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　　　　　　　　　　昭。壁際岡引附
　　　　　　　囎鯉監即削7繧田凹既馴印？
　　　　　朋解監開削？　　　　　二品山開開？
　　　■o稗臥闘開7　　　　　　　　　嘲稗既闇屋聞薩
　　巴。凹r昭稗酬？　　　　　　　　　　　CMMFL闘翻，
　叩門既一階解　　　　　　　　　　　　即解膿闘繕附
　醐解監二一7　　　　　　　　　　　　　響●凹既闇劇7
　艦0闘既6凹田7　　　　　　　　　　　　　巴0凹r隅凹劇↑

哩騰鵬騨　　第41回
翻鯉講補体シンポジウム
響臨匪開駈　　　講演集
　閲牌既酬剛7　　　　　　　　　　　　　　巴。門，監酬紹闇τ
　凹MFLEM開7　　　　　　　　　　　　　　即闘既闘尾附
　嘲画既訓開7　　　　　　　　　　　　　開M？LEM開¶’
　　醐隣既闘開7　　　　　　　　　　　脛●MegEMemf
　　　嘲伺既闘劇↑　　　　　　　　脛。凹既劇創？
　　　　　脛。薦既闘馴7　　　　　即稗闘乱二二
　　　　　　　巴。国訓闘酬？巴。稗霊棚剛？
　　　　　　　　　　GMMFLeM剛？

会期：平成16年8月20日（金）・21日（土）
会　場：東京大学山上会館

　　　　　　　〒113－0033　東京都文京区本郷7－3－1

集会長：東京大学大学院理学系研究科生物科学専攻

　　　　　　野　中　　　勝

　　　　　　　〒113－0033　東京都文京区本郷7一一3－1

　　　　　　　　　Tel／Fax：：03－5800－3397
　　　　　　　　　E－mail：　hotai＠biol．s．u－tokyo．acJp





第41回補体シンポジウム参加案内

講演会場 東京大学山上会館　2階大会議室

受付 第ノ1日　8月20日（金）　午前9時より

　　　　　山上会館2階ロビーにて

参加費

懇親会費

円
円
円
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発表方法 すべて口頭発表で行います。一般演題は討論も含めて15分を予定

しています。図表の映写には、液晶プロジェクターを一台用意しま

すので、PowerPointで作成したファイルをCDまたはUSBメモリ

ーにてお持ち下さい。スライドプロジェクターを希望される方は、

あらかじめ集会長までお知らせ下さい。

ファイルの受付は発表30分以上前までにお済ませ下さい。

運営委員会

総 会

第1日　8月20日（金）12　30－13：30（202号室）

第2日　8月21日（土）13：00－13：30（大会議室）

懇　親　心 乱1日　8月20日 （金）18：00－20：00
　　　　日比谷松本楼（工学部2号館）

年　会　費 会員の方で年会費を未納の方、および新たに入会される方は、当日

の年会費受付にてご納入下さい。

　　年会費　一般　5，000円、学生　3，000円

　　　　補体研究会事務局

　　　　　　〒113－0033　東京都文京区本郷7－3－1

　　　　　　東京大学大学院理学系研究科生物科学専攻

　　　　　　進化多様性生物学大講座　　野中　勝

　　　　　　　　Tel／Fax二〇3－5800－3397

　　　　　　　　E－mail：　hotai＠biol．s．u－tokyo．ac．jp

　　　　　　　　http：／／www．biol．s．u－tokyo．ac．jp／users／meneki／hotai／
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会　場　案　内

　　　　　さんじょう

東京大学山上会館

　　　東京都文京区本郷7－3－1

　　　Tel：03－3818－3008

東京大学本郷キャンパス構内および周辺図

池ノ端唄

日比谷松本楼

（懇親会会場）

（⇒が正面入りロです。）

会場への交通手段

東京駅より ●地下鉄丸ノ内線池袋行き　本郷三丁目駅下車

　　　　　（全所要時間約30分）
徒歩10分

その他の　　㊥地下鉄大江戸線　本郷三丁目駅下車　徒歩10分

最寄り駅　　o地下鉄南北線　東大前駅　徒歩10分

　　　　　　o地下鉄千代田線　湯島駅下車　徒歩15分

　　　　　　oJRお茶の水駅より学バス（聖橋上）　東大構内下車　徒歩2分



日　程　表

8月20日（金） 9：00開場

9：30藁9：3昏 開会の辞　　　　　　　　　　　　野中　勝・

9：35－10：50 セッションA：レクチン経路1

@　　　　　　　座長　　堀内孝彦、松下　操

1◎　＝5◎一1　1　：05 コーヒーブレイク

1　1　：　05－1　2　：　20 セッションB：レクチン経路II、制御因子

@　　　　　　　座長　　松本美佐子、遠藤雄一

：1￡≧⑳擁3：45・ 昼食1
q1￡，；3◎恥13：36　運営蚕員会）卜

13：45－14：45 教育講演　　　　演者　　富田基郎

@　　　　　　　座長　　木下　タロウ

14：45－15　：45 セッションC：GPIアンカー、エイズ

@　　　　　　　座長　　岡田則子、山本哲郎

15，：45一．16：GO・ コ臓プレイグ

1　6　：00－1　7　：　30 セッションD：C5a、腎臓

@　　　　　　　座長　　大井洋之、松尾清一

19：⑪0’一2G：◎0　 慈親会ト・

8月21日（土） 9：00開場

9：30－10：45 セッションE：進化

@　　　　　　　座長　　藤田禎三、中尾実樹

・烹’⑪：4琴一’ ﾚ11：の◎1 1をと峠ブレイグ

1　1　：　00－1　2　：　0　0 特別講演　　　演者　　Wenchao　Song

@　　　　　　　座長　　瀬谷　司

12：00擁31σ0・．・・ 量食1
軸　　喚

@1i騒：・：◎o÷13∴：301！ 絵禽一

1　3　：30－1　6　：30 臨床補体シンポジウム

u疾患における補体の役割：病態生理から治療まで」

@　オルガナイザー・座長　　南学正臣

、1δ・：3G．・画16　＝3．5　∫
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第41回補体シンポジウム・学術プログラム

第1日8月20日（金）

セッションA：レクチン経路1 9：35－10：50
座長　　堀内孝彦、松下　操

A－1マウスフィコリンによるレクチン経路活性化
　　　　松下操1）2）、小出駿一一1）、高橋実3）、菅野和子3）、千葉朋希1）、中田宗宏1）2）、藤田禎三3）

　　　　　　1）東海大・工・生命化学、2）糖鎖工学研究施設、3）福島県立医大・医・二生化

A－2　リコンビナントマウスフィコリンAおよびフィコリンBの構造と機能

　　　　遠藤雄一、中澤なおみ、菅野和子、Yu　Liu、岩城大輔、高橋実、松下操1、藤田禎三、

　　　　　　福島県立医大・医・生化学第二、CREST、1東海大学・工・生命化学

A－3　Distinct　ontogenic　patterns　and　expression　cell　types　of　mouse　ficolin　A　and　ficolin　B

　　　　Yu　Liu　i，　Yuichi　Endo　i，　Shunsaku　Homma2，　Kazuko　Kanno　l，　Hiroyuki　Yaginuma2，

　　　　Teizo　Fuj　ita’

　　　　　　且Department　of　Biochemistry　and　2Department　of　Anatomy，　Fukushima　Medical　University

　　　　　　and　CREST，　Japan　Science　and　Technology　Agency

A－4sMAPノックアウトマウスの解析
　　　　岩城　大輔、菅野　和子、高橋　実、遠藤　雄一、松下　操1、藤田　禎三

　　　　　　福島県立医科大学・医・生化学第二、CREST、1東海大学・工・生命化学

A－5Mannose－binding　lectin（MBL）欠損症

　　一易感染性との関連の検討と欠損症頻度の全国調査一

　　　　堀内孝彦、塚本浩、宮川弘、小山貴子、三苫弘喜、民本泰浩、宮城友豪、木本泰孝、

　　　　内野愛弓、長藤宏司、原田実根、林健志1、岡村精一一2

　　　　　　九州大学大学院病態修復内科町分野（第一内科）、1九州大学生体防医学研究所、

　　　　　　2国立病院機構九州医療センター

セッションB：レクチン経路II、制御因子

　　　　　　　　　　　　　　　座長　　松本美佐子、遠藤雄一一
11：05－12：20

B－1コイ補体レクチン経路で機能する2種のMBL様レクチン
　　　　中尾実樹、加治屋貴之、畑中大作、中田宗宏a、松下　操a、藤田禎三b、矢野友紀

　　　　　　九州大学大学院農学研究院、a東海大学工学部生命科学科、　b福島県立医科大学第2生化学

B－2ヤツメウナギMBLの構造と機能の解析
　　　　高橋百恵、岩城大輔、松下亜紀子、松下操1、遠藤雄一、藤田禎三

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

　　　　　　糖鎖工学研究施設
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B－3ヤツメウナギfactor　Hの単離と解析

　　　　松下亜紀子、遠藤雄一、松下　操1）2）、藤田禎三

　　　　　　福島県立医大・医・二生化，1二二大・工・生命化学， 2二二工学研究施設

B－4ヤツメウナギ補体制御因子の機能解析

　　　　木村祐子、井上直和、松本美佐子、野中勝1、藤田禎三2、瀬谷司

　　　　　　大阪府立成人病センター研究所免疫、1東京大学大学院理学系研究科、

　　　　　　2福島県立医科大学生化学

B－5　トリのRCA　locusとRCA蛋白質の機能解析

　　　　信田京子、押海裕之、松本美佐子、木村裕子、瀬谷司

　　　　　　大阪府立成人病センター研究所免疫学部門

教育講演　　　　　　　　　座長　　木下面面ウ

　「血液タンパク質群はどのようにハーモニィーを奏でるのか」

　　　　富田　基郎

　　　　　　昭和大学薬学部生理化学

13：45－14：45

セッションC：GPIアンカー一、エイズ　　　　　　　　　　　　14：45－15：45

　　　　　　　　　　　　　　　　座長　　岡田則子、山本哲郎

C－1GPIアンカー生合成の最初のステップに係わる7番目のコンポーネントPIG－Yの解析

　　　　村上良子、前田裕輔、洪　榮振1、木下タロウ

　　　　　　大阪大学微生物病研究所免疫不全、iGenomic　Research　Center　for　Enteropathogenic　B　acteria

　　　　　　and　Department　of　Microbiology，　Chonnam　National　University　Medical　School，　Gwangiu，

　　　　　　Korea

C－2　The　first　case　of　brother　patients　with　PNH

　　　　Uamporn　Siripanyaphinyo，　Yoshiko　Murakami，　Wanchai　Wanachiwanawin　’　，

　　　　Vichai　Atichartikarn2　and　Taroh　Kinoshita

　　　　　　Department　of　lmmunoregulation，　Research　lnstitute　for　Microbial　Diseases，　Osaka

　　　　　　University，　’Faculty　of　Medicine　Siriraj　Hospital，　2Faculty　of　Medicine　Ramathibodi　Hospital，

　　　　　　Mahidol　University，　Bangkok，　Thailand

C－3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、植田康敬1・2、西村純一3、待井隆志4、金倉　譲2、木下タロウ1、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

C－4HIV感染細胞を補体依存性に排除するヒトモノクローナル抗体の研究

　　　　岡田則子、金原紀章、飛沢笑山1、三浦智行2、石田高司3、Yin　Shuping、土肥名月、

　　　　岡田秀親

　　　　　　名古屋市立大学大学院医学研究科生体防御学、3分子内科学、1神戸環境保健研究所寄生体部、

　　　　　　2京都大学ウィルス研究所エイズ研究施設
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セッションD：C5a，腎臓　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　16＝00－17：30

　　　　　　　　　　　　　　　　座長　　大井洋之、松尾清一

D－1C5a阻害ペプチドのアセチル化効果についての検討

　　　　堀田彩、朝井鈴佳、三浦典子1、大野尚人1、岡田秀親2・3、岡田則子

　　　　　　名古屋市立大学大学院生体防御学分野、1東京薬科大学薬学部免疫学、2（株）蛋白科学研究所、

　　　　　　3福祉村病院長寿医学研究所

D－2S19リボソーム蛋白二量体のC5aリセプターを介した線維芽細胞アポトーシス充進作用

　　　　西浦　弘志1、渋谷　陽子2、山本　哲郎1

　　　　　　1熊大・院・医薬研究部・分子病理、2医・付属病院・中検

D－3　白血球のC5aリセプター依存性活性酸素種産生におけるS19リボソーム蛋白二量体のアゴニ

　　スト・アンタゴニスト両面作用

　　　　イヴェット・レヴォヨ、西浦弘志、山本哲郎

　　　　　　熊本大学大学院医学薬学研究部分子病理学分野

D－4　血液透析患者における赤血球膜補体レセプター（CR1）の検討

一糖尿病性腎症と他腎疾患との比較一

　　玉野まり子，若林道郎，恩田紀更，眞野　訓

　　　順天堂大学医学部腎臓内科

，大井洋之，富野四日己

D－5尿中補体活性化産物は蛋白尿を有する糸球体疾患において腎予後推定に有用な指標である

　　　　森田良樹、丸山彰一、湯澤由紀夫、松尾清一

　　　　　　名古屋大学大学院病態内科学講座免疫応答内科学

D－6　腎虚血再灌流障害における補体制御蛋白CD55とCD59による腎保護作用

　　　　山田耕永、南学正臣1、三輪隆史、藤田敏郎1、Wenchao　Song

　　　　　　Center　for　Experimental　Therapeutics　and　Department　of　Pharmacology，

　　　　　　University　of　Pennsylvania　School　of　Medicine、1東京大学医学部腎臓内分泌内科

第2日　8月21日（土）

セッションE：進化

　　　　　　　　　　　　　　　　座長　　藤田禎三、中尾実樹

E－1コイのアナフィラトキシンの単離と機能解析

　　　　加藤陽子、中尾実樹、矢野友紀

　　　　　　九州大学大学院農学研究院

9：30－10：45

E－2軟骨魚類サメのC3／C4／C5遺伝子

　　　　林　晋平、寺戸　勅雄1、木村　博1、野中　勝

　　　　　　東京大学大学院理学系研究科生物科学専攻、1滋賀医科大学医学科基礎医学系放射線基礎医学
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E－3　補体C3遺伝子の起源と進化

　　　　杉本早苗、藤戸尚子、野中勝

　　　　　　東京大学大学院理学系研究科生物科学専攻

E－4　尾索動物カタユウレイボヤにおけるMHC　CIass　III補体遺伝子の単離および物理的連鎖解析

　　　　吉崎史子、井川俊太郎1、佐竹正延1、佐藤矩行2、野中勝

　　　　　　東大・院理・生物、1東北大・加齢医学研究所、2京大・院理・動物

E－5　補体系後期成分の起源を探索する

　　　　木村　鮎子、遠藤　一如、吉崎　史子、宮沢　清太、瀬谷　司1、野中　勝

　　　　　　東京大学大学院理学系研究科生物科学専攻、1北海道大学大学院医学研究科病態解析学講座

特別講演　　　　　　　　　座長　　瀬谷　司　　　　　　　　　11：00－12：00

　”Membrane　complement　regulatory　proteins：　immunobiology　and　roles　in　autoimmune　and

　　inflammatory　tissue　inj　ury”

　　　　Wenchao　Song，　PhD

　　　　　　Center　for　Experimental　Therapeutics，　University　of　Pennsylvania

臨床補体シンポジウム　　　　　　　　　　　　　　　　　　13：30－16：30
　「疾患における補体の役割：病態生理から治療まで」

　　　　　　　　　　　　　　　オーガナイザー・座長　　南学正臣

S－1　腎疾患と補体

　　　　松尾清一一、森田良樹、丸山彰一、湯沢由紀夫

　　　　　　名古屋大学大学院病態内科学講座免疫応答内科学分野

S－2　心血管病と補体

　　　　上杉　憲子、阿部　正義1、坂田　則行

　　　　　　福岡大学医学部病理、1同薬理

S－3　臓器移植の現況と展望

　　　　白倉良太

　　　　　　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学研究部

S－4　呼吸器疾患と補体

　　　　阿部　正義

　　　　　　福岡大学医学部薬理学呼吸器疾患と補体

S－5　膠原病と補体

　　　　佐藤由紀夫、深谷悦子、渡辺浩志

　　　　　　福島県立医科大学医学部内科学第2講座

S－6癌と補体
　　　　　川嵜　敏祐、川嵜　伸子1、Khoo　Kay－Hooi2

　　　　　　京都大学薬学研究科，1京都大学医学部保健学科

　　　　　　21nstitute　of　Biological　Chemistry，　Academia　Sinica
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特別講演

Membrane　complement　regulatory　proteins：　immunobiology　and

　　　　　　　　roRes　in　autoimmune　and　infiammatory　tissue　injury

Wenchao　Song，　Ph．D．

Center　for　Experimental　Therapeutics，　University　of　Pennsylvania　School　of　Medicine，

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Philadelphia，　PA　19104

　　　Complement　plays　an　important　role　in　host

defense；　however，　activated　complement　is　a

double－edged　sword　that　has　the　potential　to

cause　significant　damage　to　host　tissues．　To

prevent　complement－mediated　autologous　tissue

inj　ury，　host　cells　express　a　number　of　soluble

and　membrane－anchored　complement　regulatory

proteins．　Among　the　membrane－bound　regulators

are　two　glycosylphosphatidylinositol　（GPI）一

anchored　proteins：　decay　accelerating　factor

（DAF）　and　CD59．　DAF　inhibits　complement

activation　at　the　C3　cleavage　step，　while　CD59

prevents　formation　of　the　membrane　attack

complex　（MAC）．　These　two　proteins　may　also

regulate　adaptive　immunity　through
complement－independent　mechanisms．　For

example，　GPI－anchored　molecules　including

DAF　and　C　D59　may　participate　i　n　lymphocyte

signal　transduction　as　l　ipid　rafts　components．

Furthermore，　DAF　has　been　identi　fied　as　a

ligand　for　an　activation－associated，　seven－

transmembrane　lymphocyte　antigen　CD97．

　　　To　evaluate　the　roles　of　DAF　and　CD59　in

vivo，　we　have　created　DAF　and　CD59　knockout

mice　and　used　them　to　probe　the　functions　of

membrane　complement　regulators　in
autoimmune　and　inflammatory　tissue　inj　ury．　Oyr

studies　have　revealed　the　following：　1）　Both

DAF　and　C　D59　offer　protection　from

complement－mediated　end　organ　inj　ury　in

models　of　autoimmune　and　inflammatory　inj　ury．

This　protective　effect　is　especially　evident　in　the

case　of　DAF　deficiency，　as　lack　of　DAF

exacerbates　nephrotoxic　serum　nephritis，　l　upus

dermatitis　and　renal　ischemia　reperfusion　inj　ury

（IRI）．　Deficiency　of　CD59　also　exacerbated　lupus

dermatitis　although　it　alone　di　d　not　affect　renal

IRI．　However，　CD59　deficiency　in　the　context　of

DAF　deficiency　caused　greater・renal　I　RI．　2）．

Membrane　regulators　with　apparently
overlapping　activities　in　vitro　display　differential

activities　in　the　regulation　of　classical　vs

alternative　pathway　complement　activati　on　in

vivo．　Thus，　although　both　DA　F　and　Crry，　a

transmembrane　complement　regulator　uniquely

expressed　in　the　mouse　and　rat，　are　expressed　on

mouse　erythrocytes　and　are　both　known　to　i　nhibit

classical　as　well　as　alternative　pathways，　Crry　but

not　DAF　is　indispensable　in　preventing　murine

erythrocytes　from　alternati　ve　pathway

complement－mediated　destruction．　3）．　Membrane

￠omplement　regulatory　proteins　may　not　only

protect　end　organs　from　complement　attack　but

also　negatively　regulate　T／B　cell　responses　to　self

and　foreign　antigens．　ln　regards　to　this，　we　found

that　deficiency　of　either　DAF　or　CD59　caused

increased　lymphoproliferation　and　autoantibody

production　in　the　lupus－prone　MRLIIpr　mouse．

Furthermore，　DAF　knockout　mice　exhibited

enhanced　T　cell　responses　to　antigen
immunization．　Collectively，　our　data　suggest　that

membrane　complement　regulatory　proteins　are

important　mediators　of　autoimmune　and

inflammatory　tissue　inj　ury　and　may　represent

novel　therapeutic　targets　in　the　treatment　of　these

diseases．
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教育講演

血液タンパク質群はどのようにハーモニィーを奏でるのか

　　　富田基郎

昭和大学薬学部生理化学

　　　　　　　　How　do　plasma　proteins　play　harmony？

　　　　　　　　　　　　　　Motowo　’lbmita

Department　of　Physiological　Che血st珂y，　S（inoo1　of　Phammaceutical　S（　iences，　Showa　University

［はじめに】

　血液タンパク質は、ヒトでは数千種類に達し、も

のすごい種類のタンパク質が血中をひしめき合いな

がら血管内を流れている。ところが各タンパク質が

所定の機能を発揮するには、大体において他のタン

パク質を正確に見分けて、タンパク質・タンパク質

の相互作用が必要とされる。

　当然、交通事故的なぶつかり合いが起こって人体

にとって時々有害症状が発現するのだが、健常者で

は疾病となるまでには至らず処置されている。

　すなわち、血液タンパク質群は、全体として壮大

なハーモニィーを奏でており、雑音が聞こえたとき

が有害事象の発症と考えればよい。このハーモニィ

ーを奏でる指揮者、奏者、楽器はどのようなもので

あるかについて、私がこの10年間研究対象にして

いる3種類の血液タンパク質を例にしながら考察し

たい。

［血液タンパク質の一般的特徴】

　ここでいう血液タンパク質とは、細胞が正常な状

態で細胞外に分泌し、かつ、血液中に出現するもの

をいう。例えば分泌タンパク質であっても、コラー

ゲンのように細胞外マトリックス（ECM）に留まる

ものは含めない。同様に細胞がネクローシスを起こ

して、細胞内タンパク質が血中に漏出した場合も、

それらのタンパク質はここでいう血液タンパク質に

は含めない。

　血液タンパク質は、細胞内タンパク質と比べると、

次のような一般的特徴がある。

①ほとんどが糖タンパク質である。血液タンパク質

と細胞表面膜タンパク質はほとんどが糖鎖修飾され

ているが、二二の役割は水溶性を高めるため、及び

分子標識のためである。その他に水溶性を付加する

修飾反応としては水酸化、硫酸化などがある。

　細胞質内の細胞質タンパク質も血液タンパク質と

同じく水溶性である必要があるが、糖鎖、水酸化、

硫酸化などはみられず、主役はリン酸化である。細

胞内では多数の代謝反応が進行しているために、そ

れらを利用した修飾反応は多数知られており、修飾

反応の少なさが、血液タンパク質の特徴でもある

②ジスルフィド結合をもつ。細胞内は還元状態であ

るためにジスルフィド結合は存在しない（小胞体と

ゴルジ装置をのぞく）。逆に血液タンパク質のほとん

どのCys残基はジスルフィド結合している。ジスル

フィド結合することにより高次構造が安定化する。

③分子量が60kDa以上のものが多い。これ以下の

分子量では腎糸球体でろ過されてしまい、血中半減

期が短くなってしまう。逆に血液タンパク質であっ

てもホルモンやサイトカインでは、半減期を短くす

るために分子量を小さくしていると考えられる。

［研究中の3種類の血液タンパク質の概略】

　十数年前、当教室の三浦は、補体の液相膜攻撃複

合体sMACの構成成分として、タンパク質を見出

したが、それはすでに腎炎障害部に蓄積するタンパ

ク質SP40，40（現在はアポリポタンパクJ、　Apo　J

と呼ばれることが多い）として報告されていたもの

であった。ヒトApo　Jを多量に調製することを目的

に、高H）：L血漿患者へのH）Lアフェレーシス療法

後のデキストラン硫酸カラムから、吸着タンパク質
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を溶出し、精製した。この精製過程で、多数の血液

タンパク質が吸着していることに興味をもち、タン

パク質を同定していったところ、新規タンパク質を

見出し、そのタンパク質をcDNAクローニングによ

り、アミノ酸配列を決定したところ、Interα

・Ttypsin　ln：hibitor（ITI）H：eaVy　Chainと相同性を

もつために、IHRP（ITI　Heavy　Chain・Related

Protein）と命名した。

［IHRP］

　IHRPは偶然にも当時、補体研究仲間であった長

澤教授グループ（北大・薬）が、カリクレインによ

って非常に分解されやすい血液タンパク質として発

見したK：P120と同一であることが分かり、1994年

にほぼ同時に論文発表した。私が補体研究を行って

いた当時のなつかしい想い出付きのタンパク質であ

る。

　IHRPは、902アミノ酸残基からなり、　N末端側

70％はITI重鎖と相同性をもち、その中央部にフ

ォンウィルブランド（W）ドメインをもつ。その

後にカリクレインなどのプロテアーゼに非常に弱い

領域（我々はBait領域と呼ぶ）があり、　C末端の

30kDa断片はArPaseの一・部分と相同性がある。

　ITI重鎖は、ゴルジ装置内でAsp－Pm間で切断さ

れると同時に、1皿軽鎖に結合しているコンドロイ

チン硫酸鎖のGalNacの6位水酸基とAspのカルポ

キシル基がエステル結合して成熟1皿分子になる。

ITIのトリプシン阻害活性は軽鎖のクニッツドメイ

ンがもっており、重鎖が付くと阻害活性はかえって

弱くなる。すなわち、重鎖が外れることが阻害活性

発現に重要であることを示唆する。IHRPはITIの

成分とはならないが、重鎖と同じ遺伝子ファミリー

に属することは、ヒト染色体3p14上に重鎖且C1と

且C3と接近して遺伝子が存在することからも裏付

けられた。しかしながら、肝心の本来の生理活性は

まだ不明であり、機能が未知のタンパク質の機能を

解明することの難しさを感じている。

［PHBP］

IHRPを硫酸化多糖との結合活性から見つけたの

で、別のプロテオグリカンに結合する血液タンパク

質がないかに興味をもち、ピアルロン酸結合タンパ

ク質を探したところ、新規タンパク質を見出した。

　cDNAクローニングによって全アミノ酸配列を

決定したところ、N末端側から3個のEGFドメイ

ン、1個のタリングルドメイン、セリンプロテアー

ゼドメインからなっていた。そのドメイン構造から

は、肝細胞増殖因子活性化因子HGFA、および血液

凝固因子XHに相同性が高い。

　構造から予想されるように血液中ではプロテアー

ゼ活性がない一本鎖タンパク質75kDaとして存在

する。精製するにしたがって自己活性化能が高まり、

単離するとセリンプロテアーゼ阻害剤を添加してお

かないと自己活性化した後に速やかに自己分解して

いく。プロテアーゼとしての基質特異性は、X－Arg

間を切断する性質を示す。

　そのドメイン構成から、何らかのカスケード経路

の構成因子と予測されるため、血液タンパク質の中

で、活性化PHBPによって切断されやすいもの探し

ているが、多くのものを切断してしまい特異的な基

質を見つけることにまだ成功していない。ドイツグ

ループより血液凝固系のTF切断活性が、その機能

の本態であるという報告があるが、それほど特異的

ではないために支持されていない。

［アディポネクチン］

　さらに味を占めて、今度はECMの主要タンパク

質であるコラーゲンに結合する血液タンパク質を見

つけるべく、ゼラチンカラムに結合するものを解析

した。結合タンパク質の主成分は予測したとおりフ

ィブロネクチンであったが、副成分の一つに新規タ

ンパク質を見出し、28kDaのサブユニットからなる

ゼラチン結合活性タンパク質という意味から、GBP

28（Gelat　in－binding　Protein　of　28　ldDa）と命名し

た。ついでこのタンパク質のcDNAクローニングを

試みたが成功しなかった。ちょうどその時期に、松

沢教授（大阪大・医）グループは脂肪組織に特異的

に発現するmRNAを同定し，apM1と命名してデー

タバンクに登録した。この塩基配列はGBP28の部

分アミノ酸配列と一致した。我々がcDNAクロー二

14



ングに失敗したのは、まさか脂肪細胞が合成してい

るとは予想もせず、肝臓や血球細胞のcDNAライブ

ラリーをクローニングする原料にしていたためであ

る。

　本タンパク質は、後日、松沢によりアディポネク

チンと命名し、これが現在の一般名となっている。

　アディポネクチンは、28kDaサブユニットのN

末端側がコラーゲンドメインからなり、C末端側が

球状のプロコラーゲンC末端ドメインに相同性を示

す。　このサブユニットがコラーゲンと同じく3本

鎖ヘリックス構造を形成する。さらにこの3量体が

ジスルフィド結合を介してオリゴマーを形成して、

血中での主要成分は240kDa以上の分子量を示す。

　この構造は、補体因子Clq、コレクチンファミリ

ー、フィコリンファミリーと相同性をしますが、コ

ラーゲンドメインが極端に短いコラーゲンVIとも考

えられる。コラーゲンV【は脂肪組織の主要ECM成

分であるため、我々はコラーゲンVIのメッシュ構造

形成を制御する因子であると予想し、あまり明確な

生理機能はもたないと予想した。

　驚いたことに3年前にLodish（ロックフェラー大）

らによって、アディポネクチンのC末端側断片が血

中遊離脂肪酸濃度を顕著に低下させる活性があるこ

とを報告し、一耀注目を浴びた。その後、門脇ら（東

大・医）によりインスリン抵抗性改善活性があるこ

とが報告され、糖尿病薬として可能性が示されるな

ど、いわゆるメタボリックシンドローム（死の四重

奏、シンドロームX）の主役に躍り出ている。門脇

は最近、その受容体のクローニングにも成功し、そ

の生理活性を疑う研究者はいなくなった。

　しかし、我々はまだ：Lodish1門脇ホルモン説に完全

に向出しているわけではなく、むしろ本来の機能は

脂肪細胞がもつ炎症制御活性にあるのではないかと

考えている。その炎症制御活性の二次機能として代

謝活性が上昇し、血中グルコースや遊離脂肪酸の細

胞取り込みが上昇しているのではないか。

　ともかく、まだまだアディポネクチンの生理機能

解析に関する研究は一山二山あるであろう。

［おわりに］

　タイトルのハーモニィーをいかに奏でるかの本論

にはまだ入れないが、筆者が解明をしたいと考えて

いる旗印であることをご理解いただきたい。

　すなわち、この10年間、補体から離れて機能未知

の新規タンパク質を発見して、そのタンパク質の分

子レベルでの性質を解明すれば、そのタンパク質と

ハーモニィーを奏でるタンパク質群は芋蔓方式に親

和性で引っ掛けてこれるという作業仮説は甘かった

と反省している。

　しかし、血液タンパク質の機能解析には夢がある

ことを確かめることができたとは感じており、まだ

機能未知のIHRPとPHBPに関して、ハーモニィー

を奏でるタンパク質群をどのようにして同定しよう

かと、その方策を考えているところである。

15





Sl

腎疾患と補体

　　松尾清一、森田良樹、丸山彰一、湯沢由紀夫

名古屋大学大学院病態内科学講座免疫応答内科学分野

　　　　　　　　Complement　and　Kidney　Diseases

　Seiichi　Matsuo，　Yoshiki　Morita，　Shoichi　Maruyama，　Yukio　Yuzawa

Division　of　Clinical　Immunology，　Department　of　Internal　Medicine，

　　　　　Nagoya　University　Graduate　School　of　Medicine

［はじめに］

　補体は腎障害の様々なステージで重要な関与をし

ていることがこれまでの研究で明らかになっている。

抗原抗体反応に伴う補体の活性化による直接的な腎

障害や免疫複合体の補足による直接的な腎障害（標

的は主に糸球体）、虚血再寒流時における腎障害、

蛋白尿における腎障害などが挙げられる。本発表で

は、このうち抗体ないし免疫複合体による糸球体障

害と蛋白尿による尿細管障害を取り上げ、補体によ

る腎障害のメカニズムの解析と近未来における治療

への応用可能性について考える。

［抗体ないし免疫複合体による糸球体障害］

　腎糸球体構成成分、特に糸球体基底膜に対する抗

体や抗原抗体複合物の補足による糸球体局所での補

体の活性化が糸球体障害を惹起するという古典的な

スキームは、様々な糸球体腎炎モデルにおいて、可

溶性1型補体レセプター（SCR1）投与や膜補体制御

因子Crry過剰発界マウスなど抗補体物質により抑制

できることや、また、抗体などを用いて膜補体制御

因子機能を抑制しておくと糸球体障害が増悪する、

等の知見から、抗体もしくは抗原抗体複合物による

糸球体の障害に補体が重要な関与をしていることが

あらためて明らかにされてきている。

［蛋白尿による尿細管障害］

　腎障害進行のリスクファクターとして、高血圧と

ともに重要な要素は蛋白尿である。即ち一部の特殊

な病態（微小変化型ネフローゼ）を除いて、蛋白尿

の程度が腎機能の予後を規定する独立した危険因子

となっている。また、ここ10数年の研究から、蛋

白尿は糸球体障害の指標としてだけではなく、尿蛋

白そのものが尿細管障害を惹起して腎障害の進展に

寄与していることが明らかにされている。蛋白尿が

腎障害を進展させる機序については諸説があるが、

イタリアのD’Amicoらは高分子の蛋白（例えばlgGが

一つの目安となる）が尿中に漏出することが、腎間

質・尿細管障害を惹起することにつながることを見

いだしている。即ち蛋白尿の選択性が悪い（低い）

ことが蛋白尿による腎障害の際に重要である。蛋白

尿中には多くの血漿蛋白が含まれるが、これまで、

尿細管障害を来すことが実験的に報告されているの

は、アルブミン、トランスフェリン、リボ蛋白、補

体などである。このうち、分子量が大きいものは補

体蛋白で、C3、　C　5等は分子量がlgGより大きい。補

体は尿中に漏出した後、尿細管腔でアンモニアなど

の作用により活性化され、尿細管障害を惹起するこ

とが示されている。また、Nangakuらはラットに5／6

腎摘出を行って蛋白尿を惹起させ進行性の腎障害を

起こさせるモデルにおいてC6欠損ラットは腎障害が

大幅に軽減されることを明らかにしている。これら

の事実から、尿中に漏出してくる血漿タンパク質の
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うちで補体は有力な障害因子であると推測されてい

る。このことをさらに裏付けるために我々は尿中補

体活性化産物を測定して、各種臨床パラメータと比

較した。この研究により尿中補体活性化産物は腎機

能低下の独立した危険因子となることが明らかにな

り、蛋白尿による尿細管障害の原因の主要なものは

尿中での補体活性化によるものである可能性がより

明確になった。

［補体活性化制御による腎疾患治療の可能性］

　以上のように、腎臓においては糸球体、尿細管・

間質の両者にわたって、補体が障害の重要な因子で

あることが明らかになっている。補体活性化の制御

によって腎障害を軽減しようとする試みは動物モデ

ルにおいて数多く試みられている。可溶性CR1、　H因

子、C5a受容体拮抗ペプチドなど実験的には良好な

成績がえられているものもあるが、ヒトの慢性腎障

害に応用するにはまだまだ克服すべき課題が多い。

すなわち、耐用性（Tolerability）、安全性（Safety）、

効果（Efficacy）、経済性（economy）、持続性

（Durability）、特異性（Specificity）の各関門を克

服する必要性がある

［文献］

1　）　Morita，　Y　et　al．，　J　Am　Soc　Nephrol　11：700　（2000）

2）　Nangaku，　M　et　al．，　J　Am　Soc　Nephrol　13：928　（2002）

3　）　Matsuo，　S．　et　al．，　Contr　Nephrol　139：20　（2003）

4　）　Morita，　Y．　et　al．，　Mol　lmmunol　41：273　abst　（2004）
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S2
心血管病と補体

上杉　憲子、阿部　正義1、坂田　則行

　　福岡大学医学部病理、同薬理1

　　　　　　　　　　Complement　and　circulation　disease

　　　　　　　Noriko　Uesugi，　Masayoshi　Abei，　N　oriyuki　Sakata

Department　of　Pathology　and　Pharmacologyi，　School　of　Medicine，　Fukuoka　，　University

臓器内動脈硬化と補体：

動脈は、一般に内膜、中膜、外膜からなり、その大

きさにより、弾性動脈（直径lcm以上。中膜に弾

性線維が発達）、筋型動脈（0．1－10mm，中膜平滑筋

が発達）と細小動脈（10－100μm）に分けられる。動脈

硬化は動脈の大きさにより、表現型が異なる。弾性

動脈では、内膜を障害の場とする粥状硬化とそれに

引き続き、中膜の萎縮がみられ、筋型動脈では、内

膜の線維化や中膜の萎縮と石灰化、小血管の内膜線

維性肥厚や硝子化に分けられる。動脈硬化は、病理

学的には変性疾患に分類されるが、炎症性疾患と考

える一派もある1）・2）。粥状硬化巣では、炎症細胞浸

潤とともに補体の沈着が認められ3）、補体が病変の

進展に寄与していることが示唆されている。細小動

脈の硝子様変性部には補体の沈着がみられる。しか

し、筋型動脈の障害については、あまり検討はされ

ていない。筋型動脈は、その発達した平滑筋の収縮

や伸展により、臓器あるいは臓器内での血流の調節

を行うとされ、臓器の循環に重要な役割をになって

いる。今回は、動脈硬化の標的臓器の一つである腎

臓内の筋型動脈の障害について、高血圧患者や糖尿

病患者の標本を用い、動脈障害と補体の関与につい

ての検討とともに、動脈硬化の促進因子として重要

な酸化ストレスと補体の活性化との関連についても

検討をおこなったので、報告する4）。

心筋障害と補体：

補体の活性化は、冠動脈硬化による急性心筋梗塞巣

における炎症反応の促進因子としても重要で、予後

や梗塞巣の大きさに密接な関係があることは以前よ

り指摘されている5）。最近では急性心筋虚血後の

interventionにおける再還流障害での補体の関与が

重要視されている。実際に抗C5による治療が、心

筋梗塞の予後の改善に効果があるという報告もある

5）。虚血性心疾患あるい再還流障障害では、心筋細

胞の機能が変化し、不整脈が誘発されたり、収縮力

の低下が認められる6）。その原因に、最近では、心

筋細胞間のgap　junctionを作る膜蛋白である

connexin7）や、心筋外へCaをくみ出しにより心筋細

胞の収縮を担うNa－Ca　exchangerの発現異常8）が注

目されている。われわれは、最近、comexin　43と

Ca－Na　exchangerの発現と補体による心筋障害をヒ

ト心筋梗塞巣について検討をしたので、その結果も

含め、心筋障害と補体の関与にていて解説をしたい。

1）　Rohde　LE，　Semin　Vasc　Med　3（4）：　347－54　（2003）

2）　Libby　P，　Am　J　Med　22；　116　Suppl　6A：　9S－16S　（2004）

3）　Torzewski　M，　Arterioscler　Thromb　Vasc　Biol　17　（11）：
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　2448－52　（1997）

4）　Uesugi　N，　Am　J　Kid　Dis，　in　press

5）　Lagrand　WK，　Circulation　95（1）：　97－103　（1997）

6）　Verrier　ED，　JAMA．　291（19）：2319－27　（2004）

7）　Dupont　E，　Circulation　97（7）：　651－60　（1998）

8）　Shigekawa　M，　Circ　Res　88　（9）　：　864－76　（2001）
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S3
臓器移植の現況と展望

　　　　　　白倉良太

　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学研究部

　　The　present　and　perspective　of　clinical　organ　transplantation．

　　　　　　　　　　　　　Ryota　Shirakura
Division　of　Organ　Transplantation，　Department　of　Regenerative　Medicine，

　　　　　　Osaka　University　Graduate　School　of　Medicine．

　　腎臓移植が世界で初めて行われて50年余り

になるが、その間、臓器移植の成績が向上しただ

けでなく、経済効率的にもQOLの面からも優れ

た治療法として世界的に認知されるに至ってい

る。我が国においては、1997年10，月「臓器の移

植に関する法律」が施行され、31年のブランク

の後1999年2月28日に漸く再開第1例目（本邦

第2例目）の脳死移植が行われた。その後本年7

月5日までに、国内で30例の臓器提供があり、

119例の患者に臓器移植が行われた。5年で30

例の臓器提供はいかにも少ないが、世界的に見て

も、最大の問題は移植を希望する人に比べて臓器

提供が絶対的に不足している点である。今後医療

が発達すればするほど脳死者の数が減少するこ

とはあっても増加する可能性はないので、大幅な

提供増は考えられず、人工臓器の開発や異種移植

の臨床応用も考えなければならない。

　このような移植医療の中で“補体”に関連して

興味ある試みが2つある。一つは、長い間禁忌と

されてきたABO血液型不適合間の腎移植の普

及である。普通に移植すると全例超急性拒絶反応

で移植腎の機能は廃絶する。免疫吸着や二重濾過

分離による血液型抗体除去、脾臓摘出、Aまたは

B血液型物質（糖鎖）投与による抗体中和、など

により計画的にABO血液型不適合間の腎移植

が行われるようになった。1989年以来、すでに

500例近い移植が行われており、生着率は1年目

81％、3年で78％、5年で68％に達している。

免役抑制は軽減されてきているとはいえ、ABO

型を一致させた血縁者間の生体腎移植に比べる

と、脾臓を摘出し、局所X線照射や抗リンパ球抗

体投与を付加するなど抗体産生系を厳重に抑制

する必要がある。急性期はもちろん、遠隔期の拒

絶反応に抗体、補体が関与している点もABO一

致腎移植とは異なる。血液型が違うが故に、腎臓

を提供できない家族にとっては朗報で、生体腎移

植の恩恵にあずかる人が1．3倍になるという試

算もある。

　　もう一つの試みは、ブタからの異種移植であ

る。1988年に移植臓器細胞上の補体制御蛋白に

種差があるため異種の補体を制御できず、移植臓

器は宿主の補体に攻撃されることが明らかにな

った。これを受けて、in　vitroの実験で種々の

ヒト補体制御蛋白遺伝子が異種細胞に導入され、

ヒトの補体による細胞障害が抑止されることが

報告された。当初、動物の蛋白や糖鎖など全てが

抗原性を持つはずだから抗原性をなくしたり、抗

原特異的に抗体産生を制御することは無理だと

いう考えが根底にあり、ブタなど異種移植に使え

るわけがないと考えられていた。故に補体制御蛋

白の種差が細胞破壊の直接原因であることが発

表されるとすぐ（1993年）、小動物による実験

を飛び越えてヒト補体制御蛋白DAFを遺伝子導

入したブタ（hDAFブタ）が作製され、ヒヒへの

移植実験が行われた。腎臓移植では、世界各地の

共同研究施設で行われたImutran社製のhDAFブ

タを用いた臓器移植の成績が集計された。245頭

のlife－supporting　kidney　transplantation
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（hDAF　234，　controls．11）では、102例が4目

以内に死亡したが、超急性拒絶反応はみられなか

った。平均生着期間は1ヶ月、長い例で90日。

一方、心臓移植を見ると、この2年間で生着期間

は飛躍的に良くなっており、平均2ヶ月、最長4

ヶ月半のレベルになっている。我々の試作したホ

モ接合体のhDAF－TGブタの心臓も、免疫抑制を

全く行わないで、カニクイザルに6日間生着した。

CD46を高発現したブタでは超急性拒絶反応

（HAR）が回避されたといえるであろう。

　　また、1980年代後半になって、異種抗原が

αGa1，1－3Ga　1という構造を末端にもつ糖鎖であ

ること、ヒトはこの糖鎖に対する自然抗体を持っ

ていること、移植臓器の血管内皮細胞上の異種抗

原と自然抗体が結合することにより補体系の活

性化が起こり血管内皮細胞の障害が起こること、

そのために血管がつまって虚血に陥るため移植

臓器が超急性に機能を廃絶すること、が明らかに

なった。そして、このα　一galactosyl　epitopeは

大部分の哺乳類の細胞に大量発現しているが、旧

大陸サル、類人猿とヒトには全く発現していない。

この差がα一galactosyl　epitopeを生合成する糖

転移酵素（α1，3galactosyltransferase；以下

α1，3GTとする）の有無によること、進化の過

程で旧大陸サル以降の動物にこの遺伝子が失活

していることが判明した。つまり、無数にあると

考えられたターゲット（異種抗原）が1つに絞ら

れることがわかってきた。当然、α1－3GTをノ

ックアウトしたブタ（GT－KOブタ）の開発が行わ

れ、2001年9月と12月に別々の会社でヘテロ接

合体ながらGT－KOブタが誕生した。そして、2002

年6月にホモ接合体のGT－KOブタがうまれた。ホ

モ接合体のGT－KOブタの腎臓と心臓をヒヒに移

植した実験成績が、2003年の国際異種移植学会

で発表された。心臓が最長例で62日、腎臓が81

日生着したという報告だった。現在、遺伝子改変

ブタを開発している会社、研究所は、hDAF遺伝

子を持ったα1，3GTノックアウトブタの産出に

しのぎを削っている。ヒヒに移植して平均二二期

間が3ヶ月、最長6ヶ月以上のブタが量産される

ようになる（数年以内）と臨床応用の話が出てく

るであろう。

　しかし、慎重論も多い。ブタは内因性レトロウ

イルス（PERV）を持っており、免役抑制が必要

な移植患者に感染するかもしれないという危惧

がある。PERVは各種動物の培養細胞には容易に

感染するが、動物からヒトまで、個体には感染し

ないとする論文が多い。しかし、正常のブタ細胞

から複製されるPERVはGalα1－3　Gal　epitopes

を持つが故に、自然抗体・補体系が関与して除去

されるとすると、GT－KOブタにおいては、ウイル

スのエンベロープがGa1α1－3　Gal　epitopesを持

たないことになるので、補体系による感染防御が

機能しない可能性がある。同様のことは、ヒト補

体制御因子を強発現したブタ細胞についても考

えられる。WHOは50年間PERVの追跡調査を

世界的規模で行うシステムを作るよう勧告して

いる。
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S4
呼吸器疾患と補体

　　阿部　正義

福岡大学医学部薬理学

　　　　Contribution　of　Complement　to　Re　spiratory　Diseases

　　　　　　　　　　　　　Masayoshi　Abe

Department　of　Pharmacology，　School　of　Me　dicine，　Fukuoka　Unive　rsity

［はじめに］

　呼吸器（肺臓）は気道を介して外界と接し、

異物や病原体の侵入経路となっているため、

非自己認識機構である補体系が重要な役割を

演じている臓器の一つと考えられる。肺での

補体活性化は血管系で起こればAcute

Respiratory　Distress　Syndrome　（ARDS）

に代表される様な重篤な呼吸不全病態をもた

らす一方、気道系で起これば気管支喘息で代

表される慢性難治性の気道炎症の重要なトリ

ガー因子として働いていると考えられる。前

者の病態では補体活性化で産生されるアナフ

ィラトキシンの一つであるC5aが重要な役

割を演じていると考えられ、本拮抗薬が新規

の急性肺傷害の治療薬の標的として研究が進

められている1。

　一・方、気管支喘息の病態に気道局所での補

体活性化の関与が注目されているが、本病態

ではアナフィラトキシンC3aが気道過敏性

に重要であるという説2とC5aが気道炎症

並びに気道過敏性の形成に重要であると言う

説3とが提唱されている。

［方法］

　卵白アルブミン（OVA）で能動感作したラッ

トに反復抗原暴露するIn　Vivo実験並びに感

作ラットから肺組織を摘出し抗原チャレンジ

する血V：f亡ro実験で解析した。更に、肺癌

患者から摘出された肺組織から正常部分を切

り出し（術前に許可を得た症例のみ）、ヒト

IgEで受け身感作を行った後、抗IgE抗体

で刺激し産生される　Cysteinyl－

1eukotrienesを定量し検討した。

［結果・考察］

）1 　OVA感作ラットに抗原（OVA）を経気

道的に繰り返しチャレンジすると遅発

型気道収縮が起こった。肺組織を病理

学的に検討すると気管支粘膜下組織に

好酸球、好中球を中心とした炎症細胞

の浸潤を認め、また抗C5aR抗体陽性

細胞の浸潤がみられた。肺組織より総

RNAを抽出しノーザンプロット法で

C5aR一並びにC3aR－mRNAの発現を

調べると、C5aR－mRNAは増加してい

たが、C3aR－mRNAには有意の変化は

認められなかった。これらの変化は補

体活性化を上流で阻害するsCR1並び

にC5aR拮抗剤のいずれの前投与でも

抑制された。一方、経気管支的に微量
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　　のC5aを投与すると、アナフィラキシ

　　一反応による肺でのCysteinyl－

　　1eukotrienes産生は増強した4。更に、

　　マウスを用いた実験でもCrry－Igを投

　　与して補体を抑制すると喘息性気道炎

　　症を抑制することが示された5。以上よ

　　り、喘息のとくに効果期の病態にC5a

　　が重要な役割を演じている事が動物実

　　験で示唆された。そこでKr㎎等は軽

　　症喘息患者を用いて臨床研究を行い、

　　気管支ファイバー・下に抗原チャレンジ

　　すると24時間後の肺胞洗浄液中にC3a、

　　C5aが有意に増加したが、正常コント

　　ロール群では不変であったと報告して

　　いる6。更に、他のグループは喘息並び

　　に慢性閉塞性肺疾患患者（COPD）で調べ

　　ると、喀疲中にC5aが有意に増加して

　　いたが、C3a並びにC4aは変わらず、

　　ヒトの喘息とCOPDの病態にC5aが関

　　与していることを示唆した7。本シンポ

　　ジウムではヒト並びにラット摘出肺組

　　織を用い、アレルギー・…反応でのアナフ

　　ィラトキシンの作用メカニズムと臨床

　　応用への可能性を論じる予定である。

［文献］

1）　Riedemann　NC．　et　al．，　Nat　Me　d　9：

　　517　（2003）

2）　Humbles　AA．　et　al．，　Nature　406：　998

　　（2000）

3）　Abe　M．　et　al．，　J　Immunol　167‘．　4651

　　（2001）

4）　Kodani　M．　et　al．　lmmunopharmaco．

　　49：　263　（2000）

）5

）6

）7

Taube　C．　et　al．　Am　J　Respir　Crit　Care

Med　168：　1333　（2003）

Krug　N．　et　al．　Am　J　Re　spir　Crit　Care

Med　164：　1841　（2001）

Marc　MM．　et　al．　Am　J　Re　spir　Cell　Mol

Biol　（in　press）　（2004）
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S5
膠原病と補体

　佐藤由紀夫、深谷悦子、渡辺浩志

福島県立医科大学医学部内科学第2講座

　　　　　　　Collagen　Diseases　and　Complement

　　　　Yukio　Sato，　Etsuko　Fukaya，　Hiroshi　Watanabe

Department　of　lnternal　Medicine　ll，　Fukushima　Medical　University

［はじめに］

膠原病は種々の疾患が含まれ、その病態も多様で

ある。膠原病において、補体の異常な活性化が病

態に関与していることは明らかである反面、補体

の欠損も病態も関与しているというparadoxical

relationshipが認められ、病態機序の解明を困難

なものにしている。一方、近年の補体学の進歩は
　　　　　　　　　　　　　　　　　　も
めざましく、レクチン経路の発見や補体遺伝子ノ

ックアウトマウスを用いた実験により、複雑な機

序の解明が進んできている。

　日常診療に有用な検査という視点から、全身性

エリテマトーデス（SLE）疾患活動性マーカーと

しての補体の研究を行っている。SLEの活動性の

マーカー・としては、C3、　C4、　CH50が昔から使

われてきた。しかし、活動期のSLE患者の半数

近くが血中C3濃度が正常であったという報告も

あり、C3、　C4濃度がSLEの活動性を反映して

いないケースもあると思われる。近年の報告では、

補体の活性化に伴う分解産物（C3d、　C4d、　Bb

など）がより鋭敏に疾患活動性を反映するという

可能性が示唆されている。

［方法］

　　今回我々は、補体第二経路のkey　proteinで

ある補体B因子およびその分解産物であるBbに

ついて，活動性のマーカーとしての有用性を

EUSAを用いて検討した。

［結果］

　　SLEにおける病態を腎炎（40名），神経精神

症状（8名），腸炎（9名），それ以外（23名）

にわけ，補体B因子濃度および補体Bb濃度を

EUSAで検討したところ，腎炎患者においてB

因子濃度およびBb濃度ともに高値を示した。（血

中B因子濃度＋／一SD：腎炎グループ　291＋／

一418㎎／mi，神経精神ループスグループ

166．5＋／一90．3，腸炎グルv一・・プ　648＋／一672，

その他のグループ162＋／一74．2、　血中Bb濃

度＋／一SD：腎炎グループ　15．2＋／一9．7μg／ml，

神経精神ループスグループ　9．3＋／一5．4，腸

炎グル・・…プ　12．4＋／一一8．0，その他のグループ

9．0十／一4．2）．

　　次に、ループス腎炎患者40名（42検体）を

活動群（29名）と非活動群（13名）にわけ、血中

Bb濃度が腎炎の活動性を反映するか検討したと

ころ、活動性腎炎群では血中Bb濃度は有意に上

昇を示していた（活動群14．5＋1・一　8．4、非活動群

7．6＋／一5．8）。さらに、活動性の高い腎炎を示す

にもかかわらずC3が変動しなかった症例におい

て血中Bb濃度が活動性に平行して変動すること

を確認した。

［考察］補体Bbはループス腎炎における活動性

マーカーとして有用であり、特にC3が活動性を

反映しないケースにおいても鋭敏なマーカーにな

りうることが示唆された。
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S6
癌と補体

　　川嵜敏祐、川嵜　伸子1、Khoo　Kay－Hooi2

　　京都大学薬学研究科，1京都大学医学部保健学科

21nstitute　of　Biological　Chemistry，　Academia　Sinica

　　　　　　　　　　　　　　　　　Cancer　and　Complement

Graduate　School　of　Pharmaceutical　Sciences，　Kyoto　University，　iSchool　of　Health　Sciences，　Faculty

　　　　　　　　　　　　　　　　　of・Medicine，　Kyoto　University

　　　　　　　　　　　21nstitute　of　Biological　Chemistry，　Academia　Sinica

［はじめに］

わたしたちは、補体レクチン経路の活性化因子であ

る血清レクチン、マンナン結合タンパク質（MBP）が

外来性異物としての病原微生物の他に、生体内で生

じる異常糖鎖をもつ細胞もまた、MBPの認識対象と

なる可能性を検討してきた。その結果、ヒト結腸癌

細胞株SW1116など幾種かの細胞株がMBPと良く結

合することを見い出した。そこで、ヌードマウスに

SW1116を移植し、これにワクシニアウイルスをベ

クターとしてヒトMBP遺伝子を投与したところ、顕

著な癌細胞増殖抑制作用を示すことを見い出した1・2。

本研究はこのMBPの識別するがん細胞表面の糖鎖構

造を明らかにすることを目的とした。

［方法］MBPとSW1116細胞の結合に対する各種植

物レクチンおよび先制認識抗体による阻害を測定す

ることにより、糖鎖の大まかな特徴を推定した。次

に、SW1116細胞のトリトンX－100抽出物より糖ペ

プチドを調製し、ヒドラジン分解により糖鎖を遊離

させ、ピリジルアミノ化（PA）オリゴ糖鎖を得た。

このPAオリゴ糖鎖を固定化MBPカラムに掛け、　MBP

結合性のオリゴ糖鎖を単離し、その糖鎖構造を質量’

分析により解析した。

［結果］

SW1116細胞に対するFITC－MBPの結合はマンノース

結合レクチン、ガラクトース結合レクチンにより阻

害されず、フコース結合レクチンにより強く阻害さ

れた。また、この結合は、ルイスb抗体、ルイスa

抗体により強く阻害され、ルイスx抗体、ルイスy

抗体、シアリルルイスa抗体によりほとんど阻害さ

れなかった。完全メチル化PAオリゴ糖鎖のMALDI－

TOF　MS，　nano　ESI－MS解析などにより、本耳鎖が、

ルイスa糖質抗原がタンデムに繰り返した新規な高

分子糖鎖を持つことを明らかにした。

［考察］

本研究で見出された糖鎖は新たな癌特異的糖鎖であ

ると同時に、自然免疫におけるパタソーン認識の良

い例である。

［文献］

1．　Ma，　Y．　et　al．，　Proc　Natl　Acad　Sci　USA，　96：　371

　　（1999）

2．　Kawasaki，　T．，　Biochim　Biophis　Acta，　1473　：186

　　（1999）
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Al
マウスフィコリンによるレクチン経路活性化

松下操！）　m、小出駿一1）、高橋実3）、菅野和子3）、千葉朋希1）、中田宗宏1）2）、藤田禎三Si

　　　　1）東海大・工・生命化学，2）糖鎖工学研究施設、3）福島県立医大・医・二生化

　　　　　　　　　　Activation　of　the　lectin　pathway　by　mouse　ficolm

Misao　Matsushita，　Shun一一ichi　Koide，　Minoru　Takahashi，　Kazuko　Kanno，　Tomoki　Chiba，　Munehiro

Nakata，　Tei2x）　Fuiita

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

3）Department　of　Biochemistry，　Fukushima　Medica1　University　School　of　Medicine

〈はじめに〉

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レクチンのファ

ミリーである1）。現在までに哺乳類、両生類、

原索動物より単離されている。ヒト血清中の

フィコリンにはMASPが結合しており補体

レクチン経路を活性化する。このことから、

フィコリンは自然免疫に働く生体防御レクチ

ンであると考えられている。マウス血清中に

はN一アセチルグルコサミン（GlcNAc）に結合

性を持つficolin－Aが存在する2）。今回我々

はficolin－Aがレクチン経路を活性化するこ

とを見い出した。

〈方法＞

1）GlcNAc－agaroseカラムとMono　Qを用

いて、マウス血清よりficolin－Aを精製した。

2）ficolin－A，マウスMASP－1，　MASP－2の

一部のリコンビナント蛋白を作製し、これら

をウサギに免疫して抗血清を得た。

3）人工糖脂質のGlcNAc5－DPPEをコ・・一一・ト

したEL：ISAプレートを用いてficolin－Aに

よるC4活性化を検討した。

〈結果＞

1）マウス血清をGlcNAc－agaroseに添加後

まずマンノースでMBLが溶出、次にG正cNAc

によりficolin－Aが溶出した。　Mono　Qによ

り更に精製を行いficolin－Aを単離した。

ficolin－Aは40kDaのサブユニットから成る

オリゴマーであり、サイズに多様性が見られ

た。

2）イムノブロットの結果、ficolin－A二分に

MASP－1，　MASP－2、　sMAPがあることがわ

かった。

3）ELISAプレートにコートしたGlcNAc5－

DPPEにficolin－Aが結合して、　C4を活性

化した。

4）ficolin－A画分をEDTA存在下透析後、

GlcNAc－agaroseによる分画を行うと、

MASP－1，MASP－2，　sMAPは非吸着画分に得

られた。

〈結論〉

ヒト血清フィコリンと同様に、マウスの血清

フィコリンにもMASPが結合しており、複

合体がレクチン経路を活性化する。

参考文献

1）　Matsushita，　M．　and　Fuiita，　T．

Immunol．　Rev．　180，　78－85，　2001．

2）　Fuiimori，　Y．　et　al．

　Biochem．　Biophys．　Re　s．　Commun．　244，

　796－800，　1998
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A2
リコンビナントマウスフィコリンAおよびフィコリンBのt

　　　　　　　　　　　　　　構造と機能

遠藤雄一、中澤なおみ、菅野和子、Yu　Liu、岩城大鮪、高橋実、松下操1、

　　　　　　　　　　　　　　藤田禎三、

　　福島県立医大・医・生化学第二、CREST、1東海大学・工・生命化学

　　　　　　Structure　and　function　of　mouse　recombinant　ficolin　A　and　ficolin　B

　　　　　　Yuichi　Endo，　Naomi　Nakazawa　Kazuko　Kanno，　Minoru　Takahashi，

　　　　　　　　　　　　Misao　Matsushitai　and　Teizo　Fuj　ita，

Department　ofBiochemistry，　Fukushima　Medical　University　School　of　Medicine　and　CREST，　Japan

　Science　and　Technology　Agency，　and　i　Institute　ofGlycotechnology　and　Department　ofApplied

　　　　　　　　　　　　　Biochemistry，　Tokai　University

〈はじめに〉

ヒトL一およびH一フィコリンは補体レクチン

経路の認識分子として働いているL2）。また、

ヒトM一フィコリンは単球に存在することが

報告されている。マウスではフィコリンAと

フィコリンBが同定されており、フィコリン

AはヒトL一フィコリンに、フィコリンBはM一

フィコリンに相同であると考えられる。今回、

マウスフィコリンをリコンビナントタンパク

として作成し、その構造と機能を調べた。ま

た、現在解析中であるフィコリンA欠損マウ

スの表現型を再構成することを目的とした。

〈方法＞

1）フィコリンA、今回新たに見い出された

フィコリンAバリアント、およびフィコリン

BのcDNAコンストラクトをショウジョウバ

エS2細胞で発現させ、細胞外に分泌された

タンパクをGlcNAcアガロースで精製した。

2）タンパク分子量を還元下および非還元下

でのウェスタンプロットで測定した。

3）糖鎖結合の特異性はマンナンアガロー一・スL

GIcNAアガロース等への結合により調べた。2．

〈結果＞

1）還元下でフィコリンAは37kDa、フィコ

リンAバリアントは36kDa、フィコリンBは

35と33kDaの分子量を示した。非還元下で

はともにオリゴマーをとして観察された。

2）酵素処理の結果、三者はともに糖鎖をも

つことがわかった。

3）三者はともにGlcNAcを特異的に認識した。

〈考察〉

ショウジョウバエ発現系を用いて作成したリ

コンビナントマウスフィコリンは、ともにオ

リゴマーを形成し、GlcNAcを認識した。こ

れらはフィコリンに共通する特徴と考えられ

た。フィコリンAとフィコリンBは、個体発

生のパターンや発現組織が異なり（Liueta1．

昨年の本シンポジウム）、その生理的役割は

異なると考えられる。両者の機能的違いをさ

らに明らかにすることがその解明に繋がると

考える。

〈参考文献＞

1）　Fuj　ita，　T．　2002．　Nat．　Rev．　lmmunol．　2：346－353．

2）　Matsush　ita，　M．　and　T．　Fuj　ita．　2002．

Immunobiology　205　：490－497．
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A3
Distinct　ontogenic　patterns　and　expression

cell　types　of　mouse　ficolin　A　and　ficolin　B

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

　　　　　　　　　　　Hiroyuki　Yaginuma2，　Teizo　Fujita‘

　iDepartment　of　Biochemistry　and　2Department　of　Anatomy，

Fukushima　Medical　University　and　CREST，　Japan　Science　and

　　　　　　　　　　　　　　　　　　Technology　Agency

〈Background＞

　　Ficolins　are　a　group　of　proteins

vvith　lectin　activity，　which　play

roles　in　host　defense　by　binding　to

carbohydrates　on　microorganisms，

enhancing　the　opsonic　activity　of

neutrophils　and　activating　the　lectin

pathway’）．　They　have　been　identified

in　various　species，　including　human，

rodents，　pig，　mouse，　hedgehog，　and

also　ascidians2）．　Little　is　known

about　the　ontogeny　of　ficolins　and

how　closely　mouse　ficolins　relate　to

human　ficolins．　ln　this　study，　we

elucidated　the　ontogeny　and

responsible　cell　types　of　the　mouse

ficolins．

〈Methods＞

1）　Serni－quantitative　RT－PCR　was

carried　out　for　detecting　the

expression　levels　of　ficolin　A，　B，

Maspl，　and　Masp2　of　mouse

embryos　from　embryonic　（E）　9．5　to

E15．5，　livers　from　E16．5　to　adults，

and　spleens　from　newborns　to

adults．

2）　ln　situ　hybridization　combined

with　immunohistochemistry　was

performed　to　clarify　the　cell　types

synthesizing　ficolins　A　and／or　B

mRNA　in　embryos　and　tissues　using

digoxigenin－labeled　riboprobes．

3）　Magnetic　assisted　cell　sorting

was　carried　out　to　prePare　single

cell　lineage　from　bone　marrow　by

using　specific　lineage　antibodies．

Subsequently，　RT－PCR　on　purified

cell　lineages　was　carried　out　for

clarifying　the　expression　of　ficolin

B　in　bone　marrow．
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〈Results＞

　　The　ontogeny　of　ficolin　A　was

nearly　the　same　with　those　of　Masps，

suggesting　their　concurrence　and

collaboration　as　the　components　of

the　lectin　complement　pathway，　and

probably　ficolin　A　being　the

homologue　to　human　L－ficolin．　The

cell　types　producing　ficolin　A

mRNA　were　identified　as

macrophages　by　in　situ　hybridization

in　both　adult　liver　and　spleen．

Distinct　ontogeny　pattern　of　ficolin

B　vvas　found　to　be　similar　to　the

hematopoietic　course．　The　cell　type

producing　ficolin　B　mRNA　was

identified　as　myeloid　cell　lineage　in

bone　marrow．

1）　Fujita　T．，　NaL　Rev．　lmmunol．，

　　　2：346　（2002）

2）　Holmskov，・et　al．，　Annu．　Rev．

　　　Immunol．，　21　：547　（2003）

〈Conclusion＞

　　Mouse　ficolin　A　and　ficolin　B　are

expressed　in　monocyte－macrophage

lineage．　The　difference　in　spatial－

temporal　expression　patterns

between　ficolin　A　and　ficolin　B

suggests　their　specific　roles　in　pre－

and　post－natal　stages．

〈Reference＞

32



A4
sMAPノックアウトマウスの解析

岩城　大輔、菅野　和子、高橋　実、遠藤　雄一、松下　操1、藤田　禎三

福島県立医科大学・医・生化学第二、CREST、1東海大学・工・生命化学

　　　　　　　　　　Attenuation　of　C4　cleavage　activity　in　sMAP－deficient　mice

　　Daisuke　Iwaki，　Kazuko　Kanno，　Minoru　Takahashi，　Yuichi　Endo，　Misao　Matsushita’，　Teizo　Fuj　ita

Department　of　Biochemistry，　Fukushima　Medical　University　and　CREST，　Japan　Science　and　Technology

Agency，　and　ilnstitute　of　Glycotechnology　and　Department　of　Applied　Biochemistry，　Tokai　University

［はじめに］

　sMAPはalternative　splicingにより生じるMASP－2

の短縮型タンパク質であり、N末端からEGF様ドメイ

ンまでのMASP－2共通領域とC末端のsMAP特異的な4

残基アミノ酸配列からなる1）2）。MASP－2とsMAPは、

MBL－MASP複合体の構成成分であり、MBL糖鎖認識によ

るMBL－MASP複合体活性化の際にMASP－2はC4を活性

化することが明らかになっているが、sMAPの機能に

ついては不明である。本研究では、sMAPおよびMASP－

2の生体内における役割を明らかにする目的で、sMAP

のC端4残基をコードするsMAP特異的エクソンを欠

失させたsMap”／一マウスを作製し、解析を行なった。

［方法］

1）sMap特異的エクソンをネオマイシン耐性遺伝子に

置換したsMap一／一マウスを作製した。

2）マウス血清とマンナンアガロースをインキュベー

ションした後、マンナンアガロースと共心するMBL－

MASP複合体に含まれるMaspおよび．sMapをウエスタ

ンプロッティングにより確認した。

3）マンナンを固相化し、マウス血清とインキュベー

ション後、ヒトC4の沈着量をELISAにより測定した。

［結果］

　　shap’／一マウスにおけるsMapの発現はノーザンブ

ロッティングで確認されず、血清中にもsMapは検

出されなかった。一方、Masp－2はノv一・一・ザンプロッテ

ィングでは野性型と同一のバンドは確認されず、異

なるサイズのバンドが検出された。RT－PCRにより

Masp－2の発現量を確認したところ、　H鎖領域におけ

るMasp－2の発現量は野性型の18％であった。マンナ

ンアガロースと共挿したMBL－MASP複合体にMasp－1

は確認されたが、sMapとMasp－2は検出されなかっ

た。sMap一／一マウス血清によるC4沈着量は野性型の20％

以下であった。リコンビナントMasp－2の血清への

添加によりC4沈着量は増加したが、リコンビナン

トsMapの添加ではC4沈着量は回復しなかった。

［考察］

　今回作製したsMap一／一マウスは、　Masp－2の発現量

が減少したことにより、レクチン経路におけるC4

活性化能が低下したと推測される。今後、sMap’／一マ

ウスの血清中におけるMasp－2存在量と病原微生物

に対する感受性について検討する予定である。

［文献］

1）　Takahashi，　M．　et　al．，　Int．　Immunol．　11：　859

（1999）

2）　Stover，　C．　M．　et　al．，　」　Immunol．　162：　3481

（1999）
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A5

　　　　　Mannose－binding　lectin（MBL）欠損症

一易感染性との関連の検討と欠損症頻度の全国調査一

　　　　堀内孝彦、塚本浩、宮川弘、小山貴子、三苫弘喜、民本泰浩、宮城友豪、

　　　　　　木本泰孝、内野愛弓、長藤宏司、原田実根、林健志1、岡村精一2

　　　　　　　　　九州大学大学院病態修復内科学分野（第一内科）、

　　　　　　1九州大学生体防医学研究所、2国立病院機構九州医療センター

　　　　　　　　　　　　　Mannose－binding　lectin　deficiency

－increased　risk　of　infection　and　the　nation－wide　study　for　the　frequency　of　MB　L　deficiency　in　Japan－

　　　　　Takahiko　Horiuchi，　Hiroshi　Tsukamoto，　Hiroshi　Miyagawa，　Takako　Koyama，

Hiroki　Mitoma，　Yasuhiro　Tamimoto，　Yugo　Miyagi，　Yasutaka　Kimoto，　Ayumi　Uchino，　Koj　i　Nagafuji，

　　　　　　　　　　Mine　Harada，　Kenshi　Hayashii，　Seiichi　Okamaura2

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

　　　　　　　　　　　’lnstitute　of　Bioregulation，　Kyushu　University，

　　　　　　　2Clinical　Research　Center，　National　Kyushu　Medical　Center　Hospita1

［はじめに］

　Mannose－binding　lectin（MBL）は、　innate

immunityに重要な役割を果たしており、免

疫抑制状態にある患者や小児において、感染

症の大きなリスク因子になることが明らかに

されつつあり注目されている。

　我々は、自己末梢血幹細胞移植（auto－

peripheral　blood　stem　cell　transplantation；　auto

PBSCT）を併用して超大量の化学療法を施行

した悪性腫瘍患者について、易感染性とMBL

欠損症の関連について検討した。また日本各

地の一般健常人の中に占めるMBL欠損痒の

頻度について初めて明らかにした。

［方法］

1）対象：九州大学病院第一内科において1990

年から2002年までの間にautoPB　SCTを併用

して超大量化学療法を施行した113名の患者

で内訳は、悪性リンパ腫66名、白血病35名

などであった。移植時から100日以内の各種

感染症の頻度について、MBL欠損症との関

連を検討した。健常人は北海道から九州まで

全国7地域の各300－400名について検討した。

2）遺伝子解析：MBLの血中濃度に大きな影

響を与える翻訳領域ならびにプロモーター領

域の変異計3ケ所について、頻度を解析した。

［結果ならびに考察］

　autoPBSCT施行患者において、　MBL欠損

症は敗血症、肺炎などの重症細菌感染症の発

症に有意に関連していることが明らかになっ

た。また今回の大規模な調査で、日本全国の

7地域においてMBL欠損症は、ほぼ同等に

高頻度に存在することが初めて明らかになっ

た。宿主側の易感染性に関わる因子として

MBL欠損症は重要であると考えられる。

［文献］

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

コイ補体レクチン経路で機能する2種のMBL様レクチン

　中尾実樹、加治屋貴之、畑中大作、中田宗宏亀、松下　操a、藤田禎三b、矢野友紀

九州大学大学院農学研究院、a東海大学工学部生命科学科、　b福島県立医科大学第2生化学

　　　　　　　　Two　MBレlike　lectins㎞ctioning血the　lectin　pathway　of　carp　complement．

Miki　Nakao，　Takayuki　Kaj　iya，　Daisaku　Hatanaka，　Munehiro　Nakata“，　Misao　Matsushita“，　Teizo　Fuj　itab，　Tomoki　Yano

　　　　　　Graduate　Schco1　of　Bioresource　and　Bioenvironrnenta1　Sciences，　Kyushu　University

　　　　alnstitute　of　Glycotechnology　＆　Department　of　Applied　Biochemistry，　Tokai　University，　Japan

　　　　　bDepartment　of　Biochemistry，　Fukushima　Medical　University　School　of　Medicine，　Japan

＜はじめに＞

　Mannose－binding　lectin（MBL）はN末端にコラー

ゲン様構造を持つcollectinの一種で、哺乳類の血

清中でセリンプロテアーゼ（MASP）と複合体を形成

し、異物認識と補体レクチン経路の活性化を担っ

ている。硬骨魚類では、数種のコイ科魚類からMBL

様のcDNA配列1がクローニングされているが、

それらはガラクトース特異的レクチン（GaBL）であ

ると推定され、哺乳類のMBLに直接相当する分子

ではない。一方、MASPについては、硬骨魚類か

らはMASP32とClr1Cls！MASP23のホモログがクロ

ーニングされているのみで、レクチン経路の活性

化を担うプロテアーゼは同定されていない。本研

究は、コイにおいてMBLとGaBLの両方が成熟

タンパク質として発現し、補体レクチン経路で機

能するかどうかを明らかにすることを目的とした。

さらに、コイMBLとGaBLによるレクチン経路

の活性化を媒介するプロテアーゼの同定を試みた。

＜方法＞

1．コイ血清をGlcNAc一アガロースおよび酸処理

アガロースを用いたアフィニティーカラムにかけ、

MBLおよびGaBLを精製した。

2．コイMBLのcDNAをRT。PCRおよびRACE

法によって単離した。

3．精製コイMBLおよびGalBLによる補体活性

化能を、ヒトC4分解活性を指標として解析した。

4．精製コイMBLに会合しているセリンプロテア

ーゼを2次元SDS－PAGEによって分離し、そのN

末端アミノ酸配列をもとにRT－PCRを行ない、

cDNAを単離した。

〈結果〉

上記アフィニティークロマトグラフィーによって、

還元条件下のSDS－PAGEで30　kDaのバンドを与

えるMBLと32　kDaのバンドを示すGalBL様タン

パク質が精製された。MBLの推定アミノ酸配列は、

コラーゲン様領域とC一タイプレクチンドメインか

ら成り、マンノ・一一・ス1GlcNAcに結合特異性を示す

配列モチーフを含んでいた。一方、精製GaBLの

N末端アミノ酸配列は、コイGaBLの推定アミノ

酸配列（既報）によく一致した。さらに、精製MBL

とGalBLはヒトC4をC4b，に分解した。以上の結

果から、コイには糖鎖認識の特異性が異なる2種
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のMBL様レクチンが存在し、それらが補体レクチ

ン経路で機能することが示唆された。コイMBLに

会合しているプロテアーゼのcDNAは、哺乳類の

MASP2に高い相同性を示した。したがって、MASP2

は硬骨魚類の出現以前にMASP　I13から分岐したこ

とが示唆された。

＜結論＞

1．コイには糖鎖特異性の異なる2種のMBLホモ

ログ（MBLとGa1BL）が存在し、両者がレクチン

経路で機能する。

2．コイのレクチン経路でC4の分解を触媒するの

はMASP2である。

＜文献＞

1）　Vitved，　L．　et　al．，　Immunogenetics，　51：　955　（2000）

2）　Endo　et　al．，　J．　Immunol．，　161：　4924　（1998）

3）　Nakao　et　al．，　lmmunogenetics，　52：　255　（2001）
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B2
ヤツメヴナギMBLの構造と機能の解析

高橋百恵、岩城大輔、松下亜紀子、松下操1、遠藤雄一、藤田禎三

　　　福島県立医科大学医学部生化学第二講座、CREST

　　　　董東海大学工学部生命化学科、糖鎖工学研究施設

　　　Characterization　and　cloning　of　lamprey　mannose－binding　lectin　（MBL）

　　　Momoe　Takahashi，　Daisuke　lwaki，　Akiko　Matsushita，　Misao　Matsusitai，

　　　　　　　　　　　　　Yuichi　Endo　and　Teizo　Fujita

　　　　Department　ofBiochemistry，　Fukushima　Medical　University，　CREST

iDepartment　ofApplied　Biochemistry　and　lnstitute　of　Glycobiology，　Tokai　University

〈はじめに〉

補体レクチン経路は、MBLやフィコリンなどのレク

チンが微生物上の糖鎖を認識することにより活1生化す

るため、これらのレクチンは自然免疫において重要な

役割を担っているi）。昨年の本シンポジウムにおいて、

円口類のヤツメウナギにMBLが存在することを報告

した。今回はこのMBLの全一次構造の決定と、さら

に詳細な機能解析や発現などについて報告する。

＜実験方法＞

1）GlcNAc－agaroseカラムとMoη（）（？カラムを用いて、

　　ヤツメウナギの血清からMBL様レクチン（P25）

　　を精製した。

2）精製したp25フラクションにMASPが会合してい

　　るかをMCA酵素活性とMASP－A抗体によるイム

　　ノブロッティングで検討した。また、C3の活性化

　　の有無を検討した。

3）気相プロテインシーケンサー・によって部分アミノ

　　酸配列を決定し、この配列をもとにした合成DNA

　　プライマーを用いてRr17－PCRを実施した。得られ

　　たcDNAクローンをプローブとして肝臓cDNAラ

　　イブラリーのスクリーニングを行い、全一次構造

　　の決定を試みた。

4）p25部分cDNAをプローブに、ヤツメウナギの各

　　臓器から精製したmRNAを用いてノーザンプロッ

　　ティングを行った。

＜結果＞

1）精製したレクチンの分子質量は還元下SDS・・PAGE

　　で25kDaであると確認された。

2）MCA活性の結果、　p25フラクションにプロテアー

　　ゼ活性が見られ、イムノブロッティングにより、

　p25はMASP－Aと会合していることが判明した。

3）p25の全一次構造を決定したところ、　Gly－x－Yの

　繰り返し構造と糖鎖認識部位（CRD）が存在し、

　p25はMBLホモログであることが明らかとなった。

4）ノーザンプロッティングの結果、MBLは肝臓に特

　　異的に発現していた。

5）MBL－MASP－A複合体はC3の　鎖を’鎖に分解し

　　た。

〈結論〉

ヤツメウナギにおいてMBLの全一次構造を決定した。

MBLはMASP－Aと会合しC3を活性化し、マボヤに

存在する原始補体系のと類似していることが推定され

た。

＜文献＞

i）　Fuj　ita　T．，　Nature　Rev．　lmmunol．　2：　346：　（2002）

ii）　Sekine　H，　et　al．　J．　lmmunol．　167：4504－4510　（2001）
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B3
ヤツメウナギfactor　Hの単離と解析

　　　　　松下亜紀子、遠藤雄一、松下　操”2）、藤田禎三

福島県立医大・医・二生化，o東海大・工・生命化学，2’野口工学研究施設

　　　　　　　　　Isolation　and　characterization　of　lamprey　factor　H

　　　　　Akiko　Matsushita，　Yuichi　Endo，　Misao　Matsushita”2’　and　Teizo　Fujita

　　Department　of　Biochemistry，　Fukushima　Medical　University　School　of　Medicine

”　Department　of　Applied　Biochemistry　and　2’　lnstitute　of　Glycotechnology，　Tokai　University

〈はじめに〉

ヒト補体factor　Hは、補体活性化時のC3bの

過剰な生成を抑制する重要な制御因子である。

近年、ヒトにおいて多くの関連分子が報告さ

れており、様々な解析がなされている。

今回我々は、ヤツメウナギ肝臓からのPCR

でCCPモジュールのみで構成される分子を

得た。

また、これに相当する蛋白質分子を血清から

分離し、ヤツメウナギfactor　H（以下1a　fH）

と名づけた。　この分子がヒトfactor　Hのホ

モログであることを確認するために解析を行

った。

〈方法＞

1）ヤツメウナギ肝臓cDNAを鋳型としたPCR

で部分配列を決定した。

この配列をプロv一一‘ブとして、cDNAライブラ

リーのスクリーニングを行い、全構造を決定

した。

得られた配列を基にリコンビナント蛋白質を

作製し、ウサギに免疫して抗血清を得た。

2）スクリーニングで得た部分クローン

（3．7Kb）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。

3）ヤツメウナギ血清よりSuperQカラムと

Asahi－pakを用いて、分子量とリコンビナン

ト蛋白に対する抗血清の反応を指標に蛋白質

を精製し、N末端のアミノ酸配列を解析した。

4）ヤツメウナギのMBL－MASP，　C3を用いて、

1afHのC3分解に及ぼす影響を解析した。

〈結果＞

1）la　fHはCCPモジュールの繰り返し構造を

呈しており、シグナル配列を有した。

BLASTによるホモロジーサーチでは、　CCP

を持つ各種蛋白質がヒットして、ヒト

complement　receptor　1，2、ヒトfactor　Hなど

がこれに含まれた。

2）Northern　bldttingの結果、肝臓に特異的に

発現が見られた。

3）ヤツメウナギ血清から精製された約150kDa

の蛋白質のN末端アミノ酸配列は、cDNAか

ら得られた配列と一致していた。

4）ヤツメウナギのMASP－Aは、C3α鎖をα’

鎖に分解（C3bを生成）するが、このC3bに

対する1afHの作用を現在検討中である。

〈考察＞

1a　fHは、その構造的な類似性からヒトfactor　H

のホモログであると推定された。

ヒトfactor　Hは、補体第二経路のC3bBbを制

御する他、他経路との共通因子であるfactor　I

のcofactorとして機能する。しかし、ヤツメ

ウナギにfactor　Iに相当する分子は未だ見つ

かっておらず、1afHの補体システムにおけ
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る位置付けも未知である。

一方、第二経路同様に原始的かつ下等動物の

主要な活性化経路である補体レクチン経路と

laMの関わりにも興味が持たれる。

参考文献

1）Whaley　K．　et　al．，　J．　Exp．　Med．，　144：　1147－1163

（1976）

2）Weiler　J．　M．　et　al．，　Proc．　Natl．　Acad．　Sci．　U．S．A．，

73：　3268－3272　（1976）

3）Nonaka　M．　et　al．，　J．　lmmunol．，　133：　3242－3249

（1984）
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B4
ヤヅメウナギ補体制御因子の機能解析

　　　　　　木村祐子、井上直和、松本美佐子、野中勝1、藤田禎三2、瀬谷町

大阪府立成人病センター研究所免疫、1東京大学大学院理学系研究科、2福島県立医科大学生化学

　　　　　The　functional　analysis　of　a　complement　regulatory　protein　in　the　lamprey

Yuko　Kimura，　Naokazu　lnoue，　Misako　Matsumoto，　Masaru　Nonakai，　Teizou　Fujita2，　Tsukasa　Seya

　Department　of　lmmunology，　Osaka　Medical　Center　for　Cancer　and　Cardiovascular　Diseases

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

　　　2Department　of　Biochem　istry，　Fukushima　Medical　University　School　of　Medicine

【はじめに】ヤヅメウナギは円口類に属する脊椎動

物である。免疫グロブリンの機能報告はなく、レク

チン経路や第二経路による補体活性化がヤヅメウナ

ギの生体防御に重要であると考えられてきた。一方、

補体制御因子の研究は主にほ乳類で、他はニワトリ

1と硬骨魚類2・3で報告があるのみである。そこで当

研究においてヤツメウナギの制御因子を同定し補体

制御車を解析することとした。

【方法】

1．MCP　cDNAsより作成した縮重primerを用いた

nested　PCR法によりlamprey　C　regulatory

protein（Lacrep）のcDNAをcloningした。

Northern　blot　analysis及びWestern　blot　analysis

によりmRNAとタンパクレベルにおける1acrepの

組織発現を比較検討した。

2．出芽酵母2x106をヤツメウナギ血清0－50％を

25℃30　m　in　in　cu　bateし、酵母上のC3及びlacrep

の沈着量をflow　cytometryにより検出した。

3．細胞障害活性を測定する為に、lacrep全長及びヒ

トMCP膜ドメインをつなぎ合わせたplasm　id　DNA

をtransfecti・n法によりCHOに導入、細胞上の発

現を確認した。又n　on　一一　tran　sfe　cted　CHO細胞及び

発現が同程度のヒトMCP　transfected株を用意し

た。これらの細胞はIgG抗体及びマンナン（lectin

pathwayの活性化）により感作させ、ヒト補体及び

ヤヅメウナギ補体とincubateした後、それぞれの

細胞障害性を測定した。

4．cofactor活性を解析する為に、蛍光ラベルしたや

ヅメウナギC3b．like　C3を基質として用い、分画し

たfa　ctor　I－like　proteaseと1acrepを25℃，5h

in・cu・bateした後、還元下にて電気泳動したge1を蛍

光イメージアナライザーにより観察した。又、

Incubateの際メタル含有及び非含有及び抗lacrep

抗体加え行い分解産物を比較検討した。

【結果、考察】

1．Lacrepは2055bpのORFで、　signal　peptide

及び8つのSCRより構成される。ヒトRCA

　proteinsとの相同性はLacrep　2－3がヒトC4bpα

　鎖SCR　2－3と34。3％，　Lacrep　6－7がDAF　SCR3－4

　と34．4％などいずれも同様に高かった。N・rthern

blot及びWestern　blot　an　aly　sisによりLacrep

　はliverで合成され、　plasm　a中に主に検出された。

2．出芽酵母上でヤヅメウナギ血清妹活性化されC3

　の沈着が確認された。Lacrep沈着量は血清濃度に
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依存し増加し、10mMEDTA添加によりいずれの

成分の沈着も阻害された。

3．ヒト補体とincubateすると、Lacrep一　tran　sfe　cted

CHO株はnon－transfected　CHO株と同程度の細

胞障害性であった。ヤツメウナギ補体とin・cu・bate

するとLacrep－transfected　CHO細胞の傷害性は低

下した。

4．1acrepは活性化C3のcr　ch　ainを基質としてfactor

I－like　proteaseと共に分解させた。その分解はメタ

ル存在化に置いてのみ起こり、硬骨魚類で証明され

た事実（sandbass2，　sea　beam3など）と同様でほ乳類

とは異なっていた。またlacrep抗体によりその分解

は阻害された。

【総括】

これらのことからLacrepは活性化されたC3に対

してfactor－11ike　proteaseとともに分解すること

により過剰な補体活性化を制御していたり、異種細

胞のphagocytosisに協力的に働いている可能性が

あることが示唆された。今後ヤヅメウナギの補体活

性化機構を明らかにすると共に制御機構及び機能を

明らかにしてゆく。

【文献】

1）　lnoue，　N．et　al．，　J．　lmmunoL　166：424　（2001）

2）　Kemper，　C．　et　aL，　J．　Biol．　Chem．　273：19398．

（1998）

3）　J．　Orol　Sunyer．　et　aL，　lm　munological　Reviews．

166：39　（1998）

41



B5

トリのRCA　IocusとRCA蛋白質の機能解析

　信田京子、四海裕之、松本美佐子、木村裕子、瀬谷司

　　　　大阪府立成人病センター研究所免疫学部門

　　　　Structural　and　functional　analysis　of　chicken　RCA　proteins

　　Kyoko　Shida，　Hiroyuki　Oshiumi，　Misako　Matsumoto，　Yuko　Kimura，　Tsukasa　Seya

De脚me皿t　of㎞unolo倒，0曲Medical　Center　for（㎞㏄1㎝梱iovascular　Diseases，

（はじめに）　R69Ulator　of　Complement

aCtivation（RCA）gene　clusterはヒト、マウス

でchromosome　1に存在し、　faCtor　H以外の

SCR－containing　complement　regulatory　proteins

の遺伝子を含む。RCAの起源、プロトタイ

プは明らかでないが、最近のgenome　projeCt

からサカナには未発達で哺乳類では相同遺伝

子群のクラスターとして完成していると推定

される。本研究でトリのCrempをプローブ

にしてSCRのduste1を同定した。これらの

基礎データから該当蛋白質が補体制御活性を

持つ事を証明したので報告する。

（方法、結果、考察）　トリのRCAライブ

ラリーをCremp　cDNAでスクリーニングし、

4個日一一150’“200Kbのクローンを得た。　Exon

trap法でSCRをコv一一一ドするexonをこれか

ら回収し、トリのBrusaのcDNAライブラリ

ー（後飯塚博士、東京理科大）から完全長

cDNAをクローニングした。　BACクロー・ン

の約100Kbの中に少なくとも6種の遺伝子

が同定できた。このうち4種はmRNAとし

て同定でき、3種の完全長cDNAが得られた。

このうち1つは（　remp（以下CREMと呼ぶ）、

残り2つは新規のトリSCR蛋白質であった

（図1）。1つはシグナルシークエンスを持ち、

7個のSCR，　GPIアンカー付加のコンセンサ

スシークエンスをC末に持った。これを

CREGと名付けた。もう1つは分泌可溶型の

特徴を持ち、C4bpと類似のフレームで8個

のSCRを持つ蛋白質であった。これをCRS

と名付けた。CREG　CREMの膜結合部位を

除去したリコンビナントsCREG，　sCREMを

CHO細胞に発現させて上清から精製sCREG，

sCREMを得た。　CRESも同様に精製した。3

者ともにトリ1因子のコファクターとしてト

リC3b，ヒトC4bを分解した。故にこれらは

補体制御因子群であり、BACのSCRクラス

ターはヒトのRCAに相当することが機能的

に検証できた。凸型CREG，　CREMはともに

発現宿主細胞をトリ血清（補体源）から守っ

た。ウサギ抗CHO抗体で発現細胞を感作し

て細胞傷害を人為的に起こしてもCREG又

はCREMの発現は宿主CHO細胞を補体か

ら防御した。以上から四型制御因子には

intrinsic　regulationの機能があると云える。一

方、CRESを除去したトリ血清は著しく速く

補体の細胞傷害活性を減じた。CRESの主機

能は補体の消費を防ぐことにあるかも知れな
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い。以上の機能はヒトのRCAの機能分担が

すでにトリで確立したもとを示唆し、サカナ

で明らかなRCAクラスターが発見できない

ことから陸生がRCAの多様性を誘発した可

能性を支持する。

（図1）

CRES

CREG
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Cl

GPIアンカー生合成の最初のステップに係わる

　　　7番目のコンポーネントPIG－Yの解析

村上良子、前田裕輔、洪　榮振1、木下タロウ

　　大阪大学微生物病研究所　免疫不全

　　　　Initial　enzyme　for　glycosylphosphatidylnositol　biosynthesis　requires　PIG－Y，

　　　　　　　　　　the　seventh　component　of　the　enzyme　complex．

Department　of　Immunoregulation，　Research　Institute　for　Microbial　Diseases，　Osaka　University

iGenomic　Research　Center　for　Enteropathogenic　Bacteria　and　Department　of　Microbiology，

　　　　　　Chonnam　National　University　Medical　School，　Gwangi　u，　Korea

［はじめに］

　真核生物の細胞表面には多数の膜蛋白質が存在し

ている。それらと膜との結合様式の中には、

GPI（glycosylphosphatidylinositol）と呼ばれる糖

脂質によるものが知られおり、その基本構造は、酵

母、原虫、哺乳類に至るまで保存されている。この

ような蛋白質はGPIアンカー型蛋白質と呼ばれ、

蛋白質のC末端がアミド結合を介してGPIと結合

しており、細胞表面に発現することで多様な役割を

果たしている。GPI生合成の最初のスデップは、

ボスファチジルイノシトール（PI）にUDP－N一アセ

チルグルコサミン（UDP－GlcNAc）のGlcNAcを転

移する反応である。このステップにはPIG－A，

PIG－H，　PIG－C，　GPI1，　PIG－PとDPM2の6つの蛋

白が関与していることが明らかにされている1。発

作性夜間血色素尿症患者の異常細胞ではPIG－Aの

変異によりこのステップの酵素活性が欠損している。

今回われわれは、これらの6つの蛋白とコンプレッ

クスを作る7番目の蛋白PIG－Yを同定したので解

析結果を報告する。

［方法］

　GSTとFLAGでタンデムにエピトーグタグした

PIG－AをヒトのPIG－A欠損細胞株であるJY－5細

胞に発現させた。1％ジギトニンで可溶化し、anti－

FLAGビーズで免沈後FLAGペプチドで溶出した

ものをさらにグルタチオンビーズで結合したものを

集めてくるという2ステップでPIG－A　complexを

精製し、SDS－PAGEで展開したところ、銀染色に

より新規のバンドを検出した。切り出したバンドの

アミノ酸配列をもとにtBlastnによりESTクロー

ンを検出した。

［結果］

　新規の遺伝子human　PIG－Yは71アミノ酸をコ

ードしており、銀染色によって得られたバンドのサ

イズに一致していた。hPIG－Yは2つの膜貫通領域

を持つ膜蛋白で、ホモロジーサーチではひっかから

ないものの、酵母で報告されているEri－12に、極

めて類似の構造を持ち22．4％のidentityがあった。

一方バーキットリンパ腫の細胞株であるDaudi細

胞においては、細胞表面のGPIアンカー型蛋白が

欠損しており、cell　lysateを用いたin　vitroの解
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析によりGlcNAc転移酵素活性が欠失しているこ

とが明らかになった。このDaudi細胞にPIG－Yを

発現させると細胞表面のGPIアンカー型蛋白の発

現とGlcNAc転移酵素活性が戻ることから、　PIG－

Yが責任遺伝子であることがわかった。またPIG－

Yが存在しないDaudi細胞において、　PIG－A

comlexを解析すると他の6つのコンポーネントは

PIG－Yあるなしに係わらず、　PIG－Aと共沈してく

ることがわかった。

［考察］

　PIG－Yは、　GlcNAc転移酵素の触媒サブユニッ

トであるPIG－Aのcomlexに含まれ、その活性に

必要な蛋白である。しかしながらPIG－Yの非存在

下においてもPIG－Aは他のコンポーネントとコン

プレックスを形成することができる。即ちPIG－Y

はその結合により酵素活性を制御している可能性が

ある。今後、PIG－YがGPI生合成の要である蛋白

PIG－Aの酵素活性をどう制御し、それらがどのよ

うに細胞の状態にリンクしているか解明していきた

いと考えている。

［文献］

1）　Watanabe，　R．　et　al．，　EMBO　J．　19：　4402　（2000）

2）Sobe血1g，　A．　K．　et　al．，　Ce11117：637（2004）
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C2
The　first　case　of　brother　patients　with　PNH．

　　　　　　Uamporn　Siripanyaphinyo，　Yoshiko　Murakami，　Wanchai　Wanachiwanawin　’　，　Vichai　Atichartikarn2

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　and　Taroh　Kinoshita

Department　of　lmmunoregulation，　Research　lnsti血曲r　Microbial　Diseases，0曲Univ鵡，　i　Faculty　of　Medicine

　　　　　　Siriraj　Hospha1，　2Faculty　of　Medicine　Ramathibodi　Hospita1，　Mahidol　University，　Bangkok，　Thailand

Ohjec伽e

　　　　　　　Paroxysmal　nocturnal　’hemoglobinuria

（PNH），　is　an　acq曲ed　clonal　disolder　primarily

caused　by　somatic　mutation　of　X－linked　PIG－A　gene

in　hematopoietic　stem　cell．

product　is　involved　in

glycosylphosphatidylinositol

biosynthesis．　Abnormal　blood

PIG－A　mutated　clone（s）　have

su血ce　explession　of　GPI

AP）　such　as　decay

CD55）　and　CD59．

The　PIG－A　gene

　early　step　of

（GPI）　anchor

cells　derived　from

reduced　or　absent

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　anchored　proteins　（GPI－

　　　　　　　　　　　　　　　　　　accelerating　factor　（DAF　or

　　　　　　　　　　　　　　　　Although　PNH　is　a　rare　disease，

we　experienced　2　brother　patients　with　classical　PNH．

Among　6　sons　in　the　family，　the　third　and　the　fifth

sons　developed　PNH　since　1992．　To　understanding

血erole　of　illheritance　in　pathophysiology　of　PNH：，

we　analyzed　PIG－A　gene　in　these　brothers．

Methods

1．　Patients　：　2　males　patients　（we　termed　P　l　for　elder

bro血er　and　P2　fbr　younger　brother）with　classical

PNH　were　being　treated　at　Ramathibodi　Hospital，

Mahidol　University，　Bangkok，　Thailand　were　studied．

The　diagnosis　of　PNH　was　based　on　clinical　finding，

bone　marrow　examination　and　positive　Ham’s　test．

2．　Flow　cytometric　analysis：　Granulocytes　were

isolated　from　peripheral　blood．　Granulocytes　and

erythrocytes　were　stained　with　monoclonal　antibodies

to　CD55　and　CD59　then　analyzed　by　flow　cytometry．

3．　Tota1　DNA　and

granulocytes．　PIG－A

describedi　．

RNA　were　extracted　from

mutation　was　analyzed　aS

Resu1的

1，　ln　spite　of　9990　affected　granulocytes　from　P　l

patient，　we　could　not　identify　mutation　in　the　coding

region　and　splice　sites．　This　patient　had　only　few

transcript　of　PIG－A　as　shown　by　RT－PCR　analysis．

We　speculated　that　P　l　has　mutation　somewhere　in

PIG－A　that　leads　to　no　or　very　little，　PIG－A　transcript．　．

2．　P2　has　G　to　T　base　change　within　5’　splice　site　of

intron　4　resulting　in　abnormal　splicing．　This　mutation

causes　exon　4　deletion　in　mRNA．

Conclusions

1．　ln　this　study，　we　concluded　that　P　l　and　P2　have

different　mutations　in　PIG－A　gene　and　mutation　of

PIG－A　gene　found　in　P2　patients　was　not　different

from　overall　abnormality　in　PIG－A　gene　in　classical

PNH　so　far　reported．

2．　This　is　the　first　report　of　brother　patients　with

PNH．　Since　accumulated　data　showed　that　PIG－A

mutation　itself　is　not　sufficient　for　developing　PNH，

additional　factors　are　required　to　allow　expapsion　of

mutated　clone（s）．　These　brothers　may　provide　a　good

scenario　for　investigation　of　the　additional　factors

under　restricted　genetic　background．
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C3
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、植田康敬1・2、西村純一3、待井隆志4、金倉　譲2、木下タロウ1、井上徳光5

吠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　Izui　i，　Yasutaka　U　eda　i・2，　Jun－ichi　Nishimura3，

　　　　　Takashi　Machii4，　Yuzuru　Kanakura2，　Taroh　Kinoshitai，　and　Norimitsu　lnoues

iDepartment　of　lmmunoregulation　，　Research　lnstitute　for　Microbial　Diseases，　Osaka　University

　　　　　2Department　of　Hematology　and　Oncology，　Osaka　University　Medical　School

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

　　　　　　　　4Division　of　lnternal　Medicine，　Nachi－katsuura　Onsen　Hospital
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［はじめに］

　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。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。
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［方法］

　　昨年までに報告したように、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・6e

　　本症例の骨髄細胞について、HMGA2遺伝子の

　発現について質的・量的検討を行った。

　　また、大阪大学医学部の倫理委員会の承認を得

　て、PNHと診断されている他の症例から末梢血を

　採取した。多型核白血球および単核球を分離し、

　それらにおけるHMGA2遺伝子の発現レベルを定

　量的RT－PCRにより解析した。

［結果］

1患におけるHMGA2’“の王

　本症例の骨髄細胞からは良性腫瘍の症例と同様

に、HMGA2の異常なmRNAを検出した。　HMGA2

は5つのエクソンからなるが、本症例で検出され

た異常なmRNAはエクソン4の後にイントロン4内

の配列（ゲノムでは約1kb下流にある）が続いてい

るものであった。良性腫瘍でみられる異常な

mRNAは共通してエクソン5を欠失していること

から、本症例においてもこの異常なmRNAが異常

細胞クローンの増殖に関与していることが考えら

れる。また、両アレル間のポリモルフィズムから、

この異常なmRNAが染色体異常をきたした方のア

　レル由来であることが明らかになった。

2　のPNH患　におけるHMGA2’一　の

　　患者6例と正常人6例について行った定量的RT－

　PCRでは、　HMGA2遺伝子の発現レベルが非常に

　低い、もしくは検出限界以下であったため、比較

　検討するには至らなかった。

［考察］

　　染色体異常を伴うPNH患者から、　PNHにおけ

　る異常なクローンの拡大に関わる候補遺伝子とし

　てHMGA2を同定した。当該患者の骨髄細胞では

　異常なHMGA2のmRNAの発現を有意に高いレベ

　ルで検出し得たが、末梢血ではごく低レベルにと

　どまった。他症例についても末梢血では評価可能

　な程度の発現はみられなかった。PNHにおける異

　常クローンの拡大は骨髄の造血幹細胞で起こって

　いるものと考えられるので、これは妥当な結果と

　言えるかもしれない。今後は患者骨髄を用いた解

　析を進めたい。

［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　He　matol．，　62：　175　（1999）

4．　Schoenrnakers　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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C4
HIV感染細胞を補体依存性に排除するヒトモノクローナル抗体の研究

　　　　岡田則子、金原紀章、飛沢笑山1、三浦智行2、石田高司3、Yin　Shuping、

　　　　　　　　　　　　　　　　土肥名月、岡田秀親

名古屋市立大学大学院医学研究科生体防御学、3分子内科学、1神戸環境保健研究所寄生体部、

　　　　　　　　　　　2京都大学ウィルス研究所エイズ研究施設

　　　　　Study　of　human　monoclonal　antibody　that　eliminates　HIV　infected　cells．

　　　　　Noriko　Okada，　Noriaki　Kimbara，　i　Shousan　Tobisawa，　2Tomoyuki　Miura，

　　　　　　　3Koj　i　lshida，　Shuping　Yin，　Natsuki　Dohi，　Hidechika　Okada

Dept　Biodefense，　31nternal　Medicine　＆　Molecular　Science，　Nagoya　City　Univ　Grad　Sch　Med　Sci，

iDept　Microbiol，　Kobe　Inst　Helth，　2Exp　Res　Center，　Inst　Virus　Res，　Kyoto　Univ　Grad　Sch　Med　Sci

はじめに

我々は約2％の健常人血清にHIV－1感染細胞を補

体反応依存的に破壊する活性があることを見いだ

した。また、10年以上長期生存HIV感染者血清

を検討したところ、80％以上でHIV感染細胞に

対する強い細胞傷害活性が検出された。この傷害

活性はHrv感染細胞に反応するIgM抗体量との

間に高い相関を示した。これらのIgM抗体の抗原

としてガンダリオシドGM2やGg4を確認した。

さらに、HIV感染患者血清中の抗GM2－lgM抗体

量は、CD4カウントと正の相関を、また、　HIV－RNA

ロードと負の相関を示し、感染者体内における、

感染細胞反応性IgM抗体の重要性が示唆された。

そこで、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を得るために、ヒト免疫グロ

ブリン遺伝子を含むヒト染色体導入マウス（キリン

ビール社）を感染細胞で免疫して、抗体産生ハイ

ブリドーマ9F11クローンを得た。ヒトIgM抗体

9F11は、感染細胞特異的に反応し、1ug／ml以下

の少量で、強力に補体依存性細胞障害活性を示し

た。そこで、9F11が反応する細胞についてさらに

解析を進めるとともに、HIV感染者末梢血リンパ

球を用いての抗ウィルス活性について検討した。

方法

1　ヒトレトロウイルスであるHTLV－1が感染

して発症したヒトT細胞白血病細胞株である

MT2，　MT4，　ATN－1，　ATL　IO2，HUT　IO2およびT細胞

白血病細胞株CCRF－CEM，　PEER，　Jurkat，　TALL－1，

MOLT3，　HPB－ALLなどの細胞に対する反応性およ

び細胞障害性をFACSおよびCr放出試験により

解析した。

2　サルのエイズウィルスであるSIV（Mac　239株）

をサルリンパ球株に感染させた後、そのSIV感染

細胞への9F11反応性および細胞障害性を解析し

た。さらにSIVを赤毛サルに感染させて、その1

0週間後に生存している感染サルの末梢血よりリ

ンパ球を分離して9F　11の反応性をFACS解析し

た。

3　HIV陽性ヒト末梢血をFicol分離した後、

StemSepカラムパスにより、　CD4陽性細胞引分を

得た。この感染者CD4細胞を10　ug／m19F　11存在

下に10％新鮮AB型ヒト血清添加RPMI1640に

て一一晩反応させた後、反応上清を取り除き、1ug／ml

抗CD3抗体添加10％FCS－RPMI　1640にて培養した。

3日間培養後上清を除去して、50U／ml　IL2添加

10％FCS－RPMI　1640にて培養後、10日目および

20日目の培養上清を回収して、上清中のHIVコ

ア蛋白P24量をELISAにて解析した。

結果

1　9F11はHIV－1感染細胞に反応する抗体であ

るが、ATL由来細胞株にも反応性を示した。また、

検討した非ATL細胞である白血病細胞などには全

く反応性を示さなかった。さらに、MT　2やMT　4

ではHIV感染細胞と同様に細胞障害活性が検出さ
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れた。

2　サルSIVサル感染細胞に9F11は反応して補

体依存性細胞障害活性を示した。また、SIV感染

サルの末梢血リンパ球に9F11は反応性を示した。

3　Hrv感染者の末梢血cD4陽性細胞を9F11と

補体で処理した後に、抗CD　3抗体とIL2培養に

てウィルスの叩き出しを行った。末梢血検体38

例中リンパ球培養できたのが23例であり、この

うちの6検体でp24量が検出された。9F11添加に

より、これらのすべての検体で98％以上のp24

産生の抑制が検出された。そのうちの4例は完全

抑制を示した。

考察

HIV感染細胞に反応して補体依存性細胞障害を強

力に誘導できる9FlIはHIV－1の実験室株を用い

て、抗ウィルス効果を示すことが確認されている。

今回、レトロウイルスHTLV－1感染細胞株におい

ても9F11は反応し、細胞傷害活性を発揮するこ

とが確認された。9F　11はHIV－1感染のみならず

ATL治療にも応用可能な抗体であることが示唆さ

れた。また、サル感染実験における、9F11の安全

性および有効性の検討も可能となった。さらに、

HIV感染者の末梢血リンパ球培養によるex　vivo

解析においても9F　11は優れた抗HIV効果を発揮

できた。今後、潜伏感染細胞の排除なども対照と

した解析を進める予定である。

（本研究は文科省大学発ベンチャー創出事業補助

金および厚労省科学研究補助金により一部をサポ

ートされた。）
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Dl

C5a阻害ペプチドのアセチル化効果についての検討

　　　　　堀田彩、朝井家立、三浦典子1、大野尚仁1、岡田秀親23、岡田則子

名古屋市立大学大学院生体防御学分野、n東京薬科大学薬学部免疫学、2㈱蛋白科学研究所、

　　　　　　　　　　　　　3福祉村病院長寿医学研究所

　　　　　　Studies　on　effects　of　acetylation　of　Csa　inhibitory　peptide

　Aya　Hotta，　Suzuka　Asai，　Noriko　Miurai，　Naohito　Ohnoi，　Hidechika　Okada2’　3　and

　　　　　　　　　　　　　　Noriko　Okada

　　　　　Nagoya　City　University　Graduate　School　of　Medical　Sciences，

iTokyo　Univ．　Pharm．　Life　Sci．　School　of　Pharmacy，　21nstitute　for　Protein　Science　Co．　Ltd．，

　　　　　　　　3Choj　u　Medical　lnstitute，　Fukushimura　Hospita1

【はじめに】

　C5aの37番目から53番目のアミノ酸部分のペ

プチド（PL37）はC5aの機能に重要な働きをして

おり、PL37に対する相補性ペプチドとして設計合

成したPep－AはC5aに結合してC5aを不活性化す

る作用が認められた（J．lmmunol．172二6382，

2004）。LPSで感作しておいたラットにCrryに対

する抗体である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が、抗体投与10分前

にPep－Aを投与しておくと全例救命することがで

きた。しかし、生体内での安定性を高める必要があ

ると考え、N末をアセチル化したA－Pep－Aを作成

し検討を行った。

【方法および結果】

　マウスに　Candida　albicans由来の　CAWS

（Candida　albicans　water　soluble　extract）を静脈

内に投与するとマウスは補体活性化を伴う急性炎症

を起こして死亡する。これに先立ち10分前に

Pep－Aを投与しても救命することができなかった。

マウスの体内でPep－Aが速やかに分解を受けてし

まうためと考えた。そこで、Pep－Aの蛋白分解酵素

などに対する安定性を増すために、アミノ末端のア

ラニンをアセチル化したアセチル化Pep－A（A一

Pep－A）を作成した。

　CAWS致死に与える影響を調べるために、　lCRマ

ウス，5週令，♂を用い、10分前にSaline，　A－Pep－A

を投与したICRマウスに，　CAWSを静脈内投与し

た．その結果，CAWS　200μglmouse投与の系では

抑制は見られなかったが、CAWSを100μglmouse

投与したマウスのA－Pep－A　i．v．前処置群で致死の抑

制が観察された。したがって、アミノ末端のアラニ

ンをアセチル化するなどの化学修飾を施すことによ

り、Pep－Aの治療効果を高めることができる。

date　pre　dose　route　CAWS　dead／tota1

2004．2．14saline　200uL　i．p．　200ug／mouse　3／3

　　　A－PepA　4mg／kg　i．p．　200　u　g／mouse　3／3

　　　A－PepA　4mg／kg　i．v，　200“g／mouse　3／3

2004．2．16saline　200uL　Lp，　100“g／mouse　3／3

　　　A－PepA　4mg／kg　i，p，　100“g／mouse　3／3

　ラット（Wstar1STオス、8週齢、体重約250

グラム）の背部皮内に補体制御膜因子であるCrry

に対するモノクローナル抗体（512抗体）を投与

して惹起する炎症反応に対するPep－Aおよびア

ミノ末端のアラニンをアセチル化したA－Pep－A

の作用を解析した。炎症反応の指標としては、512
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抗体投与の1時間前にEvans　Blue液（生理食塩

水に8mglmlの濃度に溶解）を0．5　ml尾静脈よ

り注射しておき、炎症局所への色素の漏出で判定

した。色素は血漿タンパク質に結合するので、局

所炎症反応が起こることにより血漿タンパク質が

毛細血管からもれ出た事の指標となる。

　5μgの512抗体（40μしの生食に溶解）を皮内

に接種するときに、4pgのA－Pep－Aを混合して

おくと30一分後の色素漏出を抑えることができ、

40μgのA－Pep－Aを加えておいたときには、2時

間後でも明瞭な抑制が認められた。これに対し、

Pep－Aでは40μgを用いても色素漏出の抑制は30

分目でも認められなかった。Pep－AをA－Pep－A

にすることにより、炎症抑制作用が極めて高まる

　ことが示された。Pep－Aは皮内の酵素により速や

　かに分解されてしまうのに対して、アセチル化さ

れたA－Pep－Aは酵素による分解を受けにくいた

　めに皮内でC5aに対する抑制作用が継続し、炎

症抑制作用が強く現れたと解釈できた。したがっ

　て、A－Pep－Aは炎症抑制剤として強い効果を発揮

すると考えられる。

　　Pep－AとA－Pep－AのC5aに対する抑制作用の

　際については、カルシュウムインフラックス法な

　どやモルモット皮内反応などを用いて詳細に解析

　中である。

【考察】

A－Pep－Aなどを治療薬として活用できる可能性が

ある。

512抗体量 Pep－A A－Pep－A 30分後の青班ft 2時間後の青班“t

2．5　pg

2．5　pg

2．5　pg

2．5　pg

2．5　pg

5．〇四

5．0　pg

5．0　pg

5．0　pg

5．0　pg

40　pg

4pg

40　pg

4　pg

40　pg

4　pg

40　pg

4　pg

十十

十十

十十

十十十

十十十

十

十十十

7士2

3±1

6±3

4±2

6士3

10±3

4士1

9±4

7±4

10±4

“30分の時点で目視により観察。““・2時間後に安楽死させ、皮膚をはがして計測。
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D2
S19リボソーーム蛋白二量体のC5aリセプターを介した

　　　　　　線維芽細胞アポトーシス充進作用

　　　西浦　弘志1、渋谷　陽子2、山本哲郎1

置熊大・院・医薬研究部・分子病理、2医・付属病院・中検

kibosomal　prptein　S　19　dinrer－induoed　Csa　meptor－mediated　augmemation　of　apeptosis　in　fibroblastic　cell　1ines

　　　　　　　　　Hiroshi　Nisliiura’．　Yoko　Shibuya2，　Tetsuro　Yarnamoto’

　　　　　　　　’Departments　ofMolecular　Pa血010gy　and　2】レibOratory　Medicine，

　　　　　　　Faculty　ofMedical　and　Pharmaoeutical　Scjences，　Kumamoto　University

「はじめに」

　我々は、これまでに、慢性関節リウマチ肉芽抽出液か

らS19リボソーム蛋白（RPS19）架橋化二量体を単離し、

この分子が、アポトーシス細胞から遊離されること、並

びに、単球のC5aリセプター（C5aR）に対して走化性アゴ

ニストとして、逆に、多核球のC5aRにはアンタゴニス

トとして作用することにより単球優位性白血球浸潤を起

すことを明らかにしてきた120最近、同肉芽巣の繊維芽

細胞にC5aリセプターが強く発現していることが報告さ

れたことから：1、RPS19二量体の繊維芽細胞に対する新

たな作用の可能性を探ろうと考えた。今回、架橋二量体

化が不可能なRPS19を強制発現させた繊維芽細胞株を

用いた一連の実験を行い、RP　S19二量体のC5aRを介

したアポトーシス増強作用を見出した。

「方法」

　マウス線維芽細胞（Nll13T3）に、架橋二量体化に必須の

137番目グルタミンをアスパラギンに置換した変異型ヒ

トRP　S19　cDNAを組み込んだ発現ベクター（pCAGGS－

IRES－Neo）を移入した細胞株（NIH3T3－mutant）を、樹

立した。コントロールとして、野生型ヒトRP　S　19　cDNA

を組み込んだ発現ベクターおよび発現ベクターのみを移

入した細胞株（NIH3T3－wild　typeおよびN［H3T3－

m㏄k）を、同時に樹立した。これらの細胞に、マンガン

イオンを負荷して、アポトーシスを誘導する系を確立し、

RP　S19二量体やC5aRアンタゴニスト等の影響を検討

した。

「結果」

（1）　NIH3T3一・mutantは、マンガン誘導性アポトー

　　　シスに対して耐性を示した。

（2）　抗RPS19抗体を培養液中に共存させると、全

　　　てのクローンにおいて、アポトーシス率が半分

　　　にまで減少した。

（3）　RPS19二量体を、培養液中に共存させると

　　　N【H3T3－mutantのアポトーシスに対する耐性

　　　が喪失した。

（4）　マンガン負荷により、C5aR　mRNAの増加と細

　　　胞表面へのC5aRの発現が観察された。

（5）　C5aRアンタゴニストあるいは抗マウスC5aR

　　　抗体を共存させると、アポトーシス率が半分に

　　　まで減少した。

「考察」

　今回の実験で、繊維芽細胞におけるマンガン誘導性ア

ポトーシスの機序の中に、細胞表面に発現したC5aRに、

自細胞あるいは周囲細胞から遊離されたRPS19二量体

が結合することでアポトーシスが充進ずるという新たな

オートタリン的なアポトーシス増幅機構が存在すること

が明らかとなった。リウマチ肉芽巣のC5aRを強発現し

た繊維芽細胞もこれに関係している可能性がある。

「文献」

1）Ho血。　K，　et　al．　Lab　Invest．78：603（1998）

2）　Shrestha　A　et　al．　Am　J　Pathol．　162：　1381　（2003）

3）　Elena，　N．，　et　al．　Arthritis　Rheum．　46：　4934　（2002）
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D3

　　　白血球のC5aリセプタN・…一・依存性活性酸素種産生における

S19リボソーム蛋白二量体のアゴニスト・アンタゴニスト両面作用

イヴェット・レヴォヨ、西浦弘志、山本哲郎

熊本大学大学院医学薬学研究部分子病理学分野

　　　　　　　　　Agonist　and　antagonist　dual　effect　of　S19　ribosomal　protein　dimer

　　　　　　　　　　　　　　　in　leukocyte　respiratory　burst　reaction

　　　　　　　　　　　　lvette　S．　Revollo，　Hiroshi　Nishiura，　Tetsuro　Yamamoto

Department　of　Molecular　Pathology，　Faculty　of　Medical　and　Pharmaceutical　Sciences，　Kumamoto　University

〈はじめに〉

われわれはこれまでに、慢性関節リウマチ肉芽

抽出液からS19リボソーム蛋白（RP　S19）架橋化

二量体を単離し、この分子が、アポトーシス細

胞から遊離されること、並びに、単球のC5aリ

セプター（C5aR）に対して走化性アゴニストとし

て、逆に、多核球のC5aRにはアンタゴニスト

として作用することにより単球優位性白血球浸

潤を起すことを明らかにしてきた。今回、C5aR

が関与するもう一つの重要な白血球機能である

活性酸素種産生に対するRPS19二量体の効果

を検討した。

〈方法〉

ヒトRPS19およびその変異体は、既報のごと

く大腸菌発現系を用いて調製した。単核白血球

および多核白血球は、正常ヒト末梢血から分離

した。白血球の活性酸素種産生は、刺激白血球

による水溶性テトラゾリウム塩（WST」1）の還元

の強さとして、波長438nmにおける吸光度上昇

度を連続的に測定することにより定量した。

＜結果＞

1．RPS19二量体は、単球に対して濃度依存性

　　に活性酸素種産生を惹起した。RPS19二量

　　体のこの作用は、C5aリセプターアンタゴ

　　ニストにより抑制された。

2．RPS19二量体は、多核球には活性酸素種産

3

生を惹起しない上、C5a刺激による活性酸

素種産生を抑制した。

C末端部4残基分を短縮した変異RPS19

二量体は、多核球に対しても、C5aリセプ

ター依存性に活性酸素種産生を惹起した。

＜結論と考察＞

C5aリセプターを介した白血球の活性酸素種産

生においても、RPS19二量体は、単球にはア

ゴニストとして、また、多核球にはアンタゴニ

ストとして作用した。このアゴニストからアン

タゴニストへの切り替えは、RPS19のC末端

部に依存していた。RPS19二量体を用いるこ

とにより、多核球の混在の有無に関わらず、単

球だけの活性酸素種産生能を測定できた。この

結果、細胞1個当たりの活性酸素種産生能は、

単球に比べて多核球が優位に高いことが明らか

になった。
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D4
血液透析患者における赤血球膜補体レセプター（CR1）の検討

　　　　　　一糖尿病性腎症と他腎疾患との比較一

玉野まり子，若林道郎，恩田四更，眞野　訓，大井洋之，富野康日己

　　　　　　　　　順天堂大学医学部腎臓内科

　　　　Erythrocyte　complement　receptor　type　1（E－CRI）　in　hemodialysis　patients

　　　　－Comparison　betWeen　diabetic　nephropathy　and　other　renal　disease－

Mariko　Tamano，　Michiro　Wakabayahi，　］fisara　Onda，　Satoshi　Mano，　Hiroyulri　Ohi　and　Yasuhiko　lbmino

　Division　of　Nephrology，　Department　of　lnternal　Medicine，　Juntendo　University　School　of　Medicine

【はじめに】

　赤血球膜上のComplement　receptOr・　type

1（E－CR1）はtransmembrane型の膜蛋白質で、

主に二つの役割を担っている。一つは血中の

㎞tme　complex（IC）の処理であり、二つ

めは補体制御因子としてC3　convertaseの形

成を阻害することである。

　我々は血液透析患者が易感染性の傾向にあ

り、生体防御機構の面で健常人と比較して

riskを負っていることに注目し、その因子の

一つとしてE－CR　1が関わっている可能性を

考えた。E－CR　1が低値の状態で慢性腎不全に

よる正球性正色素性貧血が出現したときには、

生体内のE－CR1はきわめて少ない状態とな

り、生体防御のrisk　factorとなると思われる。

貧血の治療として用いられているエリスロポ

エチン治療に抵抗性の場合は、特にこのよう

なことが考えられる。　我々のこれまでの血

液透析患者に関する検討では、次のような結

果を得ている［1，2］。

1．　血液透析患者のE－CR　1は、健常人と比

　　較し正規分布をみると、面前にシフトし

　　ていた。

2．E－CR　1が低値でエリスロポエチンによ

　　っても改善しない症例を認めた。

3．E－CR　1党弊の患者は、高直の患者と比較

　　し、明らかに感染症などの合併症が多か

　　つた。また、且CVの感染者が有意に多か

　　つた。

4．　5年後のE－CR　1低値群の生存率は、他言

　　に比較し有意に低値であった。

　また、透析患者でE－CR　1が低値を示す原

因については以下のことが示されている［3］。

1

2．

E－CR1低値症例の遺伝学的検討で、遺伝

的にE－CR1の低値を示す：L：L型のみでは

なく、本来高値を示すH：H型でもE－CR1

の低下が認められた。

E－CR1導爆を示す血液透析患者の透析

膜を補体活性を起こすCe皿ulose膜から

補体活性を起こさないPAN膜へ変更し

たところ、E－CR1の増加が認められた。

これは、後天的なCR1の低下に透析膜の

補体活性化充進による様々なメディエ

イターが関与している可能性も示唆さ

れた。

【目的】これまでの検討過程で血液透析患者

のなかでも原疾患が糖尿病性腎症（DM）で

は、他の腎不全（110nDM）に比較してE－CR1

低値の症例が多くみられたことから、両者の

比較を行いCR　1の低値と血液透析患者の病

態の関係をより明らかにするため検討を行っ

た。

［方法】対象：血液透析患者を対象とし、

原疾患としてDMは176名、nonDMは101
名であった。

　E－CRIおよびE－Deca　acceleratin　factor

（DAF）E－CD59の測定：　既報［3】の通り，

モノクローナル抗CR1抗体（DAK：0）を使用
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し、E－CR1をflow　CytO皿etryで測定し、　CR1

結合量（antibody　binding　capacity，　ABC）と

して算出した。本研究ではABCが平均＋1標

準偏差以上をhigh　expression群（且igh－CR1）、

平均一1標準偏差未満を10w　expression群

（Low－CR1）と定義した。また比較のため、　G

PI－anchor型膜制御因子であるE－DAF，

E－CD59も同時に測定した（モノクローナル抗

DA：F抗体，福島県立医大　藤田貞三　博士

より供与；モノクロ・一一ナル抗CD59　抗体，

名古屋市立大学　岡田則子　博士より供与）。

遺伝性多型の　討、およびその他の臨床所見’

既報の通りintron　27についてHind　IIIによ

るPCR－RFLPを行い、朋，　H：L，　L：しの遺伝

子型を決定した［3］。また、各種臨床所見と検

査データについても比較検討を行った。

【結果］

　DM患者ではnonDM患者に比べて
E－CR1，　E－DAF，　E－CD59は明らかに二値を示

した（図1）。また、E－CR1のHind　III－RFLP

によるGenotypeの分類では、　DM，　nonDM

ともにHaUeleをもっているにもかかわらず

E－CR1の低値を示す症例が認められたが、疾

患間でgenotypeの頻度に差は認められなか

った（表1）。

　DM患者では：Low－CR1群の方が
H：igh－CR1群と比較して、透析期間が長かっ

た（p＜0．01）。また、CR1のligandであるC3，

C4，　Clq，　MBLの血中濃度は、：Low－CR1群と

且igh－CR1群で有意な差を認めなかった。

［考察・結論】

　DMの血液透析患者ではnonDMの患者と

比較してE－CR1は低値を示し、　genotypeの

解析からE－CR1の低下は後天的と考えられ

る。我々はその一因として何らかの透析膜の

影響を既に報告しているが、DM患者ではさ

らに特有の病態が：E－CR1の後天的な低下を

もたらしていることが示唆された。膜結合様

式の異なるE－DA：F，　CD59も同様に低下して

いることから、赤血球膜自体のglycationの

影響などを検討する必要があると考えられた。

［文献】

1

2．

3

Ohi　H．　et　al．，　Am　J　Kidney　Dis，

41：179　（2003）

大井洋之，第30回補体シンポジウム

講演集：19（1993）

Tamano　M．　et　al．，　Nephrol　Dial

’11r’ansplant，　19：1467　（2004）
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表1　CRI　genotypeの頻度

Genotype DM（n冨176） nonDM（n＝101）

HH 111（63．1％） 67（61．4％）

H：L 58（32．9％） 37（36．6％）

：L：L 7　（3．9％） 2（1．9％）
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D5
尿中補体活性化産物は蛋白尿を有する糸球体疾患において腎予後

推定に有用な指標である

　森田良樹、丸山彰一、湯澤由紀夫、松尾清一

名古屋大学大学院病態内科学講座免疫応答内科学

Urinary　complement　activation　product　is　a　potent　predictor　of　renal　survival　in　proteinuric

　　　　　　　　　　　　　　　　　　glomerular　diseases．

　　　　　　　Yoshiki　Morita，　Shoichi　Maruyama，　Yukio　Yuzawa，　Seiichi　Matsuo

Div．　of　Clinical　lmmunology，　Dept．　of　lnternal　Medic血e，　Nagoya　University　Graduate　Schoo1　of

　　　　　　　　　　　　　　　　　Medicine，　Nagoya，　Japan

［はじめに］

　蛋白尿は糸球体障害の指標だけでなく尿細管障害

性を有し、腎機能予後の危険因子である。蛋白尿中

の数多くの物質の中で、アルブミンや鉄・トランス

フェリン、IgG、補体などが尿細管間質障害を引き

起こす原因物質として考えられている。臨床のデー

タ上は特にHigh－molecular－weight（HMW）

proteinsが蛋白尿中に見られるときに予後が悪い

と報告されている。我々は、以前、動物実験で蛋白

尿中に含まれる補体成分は尿細管腔に到達すると管

腔表面で活性化され、尿細管障害をおこすこと1、

ヒトの蛋白尿を有する糸球体疾患患者において尿中

補体活性化産物｛cAPs（ic3b，Bb，MAc）｝を測定

し、巣状糸球体硬化症や糖尿病性腎症では有意に高

値を示すこと、尿蛋白量と相関すること2を報告し

た。

［方法］

今回の研究では、尿中MACと腎不全進行との関連

性について検討した。蛋白尿1g以上の腎疾患患者

141名について尿中MACを測定し、その後平均

40．6ヶ月フォローアップし、エンドポイント（透

析開始あるいは血清クレアチニン前値の2倍）への

到達率、リスクファクターの多変量解析、ステロイ

ドに対する反応性について検討を行った。

［結果］

尿中MACと腎機能低下速度に有意な相関が得られ

た。次に、血清クレアチニン3mg／dl以下の患者

において、尿中MACを高値群と低値群の2群間で

腎生存率を検討した。その結果、尿中MAC低値遇

は高値群に比較して有意に腎生存率が高かった。多

変量解析の結果、腎予後に影響する危険因子は、尿

蛋白量、血清クレアチニン値、尿中MAC高値群で

あった。また、ステロイドの反応性については、尿

中MAC低平群において反応が良好であった。

［考察］

上記の結果から蛋白尿を有する患者では尿中MAC

量高値は、腎不全の予後の不良因子であることと、

腎炎治療上、ステロイド治療に抵抗性を示す可能性

が高いことが示唆された。

［文献］

1）Mod血Yet　aL，　J　Am　Soc　Nqphrol　8：1363（1997）

2）Mcmita　Y．　et　al．，　J　Am　Soc　Nephrol　11：　700（2000）
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D6

腎虚血再灌流障害における

補体制御蛋白CD55とCD59による腎保護作用

　　　　　山田耕永、南学正臣1、三輪隆史、藤田敏郎1、Wenchao　Song

　　Center　for　Experimental　Therapeutics　and　Department　of　Pharmacology，

University　of　Pennsylvania　Sch。010f　Medicine、1東京大学医学部腎臓内分泌内科

　　Critical　Protection　from　Renal　lschemia　Reperfusion　lnjury　by　CD55　and　CD59

　　Koe　i　Yamada，　Masaomi　Nangakui，　Takashi　Miwa，　Tosh　iro　Fujitai，　WenChao　Song

　　　　　Center　for　Experimental　Therapeutics　and　Department　of　Pharmacology，

University　of　Pennsylvania　School　of　Medicine，　i　Division　of　Nephrology　and　Endocrinology，

　　　　　　　　　　　　University　of　Tokyo　School　of　Medicine

［はじめに］

補体とその制御蛋白は、様々な腎疾患の病因に深く

関与している1・2。腎虚血再遠流障害は、虚血性急

性腎不全のモデルであり、また腎移植後の移植腎の

生塵に影響を及ぼすことが知られている。現在まで

腎虚血再灌流障害において補体系が活性化されるこ

とが示唆されてきたが、その役割については不明な

点が多く、また補体活性化がどのように制御されて

いるかも十分に解明されていない。今回我々は膜結

合型補体制御蛋白CD55とCD59に注目し、これらの

蛋白が欠損したマウスに腎虚血再灌流障害を惹起し、

腎虚血再灌流障害におけるCD55とCD59の役割を検

討した3。

［方法］

体重25－30g、雄のCD55欠損（CD55一／一〉マウス4、　CD59

欠損（CD59一／一）マウス5、　CD55／CD59欠損（CD55。／一

CD59一／一）マウス、コントロール（wild－type）マウス

の両側renal　pedicleを22分間クランプし、音画

流後24時間目の腎機能（blood　urea　nitrogen；BUN）

と腎組織の比較検討を行った。

［結果］

CD55一／一マウスにおける腎虚血再灌流障害はコント

ロールマウスに比べ有意に増悪していた。CD59一／一

マウスにおける腎障害はコントロールマウスと有意

差を認めなかったが、CD55一／一CD59一／一マウスは

CD55一／一マウス、　CD59一／一マ』ウス、コントロールマ

ウスに比べ有意に重篤な腎障害を呈していた。また

CD55一／一CD59一／一マウスのperitubular　capillaryの

内皮細胞にはC3とMACの沈着およびperitubular

capillary内には血栓がみられた。さらにcobra

venom　fact。rによって補体を欠損させたCD55一／一

CD59一／一マウスの腎虚血再灌流障害はコントロール

マウスに比べ有意差を認めなかった。

［考察］

膜結合型補体制御蛋白CD55とCD59の欠損はMACに

よる微小血管障害を引き起こし、腎虚血状態を遷延

させる可能性が示唆された。このことからCD55と

CD59は補体の活性化を介する腎虚血再灌流障害を

軽減させるべく相加的に働いていると考えられた。

今後、腎虚血再灌流の際に生じるMACによる微小血

管障害をターゲットとした治療が期待されるが、こ

の観点からCD55一／一CD59一／一マウスは有用なモデル

マウスになると考えられる。

［文献］

1）Yamada，　K．　Kidney　lnt　59：　137　（2001）

2）Nangaku，　M．　J　Am　Soc　Nephrol　14：　2411　（2003）

3）Yamada，　K．　J　Immunol　172：　3869　（2004）

4）Miwa，　T．　Blood　99：　3707　（2002）

5）Song，　W．　C．　J　lmmunol　157：　4166　（1996）
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コイのアナフィラトキシンの単離と機能解析

加藤陽子、中尾実樹、矢野友紀

　九州大学大学院農学研究院

　　　　Isolation，　identifrication　and　functional　analy　sis　of　carp　anaphylatoxins．

　　　　　　　　　　Yoko　Kato，　Miki　Nakao，　Tomoki　Yano

Graduate　School　ef　Bioresource　and　Bioenvironmental　Sciences，　Kyushu　University，　Japan

〈はじめに〉

　アナフィラトキシン（C3a，　C4a，　C5a）は，それぞ

れ補体成分C3，　C4，　C5から放出される8～10　kDa

のペプチドで，哺乳類では白血球を感染局所に誘

導するなど様々な炎症反応に関与している。一方，

硬骨魚類ではこれらアナフィラトキシンの機能を

分子レベルで調べた報告はほとんどない。本研究

ではコイのアナフィラトキシンの単離と機能解析

を試みた。

〈方法〉

ザイモザンで活性化したコイ血清を酸／加熱処理し

た後，Cellulofine　GCL－300mによるゲル濾過クロ

マトグラフィーおよびTSKgel　SP－5PWによる陽イ

オン交換クロマトグラフィV・一一・によってアナフィラ

トキシンを精製した1）。　精製アナフィラトキシン

は、N末端アミノ酸配列の解析，　TOF－MSによる分

子量測定、およびPeptide　Mass　Fingerprinting

によって同定するとともに、C末端Argの有無を

決定した6また、単離されたアナフィラトキシン（0

～10nM）について、　コイ頭腎・体腎由来の好中球

に対する誘引活性を調べた2）。

〈結果〉

ザイモザン活性化コイ血清から，6種のアナフィ

ラトキシン（C3a－Hl，　C3a－H1－desR，　C4a－2，　C4a－2－

desR，　C5a－1－1－desR，　C5a－1－2－desR）を単離・同定

した。これらのコイ好中球誘引活性を調べた結果，

C5a－1－1－desRとC5a－1－2－desRのみが，0．5－1　nM

の濃度で強い誘引活性を示し，これらによる好中

球の移動はC5aの濃度勾配依存的な走化性である

ことが明らかとなった。

〈結論＞

1）コイアナフィラトキシンのうち、C5aのみが

　　コイ好中球に対する走化性因子として働いた。

2）本研究で得られた結果は、哺乳類のアナフィ

　　ラトキシンの特性と一致しており3）、硬骨魚

　　類のアナフィラトキシンの機能は哺乳類と同

　　程度にまで分化していることが示唆された。

＜文献＞

1）　K6hl　et　aL，　ln　Complernent　一A　practical　approach，

pp　135．　（1997）

2）　Falk　et　aL，　J　Immunol．　Methods，　33：　239　（1980）

3）　Wetsel　et　aL，　ln　Therapeutic　lnterventions　in　the

Complement　Systern，　pp　l　13．　（2000）
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軟骨魚類サメのC3／C4／C5遺伝子

　　　　　　　　　　　林　晋平、寺戸　勅雄1、木村　博1、野中　勝

東京大学大学院理学系研究科生物科学専攻、1滋賀医科大学医学科基礎医学系放射線基礎医学講座

　　　　　　　Shark　Complement　Component　C3／C4／C5　Genes

　　　　Shinpei　Hayashi，　Tokio　Terado’，　Hiroshi　Kimurai，　Masaru　N　onaka

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

　iDepartment　of　Experimental　Radiology，　Shiga　University　of　Medical　Science

〔はじめに〕

　哺乳類の補体系では、C3の遺伝子重複の産物で

あるとされるC4、　C5が他の補体分子の活性化や細

胞への直接攻撃のユニットの一部として働いており、

この遺伝子重複は補体系の機能の拡大に重要な役割

を果たしたと考えられている。これまで様々な動物

からクローニングされた関連遺伝子の系統解析から、

C3／C4／C5間の遺伝子重複は脊椎動物の系統で硬骨

魚類出現以前に生じたことが明らかにされており1・2、

一方無脊椎動物のナメクジウオ3、ホヤ4、ウニ5か

ら得られたC3／C4／C5遺伝子は、系統樹上でC3／C4／C5

の重複に先立って分岐していることが示され、この

重複が脊椎動物の系統で生じたことが示唆されてい

る。我々は昨年の本大会でドチザメからC3、　C4、　C5

の各々の少なくとも一部のクローニングを報告し、

この遺伝子重複が軟骨魚類の出現以前だった事を示

唆した。本年はドチザメでの解析の進展と、ドチザ

メでは擬遺伝子しか同定できなかったC5について、

多種のサメを用いて解析した結果を報告する。

〔方法〕

　既知のC3／C4／C5遺伝子のmultiple　alignmentによ

り見出された保存性の高いアミノ酸配列を元に

degenerate　primerを作成した。またドチザメliverか

らtotal　RNAを抽出し、そこから作成したcDNAを

templateに上述のprimerを用いて該遺伝子の部分配

列を得た。この配列から得られたprimerを元に3’一

RACE，　5’一RACE及びprimer　walkingを行い、C3／C4／C5

全領域の遺伝子配列を決定した。C5に関してはド

チザメから取られた遺伝子にORFが見られなかっ

た為、同様の実験をホシザメ（Mustelus　manazo）及

びツノザメ（Squalus　mitsukurii）でも行った。

〔結果〕

　ドチザメからはC3様遺伝子が2種、　C4様遺伝子

が3種及びC5様遺伝子が1種確認された。また他

の2種のサメで行ったC5様遺伝子の探索でもそれ

ぞれ1種が確認された。3種のサメから取れたC5

様遺伝子のうちホシザメを除く2種では読み枠上で

frame　shiftが生じており、擬遺伝子となっているこ

とが示唆された。

〔考察〕

　ドチザメからC3とC4、ホシザメからC5の機能

していると考えられる遺伝子の存在が確認されたこ

とから、C3／C4／C5の遺伝子重複と機能分化は軟骨

魚綱板野亜綱の出現よりも以前に起こったことが示

された。しかしながらC5は系統的に離れた2種の

サメで擬遺伝子化しており、今後は系統的に古いサ

メを用いて擬遺伝子化の時期の特定を行いたい。

〔文献〕

1）　Kuroda，　N．　et　al．　lmmunogenetics　51：117

2）　Franchini，　S．et　al．　Dev．　Comp．　lmmunol．　25：419

3）　Suzuki，　MM．　et　al．　J　Mol　Evol．　54（5）：671－9，

4）　Marino，　R．　lmmunogenetics　53（12）：1055－64

5）Al－sharif　WZ．　J　Immunol．　15；160（6）：2983－97
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E3

補体C3遺伝子の起源と進化

　　　杉本早苗、藤戸尚子、野中南

東京大学大学院理学系研究科生物科学専攻

　　　　　Origin　and　Evolution　of　the　Complement　Component　C3　Gene

　　　　　　　　Sanae　Sugimoto，　Naoko　Fujito，　Masaru　Nonaka

Department　ef　Biological　Sciences，　Graduate　Schoo1　of　Science，　’University　of　Tokyo，

【はじめに】

　高等動物の補体系は約30種類の蛋白成分で構成

されていて、自然免疫系において主要な役割を担っ

ている。補体系は後口動物の系統で確立されたと考

えられているが、その中心成分であるC3及びC3

の属するTEP（チオエステル含有蛋白質）familyの

起源は未だに明らかではない。TEP　familyは補体系

蛋白質C3、　C4、　C5から成るC3様subfamilyとプ

ロテア・一・一・ゼインヒビターであるα2－macroglobulin（α

2M）、　GPIアンカーを持つ膜蛋白質CD　109から成る

α2M様subfamilyに二分される事が知られている。

これまでC3様遺伝子は後口動物以上で、α2M様

遺伝子は前口動物以上でその存在が確認されるにと

どまっていたためC3はα2Mの遺伝子重複により

生じたと考えられていたが、近年刺胞動物の珊瑚か

らC3様遺伝子の存在が報告され、C3及びTEP　family

の起源を検討し直す必要が生じた。本研究では、TEP

familyで保存されている領域に設計した縮退プライ

マーを用いて海綿動物、刺胞動物におけるTEP遺

伝子の単離、解析を試みた。

【方法］

　海綿動物は普通海綿綱ダイダイイソカイメン

（Halichondria　japonica）と石灰海綿綱オカダケツボカ

イメン（Sycon　okOdai）の2種を、刺胞動物は花虫浮説

テジマイソギンチャク（Haliplanella　iineate）とヒドロ

虫綱ヒドラ（Hydra　vulgaris）の2種を用いた。各動物

からtotal　RNAを精製し、既知の他動物のTEP分子

で保存されているチオエステル結合領域とその下流

領域に設計した縮退プライマーを用いてRT－PCRを

行った。得られた部分配列をプローブとしてBLAST

searchにより相同性検索を行った。　cDNAライブラ

リーを作製し得られた部分配列をプローブとしてス

クリーニングし塩基配列を決定し、また、5’、

3’RACE法によって全塩基配列を決定した。分子

系統樹はClustal　Xによる近隣接合法によって作製

した。

［結果］

　ダイダイイソカイメン、オカダケツボカイメンか

らはTEP遺伝子の部分配列は得られなかったが、

タテジマイソギンチャクからは4種類、ヒドラから

は2種類のTEP遺伝子の部分配列が得られた。タ

テジマイソギンチャクで得られた4種のTEP遺伝

子の塩基配列を5’、3’RACE法により決定し、

Clustal　Xによる系統樹を作製したところ、4種の

うちの2つはC3様遺伝子、1つはα2M様遺伝子、

もう1つはCD　109様遺伝子である事が示唆された。

これにより、刺胞動物の段階で既に、TEP　familyの

代表的なメンバL一・一一であるC3、α2M、　CD　109が揃っ

ていた事が明らかになった。ヒドラで得られた2種

のTEP遺伝子の部分配列はα2Mと高い相同性を持

つ事がBLAST　searchにより示された。部分配列を

プローーブとしてcDNAライブラリーをスクリーニ

ングしたところ、そのうちの1種の全長配列が得ら

れ全塩基配列を決定した。Clustal　Xによる系統樹

62



を作製したところ、タテジマイソギンチャクα2M

様遺伝子に最も近縁なα2M様の遺伝子である事が

示唆された。得られたα2M様遺伝子は約520bpの

領域において低い相同性を持ち、計4種の塩基配列

が得られたため、アリールである可能性も含めてヒ

ドラには2種以上のα2M様遺伝子が存在する事

が明らかになった。

［考察］

　海綿動物ではTEP遺伝子は存在せず、刺胞動物

のイソギンチャクではC3、α2M、　CD　109遺伝子が

存在し、刺胞動物の中で独自の進化を遂げたとされ

るヒドラにはα2M遺伝子だけが存在した。この結

果は、C3及び他のTEP蛋白質は海綿動物が分岐し

た後に後生動物の共通祖先で出現し、C3様、α2M

様両subfamilyへの遺伝子重複も刺胞動物の出現以

前に完了していた事が示唆された。その後α2M様

subfamilyは全ての動物の系統で保持されたが、　C3

様subfamilyはヒドラ系統、多くの前口動物の系統

で失われたと思われる。今後In　Situ　Hybridizationに

よる局在解析によって、後口動物のものとは異なる

可能性の高いイソギンチャクのC3遺伝子の機能解

析の手がかりを得たい。

［文献】

1）　Adams　M．　D．　et　al．，Science　287：　2185－95　（2000）

2）Aguinaldo　AM．et　al．，　Nature　387：　489－93　（1997）

3）Al－Sharif　W．　Z．et　al．，J　Immunol　160：　2983－97　（1998）

4）James　W．V．，PNAS　94：　8001－8005　（1997）

5）Kortschak，　R，　D．et　al．，　Curr　Biol　13：　2190－5　（2003）

6）Law，　S．　K．　et　al．，Blood　99：　1683－91　（2002）

7）Lin，　M．et　al．，　Blood　99：　1683一一91　（2002）

8）Muller－Eberhard，　H．　J．，　Annu　Rev　Biochem　57：　321－47
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9）Nonaka，　M．et　al．，　J　lmmunol　162：　387－91　（1999）
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E4

尾索動物カタユウレイボヤにおけるMHC　Class　111補体遺伝子の単離

　　　　　　　　　　　　　　および物理的連鎖解析

　　吉崎史子、井川俊太郎1、佐竹正延1、佐藤矩行2、野中勝

東大・院理・生物、1東北大・加齢医学研究所、2京大・院理・動物

Cloning　and　Physical　Linkage　Analysis　of　the　MHC　class川complement　genes　in　Cめna　intestina〃s

　　Fumiko　Yoshizaki，　iShuntaro　lkawa，　iMasanobu　Satake，　2Nori　Satoh，　and　Masaru　Nonaka

　　Department　of　Biological　Sciences，　Graduate　School　of　Science，　the　University　of　Tokyo，

　　　　　　　　iInstitute　of　Development，　Aging　and　Cancer，　Tohoku　University

　　　　　　2Department　of　Zoology，　Graduate　Schoo1　of　Science，　Kyoto　U　niversity

〈はじめに〉

　補体ファクターB（Bf）は第二経路のC3転換酵素を

構成するセリンプロテアーゼである。Bf遺伝子はヒ

トでは、共通の祖先から分岐したと考えられるC2

とともに第6染色体のMHC領域に存在する。さら

に、C4もBf．　C2の近傍にあり、軟骨魚類サメでも

MHC領域にこの連鎖があることが明らかになって

いる。サメよりも早い段階で分岐した尾索動物ホヤ

では、抗体分子やMHC分子など獲得免疫で重要な

分子は無いものの、複数成分で構成される補体系の

存在が遺伝子レベルで示唆されている（D。本研究

では、獲得免疫系の出現以前に補体系遺伝子の連鎖

が成立していたか否かを検討することを目的として、

尾索動物カタユウレイボヤでBf遺伝子のクローニ

ングおよびC3／C4A（75の共通祖先から分岐したと考

えられるカタユウレイボやC3遺伝子との位置関係

の解析を行った。

＜方法＞

1、カタユウレイボやBfのcDNAクローニング

　カタユウレイボやESTデータベv・一・・スに対する相

同性検索、血球・内柱のcDNAライブラリのスク

リーニングにより2種のBf　c　DNAを単離した。

また、ゲノム配列からさらなるBf遺伝子が予測さ

れたので、相同性をもとに予測した開始コドン付近

と終止コドン付近にプライマーを作成し、RT－PCR

によりコーディング領域全長を増幅・クローニング

した。

2、発現解析

　各組織での発現をノザンプロッティングおよび

RT－PCRにより検討した。

3、ゲノム構造の解析

　カタユレイボヤドラフトゲノム配列を対象に相同

性検索を行い、Bf遺伝子領域および周辺の塩基配列

を得て、エクソン、イントロン構造の解析および反

復配列の同定を行った。

4、カタユウレイボやC3遺伝子との物理的連鎖解

析

　カタユウレイボや初期発生胚から将口らの方法

（2）にしたがい染色体標本を作製した。カタユウレ

イボやBf遺伝子、および既報のC3－1、C3－2遺伝子（3）

領域を含むBACクローンをゲノムライブラリ（4）か

ら単離し、DIGまたはビオチンで標識してプローブ

とし、染色体Fluorescent　in・situ　hybridization（FISH）

を行い、連鎖解析を行った。

＜結果＞

1、カタユウレイボヤから3種のファクターB配列
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を得て、CiBf－1、　CiBf－2、　CiBf－3とした。それぞれ、

999、998、963残基のアミノ酸をコs・一F一・ドしていると

予測された。予測アミノ酸配列はヒトBfと比較す

ると24％～26％の相同性を示した。ciBf一・1とciBf－

2で88％、ciBf一　1とciBf－3、　ciBf－2とciBf－3はそ

れぞれ49％の相同性を示した。予測されたドメイ

ン構造は3つに共通しておりN末からLow－density

lipoprotein　receptor　（LDLR）一Short　consensus　repeat

（SCR）一LDLR－SCR－SCR－SCR－von　Willbrand　factor　A－

Serine　Proteaseと、脊椎動物Bf、　C2と比較してLDLR

ドメイン2つとSCRドメイン1つを余分に持つ形

であった。セリンプロテアV一・一ゼドメインに着目する

と、いずれも活性中心セリンのコドンがAGYで、

触媒ヒスチジンの周囲のシステイン（Hisループ）が

ないという特徴をもち、脊椎動物のBf、　C2のセリ

ンプロテアーゼとは異なり、むしろ脊椎動物めCls、

Clr、　MASP2、　MASP3のセリンプロテアv一一・ゼと共

通していた。しかし、CiBfのセリンプロテアーゼ

をコードする領域にはイントロンがある点でCls、

Clr、　MASP2、　MASP3と異なっていた。

2、ノザンプロッティング、RT－PCRから、　CiBf－1

の発現量が最多で、鯉、内柱に強いシグナル、胃、

腸、精巣で弱いシグナルが検出された。また、CiBf－2

は卵巣で、CiBf－3は腸での発現が一番多かった。

3、3つのBf遺伝子はゲノムの約50kbの領域に並

んで存在していた。CiBf－1とCiBf－2のcDNAで非

常に相同性が高い部分が見られたが、ゲノムではイ

ントロンの一部も含めてきわめてよく保存されてい

た。また、CiBf－1、2、3に共通して保存されていた

箇所もエクソンだけではなくイントロンの一部まで

保存されており、ごく最近にBf遺伝子間での遺伝

子変換が起こったことが示唆された。この領域には、

71塩基をユニットとするリピート、19塩基をユニ

ットとするリピートがそれぞれ多数コピ’あった。

これらリピートが遺伝子変換に何らかの役割を果た

した可能性が考えられる。

4、染色体FISH法により、CiBf、αC3－1、αC3－2

の3遺伝子座はどの2つも同一染色体上にはないこ

とが明らかになった。

〈考察〉

　カタユウレイボやBfは脊椎動物と比較して追加

のドメインを持っていたこと、脊椎動物Bf、　C2と

は異なるタイプのセリンプロテアーゼドメインを持

っていたことから、進化の過程でドメインシャフリ

ングが起こったと考えられる。また、カタユウレイ

ボやBfのセリンプロテアーゼは分断されたエクソ

ンでコードされていたので、その祖先は脊椎動物

Cls、　Clr、　MASP2、　MASP3に見られるイントロン

レスのセリンプロテアーゼの原型となるものだった

可能性も考えられる。

　脊椎動物MHC領域に存在する補体遺伝子Bf、　C2

のカタユウレイボヤホモログCiBfと、　C31C4／C5の

ホモログCic3－1、αC3－2は連鎖していなかった。

連鎖の成立時期は脊椎動物の系統に分岐した後と推

察され、C2、　C4の連鎖が古典経路C3転換酵素の

形成に何らかの役割を果たした可能性が考えられる。

　Bfの機能的な面については、硬骨魚類以前に分

岐したグループでは解明されていない。現在、機能

解析をめざして尾索動物マボヤでBf蛋白質の精製

を試みている。

＜文献＞
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3）　Marino，　R．　et　al．，　lmmunogenetics　53：1055　（2002）

4）　Kobayashi，　M．　et　al．，　Genes　Genet　Syst　77：283　（2002）
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E5

補体系後期成分の起源を探索する

　　　　木村　鮎子、遠藤　一如、吉崎　史子、宮沢　清太、瀬谷　司1、野中　勝
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　　　　　　　　　and　lmmunology，　Graduate　School　of　Medicine，　Hokkaido　University

〈目的〉

　哺乳類補体系のエフェクター分子である補体系後

期成分（Terminl　Complement　Components：TCCs）は、

膜障害性複合体を形成して膜電位を破壊し細胞を溶

解させる機能をもっと考えられている。これまでの

研究から、補体系は後口動物の系統で獲得されたも

のと考えられており、その中でもより原始の姿に近

い補体系をもつと期待される尾索動物ホヤでは、補

体系のエフェクター機能のうち、日食促進3）や炎

症細胞の誘導4）5）が既に確認されている。しかし、

もうひとつのエフェクター機能である膜障害機能に

ついては、これまで有顎脊椎動物のみでしか確認さ

れていない6）。また最近、TCCは直接的な膜障害

機能だけではなく、sublyticな量ではイオンリーク

を引き起こし、シグナル伝達を介して免疫細胞のア

ポトーシスや増殖を促進する機能を持つことを示唆

する論文が幾つか発表され1）2）、その生理的役割を

見直す必要性が生じている。

　そこで本研究では、補体系で働く膜障害因子の起

源を明らかにするとともに、原始的な補体系膜障害

因子の機能を解析することによって、その生理的な

意義を明らかにしていくことを目的とし、尾索動物

のマボヤとカタユウレイボヤを用いてTCC遺伝子

を探索し、またマボやTCC蛋白質の機能解析の前

段階として組み替え蛋白質に対する抗体を作成した。

＜方法＞

1．ホ　TCC’云　の‘　　・な”

　後口動物のTCCで保存されているアミノ酸配列

をもとに作成した縮退プライマーと、2種のホヤの

各組織から抽出したRNAとを用いて、　RT－PCRに

よりホヤTCC遺伝子の部分配列を得た。さらに完

全長cDNAを得るため、マボヤではPCR産物をプ

ローブとして肝膵臓cDNAライブラリのスクリー

ニングを行い、カタユウレイボヤではPCR産物の

塩基配列を、ドラフトゲノム配列7）から予測され

たTCC遺伝子の配列と比較した。

2．マボやTCC’云　の およびポリクロ

　ノザンプロットにより、マボやTCC遺伝子の発

現部位を確認した。さらに蛋白質レベルでの解析を

行うため、マボやTCC遺伝子のcDNA配列をもと

に組み替え蛋白質を作成し、これに対するポリクロ

ーナル抗体を作成した。

＜結果＞

1．ホ　TCC’Aの　、・な’

　マボヤから1種、カタユウレイボヤから15種の

TCC様遺伝子を得た。これらがコードする蛋白質

のドメイン構造を予測してヒトのTCC、　Perforinと
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比較すると、どちらのホヤのTCC様因子も、1）

脊椎動物のPerforinにはなくTCCにのみ存在する

ドメインを幾つかもつこと、2）しかしC5など他

の補体成分と相互作用するのに必要と考えられる

FIM、　SCRドメインを全く欠いていることが分かっ

た。また、マボやTCCのTSP、　EGF－likeドメイン

は保存されているCys残基の幾つかを欠いており、

そのN、C末側にはそれぞれドメイン構造の予測で

きないアミノ酸配列が続いており、マボやTCCが

独自の進化を遂げている事が示唆された。ホヤと脊

椎動物のTCCに共通する4つのドメインのアミノ

酸配列をもとに分子系統樹を作成すると、2種のホ

ヤのTCC、脊椎動物のTCC、　Perforinとがそれぞれ

ひとつのグループを作り、この系統樹からはホヤの

TCC様遺伝子が脊椎動物のTCCとPerforinのどち

らに近縁であるのかを判断することはできなかった。

様子が伺える。マボやTCCは脊椎動物TCCと同様

に、肝膵臓で発現され糖蛋白質として体腔液中に分

泌されることからも、脊椎動物のTCCに近いもの

である可能性が高い。しかしながらドメイン構造か

らは、ホヤTCCはホヤの補体中心成分と相互作用

しない可能性も考えられる。

〈結論〉

　以上の結果から、ホヤのような後口無脊椎動物の

系統でも既にTCC遺伝子が出現していたことが明

らかになった。しかし一方、ホヤのTCC遺伝子は

体腔液面に存在しながら補体系中心成分の制御下か

ら離れて働く可能性が示唆された。ホヤTCCの膜

障害機能やホヤ体液中における生理機能については、

さらなる機能解析によって明らかにしていきたいと

考えている。

2．マボやTCC　潰云子の ’よびポリクロ

ーナル抗　の　　’

　ノザンプロットにおいて、マボやTCC様遺伝子

の発現は肝膵臓で特異的に認められた。また、作成

したポリクローナル抗体を用いて、マボヤの各組織

から抽出した蛋白質に対するウエスタンプロットを

行ったところ、体腔液（血清）に特異的なバンドが

2つ検出され、さらにN一グリコペプチダーゼ処理

によってこれらのバンドがそれぞれより低分子量へ

と移動したことから、N型の糖鎖付加を受けている

ことが分かった。
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子を共有することが示唆されるが、分子系統樹やア

ミノ酸配列の比較から、これらの分子の進化的な分
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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

II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）会員は学術集会において、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。

III役員

（11）本会に次の役員をおく。

　　　　　会長

　　　　　運営委員

　　　　　監事

　　　　　補体シンポジウム当期および次期集会長

1名

若干名

2名

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
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　　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。

（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。

II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、開票結果にもとつい

　　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。

III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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　　　　　　　　　　　　　謝　辞

（株）蛋白科学研究所（http：〃www．prsc．jp）様より、第41回補体シ

ンポジウムへご支援を頂きました。心から御礼申し上げます。

　　　　　　　　　　　　　　第41回補体シンポジウム

　　　　　　　　　　　　　　　　集会長　　野中　勝



　補体研究会賛助会員

　　　　（50音順）

　　トーアエイヨー（株）

　　日本ハム（株）

　明治製菓（株）

　和光純薬工業（株）

　　　補体研究会

会長　　　　　　瀬谷　　司

運営委員　　　　岡田　秀親

　　　　　　　酒井　好古

　　　　　　　野中　　勝

　　　　　　　堀内　孝彦

　　　　　　　松尾　清一

　　　　　　　松下　　操

　　　　　　　松本美佐子

　　　　　　　山本　哲郎

監事　　　　　　岡田　則子

　　　　　　　藤田　禎三

事務局長　　　　野中　　勝

集会長　　　　野中　　勝

次期集会長　　　松尾　清一
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