみると、天

然構造が多様であるように、アミロイド線維も多様

であることがわかる。

4．蛋白質の陰騎礼讃

　折り紙の例えでいうならば、蛋白質機能を担う

ネイティブ構造はきれいに折りあがったツルやカメ

の世界である。折り手が下手で折り紙に失敗したり、

たとえうまくできた折り紙であっても古くなって変

性したりした場合には、丸めてゴミ箱に捨てれば終

わりのはずであった。ところがゴミ箱の底をよく見

ると、紙くずに混じって、針やはさみ、さらにはナ

イフがあるという、従来の概念からは信じられない

ことが起きていたのである。蛋白質の立体構造には、

機能を担う表の世界とは違う裏の世界があったので

ある。

　これまで私たちが注目してきたのは蛋白質の機能

と直結した華やかな表の世界であり、アミロイド線

維は裏の世界の蛋白質の姿である。表の世界が百花

酒乱であるならば、蛋白質の暗い夜の世界にうごめ

くさまざまな姿は“蛋白質の百鬼夜行”とでもいう

のであろうか。これらが俳賞する蛋白質の夜の世界

は、病気や老化とつながる蛋白質の陰欝（いんうつ）

とした世界である。

　しかしながら、アミロイド線維のさまざまな形を

じっと眺めていると、それはそれで大変美しい。谷

崎潤一郎のエッセイに“陰騒礼讃”（いんえいらい

さん）というのがある。谷崎は陰や闇の中に浮かび

上がるほのかな陰影やあざやかさが日本美の原点

であると考えた。アミロイド線維の世界について

は、今は病気と関係する面がクローズアップされ

ている。しかし、アミロイド線維が悪者で終わっ

てしまうとは思いたくない。蛋白質がとりうる基

本的形態であるならば、生命にとって有利に働い

てきたこともあるに違いない。さらには、アミロ

イド線維はナノテクノロジーの素子として実に興

味深い。一寸法師の針の剣を鞘に納めて、必要な

ときだけ剣を抜くことができれば、ナノテクノロ

ジーの強力な武器になる。これまで知らなかった

蛋白質の夜の世界には、“蛋白質の陰窮礼讃”が

ぴったりではないだろうか。

〈おわりに〉

　これまでの蛋白質研究は、蛋白質の昼の世界を

対象としてきた。蛋白質に夜の世界があり、そこ

での構造が病気と重要な関わりのあること、しか

しながら、将来はそれらを利用できるかも知れな

いことを認識すると、夜の世界の蛋白質を研究す

ることは、華やかなネイティブ構造を決めること

と同じように重要である。
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補体欠損症と膠原病

　堀内孝彦、塚本浩、宮川弘、姫路大輔、永江祥之介1、北野悦子2、北村肇2、林健志3、原田実根

九州大学大学院病態修復内科二分野（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、3九州大学生体防御医学研究所

　　　　　　　　　　　　　Complement　deficiency　and　collagen　diseases

Takahiko　Horiuchi，　Hiroshi　Tsukamoto，　Hiroshi　Miyagawa，　Daisuke　Himeji，　Shonosuke　Nagae，　Etsuko　Kitano，

　　　　　　　　　　　　Hajime　Kitamura，　Kenshi　Hayashi，　Mine　Harada

Medicine　and　Biosystemic　Science　and　’Department　of　De皿atolog）r，　Kyushu　University　Graduate　School　of

Medical　Sciences；　2Department　of　Medical　Technology，　Osaka　Prefectural　College　of　Health　Sciences；　3Medical

　　　　　　　　　　　　　Institute　of　Bioregulation，　Kyushu　University

〈はじめに〉　　　　　　　　　　　　　　　　　　〈結果〉

膠原病とくに全身性エリテマトー一一’デス（SLE）の病因　1）補遺伝子の一塩基多型（SNP）の解析：自己抗原の

には、自己抗原の過剰な蓄積にともなう自己抗体の　蓄積に関連すると考えられる補体遺伝子、アポトー

出現が重要であることが明らかになってきた。自己　シス、リンパ球シグナル伝達分子などについて、現

抗原の蓄積の原因として、1）産生の充進、2）丁丁までに33分子の全エクソンとプロモー一一’ター領域に

去の低下、の2つが考えられる。従来補体は自己抗　ついて遺伝子多型の有無の検討を行なった。合計190

体により活性化されて膠原病に対して促進因子、増個の一一塩基多型（SNP）を同定した。

悪因子として働くと考えられてきたが、近年のノッ　2）疾患関連解析、機能解析：Mannose　binding　lectin

クアウトマウスを用いた研究で、Clq、　C2、　C　4な（MBL）、　caspase－8など一部の分子のSNPについて膠

どの補体前期成分に属する分子は自己抗原の除去に　原病患者における疾患関連解析を行なった。欧米で

も働いており、むしろ改善因子、防御因子であるこ　はMBLと膠原病との関連を示唆する報告が多いが、

とがわかってきた。自己抗原の蓄積に関連した分子我々の患者では関連を認めなかった1）。またいくつ

の異常について膠原病患者で検討してきた結果を補　かの分子について機能解析もあわせて行なった2・3）。

体を中心に報告する。

＜方法＞

1）遺伝子解析；膠原病患者、健常人の末梢血より

DNAを分離し、PCR－SSCP法、PLACE－SSCP法、　direct

sequence法を行なって解析した。

2）タンパク解析：ELISA法、　Western　blot法、哺

乳細胞へのtransfectionなどを行なって解析した。

〈考察〉

補体前期成分をはじめとした自己抗原の蓄積に関わ

るいくつかの分子の機能異常が、SLEなどの病因に

関与することが示唆された。

1）　Horiuchi　T　et　al．　Genes　lmmun　1：464，　2000

2）　Horiuchi　T　et　al．　BBRC　272：877，　2000

3）　Himeji　D　et　al．　Blood　99：4070，　2002
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S2

膠原病におけるRP　105陰性B細胞の役割

小荒田秀一、菊池裕治2）、春田善男、牛山理、多田芳史堀内孝彦2）、大田明英3）、長澤浩平

　　　　　　佐賀医科大学内科、3）同看護学科、2）九州大学医学部第一内科

　　　　　B　cells　lacking　RPIO5　expression　in　rheumatic　diseases

Syuichi　Koarada，　Yuj　i　Kikuchi，　Yoshio　Haruta，　Osamu　Ushiyama，　Yoshifumi　Tada

　　　　　　　Takahiko　Horiuchi，　Akihide　Ohta，　Kohei　Nagasawa

　　　　　Department　of　Medicine　and　Nursing，　Saga　Medical　School

　　　　　First　Department　of　lnternal　Medicine，　Kyushu　University

〈はじめに〉

　最近、To11－1　ike　receptor（TLR）の発見によって、

自然免疫の重要性が再認識されている。RP　105は、

分子量105kDaの成熟B細胞・単球上に発現するTLR

関連分子の一つである。LPSレセプターとして、

グラム陰性細菌感染において重要である。RP　105

の発現には、m－1が必須であり、B細胞上でのLPS

によるB細胞活性化には、TLR4を同時に必要とす

る。抗RP105抗体刺激は、　B細胞の著しい増殖を

起こし、放射線や糖質ステロイドによるアポトー

シスを抑制する。一方、B細胞レセプター（BCR）

とRP　105同時刺激はB細胞アポトーシスを誘導す

る。この点から、RP105はB細胞の生・死の重要

な制御因子でもある。機能的に、RP105はB細胞

の抗体産生にも関与しており、RP105の異常は自

己免疫疾患との関連すると推測される。

　我々は、各種膠原病でのB細胞上RP　105の発現

を検討し、自己免疫病態でRP　105陰性B細胞の果

たす機能や病因との関連を考察した。

抗RP105抗体による二重染色を行ったのちに、

FACScanにてB細胞癌のRP　105の発現を解析し、

RP　105の発現が低下したB細胞（＝RP　105陰性B細

胞）数を測定した。また、SLEではRP　105陰性B

細胞数と臨床的な各種パラメーターや疾患活動性

との相関を検討した。セルソーターを用いてRP　105

陰性B細胞を分離した。同細胞を培養・刺激し、

自己抗体・抗DNA抗体の産生を測定、病因との関

連を考察した。シェーグレン症候群では、小唾液

腺組織の抗RP　105抗体による免疫染色を行い、浸

潤B細胞のRP　105陰性細胞比率を求めた。皮膚筋

炎・多発性筋炎（DM／PM）では、末梢血RP　105陰性

B細胞の差、間質性肺炎合併例の肺胞洗浄液中

RP105陰性B細胞数などの臨床的検討を行った。　in

vitroの実験として、　RP105陰性B細胞の細胞表面

分子発現解析、デキサメサゾンによるアポトーシ

ス感受性（Annexin－Vによる多重染色後のFACS解

析）、各種刺激によるRP　105分子発現の増減などの

検討も行った。

〈方法〉

　各種膠原病患者より末梢血を採取し、直ちに比

重遠心法を用いて単核細胞を単離した。抗CD　19、

＜結果＞

　SLE患者ではRP　105陰性B細胞の増加が見られ

た。RP105陰性細胞数とIgG値は相関していた。
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RP　105陰性B細胞数はSLEDAIなどの疾患活動性と

強く相関していた。初発患者例の経時的検討でも

SLEの疾患活動期にRP　105陰性B細胞数は増加し、

治療後はほぼ消失した。

　RP　105陰性B細胞のフェノタイプは、細胞径増

大、CD95陽性、　CD86陽性を示し、活性化B細胞・

胚中心B細胞・early　plasma　ce11と類似した表

現型であった。しかし、B細胞活性化刺激では、RP　105

の陰性化は誘導されず、単純な活性化B細胞とは

異なっていると考えられた。また、細胞内染色で

は、細胞内に豊富なIgGクラスの抗体を産生して

いた。ステロイド誘導性アポトーシスの感受性は、

RP　105陰性B細胞で高かった。我々は、セルソー

ターで分離したRP　105陰性B細胞が抗ds－DNA抗体

の産生を行うことを見出した。また、RP105陰性B

細胞はIL－6産生を行っている可能性も示唆された。

　B細胞の免疫異常が示唆されるシェーグレン症

候群とDMにおいても、　RPlO5陰性B細胞数の増加

が認められた。PMではRP105陰性細胞数の増加は

なかった。シェーグレン症候群における唾液腺組

織へ浸潤したB細胞の多くが、RP　105陰性B細胞

であった。また、間質性肺炎を伴うDM患者の気管

支肺胞洗浄液中B細胞も多くがRP　105陰性であっ

た。

〈考察〉

膠原病のなかでSLE、シェーグレン症候群、　DM

などB細胞機能が深く関与するとされる疾患で、

RP　105陰性B細胞の増加が見られた。SLEでは、RP　105

陰性B細胞数と疾患活動性はよく相関し、疾患活

動性マーカーとしても有用であった。臨床的に

RP　105陰性B細胞数の測定は、　SLEの診断や治療効

果の判定の参考となる。また、免疫学的に、RP105

陰性B細胞は、自己抗体産生細胞として重要なサ

ブセットを形成し、自己免疫病態・病因と深く関

連していると考えられる。PMとDMは、従来同一

疾患であるとの考えが強かったが、RP105の発現

の差からは、両疾患の免疫学的な相異が示唆され

る。

　シェーグレン症候群の唾液腺組織やDMの間質性

肺炎では、RP　105陰性B細胞の増加がみられ、局

所の炎症形成におけるRP　105陰性B細胞の関与も

示唆された。RP　105陰性B細胞はIL－6を産生し、

炎症の形成に関与している可能性も示唆されてい

る。

　RP　105陰性B細胞は、全身性のB細胞活性化を

反映するのみでなく、自己抗体産生B細胞サブセ

ットとして病因論的にも重要であり、局所の炎症・

組織障害と関連している可能性がある。　自己免疫

疾患においてRP　105陰性B細胞は治療の標的のひ

とつであろう。

＜結論＞

　RP　105陰性B細胞は、膠原病の病態を反映し、

臨床上、活動性マーカーとして有用であるばかり

でなく、自己抗体産生などの病因的意義も有して

いる。自己免疫疾患の治療戦略におlt　〉て、　RP105

陰性B細胞を標的とした治療法も考慮され、今後

さらなる検討が必要とされている。

＜文献＞

1）Kikuchi　Y，　et　al．　Arthritis　Rheum，　46：　3259

（2002）

2）　Koarada　S，　et　al．　Rheumatology　（Oxford），　40：

1315　（2001）

3）　Kikuchi　Y，　Ann　Rheum　Dis，　60：　1137　（2001）

4）　Koarada　S，　et　al．　Arthritis　Rheum，　42：

2593　（1999）
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補体C3b／CD46によるregulatory　Tの誘導と自己免疫疾患

　　　　　　　　　　瀬谷　司

大阪府立成人病センター研究所，JST，　CREST（免疫難病）

lnduction　of　regulatory　T　cells　by　stimul　ation　of　peritheral　blood　lymphocypes　with　compliment　C3b　and　CD3．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Tsukasa　Seya

Department　of　lmmunology，　Osaka　Medical　Center　for　Cancer　and　Cardiovascular　DiseasesN　JST，　CREST

　補体欠損症に自己免疫疾患が多発することは以前

から知られて来た。C3までの前期補体成分の欠損

症例にSLEの合併が多く報告されている。補体C3b

の免疫複合体可溶化などから補体には免疫複合体の

クリアランスを促進する機能があり、補体欠損では

免疫複合体が蓄積して自己免疫疾患の増悪に繋がる

ことが示唆されて来た。しかし、補体が免疫複合体

のクリアランスにin　viVOで関与するというデー

タは殆どなく（1）、生理的意義が反復して問われ

てきた。

　最近、Atkinsonら（2）、　H：orvatら（3）はCD3

抗体とC3bによってリンパ球のTCR／CD46を刺

激するとTGF一β，　IL－10を産生するリンパ球画分が

誘導されることを報告した。Macrophage　CD46

刺激ではNO産生、　IL一　12p40，　IL－10の誘導が見

られる（4，5）。従って、CD46は第3のco－

stimulatorのようなシグナルレセプタ・・一一一としてリ

ンパ球ではregulatory　T，　macrophageでは特異

な活性化状態に導くと推定される。Regulatory　T

もNOや1：L－10も自己免疫を抑制するはずである。

　川野らは（6）SLE　patientsの血漿中のsoluble

CD46（sCD46）濃度を調べ、増悪期にsCD46が

増加し、寛解期に減少することを報告した。また、

sCD46は補体価が低い患者さんほど高値を示した。

このことはsCD46が自己免疫一免疫複合体と関連

して産生される因子である可能性を示唆した。しか

し、この時期、まだregulatory　Tの概念は確立さ

れておらず、このような解釈はretrospectiveで

ある。sCD46産生が免疫複合体の原因の一部をな

すか結果としての産物かも不明である。

　CD46がregulatory　Tを誘導する場合、　C3bが

樹状細胞に固定されてリンパ球CD46を刺激する

ような構図が想像しやすい。sCD46はdecoyとし

てリンパ球膜のCD46の活性化を阻害すれば

regulatory　Tは産生されにくくなり自己免疫は悪

化する。このようなモデルは実験的に証明が可能で

あろうか？我々はCD46　TGマウスを作製し、外

から抗体を投与してCD46を刺激し続ける動物モ

デルを作製した。この系で自己免疫疾患と補体の関

係を再考したい。最近の知見は従来の「補体＝免疫

複合体クリアランス」説に補体＝regu　latory　T誘

導説を付加することを許容するように見えるが

evidenceは今後の研究結果に委ねられる。

References

1．　Waxman　FJ，　et．al．，　J　CIin　lnvest．　74（4）：1329－40．
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ループス腎炎と補体

　　　　　　　　　　　　　　　関根英治

福島県立干科大学医学部第二内科、米国サウスカロライナ医科大学

　　　　　　　Lupus　Nephritis　and　Complement

　　　　　　　　　　　Hideharu　Sekine

Department　of　lnternal　Medicine　II，　Fukushima　Medical　University

　　　　　　Medical　University　of　South　Carolina

自己免疫性疾患である全身性エリテマトーデス

（SLE）では、免疫複合体性腎炎いわゆるループス

腎炎が生命予後要因として臨床上問題となる。

ループス腎炎では、腎糸球体にIgG（免疫複合体）

及びC3の沈着がしばしば観察され、腎炎の活動

性と19G・C3の沈着の程度がよく相関する。こ

のことから、腎への免疫複合体沈着に惹起され

た局所での補体経路の活性化が、ループス腎炎

の主要な要因とされ、補体による腎基底膜の破

壊が蛋白尿の成因の一つと考えられてきた。今

回我々は、2つのモデルマウスを作製し、ルー

プス腎炎における補体の役割及び蛋白尿の成因

について検討した。

＜C3ノックアウトMRI．ノiprマウス＞

MRL！lprマウスはS：LEの動物モデルとしてしば

しばSLEの病態解析に用いられている。我々は、

C3ノックアウト（KO）MRUIprマウスを作成し、

ループス腎炎でのC3の役割について検討した。

その結果、Wild　type　MR【ノZprマウス群と比較し、

C3　KO　MRI．／lprマウス群では、腎の病理組織像

および生命予後の改善は認められず、蛋白尿（尿

中アルブミン量）はむしろ悪化する傾向が認め

られた。さらにC3　KO　MRLIIprマウス群では、

対照群と比較して有意に腎への免疫複合体の沈

着が多く、これはC3による免疫複合体のクリア

ランス活性の欠損が原因と推測された1）。

〈IgG・3欠損MRLIiprマウス〉

最近、我々はMHC（H－2）がS：LEの病態に及ぼ

す影響を調べるため、H－2がWild　type　MRIViprマ

ウス（H－2りと異なるH2b　oo㎎㎝ic　MR【Vlprマウス

を作製したところ、約70％のH－2b　MRLIIprマウ

スで選択的にIgG3が欠損する現象を発見した。

このIgG3欠損H－2b　MRIL，tlprマウス群は、　IgG3

発現：H－2b　MRLIIprマウス群及び、　H，2k哺d膿

MRL！加マウス群と比較して、腎へのC3沈着レ

ベルに差が認められないにも関わらず解析した

10匹中全てのマウスで尿蛋白（尿中アルブミン

量）が高度に低下していた。電子顕微鏡にて腎

組織を検討したところ、メサンギウム領域及び、

血管内皮細胞下への免疫複合体の沈着の程度に

3群間で差が認められなかったが、19G3欠損H－

2b　MR【ノlprマウス群では、他の2群と比較して10

匹中全てのマウスで上皮細胞下に免疫複合体の

沈着が全く認められず、また、ネフローゼ症候

群でしばしば認められる上皮細胞融合の程度も

軽度であった。

〈まとめ〉

我々は、2つのモデルマウスを用いてループス

腎炎における補体の役割及び蛋白尿の成因につ

いて検討した。ループス腎炎において補体経路

の活性化は有害な面が強調されてきたが、C3は

免疫複合体のクリアランスにおいて、有益な役

割も演じていることが示唆された。また、ルー

プス腎炎に伴う蛋白尿の成因について、補体に

よる腎基底膜の破壊が主な原因と考えられてき

たが、19G3免疫複合体による新たな一面も示さ

れた。

＜文献＞

1　）　Sekine　H．　et　al．，　J．　Itnmunol．　166　：　6444　（200　1）
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膠原病と補体 補体制御による膠原病の治療戦略

　松尾清一、森田良樹、志水英明、丸山彰一、1水野正司

名古屋大学大学院病態内科学、1ウエールズ大学医学部生化学

Complement　and　collagen　disease　一　Strategies　for　the　treatment　of　collagen　disease．

Seiichi　Matsuo，　Yoshiki　Morita，　Hideaki　Shimizu，　Shoichi　Maruyama，　i　Masashi　Mizuno

　　Department　of　Me　dcicine，　Graduate　School　of　Medicine，　Nagoya　U　niversity

　　　　i　Department　of　Biochemistry，　University　of　Wales　College　of　Medicine

〈はじめに〉膠原病には様々な疾患が含まれ、そ

の病態も多様である。膠原病の病態には補体の関

与が少なからず指摘されているが、治療に関して

は副腎皮質ステロイド、免疫抑制薬、免疫調節薬、

非ステロイド系抗炎症薬、などが主に使われてお

り、補体を標的にした治療法は存在していないの

が現状である。すべてを網羅できないが、補体シ

ステムの制御による膠原病治療の可能性につき他

のグループの仕事の紹介も含めて、発表する。

〈研究の方法〉モデル動物：抗原抗体反応により

補体が重要な役割を果たす疾患モデルとして、ラ

ットThy－1腎炎モデル、抗糸球体基底膜抗体腎炎、

抗内皮細胞抗体による腎炎、コラーゲン関節炎、

ループスマウスモデル、などがある。これらに以

下の抗補体薬またはヒトループスではClq固着カ

ラムを用いてその効果が調べられている。①clq

と特異的に結合してその作用を抑制するペプチド

など、②最も有効かつ有望なものとして可溶型ヒ

ト補体レセプター1（sCRI）、③C5aと拮抗的に

レセプターへの結合能を有するペプチドや抗アナ

フィラトキシン抗体など、④補体成分Clqを固着

したカラムを用いる方法、である。

＜報告されている結果＞sCR1はC3のレベルで補

体の活性化を強力に抑制し、C3以後の様々な補

体活性化産物による障害をブロックする。sCR　1

またはその類似物質は様々な動物疾患モデルに投

与され、ほぼ例外なく著明な効果があるとされて

いる1）　2）。Clq結合ペプチドはin　vitroにおいてそ

の有効性が報告されている3）。また、血栓を形成

するような抗体と補体依存性の腎炎にはアナフィ

ラトキシンの抑制が有効と見られる4）5）。

〈考察〉ヒトループス患者の皮膚病変に対して

clq吸着が行われ有効であったとの報告もあり6》、

SLEに対するClq固着カラムは有望な治療法であ

る可能性がある。sCR　1はヒト以外ではその有効

性が広く知られており、ヒト疾患に対する臨床治

験が協力に推進されるべき物質であると考えられ

る。また全身的かつ長期の補体抑制の副作用が懸

念されるので、局所への遺伝子導入など治療の方

法論についても今後研究が必要である7）。

〈結論〉補体をターゲットにした治療法の開発は

いくつかのヒト疾患の克服のため重要である。
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Al

：L・丘colin／P　35のアポトーシス細胞へ結合による補体レクチン経路の

　　　　　　　　　　　　　　　　活性化

　　　　　　　蔵屋幹夫1、Zhenping　Ming2、　Xianzhou：Liu3、松下操4、藤田禎三1

1福島県立医科大学生化学第二講座、2武漢医科大学寄生虫学講座、3武漢医科大学微生物講座、4東海大

　　　　　　　　　　　　　　　　　学工学部生命化学科
　L’ficolin／P35　binding　to　apoptotic　cells　leads　to　complement　activation　via　the　lectin　pathway．

　　　Mikio　Kuraya　i，　Zhenping　Ming2，　Xianzhou　liu3，　Misao　Matsushita4　，　and　11eizo　Fujitai

　iDept．　of　Bioehemistry，　Fukushima　Medical　University　Schco1　of　Medicine，　2Dept．　of　Medical

Parasitt）logy，　Research　laboratOry　of　SchistOsomia8is　Medical　Co皿ege　of　Wuh．an　University，　3Dept．

　of　Microbiology，　Medical　College　of　Wuhan，　41nstitute　of　Glycotechnology　and　Dept．　ofApplied

　　　　　　　　　　　　　　　Bioehemistry，　lbkai　University．

（はじめに）

　補体レクチン経路が自然免i疫の重要な一翼を

担うことが明らかとなって来ている。我々は、一

昨年、グリオーマ細胞株がレクチン経路成分を産

生することを報告した。今回は、この局所産生の

生理学意義として、自己由来の標的であるアポト’

一シス細胞の除去への寄与を考慮した。これまで、

MB：しやClqがアポトーシス細胞に結合すること

が報告されていることから（1、2）、：Fioolinも同

様の機能を持つことが期待される。検討の結果、

補体レクチン経路レクチン：L・丘oolin／P35がアポ

トーシス細胞に直接、結合すること、続いて、補

体の活性化が生じることを見出したので報告す
る。

（方法）

1）アポトーシス細胞の調製：標的細胞として、

　U937、　HL60、　Jurkat細胞を用いて、
Actinomycin　Dにより、アポトーシスを誘導し

　た。アポトーシス細胞の有無は　DNAの断片

化により確認した（QUick　ApoptOtic　DNA
　Ladder　Detection　11it，　Biowasion　lnc．）．

2）標的細胞へのレクチンおよびC4、　C3の結合：

　標的細胞をヒト血清（正常、Clq・depleted，

M：BL’depleted　L・ficolin・depleted）或いは精製

　成分と37・Cでインキュベートし、洗浄後、レ
　クチン、C4、　C3に特異的な抗体（an廿MB：L：3：E　7，

　anti’L’丘co】in／P35：2F5，

　anti’H’ficolinlHakata　antigen：4H5，　anti’C4：

　polyclonal　antibOdies，　anti－C3：C3G）、更に蛍

　光標識2次抗体と反応させた後、フローサイト

　メトリーにより解析した（FACS　Ca］i：bur　4A）。

（結果）

1）U937，：HL60，　Jurkat細胞をActinomycin　D

　処理し、アポトーシスを誘導した後、正常血

　清と37℃でインキュベー・トすると、MB：しお

　よび：L・丘colin！P35の・apoptotic：HIL，60、

　apoptOtic　U937、　apoptotic　Jurkat細胞への

　結合が認められた。さらに続いてレクチン経

　路の活性化に基づくC4、　C3の固着も認めら

　れた（図1）。H・丘colin／Ha：kata　antigenは

　apoptOtic　Jurkat細胞においてのみ観察され

　た。

3）精製レクチン経路成分MBL、　L一丘colinlP　35、

　H一丘colin／Hakata　antigenのアポトーシス細胞

　への結合。正常ヒト血清を用いて観察された同

　様のレクチンの結合が、精製レクチンにおいて

　も観察され、他の分子を介さず、直接結合する

　ことが判明した（図2）。

4）精製L一更oo血L／P35をアポトーシス細胞に結合

　させた後、精製C4分子と反応させると、C4の

　固着、即ち、アポトーシス細胞上での活性化が

　観測された。

5）L・丘colin／P35・depleted　serumを用いて、アポ

トーシス細胞上の、Le丘cloin／P35経由の補体活

性化の程度を検討すると、　正常血清によるC

3活性化の67．7％に減少した。

6）：L・ficolin》P35および。3は細胞のアポトーシ

ス細胞に特異的に結合する。
（考察）

：L・丘colin／P35はアポトーシス細胞に他の分子を

介さず、直接結合し、更に、L一丘colin／P35に会合

したMASP・2によってC4が切断され、補体の活

性化、即ち、レクチン経路の活性化が生じること

が判明した。この活性化はアポト・・・…シスを起こし

た細胞に特異的であった。これまで、報告されて

いるMBLやClqと同様の機能を有すると考えら

れる。また、これらの分子と比較すると、認識す

る糖質GlcNAcから考慮して、アポトーシスの過

程で生じるGlcNAc付加反応を認識するものであ
ると考えられる。更に、H・ficolin！Ha：kata　antigen

については、糖鎖認識の相違があると推測される。

一27一
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A2

MBLと種々のlgAおよび免疫グロブリンとの結合性

寺井　格1、小林　邦彦2、J－P　Vaerman　3、真船　直樹4

1北海道医療大学医療科学センター、2北海道大学小児科、

3Dept．　Exp．　Med，　Univ．　Louvain、4酪農学園大学酪農学部

Binding　ability　of　Mannose　binding　lectin　（MBL）　with　various　lgAs　and　immunoglobulins

　　　　　　　　Itaru　Teraii，　Kunihiko　Kobayashi2，　J－P　Vaerman3，　Naoki　Mafune‘

　ilnsti．　Med．　Sci．，　Health　Sciences　Univ．　Hokkaido，　2Dept．　Pediat．，　Hokkaido　Univ．　School　of　Medicine，

　　　　　　　　3Dept．　Exp．　Med．　Univ．　Louvain，　4Laboratory　of　Medical　Dietetics，

　　　　　　Department　of　Food　Science，　Faculty　of　Dairy　Science，　Rakunougakuen　Univ．

〈はじめに＞

MBLが血清lgAと結合しレクチン経路を活性化す

ることが、最近、報告された（1）。IgA腎症の中には

MBLが組織に沈着しているものがあることも既に

報告されており（2・3）、MBLおよびレクチン経路の

IgA腎症への関与が推測される。　IgA腎症で検出さ

れるlgAはIgA　1が優位と言われている。　IgA　1で

は、その糖鎖からガラクトースのはずれたものが

本症の原因とする意見があり（4）、MBLと同時に腎

に沈着していたのはIgA　1だったと報告（3）されてい

るが、IgA　2だったとの報告〔5）もある。我々は種々

のミエローマのlgA　1ならびにIgA　2、各種免疫グ

ロブリンとのMBLの結合性を検討した。

〈方法＞

IgGは正常ヒト血清から、　sIgAはヒト初乳より、そ

の他の種々のlgAおよび免疫グロブリンはミエロー

マ患者血清から定法に従い調整した。種々のIgAな

らびに各種免疫グロブリンをマイクロプレートに

固相化し、牛血清アルブミンでブロックした。固

相へのMBLの結合はビオチン化した精製MBLを段

階希釈して各ウェルに添加するか、あるいは精製

したMBLないし血清を段階希釈して各ウェルに添

加し、更に抗MBL抗体を添加することで検出し

た。免疫グロブリンからのガラクトースの除去は

固相上でノイラミニダーゼとβ一Dガラクトシダー

ゼを37度で作用させることにより行った。免疫

グロブリンへの酸処理（pH2，　37度，1時間）も固相

上で行い、MBLへの結合性の変化を検討した。

〈結果＞

MBLは、ある特殊なIgA（lgA2m（2）dimerの一つ）

と強く結合し、その結合はマンノース、Nアセチ

ルグルコサミンなどの糖、あるいはEDTAにより阻

害された。他の免疫グロブリンはMBLとは結合し

ないか、あるいは結合性が劣るが、それらはノイ

ラミニダーゼとβ一Dガラクトシダーゼの酵素処理

により、量依存的に、かつ経時的にMBLとの結合

性を増すようになった。また、酸処理により結合

性を増すようになる免疫グロブリンが分泌型IgAを

始めとしていくつか認められた。MBLの野生型

（AIA）、変異型ヘテロ（A／B）とのIgAとの結合

性はこの順に低くなり、ホモ（BIB）では全く結合

が見られなかった。

〈考察〉

これらの結果より、（1）MBLはどんなIgAとで

も結合できるわけではないこと、　（2）その結合

は糖鎖を介したものであること、　（3）結合性が

ない、あるいは弱い免疫グロブリンも、酵素処理

によりシアル酸とガラクトースを除去すると、あ

るいは酸処理により立体構造が変化すると、マン

ノースやNアセチルグルコサミンなどの糖鎖が露

出することにより、MBLとの結合性を増すように

なることが考えられた。

以上より、MBLの関与するlgA腎症では特定の糖

鎖が露出した特殊なIgAがその発症に関与している

可能性が示唆された。またその際、MBLの変異型

ホモ（B／B）は発症に関与せず、遺伝子変異を有す

るヒトでは本症の発生率が低くなることが推測さ

れた。

〈文献〉

（1）　Roos　A　et　al．，　J　lmmunol．，　167：　2861　（2001）

（2）　Endo　M　et　aL，　Nephrol．　Dial．　Transplant．，　13：　1984

（1998）

（3）　Matsuda　M　et　al．，　Nephron，　80：　408　（1998）

（4）　Mestecky　J　et　al，，　Contrib．　Nephrol．，　104：　172　（1993）

（5）　Hisano　S，　Arn．　J．　Kid．　Dis．，　38：　1082　（2001）
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A3

Expression　of　Ficolin　A　and　Ficolin　B　in

　　　Adult　Mouse　and　Developing　Embryo

Yu　Liui，　Yuichi　Endoi，　Shunsaku　Homma2，　Kazuko　Kannoi，

　　　　　　　　　　Hiroyuki　Yaginuma2，　Tei20　Fujitai

iDgpartment　of　Biochemistry　and　2Department　of　Anatomy，

　　　　　　　　　　　　Fukushima　Medical　University

〈Background＞

　　Ficolins　are　a　group　of　proteins

with　lectin　activity，　vvhich　plays　a

role　in　host　defense　by　binding　to

carbohydrates　on　microorganisms，

enhancing　the　opsonic　activity　of

neutrophils　and　activating　the　lectin

pathwayi）．　They　have　been　identified

in　various　species，　including　human，

rodents，　pig，　mouse，　hedgehog，　and

also　ascidians．　Mouse　ficolins　are

clarified　into　two　types，　termed

ficolin　A　and　ficolin　B．　Previous

study　showed　that　liver　and　spleen

are　the　main　organs　that　express

mRNA　of　ficolin　A　by　Northern

blot2）．　The　objectives　of　present

research　are　to　confirm　the　cellular

origin　of　ficolins　in　adult　mouse　and

to　explore　the　ontogeny　of　ficolins

in　developing　embryos．

＜Methods＞

　　In　situ　hybridization　was　carried

out　on　the　cryostat　sections　of

mouse　embryos　from　E9．5　to　E18．5，

livers　from　neonatal　mice　of　day　1，

5，　10　and　28，　and　various　tissues

from　adult　mice，　including　liver，

spleen，　heart，　lung，　brain，　and

kidney．　The　digoxigenin一＃　or　biotin－

labeled　riboprobes　was　used　to

detect　ficolin　A　and　ficolin　B　mRNA

in　the　sections．　lmmunohistoche－

mical　reaction　was　also　carried　out

on　continuous　secttons，　using　antl－

CD68　antibody　for　identifying

macrophage　cells．

〈Results＞

　　In　adult　mouse，　ficolin　A　mRNA

mainly　localizes　in　Kupffer　cells　in

liver　and　macrophage　cells　in　spleen，

whereas　ficolin　B　does　not　express
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in　any　tissues　at　detectable　level．

Interestingly，　both　ficolin　A　and

ficolin　B　were　expressed　in　livers　of

embryos　from　E12．5　to　E18．5　and　of

newborns．　Expression　of　ficolin　A　in

embryo’s　liver　is　stronger　and　wider

than　that　of　ficolin　B．　Expression　of

ficolin　B　in　embryo’s　liver

continues　increasing　with　days　until

day　E18．5，　with　a　post－natal　decline．

〈Conclusion＞

　　Mouse　ficolin　A　and　ficolin　B　are

expressed　in　monocyte－macrophage

lineage．　The　different　spatial－

temporal　expression　patterns　of

ficolin　A　and　ficolin　B　suggest　their

different　roles　in　pre一　and　post－natal

stages．

〈Reference＞

　　1）　Fujita　T．，　Nat．　Rev．　lmmunol．，

　　　　　2：346（2002）

　　2）　Fujimori　Y．　et　al．，　Biochem．

　　　　　Biophys．　Res．　Commun．，

　　　　　244　：796（1998）
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A4

ヤツメウナギMBLのタンパク精製と構造の決定

高橋百恵1、松下町2、松下亜紀子1、遠藤雄一1、藤田禎三1

　　　　1福島県立医科大学医学部生化学第二講座

　　　　　　　2東海大学工学部生命化学科

Characterization　of　lamprey　lectin　similar　to　mammalian　mannose－binding　lectin　（MBL）

Momoe　Takahashii，　Misao　Matsushita2，　Akiko　Matsushitai，　Yuichi　Endoi，　Teizo　Fujitai

　　　　　　iDepartment　of　Biochemistry，　Fukushima　Medical　University．

2Department　of　Applied　Biochemistry　and　lnstitute　of　Glycobiology，　Tokai　University．

〈はじめに〉

哺乳類ではMBLやフィコリンなどのレクチンが、

微生物上の門門を認識して補体レクチン経路を

活性化する1）。無脊椎動物のホヤでは、GBL

（glucose－binding　lectin）と呼ばれるレクチンが見

つかっており、糖を認識するCRD様構造を持っ

ているが、他のMBLとは異なりコラーゲン様構

造は持っていない2）。脊椎動物の最下等である円

口類のヤツメウナギには、獲得免疫は存在せず、

生体防御は自然免疫が中心とされているが、その

実体は明らかにされていない。

そこで本研究では、ヤツメウナギにコラーゲン様

構造を持ったMB：しに相当するレクチンが存在す

るか否かを検討した。

〈実験方法〉

ヤツメウナギの血清をGlcNAc．agaroseカラムと

MonoQカラムを用いて精製した。このレクチン

について、MBLのようにコラーゲン様構造を持

っているのか、セリンプロテアーゼと複合体を形

成しているかなどを調べた。さらに一次構造を明

らかにするために、気相シークエンサーによって、

コラゲナーゼ、V8酵素で切断した断片のアミノ

酸配列を決定した。部分アミノ酸配列から合成

DNAプライマーを作成してRT．PCRを実施した。

得られたcDNA断片をもとに全長cDNA及びア

ミノ酸配列の決定を試みた。

〈結果〉

このレクチンはSDS－PAGEの結果より、還元下で

分子量が25kDaのタンパク質であることがわか

った（以下L25Kと省略）。

MCA活性の結果より、L25Kにはプロテアーゼ活

性を持つ酵素が結合していることが明らかとな

った。ヤツメウナギのMASP－A抗体を用いてウエ

スタンプロッティングを行った結果、L25Kには

MASP．Aが会合していることが明らかになった。

コラゲナーゼ処理により分子量が小さくなるこ

とからコラーゲン様構造を持つことが推測され

た。決定したアミノ酸配列からもGly－x－Yの繰り

返し構造を確認することができた。125Kについ

て相同タンパクの検索を行ったところ、ヒト、マ

ウス、ラットなどのMBLと高い相同性を示した。

〈考察〉

ヤツメウナギにはMBLが存在する。このL25K

にはヒトのMBLなどと同様にセリンプロテアー

ゼが会合していることから、レクチン経路の活性

に関与していると示唆される。

＜文献＞

1　）　Fujita　T．，　Nature　Rev．　lmmunol．　2：　346：　（2002）

2）　KenjoA，　et　al．，　J．　Biol．　Chem．　276：　19959　（2001）
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インチレクチンファミリーに属するヤツメウナギ血清レクチン

　　松下亜紀子、遠藤雄一、中田宗宏1）・）、松下操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）町触工学研究施設

　　　　　　Novel　lamprey　serum　lectin　belonging　to　the　intelectin　family

　　　　　　　　Akiko　Matsushita　，　Yuichi　Endo，　Munehiro　Nakata，

　　　　　　　　　　　　Misao　Matsushita　and　Teizo　Fujita

　　Department　of　Biochemistry，　Fukushima　Medical　University　School　of　Medicine

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

〈はじめに〉

インチレクチンはホヤからヒトまで広く存在し、そ

の構造はよく保存されながら発現部位や糖への

結合性に多様性が見られる動物レクチンである。

ホヤに見出された同ファミリーであるgalactose－

specific　lectinはオプソニンとして機能する1）。

また、ヒト腸管に発現するインチレクチン（Hレ1）

はin　vivoで細菌の細胞壁成分を認識することが

報告されている2）3）。

今回我々はヤツメウナギ血清からmannan結合性

の新規インチレクチン（intelectin　A）を単離した。

〈方法＞

1）mannan－agaroseカラムを用いて、ヤツメウナギ

血清よりintelectin　Aを精製した。

2）intelectin　Aの部分アミノ酸配列をもとに作製

したプライマーを用いて肝臓cDNAを鋳型として

PCRを行い、全一次構造を決定した。

3）intelectin　Aの部分PCR産物をプローブに、ヤ

ツメウナギ鯉・肝臓・腸管・血液細胞・心筋から抽

出したtotal　RNAを用いてNorthern　blottingを行

った。

〈結果＞

1）intelectin　Aはいずれもインチレクチンのホモロ

グである41，35，32kDaの3種類のサブコ・ニットか

ら成るヘテロポリマーであった。

2）各サブユニットの構成比から9量体を形成して

いると予想された。

3）41，35，32kDaの各サブユニットはそれぞれ

377，333，327aaから成り、32kDaは41kDaの

splicing　variantであった。相同性は41kDa－

35kDaが64．5％、41kDaと35kDaのヒトインチレク

チンHL－1との相同性はそれぞれ54．8％、

57．3％であった。

4）Northern　blottingの結果、各サブユニットとも

肝臓に特異的に発現が見られた。

〈考察〉

生体における局在性の多様さに特徴があるイン

チレクチンファミリーの機能については不明な点

が多い。mannan結合性を有するインチレクチン

がヤツメウナギ血清に存在することは、インチレク

チンが下等動物では重要な血清成分として生体

防御の役割を担っていると考えられる。

参考文献

1）Abe，　Y．　et　al　（1999）　Eur．　J．　Biochem．．　261，　33－

39．

2）Tsuji，　S．　et　al　（2001）　J．　Biol．　Chem．　276，

　23456一一23463．

3）Lee　J’K．　et　al　（2001）　Glycobiology　．

　11，65－73．
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PIG－W　is　critical　for　inositol　acylation　but　not　for

　　fiipping　of　glycosylphosphatidylinositol－anchor

　　　　Uampom　Siripanyaphinyo，　Yoshjko　Murakami，　Ji　Young　Kang，　Sonoko　Ish血ara1，　Hideki

　　　　　　　　　　　　　　　　　　Nakakumai，　Yusuke　Maeda　and　Taroh　Kinoshita

　　　　　　　　　Department　of　Immunoregulation，　Research　lnstitute　for　Microbial　Diseases，

Osaka　University　，　i’lhe　Second　Department　of　Medicine，　Kumamoto　University　School　of　Medicine，

Obj　ective

　　　　　　Many　cell　surface　proteins，　including

complement　regulatory　proteins　such　as　decay

accelerating　factor　（DAF　or　CD55）　and　CD　59，

are　attached　to　the　membrane　via

glycosylphosphatidylinositol　（GPI）　anchor．　GPI

anchors　are　synthesized　prior　to　transfer　to　the

C－termini　of　proteins　by　sequential　additions　of

glycan　components’　to　phosphatidylinositoli）．　ln

mammalian　cells，　’inositol　ring　of　phosphatidylinositol

is　acylated　at　the　third　step　in　GPI　biosynthesis　（Fig．1）．

The　purpose　of　tlris　study　is　to　identify　the　responsible

gene　and　the　role　of　inositol　acylation．

Methods

　　　　　　Using　human　T　lyr叩homa　Molt　4　cell　l血e

which　is　defective　in　inositol　acylation，　we　have　cloned

a　responsible　gene，　termed　PIG－M，　by　expression

cloning　and　have　analyzed　the　encoded　protein．

Results

　　　1．　Molt4　I　D　I　O　and　CHOPA　10．14　（derived　from

CHO　cell）　mutant　cells　are　defective　in　the　surface

expression　of　GPI　anchored　proteins．

　　　2．　We　analyzed　the　accumulated　GPI

intermediate　lipids　in　these　cells　by　metabolic

labeling　with　mannose．　They　were　defective　in　inositol

acylation，　which　is　not　essential　for　the　subsequent

mannosylation．　But　we　did　not　find　GPI　having

phosphoethanolamine　（P－Etn）　on　the　third　mannose．

　　　3．　The　responsible　gene，　PIG　M，　encodes　a　504

amino　acid　protein　containing　multiple　transmembrane

domains，　which　is　localized　in　the　endoplasmic

reticulum　（ER）・．

　　　4，　The　tagged　PIG－W　affinity－purified　from

transfected　human　cell　had　inositol　transferase　activity

in　Cell丘ee　SyStem．

Conclusion

　　　　　　These　results　suggest　that　inositol　acylation

is　critical　for　the　surface　expression　of　GPI　anchored

proteins　and　that　PIG－W　is　1ikely　inositol

acyltransferase　itself．　lnositol　acylation　is　not　essential

for　flipping　GPI丘om　cytoplasmic　side　to　the　1uminal

side　of　the　ER　but　may　be　critical　for　the　addition　of

the　bridging　P－EtN　to　the　third　mannose．

Reference

1）　Kinoshita　T．　et　al．，　Curr．　Ctpin．　Chem．　Biol．，　4：　632

　　　（2000）
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GPI　Biosynthesis　Pathway　In　Mammalian　Cells
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DAFによるNK細胞依存性細胞傷害の抑制について

久保朋子1・2）、宮川周士1）、日馬多美子1）、福田大輔1）、松浪勝義1・2）、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）

Decay　accelerating　factor　（DAF：　CD55）　function　on　natural　killer　cell－mediated　cytotoxicity

　Tomoko　Kubo　i’2），　Shuji　Miyagawai），Tamiko　Kusamai），　Daisuke　Fukutai），　Katsuyoshi　Matsunami　i，2）

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　and　Ryota　Shirakurai｝

　　　　i）Division　of　Organ’Transplantation，　Department　of　Regerierative　Medicine，

Osakh　University　Graduate　School　of　Medicine，　2）Animal　Engineering　Research　lnstitute　（AERI）

〈はじめに〉

　補体制御因子DAF（CD55）は4つの機能ドメイン；

short　consensus　repeat（SCRs）を持ち、　C3変換酵

素であるC3bBb，　C4b2aを解離失活させ補体制御機

能を示す。このDAFの補体制御機能はSCR2－3が

classical　pathway　｝こ、　SCR2－4　カミ　alternative

pathwayに関与すると報告されている1）。

　一方、1992年Finbergらにより、DAFがNK細胞

による細胞傷害機能を抑制する事が報告され2）、ま

た昨年CaragineらによりCrryに同じくNK細胞を

抑制する機能があることが報告された3）。

　今回我々は、DAFのもつNK細胞依存性細胞傷害

抑制機能（NK細胞制御機能）が、補体制御機能と

どのように関与しているかを検討した．更に、DAF

以外の補体制御因子についてもNK細胞制御機能の

有無を検討した4”5）。

＜方法＞

Wild－type　DAFおよびSCRの一カ所を欠損させた

delta－SCR1～4　DAF株を遺伝子構築し、発現ベクタ

ーであるpCXN（beta　actin　promoter）に導入した。

　次に各遺伝子をブタ血管内皮細胞（SEC）6》に遺

伝子導入後、その発現量をFA（Sにより同定し、各

安定細胞株を作成した。DAF以外の補体制御因子と

して、N末よりのSCR1－4を膜型にしたfactor　H（膜

型factor　H）’、同じく膜型にしたC1－INH　（膜型

C1・一INH）およびコントロールとしてCD59も同様

にブタ血管内皮に遺伝子導入後、その発現量を同定

し、細胞株を作成した。

　NK細胞によるSEC傷害機能を検討するために、

エフェクター細胞としてNK－1ike　ce111ineであ

るYT　ce11を用い、ターゲット細胞であるSECに対

して5：1，10：1の割合で37℃、4時間反応さ

せた後、ターゲット細胞から遊離されるL一リン酸

デヒドロゲナb一…ゼ（LDH）を測定した。，

　また、補体制御機能はSECに20％および40％の

正常ヒト血清（NHS）を37℃、2時間反応させた後、

LDHを測定し、算出した。
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＜結果＞

1）DAFの補体制御機能はdelta－SCR2　DAFおよび

delta－SCR3　DAFで失われていた。

2）DAFのM細胞制御機能はdelta－SCR2，3およ

び4DAFで失われていた。

3）DAF以外の補体制御分子である二型factor　H、

門門C1－INH、およびCD59は、すべて補体制御機能

は示したが、NK細胞制御機能は示さなかった。

〈考察〉

　各SCR欠損株、　delta－SCR1～4　DAF、の結果から、

DAFのNK細胞制御機能にはSCR2，3および4が関与

していることが判明した。　また、補体制御機能は

delta－SCR2，　3　DAFで欠損し、　delta－SCR4　DAF

で保存されていた事より、DAFのNK細胞制御機能

と補体制御機能を比較する上で、SCR4が重要であ

ると考えられた。

　一方、このブターヒトの系はclassical　pathway

が主に動くことを報告している6）。DAFのSCR2，3お

よび4はalternative　pathwayの制御に関与する

ことが分かっているため、次にalternatiVe

pathwayにおける解離活性をもつ補体制御因子であ

るfactor　Hを調べた。膜型factor　HでNK細胞

傷害抑制機能が示されなかった事より、DAFのM（

細胞制御機能は、alternative　pathwayの補体抑

制工には依存せずに、作用していると考えられた。

　更に、我々はこのSECを使った系で、　C　1－INHが

C3，C4の膜上への沈着の両方を約50％抑制する

ことを報告している。そこで、このNK細胞制御機

能とNK細肺の補体レセプターとの関与をC1－INHに

より検討してみたが、NK細胞による傷害機能への

影響はほとんど示されなかった。

＜結論＞

DAFのもつNK細胞依存性細胞傷害を抑制する機能

は、補体制御機能とは別に作用している事が示唆さ

れた。

＜文献＞

1．　Brodbeck　WG，　Kuttner－Kondo　L，　Mold　C，　Medof

　　ME，　Irnmuno　logy，　101：104－111（2000）

2．　Finberg　RW，　White　W，　Nicholson－Weller　A．　J

　　Immunol，　149：2055－2060（1992）

3．　Caragine　TA，　lmai　M，　Frey　AB，　Tomlinson　S．，

　　Blood，　100：3304－3310（2002）

4．　Yoshitatsu　M，　Miyagawa　S，　Mikata　S，　et　al．

　　Biochem　Biophys　Res　Commun，　265：　556－562，

　　（1999）

5．　Fukuta　D，　Miyagawa　S，　Yamada　M，　et　a　l．

　　Xenotranaplantation，　10：132－41（2003）

6．　Miyagawa　S，　Shirakura　R，　Nakata　S，　et　al．

　　Transplantation，　58：834－840　（1994）
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ヒト骨組織と非小細胞肺癌における新しいDAF　variants

大須賀文彦1）、遠藤雄一2）、樋口光徳・）、管野隆三1）、寺島雅典1）、藤田禎三2）、後藤満一　1）

　　　　　　1）福島県立医科大学第一外科学講座，OP福島県立医科大学第二生化学講座

　　　　　　　Novel　DAF　variants　in　human　lung　and　non－small　cell　lung　cancers

Fumihiko　Osuka’｝，　Yuichi　Endo2），　Mitsunori　Higuchii］，　Ryuzo　Kanno　i），　Masanori　Terashima’），　Teizo

　　　　　　　　　　　　　　　Fujita2）　and　Mityukazu　GotoU

i）Department　of　Surgery　1　and2）　Department　of　Biochemistry，

　　Fukushima　Medical　University　School　of　Medicine

〈はじめに＞

Decay－accelerating　factor（DAF，　CD55）は、補体

活性調節に関与するタンパク質群の一つであ

る。直腸結腸癌のような腫瘍環境において、

DAFの発現は増強すると報告されている1）。

直腸結腸癌で高発現される生理学的意義は未

だ不明であるが、自己補体の攻撃から腫瘍細

胞を防御する意味があると推測されている。

ヒトDAFでは二つのイソフォームが報告さ

れている2）：一つはglycosylphosphatidylinositol

（GPI）アンカー型膜タンパクであり、もう一

つはalternative　spl　icingにより同じ遺伝子から

産生される可溶型タンパクである。今回、我々

はヒト肺組織において三種類の新たなDAF

splicing　variantを見出し、その生理学的役割

と非小細胞肺癌における発現を明らかにする

ために基礎的検討をおこなった。

〈方法＞

1）DAF　variantのcDNAは、ヒト肺組織の

cDNAを鋳型としてRT・PCRをおこない、PCR

産物の塩基配列を決定して同定した。

2）DAF　variantの発現組織はRT・・PCRとノザ

ンプロットにより検討した。

3）DAF　variantタンパクの細胞での存在部位

は、構築cDNAをCHO細胞に遺伝子導入し、

発現されたDAFタンパクをウエスタンプロ

ットと免疫染色法で検討した。また、培養液

中に分泌された可溶型DAFはELISAによっ

て検出した。

4）非小細胞肺癌と正常肺組織でのDAF

variantの発現はRT．PCRおよびELISAを用

いて検討した。

〈結果＞

1）ヒト肺組織よりDAF　variant　2，3，4と名づ

けた三種類の新しいDAFのイソフォーム

cDNAを単離した。新しいイソフォームはヒ

トDAF遺伝子の第9エクソンと第11エクソ

ンとの間に存在する三つの新しいエクソンを

含むsplicing　variantであった。

2）アミノ酸配列の親水性プロットから推測

されるDAF　varian重タンパクはGPIアンカL・一一・

型ではなく、全て可溶型タンパクと考えられ

た。

3）三種類のDAF・variantのmRNAは肺、肝、

脾、末梢白血球などほとんどの組織に発現し

ていた。

4）CHO細胞に発現させたDAF　variantをウェ

スタンプロットで調べた結果、全てのDAF

variantがアミノ酸配列から算出される分子量

（41－43kDa）をもっていた。また、　ELISAによ

って培養液中にDAFタンパクが検出された。

培養液を免疫沈降させウェスタンプロットに
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より検討した結果、各DAF　variantは55－60　kDa

のタンパクとして検出された。

5）免疫染色において、DAF　variantタンパク

はCHO細胞の細胞質に認められた。

〈まとめ＞

1）ヒトの肺組織から三種類のDAF　variant

cDNAを分離した。これらは、それぞれ新た

なエクソン配列を含む同一遺伝子からの

splicing　variantであった。

2）これらのcDNAは、可溶型DAFをコL・一・・ド

しており、糖鎖の付加後ただちに細胞外に分

泌されると考えられた。

2）DAF　variantの生理的役割および腫瘍にお

ける動態については現在検討中である。

参考文献

1）　Koretz　K，　Bruderlein　S，　Henne　C，　Moller　P．

　　Decay－accelerating　factor　（DAF，　CD55）　in

　　normal　colorectal　mucosa，　adenomas　and

　　carcinomas．　1992．　Br　J　Can，　cer　66“　810－814．

2）　Caras　IW，　Davitz　MA　Rhee　L，　Weddell　G，

　Martin　Jr　DW，　Nussentweig　V．　aoning　of

　decay－accelerating　factor　suggests　novel　use

　　of　splicing　to　generate　two　proteims．　1989．

　Nature　325：545－549．
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Peanut　Agglutinin（PNA）認識糖蛋白としての1　Decay－Accelerating

Factor（DAF）の同定と非小細胞肺癌における発現

　　　樋口光徳1）、遠藤雄一2）、鈴木弘行1）、大須賀文彦1）、塩　豊1）、藤生浩一一1）、

　　　　　　　　　　管野隆三1）、寺島雅典1）、〕藤田禎三2）、後藤満一1）

　　　　　　　　　　　福島県立医大・医・1）第1外科，2）第2生化

Identification　of　Decay－Accelerating　factor（DAF）　as　a　Peanut　Agglutinin（PNA）　binding　molecule

　　in　human　lung　and　alternative　splicing　and　glycosylation　of　DAF　in　non－small　cell　lung

　　　　　　　　　rt　cancer（NSCLC），
　　Mitsunori　Higuchii），　Yuichi　Endo2），　Hiroyuki　Suzukii），　Fumihiko　Osuka’），　Yutaka　Shio’），

　Koichi　Fuj　iu’），　Ryuzo　Kanno　i），　Masanori　Terashimai），　Teizo　Fujita2），　and　Mitsukazu　Gotohi）

　　　　　　　　i）Department　of　Surgery　1　and　2）Department　of　Biochemistry，

　　　　　　　　　　Fukushima　Medical　University　School　of　Medicine

〈はじめに〉　　　　　　一

Decay－Accelerating　Factor（DAF，CD55）は補

体制御蛋白としていくつかの癌細胞での発現

異常が報告されている1，2）。今回我々はヒト

肺組織において、植物レクチンであるPeanut

Agglutinin（PNA）の認識糖蛋白の1つがDAF

であることを見出した。PNAは腫瘍関連抗

原であるgalactosc　pl－3－N－acetylgalactosamine

を認識する3）。非小細胞肺癌（NSCLC）におけ

るDAFの関与を明らかにするために、腫瘍

組織におけるDAF遺伝子の転写と翻訳後の

糖鎖の付加について正常組織と比較検討した。

〈方法＞

1）ヒト肺組織からミクロソーム分画を調整し、

PNA結合糖蛋白を検出するためにPNAを用

いたレクチンプロットを施行した。

2）PNA一セファロースカラムを用いて，ヒト

肺組織ミクロソーム分画をからPNA結合糖

蛋白を精製し，この試料を抗DAF抗体を用

いたウェスタンプロットで解析した。また、

肺組織のミクロソーム分画を抗DAF抗体で

免疫沈降させ、得られた試料をPNAレクチ

ンプロットで解析した。

3）NSCLC腫瘍組織と同一試料内の正常組織

におけるDAF蛋白の発現は、ウェスタンプ

ロットおよび組織染色により調べた。また、

mRNAを組織から抽出しRT－PCRを行い

DAFの発現レベルを比較した。

4）RT－PCRにより得られた産物の塩基配列を

決定し、Intron7を含むDAF　variantの全長

cDNAを構築した。

〈結果＞

1）約60kDaのPNA結合糖蛋白がヒト肺組

織のマイクロソーム画分に見出された。

PIPLCおよび0一グリカナーゼ処理の結果か

ら、この蛋白は0型糖鎖をもつGPIアンカ

ー隔膜蛋白であることがわかった。

2）アフィニティクロマトグラフィにより得

られた試料のPNAレクチンプロットおよび

免疫沈降により得られた試料のPNAレクチ

ンプロットの結果から、60kDAのPNA結

合糖蛋白はDAFであることが明らかになっ

た。

3）レクチンプロットおよびウェスタンプロ

ットの結果から、NSCLC組織におけるDAF

発現量は同一組織の正常部分と比較し有意に
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低下していることがわかった。またNSCLC

組織では正常組織に比べ、高分子量のDAF

〈約70kDa＞の発現を認め、この高分子量

DAFはPNAとの結合性を示さなかった。

3）PCR産物の塩基配列の決定により、Intron

7を含む二種類のvariantの存在が明らかに

なった。一つはIntron　7の配列の全長を含み、

二つ目はIntron　7の前半部分を含んでいた。

Intron　7の配列はexon　7と類似した配列の繰

り返しからなっており4）、serine，　threonine

およびproline（STP）に富むアミノ酸をコード

していた。これらのvariantの発現はNSCLC

組織において増加を認めた．

〈まとめ〉

ヒト肺組織にみられる60kDa　PNA結合糖蛋

白がDAFであることを明らかにした。

NSCLCにおいては、　DAFは高分子に移行し、

PNAとの反応性がない分子に変化していた。

また、NSCLC組織では0型糖鎖の結合でき

るSTP領域が長いsplicing　variantが増加し

ており、高分子量DAFの産生に寄与してい

ると考えられた。このように、NSCLC組織

ではDAF遺伝子の転写や翻訳後の糖鎖付加

に変化が生じていることが明らかになった。

この変化が、NSCLCの腫瘍化あるいは転移

にどのように関与するかについて現在検討を

進めている。

参考文献

1）　Koretz　K，　et　al．　Br　J　Cancer　66：　810－814，　1992．

2）　Nakagawa　M，　et　al．　J　Gastroenterol　Hepatol．

　16：184－189，　2001．

3）　Donald　RH　et　al．　Cancer　47：2872－2877，　1981．

4）　Nonaka　M，　et　al．　J　immunol　155：3037－3048，

　1995．
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ニワトリのRCA（regulator　of　complement　aCtivation）遺伝子産物の構造・機能

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　解析

信田京子、押下裕之、石井一夫、松本美佐子、瀬谷司、

　　　　大阪府立成人病センター研究所免疫学部門

　　　　　　Structure　and　functi　on　of　chicken　RCA　gene　farnily　proteins

　　Kyoto　Shida，　Hiroyuki　Oshiumi，　Kazuo　lshii，　Mi　sako　Matsumoto，　Tsukasa　Seya

Department　of　lmmunologu，　Osaka　Medi　cal　Center　for　Cancer　and　Cardiovascular　Diseases

〈はじめに〉

ヒト、マウスには相同のRCA　gene　clusterが

ある。　（マウスでは一部転座が認められる）

我々はニワトリから補体制御因子crempを

MCPアナログとしてクローニングし、

microchromosomeにcrempの遺伝子座を固

定した。Crempを含む～200kbのBAC　clone

を4個とり、この解析からトリにもRCA　gene

clusterが存在することを証明した。さらに

RCAにはcremp以外にも少なくとも4個の

SCRを含む遺伝子が同定できることを昨年

報告した。今回、このうち2個の完全長cDNA

をクローニングし、構造、機能解析を行った

ので報告する。

〈方法＞

BAC　sequencing　：　ABI　PRISM　310　Genetic

Analyzerを用いて塩基配列の決定をおこなっ

た。Southern・blottin：制限酵素処理したBAC

cloneをアガロースゲルで分離し、　DNAをニ

トロセルロース膜に転写した。DIG標識した

プローブをハイブリさせて検出をおこなった。

Homology　search：ヒトの補体制御因子との相

同性は、GENETYX．MACプログラムにより

解析した。

〈結果、考察〉

ニワトリのRCAは～100kbpに少なくとも5

つのSCR蛋白の遺伝子群を含む。　RCAのマ

ーー Jー遺伝子PFKFB2もこの中に同定する。

ヒトの約1／10のスケールであり、これを全

てシークエンスすることを計画中である。今

回はエクソントラヅプで同定した2つのSCR

蛋白とcrempのエクソン、イントロン構造、

一次構造からの蛋白構造予測、スプライス産

物の同定を行った。機能については査定中で

ある。

3種のSCR蛋白の構造を予測した。　Cremp

はMCP（CD46）に類似するにも拘らず

Ser／Thr－rich　regi　onを欠き、　Crempが膜蛋白

であるのに対し、新規の蛋白の1つはSCR10

個からなら可溶型蛋白であった。α）mplement

regulatory　soluble　protein－1（CRES－1）と名付け

た。もう1っはSCR　7個にGPI　anchorが付

加したタンパク質であった。Complement

regUlatory　GPI一・一anchored　protein（CREG－1）　と

名付けた。CRES－1はSCR1がslit・exonでCR1

のS（R23と43％の、　C4bpのSCR23と38％
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のアミノ酸相同性があった。さらにSCR3，

SCR4がC4bpのSCR3，　SCR4とそれぞれの

50％、43％相同性であることから、C4bpの

活性中心を含むと推定された。C4bpでSCR1

は活性に殆ど影響しないが、CRES－1のSCR　1

もsplice　outされたisoforrnが発現していた。

CRES－1はヒトC4bpのプロトタイプと云え

る。

　一方、CREG．1はSCR1－4がCR1のSCR1－4

と40％台の相同性を有していた。マウスCay

の活性中心とも高い相同性を持っていた。GPI

アンカーはDAFに似るのでCR11CrTyと

DAFのハイブリヅドと想定された。これら

はmRNAレベルでユビキタスな発現が見ら

れ、補体から自己細胞を守る機能を有するも

のと想定された。

　機能についてはリコンビナントから明らか

にする予定である。

〈文献＞

inoue　N，　Fukui　A，　Nomura　M，　Matsumoto　M，

Nishizawa　Y，　Toyoshima　K，　Seya　T．　A　novel

chicken　membrane－associ　ated　complement

regulatory　protein：　molecular　cloning　and

funodonal　charaeterization．　J　immunol．　2001

Jan　1；166（1）：4M－31．
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尾索動物カタユウレイボヤゲノムからの補体系遺伝子探索

　　　　　　　　　吉崎史子1、Isidore　Rigoutsos2、野中勝1

1東京大学大学院理学系研究科生物科学専攻、21BM　Thomas　J．　Watson　Research　Center

　　　　　　　　　Complement　Genes　in　the　Ciona　Genome

　　　　　　Fumiko　Yoshizakii，　lsidore　Rigoutsos2’Masaru　Nonakai

iDepartment　of　Biological　Sciences，　Graduate　School　of　Science，　University　of　Tokyo，

　　　　　　　　　21BM　Thomas　J．　Watson　Research　Center

［はじめに］

　ホヤの属する尾索動物亜門は、脊椎動物亜門、頭索

動物亜門とともに脊索動物門を構成し、脊椎動物の免

疫系の進化を考える際に重要な位置にある。獲得免疫

を備えていないと考えられ、補体系は生体防御で中心

的な役割を担っていると期待される。現在までにホヤか

らはC3，　Bf，　MASPなどが単離されており1、複数成分

で構成される補体系の存在が示唆されているが、MBP

や後期成分の報告はなく、全貌は明らかになっていな

い。本研究では、ドラフトゲノム配列が公表された二二ユ

ゥレイボヤ（αo熈加θ5諭∂爾2で、補体系遺伝子の網羅

的探索を行った。

［方法］

　現在までに報告のある補体系遺伝子のうち、系統発

生学的にカタユウレイボヤに近い種のものを選択し、ア

ミノ酸配列をプローブにしてカタユレイボヤドラフトゲノム

配列3に対してtBlastnプログラムで相同性検索を行っ

た。ゲノムプロジェクトでの遺伝子予測と相同性検索の

結果、ESTの配列の情報をあわせて遺伝子モデルを修

正し、アミノ酸配列を予測した。SMARTプログラムでドメ

イン構造の予測を行った。分子系統樹は、Clusta1Xに

よるアライメントに基づき、近隣結合法で作製した。

［結果］

カタaウレイボヤゲノムには、哺乳類に匹敵する数の

補体系遺伝子がコードされていた。また、今までに尾索

動物では見つかっていなかったClq様遺伝子、後期

成分様遺伝子も同定された。

　ドメイン構造の解析から、Clq、　MBP、　ficolin、　MASP、

C3は脊椎動物とほぼ共通のドメイン構造だった一方、

BfはN末側にSCR、　LDLR、　SCRの3ドメインを余分に

持ち、後期成分様分子はTSP、　TSP、　LDLR、　MAC／PF、

EGF－likeという構成で脊椎動物のC6に似ていたもの

の、C末側のSCR、　FIMドメインを欠いていた。

　分子系統樹による解析からいずれの分子も二二ユウ

レイボや単独あるいはマボヤの分子と共に単系統のクラ

スターをつくり、これらの遺伝子族は尾索動物、脊椎動

物の分岐後に、それぞれの系統で独立の遺伝子重複

によりメンバーを増やしたことが示唆された。

［考察］

ゲノム配列の探索により、カタユレイボヤには哺乳類

の補体系活性化経路の遺伝子のホモログが予想以上

に多数存在することが明らかになり、獲得免疫非存在下

でホヤの補体系が重要な役割を果たすことが示唆され

た。また、後期成分様分子が多数あり、MAC／パーフォリ

ンドメインによる膜破壊複合体形成反応が脊索動物の

共通祖先ですでに存在したことが示唆された。それぞ

れの要素の存在は明らかになったので、補体系として

連動して働きうるかどうかの解明が今後の課題である。

［文献］

1）　Nonaka，　M．　Curr　Opin　lmmunol　13：　69　（2001）

2）　Dehal，　P．　et　al．，　Science，　298：　2079　（2002）

3）　http：／／genome．jgi－ps￡org／ciona4／ciona4．home．html
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ドチザメC3／C4／C5　cDNAのクローニング

竹本忠司、寺戸勅雄、野中真弓1、木村博、野中勝1

　　　滋賀医科大学、放射線基礎医学講座

　1東京大学大学院理学系研究科、生物科学専攻

　　　　　　　　　Molecular　cloning　of　C　3／C4／C5　cDNAs　from　dogfish　Triakis　scyllia

　　　　　Tadashi　Takemoto，　Tokio　Terado，　Mayumi　Nonakai，　Hiroshi　Kimura，　Masaru　Nonaka’

　　Department　of　Experimental　Radiology，　Shiga　University　of　Medical　Science，　Shiga　520－2192，　Japan

iDepartment　of　Biological　Sciences，　Graduate　School　df　Science，　University　of　Tokyo，　Tokyo　113’0033，　Japan

〈はじめに〉

　補体系は系統発生学的には、獲得免疫が有顎脊椎

動物の出現初期に成立する以前から、後口動物の生

体防御において重要な役割を果たしてきた。我々は補

体系遺伝子の分子進化について興味を持ち、軟骨魚

類であるドチザメを材料に用いて、補体関連遺伝子の

解析を行ってきた。今回C3／C4／C5　cDNAのクローニ

ングと配列決定を行ったので、そのコピー数と遺伝子

増幅時期の解析、ドメイン構造や活性部位の変遷など

について報告する。

＜方法＞

1）ドチザメ（成体）肝臓からtotal　RNAを抽出し逆転

　　写反応によりcDNAを合成した。

2）thiol　ester　bond領域にプライマーを設計し、

　　degenerate　PCR法により、C3／C4／C5分子の断片

　　を得た。同じ分子を拾わないために工夫を重ねな

　　がら、新しい分子の探索を行った。

3）得られた断片の配列を元に、5’，3’一RACEを行

　　い、全長をクローニングした。C3A，　C4Aについて

　　は全塩基配列を決定した。その他の分子につい

　　ては現在塩基配列の決定を行っている。

＜結果＞

1）2種のC3cDNAが得られた（C3A、　C3B）。全長は

　　いずれも約5．Okbで、両者の間には70－80％のアミ

）2

）3

ノ二相同性が見られた。C3Aはcatalytic　histidine

を持っていたが、C3Bではhistidineがarginineに

変わっていた。

3種のC4cDNAが得られた（C4A、　C4B、　C4C＞。全

長はいずれも約5．1kbで、相互に40－60％のアミノ

酸相同性が見られた。C4Aではcatalytic　histidine

が見つかったが、C4B、　C4Cではhistidineが

asparatic　acidとglycineに変わっていた。

1種のC5様cDNAが得られた。全長は約5．O　kb

であった。thiol　ester　bond領域に他の生物のC5

同様に変異が見つかった。しかし、配列途中に

translocationが見られるため、この分子がC5分子

であるかについては更に解析を行う必要がある。

＜考察＞

　C3、　C4遺伝子は多コピー数が存在することがわか

った。しかしながらその遺伝子増幅は硬骨魚類や他の

脊椎動物のものとは独立に生じていることが明らかに

なった。また、catalytic　histidineが他のアミノ酸に置換

していることから、このことが多様な異物結合性を示す

ために重要な働きをしていることが示唆された。

＜文献＞

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

Kuroda　N．　et　al．，　lmmunogenet．　51：　117　（2000）
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コイ補体におけるC3dフラグメントの生成

　　　　およびC3dレセプターの検出

中尾実樹、三浦由歌子、井藤俊亮、中原マキ子、奥村啓子、矢野友紀

　　　　　　　　　九州大学大学院農学研究院

　　　　Generation　of　a　complement　C3　ftagnent　equivalent　to　mammalian　C3d

　　　　　and　detection　of　its　receptO血止e　common．ca叩（（幽幽岬。）．

Miki　Nakao，　Chikako　Miura，　Shunsuke　ltoh，　Makiko　Nakahara，　Keiko　Okumura，　Tomoki　Yano

　　Graduate　Schoo1　ofBioresource　and　Bioenvirormental　Sciences，　Kyushu　University

〈はじめに〉

　哺乳類では、C3の最終分解産物であるC3dgと

C3dは、　Bリンパ球上に発現するCR2と相互作用

することによって、抗体産生応答を制御すること

が知られている1）。このような先天性免疫と獲得

免疫を繋ぐ掛け橋が、系統発生学的にいつ頃確立

したのかは明らかではない。硬骨魚類のC3の活性

化に伴う断片化については、C3からC3bを経て

iC3bまで分解されることは報告されているが、　iC3b

がさらに切断されるかどうかは不明である。そこ

で本研究は、ザイモザンで活性化させたコイ血清

中とザイモザン表面でのC3の断片化を解析した。

哺乳類のCR2に相当するC3dレセプターがコイに

も存在するかどうかについても予備的に検討した。

＜方法＞

1．C3断片の検出と同定：コイ血清を10　m91ml

zymosanと25℃、0．5，1，2，6，12，24，48時間インキ

ュベートし、各時間毎に試料の一部をとって遠心

し、ザイモザン粒子と活性化血清に分離した。こ

れら固相および液相のC3断片を、抗コイC3α鎖

ポリクローナル抗体を用いたウエスタンプロッテ

ィングで解析した。

2．組換えコイC3dタンパクの調製：コイC3－H1

およびC3－Sアイソタイプ2）をコードするcDNAか

らC3dに相当する配列をPCR増幅し、チ印璽スチ

ル部位をGCGEQからGAGEQに変異させた後に、

pGEX4T一一　1ベクタニに連結した。これを大腸菌DH5

αに導入し、発現したglutathione－S－transfe！ase

（GST）一C3d融合タンパク質をglutathione－Sepharose

カラムで精製した。

3．C3dレセプターの検出：コイ末梢血からPercoll

遠心法で分離したリンパ球を96穴プレートの底面

に吸着させ、さらにBSAとゼラチンでブロッキン

グした。これにGST－C3d（または対照としてGST）、

抗GSTヤギ抗体、ペルオキシダーゼ標識抗ヤギIgG

の順に反応させ、ABTSと過酸化水素による発色

を415　nmで測定した。

＜結果＞

1．ザイモザンとコイ血清をインキュベートする

と、6時間をピークとして、35kDaのα鎖由来ポ

リペプチドが、ザイモザン表面上および活性化血

清中に検出された。N末端アミノ酸配列から、こ
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のポリペプチドは哺乳類のC3dに相当することが

わかった。コイ血清中には2種の主要なC3アイソ

タイプ（C3－H1とC3－S）が存在するが、両者からC3d

が生じた。ただし、その効率はC3－H1の方が高か

った。

2．C3－H1およびC3－Sに由来するC3dの組換え

タンパク質をGSTとの融合タンパク質として発現

させた（GST－C3d．H　1およびGST－C3d－S）。これら

のコイリンパ球に対する結合を、対照であるGST

と比較したところ、GST－C3d－H1とGST－C3d－Sは

GSTよりも有為に高い結合を示した。また、結合

の度合いは、GST－C3d－H　1の方が、　GST－C3d－Sよ

りも高かった。これらの結合は、EGTAやEDTA

で阻害されなかったので、CR3を介したものでは

ないと考えられる。

＜結論＞

1．コイ補体C3の主要なアイソタイプC3－H1と

C3－Sは、　C3dにまで分解された。

2．組換えコイC3dは、コイリンパ球に結合性を

示したことから、哺乳類のCR2に相当するC3dレ

セプターが硬骨魚類にも存在するのではないかと

考えられる。

＜文献＞

1）　Carroll　MC　and　Prodeus　AP．　Curr　Opin　immunol．　10：

36　（1998）．

2）　Nakao　M　et　al．，　Eur．　J．　immunol．　30：　858　（2000）．

〈考察〉

　フグゲノムデータベースをサーチしても、今の

ところ、哺乳類のCR2に明らかな相同性を示す配

列は見つかっていない。しかしながら、本研究で

認められたコイリンパ球と組換えC3dとの結合は、

硬骨魚類にもcmに相当する分子が備わっている

ことを示唆する。この点は、タンパク質・DNAレ

ベルで今後検討すべき課題である。

　コイの主要なC3アイソタイプであるC3－H1と

C3－Sが、　C3dへの分解効率およびC3dまで分解さ

れた後のリンパ球への結合で異なったことは、硬

骨魚類におけるC3の機能的多様性の新たな例であ

る。ただし本研究では、補体のターゲットとして

ザイモザンを使用したのみなので、今後、他の標

的異物でも同様な違いが生じるかを検討する必要

がある。
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発作性夜間血色素尿症（PNH）における

異常クローン拡大に関わる候補遺伝子’

泉井朋久1）、桑山真輝2）、西村純一3）、待井隆志’」）、金倉　譲2）、木下タロウユ）、井上徳光5）

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・腫瘍内科学

　　　　　3）デューク大学医学部血液学、4）那智勝浦町立温泉病院内科、

　　　　　　　　5）大阪府立成人病センター研究所分子遺伝学部門

　　　　　　　　　　A　candidate　gene　involved　in　expansion　of　PNH　cells

　　　　　　　　　Tomohisa　lzuii），　Maki　Kuwayama2），　Jun－ichi　Nishimura3），

　　　　Takashi　Machii’i），　Yuzuru　Kanakura2），　Taroh　Kinoshitai），　and　Norimitsu　lnoue5）．

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

　　　　2）Department　of　Hematology　and　Oncology，　Osaka　University　Medical　School

　　　3）Division　of　Hematology，　Department　of　Medicine，　Duke　University　Medical　Center

　　　　　　　　4）Division　of　lnternal　Medicine，　Nachi－katsuura　Onsen　Hospita1

5）Department　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（GPD

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PIG－A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。

　PNHを合併する頻度が高い再生不良性貧血（AA）

の患者においてはGPI欠損細胞が正常人に比して高

頻度に認められることから、こうしたクローナルな

拡大に自己免疫的機序が関与している1と推定されて

いる。しかし、AA患者にみられるGPI欠損細胞は微

量にとどまることが多く、またPNH患者においても

数的に拡大しないGPI欠損クローンを認めることか

ら、さらなる遺伝子異常がクローンの拡大に関与し

ていることが考えられる2。

　我々は、骨髄においてPIG－Aの変異を持つ細胞と

染色体異常を持つ細胞が一致しており、2つの異常

が同一の造血幹細胞に起こったものと考えられる

PNH症例を報告してきた3。今回は、本症例におけ

る候補遺伝子の質的・量的異常を中心に報告する。

【方法と結果】

LL％ISMs：leSQffE2匠　この患者にみられる染色体

　構造異常については昨年度までに本シンポジウム

　にて報告した。すなわち、一方の12番染色体の

　q13－q15領域の9．3Mbp程度が他方の12番染色体

　のq15領域に挿入されているものであり、また染
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　色体のbreakpoint周囲に数kbp程度の欠失および

　一部重複がみられた。

2患に’レHMGA2豊一の　 挿入が起こ

　　っている部位には脂肪腫や子宮筋腫などの良性腫

　　瘍で異常発現していることが知られている遺伝子

　　high－mobility　group　protein　A2（HMGA2）が存

　　在しており、それが3LUTR領域で分断されてい

　　た。HMGA2はAT－hookと呼ばれるDNA　bindi㎎

　　domainをもつ転写因子である。本来は胎児期に

　　おいてのみ発現し、正常な成体組織では発現して

　　いないとされているが、ヒトの脂肪腫や子宮筋腫

　　などの良性腫瘍細胞において染色体転座に伴うキ

　　メラ蛋白として発現していることが知られている

　　4・5・6。本症例の骨髄細胞から良性腫瘍の症例と同様

　　に、異常なHMGA2のmRNAを検出した。異常な

　　mRNAについてリアルタイムPCRを用いた定量解

　　析および、それぞれのmRNAがコードする異常蛋

　　白の機能解析を進めている。

【考察】

　最近、PNH患者の血球細胞において特異的に発現

の上昇がみられる遺伝子がいくつか報告されている。

7例のPNH患者全例の好中球でearly　growth

response　factor　1（EGR－1）遺伝子の発現上昇がみ

られた7という報告に次いで、Wilms’tumor　gene

（WT1）遺伝子の発現上昇8も報告された。さらに、2003

年に入ってPNH患者の好中球において四つのanti－

apoptotic遺伝子の発現が上昇しているとの報告がな

された9。この四つのうちのひとつにras　homolog

gene　family，　member　A（RhoA）があり、この遺伝

子の発現によってHMGA2とEGR－1の発現が誘導さ

れる10。このことから、PNH患者の血球細胞におい

て、RhoAを経由するpathwayにある遺伝子の発現

が上昇することによってその細胞クローンの増殖が

誘導されると考えられ、本症例においてはその

pathway上のHMGA2に直接の変異が加わったこと

によってGPI欠損細胞のクローナルな拡大が起こっ

たものと想像される。

【文献】

1．　Murakami　Y．　et　al．，　Blood，　100：　4116　（2002）

2．　lnoue　N．　et　al．，　lnt　J　Hematol．　77：107　（2003）

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）

7．　Lyakisheva　A．　et　al．，

　Exp　Hematol．，　30：　18　（2002）

8．　Shichishima　T　et　al．，　Blood，　100：22　（2002）

9．　Heeney　MM．　et　al．，

　Mol　Genet　Metab．，　78：　291　（2003）

10．　Teramoto　H．　et　al．，

　Oncogene，　22：　2689－97（2003）
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ヒト補体成分CZR遺伝子のエクソンーイントロン構造と

遺伝子多様性の解析

　　　　　　　中川真由美、湯浅　勲

鳥取大学医学部病態検査学講座、同医学部法医学分野

　　　The　analysis　of　exon－intron　structure　and　allelic　diversity　of　the　human　CIR　gene

　　　　　　　　　　　　　　　　Mayumi　Nakagawa　and　I　sao　Yuasa

Department　of　Pathobiological　Science　and　Technology，　Faculty　of　Medicine，　Tottori　University，

　　　　　　and　Division　of　Legal　Medicine，　Faculty　of　Medicine，　Tottori　University

〈はじめに〉

　ヒト補体第一成分R因子（Clr）は、　Clq、　Clsと

カルシウム依存的に結合し、古典的経路の活性化に

重要な役割を果たす。現在までに13種のCIR遺伝子

が報告されており、日本人では、CIR＊1、　CIR2＊、　CIR＊5、

CIR＊8が0．45、0．34、0．20、0．01の多型的頻度で出

現する。CIR遺伝子の詳しいエクソンーイントロン

構造は明らかにされていない。本研究ではその構造

と遺伝的多型の分子解析を行った。

〈方法〉

等電点電気泳動によりClr型を決定した63名のラ

ンダムな日本人血液サンプルと、CIR＊8、　CIR＊9、

CIR＊13を有する日本人5名のサンプルについてDNA、

を抽出し、解析を行った。まず、すでに明らかにさ

れているCIS遺伝子の構造1）をもとに、　CIR遺伝子

のcDNA2）についてエクソンーイントロン境界域を推

定し、イントロン増幅用のプライマーを設定し、イ

ントロンの配列を決定した。引き続いて、エクソン

近傍のイントロン領域にエクソン増幅用のプライマ

ーを設定し、解析を行った。

＜結果＞

1）　α5遺伝子と同様に、開始コドンがエクソン2

　　にあるとすると、CIR遺伝子は12のエクソンか

　　らなり、開始コドンからエクソン12に位置する
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）2

）3

停止コドンまでは11kbでCIS遺伝子よりやや長

く、エクソンの長さはよく類似していた。成熟

タンパクの1番アミノ酸はCIS遺伝子同様エク

ソン3にあった。

エクソン3からエクソン12までのダイレクトシ

ークエンスの結果、エクソン4、5、7の5箇所

に変異が検出された。63名のDNAサンプルにつ

いて、表現型と、エクソン5、7に存在する3

箇所の多型部位（S135L、　E167K、　G244R）の遺伝子

型との関係を調べると、8種の考えられるハプ

ロタイプのうちCIR＊ISer（S－E－G）、　Cl／？＊1Leu

（L－E－G），CI／？＊2Ser　（S－K－G），Cll？＊5Leu　（L一”E－R）．

CIR＊8Sbr（S－K－R）の5種が観察され、それぞれの

頻度はHardy－Weinbergの法則に合致していた。

CIR＊9とCIR＊13はS－K－Gの配列を示し、さらに

His146TyrとTyr114Hisの変異を有していた。

イントロン2、3および8の7部位にSNPを検出

した。また、イントロン8と11の間に散在型反

復配列が、イントロン10の5’領域にCAC／Tに富

む繰り返し配列が存在した。

〈考察〉

　エクソンに存在する5箇所の変異部位は、Clrタ

ンパクを構成する5種のドメインのうちCUB　1、EGF、

CUB2に集中していた。エクソンの3箇所の多型部位

に対応するマウスcDNAのアミノ酸はS－KrGで塩基も

同一であるため、CIR＊2Serがヒトαπ遺伝子の祖先

遺伝子であることが示唆された。CIR＊5Leuと

CIR＊8Sbrは祖先遺伝子は異なるが、244番アミノ酸

に同じ変異を有しており、CIR＊2Ser，e’　CIR＊SLeuの

組換えによりCIR＊8Serが生じたのではないかと考

えられた。まれなCIR＊9とCIR＊13は、　CIR＊2Ser

のエクソン5と4にそれぞれ点突然変異が起こり生

じたと考えられた。

＜結論＞

　CIR遺伝子のエクソンーイントロン構造を明らか

にし、対立遺伝子の多様性について解析した。今回

の研究成果は、法医学や人類学のみならず、Clr欠

損症の解明などの臨床医学においても有効であると

考えられる3）。

＜文献＞

1）　Endo　Y．　et　al．，　J．　Immunol．，　161：4924－4930

　　（1998）

2）　Journet　A．　et　al．，　Biochem．　J．，　240：783－787

　　（1986）

3）　Nakagawa　M．　et　a　l．，　Ann．　Hum．　Genet．，　67：

　　207－215　（2003）
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補体C5aによる摂食促進機構

大日向耕作、高木恭仁子、美谷島杏子、浅川明弘1、乾　明夫1、吉川正明

　　　京都大学大学院農学研究科、1神戸大学大学院医学系研究科

　　　　　　　　　　Mechanism　for　orexigenic　activity　of　complement　Csa

Kousaku　Ohinata，　Kuniko　Takagi，　Kyoko　Biyajima，　Akihiro　Asakawai，　Akio　lnui’　and　Masaaki　Yoshikawa

　　　　　　　　　　Graduate　School　of　Agriculture，　Kyoto　University　and

　　　　　　　　　　　’Graduate　School　of　Medicine，　Kobe　University

〈はじめに〉

　補体C3aおよびC5aが種々の中枢作用を示すこ

とが判明している。我々は脳室内投与の際にC3a

およびC5aが抗健忘作用および学習促進作用を示

すことを見出してきた1・2）。一方、摂食調節に関し

てはC3aおよびC5aは促進作用を示すと報告され

てきたが3・4）、我々はC3aはむしろ摂食抑制作用を

示すことを見出している5）。

　最近、我々は脳室内投与の際にプロスタグランジ

ンD2（PGD2）が摂食促進作用を示すことを見出した6）。

その作用はPGD2レセプターであるDPに対する選

択的なアンタゴニストBWA868C、およびDPに対

するアンチセンスODN処置によって阻害された。

その作用はまた、neuropeptide　Y（NPY）のY1レセプ

ターに対するアンタゴニストBIBO33045により阻

害されることから、PGD2→NPYという新しい摂食

調節経路が想定される。今回、補体C5aの摂食促

進活性がこの経路を介していることを示す結果が得

られた。

〈結果および考察〉

　種々の摂食促進ペプチドに対するDPアンタゴニ

ストBWA868Cの効果を検討したところ、補体C5a

をマウス第3脳室内投与にした際に認められる摂食

促進作用が阻害された。また、DPに対するアンチ

センスODNで処置したマウスでもC5aの摂食促進

作用は認められなかった。これらの結果は補体C5a

の摂食促進作用にはPGD2が関与することを示唆し

ている。アゴニスト非投与の際の摂食量および体重

もBWA868C、およびDPに対するアンチセンスODN

処置によって低下することから、PGD2または補体

C5aは通常の摂食レベルの維持に関与している可能

性がある。補体C3aの摂食抑制作用と併せて、補

体成分による摂食調節作用には興味が持たれる。

〈結論〉

　補体C5aの摂食促進作用にはプロスタグランジ

ンD2およびneuropeptide　Yが関与している。

＜文献＞

1）　Jinsmaa　Y．　et　al．，　Life　Sci．，　67：2137　（2000）

2）大日向耕作　他，化学と生物，41：7（2003）

3）　Schupf　N．　et　al．，　J　Neuroimmunol．，　5：305　（1983）

4）　wrlliams　CA．’et　al．，　J　Neuroimmunol．，　9：29　（1985）

5）　Ohinata　K．　et　al．，　Peptides，　23：127　（2002）

6）　Takagi　K．　et　al．　（submitted）
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　アナフィラトキシンC5aの

活性阻害相補性ペプチドの解析

藤田恵美子　F訂k総㎞e　岡田秀親　岡田則子

　　名古屋市立大学大学院医学研究科・生体防御学

　　　A　complementary　peptide　that　mhibits　anaphylatoxin　Csa

　Emiko　Fuj　ita，　lmre　Farkas，　Hidechika　Okada　and　Nonko　Okada

Dept　of　Molecular　Biology，　Nagoya　City　University　School　of　Medicine

［目的］

　C5aは74個のアミノ酸から成る強力なアナフィ

ラトキシンであるが、37番目のアルギニンから53

番目のグルタミン酸に至る17個のアミノ酸から成

る部分（PL37と呼ぶ）はC5aレセプター分子の幾

つかの部分とantisense　peptide（AP）の関係にあり、

PL37はC5aの作用に対して強力なAgonist作用を

示す（1）。また、PL37をリジンで8価のMultiple

Antigen　Peptide（MAP）とする手法を用いて多価ペプ

チドPL37－MAPにするとC5aレセプター陽性細胞

に対してApoptosisを誘導する作用を示した（2）。し

たがって、PL37はC5aの重要な機能部位であると

推察された。そこで、P：L37を標的ペプチドとして、

我々の開発した相補性ペプチド設計プログラム（3）

であるMIMETICを用いて候補ペプチドを設計し、

その内の2種類を合成してC5aに対する作用を解

析した。

【方法】

　PL37のアミノ酸配列に対する相補性ペプチドを

MIMETIC（3）を用いて設計した。設計した候補ペプ

チドの中で、システインを含まない2種類のペプチ

ド（PepAおよびPepB）を合成した。　PL37および

C5aに対するペプチドの結合性は’Surface　Plasmon

Resonance（SPR）法を用いて解析した。　P：L37－MAPは

ヒトNeuroblastoma由来のTGW細胞に対して

Apoptosisを誘導するが、その作用の際に起こる膜

電位の変化をsingle　cellパッチクランプ法を用いて

解析した。ヒト末梢血から好中球を分離回収して、
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C5a刺激によってCa什　mobilizationを起こす系に、

ペプチドを混合添加したときの変化をArgusにて解

析した。LPSを微量投与したラットに16時間後に

Crryに対する活性阻害抗体512を静脈内に投与する

と30分以内に全例ショック死を起こすことができ

る（4）。このショック死モデルについて、512投与の

10分前にペプチドを静脈内に注射し、ショック死

に対する予防効果を検討した。

［結果】

1）SPR法による解析で、　PepAはP：L37およびC5a

に強い結合性を示した。PepBにはその様な結合性

は認められなかった。

2）TGW細胞に対して500nMのPL37－MAPで起こ

る膜電位変化は10μM　PepAで抑制が認められ、50

pM　PepAでは完全に抑制された。

3）好中球に対して0．7nMで起こるCa”　mobiliZation

は7nM　PepAで抑制が認められ350　nMで完全に抑

制された。

4）ラットに対するショックモデルにおいても、0．5

mg／kgのPepA投与でショック死が防がれるラット

が認められ、4mg！kgでは、全てのラットが救命

された。PepBではこれらの抑制作用は全く認めら

れなかった。

［考察】

　PepAとPepBは共にMIMETIcで高スコアー一のペ

プチドである。MIMETICの物理化学的指標では類

似したディメンジョンを持っている。しかし、PepB

には標的ペプチドに結合したり、活性を阻害する作

用が全く認められなかった。今後PepAとPepBを

比較解析することにより、プログラムを改良するた

めの情報が得られると期待される。

　PepAは強力な阻害効果を示し、　P：L37－MAPに対

して20倍の濃度で抑制効果が得られた。C5aに対

しても分子比で10倍の濃度で好中球に対するC5a

のCa＋＋moboliZationを抑制し、500倍では完全抑制

を示した。更に、ラットC5aのPL37部分はヒトの

PL37のアミノ酸配列とは60％以下の相同性である

にもかかわらず、0．5mg／kgでもショック死を防ぐ

効果を示したことは、標的アミノ酸配列が異なって

いても標的部位の構造類似性が高いのでラットC5a

に対しても抑制作用を発揮し得たと考えられる。動

物実験においてショック死を防ぐ作用を持つPepA

はC5aが要因となっていると考えられるDICや多

臓器不全などの重篤な病態等への適用が期待される。

［引用文献1

（1）　Baranyi，　L．　et　al．，　J．　lmrnunol．　157：　4591　（1996）

（2）　Farkas，　1．，　et　al．　Neuroscience，　86：　903　（1998）

（3）　Campbell，　W．，　et　al．　Microbiol．　lmmunol．　46：　21　1

　（2002）

（4）　Mizuno，　M．　et　al．　J．　lmmunol．　162：　5477　（1999）
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C5a走化性リセプターに対する細菌由来のリガンド、　Skp

　　　施　嘉、アージュン・シュレスタ、棚瀬純男、西野憲和＊、山本哲郎

熊本大学大学院医学薬学研究部、＊九州工業大学大学院生命科学システム工学研究科

　　　　　　Skp，　a　bacteria－derived　ligand　of　C　sa　chemotactic　receptor

　　Lei　Shi，　Ar）’un　Shrestha，　Sumio　Tanase，　Norikazu　Nishino，　1］etsuro　Yamamoto

Faculty　of　Medical　and　Pharmaceutical　Sciences，　Kumamoto　University，　and　Graduate

　School　of　Life　Science　and　Systems　Engineering，　Kyushu　lnstitute　of　Technology

＜はじめに＞

　C5aリセプターは、白血球の走化性を引き起

こす最も重要なリセプターの一つである。我々

は、これまで、C5aのみならずS19リボソーム

蛋白二量体がC5aリセプ両目のリガンドとして

結合し、単球を走化させることを報告してきた1）。

その際、大腸菌に作らせたS19リボソーム蛋白

の変異組換え体を調製する過程で、大腸菌ペリ

プラスムの分子シャペロンであるSkpも、　C5a

リセプターを介して単球や多核球を走化させる

ことを見出した。外来性蛋白がC5aリセプター

のリガンドとなりうるという新しい知見なので

報告する。

＜方法＞

1．単球および多核球は正常ヒト末梢血から調

　製し、走化活性はマイクロウェルチャンバ

　一法および形態学的極性観察法を用いて測

　定した。

2．細菌由来の遊走因子は、大腸菌の超音波破

　壊抽出液から、通常および高速液体クロマ

　　トグラフィーを用いて精製した。精製標品

　のアミノ酸配列は、N末端から20残基を自

　動分析器で解析した。

3．ウサギを感作して精製標品に対する抗体を

　得て、IgG分画を調製し、ウエスタンブロッ

　　ト法に用いると共に、アガロースゲルに固

　定化して抗体ビーズとして使用した。

4．Skpの部分ペプチドは、固層法を用いて合

　成し、逆相カラムで精製した。

＜結果および考察＞

1．大腸菌由来の白血球遊走因子は、CM一トヨ

　パールカラム、SP一一5PWカラムおよびC4

　カラムを用いて、クロマトグラフィー上で、

　また、SDSポリアクリルアミド上で単一に

　まで精製できた。電気泳動上の分子量は約

　17，000であった。得られたN末端部のアミ

　ノ酸配列は、大腸菌ペリプラスムの分子シ

　ャペロンであるSkpのそれと同一であった。

　報告されているSkPの分子量（Seventeen

　ki1（）一Dalton　proteinから名前が由来）2）も勘

　諭して、走化因子はSkpと同定した。

2．ウサギに作成した抗体は、ウエスタンブロ

　　ット法でSkpを認識した。また、抗体ビー

　ズは部分精製したSkP分画の遊走活性を完

　全に吸収した。大腸菌抽出液を抗体ビーズ

　で処理したところ、抽出液中の遊走活性は

　1110近くまで減少した。したがって、SkP

　は抽出液中の主要な遊走因子であると考え
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　　られた。

3．Skpは、チェッカ・・一一・・ボード分析で走化性を

　示し、10－9Mから10’8Mに至適濃度を持つ

　て、多核球および単球を遊走させ、10●6Mで

　モルモットの皮内において強い白血球浸潤

　引き起こすというC5aと類似の性格を示し

　た。ただ、至適濃度でのin　Vitroでの最大

　　白血球走化数はC5層目それよりも少なかっ

　　た。

4．白血球を予めSkPで処理しておくと、　C　5a

　　の走化活性が抑制されたこと、また、Skp

　　の走化活性はペプチド性のC5aリセプター

　　アンタゴニストで競合的に抑制されたこと

　　から、白血球上のSkpに対する走化性リセ

　　プターはC5aリセプターと同定した。

5．C5aとS19リボソーム蛋白二量体は共に2

　　段階結合でC5aリセプターを活性化させる。

　　Skpの走化活性は、　S　19リボソーム蛋白二

　　量体の第一リガンド部位の配列を持つペプ

　　チドで抑制されたので、Skpも同様の2段

　　密結合をすると考えられた。そこで、Skp

　　の部分ペプチドによる二つのリガンド部位

　　の検索を行った。アミノ酸配列上の塩基性

　　クラスター部位である・Lys47－Met48・：Lys49・

　　Lys50・を含むアナログペプチドは、　Skpの

　　走化性を抑制したので、この部位が一次結

　合部位と推定されたが、このペプチドはC5a

　　の走化活性を抑制しなかったので最終的な

　結論は得られなかった。第二結合部位とし

　　てS19リボソーム蛋白のそれに類似したア

　　ミノ酸配列が3箇所あるが、そのうち、・Gln

　83・Asp84・Arg85一を含む部分ペプチドは強い

　　走化活性を、また、・Ser58・A8p　59・Arg60・を

　含む部分ペプチドは弱い活性を示した。一

　方、・Glu91－Glu92－Arg93・を含む部分ペプチ

　　ドは全く活性を示さなかった。更に、前二

　者の走化活性は、C5aリセプターアンタゴ

ニストで抑制された。したがって、一Gln83・

Asp　84－Arg85・もしくは一Ser58－Asp　59・Arg

60一が第ニリガンド部位と考えられた。

〈結論〉

グラム陰性菌のペリプラスムに普遍的に存在す

るSkpは、　C　5aリセプターに結合することによ

りヒト食食性白血球を走化させた。外膜を漏れ

出たSkpに対する白血球走化反応が、細菌感染

に対する生体防御機構として機能している可能

性が考えられる。

＜文献＞

　　1）　Shrestha，　A．　et　al．：　Switch　Moiety　in

　　　agonist／antagonist　dual　effect　of　S　19

　　　ribosomal　protein　dimer　on　leukocyte

　　　chemotactic　receptor．　Am．　J．　Pathol．

　　　162：1381－1388，　2003

　　2）　Holck，　A．，　Kleppe，　K．：　Cloning　and

　　　sequencing　of　the　gene　for　the　DNA－

　　　binding　17K　p　rotein　of　Eseheriehia’　eoli．

　　　Gene　67：　117－124，　1988

一56一



D4
　　麻疹ウィルス株による樹状細胞の応答性の差異

一CD46依存性の株のみがinterferon－inducible　genesを発現誘導する一

谷口光恵、田辺真佐子、Nasim　Ara　Begum、新開大嶺、松本美佐子、瀬谷司

　　　　　　　大阪府立成人病センター研究所免疫学部門

　　　　　　Difference　in　response　of　human　dendritic　cells　infected　by　measles　virus

一　Expression　of　interferon－inducible　genes　by　CD46－adapted　measles　virus　in　human　dendritic　cells　一

Mitsue　Taniguchi，　Masako　Tanabe，　Nasim　Ara　Begum，　Masashi　Shingai，　Mi　sako　Matsumoto，　Tsukasa　Seya

　　　Depa血1ent　of㎞munology，　Osaka　Medica　1　Center　for　Cancer　and　Cardiovascular　Diseases

＜はじめに＞

　CD46は細胞膜上の補体制御因子と同定されて以

来、麻疹ウィルス、ヘルペスウィルスのレセプター

として機能していることが判明している。さらに、

ある種のバクテリアがCD46をレセプター一としてい

るという報告が相次き、CD46が微生物レセプター一

として自然免疫に何らかの役割を果たしていること

が考えられる。ヒト樹状細胞（DC）ば微生物レセ

プターを表現し、異物侵入を認識する。微生物レセ

プターにはその取り込みを促進する’＝ントリーレセ

プターとシグナルー細胞応答を誘起するシグナルレ

セプターがある。麻疹ウィルス（MV）では、感染

の一次応答に関与するエントリーレセプターとして

α）46とσ）w150（SLAM）が機能しているが、初

期応答に関与するシグナルレセプターは不明である。

本研究では、これらのレセプターと種々のウィルス

株によるDCの免疫応答、さらに微生物のシグナル

レセプターTo11－1ike　receptor（TLR）の関与を検討

した。

〈方法〉

（1）樹状細胞の調整

末梢血から単球を分離し、GM－CSF、　IL4存在下で

培養し、human・immature　DCs（iDCs）を得た。

（2）タンパクの発現の確認

㎞munoblottingとFlow　cytometryを用いて種々のタ

ンパクの発現を確認した。

（3）MVの感受性

MVによるsyncytiumの形成を観察した。又、　RNA

を抽出して定量PCRを行いMVの複製を測定した。

（4）サイトカインの産生

ELISA　kitを用いて培養上清を測定した。

（5）DCの活性化機能

Allo－stimulatory　mixed　lymphocyte　reaction（MLR）を

用いてリンパ球の増殖を確認した。

（6）MV感染による遺伝子の誘導

RNAを抽出してGene　Chip解析を行った。又、誘

導された遺伝子についてはRT・PCRで確認した。

〈結果〉

（1）単球をiDCsに分化させることによって、　CDw　150

（SLAM）が発現し、　CD46のtailにはpho5phatase

（SHP－1）がrecruitされた。

（2）iDCへの分化によってMVに対する感受性が著

しく上昇した。MV感染樹状細胞（D（）は合胞体を

作るが、一般にCDw150依存性の野生株はウィル
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ス増殖による合胞体を作りやすい。一方、CD46依

存性のワクチン株はウィルス増殖が遅く合胞体を作

りにくい。

（3）To11のstimulatorによってDCのmatUrationを誘

導するが、同時にCDw　150の表現量も増加した。

一方、CD46は変化しなかった。さらに、　iDCの

matUrationによってMVに対する感受性も増強し、

IL－12産生も上昇した。

（4）TollのstimulatorでDCをmatUrationすることに

よってリンパ球の増殖が誘導されたが、MVの先行

感染によってToll依存性のToll－signaling－MLR

responseは強く抑制された。しかし、このTLR活

性化DCの機能抑制のprofileは株間で一様ではな

かった。

（5）CDw150依存性のMasusako株（MS）、　CD46依

存性のNagahata株（NV）で樹状細胞を刺激し、両

者の相違をgene　chipで解析した結果、　NVは感染

後4hから24h以内（従ってウィルス複製が起きる

前）に特定の遺伝子発現をup－regUlateした。　MSは

これらの遺伝子を発現増殖しなかった。

〈考察〉

　麻疹ウィルス（MV）は宿主に免疫抑制を誘起する。

その原因は不明だが抗原提示不全とリンパ球の増殖

抑制が主なoutcomeとして報告されている。　CD46

依存性の株によってup－regulateされる遺伝子群の

中には、Type－1　interferon（IFN）によって誘導され

る、いわゆるIFN－inducible　genesが含まれていた。

CD46依存性のMV（ワクチン株）が、　DC内で増

殖しにくいのはこれらの株がIFNを誘導する為と

考えられた。

　一方、NV感染DC，　MS感染DCは共にMLRに

よるリンパ球増殖を誘導しなかった。さらにDC活

性化マーカー（CD80／CD83／CD86）やサイトカイン

σL－121L－23　etc）の変動にもNV；MSで差が見られ

なかったことから、MVによるDCの免疫抑制は

IFN－inducible　genesによって説明しえない別の機序

によるものと推論された。他のウィルス株について

もテスト中だが、こららはNV型（IFN誘導性）

とMS型（IFN非誘導性）に大別され、　NV型は

多くCD46をレセプターに使うこと、　CD46のシグ

ナルがDCによる抗ウィルス応答を修飾すること

が推定しうる。CD46の下流のシグナル系は不明だ

が、マクロファージでNO産生1）、　B・cellでIL－4誘

導2）、Tce11でregulatory　Tへの分化3）が報告され

ており、これらは共通なシグナルでDCの抗原提

示不全、リンパ球増殖抑制が起きると考えられる。

最近、麻疹ウィルスのHproteinがTLR2のリガン

ドとして機能する4）ことも報告された。

〈結論〉

　麻疹特有の重篤な二次感染を引き起こす免疫抑制

の機序を明らかとする手がかりを見い出した。

＜文献＞

1）　Kurita－Taniguchi　M．　et　al．，　J．lmmunol．，　165：5143

　（2000）

2）　imani　F．　et　al．，　J．lmmunol．，　162：1597　（1999）

3）　Kemper　C．et　al．，　Nature．，421：388　（2003）

4）　Bieback　K．et　al．，　J．　Virol．，76：8729　（2002）
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D5
HIV－1感染細胞に細胞死を誘導する

ヒトIgMモノクローナル抗体の解析

　金原紀章　土肥名月　朝井鈴佳　ヂ淑薄1　岡田秀親　岡田則子

　　　　　名古屋市立大学大学院医学研究科・生体防御学

iDept　of　Pathology，Wayne　Stated　University　School　of　Medicine

　　　　　　　　　Research　for　antigen　of　human　lgM　monoclonal　antibody

　　　　　　　　　which　induce　C　mediated　cytolysis　to　HIV－1　infected　cells．

Noriaki　Kinbara，　Natsuki　Dohi，　Suzuka　Asal，　Shuping　Yin　i　，　Hidechika　Okada　and　Noriko　Okada

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

　　　　　　　i　Dept　of　Pathology，Wayne　Stated　University　School　of　Medicine

［目的］

　H】V感染長期生存者においては、その血清中に

HIV感染細胞に反応するIgM自然抗体が存在して

いることを見いだした1）2）。また、これらの自然抗

体のうち、特にガンダリオシドGM2に対するIgM

抗体の関与が高く、患者血清中の抗GM2－IgM抗

体価はCD4値と正の相関を、　HIV一一RNA量とは負

の相関を示した3）。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

胞障害を持つためであることを明らかにしてきた

4）5）o

　そこで我々はHIV感染細胞でTCマウス（キリ

ンビール社）を免疫し、HIV感染細胞に特異的に

反応するヒトIgMモノクローナル抗体産生細胞株

（2G9、9F11）を樹立した。9F11抗体は強い補体活

性化能を持ち、HIV感染細胞に補体による細胞障

害を誘導したが2G9抗体は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。このことはこれ

らの抗体がAIDSの治療の新しい薬となり得ること

を示唆している。しかし、この抗体の抗原は未だ同

定されていない。そこでこれらの抗体の認識する抗

原を模索するとともに、この抗原が他にどのような

細胞に発現しているかを検討した。

［方法］

　正常健人より末梢血リンパ球を単離し、PHA刺

激を与え、活性化したTリンパ球を作成し、それ

との反応性を検討した。9F11抗体は各CDマーカ

ー（CD3、　CD4、　CD8）との二重染色によってどの細

胞種に反応するかを検討した。またHIV－1と同様、

ヒトレトロウイルスであるHTLV一一1感染細胞、

MT－2とMT－4への反応性をフローサイトメトリ

一法で解析した。さらに51Cr　release　assayにより、

これらの細胞において補体による細胞障害が誘導さ

れるかを調べた。

　反応性を示した細胞でSDS一・PAGE、　Western－

blot解析を行った。

［結果］

　2G9、9F11抗体は正常末梢血リンパ球に反応し
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ないが、9F11抗体はPHA刺激後の活性化リンパ

球に反応した。一方2G9抗体は活性化リンパ球に

も反応しなかった。そこで9F11抗体が反応する細

胞種を検討したところ、CD4陽性細胞、　CD8陽性

細胞ともに反応した。特にCD8陽性細胞で’は80％

以上の細胞が反応した。HTLV－1感染細胞である

MT－2、　MT－4に対しても2G9抗体は反応しなかっ

たが、9F11抗体は反応し、さらに補体による細胞

障害を誘導した。

　Western－blotによる解析結果より、9F11抗体

の抗原は約30kDであると予想される。

［考察］

　9F11抗体はHIV－1感染細胞のみならず、活性

化Tリンパ球、HTLV－1感染細胞に反応し、補体

による細胞障害を誘導することより、この抗体がこ

れらのウイルス感染症の治療や、自己免疫疾患、遅

延型アレルギー反応や同種臓器移植拒否反応等の抑

制などに使用できる可能性がある。9F11抗体の標

的抗原は30kDの膜タンパク質と考えられるが、

その同定は目下進行中である。

［引用文献］

1）　Okada　N．　et　al．　Microbiol．lmmunol．，　41：

　331－6　（1997）

2）　Wu　X．　et　al．　lnt．Immunol．，　8：　153－8　（1996）．

3）　Wu　X．　et　al．　Microbiol．Immunol．，　44：　405－10

　（2000）

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

5）　Wu　X．　et　al．　J．ImmunoL，　162：　533－9　（1999）．
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D6
家族性アミロイドポリニュロパチー（FAP）における免疫療法

　　　　　寺崎久泰、安東由喜雄1、原岡克己、佐々木裕

熊本大学大学院医学薬学研究部消化器内科学、1生態情報機能解析学

　　　　　　　Immune　therapy　for　familial　amyloidotic　polyneuropathy：

Soluble　tetrameric　Tyr78Phe　transthyretin　（TTR）　with　a　cryptic　epitope　of　TTR　prevents

　　amyloid　deposits　in　transgenic　mice　expressing　the　human　Va130Met　TTR　gene

　　　　　Hisayasu　Terazaki，　Yukio　Andoi，　Katsuki　Haraoka，　and　Yutaka　Sasaki

Department　of　Gastroenterology　and　Hepatology　and　iDepartment　of　Laboratory　Medicine，

　　　　　　Graduate　School　of　Medical　Sciences，　Kumamoto　University

〈はじめに〉

　家族性アミロイドポリニュロパチー（FAP）

のアミロイド沈着機構に関しては、前駆蛋白

である異型トランスサイレチン（ATTR）の

cryptic　epitopeが立体構造の変化に伴い、

分子表面に露出することがアミロイド形成過

程に重要な役割を果たしていることが明らか

となってきた1）・2）。したがって、FAP患者に

異型TTRのcryptic　epitopeのみを認識する

抗体を惹起させることができれば、TTRの代

謝動態に影響を与えずに、アミロイド沈着を

阻止することが可能と考えられた。本研究に

おいては、アミロイド形成過程で生じる

cryptic　epitopeを可溶な状態でも露出する

ように設計した人工的な点変異であるATTR

Y78Pを作成し3）、これをFAPの疾患モデル

マウスであるトランスジェニックマウス

ATTR　V30Mに免疫し、組織のアミロイド沈着

への影響を検討した。

〈方法＞

1）100ugのATTR　Y78F，　ATTR

　　V30M、　PBSをそれぞれ生後、6，9，18ヶ

　　月のトランスジェニックマウスに免疫し

　　た。

2）合計4回免疫後、4ヵ月目に、すべての

　　マウスを屠殺し、免疫学的、組織学的検

　　討を行った。

A）免疫学的な検討：ELISA法を用いて、

　　ATTR　V30Mに対する抗体産生の有無を検

　　甘した。

B）組織学的な検討：コンゴ赤染色、免疫組

　　織染色（ヒトTTR，　CD　llb／CD18，

　　CD45R／B220，　CD　5に対する各種抗体）を

　　行い、アミロイド、TTR沈着の有無を調

　　べるとともに、上記免疫細胞の、組織変

　　化に対する関与を検討した。

〈結果＞

1）　トランスジェニックマウスへのATTR

　　Y78F投与による免疫では、　PBSやATTR

　　V30Mの投与より有意に高いATTR　V30Mに

　　対する抗体価を誘導することができた。

2）PBSやATTR　V30Mを投与したマウス群で
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　は、TTRの沈着が消化管に認められた。

　一方、ATTR　Y78Pで免疫したすべてのマ

　　ウス群では、著明なTTRの沈着の減少が

　認められた。また、すでにTTR沈着が存

　在する生後18ヶ月のマウス群において

　　も、TTR沈着の軽減が認められた。

3）免疫組織学的解析においては、ATTR

　Y78Pで免疫したマウス群では、　TTRが沈

　　着していたと考えられる部位にMac一一1陽

　性細胞の浸潤と多数のCD45陽性細胞を

　　含むリンパ節の増生を認めた。

4）TTR産生臓器臓器である、肝臓や膵臓、

　　脈絡叢には、種々の細胞浸潤は認められ

　　なかった。

この抗体の抗原認識領域を明らかにし、ヒト

型抗体を作成することができれば、肝臓移植

にかわるFAPの根治治療に発展させることが

できると期待される。

〈文献〉

㍉
ノ
）

1
9
臼

）3

Ando　Y．　Amyloid　in　press．　（2003）．

Goldsteins　G．　et　al．，　Pro．　Natl．

Acad．　Sci．　USA　96：　3108　（1999）．

Redondo　C．　et　al．，　」．　Mol．　Biol．，

304：　461　（2000）．

（考察）

　本研究から、ATTR　Y78P蛋白の免疫により、

ATTR　V30Mを高発現しているトランスジェニ

ックマウスに抗ATTR　V30M抗体を惹起するこ

とができ、TTR沈着を抑制することが明らか

となった。すでにアミロイドが沈着している

マウスにおいても、ATTR　Y78Pの免疫後、

TTR沈着が軽減し、抗原一抗体反応を介した

免疫応答の関与が組織学的に確認された。一

方、TTRを産生する細胞には、炎症細胞の浸

潤や抗原一抗体反応が認められなかったこと

より、ATTR　Y78Pによって惹起された抗体は、

組織沈着アミロイドに特異的なepitopeを認

識するものと考えられた。

（結論）

　ATTR　Y78Pは、　FAP疾患モデルであるトラ

ンスジェニックマウスATTR　V30MのTTR沈

着を抑制することが明らかとなった。さらに、
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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（’lhe　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

H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鍛損した会員は、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。

m　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。

一65一



（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ρ

（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二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名を推薦することが出

　　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。

nl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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補体研究会賛助会員
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補体研究会
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岡田則子
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木下タロウ
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松下操

松本美佐子

山本哲郎
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大井洋之
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